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INTRODUCCION



El descubrimiento y caracterizacién quimica deidiaelajante derivado del endotelio o
"endothelium-derived relaxing factor" (EDRF), idéichdo posteriormente como Oxido
nitrico (NO), ha provocado el desarrollo de un inse campo en el ambito de la
investigacion biomédica. Asi, algunas condiciona®ljgicas tan importantes como la
hipertension arterial o la cirrosis hepatica saaarizan por importantes alteraciones, todavia
no completamente aclaradas, en la funcion del N@studio del papel del NO en esas
enfermedades es de vital importancia para la adoplg nuevas terapedticas que mejoren la
calidad de vida de los enfermos.

La cirrosis hepatica cursa con anomalias en laeeknr renal de sodio y agua que
conducen eventualmente al desarrollo de ascitiastais es una complicacion frecuente y
una de las principales causas de mortalidad jutdacexistencia de peritonitis bacteriana
espontanea, sangrado por rotura de varices y siednepatorrenal. La hipertension portal
gue acomparnia a la cirrosis se asocia con una tempesodilatacion esplacnica que puede
jugar un papel critico en el inicio de las altevaeis hemodinamicas sistémicas y locales y
contribuir a la formaciéon de ascitis, perturbande presiones microvasculares locales.
Ademas, conduce a un estado de circulacion hip@mdoa caracterizado por disminucion de
la presién arterial, gasto cardiaco elevado ytersisas vasculares sistémicas disminuidas.
Esto se produce, ademas, a pesar de un aumentmutaken vascular y de la estimulacion del
eje renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), sisteemgioso simpético (SNS) y hormona
antidiurética (ADH).

En la patogenia de la vasodilatacion arterial pad&, como evento primario, se ha
implicado a numerosas sustancias vasodilatadona® Bs que figuran el glucagon, la
prostaciclina, el péptido natriurético atrial, lesstancia P, los acidos biliares, etcétera. Sin
embargo, con el descubrimiento del papel princg®lendotelio en el control del tono
vascular, gran parte de las investigaciones aggaldirigen a estudiar la participacion de los
factores vasoactivos endoteliales como mediad@essths alteraciones hemodinamicas y
renales de la cirrosis. Actualmente existen sufieig evidencias de una produccién excesiva
de NO endotelial en los vasos de animales y pasamin cirrosis. Este aumento de la sintesis
de NO vascular ha sido demostrado por estuidiostro e in vivo realizados en nuestro
laboratorio que han descubierto una correccioa dpbrrespuesta a vasoconstrictores y de la

hipotension arterial tras la administracion delidores de la sintesis de NO. Ademas, la



inhibicién de la produccién de NO se acomparfia denarcado aumento de la excrecion
urinaria de sodio y agua en ratas cirroticas csin @scitis. Estos efectos y la reversion de la
circulaciéon hiperdindmica se asocian con una digandm plasmética de la actividad de renina
y de las concentraciones de aldosterona y vasopreBor tanto, el NO emerge como un
factor de gran importancia para comprender la gaiologia de las alteraciones
hemodinamicas y renales de la cirrosis.

El estudio de los mecanismos responsables de ¢stis alteraciones esta lejos de ser
completo. Este trabajo experimental aborda de naarasi exclusiva la participacion del NO

como contribuyente potencial a la vasodilataci@iigraciones renales de la cirrosis hepatica.

I- CIRROSIS HEPATICA.

La cirrosis hepatica es un proceso patoldgico codmile representa la via final comun de
multiples hepatopatias. Las caracteristicas cBnileala cirrosis se deben a las alteraciones
morfoldgicas y, con frecuencia, son un reflejoalgravedad de la lesion hepatica mas que de
la etiologia de la enfermedad hepatica subyacEhtencepto de cirrosis es histolégico y sus
caracteristicas anatomopatologicas basicas comsesieina desestructuracion difusa del
parénquima hepdético, con la aparicion de fibrosisogulos de regeneracion. Estas
alteraciones se deben a la necrosis de hepataitidapso de la red de soporte formada por
reticulinay a la acumulacién de tejido conectilistorsion del lecho vascular y regeneracion
nodular en el parénquima hepatico supervivienteedtiltado de los mecanismos destructivos
y reparativos conduce a una insuficiencia hepattaretjue puede causar ictericia, edema,
coagulopatia y diversas alteraciones metabdlicenas de una distorsion vascular que
produce hipertension portal, de la que se deramdyoria de las manifestaciones clinicas y
complicaciones de esta enfermedad. Lo mas frecasijige el paciente cirrético consulte por
primera vez por la aparicion de una complicaciénadenfermedad, hecho que refleja un
estado avanzado del proceso. Entre estas compleaciiguran la hemorragia digestiva alta,
la ascitis, la encefalopatia hepatica, las infewsobacterianas graves y la degeneracion
neoplasica (Planas y Quer, 1992). La ascitis o atmide liquido en la cavidad peritoneal, es
la complicacion mas frecuente de la cirrosis hepatitraduce la existencia de profundos
trastornos hemodinamicos y de la funcion renatretedos con la hipertension portal. Su

aparicion es indicativa de un estadio avanzada dafermedad y requiere de una actuaciéon



inmediata, constituyendo una de las principalescauiones de trasplante hepatico. La
existencia de hipertension portal y de retencigralrele sodio y agua son condiciones
necesarias para la formacion de ascitis en lasigr(&ines, 1992).

El interés acerca de los mecanismos desencaderdmt@sretencion de sodio y la
formacion de ascitis en la cirrosis se ha vistoulsgdo por la disponibilidad de modelos
experimentales sencillos y altamente reproducdeesrrosis hepatica. Estos modelos repiten
bastante fielmente las alteraciones histolégicasjuimicas, hemodinamicas, renales y
neurohumorales de la cirrosis hepéatica humanaiéGtaliménez, 1992a).

Cirrosis hepatica experimental.

Los procedimientos mas utilizados para producirosis experimental son la
administracion cronica de tetracloruro de carb@igQ) y la ligadura crénica del conducto
biliar (LCB). Existe un tercer método, la ligadpaxcial de la vena porta (LVP), en el que se
provoca una hipertension portal presinusoidal aimochepatico, pero que reproduce de un
modo predecible y homogéneo la mayoria de lasaaltares hemodindmicas que se observan
en la cirrosis (Sikuler y cols, 1985).

El Cl,C es un toxico hepatico que se ha utilizado enrsiageespecies animales para
producir cirrosis. Los procedimientos empleadosluyen la inyeccion subcutanea,
intramuscular o intraperitoneal, la administracidnragastrica o la inhalacion del
hepatotoxico en el interior de una camara estalcee(iez y cols, 1991). Este ultimo es el que
utilizamos en nuestro laboratorio y es una modifimadel método de McLean y cols (1969)
gue consiste en la administracion por inhalacioRiE. Ademas, se afiade fenobarbital al
agua de bebida con objeto de inducir el metabolikemmatico, lo cual acorta el tiempo
necesario para producir cirrosis (8-10 semanas).

La LCB consiste en la ligadura y escision quirtegiel conducto biliar principal con el
objetivo de interrumpir el flujo y drenaje biliapyoducir una cirrosis biliar secundaria. Segun
unos autores, en unos 15 dias se manifiestan sagae#rosis hepatica y a los 28 dias,

aproximadamente un 75% de las ratas tienen cirestablecida (Kountouras y cols, 1984).

ll- PATOGENIA DE LA ASCITIS Y DE LOS TRASTORNOS DE LA FUNCION
RENAL.

1.- Teorias



Para explicar las alteraciones hemodinamicas yasu& la cirrosis han surgido varias
teorias que exponemos resumidamente a continu@igara 1):

1.1 Teoria del infrallenado (underfilling).

La cirrosis hepatica progresiva conduce a un bloduteahepatico al flujo de sangre que
determina un aumento del volumen sanguineo enrébte esplacnico y un incremento
importante de la presién en los sinusoides porfhlpsrtension portal sinusoidal). Esto, a su
vez, provoca un aumento de la filtracion de liguidoia los vasos linfaticos. A medida que
avanza la cirrosis, estos vasos son incapacesdarda totalidad de la linfa acumulada, lo
gue produce una extravasacion de liquido hacaMialad peritoneal dando lugar a ascitis. El
resultado es una disminucion del volumen circulaqie estimula los barorreceptores
intratoracicos y arteriales y éstos, a través desigtemas neurohumorales, actian sobre el
rifién para que retenga sodio y agua aumentandorte@tion de ascitis (Witte y cols, 1971,
1980).

1.2 Teoria del sobrellenado (overflow).

La hipertension portal sinusoidal produce la edition de mecanorreceptores
intrahepaticos que aumentarian la actividad siro@étinal. Este reflejo hepatorrenal produce
unaretencion primaria, en el sentido de ser inuidipate de los cambios en la hemodindmica
sistémica, de sodio y agua, provocando secundamiamena expansion de volumen
plasmatico y un aumento del gasto cardiaco. Laisteesias vasculares periféricas
disminuyen para acomodar el alto volumen sanguamenilante. El contraste entre la
hipervolemia arterial y el aumento de la presi@ndstatica en los lechos vasculares hepético
y esplacnico conduce a la formacion de la asaiitsal (Lieberman y cols, 1970; Levy, 1994).

1.3 Teoria de la vasodilatacién periférica.

Esta teoria se ha propuesto como una revision dellénfrallenado y la principal
distincion de ella es que la hipertension portalisoidal desencadena una vasodilatacion
arteriolar, inicial y mas acentuada en el territ@splacnico, que provoca una disminucién del
volumen arterial efectivo. De este modo, la vastadion periférica es el determinante inicial
del infrallenado vascular y el desequilibrio enaecapacitancia vascular distendida y el
volumen disponible ocasiona una disminucién deuw@n efectivo. La vasodilatacion
arteriolar esplacnica no solo juega un papel oréllterando la hemodinamica sistémica, sino
también aumentando la presion hidrostatica miciayas, que provoca el paso de fluido

desde el compartimento vascular al espacio inteabtiurante la hipertension portal (Arroyo
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y Ginés, 1992). La activaciéon de los barorrecegtpa el vaciado arterial se acomparia de
respuestas neurohumorales que conllevan una rétetheisodio y agua, con el consiguiente
aumento del volumen intravascular y del gasto eaddi Si el aumento del volumen
plasmatico es inadecuado para normalizar la hom&estirculatoria, los niveles de las
sustancias neurohumorales se mantendran elevéalosntinuada retencién de sodio y agua
conducira al desarrollo de ascitis. Si, por el @i, el aumento del volumen plasmatico es
adecuado, llenando los lechos vasculares dilatétosiistancias neurohumorales regresan a
los niveles normales y la excrecidn hidrosédicdwaua la normalidad (Schriery cols, 1988y
1994).

INFRALLENADO SOBRELLENADO VASODILATACION
i PERIFERICA
L
HIPERTENSION PORTAL
l \>
tVol. plasmatico + Recept. mecanicos VD arteriolar
' intrahepaticos (1° esplacnica)
! Lig. linfatico (Reflejo hepatorrenal) |
| | v Vol. arterial efectivo
Retencion 12 de |
ASClTIS sodio y agua + BARRORECEPTORES
: ! + Sist. RAA, SNS, ADH
v Vol. circulante .
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|
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|
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|
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————> > ASCITIS
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Retencion de sodio y agua 1

COMPENSADA DESCOMPENSADA

Figura 1. Teorias sobre la retencién de sodio en la cirtueigitica.

2.- Alteraciones hemodinamicas de la cirrosis hepas.

La presién portal puede aumentar tanto por uninergo del flujo sanguineo como por
una elevacion de la resistencia vascular, o pooarfdrtores. El higado es el principal lugar
de resistencia al flujo sanguineo portal y en leosis existe un aumento de la resistencia
vascular hepatica que puede ser consecuenciadsdatructuracion que sufre la arquitectura
vascular o de la existencia de algin component&oaciue pueda ser modificado
farmacologicamente. Este obstaculo origina la ajgeride cortocircuitos (colaterales porto-

sistémicas) que eluden el higado y permiten el gasangre a la circulacion sistémica.



Por otro lado, el aumento del flujo sanguineo pasael resultado de una marcada
vasodilatacion arteriolar esplacnica, cuyo mecaaismes bien conocido, si bien se cree que
en su aparicion juegan un papel muy important@Baits vasoactivas de origen esplacnico,
gue llegan a la circulacion sistémica y que norneali® metaboliza el higado y/o cuya
produccion esta aumentada en la hipertension g&taich y Garcia-Pagan, 1992).

A nivel sistémico, los pacientes y animales de expntacion con cirrosis presentan una
disfuncion circulatoria llamada circulacién hiperéimica y caracterizada por hipotension
arterial, marcada disminucion de las resistenc@aswares periféricas, hipervolemia y alto
gasto cardiaco. La reduccién de las resistenciasi@dares no es el resultado de una
distension pasiva de los vasos secundaria al irreEnde volumen plasmatico, sino la
consecuencia de una vasodilatacion activa aparenterdebida al incremento del nivel de
vasodilatadores en el plasma. La vasodilataciohigceemento del flujo sanguineo son
especialmente manifiestos en el territorio vascatplacnico, como ya hemos visto. La
vasodilatacion periférica es el fendmeno hemodinanmnicial y fundamental para el
desarrollo de la circulacion hiperdinamica, aunpgrmbablemente necesite del concurso de
otro factor, como es la expansion de volumen plésmaue posibilite el aumento del gasto
cadiaco y se exprese plenamente el estado deaci@ulhiperdinamica (Albillos y cols,
1993). En el lado venoso del arbol vascular existedilatacion y aumento de la capacidad
venosa total, consecuencia no de un cambio emelwascular sino como adaptacién al
aumento de la volemia. Recientemente, Ryan y ctB96) han encontrado una
hiporeactividad a noradrenalina, mediada por NQyreastudio in vitro realizado en venas
del antebrazo procedentes de pacientes cirroticgsie sugeriria una posible participacion
activa del lado venoso.

La patogénesis del estado de circulacidon hiperdrgtodavia no ha sido clarificada,
aunque parece evidente la participacion de sustaneaisodilatadoras de origen esplacnico,
entre los que figuran el glucagon, la prostaciglimdenosina, colecistoquinina, péptido
intestinal vasoactivo, sustancia P y neurotensimsdatos vigentes sugieren la existencia de
uno o varios de estos factores circulantes, quegpi@s propiedades vasodilatadoras per se 0
actuarian estimulando la sintesis y liberacion tdesovasodilatadores. Existen evidencias
directas de que el glucagon juega un papel desitagatk hecho sus niveles se hallan

aumentados en animales y enfermos con hipertepsidal. El glucagén tiene propiedades



vasorrelajantes intrinsecas y, ademas, reduceeatdinente la sensibilidad vascular a
vasoconstrictores circulantes. Sin embargo, laesigm del glucagon disminuye solo en un
40% el grado de vasodilatacién esplacnica que serad en ratas con hipertensién portal
cronica, lo que sugiere la existencia de otrosofast (Kiel y cols, 1985; Pizcueta y cols,

1990). Otros factores implicados han sido el pépiatriurético atrial, el péptido relacionado

con el gen de la calcitonina, la bradiquinina, &msdos biliares y, mas recientemente,
sustancias de origen endotelial, entre las queckesi NO, el mas potente vasodilatador
conocido y que juega un papel clave en la func®rahtrol vascular del endotelio, en la
regulacion de la presion arterial y en la homeastasculatoria.

La mayoria de las sustancias endoteliales soqettpo de hormona paracrina, es decir,
efectivas solo en la vecindad de las células qugtdetizan. Dado que el NO es una hormona
gue actua solo localmente y la vasodilatacioniales un fendmeno sistémico, es presumible
gue exista un aumento generalizado de la activiédd enzima encargada de la sintesis de
NO en la mayoria de los lechos vasculares del agen Asi pues, desde que hace unos afios
Vallance y Moncada (1991) postularon que la ex@gede un aumento de la sintesis de NO
podia jugar un papel determinante en la patogédesascirculacion hiperdinamica, muchos
autores han demostrado la existencia de un exeds@aen la cirrosis, utilizando inhibidores
de su sintesis en diferentes modelos experimerdalégertension portal (Pizcueta y cols,
1992; Claria y cols, 1992; Sieber y Groszmann, 1B82nzon y Blendis, 1994; Fernandez y
cols, 1996). En cuanto a otros factores endogsljal papel desempefiado por los derivados
del &cido araquidonico como la prostaciclina @P@arece ser también significativo (Bruix y
cols, 1985; Sitzman y cols, 1991). Por ultimo eHE) o factor hiperpolarizante derivado del
endotelio produce una relajacion independient®l@eue también requiere la presencia del
endotelio intacto, y aunque no ha sido identificidlavia, algunos autores le atribuyen cierto
papel en la cirrosis y en la hipertension portab(®u y cols, 1992 y 1994; Atucha y cols,
1998).

Hiporreactividad vascular a vasoconstrictores citaates.

La existencia de hiporreactividad vascular a agevdsopresores, como noradrenalina
(NA), vasopresina (ADH) y angiotensina Il (All), (May y Paller, 1985y 1986; Kiel y cols,
1985; Pizcueta y cols, 1990), es un hecho clararderhostrado en pacientes y en modelos

experimentales de hipertensién portal crénica. &igporreactividad no puede ser atribuida a



un fallo en los receptores por dos razones. Enguringar, por la existencia de un namero y
afinidad similar de los receptores vasculares dlecéino demuestran Murray y Paller (1985).
Liao y cols (1994) tampoco encuentran cambios efitédad o niumero de los receptores
alfa;-adrenérgicos en arteria mesentérica o del rabatds con hipertension portal. En

segundo lugar, por la presencia de hiporrespuégi@launa sustancia despolarizante que
causa vasoconstriccion por mecanismos independideteeceptores (Sieber y Groszmann,
1992).

Como se ha sugerido, la hiporreactividad vasculdrip estar causada por el aumento del
nivel de vasodilatadores circulantes. Estudios exy@ntalesn vivo han demostrado que el
glucagon disminuye la sensibilidad vascular sisténei intestinal a NA (Kiel y cols, 1985;
Pizcueta y cols, 1990). Sin embargo, la hiporresfaupersiste en preparacionesvitro,
donde los vasos son extraidos fuera del organisnesteidio y, por tanto, de las influencias
de los vasodilatadores circulantes, descartand@@ssa como Unica responsable. Asi, Sieber
y Groszmann (1992), objetivaron una hiporrespueaszular a NA, ADH y KCI en un
sisteman vitro, como es el lecho vascular mesenterico aisladatds con LVP y en el que el
bloqueo de la sintesis de NO revirtio esta hippuesta. Por otra parte, Claria y cols (1994),
demuestran una mayor respuesta vascular a vasalditas dependientes de NO endotelial,
como la acetilcolina (ACH) en anillos aorticos aénaales cirrdticos y descartan una mayor
sensibilidad del musculo liso al efecto vasodilatadiel NO en ratas cirréticas, ya que la
relajacion con nitroprusiato sodico (NPS) fue samd la de las controles. A estos hallazgos,
gue sustentan el papel del NO en la alteracidoa despuesta vascular en la cirrosis hepatica,
se han unido numerosos estudios tamigvocomoin vitro, en diferentes lechos vasculares,
en humanos y en diferentes especies animales gatadipertension portal crénica como en
los diferentes tipos de cirrosis experimental (foagtcols, 1993; Obberg y cols; 1995;
Albillos y cols, 1995; Cahill y cols, 1995; Atuclacols, 1996Db).

A pesar de todo, no existe unanimidad plena pamaaf que exista una participacion
irrevocable del NO en esta alteracion vascular,siquiera en la existencia de la
hiporreactividad vascular a vasoconstrictores. &b, algunos autores han encontrado un
aumento de la respuesta vascular in vitro a NAosrtres modelos de hipertension portal
(Bomzony cols, 1991; Cawley y cols, 1995). Otesscambio, no encuentran diferencias en

la reactividad vascular entre animales cirréticosntroles (Villamediana y cols, 1988) y por



altimo también ha sido descrita una disociaciomeela sensibilidad presora in vivo y la
respuesta in vitro a All en ratas con cirrosis expental (Leehey, 1993).

Alejandonos de la implicacién del NO en la cirrdsépatica, Murray y Paller (1985 y
1986) propusieron un defecto postreceptor, endlasgas musculares lisas vasculares, como
posible causa de la resistencia presora a la ADM en las ratas cirréticas. Esta idea esta
siendo evaluada en la actualidad por varios grdeasvestigadores, quienes proponen la
afectacién de diferentes pasos, posteriores ada del agonista-vasoconstrictor a su receptor
(Hartleb, 1995; Atucha y cols, 1996; Huang, 199#jcha y cols, 1998), o una alteracion
intrinseca que afecte al sistema contractil dedéhdas del musculo liso vascular (Leehey,
1993; Castro y cols, 1994).

3.- Alteraciones de la funcidn renal en la cirrosifepatica

La asociacion entre la cirrosis hepatica y la igericia renal incluye dos aspectos
fisiopatoldgicos como son el caracter funcionalodecambios renales y su relacidén con las
alteraciones circulatorias. La mayoria de lasatienes renales que ocurren en la cirrosis son
de carécter funcional, es decir, en ausencia delafologico. De hecho, cuando rifiones de
pacientes cirrgticos son trasplantados a persamasrchigado sano, la retencion de sodio y
agua no ocurre; y viceversa, los pacientes afestgur un sindrome hepatorrenal
transplantados de higado normalizan la funcionl reihas pocas semanas (Rimola y cols,
1987). Esto sugeriria que en la patogénesis deatetecion estarian implicados mecanismos
extrarrenales (Martin y Schrier, 1997).

Asi, segun la teoria de la vasodilatacion periéétia vasodilatacion arteriolar esplacnica
secundaria a la hipertension portal es el eveit@lnla activacion del SRAA, SNS y ADH,
mediada por la estimulacién de los barorreceptigbilo al infrallenado del compartimento
vascular, desproporcionalmente aumentado respketiuaen sanguineo circulante, es el
paso intermedio y la retencion de sodio y agua $2donsecuencia final de estas alteraciones
hemodinamicas.

El cambio méas precoz en la funcion renal de leosisr es una disminucién de la
capacidad renal para excretar sodio, ya presenfgaeientes con cirrosis compensada.
Cronologicamente, es seguida por una alteraciéa lpagxcrecion de agua libre, estimada
como aclaramiento de agua libre tras una sobreclErggua y es normal en pacientes con

cirrosis compensada y en un porcentaje signifioadie pacientes con ascitis (Camps y cols,



1987). La anomalia que aparece en ultimo términmayasoconstriccion renal que conduce
a una reduccion del flujo sanguineo renal (FSR) kadasa de filtracion glomerular (TFG). El
rango puede oscilar desde una alteracién modew&ta bna intensa vasoconstriccion. El
resultado final es un fracaso renal severo (sindio@patorrenal) que constituye la anomalia
renal mas grave, siendo, en este caso, el tratslapatico la alternativa terapeutica mas util
(Arroyo y cols, 1996).

Fisiopatologia de los trastornos de la funcién rdna

3.1 Retencion de sodio

Durante afios ha existido una intensa polémica céspela relacion temporal entre la
retencion de sodio y la formacion de ascitis. Alchgate se admite que la retencion de sodio
es anterior al desarrollo de ascitis, o que fugiaimente demostrado por Levy y Allotey
(1978) y posteriormente confirmado por Lopez Noyoeols (1980). Sin embargo, la
polémica continda en lo que se refiere al mecangneoinicia dicha retencion. Respecto a
este tema, se debaten dos posturas correspondéefdegeorias con mas vigencia en la
actualidad, que son la teoria de la vasodilatapesiférica y la del sobrellenado. La primera
defiende que es la vasodilatacion arterial pedééta que origina una disminucion del
volumen plasmatico efectivo y, consecuentementeuanmento de los sistemas hormonales
presores y retenedores de sodio, la causa inieitd detencion de sodio en la cirrosis. La
segunda apoya la existencia de un barorreflejotbepaal que estimularia la actividad
nerviosa simpética renal, lo que iniciaria la reatién de sodio.

La presencia de ascitis esta invariablemente atmciaretencion renal de sodio,
cualquiera que sea la causa de su inicio, tantd paciente cirrético como en el animal de
experimentacion, y el grado de retencion variaiderablemente segun los casos. En muchos
pacientes, la retencion de sodio tiene lugar cenTl#¥G normal, y en otros esta disminuida.
En el primer grupo hay una excesiva reabsorcionlawlole sodio en el tibulo proximal y en
la parte distal de la nefrona, mientras que eeglisdo, una disminucién del sodio filtrado
puede jugar un papel importante en esta retengldnecanismo que produce un aumento en
la reabsorcion tubular de sodio en la cirrosis ahifactorial. A continuacién, haremos un
breve repaso de los principales factores implicatols retencion de sodio.

a) Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA).
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El SRAA se encuentra activado en la mayor partegleirroticos con ascitis y en todos
los que presentan insuficiencia renal funcionat@po y cols, 1983; Epstein, 1996¢). A pesar
de que la renina y la aldosterona se catabolizah leigado, se sabe que el hiperreninismo y
el hiperaldosteronismo presentes en la cirrosiglsbidos a un aumento de su producciony
no a una reduccion de su catabolismo hepatico §5ih892). Los mecanismos que
intervienen en la liberacion de renina serian jpadmente la hipoperfusion renal, la
disminucién del volumen plasmatico efectivo y larealacion del SNS. La All, componente
activo del sistema, estimula la secrecion de adtlost a nivel de la capsula suprarrenal, lo
gue condiciona un aumento en la reabsorcién de godos tabulos distal y colector. La All
podria contribuir al mantenimiento de la presiteraal y de la hemodinamica renal en
pacientes cirrticos con y sin ascitis (Gentilirdgls, 1993), ya que se encuentra entre las
sustancias de mayor poder vasoconstrictor. Citabiten que la expresion renal del gen de
renina esta aumentada en animales con LCB antpseda actividad de renina plasmatica se
altere, lo cual sugiere que el SRAA intrarrenalrpder uno de los principales factores
implicados en el inicio de la retencion de sodibdta y cols, 1994). Existen evidencias de
gue la aldosterona desempefia un papel primordlalgatogénesis de la retencidén de sodio
(Epstein, 1996d). Asi, se sabe que hay una esta@mhalacion inversa entre el grado de
hiperaldosteronismo y la excrecion renal de sodidemas, la administracion de
espironolactona, que antagoniza la accién de @stddona, puede revertir la retencion de
sodio en la mayor parte de las ocasiones. Porajlestudios experimentales han demostrado
una estrecha relacién temporal entre entre el ddgeadle hiperaldosteronismo y la retencion
renal de sodio, en ratas con cirrosis experiméditalénez y cols, 1985).

b) Sistema nervioso simpético (SNS).

El sistema nervioso simpatico juega un papel ingmbet en la retencion de sodio de la
cirrhosis hepatica (Bichet y cols, 1982; DiBonaawé, 1991; Henriksen y Ring-Larsen,
1994). La concentracion plasmatica de NA en laiaaon sistémica, un indice de activacion
del SNS, esta aumentada en la mayoria de paceantescitis y es normal o esta ligeramente
elevada en ausencia de ascitis (Braillon y col92)19La denervacion bilateral renal, un
método que permite valorar el papel del SNS, inergenla excrecion urinaria de sodio en
cerdos con ligadura del colédoco (Zambraski, 19B&)evidencia mas directa de una

hiperactividad del SNS en la cirrosis con ascéisido obtenida por estudios que demuestran
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un aumento de la liberacién de NA tritiada totalpd@sma, o midiendo directamente la
actividad nerviosa simpatica de los nervios museslperiféricos (Floras y cols, 1991). Otros
estudios indican la existencia de un aumento giresta de la actividad del SNS, incluyendo
rifones, drganos esplacnicos, corazén, muscula y(prroyo y cols, 1996). La disminucion
del volumen sanguineo efectivo y la hipotensidarat también constituirian un estimulo
para el aumento de la actividad del SNS, cuya®aesihemodinamicas se deben a una
accion directa de las catecolaminas (principalmidAfey a una estimulacion de la liberacion
de renina y ADH. En el rifidn, la accion del SNSduwe una vasoconstriccion y estimula
directamente la reabsorcion de sodio en el tubudrimal, asa de Henle y nefrona distal.

A pesar de todas estas evidencias que indican pel pal SRAA y del SNS en la
patogénesis de la retencidén de sodio en la cifresasproporcion significativa de pacientes
con cirrosis y ascitis y retencion de sodio muyagada, tienen niveles normales de actividad
de renina plasmatica, aldosterona y NA. Esto inglieala retencién puede ocurrir en ausencia
de la activacion de estos dos sistemas antindidasg(Sald y cols, 1995), y sugiere que
también estan envueltos otros factores.

c) Factores natriuréticos endogenos.

Uno de los principales estimulos para la liberadérfactor natriurético atrial (ANF) es
la distension atrial, por lo que una reduccionlemkeimen sanguineo central, hecho descrito
en pacientes cirroticos, conduciria a una dismémude la secrecion de ANF. Asi, Bonkovsky
y cols (1988) descubrieron que los pacientes @uogtcon ascitis tenian unos niveles de ANF
disminuidos, si bien mas de la mitad de estos ptseestaban siguiendo una terapia
diurética. Sin embargo, la mayoria de los estutainsdemostrado que los niveles plasmaticos
de ANF y BNF (brain natriuretic factor) en pacient®n cirrosis y ascitis, son apropiados o
estan aumentados (Epstein, 1996a). Este hechmifaque la retencion de sodio no es
debida a una sintesis y/o liberacidon deficitariaedas hormonas natriuréticas (Wong y
Blendis, 1994).

No obstante, hay una clara disociacion entre hed@s circulantes de estos factores y sus
acciones natriuréticas. En este sentido, LOpeisy(£687) demostraron una alteracion de la
respuesta diurética y natriurética al ANF, en ratascirrosis y ascitis, que esta relacionada
con las alteraciones sistémicas de esta enferm@uteeimbargo, otros autores han sefialado la

existencia de una resistencia renal a la acciomNél, tanto al endégeno (Xiping y cols,
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1996), como al administrado exdégenamente (Saleroolsy 1988). En contraste a estos
hallazgos, Angeli y cols (1994) destacan la impuita de los péptidos natriuréticos
endogenos en el mantenimiento de la perfusion,réir& y regulacion del SRAA en ratas
cirrgticas con ascitis, excluyendo que desempeligéin aapel en la homeostasis de la presion
arterial.

En general, la variabilidad plasmatica en los msalle ANF puede ser atribuida a
muchos factores entre los que se incluyen la téahécextraccion, radioinmunoensayo, la
postura de los sujetos, variaciones en la ingessadio, tratamiento diurético concomitante,
y posibles variaciones en el aclaramiento hepaticenal del ANF. En parte, estas
discrepancias también podrian ser explicadas pordistintos estadios de la cirrosis.
Siguiendo la teoria del suprallenado, en fasemir&de la enfermedad aumentos pequefos
de la volemia y de la distension de la auriculalpaneslevar los niveles de ANF o desplazar el
umbral para su liberacién y como los pacientesssigateniendo sodio, el ANF continuaria
aumentando. Sin embargo, esto no explicaria poequ@ses tardias, cuando la ascitis es
masiva y los fluidos tienden a localizarse fuetadmpartimento vascular, disminuyendo el
volumen central, los niveles de ANF contintian ali®g En este sentido, se ha sugerido que
el volumen atrial no se afecta sustancialmentaipardisminucion del volumen sanguineo
central, o que la presencia de ascitis alteraelasiones espaciales en el corazén, o bien que
existan factores mecanicos, incluyendo la estinnua@lfa-adrenérgica o por otros
vasoconstrictores, capaces de distender la ausieulmentar la liberacion de ANF (Wongy
Blendis, 1994; Epstein, 1996b).

d) Endotelina (ET).

Las concentraciones plasmaticas de endotelina-E1jEdstan significativamente

aumentadas en animales y pacientes con cirrossitysa(Leivas y cols, 1995; Uchiarra y
cols, 1992) y este aumento esta asociado con gfumdion renal. El mecanismo preciso de
esta elevacion y su papel fisiopatologico en lasis permanece sin ser aclarado (Goligorsky
y Nord, 1996). Los niveles elevados de endotoximtallante, existentes en la cirrosis, son un
estimulo conocido para la sintesis de ET. Junstea & hipoxia, debida a la vasoconstriccion
renal que tiene lugar en estadios avanzados dtedsis, constituye un estimulo adicional de
la sintesis de ET en el rifidn (Luscher y cols, 1988emas, parece poco probable que el

aumento de los niveles plasmaticos de esta suataecideba a una reduccién de su
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aclaramiento hepatico (Asbert y cols, 1993). Aunigumfusion de ET a humanos sanos
produce una disminucion en la excrecion de sodabéRnk y cols, 1994), Claria y cols
(1991) han demostrado que la administracion exédeeadotelina tiene efectos natriuréticos
en ratas cirrgticas con ascitis, que estan reladiascon acciones de la ET a nivel tubular. Un
estudio reciente evidencia que la concentracioBTg la densidad de los receptoresET
estan significativamente aumentadas en la médoéd de ratas cirroticas, y esta alteracion
indica que el sistema paracrino de la endotelimalreontribuye a la regulacién de la
excrecion de agua en ratas cirrgticas con asklosHer y cols, 1996).

e) Quininas.

Los estudios acerca del papel del sistema ren@r@ala-quinina en la cirrosis son
escasos (Pérez-Ayuso y cols, 1984b; Solomon y X@88). La bradiquinina cumple un
importante papel como vasodilatador renal fisialodiCarretero y cols, 1995), por lo que
alteraciones en su formacion podrian contribidsalteraciones hemodindmicas y excretoras
renales que ocurren en la cirrosis hepatica. Sivaego, la mayoria de las investigaciones
publicadas relacionan la actividad de este sistmnda medida de la calicreina urinaria, y
hasta la fecha no hay una prueba clara de quedaenge calicreina en orina sea paralela a la
generacion intrarrenal de quininas.

f) Alteraciones intrarrenales de la cirrosis.

Existe una relacion entre la presion de perfusidalr(PPR) y la distribucion del flujo
sanguineo en las diferentes regiones del rifidnagievez esta estrechamente ligada a la
estructura microvascular renal. En las situaciemeas que la perfusion renal es mantenida
por debajo de los limites de autorregulacion sdyme un llamativo descenso del volumen
vascular en la corteza, mientras que la méduléestaamenos (Bentley y cols, 1994). Del
mismo modo, en la estenosis renovascular cronicar@za permanece infraperfundida
mientras la circulacion medular esta preservadar(e y cols, 1996). Esta redistribucion es
I6gica ya que las nefronas de asa mas larga shmgatas por glomérulos yuxtamedulares y
en ellas el tiempo de transito de los fluidos eganaiendo mayor también la capacidad para
reabsorber sodio que las nefronas de asa maskesteaacoplamiento de la vasculatura renal
a la funcién tubular podria determinar estadoslbigiicos y/o patolégicos relacionados con

cambios en la excrecion de sodio. En este ser&@lo,y cols (1993), han sefialado que una
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alteracion capilar peritubular podria influir derfa importante en la retencion de sodio de
pacientes cirréticos.

Viejos estudios en pacientes con ascitis encomtrana disminucion de la perfusion
renal con vasoconstriccion en corteza y relativater@miento del flujo sanguineo medular
(Kew y cols, 1971; Sacerdoti y cols, 1986). Estat®sl son compatibles con la existencia de
una redistribucion del flujo lejos de la cortezduéha y cols (1993a) descubrieron una
relacion alterada entre la presion de perfusi@nalriuresis en ratas cirrgticas con ascitis y
denervacion renal, postulando la intervencion deamismos intrarrenales en la retencion
renal de sodio de la cirrosis. Aunque el aumentprdsion mejora la respuesta diurética y
natriurética, las ratas cirrgticas, con y sin &sai€absorbieron mas del sodio y agua filtrados
gue sus controles a todos los niveles de presieidesion estudiados en este trabajo. Los
cambios hormonales descritos previamente, comol@®miveles elevados de All y
aldosterona, podrian reflejarse intrarrenalmentéegvenir en esta alteracion.

Antes del desarrollo de ascitis, los animales o8 son habitualmente normotensos,
con FSR y TFG dentro de la normalidad (Atucha g,cb993a y b). Sin embargo, el flujo
sanguineo papilar (FSP) esta reducido, y estogodritribuir a la menor excrecion basal de
agua y sodio en la cirrosis. Numerosos factoregass y humorales cuyos niveles estan
alterados en la cirrosis son capaces de afedaniculacion medular y pueden tener un papel
en la disminucion del FSP. Ademas, los animalestaos presentan incrementos menores
del FSP, en respuesta a maniobras que aumentanciari excretora renal (expansion de
volumen, infusién de vasodilatadores y aumentda presion de perfusion renal), respecto a
los animales controles (Atucha y Garcia-Estaf, 19B6to a estos también participarian en
esta alteracion, un aumento de la permeabilidadacgiCaramelo y cols, 1986) y una
respuesta alterada de la presion hidrostaticasiited renal a estas maniobras excretoras. El
reflejo tubular de estas alteraciones es una magtisorcién de sodio y agua, mediados por
un menor lavado medular, una posible liberaciéaudacoides intrarrenales disminuida (NO,
prostaglandinas) y un aumento de la generaciohdecAll (Atucha y Garcia-Estaf, 1996).
Otras alteraciones intrarrenales implicadas eatkncion de sodio y agua en la cirrosis son
una escasa redistribucion intrarrenal de la TFQélzéNovoa y cols, 1984), una menor

liberacion de fluidos y sodio hacia zonas distaleda nefrona (Anderson y cols, 1976;
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Abraham y cols, 1995), y cambios funcionales yestirales en el segmento grueso del asa de
Henle (Jonassen y cols, 1997)
3.2 Retencién de agua.

Los pacientes y animales cirroticos también deBarrana alteracion de la capacidad
renal para excretar agua libre de solutos. Estatsaa como el aclaramiento de agua tras una
sobrecarga acuosay es normal en la cirrosis cosapary en una proporcién significativa de
pacientes con cirrosis y ascitis, aunque en la neaye éstos el aclaramiento de agua libre
esta reducido (Arroyo y cols, 1994). En la patogénde esta alteracion estan implicados
varios factores:

a) Hormona antidiurética (ADH).

Distintos estudios han proporcionado evidenciasmliean que la ADH juega un papel
principal en la retencién de agua que tiene luggragientes y animales con cirrosis y ascitis
(Arroyo y cols, 1994). Camps y cols (1987) demastrajue el defecto en la excrecion de
agua en la cirrosis esta correlacionado cronoldgicgntitativamente con una hipersecrecion
de ADH. La explicacion mas probable para esta bgmecion en la cirrosis estaria en
relacion con una estimulacion no osmaostica, yaequesta enfermedad existe cierto grado de
hiponatremia e hipoosmolaridad que suprimiria kertacion de ADH en condiciones
normales. Este aumento en la secrecion de ADH@daa un aumento de su sintesis, ya que
el contenido hipotalamico de su ARNm esta aumergadatas cirréticas (Kimy cols, 1993).
Ademas, la expresion del ARNm del canal de aguaidfqrin 2), regulado por la ADH a
través de los receptores ®h el tubulo colector, esta aumentada en ratagicas (Fujita 'y
cols, 1995) con el consiguiente aumento de la cralts de agua. Estudios de Claria y cols
(1989) han demostrado que el bloqueo de los rempW? de ADH normaliza la excrecion
de agua de ratas cirroticas, lo cual enfatizaptlde la ADH como mediador de la retencién
de agua de la cirrosis.

b) Prostaglandinas renales (PGSs).

En condiciones normales existe un balance entraclividad de los agentes
vasoconstrictores enddégenos y la generacion iatratrde PGs. Este equilibrio parece
conservarse en la cirrosis. Los enfermos cirrotomrsascitis presentan, como hemos visto,
una marcada activacion de los sistemas RAAA , SNisgumento de los niveles plasméaticos

de ADH. Por un lado la All, la NA y la ADH aumernitan la sintesis renal de PGs. Por otra
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parte, la PGEY la PG} antagonizarian el efecto vascular de la All y k& \Wla accion
hidrosmotica de la ADH. Se ha demostrado un aumdatta sintesis renal de PGs en
pacientes y animales con cirrosis (Guarner y d8I86; Jiménez y Arroyo, 1993; Ros y cols
1995b), reflejado por un aumento en la excreciGnaua de PGE Yy 6-keto-PGH,
(metabolito de la PG). Esta elevada sintesis renal de PGs es probatiemne mecanismo
homeostético para mantener la hemodinamica rdaaxcrecion de agua libre dentro de los
limites normales. De hecho, la administracion diédlamatorios no esteroideos, que inhiben
la sintesis de PGs, tiene un efecto deletéredgéracion renal en esta enfermedad (Leehey
y cols, 1989; Pérez-Ayuso y cols, 1984a; Boyerly,ci979). Algunos autores han sugerido
un aumento en la actividad de la ciclooxigenasaeptmulos fisicoquimicos (aumento del
flujo sanguineo) o agentes inflamatorios circulgmara explicar la produccion aumentada de
PGs (Fernandez y cols, 1996). Bannikuppe y col9§L%uben un escalon mas en la
formacion de PGs, y demuestran un aumento eniladaet renal y hepatica de la fosfolipasa
A, en ratas cirréticas. A pesar de todas estas eniaemlgunos trabajos han demostrado que
en algunos grupos de pacientes con cirrosis laupoddin renal de PGEes normal o esta
disminuida (Pérez-Ayuso y cols, 1984a). Estos casmsen los que existe una mayor
incapacidad para diluir la orina puesto que adetada ausencia de un aumento urinario de la
PGE, no pueden contrarrestar a la ADH.

c) Otros factores.

Otra posibilidad, para explicar la alteracion deXarecion de agua en la cirrosis, podria
ser una liberacion reducida del filtrado glomertiacia los segmentos distales de la nefrona.
En esta zona, si el fluido liberado a la nefrorsadiha sido adecuado, el cloruro sodico es
eliminado selectivamente del filtrado, sin aguaul@ando en un aclaramiento positivo de
agua, en ausencia de ADH. El aclaramiento de tie,estima la liberacion de fluido distal,
esta disminuido en pacientes con cirrosis y aqéitigeli y cols, 1992). Del mismo modo se
ha propuesto que una disminucion de la entregal distsodio seria la responsable del escape
del sodio a la accion de la aldosterona y de lateggcia al ANF, en la cirrosis descompensada
(Abraham vy cols, 1995). Esta disminucion del fdtvaglomerular unida a una excesiva
reabsorciéon de sodio proximal, son factores quéribolyen a la alteracion de la excrecién de

agua libre en la cirrosis.
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3.3 Sindrome hepatorrenal (SHR).

Es la anomalia de aparicion mas tardia en la @rypgl rango de intensidad de la
vasoconstriccion renal varia desde una modestacilha, sélo detectable utilizando técnicas
gue midan flujo plasmatico renal y TFG, hasta wasoeonstriccion intensa dando lugar a un
fracaso renal severo (SHR) de prondstico pésima, deaun 90% de mortalidad. Este
sindrome ocurre en pacientes con enfermedad credtica, avanzado fracaso hepatico e
hipertension portal, en ausencia de cualquiercatusa de patologia renal identificable. En
pacientes cirroticos, es frecuentemente precipadana hipovolemia (diuréticos o sangrado
gastro-intestinal), tratamiento con AINES o sepsie caracteriza por una disfuncién renal,
en el seno de alteraciones llamativas en la cicgrtaarterial y estimulacién marcada de
muchos sistemas vasoactivos enddgenos, que ya ldesw#o previamente, y que tienen en
el SHR su maxima expresion. Las sustancias im@gEaen la vasoconstriccion son la All,
NA, ADH y endotelina, cuyas elevaciones en plasenecsrelacionan inversamente con el
FSR y la TFG. Por otro lado, una alteracion enitdesis de sustancias vasodilatadoras
también ha sido implicada en la patogénesis dadaconstriccion, como es la disminucién
de la produccion renal de prostaglandinas (P@EPGL). Las PGs son de extrema
importancia, junto al aumento de NO y factoresinadticos, para contrabalancear los
elevados niveles de vasoconstrictores circulantesntener el FSR y la TFG (Arroyo y cols,
1996). En el rifidn, la vasoconstriccion conduce @escenso de la TFG, causada por una
disminucion tanto del FSR como de la fraccion dteafiion renal (Moore, 1997). En la
circulacion extrarrenal, hay una vasodilatacioerastar que da lugar a una reduccién de la
resistencia sistémica total e hipotensién artecalisando una reduccion de la presion de

perfusion renal.

I1I- OXIDO NITRICO.

EI NO es un radical libre inorgénico, de formul®:0, mediador de numerosos eventos
fisiologicos. El NO reactivo es un gas incolorogili@dente difundible a través de las
membranas bioldgicas, y muy inestable, ya que aetiua rapidamente en contacto con
moléculas como la hemoglobina, dando lugar a urdaoxn a NQ que en solucion forma
nitritos (NQ,) y nitratos (NQ). Todo esto explica su vida media tan corta, ebtye8

segundos. La formacion de NO en células de marsifesta catalizada por una familia de
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isoenzimas llamadas sintasas de 6xido nitrico (N¥23dcalizacién intracelular. Todas las
isoformas usan L-Arginina y Omolecular como sustratos. Las enzimas son dio&ggen
dependientes de NADPH que requieren tetrahidrosimget (BH,), flavin-adenin dinucledtido
(FAD) y flavin mononucleétido (FMN) como cofactorésdas ligan calmodulina y contienen
un grupo hemo. La sintesis de NO representa uneiéeede oxidacion de uno de los &tomos
de nitrogeno contenido en el grupo guanidino dehaétido L-Arginina, que da como
resultado NO vy el coproducto L-Citrulina.

1.- Isoenzimas de la sintasa de 6xido nitrico (figa 2).

Segun el orden cronoldgico de purificacion y aistarto de las cadenas de DNA, se
denominan como |, Il y lll a los tres tipos de ispienas (Forstermann y cols, 1994).

-Isoenzima:lConstitutivamente presente en células neurocalesales y periféricas y
en algunas células epiteliales. También se le der@ocomo bNOS (brain-NOS) o como bc-
NOS (brain-constitutive-NOS).

-Isoenzima Il Su actividad puede ser inducida por lipopolisacay citoquinas en
multitud de células diferentes. Ha sido enconteadiamacrofagos de ratones (preferentemente

en higado, rifidn y pulmén), masculo liso de ragpdtocitos de rata y humanos, condrocitos
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Figura 2. Isoenzimas de la sintasa de 6xido nitrico (NOS).
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humanos y una linea de células de adenocarcindoraesial humano. Hasta el momento no
hay evidencias de que exista mas que una enzirnaibtel. Referido en la literatura como
INOS (sintasa inducible de NO).

-Isoenzima Ili Descubierta principalmente en células endotaliatelas que se expresa
de forma constitutiva (ecNOS; endothelial-constiedNOS). Ha sido hallada en células
endoteliales de venas y arterias, y en el epitebalar renal.

Knowles y Moncada (1994) denominan y definersadoenzimas segun el lugar donde
fueron identificados originalmente. Los primeragesinas de mamiferos donde la sintesis de
NO fue demostrada son el endotelio vascular (eN&%grebro (nNOS) y los macrofagos
activados (iNOS). Asi, la nNOS sintetiza NO en nearona en respuesta a glutamato, la
iINOS sintetiza NO en un macro6fago tras induccidnaitoquinas y la eNOS sintetiza NO en
la célula endotelial vascular en respuesta a AGHQs agonistas.

Clasicamente se han descrito dos tipos del enziomstitutivoeinducible La union de
la calmodulina a la isoforma constitutiva (I o bBN®ENOS, nNOS; y Il 0 eNOS, ecNOS) es
promovida por iones de calcio; por tanto, su agd#idiesta regulada por la concentracion de
calcio intracelular. Sin embargo, la calmoduliria esida fuertemente como grupo prostético
a la sintasa inducible (Il o INOS), manteniéndofa un estado de actividad que es
independiente del calcio intracelular (Busse y,ct®#®3a y b, Southan y Szabo, 1996).

2.- Mecanismos de liberacion del NO
El NO puede ser liberado por multitud de vias &g8):

2.1 Basal Es una liberacion continua de NO por las célefatoteliales no estimuladas.
Estas producen cantidades significativas de N@ediciones de reposo, en ausencia de flujo
sanguineo y/o agonistas. La formacion de NO poajdetel nivel basal, lo que es posible
cultivando células endoteliales en condicionestieas parece ser sustancialmente mas
pequefia que en las células endoteliales nativascélalas endoteliales podrian contener
sintasas dependientes e independientes déy@sto reflejaria la expresiéon de una sintasa
inducible en células endoteliales nativas que dmuitia a la liberacién basal de NO y que
estaria causada por la presencia continua de oijen la vecindad de la pared del vaso

sanguineo in vivo (Busse y cols, 1993b).
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2.2 Estimulada.
a) Por agonistasEstimulan la liberacién del NO por encima dekhbasal. Puede ser de
dos tipos, dependiente de recemimmo la que producen la ACH, el ATP o la bradigqare

independientes de receptamomo la que consiguen los ionéfororos del calalgunos

policationes o los inhibidores de la*GATP-asa.

Los agonistas, dependientes e independienteselgtoecevocan una liberacion de’Ca
intracelular desde los almacenes intracelularesliade por un aumento transitorio de
inositol-1, 3,5-trifosfato (IB) y por un influjo méas sostenido deCa través de la membrana
desde el espacio extracelular. B, I&s formado bajo la activacion de una fosfolipgaskl
aumento de Caintracelular conduce a la apertura de canales deti¢ados por el G§ que
resulta en una salida d€ Kuera de la célula. Por un lado, la hiperpolaiimacesultante
contrarresta los efectos despolarizantes del mftlg C&" y, por otro, la salida de ‘K
contribuye a sostener el influjo de ®.aAdemas, los agonistas dependientes de receptor,
como la bradiquinina, pueden aumentar la sensitilil C4" de los canales de*Kvia un

mecanismo dependiente de una proteina G.

LIBERACION DE NO VASCULAR
CONSTITUTIVO INDUCIBLE
— ~ -LPS Bacteriano
BASAL ESTIMULADO -Citoquinas
Independiente de receptor Dependiente de receptor
-Acetilcolina
e ™~ -ATP

Estimulos fisicos Agonistas -Bradiquinina
-Shear stress -Calcio ion6foros
-Hipoxia -Policationes
-Deformacién mecanica -Inhibidores de la Calcio - ATP - asa

Figura 3. Mecanismos de liberacién de 6xido nitrico (NO).
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b) Por agentes fisico&stos son edhear stresgo estrés por rozamiento del flujo), el

estiramiento pulsatil de la pared del vaso y ujar@sion parcial de;OPuede representar el
mecanismo fisiol6gico més importante de liberacddérNO desde el endotelio vascular. La
liberacion producida por edhear stresparece ser el factor principal que regula el tono
vascular y, de hecho, nutre de flujo sanguineayan@s activos mientras que la liberacion
mediada por agonistas puede ser considerada comoraserva para satisfacer los
requerimientos locales transitorios de concentrexsomas altas de NO, por ejemplo
contrarrestando la formacion de microtrombos. E€ebible que el avance viscoso causado
por el flujo sanguineo sea percibido por estrustlmaalizadas en la parte externa de la
membrana celular. Este "sensor'stiear stresgo ha sido identificado, aunque podria estar
acoplado a canales iénicos, al citoesqueleto maaines de Ghligados a membrana. La
hipoxia induce vasodilatacion en una variedad afde vasculares. Asi, las células
endoteliales liberan autacoides vasoactivos, coif@oyNPG}, en respuesta a la hipoxia.
Aunque las enzimas NOS Yy cicloxigenasa requierdd, @omo sustrato, su sintesis esta
aumentada porque el incremento crucial o€ &acelular tiene lugar dentro del rango bajo
pero fisioldgico de presion de;@0-50 mmHg).

Por ultimo, el NO de origen inducible se expresaamente después de una induccion
transcripcional, en presencia de lipopolisacarlshagerianos y/o citoquinas. Se localiza en
células activadas por citoquinas, principalmentmeaaréfagos y células musculares lisas. La
sintasa inducible no parece estar sujeta a ninggganismo de control celular mas que la
disponibilidad de la L-Arginina y/o los cofactomscesarios.

3.- Inhibidores de la sintasa de NO

3.1 Andlogos estructurales de la L-Argininanuchos analogos de la L-arginina son
inhibidores de la NOS, en patrticular aquéllos smige es sustituido uno 0 ambos nitrégenos
del grupo guanidino terminal. El mecanismo de iidhiim de la actividad de la NOS implica
la ocupacion del lugar de union del sustrato aineazLa N*-Nitro-L-Arginina (L-NNA), L-
NAME y N®-Monometil-L-Arginina (L-NMMA) son los inhibidoremas representativos de
este grupo. Producen una inhibicion competitivanagior o menor grado, sobre ambos tipos
de sintasa, constitutiva e inducible. El L-NAMB@&s potente como el L-NNA para inhibir la
NOS constitutiva, pero menos para la inducibleL-IMMA no muestra una preferencia

marcada por ninguna de las isoformas, siendo deds®l de menor potencia.
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3.2 Inhibidores especificos de la sintasa inducibie NQ la aminoguanidina (AG) ha
sido descrita como un potente inhibidor especiiEeste enzima (Misko y cols, 1992; Hasan
y cols, 1993; Griffiths y cols, 1993). Contiene &m estructura dos grupos nitrégeno-
guanidinicos, quimicamente equivalentes a los d&\ainina, conectados a hidracina que es
la molécula que puede conferir la selectividad painéir la forma inducible del enzima.
Algunos analogos estructurales de la L-Arginingepan inhibir de manera mas potente al
enzima inducible que al constitutivo, aunque egt#bicion no es tan selectiva como la de la
AG. EI L-NMMA es tan potente como la AG para inhidia sintasa inducible y mas potente
gue ella en la inhibicién de la constitutiva, aum@gta parece ser selectiva para la liberacion
basal de NO y no para la estimulada por agonistas.

3.3 Otros inhibidoresOtros inhibidores actuan sobre el NADPH y soarmealmodulina
causando también una inhibicion competitiva. Tambegpueden usar los inhibidores de la
BH, y otros agentes que interaccionan con el grupmh@inCO, el azul de metileno y el
propio NO como sistema de inhibicion feedback).

4 .- Mecanismo de accion del NO

EI NO generado dentro de la célula endotelialtifuhacia el musculo liso, y activa a la
guanilato ciclasa soluble que eleva los nivelgs&c. El mecanismo intracelular por el cual
el aumento de GMPc produce vasorrelajacion pastaeraediado por la fosforilacion de una
proteina quinasa que, a su vez, produce la deflzgfidn de la unidad reguladora de la cadena

ligera de miosina, iniciando el proceso de reléjacdel musculo liso vascular.

IV- OXIDO NITRICO Y CIRROSIS HEPATICA.

1.- El NO en las alteraciones hemodindmicas de larosis hepatica

La inhibicion de la NOSn vivo da como resultado la atenuacion o reversion de los

disturbios hemodinamicos y vasodilatacién esplaceitratas con ligadura de la vena porta
(Lee y cols, 1992) y en ratas cirroticas por intiglacronica de GC (Claria y cols, 1992b).
En este ultimo estudio se demuestra un efecto pdependiente de la dosis a la inhibicion de
la sintesis de NO mucho mas importante en los desmrroticos que en controles. Esta
mayor sensibilidad a la inhibicion de la NOS tambi& sido mostrada en un estudio de
Ramirez y cols (1994), en el que dosis no preseragsnimales controles, modifican

significativamente la presion arterial en animaiess LCB.
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Una de las mayores pruebas de la participacidd@ein las alteraciones hemodinamicas
de la cirrosis ha sido aportada por Niederbergerolg (1995a). En este trabajo, la
normalizacion de la produccion vascular de NO @males cirrgticos, estimada como la
concentracion adrtica de GMPc, se asocio6 a la riacan de la PAM, del indice cardiaco y
de las resistencias vasculares sistémicas, asi@omoreduccion significativa de la actividad
de renina plasmatica y de la concentracion de vasoa. Albillos y cols. (1995), estudian a
pacientes con cirrosis hepatica alcohdlica y ppatigs C, y sus resultados, hiporrespuesta a
fenilefrina y aumento de la respuesta a metacpiama no a NPS, unido a elevados niveles
séricos de N@y NOs en los cirréticos, sugieren la mediacion de unentmen la sintesis de
NO para su explicacion. Este aumento de NO, tantiaéido descrito recientemente en las
venas porta y hepéatica de pacientes con cirrosgidm como complejos nitrosil-hemoglobina
(Battista y cols, 1997).

Evidencias indirectas acerca del papel del NO ®altaraciones hemodinamicas de la
cirrosis han sido ampliamente sustentadas endga@ciones vitro. La administracion de
inhibidores de la NOS, una de las herramientasutilimdas para demostrar este hecho, ha
revertido parcial o totalmente la hiporrespuestliferentes vasoconstrictores, en distintos
lechos vasculares y modelos de hipertension g&ietber y Groszmann, 1992; Castro y cols,
1993; Karatapanis y cols, 1994; Obbergh y colsb188uchay cols, 1996a; Garcia-Estaf y
cols, 1996). Ademas, este tipo de preparacion permanipulaciones como la
desendotelizacion, por lo que en la mayoria dedasiones se combina esta técnica con la
anterior, permitiéndonos diferenciar la particigacile la sintasa localizada en musculo liso
de la endotelial. Un aumento de la actividad sicaétle NO endotelial ha sido propuesto
como el mecanismo mas probable para explicar, abmen su mayor parte, la reducida
respuesta a vasoconstrictores (Weigert y cols,;18@8ha y cols, 1996b) y el aumento de la
respuesta a vasodilatadores dependientes de eadmtelo la ACH y ADP (Claria y cols,
1994; Heinemann y cols, 1996b; Gadano y cols, 19994 niveles de GMPc, otra via de
estimacion indirecta de la produccion vascular @ &umentados basalmente en animales
cirrgticos, también sufrieron un mayor incremends estimulacion con bradiquinina, ACHy
ADP. Estas diferencias con los controles desapamgitanto después de la coincubacion con

un inhibidor la NOS, como tras la eliminacion dedletelio (Ros y cols, 1995a).
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En contraste a todos estos resultados, algunoauto han encontrado una produccién
mayor de la sintesis de NO como responsable dgestatilatacion sistémica que tiene lugar en
animales con cirrosis (Sogni y cols, 1992), o umpepbasignificativo del NO en la
hiporrespuesta vascular a vasoconstrictores, eaisiidta de la circulacion hiperdinamica
presente en esta enfermedad (Heinemann y Stai#8a;lRalevic y cols, 1996). De la
misma manera, existen estudios en los que la retgpuasodilatadora dependiente de NO es
normal en ratas cirréticas (Lee y cols, 1995a) auso otros la encuentran disminuida
(Karatapanis y cols, 1994).

Papel del NO en la hiporrespuesta vascular de laasis.

La contraccion vascular dependiente de receptonies®| de una serie de pasos
intermedios que conducen a un aumento de la caac@m intracelular de &4 lo que
provoca una fosforilacion de la cadena ligera desima y contraccion de la célula muscular
lisa. La union del agonista a su respectivo recegttiva una fosfolipasa C acoplada a una
proteina G, que estd situada entre ambos, recgptosfolipasa, en la membrana. La
fosfolipasa dara lugar a la formacion dg Pa 1,2-diacilglicerol. El IPes el segundo
mensajero fisiologico para la liberacién d&Giesde el reticulo endoplasmatico, y el otro
producto de la hidrdlisis lo es para sostener $puesta de contraccion, produciendo un
influjo de C&" extracelular. El aumento de € ntracelular activa a la calmodulina, que acta
sobre la protein kinasa C (PKC) encargada de eatala fosforilacion de la cadena de
miosina.

Se ha sugerido que la cirrosis tiene alterado atggranismo en la sefial de transduccion
gue conduce a la vasoconstriccion, dependienta pteina G. El aumento de NO podria
participar en esta alteracion ya que estimularitesis de GMPc, y éste, a su vez, podria
afectar a los mecanismos por los que la proteisar@enta el Ca intracelular (Hartleb y
cols, 1995). En este sentido, se ha demostradeespaesta atenuada en la formacion de IP
tras la union del agonista al receptor, en ratashgqeertension portal. Esta alteracion no se
observo tras activacion directa de la proteina @enlia PLC, por lo que se ha planteado la
existencia de algun el problema en el acoplamidataeceptor a la proteina G, en el que
podria influir los niveles elevados de sustanca®dilatadoras como glucagén, protaciclina'y
NO, presentes en animales con cirrosis e hipe@tepsirtal (Huang y cols, 1997).0tro estudio

propone la existencia de una alteracion endotelmla que el NO esta implicado pero no es
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el Unico participante, que afecta a la respuestadctil a un nivel previo a la activacion de la
PKC (Atuchay cols, 1996a). Estos resultados,msinaggo, no coinciden con los hallados por
otros autores que sugieren una disfuncion postalmactivacion de la PKC (Wu y Benoit,
1994).

Los mecanismos por los que el NO produce vasodifatason mediados
intracelularmente por el GMPc y por la activaciéra$ canales de'Kjue provocan un eflujo
de este i6n fuera de la célula. Dada la importateiazndotelio, como modulador del tono
vascular, las alteraciones a este nivel en lasies$gs vasodilatadoras podrian repercutir en la
anormal respuesta a vasoconstrictores, como vegamersormente con el GMPc. Asi, se han
implicado a los canales de" Kdependientes e independientes de NO, en la bigmresta
vascular a vasoconstrictores como la metoxaminac{ft y cols, 1998). Esta activacion
anormal de las corrientes dé, odria contribuir a la relajacion del musculo ksscular de
los animales cirréticos y a la circulacion hipeéditica en ratas con hipertension portal
(Moureau y cols, 1992 y 1994). En contraposici@si@s datos, se ha demostrado que las
ratas con cirrosis son hiporreactivas al efectoesep de diferentes vasodilatadores como los
activadores de los canales d& Kloqueantes de canales defCa a la vasodilatacion
mediada por GMPc y AMPc (Safka y cols, 1997). Ee estudio, los mecanismos mas
afectados parecen ser los mediados por NO, poudodg nuevo se pone en duda la
participacion de esta sustancia en la patogenasddteraciones de la reactividad vascular de
la cirrosis.

2.- EI NO en las alteraciones renales de la cirrashepéatica

La produccion renal de NO deriva de la actividadadetres isoformas de la NOS,
distribuidas entre los diversos tipos de céluldsridién: endoteliales, musculares lisas,
mesangiales y células epiteliales tubulares.

La NOS | ha sido localizada en las células de leuta&ddensa. Ademas, ha sido detectada
en el tabulo colector de la médula interna, y enaneroporcion en el glomérulo, en la parte
delgada del asa de Henle de la médula internagsetdibulos corticales y colectores de la
meédula externa, asi como en parte del arbol vasaral.

La NOS lll esta presente en el endotelio de lasiatas renales y, en general, en todo el

endotelio de la extensa red vascular renal.
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La NOS Il se ha identificado en la porcion preglomer de la arteriola aferente,
incluyendo las células granulares y en célulagitéello proximal y de tibulos colectores de la
capa medular interna (Bachmann y Mundel, 1994)NIGS también esta representada en la
capa medular externa y en los glomérulos y es |[gosiducir su expresion en las células
mesangiales. Asi, se ha sugerido que la fuenteipaihde produccion renal de NO tras la
administracion de lipopolisacarido es el gloméfdaura y Lamas, 1995; Raij, 1993).

2.1 Fisiologia del NO renal.

Teniendo en cuenta la amplia distribucién intraatele la NOS y la mayor sensibilidad
renal a su inhibicion, hecho demostrado con la adtnacion de dosis que no modifican la
presion arterial sistémica pero que si alteranraibn renal (Atucha y cols, 1994b), es facil
reconocer la gran importancia del NO en el comtedh hemodinamica y la funcion excretora
renal. En condiciones normales, el NO es muy ingmbeten el mantenimiento de la presiéon
de perfusion renal, como lo demuestra la reduccdiépendiente de la dosis, que sufre el FSR
tras la administracion de inhibidores de la NOSnfRm y cols, 1992).

El NO también ha sido implicado en la autorregdladel FSR y TFG, ejerciendo un
papel modulador de la contractilidad del muscido tle las arteriolas, de la liberacion de
renina, y de la respuesta de retroalimentacioridedgiomerular. Ademas, podria actuar como
regulador de la TFG interactuando con la angiotensn las células mesangiales y del
epitelio glomerular (Bachmann y Mundel, 1994).

El mecanismo por el que el NO produce diuresistyurasis parece ser debido tanto a
mecanismos hemodinamicos como tubulares. Por un #dNO formado a nivel medular
ejerce un control en el mantenimiento del flujogadneo papilar, junto a las prostaglandinas.
Por otro lado, la capacidad de los vasodilatadereses para aumentar la excrecion urinaria
de sodio, estd intimamente conectada a su capapatadredistribuir el FSR total v,
especificamente, para aumentar el flujo sanguinedular y la presién hidrostatica
intersticial, lo que impediria la reabsorcion twulle sodio (Romero y cols, 1996). Los
efectos tubulares del NO pueden ser directos sebtabulo colector o debidos a un
antagonismo del efecto de la All en el tubulo pmeadi (Raij, 1993), inhibiendo la reabsorcion
de sodio en ambos casos. Se ha sugerido que aldd@ pmediar los efectos de la All sobre el
tubulo en un rango variable, desde inhibicion hastanulacion de la reabsorcion tubular
(Bachmann y Mundel, 1994).
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2.2 Oxido nitrico, rifion y cirrosis hepéatica.

La repercusion renal de la activacion sistémice&seRAA, SNS y de la ADH junto a un
déficit en la sintesis, liberacion o accion de augas vasodilatadoras como el ANF,
prostaglandinas y quininas, da como resultado secalibrio entre factores antinatriuréticos
0 vasoconstrictores y factores natriuréticos o ddetadores que inician la reabsorcion de
sodio y agua. En condiciones normales el NO prodias®dilatacion renal, diuresis y
natriuresis. Asi, la inhibicion de su sintesis sisloo presoras reduce el FSR y la excrecion de
sodio y agua y dado que en estas condiciones lanbR€&ambia, se puede deducir que este
efecto se deriva de una accion a nivel tubulaipiahdo la reabsorcion de sodio y agua
(Laheray cols, 1991a). Teniendo en cuenta su gapet la funcion renal y laimportancia de
Su participacion en las alteraciones hemodinandeaa cirrosis hepatica, se ha propuesto al
NO como mediador de las alteraciones renales dedsis hepatica. Inicialmente, Claria'y
cols (1992b) observaron que la mayor sensibilidedqra de los animales cirréticos a la
administracion del inhibidor de la sintesis de NEJNA, coincidia con un aumento de la
diuresis y natriuresis hasta alcanzar valores argsla los controles. Atucha y cols (1994)
demostraron el papel del NO en la menor excre@ndalrde ratas cirrGticas al encontrar una
gran respuesta diurética y natriurética a la iridoi, con dosis no presoras, de la sintesis de
NO. Esta mayor sensibilidad presora ha sido deaustpor otros autores y en diferentes
modelos de cirrosis y de hipertension portal expental (Pizcueta y cols, 1992a y b).
Posteriormente, Ramirez y cols (1994) han obsereado dosis de L-NAME que no
modifican la PAM en animales controles, producemancado incremento de la PAM en los
animales con ligadura cronica del conducto biliasta alcanzar los valores de sus controles.
Este efecto se acompafnoé de una mayor respueskahenadinamica y excretora, en las ratas
cirroticas.

Estos hallazgos indican que la inhibicion de ldesils de NO podria tener un efecto
beneficioso en la homeostasis del volumen del driimratico (Claria y cols, 1992b; Lee y
cols, 1993; Atuchay cols, 1994b), al contraridadgue ocurre en condiciones normales. Los
mecanismos implicados en este efecto no estamtetéd aclarados, pero si como hemos
visto las alteraciones hemodinamicas tienen unpercasiones renales, la mejoria o
correccion de las primeras también tendra su cedlejun mejor funcionamiento renal. Asi, el

efecto beneficioso sobre la funcién renal debitboraayor respuesta presora a la inhibiciéon
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de la produccion de NO, podria estar determinadelpgumento de la presion en si, por la
disminucién de la sintesis de NO, o por ambos. Adgurabajos en los que han administrado
vasoconstrictores con objeto de mejorar la PAMpaaientes y animales con cirrosis,
presentan resultados contradictorios en cuante af&xtos sobre la funcidn renal. Esto no
resulta extrafio si tenemos en cuenta la existedelahiporrespuesta vascular a
vasoconstrictores, en presencia de una elevacuiygena de los mismos. Ademas, ha sido
demostrado que la capacidad renal para resporelevaciones de la presion arterial esta
comprometida y esto se relaciona directamente kcestadio de la cirrosis (Atucha y cols,
1993a). Con estas aportaciones podemos sugerisghmn la existencia de hipotension
contribuye a la menor excrecion de sodio y agutaairrosis, el factor principal de esta
relacion entre las alteraciones sistémicas y remmldria ser el aumento de NO.

Es posible que la inhibicion de la sintesis de NQdasis presoras reduzca
significativamente los niveles de actividad de marplasmatica y de hormona antidiurética
(Niederberger y cols, 1995a). De cualquier mangraumento importante de la presion (20
mmHg) también puede, por si mismo, disminuir lavadd de renina plasmética (Romero 'y
cols, 1996). Estos hechos contribuirian al efeetoelicioso de los inhibidores de la NOS
sobre la excrecién de sodio y agua. Al igual quzde con la PAM, la inhibicién de la
sintesis de NO reduce en mayor medida el FSR yupeodna mayor vasoconstriccion
medular en los animales cirréticos que en los otedr Estos efectos se acompafiaron de una
mayor respuesta excretora renal (Ramirez y co®)13ambién se ha descrito un aumento
en la respuesta vasodilatadora renal a ACH danlosades cirréticos y el L-NAME disminuye
in vivoy abolein vitro estas diferencias, sugiriendo que el aumento detigidad de NO
media dicha alteracién (Garcia-Estafi y cols, 198$fos datos sugieren que el NO
desempeiia un papel muy importante en el mantertiondenla hemodinamica renal en los
animales cirréticos y que existe una elevaciorNd@lintrarrenal.

La mayor actividad intrarrenal del NO podria sematanismo compensador frente a los
elevados niveles de hormonas antinatriuréticaseptes en la cirrosis, pero el rifion del
animal cirrotico parece ser refractario a los efediuréticos y natriuréticos del NO, aunque
no al vasodilatador. También es probable que laelén en la produccion renal de NO no
sea suficiente para contrarrestar las influenciinatriuréticas, de forma que la existencia de

niveles intrarrenales elevados de All o aldosteroamo reflejo de su elevacion plasmaética,

29



participarian en la menor excrecion de sodio y ggrael menor flujo sanguineo papilar que
presentan los animales cirroticos (Atucha y Gasitafi, 1996). En este sentido, la inhibicidon
de la sintesis del NO, como sistema vasodilat@dairia ser balanceada por una disminucién
de vasoconstrictores y, por otro lado, daria lugaun aumento compensatorio de
prostaglandinas, vasodilatadores muy importantesgdanantenimiento de la funcion renal
en situaciones, como la cirrosis hepatica, en lesIgs sistemas antinatriuréticos estan
activados. Resultados recientes indican que ldicibn de la sintesis de NO en animales
cirréticos no modifica, a diferencia de los corgml el FSR mientras que aumenta la
excrecién urinaria de prostaglandinas (Claria g,ct992b). En esta misma linea, Ros y cols
(1995b) encuentran que el bloqueo de la sintedGesolo afecta al FSR de los animales
cirréticos y cuando el bloqueo es simultaneo, dé’las y del NO, la reducciéon del FSR en
dichos animales es mucho mas drastica. De estdtadss se deduce que la inhibicion de la
sintesis de NO permitiria una activacion de laesiatde PGs que puede no s6lo compensar la
accion natriurética y diurética del NO, sino quauso podria aumentarla.

Atucha y cols (1994b) demuestran que el efectatago y natriurético de la inhibiciéon
del NO, en animales cirrgticos, es consecuenaimdénhibicion de la reabsorcion tubular, ya
gue la presion arterial y la TFG no variaron algb el experimento. Aunque en este estudio,
la utilizacion de dosis subpresoras de L-NAME nalificd la renina plasmatica, es posible
gue una disminucién de los niveles intrarrenale&lg@ueden no reflejarse en cambios de la
renina, y si estar envueltos, junto con las PGs| efecto diurético de la inhibicion del NO.
Del mismo modo, este grado de inhibicion del N@ppiria un aumento de las resistencias
vasculares sistémicas y una disminucion del gastbiaco, reduciendo el infrallenado del
sistema arterial sin tener una repercusion objelievaobre la presion arterial. Esto seria
suficiente para aumentar la excrecion de aguaip gvdlos animales con cirrosis.

Por ultimo, sugerir que este desequilibrio hornharael interior del rindn podria
provocar cambios en la distribucion del flujo sango intrarrenal, que estarian relacionados
con las alteraciones renales de la cirrosis hepayien los que el NO, dado su papel
modulador en la funcién renal, podria estar implicaAdemas algunos resultados obtenidos
en rifiones aislados de animales con hipertensidalgGarcia-Estafi y cols, 1996), indican

gue ademas del papel vasodilatador del NO y las Btss factores, probablemente
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estructurales, podrian también intervenir en lacebn basal de la resistencia a la perfusion
renal.

3.- Mecanismos gque aumentan la produccién de NO

3.1 NOS inducible versus NOSc endotelial.

La regulacion de la produccion de NO bajo condiegdisiologicas o fisiopatologicas es
muy compleja y esta determinada basicamente patilddad de las tres principales formas
de la NOS (I, Il y Ill), enzima encargada de laesis de NO. Hace algunos afios, Vallance y
Moncada (1991), postularon la existencia de un atwnde la produccién de NO en la
cirrosis, debida a la induccion de la NOS denti@ad@iente endotoxémico que envuelve a la
cirrosis. Este NO participaria activamente en tagenesis de la vasodilatacion arterial que
caracteriza a los pacientes cirréticos. Actualmestte considerables las evidencias de que el
NO es producido en exceso en la cirrosis hepasicagembargo, los mecanismos que
conducen a este aumento estan todavia por determina

La implicacién del endotelio en la excesiva proddicale NO ha sido ampliamente
documentada y representa, hasta la fecha, la gociedprincipal del aumento de la sintesis
de NO en la cirrosis. Asi, el aumento del flujo gédneo derivado de la circulacion
hiperdindmica que aparece en la cirrosis, congtitumymecanismo sistémico de estimulacion
por estrés de rozamiento para la sintesis y linirade NO por la NOS localizada en el
endotelio. La participacion de la sintasa enddtehasido demostrada en estudiositro en
los que la eliminacién del endotelio corregia laohiespuesta, de distintos vasos y lechos
vasculares, a diferentes vasoconstrictores (Atyatas, 1996b; Gadano y cols, 1997). El
aumento de la NOSc endotelial también ha sido @stpcomo el mecanismo mas probable
para explicar el aumento de la respuesta a vasadilees como ACH, ADP y bradiquinina
(Claria y cols, 1994; Albillos y cols, 1995; Roxgls, 1995a). Otras observaciones, sin
embargo, han puesto de manifiesto un efecto béosdiale los inhibidores de la NOS,
después de gue la eliminacion del endotelio naléstiera totalmente la reactividad normal
en los vasos de animales con cirrosis. Estos aegdtsugirien la participacion de la sintasa
localizada en el musculo liso en el aumento de NM€cwlar (Karatapanis y cols, 1994;
Obbergh y cols, 1995; Michielsen y cols, 1995).

Desde la hipétesis inicial de Vallance y Moncadlpapel de la iINOS en el aumento de

NO existente en la cirrosis ha sido muy controdertiAlgunos autores subrayan al NO
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procedente del masculo liso como principal causk d@porespuesta a vasoconstrictores,
excluyendo la participacion del NO endotelial (Ryanols, 1996; Mathie y cols, 1996).
Ademas, la administracion de inhibidores prefedaside la iNOS, como la aminoguanidina,
corrige la circulacion hiperdindmica en ratas cgretiension portal (Lee y cols, 1997) y
mejora la hipotension arterial y las alteraciorexgates observadas en animales cirréticos
(Criado y cols, 1997). Por el contrario, en otrsts@ios, la administracion de aminoguanidina
resulto inefectiva para restaurar la respuesta@ciiita vasoconstrictores en animales con
ligadura de la vena porta o con cirrosis (Heinema8tauber, 1995; Weigert y cols, 1995).
Como vemos, hay una amplia variabilidad de resaah cuanto a la participacion de la
INOS en la patogenia de la cirrosis hepatica.

Una vez purificadas, caracterizadas y clonadasdassoformas de la NOS, y dadas las
discrepancias entre los estudios farmacologicasstsa aplicando técnicas moleculares para
valorar la expresion de las diferentes isoenzimadiferentes tejidos, que en combinacién
con otras técnicas permitiran dilucidar qué enziynais qué medida participan del aumento
en la produccién de NO existente en la cirrosid, &ahill y cols (1995 y 1996) han
documentado un aumento de la actividad de la NO& endotelio vascular de la arteria
mesentérica superior y aorta toracica de animabeshipertension portal. Ademas, la
deteccion inmune de la INOS mediante Western leleulltdo ser nula o escasa, en ambos
estudios, a diferencia de la de NOS endotelial.Mayor actividad de ésta ultima se
correspondié con una mayor concentracion de rsttaitratos plasmaticos y niveles de
GMPc significativamente elevados en los animal@erénsos portales. También se ha
demostrado una mayor expresion del ARNm y de léepra enzimatica eNOS, con las
técnicas Northern y Western blot, en anillos aégide animales con cirrosis (Weigert y cols,
1995 y 1997). Estos resultados confirman a nivdeowar los hallazgos farmacolégicos,
obtenidos en sendos estudios, que evidencian wesiga produccion de NO de origen
endotelial, y argumentan en contra de la exprdsidcional de la INOS en la cirrosis.

Sin embargo, no se descarta totalmente la partiéipale la enzima inducible vascular,
muscular y endotelial, ya que niveles muy pequei@adOS podrian pasar desapercibidos
por estas técnicas. En este sentido, se ha dechoirexistencia de cantidades detectables de
expresion del ARNm de la INOS en arteria meserdéyi@orta de animales cirrgticos,

utilizando la reaccion en cadena de la polimensisadles-Ruiz y cols, 1996; Martin y cols,

32



1996a). Dado que este aumento no se correspondi@re expresion de la proteina, al
contrario que sucede con la sintasa endotelial astores proponen la existencia de una
regulacion pretransduccional de la NOS vy, por tdatexpresion de la iNOS estaria limitada
por el aumento de la NOSc endotelial. Pero un estediente ha encontrado una expresion
protéica aumentada de la iINOS en linfocitos monl@aues y en los glomérulos de animales
cirrgticos, por Western blot. Este aumento tamb&nbservé en las células mesangiales de
ratas sanas tras la incubacion con plasma de asmiatéticos (Criado y cols, 1997).

Es dificil dictaminar si el incremento de NO edexidmeno primario que induce la
vasodilatacion, o bien es secundario al estrés parkd del vaso causado por un aumento en
el flujo sanguineo. Este flujo aumentado, a supeede ser la consecuencia de un fendmeno
mecanico desencadenado por la hipertension portaéro ser debido al incremento de
sustancias circulantes con accién vasodilatadarsepe capaces de estimular su produccion.

En primer lugar, hemos comentado la existenciandevasodilatacion sistémica y un
aumento del flujo sanguineo que es inicial y magontante en el territorio esplacnico.
Debido a que ethear strespuede aumentar la expresion de la NOSc en el eimlot
(Uematsu y cols, 1995), es posible que el aumenfoatiuccion de NO sea una consecuencia
mecanica directa de la hipertensién portal (Soguily, 1995). Segun esto, la intensidad del
estimulo podria correlacionarse con la graveddd eiefermedad, a la vez que influiria en la
expresion de la sintasa. Este hecho ha sido deadogbor Niederberger y cols (1996), en el
gue la expresion de la NOSc endotelial estuvo fsogiivamente aumentada tanto en aorta
como en arteria mesentérica de los animales @agten contraste a lo que ocurrié en ratas
con ligadura de la vena porta. En estas ultimads s&éencontré una expresion aumentada de
esta enzima en arterias mesentéricas y el incremfismsimilar al observado en las ratas con
cirrosis. Estos hallagazgos explicarian que losid®s de la hemodinamica sistémica, la
funcion renal y la homeostasis de fluidos, son macados en el modelo cirrético que en el
de hipertension portal, a pesar de la existenciandgindrome circulatorio hiperquinético
cualitativamente similar entre ambos modelos. Ademdgieren que a mayor severidad de
enfermedad hepatica existe una mayor produccid¥Qlgascular.

En segundo lugar, el ambiente endotoxémico y laomagdisposicion de los cirréticos a
la infeccion, podria inducir la sintesis de NO potivacion de la NOSI. Los pacientes y

animales con cirrosis tienen significativamente entados los niveles plasméticos de
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endotoxina (Laffi y cols, 1995; Inan y cols, 1997)a expresion de esta enzima podria
constituir, ademas, un mecanimo de respuesta fdaiafeccion (Morales-Ruiz y cols, 1996
y 1997).

3.2 Ictericia obstructiva, endotoxemia y enfermedaglpatica

Endotoxemia y bacteriemia han sido ampliamenten@adas como marcadores de
alteracion hepatica. Numerosos estudios han inguicalas bacterias intestinales en la
patogénesis del dafio hepatico agudo y crénicoiarabes de experimentacion. No sélamente
la endotoxina intestinal parece jugar un papel mambe en el desarrollo de la cirrosis
experimental, sino que la lesion hepatica convarémimal en excesivamente susceptible a
sus efectos.

La endotoxina, que normalmente es liberada desaestino hacia la circulacion portal,
sufre una eliminacion hepatica en un proceso d@asss que requiere la cooperacion entre
las células de Kupffer y los hepatocitos. En laeenkdad hepética, estos procesos de
detoxificacion estan alterados y ademashasmtsportosistémicos que aparecen en pacientes
con cirrosis e hipertensién portal permiten a lagoorganismos y endotoxinas del intestino
evitar a los macréfagos y células de Kupffer dgatlp, lo cual provoca un exceso en el paso
de endotoxina hacia la circulacion sistémica. Coftraeiones elevadas de endotoxina
circulante son halladas incluso en pacientes @o®tsin evidencia clinica de infeccion. La
endotoxemia inicia una cascada bioldgica de dafibarganico resultado de una compleja
red de interacciones entre factores humoralesuylates que inducen a la liberacion de
multiples quimiotoxinas. La disfunciébn organica naeld por endotoxinas juega,
probablemente, un papel importante en el marca dbdtruccion biliar extrahepatica. Entre
el 25 y el 85 % de los pacientes con ictericia rolotiva presentan endotoxemia y hay
evidencias considerables que la implican como cdesdgunas de las complicaciones que
aparecen en estas condiciones.

Muchos estudios, clinicos y experimentales, hastpuen énfasis especial sobre el papel
de los &cidos biliares en el desarrollo de endobixeurante la ictericia obstructiva. Esta se
caracteriza por una escasa cantidad de acidosebilen el intestino combinada con un
elevado nivel sérico de los mismos, y ambos sugest$an contribuir a la endotoxemia. Asi,

la ausencia de acidos biliares en el intestino pemhaumento de la absorcion de endotoxina
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desde el tracto gastrointestinal y, por otra pategumento de los niveles circulantes de
acidos biliares conduce a una alteracion de ladardetoxificadora de las células de Kupffer.

Una interesante influencia de la endotoxemia, tanesacion del NO en el tejido
vascular, ha sido implicada en la patogénesis ddipatension sistémica y otras
complicaciones observadas en la enfermedad hegétitericia obstructiva. La enfermedad
cronica hepatica, por ej. la cirrosis hepaticacasio la ictericia obstructiva estan asociadas
con una disminucion de la resistencia vascularféyara y refractariedad a los agentes
vasoconstrictores. La mediacion de estos cambipglpaasodilatador endogeno NO esta
recibiendo una considerable atencion.

Hemos descrito previamente que la NOSi puede sandada por endotoxina y algunas
citoquinas en el endotelio y células muscularessligasculares. Estudids vitro han
demostrado que la induccion de esta enzima condusea vasodilatacion sostenida y
resistencia a vasoconstrictores. Estudios en peyrastas han demostrado que la
vasodilatacion y la disminucion de la contracci@soular que ocurre en respuesta a
endotoxina o citoquinas estan mediadas por lass$ntke NO. Dada la alta incidencia de
endotoxemia en la enfermedad hepética y en ladidebstructiva, se ha propuesto que los
altos niveles de endotoxinas en estas condicicgmendadenarian la induccion de la sintesis
de NO vascular, y como ya hemos visto hay muchdsmeeias indirectas que implican al NO
en la patogenia de las alteraciones hemodiname&sarrosis hepatica, tanto en humanos

como en animales de experimentacion (Green y Ba9o5).
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PLANTEAMIENTO
Y OBJETIVOS



El aumento de la sintesis vascular de NO que tiggag en la cirrosis hepatica ha sido
demostrado, junto a otros, por estudios realizadogiestro laboratorio, taritovivocomoin
vitro. Estos han encontrado una correccion de la higmuesta vascular a vasoconstrictores y
de la hipotension arterial tras la administraciénrthibidores inespecificos de la sintasa de
NO. Ademas, estos efectos se acompafian de undaragda funcidn excretora renal en los
animales con cirrosis experimental. El enzima raspble de la sintesis del NO existe en, al
menos, tres isoformas. Hasta la fecha, el tipandarea implicado, constitutivo o inducible,
en la mayor produccion de NO de la cirrosis no &sti@éientemente claro. Aunque la mayoria
de los trabajos apuntan a la existencia de un aonukenla actividad de la sintasa de NO
endotelial, incluso en ratas cirréticas sin asaipapel de la sintasa inducible en el aumento
de NO es mucho mas controvertido. Algunos autarasehcontrado una participacion de la
NOSI, sin embargo el uso de inhibidores preferéeside esta isoforma muestra un espectro
variado de resultados tanto sobre la circulaciperdinamica como sobre la hiporrespuesta
vascular. La aparicion de nuevas drogas que inlsbkttivamente las diferentes isoformas
de la NOS ha abierto nuevas perspectivas, tanto glagstudio de su participacion en el
aumento del NO como para el tratamiento de lagalttnes hemodinamicas y renales de la
cirrosis hepatica.

En esta Tesis Doctoral hemos valorado el papeN@elen dos modelos de cirrosis
experimental. En primer lugar, estudiando la cbotrion de las dos isoformas principales,
constitutiva e inducible, a la menor respuestawas@ vasoconstrictores, una de las mas
significativas alteraciones de la hemodinamica wiasc Asi, como primer objetivo nos
planteamos:

1. Valorar la participacion global del NO en ratascon cirrosis experimental, mediante

el estudio de la respuesta vascular in vitro en dios de aorta y comprobar el grado

de participacién del endotelio y de las sintasas d¢O, constitutiva e inducible, en

esta respuesta.

Como se ha comentado en la introduccion, el rifgdar® de los principales érganos
diana en las enfermedades hepaticas. Estudio®piteamn descrito una mayor produccion de
NO renal en varios modelos experimentales. Sin egobainguno de estos trabajos lo ha

hecho de forma directa. Por lo tanto, como seguigietivo nos propusimos:
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2. Determinar la actividad de la sintasa de NO, ewtitutiva e inducible, en rifiones y
aorta de ratas con cirrosis experimental.

El interés de nuestro laboratorio por la médulaliatebido a la importante funcién que
esta pequefia zona renal juega en el control deta@on de agua y sodio mediante el ajuste
de la distribucion intrarrenal del flujo sanguineos ha llevado a estudiar el papel del NO y el
del otro mediador vasodilatador de importanciaaenédula renal, las prostaglandinas, en el
control de la hemodinamica intrarrenal. Por lodaeh el tercer objetivo nos propusimos:
3. Estudiar el papel del NO y de las prostaglandirsaen el control inmediato de la

hemodinamica intrarrenal.

Es conocido que, a pesar del aumento de NO asistémico y renal, el rifidn del animal
cirrético se comporta como si existiese un défieitNO en su interior. Esto puede ser el
resultado de un desequilibrio entre los sistemssoamstrictores y los vasodilatadores. EI NO
puede ser de origen constitutivo o inducible yesimtieresente valorar el papel de cada uno de
ellos en la cirrosis, para actuar especificamestteesuno u otro tipo, sin comprometer las
acciones fisiolégicas del otro. Dado que la particion de la NOSi en el aumento de NO no
esta claramente establecida, nuestro cuarto objete:

4. Comparar los efectos renales derivados de la admstracion aguda de un inhibidor
preferencial de la sintasa inducible de NO, aminognidina, con los de un inhibidor
inespecifico de la NOS, el Mnitro-L-arginina.

Como quiera que los efectos agudos pueden sesitdesry, por tanto, de corta duracion,
una forma de valorar la implicacion del NO mas pnofamente como contribuyente a las
alteraciones sistémicas y renales de la cirrogistiw seria mediante la administracion
cronica de los inhibidores de la sintesis de N@.glo, en nuestro quinto objetivo hemos
intentado:

5. Determinar si la administracion cronica de losrihibidores de la sintesis de NO,
constitutivo e inducible, ejerce efectos beneficios sobre la presion arterial y la
funcion excretora renal de animales cirréticos.

Finalmente, como apertura de una nueva linea dsstiigacion, hemos utilizado una
tecnologia innovadora para analizar la estructasawar intrarrenal en las fases iniciales de
la cirrosis. Para ello hemos contado con la inegilencolaboracion del Departamento de

Fisiologia y Biofisica de la Clinica Mayo, en Rostee (USA), poseedores del Unico escaner
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Microcomputerizado que permite el andlisis de lasrueturas renales mediante la
reconstruccion tridimensional de los rifiones palidos con un contraste radiopaco.
Mediante el uso de esta tecnologia, hemos intendfldoidar si el trastorno vascular
sistémico que ocurre en los pacientes y animalesicmsis, en el que el NO juega un papel
importante, tiene alguna repercusion vascular nitigica sobre el rifidn que justifique su
alteracion excretora. Asi pues, nuestro sextoimalbbjetivo ha consistido en:
6. Estudiar, mediante tomografia microcomputerizada los patrones morfoldgicos
intrarrenales de ratas con cirrosis experimental.

Todos los experimentos se han realizado de acaerdel Convenio Europeo sobre la
proteccion de animales utilizados para experimémag&strasburgo, 18 de marzo de 1986,
ratificado en Espafa el 25 de octubre de 1990nyet&D 233/1988 del 14 de marzo del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion Hspafia sobre la proteccion de los
animales destinados a fines experimentales y fatresones cientificas.

Los animales proceden, en su mayor parte, del Aannade la Universidad de
Murcia (Centro Usuario en la actividad de cria8ule registro del M.A.P.A.: 30030-2AB).
Los animales usados en el protocolo 6 son de H&taague-Dawley (Indianapolis, IN,
USA).
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Todos los experimentos se han realizado de acaerdel Convenio Europeo sobre la
proteccion de animales utilizados para experimémag&strasburgo, 18 de marzo de 1986,
ratificado en Espafa el 25 de octubre de 1990nyet&D 233/1988 del 14 de marzo del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion Hspafia sobre la proteccion de los
animales destinados a fines experimentales y fatresones cientificas.

Los animales proceden, en su mayor parte, del Aannade la Universidad de
Murcia (Centro Usuario en la actividad de cria8le registro del M.A.P.A.: 30030-2AB).
Los animales usados en el protocolo 6 son de H&taague-Dawley (Indianapolis, IN,
USA).

I- INDUCCION DE LA CIRROSIS.
1. Ligadura del conducto biliar (LCB).

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley y Munich-&istacho, sanos y de un peso
inicial de 150 a 200 g. Mediante anestesia conditilico (Panreac) se prepara al animal
bajo condiciones de asepsia para la intervencigmirgica. Para acceder al conducto biliar
principal se procede a una laparotomia media dexapadamente 2 cm, por debajo de la
apofisis xifoides. Una vez identificado y aislatloanducto biliar, se ligan los extremos distal
y proximal guardando una distancia entre ellos del® mm. Posteriormente se reseca el
fragmento entre ambas ligaduras y se cierra ladpasdominal por planos. Los animales
controles se prepararon de la misma forma, pertigsinni resecar el conducto biliar. Para
prevenir las infecciones postoperatorias se adtminisna combinacién antibidtica de
gentamicina y ampicilina (0.1ml/100g), por via suthoea (Bi-Gentavetina; Schering Plough,
Segre, Francia).

2. Cirrosis por administracion de tetracloruro de @arbono (Cl,C).

Se han utilizado las mismas cepas y del mismoip&sal que en el apartado anterior.
El procedimiento empleado para inducir cirrosis dgscrito por McLean y cols (1969) y
modificado por Lopez-Novoay cols. (1976). El mé&tednsiste en la administracion deCl
(Probus, Barcelona, Espafa) por inhalacion, aumdatgrogresivamente el tiempo de
exposiciéon al toxico. Para acortar el tiempo nedegsara producir cirrosis, se afiade un
inductor enzimético, fenobarbital (Fluka, Buchs,it3erland), al agua de bebida a una

concentracion de 0.4 g/L, desde una semana antesmgezar la administracion del
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hepatotdxico, y se mantiene durante todo el tiedgpexposicion. La mezcla gaseosa se crea
burbujeando el GC liquido, contenido en un frasco, con aire comiara un flujo de 2
L/min. El gas asi formado se dirige al interiout@ camara estanca de dimensiones 48 x 29 x
38 cm, donde los animales son expuestos al tdditavez transcurrida la primera semana de
ingesta de fenobarbital, se inician las sesiondgsetue las ratas se someten a inhalaciéon de
Cl4C tres veces por semana. El tiempo de exposicide ésnin la 12 semana; 2 min, la 22y
32 semanas; 3 min, la 43,52y 62; 2 x 3 min2,|18%y 92y 3 x 3 min a partir de la 102 semana.
Dado que el GC tiene propiedades anestésicas, se debe prgstarastencion cuando los
periodos de exposicién son prolongados. Ademdedas los animales presentan una misma
sensibilidad al téxico, por lo que en fases avaazda duracion de la exposicion al gas se
hace de manera individualizada. Aproximadamenteta ple la 102 semana del inicio de las
sesiones, los animales empiezan a desarrollarsascit

Dado que en estudios preliminares descubrimos @gpi@imales Munich-Wistar
resultaron ser mucho mas sensibles #C@)s tiempos de exposicion al toxico en esta cepa
variaron ligeramente respecto al método descriterimmmente. El tiempo de exposicion se
incrementa a partir de la 12 semana de 0.5 eni@.pansemana hasta llegar a la 52, y el resto
continua igual al anterior, excepto que a partirlal®® semana rara vez es necesario
sobrepasar los 2 x 3 min, consiguiéndose de edlie e el desarrollo de la ascitis ocurra
también alrededor de la décima semana.

Los grupos controles estan formados por ratasrdestaa cepa, sexo, edad y peso que
las sometidas a induccion de la cirrosis, y sotadias con fenobarbital durante el mismo
periodo de tiempo que los animales cirroticos, abjeto de anular posibles alteraciones
bioguimicas inducidas por esta sustancia. Al memas semana antes de someter a los
animales a cualquier procedimiento experimentaleseetira la administracion de,Cly
fenobarbital.

3. Método diagnostico.

Al finalizar los experimentos y tras sacrificara@imal, se le extrae el higado y se
obtiene una muestra del I6bulo izquierdo. Esta taiese fija en formol al 10% vy
posteriormente se le incluye en parafina, se g@texamina tras tincion con hematoxilina-

eosina. Las muestras fueron analizadas por un nobservador y clasificadas como higado
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normal o como cirrosis. Los animales en los qusenconfirmé la presencia de cirrosis en la

histologia no se incluyeron en el estudio.

II- PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.
1. ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR EN ANILLOS AO RTICOS DE
RATAS CIRROTICAS POR LIGADURA CRONICA DEL CONDUCTO _BILIAR.

En total, se han utilizado 12 animales controle$4yanimales con LCB. Los
experimentos se realizaron alrededor del dia 2Budssde la cirugia. Se han estudiado los
siguientes grupos experimentales:

Grupo 1t Anillos con endotelio. Controles, n=11; LCB, n=12

Grupo 2 Anillos con endotelio, pretratados con el inhdsithespecifico de la sintesis de NO,
L-NAME. Controles, n=12; LCB, n=10.

Grupo 3 Anillos con endotelio, pretratados con el inhdsigreferencial de la sintesis de NO
inducible, aminoguanidina (AG). Controles, n=11;8,@=15.

Grupo 4 Anillos sin endotelio. Controles, n=10; LCB, n=15

1.1 Preparacion del animal.

Los animales se sacrificaron mediante traumatisetimagervical y subsiguiente
descerebracion. Tras apertura del térax, se dateserta toracica y se situa en una placa Petri

con solucion Krebs oxigenada (95% 6% CQ , Sociedad Espafiola del Oxigeno, Murcia).

L
o TRANSDUCTOR
o DE SENALES
] o) o
o ° AMPLIFICADOR
:m_— |
o FE | Ach
° l
mﬁm /

Figura 1. Representacién esquematica del método usado pagadividad vascular.
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Una vez disecada cuidadosamente de la grasa gdejiccundantes, cada aorta se
corta en 6-8 anillos de longitud aproximada de 3 s anillos se situan horizontalmente,
entre dos ganchos, en el interior de bafios de @sgadividuales, con una capacidad de 5 ml,
y en todo momento se mantienen inmersos en laiéolcebs oxigenada, a una temperatura
de 37 C y a un pH de 7,4. El gancho superior, de losedt® los que se interpone el anillo,
es el que esta conectado a un transductor isométdacsefales (Pioden UF-1, Panlab,
Barcelona), y registra el grado de respuesta adittedn gramos (g). Las sefales, una vez
amplificadas, se registran en un monitor y son aptab para su posterior analisis en un
ordenador (Cibertec, Madrid, Espafia). La figuraquematiza este procedimiento.

La solucion Krebs tiene la siguiente composiciorMmCINa, 128; CIK, 4.7;
Cl,Mg.6H,0, 1.2; PQH.K, 1.2; CbkCa.2H0, 2.5; EDTA, 0.01; CeHNa, 12.5; Glucosa, 11.
Todos los productos son de la casa Panreac y Merck.

1.2. Proceso experimental.

Una vez colocados los anillos, se mantienen eiiéstion durante 60 minutos,
ajustando continuamente la tensioén basal a 2qgda@orresponde a la tension 6ptima para la
expresion de la contraccion. Cada 15 minutos sgekenla solucion Krebs de los bafios.

Anillos con endotelioTras el periodo de estabilizacion se realizaosadirvas dosis-

respuesta consecutivas, una de vasoconstriccitba g@vasodilatacion. La primera consiste
en la administracién de concentraciones progresivaimulativas de fenilefrina (FE; L-
Fenilefrina, Sigma, Madrid), desde @ 10° M. Después, se realizan varios lavados con
solucion Krebs para eliminar el farmaco, a lo qgaesun segundo periodo de estabilizaciéon
(45-60 min) hasta recuperar de nuevo la tensiomlbagtima de 2 g. La curva de
vasodilatacion se efectua mediante la aplicaciéncdecentraciones progresivas y
acumulativas de acetilcolina (ACH, Sigma),®110* M, tras la vasoconstriccién previa
utilizando la dosis maxima de FE {(181). Las distintas concentraciones se afiaden una vez
alcanzada la respuesta maxima de la concentramdrap

Anillos sin endotelio El procedimiento para eliminar el endotelio cetesien frotar

suavemente la cara interna del anillo vascularwompalo fino de madera de superficie
ligeramente rugosa. En este grupo, y tras un pededestabilizacion de 20-25 min, se realiza
una precontraccion con la dosis maxima de FE® (ij) para comprobar después con la

administracion de ACH (ItM) que la eliminacién del endotelio ha sido efextil resto del
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proceso es idéntico al realizado en los anillosetaiotelio intacto. Ademas, antes de finalizar
el experimento se afiade nitroprusiato sédico (MP%a 10*M, Panreac) para confirmar que
la manipulacién inicial del anillo no ha afectadodapacidad del musculo liso para la

relajacion.

1.3. Inhibidores de la sintesis de NO.

Los inhibidores de la NOS, aminoguanidina (AG, rayguanidina hemisulfato,
Sigma) y L-NAME (Sigma), ambos a una concentradiéi0* M, se agregaron 15 minutos
antes de la realizacién de la curva correspondiente
1.4. Parametros determinados.

La respuesta de contraccion a FE, se expresé erogr@specto al valor basal de 2 g,
y la de relajacion a ACH y NPS, como porcentajideaxima contraccion obtenida con FE
(10° M). Ademas, se calcularon las dosis efectivasfe¥ de las respuestas a FE y ACH

(DEsp), mediante un analisis de regresion individuahgaada anillo.
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2. ACTIVIDAD DE OXIDO NIiTRICO SINTASA EN RINON Y AO RTA DE RATAS
CIRROTICAS Y CON LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR.

La actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) etetmind por la conversion de L-
[*H]-arginina a L-fH]-citrulina. Se han usado 6 ratas cirréticas pR€Q 6 controles y 6
ratas con ligadura del conducto biliar (en la @aagmana tras la cirugia) y 6 controles. Los
animales se sacrificaron mediante traumatismoaetvical y subsiguiente descerebraciony
los rifiones y la aorta toracica se extrajeron,p@sase homogeneizarorP@) en un tampdn
gue contiene 50 mmol/L de HCI-Tris, 0.1 mmol/L deTA, 0.1 mmol/L de EGTA, 12
mmol/L de mercaptoetanol, 1@/ml de leupeptina, 18g/ml de PMSF, 1Qg/ml desoy bean
tripsin inhibitory 2 ug/ml de aprotinina, a pH 7.5. Los rifiones se homeigaron en 5 ml de
tampodn y las aortas en 0.5 ml. El homegeneizadal(2@ incubd a 3T durante 20 minutes
en presencia de una mezcla de reaccion que cosadmedulina (100 nmol/L), NADPH (1
mmol/L), tetrahidrobiopterina (3mol/L), L-arginina (1Qumol/L), L-[*H]-arginina (3 pmol)

y cloruro célcico (2.5 mmol/L). La reaccion se paiiadiendo 1 ml de un tampéi@ que
contiene HEPES (20 mmol/L), EDTA (2 mmol/L) y EGT& mmol/L). Finalmente, la
mezcla se deposita en una columna de 1 ml de D&@E0W-X8 (forma sddica) y la L-
[*H]-citrulina se eluye con 2 ml del tampén de partea citado. La radiactividad en el eluido
se mide en un contador de centelleo liquido traslia® ml de céctel de centelleo. Todo el
procedimiento se realizé por duplicado, en muesata®mo se ha indicado y en presencia de
L-NAME (0.1 mmol/L) para inhibir la NOS y en ausénde calcio. La actividad de NOS
constitutiva (dependiente de calcio) se obtuvarestar la actividad en presencia presencia de
L-NAME (0.1 mmol/L) de la actividad total. La aatikad de NOS inducible (independiente de

calcio) se obtuvo tras restar la actividad en atiaade calcio de la actividad total.
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3. EFECTOS DE LA INHIBICION AGUDA DE LA SINTESIS DE_NO Y DE
PROSTAGLANDINAS SOBRE LA HEMODINAMICA RENAL DE RATA S CON
CIRROSIS POR CI,C

3.1. Grupos experimentales.

Se han utilizado ratas Munich-Wistar cirréticas poinalacion de GC y sus
respectivos controles. Esta cepa se caracteriza@eentar una gran papila renal que protuye
hacia la pelvis renal, o que resulta idoneo paedinmel flujo sanguineo papilar mediante
fluximetria laser-doppler. En este protocolo se teatizado dos estudios:

Estudio 1: A estos animales se les administra primero ebidbr de la sintesis de NO, L-
NAME, y tras la estabilizacion de los pardmetrosnbdinamicos, el inhibidor de la
ciclooxigenasa, indometacina. Este estudio se dlzaelo en 8 animales controles y en 6
cirréticos.

Estudio 2 En este segundo estudio, el orden de adminiétralg las drogas fue el inverso al
anterior. Primero la indometacina y aproximadam#&&tminutos después, el L-NAME. Este

protocolo consta de 6 animales controles y de r16tios.

3.2. Preparacion quirdrgica.

Aorta

FLUXIMETRO
\ LASER-DOPPLER

Arteria renal

Vena renal FLUXIMETRO

ELECTROMAGNETICO|

Figura 2. Representacion esquematica del método usado paetelaninar el flujo sanguineo papilar y renal.
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Todos estos experimentos se han realizado enayiaadas desde la tarde anterior
(unas 16 horas antes del inicio del experimenig)jendo el método utilizado previamente
en nuestro laboratorio (Atucha y cols, 1994). Losmales son anestesiados con
thiobutabarbital (Inactin, 100 mg/kg, i.p.; RerdeBeochemical International, Natick, MA) y
colocados sobre una mesa quirargica conectaddafimtermostatado, para mantener una
temperatura rectal constante de 37°C a lo largaatid el experimento. Se efectda una
tragueotomia para facilitar la respiracion (cafmBz90), y se canulan (PE 50) la arteria y vena
femorales derechas. La canulacion arterial nos ipedeterminar la presion arterial media
(PAM), que se monitoriza a lo largo de todo el expento (transductor PDCR 75,
amplificador 5241 y registro Multitrace 2, todos ldectromed, Reino Unido), y obtener
muestras de sangre. A través de la canula venasfusde (Harvard Apparatus, mod. 11,
Boston, MA, USA) una solucion de suero salino ieato al 0.9% (Grifols), con albumina
sérica bovina al 1% (Sigma), a una tasa de infud@&id.5 ml/100g/h. Posteriormente se
coloca al animal en decubito lateral derecho yraetjga una incision en el flanco izquierdo
para acceder el rifidn, evitando de este modo idasdé liquido ascitico en los animales
cirroticos. Después, se libera al rifion de la gpasarenal y de la glandula suprarrenal y se le
sitia en un recipiente especialmente disefiadosuanamovilizacién, exponiendo la cara
dorsal renal. Tras la diseccion y escision deleurge libera a la papila de todos los tejidos
circundantes y se la aisla del resto del tejid@lterplocando a su alrededor un algodén
humedecido con solucidn salina. La arteria rermmplierda también se diseca cuidadosamente
del resto de vasos y tejidos de alrededor pararrakfiiljo sanguineo renal (FSR). Para ello
se coloca una sonda de flujo de 0,8 mm de dianmatieono alrededor de la arteria renal
izquierda y se registra el flujo sanguineo en urifhetro electromagnético (Skalar 1401,
Skalar Medical, Holanda). El flujo sanguineo papikESP) se determina con un fluximetro
laser-doppler (Periflux PF3, Perimed, Suecia) agrada (Dental probe, PF 316, Perimed)
colocada en un micromanipulador apunta hacia ldgp&prmando aproximadamente un
angulo de unos 30° con ella. ElI FSP se registfardea continua en otro canal del mismo
sistema Lectromed utilizado para la PAM. Finalreetd apertura lateral abdominal y el
rifion expuesto se cubren con Parafiim (Americaniddat Can) para minimizar la

evaporacion.
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3.3. Proceso experimental.

Tras un periodo de estabilizacion de 1 hora, euelse registran continuamente la
PAM, FSR y FSP, se toma un periodo basal de 1% micontinuacion se administran bolos
intravenosos (0.1 ml/100 g), de L-NAME (10 mg/kgiley indometacina (7.5 mg/kg). La
inyeccion de cada droga se realiza una vez quea@netros se estabilizan en el periodo
previo, normalmente unos 15 minutos después. Btiebrupo, el orden de administracion
de las drogas se invirtio, primero indometacinaeeygpdiés L-NAME. En la mitad de cada
periodo se toman muestras de sangre arterial elaregpheparinizados para determinar el
hematocrito. Estos se centrifugan a 12000 r.p.marda 5 min (Centrifuga de micro-
hematocrito Hermle, Z 230 HA, Alemania) y en untdéeae hematocrito se obtiene el
porcentaje (%) que corresponde a las células rBjagalor cero de ambos fluximetros se
obtuvo ocluyendo cuidadosamente la arteria rehedrecluir los periodos experimentales. Al
finalizar, se sacrifica al animal con una sobreslal pentobarbital y se pesa el rifién
izquierdo.
3.4. Pardmetros determinados.

3.4.1. Determinacion del FSP por medio de fluximadt@iser-doppler.

El efecto Doppler consiste en el cambio de frecizeqae se produce en una onda
electromagnética al reflejarse sobre un objeto@rimmento. La diferencia entre la frecuencia
emitida y la reflejada se denomina frecuencia Depph aplicacion para la determinacion del
flujo sanguineo en los tejidos se basa en el impdet una luz laser (haz de luz
monocromatica de helio-nedn) contra los hematiemevimiento, de un area tisular de
aproximadamente 1 mm de diametro. La sefial recqgidal fluximetro es proporcional al
namero y velocidad de los hematies en movimienttrdele la zona iluminada. El uso de la
cepa Munich-Wistar convierte a este procedimientééeil y no invasivo, permitiendo un
enfoque directo del haz de luz hacia la papilardi® permite monitorizar de forma continua
el flujo sanguineo y detectar cambios transitagiodistintos periodos experimentales, que es
uno de los objetivos de este protocolo. El flujaggdneo se obtiene como unidades de
perfusion, expresado en voltios (100 U de perfus@mesponden a 1 voltio).

3.4.2. Determinacién del FSR por medio de fluximettectromagnética.

La sonda colocada alrededor de la arteria renalumeeampo electromagnético a su

través. El movimiento de sangre que cruza el cammggnético genera un voltaje inducido,
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proporcionalmente, por la velocidad y por el diamedel vaso. La sefal obtenida es
amplificada y procesada por el fluximetro en cwegistro digital puede realizarse la lectura
directa de los valores del FSR (ml/min), o bienemtarse a cualquier registro de sefales de

uso comun.

3.5. Determinacion de los niveles de prostaglandisds, y F», urinarias.

Para este fin, algunos animales (4 cirréticos ploalacion de GC y 5 controles) se
someten a un estudio metabalico.

3.5.1 Preparacion de los animales y obtencion de emstras.

Las ratas se situaron en jaulas metabdlicas ingiés y fueron alimentadasl
libitum con comida estandar convenientemente trituradddPaBarcelona, Espafia) y agua
corriente. Esta dieta proporciona una dieta nodaalodio (104 mEq/kg). Tras un periodo de
adaptacion del animal de 3 dias, se inicia el @stgrante los dos siguientes en los que se
recogen las muestras de orina definitivas. Durkrst® dias se determinaron la ingesta de
agua y comida, el volumen urinario y la concenémadirinaria de sodio, con objeto de
comprobar la estabilizacion de los parametros.dlicaota de 1 ml de cada muestra de orina
de 24 horas de los dias objeto del estudio, futriteyada a 2000 r.p.m. (10 min, a 4°C;
Centrifuga Heraeus-Christ, CRYOFUGE 6-4). Las alfas se dividen en dos partes iguales,
una que es congelada a -20° C para la determinaigda excrecion urinaria de
prostaglandinas, y otra para medir la excreciomania de sodio.

3.5.2. Parametros metabalicos.

La ingesta de comida y aguse determina mediante la diferencia de peso &ntre

comida (g/24h) o agua (ml/24h) colocadas en el demoeo bebedero, respectivamente, y el
residuo encontrado a las 24 h.

El volumen urinarioV, (ml/24h), se calcula gravimétricamente, restahgeso del

recipiente que contiene la orina de 24h, el pescedgiente vacio.

La concentracién urinaria de sodibla, (mEQ/L) se determina por fotometria de llama

(Corning 435; Isaza, Barcelona, Espafa).

Ingesta de sodi@Na). La ingesta diaria de sodio se determina mediardgguiente

ecuacion, NEmEq/24h) = R(g/24h) x Na(mEg/g), donde £es el peso de la comida y Nac

es la concentraciéon de sodio de la comida.
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Excrecion urinaria de sodigUNaV). Con parametros ya descritos previamente,

podemos calcular la excrecion diaria de sodioa@aliacion, UNaV (mEqg/24h) =,YL/24h)
x Na, (mEq/L).

Balance de sodi@Byj). Estimamos el balance de sodio como la difereewiee la

ingesta de sodio diaria y su excrecion urinarid4h. No se considera la excrecion fecal de
sodio ya que es practicamente despreciable. Agi(nBEq/24h) = Na(mEQq/24h) - UNaV
(mEqg/24h).

3.5.3. Determinacion de Prostaglandinas£e Is.

Se ha realizado un analisis cuantitativo de loglasszde PGEen orina mediante
inmunoensayo (ELISA KIT, Neogen corporation, Lexorg Kentucky, USA). La base de este
test consiste en la competicion entre un enzimpugado con PGEy la PGE de la muestra
por un lugar de union a los anticuerpos adosadiss@ocillos de una placa. Tras un periodo
de incubacién, se afiade el sustrato para el ermmjagado, cuya unién dara lugar a una
reaccion colorimétrica. La intensidad del coloéseversamente proporcional a la cantidad de
PGE contenida en la muestra, ya que a menor cantidd3k mas enzima conjugado se
une al anticuerpo y mas sustrato es metabolizada¢sultados se obtienen midiendo la
absorbancia de las muestras en los pocillos corector de microplacas a 650 nm
(MULTISKAN MCC/340 P, Version 2.33), y contrastamaoon la de los estandares. Con los
valores estandar se construye una curva, con @gyasion lineal pueden calcularse los
valores de las muestras (ng/ml). Por altimo, catidaesis obtenemos la excrecion urinaria
(ng/24h).

La cuantificacion de la produccion de la P§d determina midiendo los niveles de su
metabolito estable 6-keto-PGd1E| procedimiento seguido es idéntico al desgdm la
PGE.
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4. EFECTOS PRESORES Y RENALES DE LA INHIBICION AGUDA DE LA
SINTESIS DE NO EN RATAS CIRROTICAS.

4.A. EFECTOS DE LA AG EN LA CIRROSIS INDUCIDA POR L CB.

4.A.1. Grupos experimentales.

En este protocolo se han utilizado ratas Spragwddyanacho, cirréticas por LCB
(n=7), y sus respectivos controles (n=7). Los expamtos se realizaron en la 42 semana
después de la cirugia. A ambos grupos se les astndi®iG en forma de bolos intravenosos.
4.A.2. Preparacion quirargica.

Los experimentos se realizan en ratas no ayunddas.anestesia con Inactin, se
situan sobre una mesa quirdrgica termostatada rpardener una temperatura corporal
constante a 37° C. Se canulan la traquea, y laywar@ria femorales derechas del mismo
modo que en el protocolo 2. Ademas, se canulgiigaverinaria (PE 70) para la obtencion de
muestras de orina. Todos los animales recibenninsidn intravenosa de NaCl 0.9 %, a la
que se afiadié inulina tritiaddH-Inulin, 1uCi/ml, New England Nuclear, Itisa, Madrid) para
la medida de la TFG, y acido paraminohipurico &l @ (PAH; Serva, Madrid) para la
determinacion del FSR. A lo largo de todo el experito se mantiene una tasa de infusion
constante de 1.5 ml/100g/hora.

4.A.3. Proceso experimental.

Tras la cirugia, se aguarda al menos 1 hora dbikztaion antes del comienzo del
experimento. La PAM fue registrada continuamente &érgo del mismo (transductor
Hewlett-Packard 1280; amplificador Hewlett-Pack&885D). En primer lugar, se determinan
dos periodos basales de 10 min. y, a continuac@énadministran bolos intravenosos
consecutivos de AG a dosis de 10, 50 y 100 mg/kgpDés de cada bolo se espera 5 min.
antes de iniciar los dos periodos de aclaramieat@dmin. Al final de cada periodo se
recolectan las muestras de orina, para calculdiutasis, natriuresis y la concentracién de
inulina 'y del PAH en orina. En la mitad del aclaramo se extraen las muestras de sangre,
para determinar el hematocrito y la inulina y eHPBlasmaticos. Para valorar el grado de
actividad de NO remanente, inyectamos un bolalev.-NAME (10 mg/kg) después de la

tltima dosis de AG, recogiendo el trazado de la RiAk&ante un periodo adicional de 15 min.
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Al completar el experimento se obtiene sangre dertaria femoral para medir la
concentracion plasmatica de sodio, y otra de lavenal para conocer la concentracion
venosa de PAH. El plasma se extrae tras centrifdigdElermle, Z 231 M). Finalmente se
pesan el bazo y ambos rifiones.
4.A.4. ParAmetros determinados.

Los periodos de aclaramiento, basales y de caddeulaa dosis de AG, se expresan
como una media, por lo que presentamos Unicamemerdato por periodo.

Volumen urinario vy flujo urinario.

El V, se calcul6 gravimétricamente, restando el pesusdeabos vacios, al peso total
tras la recoleccion de la orina en cada period@asBee que la densidad de la orina es la
misma que la del agua, 1 g = 1 ml. El flujo uringlfy), ahora expresado gi'min/g, se
obtiene de la division del Mul) recogido en cada periodo por la duracion dehmigmin) y
por gramo de tejido renal.

Excrecion urinaria de sodio.

Ahora expresada como, UNaWHEg/ml) = R, x Na, / 1000.

Tasa de filtracion glomerular.

Se estima mediante el célculo del aclaramient8Hdimulina. La radiactividad se
determina por duplicado aplicando {10 de las muestras de plasma y orina, a un 1 ml de
liquido de centelleo (EcoscifftH; Atlanta, Georgia). Después de agitar cada sdmide la
radiactividad en cuentas por minuto (c.p.m.) ecamtador de centelleo liquido (Betamatic
Basic, Kontron, Madrid). Dos tubos blancos, solo liguido de centelleo, son incluidos en el
contador y sus c.p.m. se sustraen de las c.p.todde las muestras. Asi, el aclaramiento de
®H-inulina se calcula con la siguiente férmula, TER@/min/g) = c.p.m. Orina xF / c.p.m.
Plasma.

Flujo plasmatico renal total (FPRT).

Las concentraciones plasmaticas y urinarias de $&8¢btienen mediante una técnica
colorimétrica descrita por Waugh y Beall en 19&gda previamente en nuesto laboratorio
(Ubeda y cols, 1994). EI FPRT (ml/min) se calcutmetir del aclaramiento de PAH, usando
la extraccion renal de PAH y el hematocrito, seffiimulas establecidas que resumimos a
continuacion: FPRT = PAH Orina x F (PAH Plasmgeriai- PAH Plasm@noso rends Y

FPRT = FPRT / (1 - hematocrito)
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4.B. EFECTOS PRESORES Y RENALES DE LA INHIBICION AGUDA DE LA
SINTESIS DE NO EN LA CIRROSIS INDUCIDA POR ADMINIST RACION DE CI,C.

En este caso las ratas Sprague-Dawley macho,iseohnicirréticas por inhalacion de
Cl4,C (n=6) y se usaron también 6 ratas controles.

4.B.1. Preparacion quirargica.

La preparacion fue idéntica al apartado anterioA.@4), que resumimos a
continuacion. Se anestesiaron ratas no ayunadalmactin, y, sobre una mesa quirurgica
termostatada, se canularon la traquea, la venarjesiemorales derechas y la vejiga urinaria.
Alo largo de todo el experimento se infundié unlasion intravenosa de NaCl 0.9% coh
Inulina, a razén de 1.5 ml/100g/h.

4.B.2. Proceso experimental.

Después de la preparaciéon quirtrgica y de la reagpm de los animales, se
determinan dos periodos basales de 10 min y, anc@aion, se administran bolos
intravenosos consecutivos de AG a dosis de 1@$,100 mg/Kg. Después de cada bolo
aguardamos 5 minutos antes de iniciar los periagosclaramiento de 15 minutos de
duracién. Al final de cada periodo se recolectanrfauestras de orina, para calcular la
diuresis, natriuresis y la concentracion de inukmaorina, y las de sangre arterial para
determinar el hematocrito y la inulina plasmatidemas, se realiza una extraccion adicional
de 250ul de sangre en cada periodo para medir nitritogrgtas plasmaticos, que fue
centrifugada a 10000 r.p.m. durante 10 min. Emplarecogido, se congelé inmediatamente
en una camara frigorifica a -20°C y el resto delaslsanguineas son resuspendidas en
solucién salina y reinfundidas a los animales, objeto de evitar fluctuaciones en el
hematocrito. Antes de concluir el experimento cors®os una muestra final de sangre de la
arteria femoral, para medir la concentracion plagmde sodio. Finalmente se pesan el bazo
y ambos rifiones.

4.B.3. Pardmetros determinados.
El volumen urinario y flujo urinario, la excreciaminaria de sodio y la TFG se

determinan segun los métodos descritos previamente.
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Niveles plasméticos de nitritos y nitratos

La produccion de NO puede ser medida indirectaneetrierés de productos que son
el resultado de su catabolismo. Asi, los nitritostgatos son aniones estables derivados del
metabolismo del NO que permiten ser cuantificad@m este fin, se utilizd un ensayo
comercial (Cayman's Kit; Alexis corporation, Lafifeljen, Suiza) cuyo método consiste en
reducir los nitratos a nitritos, con la nitrato-uethsa, y después medir los nitritos mediante la
reaccion de Griess. El reactivo de Griess convizr@s nitritos en compuestos de color
purpura, sobre los que se mide la absorbancialectet de microplacas a 540 nm. El calculo
de la concentracion de nitritgsnfol/L) en las muestras, es similar al realizada s PGs

en el punto 3.5.3.

4.C. EFECTOS DEL INHIBIDOR NO ESPECIFICO DE LA NOS, L-NNA.

El protocolo seguido aqui fue similar al 4.B, peanimales cirréticos (¢TI n=5), y
sus controles (n=5) recibierod'Mitro-L-arginina (L-NNA) a concentraciones de Q.05L,
0.5, 1, y 5 mg/Kg, administrados en bolos intrawesa0.1 ml/100 g).

4.D. EFECTOS DEL VEHICULO.
Este protocolo es un control de tiempo, en el qgeahimales (Cirroticos por 4
n=4 y controles, n=4) reciben solamente el vehidgalisolucion de las drogas, solucion

salina al 0.9%. El resto del procedimiento es idérdl apartado anterior (4.C.).
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5. EFECTOS PRESORES Y RENALES DE LA INHIBICION CRONICA DE LA
SINTESIS DE NO EN RATAS CIRROTICAS CON ASCITIS.

5.1. Grupos experimentales.

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley macho, @a®por inhalacion de £ y sus
correspondientes controles, divididos en los sigeggrupos:

1. Aminoguanidina crénicaAnimales que reciben AG (100 mg/kg/dia) en ekedel bebida

durante 10 dias. Se han usado 7 ratas cirrotibasontroles.

2. L-NAME crénica Animales que recibenMnitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 0,5

mg/kg/dia) en el agua de bebida durante 10 didsaisasado 7 ratas cirréticas y 5 controles.

3. Controles de tratamientA@nimales que reciben sélamente agua como bebedaan usado

4 cirréticas y 4 controles.

La correcta ingesta de las concentraciones indicagacomprobd diariamente
mediante la evaluacion de la ingesta de agua.
5.2. Preparacion quirdrgica.

Una vez transcurridos los 10 dias de tratamiergoresliza el procedimiento
quirdrgico que es idéntico al realizado en el solrd.A.2., excepto que en primer lugar, se
canula la arteria femoral para realizar la ext@cae 250ul de sangre, necesarios para
evaluar los nitritos y nitratos plasmaticos, prengéate a cualquier manipulacion. Después le
siguen las canulaciones de la trdquea, vena ferderatha y vejiga urinaria. la solucion
salino, cor’H-Inulina y PAH, se infunde a razén de 1.5 ml/100g/

5.3. Proceso experimental.

Tras la cirugia y el periodo de estabilizaciéngdsetermina 1 periodo de 30 min de
duracion. En la mitad del periodo experimentales®gen muestras de sangre arterial para
determinar el hematocrito, la inulina y PAH plasic@d, y al final de dicho periodo se
recolectan las muestras de orina para medir lasigjr natriuresis, y la inulina y PAH
urinarios. Al acabar el experimento se obtiene isadg la vena renal izquierda para conocer
la concentracién venosa de PAH. Por ultimo se pesbhazo y ambos rifiones.

5.4. Parametros determinados.

El flujo urinario, la excrecién urinaria de sodia, TFG, el FSR y los niveles

plasmaticos de nitratos+nitritos (Nitric Oxide Qahoetric Assay; Boehringer Mannheim,

GmbH, Germany), se determinan segun los métodasitbsspreviamente.
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6. ESTUDIO MICROCOMPUTERIZADO DE LA MORFOLOGIA RENA L EN
RATAS CIRROTICAS POR LCB.

6.1. Grupos experimentales.

Para realizar este protocolo se utilizan los riSadeeratas Sprague-Dawley macho, 5
cirroticas por LCB (15 dias tras la cirugia) y 3itroles.
6.2. Preparacion quirurgica.

En primer lugar los animales se anestesian conimd®0 mg/kg, i.p. (Byk Gulden
Konstanz, Germany). Tras laparotomia media se aoldes ligaduras sin anudar: una
alrededor de las arterias celiaca y mesentérioarisupotra por encima de la mesentérica
superior y la tercera alrededor de la aorta abdainpior debajo de las arterias renales. Dos
ligaduras adicionales se sitian alrededor de arhihos renales, tambien sin anudar, y
después se aisla y canula la aorta abdominal didtd arterias renales. La canula (aguja
epicraneal G16; Vigon, Ecouen, Francia) se conagdiante una llave de tres vias a un
transductor de presién (Recorder 2000, Gould hatruiment System Decision, Cleveland,
Ohio) para determinar la PAM del animal y a una barde infusion continua (Harvard
Apparatus, mod. 22). Se inicia entonces una pérfiusitrograda (1-3 ml/100g/min) a través
de la aorta, con una solucion salina isotonicacguéene heparina (10 U/L; Elkins-Sinn, Inc.
Cherry Hill, NJ) y lidocaina (0.2 mg/ml; Elkins-Qinpara relajar los vasos. Al mismo tiempo
gue comenzamos esta infusion de lavado, se corembacava infrarenal hasta que el salino
drena, libre de sangre, a su través (3-5 min)résipin de perfusién se mantiene ajustando la
tasa de infusion con la bomba. Después comienparaldo de fijacion del tejido renal
mediante infusién con formalina (10%) durante 5,rainuyo inicio se sacrifica a la rata. Se
anudan las ligaduras existentes por arriba dertagas renales, y se elimina el exceso de
formalina con la misma solucion del lavado inicdilrante otros 5 min. Una vez fijado e
tejido renal, se perfunde un medio de contrastdsdidiopaco de color amarillo, Microfilm
silicone rubber(MV-122, Canton Bio-Medical Products Inc, Bouldéf), USA). Cuando el
rinon esta perfundido completamente adquiere ulmeamon uniforme y el contraste fluye
libremente a través de la vena renal. Entoncelga® los hilios renales, los rifiones son
extraidos y pesados, y se mantienen inmersos e1ofg§l0%) hasta su preparacion para el

escaner.

55



6.3. Preparacion del rifidn para el escéaner.

El rifion se sumerge en alcohol 70% durante todadae, para preservar los tejidos.
Después es transferido sucesivamente a soluciergliedrina al 30, 50, 75y 100%, durante
24 horas en cada una de ellas. Tras esto, elsgidrantiene en acetona durante un minuto, y
se limpia con un pafio seco para eliminar positdstos de glicerina. El Ultimo paso es
intrioducir al rifndn en una resina liquida biostit& (Bio-Plastic, Wards, Rochester, NY) que
se endurece al afiadir un catalizador. A medidalajueaccion avanza, el gel plastico se
polimeriza y se convierte en un cristal claro. Eots el rifion esta preparado para ser
escaneado.

6.4. Sistema de escaner microcomputerizado (MCT).

Todos los rifiones fueron escaneados por el esté@ér-de la Clinica Mayo
(Rochester, Minnesota). El disefio de este sistesté@al®msado en una modificacion del
desarrollado inicialmente por Flannery y cols. 887.(Ritman y cols., 1997). Basicamente,
consiste en un tubo espectroscépico (foco de matibdPW 2275/20; Phillips), como fuente
de rayos X, con un punto focal de 0.6 x 0.4 mm. lay®s pasan a través del rifidbn que es
rotado en incrementos angulares de 0.499 gradoteu85 segundos, lo que proporciona
721 perspectivas distintas cada 360 grados deidotdca imagen de cada proyeccion se
consigue gracias a un cristal brillante de ceslado cargado con talio, y es grabada en una
camara de video (Princeton Instruments TE/ccd-T&E/PI-1) conectada a un procesador
(ordenador Sun Microsystems, Inc.). En la camarenidgenes son digitalizadas (16 bits) y se
almacenan en pequefias cajas de informapiggl§ formadas por distintas tonalidades del
color gris, cuya escala puede alcanzar 65.000 tdife@entes. Como el tejido es rotado en
incrementos muy pequenios, fmgelsson agrupados en volimenesxel3 en el proceso de
reconstruccion tridimensional de las imagenes. Reta se utiliza el algoritmo de
retroproyeccion de Feldkamp y cols. (1984), moddi. El tamafio de la®xelsdepende de
la magnificacion oOptica que se consigue mediangelamte (Nikon, 50 mm f/2.8), situada
entre el cristal brillante y la cAmara. En estadist todos los rifiones fueron escaneados a una
magnificacion 1X, que originpixelsde 42um de tamafo, aunque la maxima resolucion
realizable es dej@n. La proyeccion tridimensional se crea a partladeformacion recogida

de todas las imagenes reconstruidas hacia volunoermeiajas glices.
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6.5. Andlisis de las imagenes.

Un programa de ordenaddnalyz&” (Robb y Hansos991), nos proporciona los
métodos para analizar las imagenes volumétricasnstwidas, de tal manera que la
arquitectura vascular renal puede ser represedtadderentes formas, a fin de obtener una
mejor visualizacion de las regiones de interés.davametros determinados han sido:

1. Volumen tisulatmn?): Para medir el volumen de los rifiones y susres se utilizé la

aplicacion $teorology que distribuye de forma ordenada puntos espasiadogonalmente
2.1 mm a lo largo del volumen escaneado totalréecfon de volumen en las regiones de
interés se determina contando el niumero de purgogadde los limites del tejido, y
dividiendo por el numero total de puntos. El volurde tejido se determina multiplicando el

tejido de interés por el volumen total escaneada deagen (figura 1).

Figura 3. Visualizacién de la aplicacion utilizada paradtiraacién del volumen tisular.

2. Fraccion de volumen vascul@): Se determina siguiendo el método de Hillmaolg.

(1982), sobre cortes medio-transversales que iaolgprteza, tira externa e interna de la
médula externa (TEME y TIME, respectivamente) y ul@dhterna (figura 2). La opacidad
media se mide en el interior de una arteria inbeM@Qyerig, €n los tejidos (Qidey, Y €N la
matriz de resina sintética (bioplastica,p)Cen la que el rifidn queda inmerso antes de ser

escaneado. La fraccion de volumen vascular enjigio e determina como:
(Otejidos' Obp) / (Oarteria' Obp)
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Figura 4. Visualizacion de la aplicacién utilizada paradtéiraacion del volumen vascular.

3. Diametros de vasogum): Medidos mediante el teorema de Pitagoras jzaiitlo la

aplicacion del programeompas de calibre@igura 3).

Figura 5. Visualizacién de la aplicacién utilizada paradtireaciéon del didmetro vascular.
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lll- METODOS ESTADISTICOS.

Los resultados se expresan como la media + un estdndar. Para valorar las
diferencias estadisticas dentro de un mismo grppoaanos el andlisis de varianza simple
para comparaciones multiples, y cuando los respdtégeron significativos se realiza el test
de Duncan para obtener las diferencias estadisticsaa dos. Las diferencias entre grupos se
evaluan mediante analisis de varianza doble pamgaraciones multiples y cuando es
necesario se realiza el test de Duncan postetiogst® de comparaciones entre grupos de las
DEso del protocolo 1 y de todas las medias de los podds 4 y 5 se realiza con la t de
Student, considerando estadisticamente significativvalor del nivel de significacion p <
0,05.
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RESULTADOS



DIAGNOSTICO DE CIRROSIS.

Todas las ratas cirréticas por inhalacion crénieaCdC mostraron coluria y un
abdomen abombado que unido a la presencia dedigaditico en la bolsa escrotal nos ayudo
a realizar un diagnostico rapido para la elecai@ial de los animales que serian sometidos a
experimentacion. La inspeccion abdominal revel@igado de consistencia firme y tamafio
variable, esplenomegalia y colaterales portosistésniedema mesentérico y ascitis de grado
variable (entre 10 y 30 ml). El estudio histolégrawel6 una cirrosis micronodular con
importante desestructuracion de la arquitecturatiegy presencia de necrosis de hepatocitos
y nodulos de regeneracion rodeados de gruesoegriilotosos. En este modelo de cirrosis
experimental (GIC), ademas de la proliferacion de los conductaarbs, aparece esteatosis
en las células hepaticas.

En el modelo de cirrosis secundaria a la ligadwlacdnducto biliar (LCB) son
especialmente llamativas la coluria y la ictericansecuencias de la hiperbilirrubinemia
conjugada. La inspeccion abdominal es basicamienitaisa los animales anteriores, excepto
gue el higado y los rifiones adquieren un caratiterisolor verde oliva y que la ascitis,
cuando estuvo presente, fue de menor cuantia (BHLQLo mismo ocurrié con el analisis
histolégico que como en el caso anterior puso defresto una cirrosis micronodular con la
peculiaridad de presentar una gran dilatacion yamemcion de numerosos canaliculos

biliares por todo el tejido hepatico y acumulo agyento biliar en los hepatocitos.
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PROTOCOLO 1. ESTUDIO DE LA REACTIVIDAD VASCULAR EN ANILLOS
AORTICOS DE RATAS CIRROTICAS POR LIGADURA CRONICA D EL
CONDUCTO BILIAR.

El dia del experimento, 28 + 2 dias después dieugia, el peso de los animales fue
de 327.0+18.0genlas LCBy 361.5 + 24.9 g srctintroles. Todos los animales con LCB
presentaron ascitis en una cantidad variable. Elafi@ del bazo estuvo aumentado
significativamente en las ratas cirréticas respadés controles (2.14 +0.21 vs 0.73 £ 0.029).
La respuesta contractil a FE (figura 1 y tablaug)dignificativamente menor en los anillos de
los animales LCB que en los controles. La admiamishn de L-NAME aumento
significativamente y desplazo hacia la izquierda esspuesta en ambos grupos, de forma que
elimino la hiporrespuesta en los anillos de anisatn LCB.

La respuesta contractil a FE (figura 1 y tablau®) significativamente menor en los
anillos de los animales LCB que en los controlesatiministraciéon de L-NAME aumentd
significativamente y desplazo hacia la izquierda esspuesta en ambos grupos, de forma que
elimin6 la hiporrespuesta en los anillos de animalen LCB. De forma similar, la
eliminacidon del endotelio provoco un aumento sigatfvo de la contraccion, también en
ambos grupos, pero esta maniobra no consiguionsumdmpletamente la hiporrespuesta de
los anillos de animales cirréticos. En contraste estos resultados, el tratamiento de los
anillos con AG potencio ligeramente la contrac@dE en ambos grupos, permaneciendo

evidente la menor respuesta en los animales ciosti

©0—0 CONTROL e—e | CB

BASAL E-
2 g+ ¢+—¢

TENSION (g)

TENSION (g)

FENILEFRINA (-logM) FENILEFRINA (-logM)

Figura 1. Respuesta vasoconstrictora en anillos adrticoatde controles y con LCB. E-,
anillos sin endotelio; AG, aminoguanidina; L-NAME}-nitro-L-arginina metil ester.
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Los valores de la Dfg fueron similares entre grupos, controles y LCBt{agtas las
condiciones experimentales. Sin embargo, el L-NAKIEa eliminacion del endotelio
disminuyeron significativamente este valor respecta situacion basal, y la AG, por el

contrario, aumento la DEtambién de forma significativa (tabla 1).

Respecto a la respuesta vasodilatadora (figuratabha 2), la ACH caus6 una
relajacion semejante en ambos grupos de anillospdi® que no existieron diferencias entre
los animales cirréticos y los controles. La vasadition producida por la ACH fue eliminada
en presencia de L-NAME y después de suprimir ebttid, en ambos grupos; sin embargo,
la administracion de AG no modifico la curva dejation con ACH en ninguno de ellos, ni

en los anillos de animales controles ni en lo$tiaos.
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Figura 2. Respuesta vasodilatadora en anillos adrticos ds caintroles y con LCB. E-,
anillos sin endotelio; AG, aminoguanidina; L-NAMR!-nitro-L-arginina metil ester.
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Tabla 1.Valores de DEyy de contraccion maxima a fenilefrina (Max, gaeillos adrticos de ratas controles 'y

con ligadura del conducto biliar.

FENILEFRINA DEso (107 M) Max (g)
BASAL CONTROL (11 0.83+0.14 2.15 +0.09
LCB (12) 1.10 £0.15 1.62 + 0.06+*
L-NAME CONTROL (12) 0.26 + 0.02+ 2.33+0.07+
LCB (10) 0.53+0.11+ 2.29 + 0.08+
E- CONTROL (9) 0.47 + 0.06+ 2.47 +0.13+
LCB (10) 0.29 + 0.05+ 2.11 +0.12+*
AG CONTROL (11] 1.20 +0.10+ 2.37 +0.08+
LCB (15) 1.27+0.14 1.83 +0.06+

El niGmero en paréntesis es el nUmero de anill@sadératas; E-, sin endotelio; AG, aminoguaniding.< 0.05

respecto a los anillos en condiciones basales<*0f5 respecto a los anillos controles.

Tabla 2.Valores de DE, y de relajacion maxima a acetilcolina (%) en asiladrticos, precontraidos con

fenilefrina, de ratas controles y con ligaduraa@iducto biliar.

ACETILCOLINA

DEs (10° M)

%

BASAL CONTROL 0.24 £0.05 91.1+3.1
LCB 0.13 £ 0.02* 944+29
L-NAME CONTROU n.d. 0.9 £0.6+
LCB n.d. 3.5+£1.1+
E- CONTRO n.d. 6.8 £0.8+
LCB n.d. 45+1.1+
AG CONTRO 0.16 £0.03 89.7+2.7
LCB 0.13+0.01 91.8+£3.7

El nimero entre paréntesis es el nimero de aci#édda 4 ratas; n.d., no determinado; E-, sin elidpAG,
aminoguanidina.. +, p < 0.05 respecto a los andlogondiciones basales; *. p < 0.05 respecto ard®s

controles
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PROTOCOLO 2. ACTIVIDAD DE OXIDO NITRICO SINTASA EN RINON Y
AORTA DE RATAS CIRROTICAS Y CON LIGADURA DEL CONDUC TO BILIAR.

La tabla 3 muestra los valores de actividad de Nf2Sstitutiva o dependiente de

calcio (NOSc) e inducible o independiente de cdlbi0Si), en los rifiones y aorta toracica en

los diferentes grupos experimentales. Como sei@petlios animales cirréticos porClno

hubo diferencias en las actividades de la NOS eifi@h, aunque la actividad NOSi fue el

doble en estos animales cirrGticos. Respecto aolda,ala actividad NOSc fue

siginifcativamente mayor en los cirréticos y no didliferencias en la NOSI. En los animales

con LCB, no hubo diferencias significativas en a$¢t en ninguno de los érganos, mientras

gue la NOSi fue significativamente mayor solo enfgln de los animales LCB. Estos datos

se expresan también en la figura 3.
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Figura 3 y Tabla 3. Actividad de NOS constitutiva (NOSc) e inducibMQSi) en rifién y aorta toracica de

ratas cirréticas por ¢ y por ligadura del conducto biliar (LCB). +, p@6.vs CONTROL.
Tabla 3.+, p < 0.05 vs CONTROL.

NOS Constitutiva NOS Inducible
CONTROL cl,C CONTROL cl,C
RINON 48.79+15.01 | 45.42+10.75 22.11+ 6.86 44.44 +10.51
AORTA 25.91+9.86 | 67.39+14.70+ 5.71+5.11 10.60 + 6.30
CONTROL LCB CONTROL LCB
RINON 82.24+23.06 | 71.18+14.11 23.20+11.63 | 99.22 +22.67+
AORTA 14.90 + 13.33 | 102.18 + 15.87+| 17.07 +15.27 | 74.14 +46.78
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PROTOCOLO 3. EFECTOS DE LA INHIBICION AGUDA DE LA S INTESIS DE NO
Y DE LAS PROSTAGLANDINAS SOBRE LA HEMODINAMICA RENA L DE
RATAS CON CIRROSIS POR TETRACLORURO DE CARBONO (CI 4C).

3.A. Estudios hemodinamicos renales.

El peso de los animales tratados primero con & delL-NAME (estudio 1) fue
similar entre los cirroticos (234.2 £ 9.6 g) y tmtroles (252.0 £ 2.4), a diferencia del grupo
tratado primero con indometacina (estudio 2) ddagd@nimales con cirrosis (240.1 + 6.6)
pesaron menos que los controles (283.4 + 5.9).4estovirtio en caso del peso renal que fue
significativamente mayor en los animales cirrotjquero sélo en el grupo tratado con L-
NAME en primer lugar (1.06 + 0.04 vs 0.94 + 0.02etestudio 1y 1.02 £ 0.07 vs 0.90 +
0.03 en el estudio 2). En cualquier caso, las raia®ticas mostraron un bazo
significativamente aumentado respecto a sus cestid.03 + 0.02 vs 0.69 + 0.01 en el

estudio 1y 1.10 £0.11 vs 0.70 £ 0.02 en el est@dliy ascitis en una cantidad variable.
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Figura 5. Efectos presores y renales de la
inhibisién de la sintesis del NO (L-NAME) y las
prostaglandinas (INDO) en ratas cirréticas. *,
p<0.05 vs basal.

Figura 4. Efectos presores y renales de la
inhibisién de la sintesis del NO (L-NAME) y las
prostaglandinas (INDO) en ratas controles. *,
p<0.05 vs basal.
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En los animales controles, (figura 4 y tabla 43deinistracion de L-NAME aumento
la PAM y disminuy6 el FSP y el FSR, todos de forsignificativa. La subsiguiente
administracion de indometacina no modificé la PAM eh FSR aunque disminuyo
significativamente el FSP. En el estudio 2, laimistracion de indometacina primero, sélo
disminuy6 de forma significativa el FSP y la adisiirécion posterior de L-NAME aumento la
PAM y disminuyé ambos flujos renales. En los anasalirroticos (figura 5 y tabla 5), que
mostraron menor PAM y FSP basales que los confrtdescambios inducidos por la
administracion de ambas drogas fueron en el misembd® que los ocurridos en los
controles, aunque de distinta magnitud.

Las figuras 6a y 6b y las tablas 6 y 7 ofrecenréssiltados porcentuales para una
mejor comprension. Como se observa, la PAM se cadate forma similar en ambos
grupos, aumentando alrededor de un 30% como rdeudtala administracion del inhibidor
del NO. Sin embargo, el efecto presor de la indaoiead es mucho menor, por debajo del
10%. Por lo que hace al FSR, el efecto predomiresé& del L-NAME que lo desciende en
ambos grupos aungue mas en los controles que airidscos. La indometacina, por el
contrario no modifica apenas este parametro. Denske aprecian mayores diferencias entre
ambos grupos es en el comportamiento del FSPeAdas animales controles, tanto el L-
NAME como la indometacina descienden el FSP eroureptaje similar e independiente del
orden. Sin embargo, en los cirréticos, el L-NAM&ne mayor efecto que la indometacina, lo
gue indicaria una mayor cantidad de NO que deaylzstdinas en la papila de los animales
cirréticos. Los valores del hematocrito, siempgaicativamente mas bajos en las ratas con
cirrosis (41.0+1.1 % vs 46.0 £ 0.2 en el estddyo38.5 + 1.4 vs 45.0 £ 0.7 en el estudio 2),
permanecieron sin cambios durante la realizacidnedperimento en los dos grupos

experimentales.

67



—— CONTROL ——= Control
zzzza Cl4C zzzza Cl4C

Efectos del L-NAME (%) Efectos de la Indometacina (%)

40 10

% ﬁ + th

20 0 T u%

10 *
-10

0

10 * ’
-20

-20

30 + 30

-40

-50 + * * -40

-60

PAM FSR FSP PAM FSR FSP PAM FSR FSP PAM FSR FSP

Estudio 1 Estudio 2 Estudio 1 Estudio 2

Figura 6a. Efectos porcentuales del L-NAME en Figura 6b. Efectos porcentuales del L-NAME en
ratas controles. +, p<0.05 vs basal. ratas cirréticas. +, p<0.05 vs basal.

3.B. Estudios metabdlicos.

En este estudio (tabla 8), el peso de los aninfaéesferior en los cirréticos, y en
ellos la existencia de ascitis se detecto por t@pe abdominal y por la presencia de liquido
ascitico en la bolsa escrotal, antes de introdudirs animales en las jaulas metabdlicas.
Aunque la ingesta de sodio fue similar en ambopagula diuresis y la natriuresis de 24 h
fueron menores en el grupo de ratas con cirrosisalence de sodio, por el contrario, fue
superior en los animales cirroticos solamente darahsegundo dia objeto del estudio,
aunque el balance acumulado en los dos dias @ficgsiimamente mayor en los animales
cirrgticos. La excrecion urinaria de prostaglandif@GE y PGhL) fue superior en estos
animales durante el primer dia, mientras que ese@lndo dia, este aumento sdélo resultd

significativo para la excrecion de P&GE
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Tabla 4. Efectos de la inhibicién del NO y de las PGs ¢asraontroles.

ESTUDIO 1
BASAL L-NAME INDO
PAM 1148+ 3.9 145.7 £ 3.2* 153.9+3.0
FSR 69+1.1 3.7+0.6% 3409
FSP 2.18 £0.09 1.31£0.07* 0.54 £ 0.03*+
ESTUDIO 2
BASAL INDO L-NAME
PAM 1175+238 1254 +£35 158.7 £ 3.9*
FSR 6.4+1.0 6.3+0.9 3.1+0.1%+
FSP 2.13+0.09 1.28 £ 0.04* 0.58 + 0.04*+

PAM, presién arterial media (mmHg); FSR, flujo saimgo renal (ml/min/g); FSP, flujo sanguineo papila

(unidades); *, p < 0.05 vs basal; +, p< 0.05 vsquer anterior.

Tabla 5. Efectos de la inhibicién del NO y de las PGs eagairréticas.

ESTUDIO 1
BASAL L-NAME INDO
PAM 98.7 £ 3.3 132.0 + 2.2* 131.7+3.1
FSR 4.7+0.3 3.6 £0.5* 3.7£04
FSP 2.02+£0.06 1.07 + 0.04* 0.84 £ 0.02*+
ESTUDIO 2
BASAL INDO L-NAME
PAM 102.9+4.4 103.1+4.1 132.9 + 2.9%+
FSR 52+x04 51+04 3.2+ 0.4%+
FSP 1.66 +0.07 1.51 +0.05* 0.86 + 0.06*+

PAM, presién arterial media (mmHg); FSR, flujo saimgo renal (ml/min/g); FSP, flujo sanguineo
(unidades); *, p < 0.05 vs basal; +, p< 0.05 vsquler anterior.




Tabla 6. Efectos porcentuales de la inhibicion del NO yadePGs en ratas controles.

ESTUDIO 1 ESTUDIO 2
L-NAME INDO INDO L-NAME
PAM 27.8+3.6 73+22 6.8+2.2 28.3x25
FSR 47419 -7.1+£0.9 -1.9+£1.3 -49.8 +6.6
FSP -39.4+3.8 -35.2+25 -39.6+21 -329+1.38

PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguinealt; FSP, flujo sanguineo papilar.

Tabla 7. Efectos porcentuales de la inhibicion del NO ya#ePGs en ratas cirréticas.

ESTUDIO 1 ESTUDIO 2
L-NAME INDO INDO L-NAME
PAM 345+45 -0.5+£1.9+ 0.4 +1.4+ 29.8+3.9
FSR -24.5 £ 4.9+ 28+1.2+ -41+4.38 -359+59
FSP -46.6 + 1.9+ -11.4 £ 1.2+ -7.9 £ 3.5+ -39.9+3.9

PAM, presion arterial media; FSR, flujo sanguiremat; FSP, flujo sanguineo papilar; +, p< 0.05ore@ntaje

en los animales controles (tabla 6).

Tabla 8. Balance de sodio en animales controles y cirrét{€},C).

CTRL DIA1 CIR DIA1 CTRL DIA2 CIRDIA?2
Peso corporal (g) 288.0+4.9 225.0 £ 5.2+ - -
Ingesta de sodio (mEQq) 1.67 +£0.10 1.30+0.14 1.71 +0.06 1.60 +0.08
Diuresis (ml) 7.36 £ 0.66 4.79 + 0.20+ 7.72+0.44 5.93 £ 0.57+
Natriuresis (mEq) 0.89 +0.10 0.35+0.16+ 0.80 + 0.07 0.22 + 0.05+
Balance de sodio 0.78 £ 0.02 0.95+0.25 0.91+0.12 1.38 £ 0.11+
Excrecién de PGl(ng/24h) 185+1.9 23.8+ 0.9+ 20.5+1.5 26.6+2.4
Excreciéon de PGEug/24h) 1.48 £ 0.03 2.22 £ 0.06+ 1.04 £ 0.09 2.09 £ 0.15+

CTRL, animales controles; CIR, animales cirréticesp < 0.05 vs CTRL.

70




PROTOCOLO 4. EFECTOS PRESORES Y RENALES DE LA INHIBICION AGUDA
DE LA SINTESIS DE NO.

4 A. Efectos de la aminoguanidina (AG) en ratas cdigjadura del conducto biliar (LCB).

Todos los experimentos se realizaron duranteda@na posterior a la LCB (23-25
dias) y en ninguna de las ratas se detecto laeexist de ascitis. El peso de los animales
cirroticos y el de los controles fue similar, auaglidel bazo y el los rifiones fue mayor en los

animales con cirrosis (tabla 9).

0—0 CONTROL

e---e | CB
150 1 Presién Arterial Media (mmHg)
*
140 A %
130 -
+
120 - +
110 A + %*
+
100 - %
90 4
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70 -

BASAL 10 50 100
AMINOGUANIDINA (mg/Kg)

Figura 7. Efectos presores de la AG en ratas controles
y con LCB. *, p<0.05 vs basal; +, p<0.05 vs control

La PAM (figura 7 y tabla 10) basal que presentdagrratas con cirrosis biliar fue
significativamente menor que sus controles. La Agsd&@&de modo significativo la PAM de
los animales LCB en todas las dosis administradas,las dosis de 50 y 100 mg/Kg de los
controles. Aunque no se consiguio eliminar lasrdifeias entre ambos grupos, el incremento
total de la PAM sufrido por las LCB fue mayor qlidelas controles (26.5 + 4.4 mmHg vs
13.6 + 2.6). La administracion de L-NAME tras léimlika dosis de AG, aumenté la PAM de
forma similar en ambos grupos (26.0 £ 2.8 en LGB + 1.4 mmHg en los controles). Al
igual que la PAM, la diuresis y natriuresis (fig8ay tablas 11 y 12) basales también
estuvieron disminuidas en los animales con LCBag, la administracion de aminoguanidina,
aumentaron de forma significativa y dependientdi®sis. En los controles, sélo la dltima

dosis de AG aumento significativamente estos parasie
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Figura 8. Efectos excretores de la AG en ratas controlesmy €B.

* p<0.05 vs basal; +, p<0.05 vs control.

Lo mismo ocurri6 con la TFG (figura 9 y tabla y8ro el incremento tras la primera
dosis de AG no se modifico con las dosis superi@edos controles, la AG no modificé de
forma significativa estos pardmetros, excepto paumento de la diuresis con la Gltima dosis
de AG. En cuanto al FSR (figura 9 y tabla 14), cuyalores fueron similares en ambos

grupos, disminuyé solamente con la Ultima dosié@eanto en el grupo cirrético como en el

control.
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Figura 9. Efectos hemodinamicos renales de la AG en ratasxbes

y con LCB. *, p<0.05 vs basal; +, p<0.05 vs control
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Tabla 9.Variables generales de los animales controlesyigadura del conducto biliar (LCB) usados para la

administracion aguda de aminoguanidina.

PESO (g) PESO RENAL (g) PESO BAZO (g)
CONTROL 277.5+9.7 2.28 +0.08 0.90 + 0.06
LCB 286.4 +10.9 2.82 +0.13+ 1.81+0.13+

+, p <0.05 vs CONTROL.

Tabla 10. Cambios dePRESION ARTERIAL MEDIA

(mmHg) tras la administracion aguda

aminoguanidina (AG, mg/kg) en ratas controles ylgadura del conducto biliar.

de

BASAL AG 10 AG 50 AG 100
CONTROL 126.3+2.4 131.3+29 135.2 £ 3.3* 139.8 £ 3.5*
LCB 82.9 £ 2.3+ 88.3 + 2.6%+ 96.4 + 3.2%+ 107.7 £ 4.1+

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 11.Cambios d®IURESIS (ul/min/g) tras la administracion aguda de aminogiai (AG, mg/kg) en

ratas controles y con ligadura del conducto biliar.

BASAL AG 10 AG 50 AG 100
CONTROL 50.5+6.2 53.3%7.2 574+7.0 60.9 +6.7*
LCB 7.6 £0.9+ 16.5 + 5.5%+ 22.5 £ 5.5%+ 283+ 7.7+

*, p <0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 12. Cambios deNATRIURESIS (uEg/min/g) tras la administracién aguda de aminogliaa (AG,

mg/kg) en ratas controles y con ligadura del cotwlbiiar.

BASAL AG 10 AG 50 AG 100
CONTROL 54+10 6.0+1.2 6.5+1.3 6.7+1.3
LCB 0.2+0.3+ 1.6 £0.6*+ 2.7 +0.9%+ 4.3 £1.5%+

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.
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Tabla 13.Cambios de la TAS®E FILTRACION GLOMERULAR (ml/min/g) tras la administracién aguda

de aminoguanidina (AG, mg/kg) en ratas controlesryligadura del conducto biliar.

BASAL AG 10 AG 50 AG 100
CONTROL 1.31+£0.06 1.41 £0.07 1.24 £0.06 1.26 £ 0.05
LCB 0.59 +0.07+ 0.85 +0.13*+ 0.84 =+ 0.09*+ 0.69 £0.11+

Tabla 14. Cambios deFLUJO PLASMATICO RENAL (ml/min/g) tras la administracion aguda de

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

aminoguanidina (AG, mg/kg) en ratas controles ylgadura del conducto biliar.

BASAL AG 10 AG 50 AG 100
CONTROL 6.19+0.43 6.14 £ 0.44 5.19 £0.22 4.83+0.13
LCB 4.60+0.77 4.93 +0.46 4.67 +0.26 3.63 £ 0.35*+

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.
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PROTOCOLO 4.B. Efectos de la AG en la cirrosis indaida por Cl,C.

Todos los animales de este

protocolo y de los dos siguientes (4.C.|y
4.D) presentaron ascitis con una cantidad cede
entre 10 y 30 ml. En este apartado, l ”"‘Presién(fnmgl)hnedia *
peso corporal de los cirroticos fue mengr H—/
120 1

gue el de los controles, aunque el renal y + + /}*
el del bazo fueron mayores en lgs wl v /%(
cirréticos (tabla 15). /%4 :

La PAM basal (figura 10 y tabla| 50 %/%
16), significativamente menor en las ratas L T - -
cirréticas, aumenté de forma progresivia T INOGUAIONA e
desde la dosis mas baja de AG

) . Figura 10. Efectos presores de la AG en ratas controles y
produciendo un incremento global deirréticas. * p<0.05 vs basal; +, p<0.05 vs cohtro

unos 30 mmHg. En contraste, la PAM de las contralesentd Unicamente tras la
administracion de la dosis mas alta, ocasionandestrs animales un aumento total de 12
mmHg. A pesar de esto, la AG no logro eliminarddsrencias entre las PAM de los dos

grupos de animales.
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125 4 Diuresis
. (1/min/g) *
agua (figura 11 y tablas 17 y 18), 100 - /%
// -
también menores en los animalgs 751 M
- ) Ve - 50 4 +/
cirrgticos, aumentd con cada dosis de , &
25 a7
AG hasta igualar los valores de los ol
animales controles con la dosis de 30 BASAL 10 25 50 100
207 Natriuresis
mg/kg. Aunque la ultima dosis superp (HEg/min/g) %
15 *
los valores controles, no lo hizo de /
10 *
forma significativa. Los parametros np s
54 . A
se modificaron en los controles, L _at
0 T T T T T 1
excepto en las dos ultimas dosis de BASAL 10 25 50 100

AMINOGUANIDINA (mg/Kg)

AG.

Figura 11. Efectos excretores de la AG en ratas controles y
cirréticas. *, p<0.05 vs basal; +, p<0.05 vs cohtro
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La TFG (figura 12 y tabla 19)

no se afect6 mucho por I3 oo CONTROL

oo Cl,C
207 Tasa de Filtraciéon Glomerular

administracion de AG, aunque (mi/minig)

154

basalmente los valores de los W
o L 104 T 4T s
cirroticos fueron significativamente t 3
0,5

mas bajos que los controles y hay una

0,0 ~

tendencia a disminuir ligeramente en ' T T

50 - BASAL 10 25 50 100
ambos grupos. Hematocrito (%)

El hematocrito (figura 12 y 1 o5 & 33

tabla 20), que fue significativaments 407

U

+
+ + +

menor en las ratas con cirrosis, se 3 g\\{”%/%/

mantuvo sin cambios a lo largo d

11°)

30

T T T T 1

BASAL 10 25 50 100
AMINOGUANIDINA (mg/Kg)

todo el experimento en los dos grupgs

experimentales.

. Figura 12. Efectos de la AG sobre la TFG y el hematocritoagas
En cuanto a los niveleScontrolesy cirréticas. * p<0.05 vs basal; +, B&vs control.

plasmaticos de nitratos+nitritos (figura

13 y tabla 21), estuvieron

1 CONTROL
cl,c

significativamente elevados en lo

UJ

Nitratos + Nitritos

animales con cirrosis comparados con 25 -, Plasmaticos (uM)

Il

15 1

los controles y la AG los disminuyo d¢

\174

manera dependiente de la dosis,
igualandolos con las dos primerds
dosis a los niveles mostrados por Igs 104

animales controles. En este ultimp 5

grupo, los nitritos y nitratos

plasmaticos no se alteraron en l|a BASAL 10 25 50 100
AMINOGUANIDINA (mg/Kg)

mayor parte del experimento, si bie

la Gltima dosis de AG los disminuyéFigura 13. Efectos de la AG sobre la concentracion plasmadiéca
nitrato+nitritos en ratas controles y cirr6ticag2%0.05 vs basal; +,

significativamente. p<0.05 vs control.
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Tabla 15.Variables generales de los animales controlesétitios (C4C) usados para la administracién aguda

de aminoguanidina.

PESO (g) PESO RENAL (g) PESO BAZO (g)
CONTROL 4795 +13.8 3.5+0.1 0.83 +0.05
cl.C 446.0 + 7.5+ 41+0.1+ 2.90 + 0.35+

+, p <0.05 vs CONTROL.

Tabla 16. Cambios dePRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) tras la administracion aguda de

aminoguanidina (AG, mg/kg) en ratas controles §oticas.

BASAL AG 10 AG 25 AG 50 AG 100
CONTROL 121.8+3.6 1225+2.6 1225+24 126.0+£1.9 133.3 £ 1.4*
cl,C 79.3 £ 3.6+ 86.2 + 3.7%+ 93.2 + 3.9%+ 103.2+4.9*+ 115.0+4.7*+

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 17.Cambios d®DIURESIS (ul/min/g) tras la administracion aguda de aminogdiaai (AG, mg/kg) en

ratas controles y cirréticas.

BASAL AG 10 AG 25 AG 50 AG 100
CONTROL 53.1+3.9 57.6 £3.9 60.9+3.4 68.3+3.6 78.9 £5.1*
cl,Cc 11.2 £ 2.4+ 20.9 £ 4.1%+ 39.5 +5.8%+ 72.4 £ 8.5% 106.7+18.5*

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 18. Cambios deNATRIURESIS (uEg/min/g) tras la administracién aguda de aminogliaa (AG,

mg/kg) en ratas controles y cirroticas.

BASAL AG 10 AG 25 AG 50 AG 100
CONTROL 57+0.6 6.1+0.6 7.2+0.8 8.9+0.5% 10.5+£0.7*
cl,C 0.9+0.2+ 1.6 £0.4*+ 4.7 £ 0.8%+ 7.6 £0.9* 149 +2.7*

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.
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Tabla 19.Cambios de IZASA DE FILTRACION GLOMERULAR  (ml/min/g) tras la administracion aguda

de aminoguanidina (AG, mg/kg) en ratas controlesngticas.

BASAL AG 10 AG 25 AG 50 AG 100
CONTROL 1.20+0.10 1.15+0.07 1.00 +0.02 0.95 + 0.06* 1.06 +0.08
Cl,C 0.95 +0.10+ 0.99+0.18 0.92+0.11 0.98 +0.05 0.85 + 0.09*

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 20.Cambios d6HHEMATOCRITO (%) tras la administracién aguda de aminoguani@ia mg/kg) en

ratas controles y cirréticas.

BASAL AG 10 AG 25 AG 50 AG 100
CONTROL 428 0.7 429+ 0.7 43.0+0.8 43.6+0.8 44.3 +0.8*
cl,C 34.3+1.2+ 33.5+1.3+ 33.5+1.4+ 34.3+1.5+ 37.4 +1.5+

Tabla 21. Cambios deNITRATOS+NITRITOS PLASMATICOS (uM) tras la administracion aguda de

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.

aminoguanidina (AG, mg/kg) en ratas controles goticas.

BASAL AG 10 AG 25 AG 50 AG 100
CONTROL 99+13 84+15 99+26 10521 56+1.2*
cl,Cc 19.7 £ 3.6+ 17.6 £ 3.0+ 11.9+1.3* 13.5+2.0* 8.3+1.2*

*p < 0.05vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL.
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PROTOCOLO 4.C. Efectos del L-NNA en la cirrosis indicida por Cl4C.

En este caso, los animales cirroticos y controdssumn de forma similar, si bien el

peso renal fue mayor en los primeros que en lagwlEs, al igual que el del bazo (tabla 22).

En las ratas cirrgticas, la PAM (figura 14 y taB®) basal fue significativamente
menor que en las controles, y la administracido-N@A elevo sus valores desde la primera
dosis. Por el contrario, en las controles soldsexwd un aumento con la dosis mas alta de L-
NNA, de forma que al final del experimento la PAl fsimilar en ambos grupos.

La diuresis y natriuresis (figurald y tablas 245y, 2Zambién disminuidas en las
cirrGticas, sufrieron elevaciones significativadgpendientes de la dosis. En los animales
controles hubo una respuesta bifasica de estospags al L-NNA, con disminucion en las
dosis més bajas y aumento en las méas altas. Dguoeralforma la respuesta fue
significativamente mayor en los animales con cisaiperando la diuresis y natriuresis de

los controles.

o—o CONTROL e-—e C|RROSIS
Presion Arterial Media (mmHg) 50 -
140 A * Hematocrito (%)
* 40 + + - [* *
1004 o AL ¥~~+i/%
T 35 4
80 Ly
T T T T T T T 1 30 - T T T T T T T 1
BASAL 0.05 0.1 05 1,0 50 BASAL 0.05 0.1 05 1,0 50
1507 Diuresis 257 Natriuresis
125 + (ul/min/g) /%% 20 4 (WEg/min/g) %*/ %
100
15 A YLt
75 1 y
- + * *
50 10 X
25 - 57
: ‘e
0~ T T T T T T T 0 N.'—w T T T T T 1
BASAL 0.05 0.1 0.5 1,0 5,0 BASAL 0.05 0.1 0.5 1,0 5,0
NNA (mg/kg) NNA (mg/kg)

Figura 14. Efectos del NNA en ratas controles y cirréticag<0.05 vs basal; +, p<0.05 vs control.
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La TFG (figura 14 y tabla 26) basal también fue indjs en las ratas con cirrosis
respecto a las controles manteniéndose asi todrperimento, aunque disminuyo en el
altimo periodo en los animales controles.

El hematocrito (tabla 27) fue menor en el grupootico y aumentd con las dos
tltimas dosis, mientras que en el control no sed@@rningin cambio a lo largo del

experimento.

PROTOCOLO 4.D. Efectos del vehiculo en la cirrosisxducida por Cl4C.

El peso de los animales controles y cirréticos mpagbieron sélamente bolos de
solucion salina, asi como del bazo y rifion (3.@RQY; 4.29 £ 0.55), fueron similares a los
utilizados en los dos protocolos anteriores. Eralimales controles, la PAM (121.8 + 8.5
mmHg), diuresis (50.6 = 3.@2/min/g), natriuresis (5.6 £ 0.8Eg/min/g), TFG (1.6 + 0.1
ml/min/g) y hematocrito (42.0 £ 0.9 %) permanemmeestables a lo largo del experimento al
igual que en los animales con cirrosis y ascit&MP 88.2 + 4.0; diuresis: 17.9 = 5.4;
natriuresis:1.9 £ 0.8, TFG:1.2 +0.3; hematocrit®:03t+ 0.4).
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Tabla 22.Variables generales de los animales controlesétitios (C4C) usados para la administracién aguda

de N'-nitro-L-arginina (NNA).

PESO (g) PESO RENAL (g) PESO BAZO (g)
CONTROL 459.8 +11.1 3.14 + 0.09 0.85 + 0.02
cl.C 476.2 +22.2 4.79 £0.28+ 2.26 +0.22

+, p <0.05 vs CONTROL.

Tabla 23.Cambios d®RESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) tras la administracion aguda d&mitro-L-

arginina (NNA, mg/kg) en ratas controles y cirrésic

BASAL NNA 0.05 NNA 0.1 NNA 0.5 NNA 1 NNA 5

CTRL 119.3+£3.0 120.8+3.7 122.3+3.5 123.0+5.1 127.5+5.4 130.3+3.8

cl,C 79.4 £3.4+ | 85.6+£3.0*+ 97.0+3.4%+ 106.5+4.9*+ 119.8+2.9* 130.5+1.1*

*'p < 0.05 vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL (CTRL)

Tabla 24.Cambios d®IURESIS (ul/min/g) tras la administracion aguda d&hitro-L-arginina (NNA, mg/kg)

en ratas controles y cirroticas.

BASAL NNA 0.05 NNA 0.1 NNA 0.5 NNA 1 NNA 5

CTRL 522+1.8 33917 28.9+6.1* 52.2+16.8 91.7 £3.5% 73.0x4.1

cl,C 13.1+£15+ | 17.7+2.9+ | 47.9+10.3* 83.6+9.1*+ 122.4+14.6* | 112.5%19.3*+

*p < 0.05 vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL (CTRL)

Tabla 25.Cambios d&NATRIURESIS (uEg/min/g) tras la administracion aguda démitro-L-arginina (NNA,

mg/kg) en ratas controles y cirréticas.

BASAL NNA 0.05 NNA 0.1 NNA 0.5 NNA 1 NNA 5

CTRL 58+0.3 42+04 3.9+£0.9 7.5+34 12.4 + 0.9* 11.9+0.9

cl,C 0.7+0.2+ 1.7 +0.3+ 6.4 1.2 13.6+1.9%+ | 18.1+29* | 19.9+2.7*+

*p < 0.05 vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL (CTRL)
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Tabla 26.Cambios de IZASA DE FILTRACION GLOMERULAR  (ml/min/g) tras la administracion aguda

de N'-nitro-L-arginina (NNA, mg/kg) en ratas controles y circés.

BASAL NNA 0.05 NNA 0.1 NNA 0.5 NNA 1 NNA 5
CTRL 1.3+0.1 1.1+0.2 1.1+0.2 11+0.1 11+0.2 0.7+0.1*
cl,C 0.8+0.1+ 0.8+0.1+ 09+0.2 09+0.1 11+0.1 0901

* p < 0.05 vs BASAL; +, p < 0.05 vs CONTROL (CTRL)

Tabla 27. Cambios deHEMATOCRITO (%) tras la administracion aguda dé-ntro-L-arginina (NNA,

mg/kg) en ratas controles y cirréticas.

BASAL NNA 0.05 NNA 0.1 NNA 0.5 NNA 1 NNA 5
CTRL 43.6+1.0 429+1.1 42.0+0.9 42.7+0.5 43.0+0.6 43.0%+1.3
cl,C 38.6 £ 0.8+ 38.1+ 0.9+ 37.6 £ 1.4+ 39.5+ 1.6+ 41.2 £2.2* 41.0+2.8*
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PROTOCOLO 5. EFECTOS PRESORES Y RENALES DE LA INHIBICION
CRONICA DE LA SINTESIS DE NO EN RATAS CIRROTICAS CO N ASCITIS.

En este protocolo (tabla 28) los pesos de los dasgriaeron similares en todos los
grupos, excepto en el tratado cronicamente con MBEAn el agua de bebida, en el que el
peso de las ratas con cirrosis fue menor. Tanfmesd renal como el esplénico fueron
superiores en los animales cirréticos que en lograles. Tras el tratamiento, en todas las

ratas cirréticas se detectd ascitis (10-30 mljaldegl experimento.

—= Control == Cirrosis
Control + AG Cirrosis + AG

wzzzzz Control + L-NAME =zzzz Cirrosis + L-NAME

Presion Arterial Media (mmHg)

125

120 -

115

110 4 v

105 -

100 -
95 -
90 -

85
80

+
ﬁ %
Figura 15. Presion arterial media de los animales tratados

cronicamente con AG o L-NAME. +, p<0.05 vs contfp[<0.05 vs
cirrosis.

Por lo que hace a la PAM (figura 15 y tabla 293, amimales cirrGticos sin tratar
mostraron hipotension, que no mejoro en el grugiado cronicamente con AG. Sin embargo,
el tratamiento crénico con L-NAME si produjo un anto significativo de tal manera que la
PAM fue similar a la del grupo control sin tratén los animales controles, ninguno de los
dos tratamientos produjo efectos significativosqauerel tratamiento con L-NAME aumenté
ligeramente la PAM.

La figura 16 y la tabla 30 muestran la diuresis @friaresis de estos grupos
experimentales. Los animales cirréticos sin trataren menor excrecion basal de sodio y
agua y el tratamiento crénico con AG no la aumecd8a que si ocurrié en el grupo que
recibio L-NAME aunque sin alcanzar los valoresgtapo control sin tratar. En los animales

controles, no hubo cambios significativos.
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——= Control === Cirrosis
Control + AG Cirrosis + AG
wzzzzn Control + L-NAME  ===z= Cirrosis + L-NAME

70 Diuresis (pl/min/g) 10,0 Natriuresis (LEg/min/g)
60 1
50 75
40 *
5,0
30
+

20 25 .
. i

0 0,0

Figura 16. Diuresis y natriuresis de los animales tratadésicamente con AG o
L-NAME. +, p<0.05 vs control; *, p<0.05 vs cirrosis

La hemodinamica renal se puede observar en lafitiiy en la tabla 31. La tasa de
filtracion glomerular es menor en los cirréticosimguno de los tratamientos consigue
aumentarla. En los controles, el tratamiento cerpeoduce un descenso del filtrado
glomerular. Por lo que hace al flujo sanguineolremahay diferencias entre los grupos y
resefar que solo el tratamiento con L-NAME produjalescenso en ambos grupos control y

cirrético.

—— Control = Cirrosis
Control + AG Cirrosis + AG

zzzzza Control + L-NAME  ===== Cirrosis + L-NAME

Tasa de Filtracion Glomerular Flujo Sanguineo Renal
15 (ml/min/g) 10 (ml/min/g)
8
1,0
5
0,5
3
0,0 0

Figura 17.Hemodinamica renal de los animales tratados cagmaite con AG o
L-NAME. +, p<0.05 vs control; *, p<0.05 vs cirrosis
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Respecto a los niveles de nitratos+nitritos plasmogt (tabla 32), estuvieron
significativamente elevados en los animales caongis comparados con los controles (7.4 +
1.2 vs 1.6 £ 0.7ug/ml) y el tratamiento con AG los disminuy0 sirgle a igualar los valores
mostrados por los animales controles (4.3 + 0.2.8s+ 0.4ug/ml). Sin embargo, los
animales cirréticos a los que se les administrOAME mostraron una tendencia a la
disminucién que no fue significativa respecto alpgr cirrético que no recibidé ningun
tratamiento, aunque si suficiente para igualavdderes a los de los controles tratados (5.0 £
0.7; 3.1 = 0.7ug/ml). Todos los grupos controles tratados o nm A& o L-NAME,

presentaron valores similares de nitratos y n#ntlasmaticos.
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Tabla 28.Variables generales de los animales controlesdticios (CIC) usados para la administracion crénica

de aminoguanidina y L-NAME.

PESO (9) PESO RENAL [ PESO BAZO HEMATOCRITO
(9) (9) (%)

CONTROL 450.0+£9.4 2.79 £ 0.06 0.75+£0.06 442 +£0.8
CONTROL + AG 453.6 £18.5 2.87+0.11 0.70 £ 0.04 43.7+£0.8
CONTROL + L-NAME 489.6 £+ 11.1 2.94 +0.15 0.86 £0.07 43.2+0.8
cl,C 435.0+16.5 3.42 £ 0.35+ 1.70 +£0.18+ 29.5+1.9+

Cl,C + AG 453.0+£22.2 3.58 £0.21+ 1.92 +0.22+ 33.9+2.1+

Cl,C + L-NAME 4271 +16.4+| 3.39+0.16+ 1.70 £ 0.09+ 36.9 £ 0.96+

+, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 29. PRESION ARTERIAL MEDIA (mmHg) en los animales que recibieron de formaniced

aminoguanidina y L-NAME.

PAM
CONTROL 110.0+ 2.9
CONTROL + AG 109.6 £5.9
CONTROL + L-NAME 1156 £9.2
cl,c 88.7 + 2.5+
Cl,C + AG 89.3 + 4.6+
Cl,C + L-NAME 105.6 £ 3.2*

* p<0.05vs GC; +, p <0.05 vs CONTROL.
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DIURESIS NATRIURESIS
CONTROL 57.7+53 85+14
CONTROL + AG 521+73 8.2+0.8
CONTROL + L-NAME 42.6 £9.2 6.2 +1.5%
cl,C 20.2£6.1+ 2.2+0.9+
Cl,C + AG 14.6 + 4.2+ 1.1 +0.5%+
Cl,C + L-NAME 39.3+4.1* 4.7 +0.5*

* p <0.05vs GC; +, p<0.05 vs CONTROL.

Tabla 31. TASA DE FILTRACION GLOMERULAR

TFG FSR
CONTROL 1.32 +0.06 7.38 £ 0.60
CONTROL + AG 1.30 +0.10 7.86 + 0.56
CONTROL + L-NAME 0.93 £0.10* 4.23 +0.42*
cl,C 0.86 £0.10+ 7.34 +0.83
Cl,C + AG 0.76 £ 0.10+ 8.63+1.14
Cl,C + L-NAME 0.94 £0.10+ 574 £ 1.14*

* p <0.05vs GC; +, p <0.05 vs CONTROL.

CONTROL Cl,C
Sin tratamiento 1.6+0.7 7.4+1.2*
AG 2.8+0.4 4.3 £ 0.4*+
L-NAME 3.1+0.7 5.0+ 0.7

* p < 0.05 vs CONTROL; +, p < 0.05 vs sin tratamient

Tabla 30. DIURESIS (ul/min/g) y NATRIURESIS (uEg/min/g) en los animales que recibieron de forma
cronica aminoguanidina y L-NAME.

(ml/min/g) y FLUJO SANGUINEO RENAL
(ml/min/g) en los animales que recibieron de foom@ica aminoguanidina y L-NAME.

Tabla 32. Niveles plasmaticos ddITRATOS+NITRITOS (ug/ml) en los animales que recibieron de forma
cronica aminoguanidina (AG) y L-NAME.
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PROTOCOLO 6. ESTUDIO MICROCOMPUTERIZADO DE LA MORFO LOGIA
RENAL EN RATAS CON LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR.

La imagen tridimensional se obtiene mediante c@baseld con una opacidad que
representa la cantidad de microfilm en el intedi@los vasos sanguineos. En las secciones
escogidas para las medidas, se identificaron féaielas distintas regiones del rifién, por sus
peculiares caracteristicas vasculares. En la @rsezvisualizaron glomérulos y en médula

externa e interna, haces de vasos rectos conmsratensidades (figura 18).

0.5 mm
=i

Figura 18. Corte transversal medio de un rifion control (ajrjoun
cirrético (abajo). TEME, tira externa de la médeteerna; TIME, tira
interra de la médulaexter.
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Figura 19. Porcentajes de volumen tisular en Figura 20. Volumen vascular en rifiones de ratas
rifones de ratas controles y con LCB. +, p<0.05  controles y con LCB. +, p<0.05 vs control.
Vs contro.

La fraccion de volumen cortical renal estd aumentsignificativamente en los
cirrGticos respecto a los controles, aparentenzeatpensas de una disminucion de la TEME.
En la TIME y papila, estas proporciones son siragan ambos grupos (figura 19 y tabla 33).

Respecto a la fraccion de volumen vascular

(figura 20 y tabla 34), se aprecia una disminucipn

[ CONTROL
LCB

significativa en corteza y TEME en los rifiongs

DIAMETRO VASCULAR (um)
800

cirroticos respecto a los controles. En la TIME|y

700

papila, este valor es similar en ambos grupos. 800 1

El diametro de las arterias (A) interlobaresly o

300
arqueadas y el de las venas arqueadas |[fue

200

100

significativamente menor en los rifiones LCB quie

Arteria Arteria Vena Vena
n Interlobar  Arqueada Interlobar  Arqueada

en los controles. De este modo, la relacién A/V

(1)

los vasos interlobares esta alterada en los arémale

cirréticos (1/2) respecto a los controles (2/3)ufa Figura 21. Didmetros vasculares en rifiones de
ratas controles y con LCB. +, p<0.05 vs control.
21 y tabla 35).
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Tabla 33.VOLUMEN TISULAR (%) de los rifiones de ratas controles y con ligaduraateducto biliar.

CONTROL LCB
CORTEZA 63.01 +£0.98 68.51 + 0.89+
TEME 20.01 +£0.94 14.88 + 1.26+
TIME 13.66 +0.39 12.20 +1.20
PAPILA 3.31+£0.24 4.21 +0.67

+, p < 0.05 vs CONTROL.

Tabla 34. VOLUMEN VASCULAR (%) de los rifilones de ratas controles y con ligaduraateducto biliar.

CONTROL LCB
CORTEZA 2515+1.74 10.97 + 0.48+
TEME 17.55+1.30 10.41 +1.32+
TIME 29.62 £1.36 25.20£2.26
PAPILA 16.90+1.71 19.94 + 2.06

+, p <0.05 vs CONTROL.

Tabla 35. DIAMETROS VASCULARES (um) de los rifiones de ratas controles y con ligadataonducto

biliar.

CONTROL LCB
Arteria Interlobar 510 + 26 392 + 10+
Arteria Arqueada 344 £ 24 281+ 7+
Vena Interlobar 789 + 29 799 + 17
Vena Arqueada 476 £ 27 406 + 16

+, p < 0.05 vs CONTROL.
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DISCUSION
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Podemos considerar a la cirrosis como la alterafiii@a y comun producida por
diferentes etiologias. Las consecuencias fisiopgichs como el desarrollo de hipertension
portal y sus manifestaciones, hemodinamicas yesnaha vez desarrollada la cirrosis serian
similares independientemente de la causa quagia@riEn experimentacion animal, también
existen diversas formas de inducir una cirrosisatie@ y que tendrian su equivalencia con
algunas de las etiologias que producen cirrosigieranos.

Los modelos experimentales de cirrosis utilizatosste estudio, por ligadura cronica
del conducto biliar (LCB) y por inhalacién cronida CLC han sido caracterizados por
diversos autores (Sikuler y cols, 1991; Lopez-Novui®88) y ambos se aplican de forma
habitual, desde hace algunos afios, en nuestratabior(Ubeda y cols, 1994; Atuchay cols,
1993a y b; Garcia-Estafi y cols, 1994; Ramirez, 19@8tos modelos han sido y son
ampliamente utilizados por su facil disponibilidefiel reproducibilidad de las alteraciones
gue presenta la cirrosis hepatica humana. La afesrucrénica de la via biliar provoca una
cirrosis biliar secundaria y la inhalacion crordeaCLC induce una cirrosis de caracteristicas
similares a la cirrosis alcohdlica en humanos.

Aunque en este trabajo no se han realizado esthdimedinamicos, existen datos
previos de nuestro laboratorio que han demostedambos modelos y estadios de cirrosis,
la existencia de hipertension portal y de las atienes hemodinamicas tipicas de la
circulacién hiperdinamica, como son resistenciascwiares disminuidas, gasto cardiaco
elevado e hipervolemia (Ramirez, 1995; Inglés g,ct®91a y b). Ademas, tanto el examen
macroscopico como el microscopico que hemos degritos resultados, revelan un cuadro
tipico de cirrosis en las ratas que siguieron elgmolo de inhalacion del 2. A pesar de
esto, existen estudios contradictorios en la hijpéifia en cuanto a la caracterizacion del
modelo de LCB, como el de Keeler en 1981 que desam bajo gasto cardiaco en ratas con
este modelo de cirrosis, con una presion artegaiay resistencias periféricas iguales a las
de animales controles. Estas contradicciones lienadribuidas por diversos autores a la
diferente metodologia utilizada. Asi, las ratastitas pueden responder de forma diferente a
las controles con determinados anestésicos y kstaréa las caracteristicas hemodinamicas
en estudio (Lee y cols, 1986). Esto, unido a |aisdidad individual ante la enfermedad y a la

posibilidad de recuperacion por recanalizaciortdetiucto biliar (Kountouras y cols, 1984),
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podria explicar la variabilidad entre los result&de los estudios realizados en este modelo de
cirrosis.

Respecto a la cirrosis por/Clpodria existir alguna objecién metodoldgica rekpal
dafio que el toxico podria producir en drganos cemoiion y supondria un factor de
confusion a la hora de evaluar las alteracionealesmproducidas por la enfermedad. Sin
embargo, el examen microscopico de los rifionesestpsial GIC es normal (Lopez-Novoay
cols, 1976) y la excrecion urinaria de N-acBtifducosaminidasa, un marcador especifico de
necrosis tubular, no aumenta durante la inducola @irrosis (Camps y cols, 1988).

En nuestro primer objetivo nos planteamos demastristencia de un aumento en
la produccion vascular de 6xido nitrico (NO) a haistémico. Para este estudio elegimos una
preparaciorin vitro de anillos de aorta toracica, en los que se eValigactividad vascular.

La ventaja del sistema vitro es la ausencia de factores circulantes, que adpenaste
estudiar separadamente preparaciones con endotelobo o sin endotelio. Por otra parte,
hemos utilizado un gran vaso de conduccion comta esrta, para evaluar el alcance
sistémico de las alteraciones vasculares y siamgarticipa un aumento de la sintesis de NO.

Una vasodilatacion activa, debida a un exceso stelatadores locales o sistémicos,
es uno de los mecanismos que han sido implicadosa emenor respuesta vascular a
vasoconstrictores enddgenos o exdgenos que caactda cirrosis hepatica. Estudingivo
han encontrado una disminucién de las resistenaissulares periféricas en presencia de
concentraciones elevadas de NA, ADH y All (Niedegke y cols, 1995a) y una menor
respuesta a la administracion exogena de diferenissncias vasopresoras en ratas con
hipertension portal cronica (Pizcueta y cols, 1%eber y Grozmann, 1992) y en distintos
modelos de cirrosis animal experimental (Castrolg,c1993). De cualquier manera, hay
resultados contradictorios en cuanto a la respuastailain vitro dependiendo de los lechos
vasculares utilizados y, especialmente, en el neatketirrosis que hemos empleado en este
estudio (Bomzon y cols, 1991; Lee y cols, 1995a)e&te trabajo demostramos la existencia
de hiporrespuesta vascular a fenilefrina (FE),agoeonstrictor que actia a nivel de receptor,
en anillos adrticos de ratas cirréticas por LCBoE$allazgos estan de acuerdo con estudios
realizados por otros autores en el mismo tipo de yaen el mismo (Obbergh y cols, 1995;
Leey cols, 1995a; Sogniy cols, 1997) o en difieremodelo de cirrosis experimental (Clariay
cols, 1994; Weigert y cols, 1997).
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Esta alteracion no parece ser debida a un probterefinidad ni de nimero de
adrenorreceptores (Liao y cols, 1994; Karatapaowsy 1994), ni tampoco a una sensibilidad
diferente del musculo liso de los animales ciraia la FE, ya que ambos grupos de anillos,
cirréticos y controles, presentaron un valor simila la DE (tabla 10).

Entre todas las sustancias vasodilatadoras endgigenihaa sugerido que un aumento
de la produccioén de NO podria ser el principal oespble de la hiporrespuesta vascular a
vasoconstrictores que tiene lugar en los animabdescarosis. Este factor es un potente
vasodilatador local sintetizado por la sintasa @ (NOS) de la que existen al menos dos
formas distintas a nivel vascular: la constitutiegalizada en el endotelio, y la inducible,
principalmente en el musculo liso vascular. Conappsieron Vallance y Moncada en 1991,
si es cierto que el NO esta implicado y su sinteliiieracion aumentadas, la inhibicion de la
NOS restauraria la respuesta a vasoconstrictoesg#tiria las anormalidades hemodinamicas
de la cirrosis. Asi, Sieber y Groszmann (1992)e&n la hiporrespuesta a NA, ADH y KCl,
con el analogo de la arginina NNA, en vasos meseagide ratas con hipertension portal por
ligadura parcial de la vena porta (LVP). Karatapgraols (1994), utilizando L-NAME como
inhibidor, obtienen un aumento significativo enctantraccion con FE que fue mayor en
anillos aérticos de ratas con LVP que en contrdi#sesta misma linea, nuestro trabajo
demuestra que los niveles de NO se hallan aumeadanillos de ratas cirroticas por LCB,
ya que la inhibicién de su sintesis con L-NAME @pérsu hiporrespuesta a FE. Aunque los
anillos controles preincubados con L-NAME tambiérstraron un aumento significativo en
la contraccién, el incremento sufrido por los asiltle ratas cirrGticas fue muy superior al de
aquellos.

Si esta alteracion en la vasoconstriccion repradantonfirmacion de la influencia
vasodilatadora activa del exceso de NO en las catasicas, no esta del todo aclarado. En
este sentido, algunos autores (Claria y cols, 1884y cols, 1995a) apoyan la existencia de
una contribucién del NO a esta alteracion vascalatemostrar un aumento de la respuesta
vascular y de los niveles de GMPc intracelularsoddatadores que actian a través del NO
(ACH, ADP y bradiquinina) en anillos adrticos dénaales cirroticos por GC respecto a sus
controles. Nuestros resultados difieren de losramés, ya que los anillos cirréticos
respondieron de modo similar a la ACH que los adetry estan de acuerdo con estudios

recientes en el mismo modelo de cirrosis que elesdp por nosotros (Lee y cols, 1995a), si
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bien su interpretacién no coincide con la nue§€tampletando el abanico de resultados en
cuanto a la respuesta vasodilatadora a ACH, Kaaisyy cols (1994), encontraron una
relajacion significativamente menor en anillosiaég de ratas sometidas a LVP. Apreciamos
como la hiporrespuesta a vasoconstrictores paszaganime en los distintos modelos de
cirrosis y, por el contrario, la respuesta vastailara presenta una mayor variabilidad
dependiendo del modelo utilizado en el estudicagdiferencias no pueden ser atribuidas a
una sensibilidad distinta del masculo liso al N®gue en todos los casos citados la respuesta
ala relajacion con donantes de NO (nitroprusiathice o gliceril-trinitrato) fue similar entre

los animales cirréticos o con hipertension portailly respectivos controles.

Nuestros datos indican que la respuesta vascdiaida a FE exhibida por los anillos
aorticos de ratas sometidas a LCB es debida amargo de la influencia vasodilatadora del
NO. Aunque, como hemos visto, son numerosos lagliest que demuestran este hecho,
existen otros cuyos resultados no sostienen gsliéelsis (Sogniy cols, 1992; Cawley y cols,
1995; Heinemann y Stauber, 1996a), argumentandoregra de un papel principal del NO en
estas alteraciones de la cirrosis.

Dado que, en condiciones normales, el NO es un ladduimportante en el
mantenimiento del tono vascular y que endotelia &gente principal de NO al que sintetiza
junto a otros agentes vasoactivos, se ha sugeigmirticipacion del endotelio en esta
patologia. De hecho, la inhibicién de la sintesisido de éstos factores endoteliales, el NO,
corrige la hiporrespuesta vasoconstrictora de dasrcirroticas. Algunos estudios, en
diferentes lechos vasculares, han propuesto léeexia de una activacion sistémica de la
sintasa constitutiva (NOSc) endotelial como la @pal responsable de la actividad
aumentada del NO en la cirrosis (Lee y cols, 18@3tro y cols, 1993; Atuchay cols, 1996b).
Aunque nuestros resultados apoyan la participag@esta isoforma, la eliminacion del
endotelio no rectifico completamente la hiporrespa@ FE de los animales con LCB. Este
hallazgo podria ser indicativo de la existencialdg&n mecanismo muscular vasodilatador
gue contribuya a esta alteracion. Como la preseiediaNAME corrigio la hiporrespuesta de
los anillos con endotelio intacto en los animalemetidos a LCB, hipotetizamos una
colaboracion de la NOS muscular en el aumento de&iBante de la hiporrespuesta.

La isoenzima inducible ha sido hallada tanto erddislas musculares lisas como en

las endoteliales (Morris y Billiar, 1994; Forstemancols, 1994), y ademas en la cirrosis se
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han descrito niveles elevados de endotoxinas guihas, ambos estimulos conocidos para la
NOS inducible, NOSi (Green y Better, 1995; Laftigls, 1995). Para valorar su participacion
hemos utilizado la aminoguanidina (AG) que ha sdientificada como un inhibidor
preferencial de esta isoenzima a la dosis utilizadaste protocolo (Griffiths y cols, 1993;
Hasan y cols, 1993; Misko y cols, 1993; Joly y ctt894; Wolff y Lubeskie, 1995). Asi, su
administracion no afecto a la respuesta a ACHcamdio que a esta dosis no se altera la
NOSc endotelial y, aunque aumenté la respuestanteaccion a FE en ambos grupos de
anillos, los animales cirréticos todavia mostramoa hiporrespuesta vascular significativa
frente a los controles. Estos datos, a difereneiaticbs (Smith y cols, 1993; Obbergh y cols,
1995), no apoyan una contribucién de la NOSi endaor respuesta vasoconstrictora de los
anillos LCB.

Como hemos comentado previamente, la respuestddeeACondiciones basales de
los anillos de las ratas sometidas a LCB no etfaadla, aunque en este caso ladhie mas
baja que en sus controles, indicando una mayoibskgtesd en las primeras. Ademas, la
preincubacién con L-NAME o la eliminacion del eralimt disminuyo los valores de la Rfa
FE en ambos grupos de anillos, lo que sefala eriiaipte papel del NO y en particular el de
origen endotelial, como mecanismo que contrardestéecion de los vasoconstrictores en
distintos tipos de vaso (Carrier y cols, 1985; Dreiny cols, 1989).

Otros factores que podrian contribuir a la hipgroesta residual mostrada por los
anillos desendotelizados, son los productos devwae la cicloxigenasa o alteraciones del
musculo liso vascular. Aunque las prostaglandifSs] pueden jugar un papel en las
anomalias vasculares de la cirrosis (Bruix y cb®35; Guarner y cols, 1986), la fuente
principal de su produccion no parece ser la aoitprobablemente ninguno de los otros
grandes vasos), ya que la inhibicidn de la ciclexaga no mejord la contraccion de los anillos
cirréticos (Obbergh y cols, 1995). Nosotros no poodg excluir su participacion ya que los
experimentos se realizaron en ausencia de inhdsdide la cicloxigenasa.

En cuanto a la participacion del EDHF en la rei@jacependiente de endotelio en
grandes arterias de conduccién como son la aottappar e iliaca, los resultados disponibles
indican que es casi insignificante comparada cobsarvada en arterias periféricas de menor
calibre, como la mesentérica y la renal. Estaitistion heterogénea del EDHF ha sido

demostrada por Nagao y cols (1992) y también poy\this (1993), aunque estos ultimos
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sugieren la existencia de otro factor relajanteotaidl diferente del NO, P@b EDHF en
arterias mesenteéricas. Nuestros resultados apayareq anillos de aorta la relajacion
dependiente de endotelio es en definitiva depetaliga NO, tanto en controles como en
cirrGticos y son contrarios a los expuestos pori€iacols (1994) en los que la relajacion de
los anillos adrticos persiste a dosis altas de Addsar de la preincubacion con L-NNA,
argumentando la posibilidad de que la ACH siguigraamino independiente de NO, como
es el de la hiperpolarizacion de las células dedamid liso vascular, pero que requiere la
presencia del endotelio intacto para su actuacion.

Actualmente se conocen varios mecanismos de lilberde NO (Busse y cols, 1993b).
Uno de ellos es el seguido por la ACH que aumaradduccion de NO como resultado de la
elevacion intracelular de calcio mediada por urievation de una proteina G acoplada al
receptor. Esta via, como ya hemos mencionado aotesta alterada en este modelo de
cirrosis. Otro de los mecanismos es secundariaaiten del vasoconstrictor, como la FE, a
su receptor especifico (alfa-adrenérgico) en elclddiso. En este caso hay, al menos, dos
mecanismos, el estrechamiento de la pared del wagaido por la contraccion o un
mecanismo relacionado con el estrés de rozamignéopodrian activar la liberacion de NO
endotelial. Este Gltimo es el que nuestros datastiican como defectuoso en la cirrosis.

En conjunto, los anillos aorticos de ratas ciragi@or LCB presentan una reducida
respuesta presora a FE que se corrige tras ladithilule la sintesis de NO. Ademas, apuntan
gue la isoforma de la NOS implicada en esta ali@naes de origen endotelial y esta
expresada de forma constitutiva. Finalmente, nogdas mecanismos de liberacion del NO
estan alterados en este modelo de cirrosis y fatctsres, ademas del NO, también podrian
colaborar en la hiporrespuesta vascular que apareesta enfermedad

Dado que los resultados del estudio de la reaetiviebscular no demostraron una
participacion del enzima inducible en el aumentd@ede las ratas cirréticas, decidimos en
el siguiente protocolo determinar la actividad aedintasas de NO en aorta y rifidn en dos
modelos de cirrosis experimental. Por un lado,assbfe que en la preparaciémvitro se
elimine o atenue la influencia que el ambiente emndamico ejerce sobre la muestra vascular
una vez ha sido aislada. También seria posibldependiendo de la intensidad del estimulo,
mayor en algunos territorios, por ejemplo en elé&spco y menor en aorta, la expresion de la

NOSi fuera diferente. Ademas, segun Wolff y LubegkB95) el mecanismo de inhibicion de
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la NOSi es selectivo para la induccién por citogsig no para el lipopolisacarido. Por otra
parte, la expresion de la NOSi puede variar temppraspacialmente en el higado
dependiendo de la causa que originé el dafio hep&C o LCB (Rockey y Chung, 1997),
lo que también podria ocurrir en otros organogigids afectados durante la enfermedad
hepética y variar asi el grado de participacidétad¢OSi en el aumento de NO caracteristico
de esta patologia.

Nuestros datos indican que existe un aumentoalgiladad de la NOS constitutiva en la
aorta de los animales cirréticos por LCB y por labgn de CJC, lo que concuerda con la
mejoria de la hiporrespuesta vascular tras laicibito de la sintesis de NO en los primeros.
Esta tendencia también existio para la NOSi solar@males cirréticos por LCB lo que
indicaria que la contribucion de ambas isoenzirsadiferente segin el modelo de cirrosis
experimental. Ademas, los animales sometidos a p@Bentan una hiperbilirrubinemia y
unos niveles circulantes muy elevados de salesréslique pueden desempefiar un papel
importante en algunas alteraciones de esta enfadnEd este sentido, algunos estudios han
demostrado que la anastomosis bilioentérica revietal o parcialmente las caracteristicas
hemodinamicas e histoldgicas de este modelo des@rfZimmermann y cols, 1992; Jalink y
cols, 1996). La accion toxica de los &cidos biSamodria ser realizada directa o
indirectamente, favoreciendo la endotoxemia, aesalel NO (Green y Better, 1995). Por
tanto, la contribucion del NO en las alteracionasculares de este modelo de cirrosis se
asociaria a las acciones de otras sustancias.

De forma opuesta a lo que ocurre en la aorta,reéato de la actividad de la NOS en el
rinon es fundamentalmente a expensas de la isofoduaible, sobre todo en la cirrosis por
LCB. En los animales tratados con elCkin embargo, el aumento no fue significativo.
Curiosamente, en ninguno de los dos modelos deswsrise demuestran cambios en la
actividad constitutiva de la NOS, lo que contrastaresultados previos de nuestro grupo que
demostraron una mayor respuesta vasodilatadoreerenACH, dependiente de NO, aunque
también de PGs (Garcia-Estaf y cols, 1994). Edlgogue en este territorio, al igual que
ocurre en el lecho mesentérico, la ACH actue per it endotelial independiente del NO
como puede ser el EDHF.

Si tenemos en cuenta la amplia distribucion déréssisoenzimas de NO en el rifion,

junto con los datos procedentes de otros estudgiss resultados nos sugieren que el
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aumento del NO renal procederia principalmentadeduccion de la NOS en glomérulos y
células mesangiales (Criado y cols, 1997) y, adalimente, de células linfociticas
mononucleares y macrofagos que puedan infiltras eséructuras (Laffi y cols, 1995;

Morales-Ruiz y cols, 1997).

Una vez comprobada la existencia de un aumentiN@etenal, fundamentalmente
inducible, y principalmente de origen endoteliahal sistémico, nos planteamos estudiar las
repercusiones gue ésto tendria sobre la hemodiademal de los animales con cirrosis. En
este sentido, los estudios antes citados de nuésbaratorio han demostrado una
vasodilatacién renal aumentada en ratas cirrofi@ascia-Estaf y cols, 1994), asi como un
aumento de la sensibilidad renal (Atucha y col941) e intrarrenal a la inhibicion de la
sintesis de NO (Ramirez, 1995). Esto pone de neatifique un aumento de la actividad de
NO podria contribuir a las alteraciones hemodinamienales de la cirrosis que a la vez
repercutirian sobre su funcién excretora. De hesdba demostrado que la inhibicién de la
sintesis de NO tiene un efecto beneficioso sobfeneion excretora renal, en ausencia de
cambios de la presion arterial y de la hemodinameoal (Atucha y cols, 1994b). En esta
situacion de inhibicion de NO, ademas, otros astti@ demostrado que las PGs estan
implicadas (Clariay cols, 1992b; Ros y cols, 199pbsiblemente como mantenedoras de la
hemodinamica renal en ausencia del NO.

En condiciones normales, el NO y las PGs son latasdias vasodilatadoras mas
importantes en el control de la funcion renal,s/efiectos incluyen acciones hemodinamicas y
tubulares renales (Romero y cols, 1996). Algundsdess agudos han sugerido que bajo
determinadas circunstancias, como la administratg@dRCH o bradiquinina, el NO y las PGs
podrian compensarse mutuamente (Lahera y colsh1$alom y cols, 1991). Esto también
parece ocurrir en la cirrosis, como ya hemos coadentarriba, en la que las PGs
vasodilatadoras renales desempefian un papel prahencel mantenimiento de la perfusiéon
renal (Ros y cols, 1995b; Sald y cols, 1996). Edtassustancias, NO y PGs, son producidas
en grandes cantidades por la médula renal y exbietida la importancia de la circulaciéon
medular en el control de la excrecion de sodiepglmen sanguineo y la presion arterial,
todos alterados en la cirrosis hepatica (Atucharcfa-Estaf, 1996).

Asi pues, con este procolo hemos evaluado el pela¢ivo del NO y de las PGs en el

control agudo del flujo sanguineo renal (FSR) pfianguineo papilar (FSP) en animales con
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cirrosis y ascitis. Los datos indican que hay ueaon capacidad vasodilatadora global en la
papila de los animales cirréticos. Es decir, la @whe los efectos provocados por los
inhibidores de las PGs y del NO es menor en lasta@os que en los controles. Esto
concuerda con resultados previos de nuestro labvargAtucha y Garcia-Estafn, 1996) que
demostraron una deficiente respuesta del FSP araonde la presion arterial. Puesto que
esta relacion depende fundamentalmente de la adeilddO y de las PGs sobre la funciéon
medular, la menor capacidad vasodilatadora papéldos cirrticos bien podria ser la causa
de su menor FSP. Esta menor capacidad vasodilatgtidyal de la médula interna de los
cirrGticos no se debe al descenso de ambos comtesnBi® y PGs, sino fundamentalmente a
la disminucion del efecto debido a PGs. En los afésicontroles, tanto el NO como las PGs
contribuyen en igual proporcion, aproximadamenterdes a un 40% cada uno. Sin embargo,
en los animales cirroticos, el porcentaje debiB&a es claramente menor, lo que sugiere una
produccion reducida de PGs vasodilatadoras en thulaénterna de estos animales. Esto
contrasta con los resultados obtenidos en los iexgetos de balance, en los que encontramos
un aumento de la excrecion urinaria de £Gihdamentalmente vasodilatadora, y de RGE
fundamentalmente de efectos tubulares. Es posiu#eeqtos niveles elevados de P&l
estén disponibles para la vasodilatacion de lasagtas vasculares de la médula interna,
como indican los resultados obtenidos con la indaonea.

Por otro lado, es importante reseflar aqui que pa ce ratas empleadas en este
protocolo, Munich-Wistar, mostré una mayor senglbid al uso del GC que las Sprague-
Dawley. En este sentido, no descartamos que alamomles se encuentren en un estadio
muy avanzado de la cirrosis, como lo sugiere elanESR de estos animales, y que pequefias
variaciones en el tiempo tras el cual fueron satastilas ratas al estudio hayan sido
suficientes para explicar el contraste entre eldésthemodinamico agudo y el metabalico.

De cualquier forma, estéa claro que el componergedikatador papilar debido a NO es
mayor en los cirréticos que en los controles, siba&go insuficiente para compensar el gran
descenso del porcentaje debido a PGs. Por lo tentmédula interna de los animales
cirrgticos es una de las zonas renales donde seeséra la mayor produccion de NO renal y
estos resultados concuerdan con los obtenidosaonevite en el modelo de cirrosis por LCB
(Ramirez, 1995).
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Una vez comprobada la existencia de una mayor peaiitude NO en las ratas cirréticas,
tanto sistémico como renal, nos propusimos estlolsaefectos presores y renales que se
producen tras la inhibicion de su produccion. Dteastos ultimos afios, muchos estudios
han demostrado que la inhibicion de la sintesil@een animales con hipertension portal
cronica o con cirrosis experimental, reduce lautacion hiperdinamica (Pizcueta y cols,
1992a; Lee y cols, 1993; Niederberger y cols, 1p95aejora la funcidn excretora renal
(Atucha y cols, 1994b). De cualquier manera, todhss se han llevado a cabo con
inhibidores no selectivos de la NOS, que afectamlaas isoformas, constitutiva e inducible.
Una inhibicion de este tipo, mediante estas sustsn@odria ser perjudicial por las
numerosas y relevantes funciones que ejerce elR&héro y cols, 1992), por lo que el
estudio de nuevos agentes farmacoldgicos que imtgblectivamente a cada enzima por
separado seria muy interesante con vistas a gladtierapeutica. En este sentido, la AG se
esta usando, como veiamos anteriormente, como hibidor preferencial del enzima
inducible.

Hasta la fecha, los mecanismos responsables delrsamme NO en la cirrosis hepatica
no han sido completamente establecidos (Vallahdencada, 1991; Romeroy cols, 1996), y
aunque parece clara la implicacion del endoteli@sta elevacién, la participacion de la
isoenzima inducible es todavia muy debatida. Papante, la presencia de flujos sanguineos
elevados en las circulaciones esplacnica y rectaaian a la NOS constitutiva; y por otra, la
endotoxemia y los niveles aumentados de citoquigpas,aparecen en las enfermedades
hepaticas humanas y experimentales (Guarner yl888; Sugano, 1992; Lee y cols, 1995b),
son potentes estimulos de la NOSi (Morris y BiJlle#94).

Asi pues, nuestro siguiente objetivo fue comparsirefectos del tratamiento agudo y
cronico con un inhibidor preferencial de la NOSGE)Asobre la PAM y la funcion excretora
renal, respecto a un inhibidor inespecifico de GSNL-NAME).

Nuestros resultados demuestran que, de forma dguiia,aumenta la PAM en las ratas
con cirrosis, tanto por LCB como por administraail@nCkC a dosis en las que no produce
ningun efecto presor en las controles. Aunquedasdnas altas de AG aumentaron la PAM
en los animales controles, el efecto presor tatasfgnificativamente mayor en los cirréticos,
lo que sugiere una sensibilidad aumentada deragicos a esta sustancia. Estos hallazgos

apoyan la existencia de una activacion de la N@@nebos modelos de cirrosis, si bien han
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de ser tomados con precaucion ya que la administrae AG en animales normales did
lugar a incrementos moderados de la presion. Agirsla bibliografia consultada (Hasan y
cols, 1993; Misko y cols, 1993), la AG deberia loihtotalmente a la NOSi con todas las
dosis utilizadas excepto la tltima (100 mg/kg) tguebién inhibiria, al menos parcialmente,
al enzima constitutivo. Segun esto, nuestros dattisan que el importante efecto presor
obtenido hasta la dosis de 50 mg/kg de AG, apraxameente 15 mmHg en BDL y 23 en
Cl,C puede ser consecuencia de la inhibicion comgketa NOSi. Ademas con estas dosis,
los niveles elevados de nitratos y nitritos plastoét un indice de produccion de NO, de los
animales cirroticos (QC) disminuyeron tras la administracion de AG hégtalarse a los
controles, lo que indica que su efecto presorretdaionado con la inhibicion de la sintesis de
NO y, muy posiblemente, con la de la NOSi.

La evaluacion de nitritos y nitratos también canéirque los aumentos de la PAM
producidos por la AG en controles pueden ser dsladierto grado de inhibicién del enzima
constitutivo, aunque soélo disminuyeron con la UGtidosis que fue la Unica que indujo un
efecto presor significativo en estos animales. Bhno tiempo, este razonamiento asume que
gue la enzima inducible no esta presente, a nifislekgicos, en los animales controles. De
todas formas, es interesante anotar que estatddagrresencia de esta isoforma en el rifién
de animales normales (Tojo y cols, 1994; Morrisgepls, 1994; Mohaupt y cols, 1994),
ademdas de su conocida representacion en muscolqItigi y cols, 1994) y células
endoteliales (Lamas y cols, 1991). Si este NO immttuen condiciones normales juega algun
papel en el mantenimiento del tono vascular sigt@myrenal, no se conoce todavia, aunque
probablemente podria modular la reaborcion tubettamuchos segmentos de la nefrona
(Morrissey y cols, 1994) y ser un mediador locattipgpando en los mecanismos de
citotoxicidad (Morris y Billiar, 1994).

Hemos de destacar que, a pesar del important® gliexstor, la menor presion arterial de
las ratas cirréticas no se normalizé completamémtpje sefiala que otros factores participan
en la hipotension arterial de esta enfermedadelefits, es muy probable que un aumento de
la actividad de la NOSc esté envuelta en estaaaltar (Niederberger y cols, 1996). En este
sentido, la administracion de un bolo final de LME fue capaz de incrementar
sustancialmente la PAM en las ratas cirréticas dagea LCB, aunque en menor medida que

en los animales controles, lo que sugeriria queMiakexiste mucha mas actividad de NO que
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no ha sido inhibida con la AG. De hecho, nuestxpeementos usando'f\Nitro-L-arginina
(L-NNA), indican que este inhibidor corrige compleiente la hipotension arterial de las ratas
cirrGticas con ascitis. Ademas, dado que el L-NNA®inhibidor inespecifico de la NOS, los
resultados sugieren claramente que el NO es eijpairmediador de la hipotension arterial de
estos animales, corroborando a otros estudiozag@s en el mismo modelo de cirrosis
(Claria y cols, 1992b). Por su falta de selectigida el L-NAME ni el L-NNA pueden ser
utilizados para valorar el grado de participaciéncdda isoenzima de la NOS, pero en
conjunto, todos estos datos indican que la hip@irmsterial de las ratas cirréticas se corrige
mediante la inhibicibn completa del NO. Claramempate de este NO es endotelial o
constitutivo y parte es de origen inducible, aungeasafortunadamente, nuestros resultados
no permiten una cuantificacion de la participaadércada isoforma en el efecto hipotensor.

Respecto a la funcion renal, la administracion @Geallos animales cirréticos tuvo un
efecto claramente beneficioso, aumentando la égcrde agua y sodio en forma dependiente
de la dosis. Esta mejoria puede estar relacionadldacaccion presora provocada por la
inhibicion de la NOS, que por si misma puede elkvexcrecién de sodio y agua a través del
mecanismo de la natriuresis y diuresis de pregi@rcha y cols, 1993a). En este estudio no
podemos excluir la existencia de otros efectodesmhirectos de los inhibidores de la sintesis
de NO, que deberian ser estudiados en una situanida que la perfusion renal no esté
comprometida (Atuchay cols, 1994b).

Por otra parte, la AG tiene algunos efectos adatema la inhibicion de la NOS, como
son la inhibicion de la diamino-oxidasa (Griffitlgscols, 1993) y la disminucién de la
formacion del producto final de la glicosilaciomgucido en las situaciones de hiperglucemia
avanzada asociadas a la diabetes (Eldestein y Brenwt992). Es poco probable que estas
acciones intervengan en los efectos presores yesepeesentados en este trabajo, ya que
ninguna de ellas desempefia un papel conocidopatdgénesis de la cirrosis.

Los animales tratados con,Clmostraron una sensibilidad excretora mas atidastias
dosis de AG que los sometidos a LCB. Este hechdepser debido a que los animales del
primer grupo se encuentran en un estadio mas adawizela enfermedad, como lo indica la
presencia de ascitis, a diferencia de los cirrétimr LCB, lo que supondria la existencia de
una mayor actividad sintética de NO en las rataétmas con ascitis (Niederberger y cols,

1996). Nuestros resultados sugieren que la actuasigecifica sobre una de las isoenzimas
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podria aportar unos efectos beneficiosos sobtmbadn renal sin necesidad de comprometer
otras acciones fisiologicas del NO, cuya inhibigodria acarrear consecuencias no deseadas,
como ya comentamos. También se observo una sétaibpresora aumentada con las dos
dosis mas altas en las ratas con ascitis, de lsguieduce que en fases mas avanzadas
existiria una mayor intensidad y/o cantidad demagtis para la NOSi, como ocurre con la
expresion del enzima constitutivo (Niederbergeohs,c1996), o bien que a estas dosis la
inhibicién del enzima constitutivo ya participalameduccion de los niveles aumentados de
NO de estos animales, como citabamos anteriormieot@tra parte, la administracion de L-
NNA, que corrige completamente la hipotensién ateda lugar a una respuesta diurética y
natriurética en los animales cirréticos con asaitgs/or que la exhibida por sus controles.
Esto, ademas de demostrar la participacion de [& bifdstitutiva en el aumento de NO que
existe en los animales con cirrosis, puede indjcer este grado de inhibicion puede ser
exagerado y producir efectos que a largo plazarsedntraproducentes.

Esta discordancia sobre los efectos presores yeseda la AG y el L-NAME puede
explicarse por las diferentes actividades de la M®%as distintas localizaciones. En los
animales cirroticos, la AG podria ejercer una atdindamentalmente renal fruto de la
preferente localizacion de la NOSi en rifién, denfadistinta al L-NNA que ejeceria una
accion inespecifica sobre las dos isoformas d€I8 Mpor tanto sus efectos seran derivados
de la inhibicion tanto a nivel sistémico como reis todas formas, parece probable que el
efecto presor de la AG sea también debido a unarasistémica.

Respecto a la hemodinamica renal, el FSR solarmserdaéectd con la dosis més alta de
AG en ambos grupos de animales, cirroticos y ctasré&sto, adicionalmente, sustenta la idea
de que esta dosis tiene un efecto sobre la NOSitaiva y que la hemodinamica renal tiene
una especial sensibilidad a la inhibicién de estéorma. Algunos autores han demostrado
gue incluso el uso de dosis no presoras de inhisdoespecificos de la NOS produce una
disminucién del FSR sobre los animales cirrétiédacha y cols, 1994b). También es posible
gue la elevada expresion del enzima constitutimadi la expresion de la NOSi, por medio de
una regulacion pretransduccional (Martin y col®6), por lo que la inhibicion inespecifica
de la NOS, actuando sobre una exagerada expresléendima constitutivo daria una

respuesta tan potenciada como la mostrada trasrimistracion del L-NNA.
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Teniendo en cuenta los efectos beneficiosos amstpdr la administracion de AG
aguda, nuestro siguiente paso fue evaluar si deaferonica se repetian estos resultados y
compararlos con el uso de los inhibidores inespesifde la NOS, como una alternativa
potencial del tratamiento de la cirrosis. Por estévo, sometimos a dos grupos de animales
cirréticos (CkC) con ascitis a un tratamiento con AG y L-NAM&spectivamente, durante
10 dias en el agua de bebida y a sus correspoeslienmtroles. Elegimos una dosis que al
igual que en los experimentos agudos no modifita@AM en exceso en los animales
controles y comprobar el efecto, en este casoarpque este grado de inhibicion tendria en
los animales cirroticos.

Al contrario de lo esperable después de lo obsereadlos experimentos agudos, el
tratamiento cronico con AG no mejoré ninguno de p@sametros sobre los que la
administracion aguda si actu6é de forma beneficiéstns resultados contrastan enormente
con los obtenidos tras la administracion de L-NAkt&nico, que de forma similar a la
administracion aguda de L-NNA, consiguio corregihlpotension arterial en los animales
cirréticos y reestablecer la diuresis y la natsigea unos valores similares a los de los
animales controles. Estos efectos parecen seragedith inhibicion de la sintesis de NO ya
gue los niveles de nitratos y nitritos plasmaticeson similares entre los animales cirréticos
y controles tratados con L-NAME, a diferencia dednimales tratados con AG y de los no
tratados. Segun estudios previos, esta dosis dAMEN (0.5 mg/kg/dia) normaliza la
concentracion de los niveles adrticos de GMPcdjefile los niveles de NO), produciendo
ademas una correccion de la vasodilatacion artediala circulacion hiperdinamica en ratas
cirrgticas con ascitis (Niederberger y cols, 199Bajestros resultados aportan ademas que
esta dosis normaliza la funcion excretora renalodeanimales cirréticos, sin que se
produzcan cambios significativos de la tasa dadilon glomerular. Resultados similares han
sido comunicados también recientemente (Martin g, cb996b), demostrando que la
normalizacion de la produccion de NO se acompaiis deimento marcado de la excrecion
de sodio en las ratas cirréticas con ascitis.

La ausencia de algun efecto de la AG no pensanm®sepidebida a un problema de la
dosis empleada (100 mg/kg/dia), ya que esta mismsalb utilizada por otros autores (Cross
y cols, 1994) en el tratamiento de enfermedadesatifes a la cirrosis, pero en las que esta

implicada la NOSi en su patogenia. Ademas, los al@mcirréticos tratados con AG
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mostraron una disminucion significativa de los l@gglasmaticos de nitratos+nitritos, si bien
continuaron elevados con respecto a sus controEspoco podemos atribuirlo a un
problema de biodisponibilidad oral, ya que otromes han demostrado que esta via es
efectiva para su administracion (Preedy y Hammb®@]; Tsukaharay cols, 1996). Ademas,
en un trabajo recientemente publicado por Lees/(@8197), la administracién subcutanea de
AG ala misma dosis empleada por nosotros cotiagigculacion hiperdinamica en ratas con
hipertension portal, si bien el tratamiento seiindos dias antes de someter al animal a la
ligadura parcial de la vena porta y se continu@uiigr 14 dias después de la misma. Esta
forma de administrar la AG, mas enfocada a prevgréra tratar la enfermedad, es frecuente
en la literatura revisada (Cross y cols, 1994; @omycols, 1995) y ha sido aplicada en el
estudio de la participacion de la NOSi en diferertefermedades en las que el aumento de
NO de este origen desempefia un papel principal€nespectivas patogenias. Aunque la
mayoria de estos estudios consiguen una respuestiv@ en cuanto a los efectos
beneficiosos de este inhibidor, administrar AG sudiela induccion de la cirrosis se aleja de
nuestro propasito, y probablemente de lo posibla elinica o en el laboratorio experimental,
gue es el tratamiento de la la enfermedad unaesarllada.

Ademas de la posible regulacion pretransduccioebledzima constitutivo sobre la
expresion del inducible (Martin y cols, 1996a)uerestudio in vitro se ha demostrado que la
AG a dosis bajas aumenta la produccion de GMPaideroconstitutivo y este efecto no
parece ser debido a que esta sustancia sirva costate para el enzima, por lo que
sugirieron un efecto sobre la conformacion delraazpara explicar este fenomeno (Misko y
cols, 1993). De ser ésto cierto, se potenciarias tanréto el efecto regulador que la NOSc
ejerce sobre la inducible como los derivados detshicion. El tiempo de administracion es
otro factor a tener en cuenta ya que se ha desgréda actividad de la AG sobre la NOSiI
requiere de mas tiempo que los anélogos de la inka para alcanzar el efecto maximo
(Wuy cols, 1995). En este sentido, no podemosuagegue los 10 dias de tratamiento hayan
sido suficientes para ver un cambio evidente slaljpeesion arterial y la funcion renal o que
el efecto haya sido de escasa magnitud y enmascacsdios efectos del anestésico. De
cualquier manera, objetivamente nuestros datopoyea a la AG como una buena eleccion

para tratar cronicamente a los animales con cgusi CiC.
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Es necesario hacer una consideracion final respéao cronican vivode inhibidores
de la NOS y es su toxicidad. El uso de algunosogo&l de la L-Arginina, como los
empleados aqui, se acompafian de varios problemiass@omo son la elevaciéon de la
presidn sanguinea y de las resistencias vascupegericas en pacientes camock
endotoxico. También se ha descrito que el L-NAMEIpoe un dafio hepatico en ratones y la
N€-Amino-L-Arginina, rigidez neuromuscular y convaises en perros. La AG, administrada
en dosis de 1.2 g/dia a humanos disminuye la gioién de la hemoglobina pero no se ha
informado de ninguna otra toxicidad aguda (Wolkupeskie, 1995). Por tanto, a pesar de
nuestros resultados, esta sustancia puede constitimhibidor efectivo y no toxico de la
NOSI, para lo que se requeririan mas estudios @memimales de experimentacion como
estudios clinicos en humanos.

Respecto al ultimo protocolo, como ya hemos indichdmos empleado ratas despues de
15 dias desde la LCB. Est& descrito que tras Biddiga obstruccion biliar existe un patron
hemodinamico de hipertension portal, aunque todawi@xiste una cirrosis establecida
(Franco y cols, 1979; Sikuler y cols, 1991) y, dgipde 1los 15 dias, esta obstruccion crénica,
conduce a cirrosis (Kountouras y cols, 1984). Trshdeen cuenta que este es un estudio
preliminar consideramos que este punto (15 diaks) skemas critico a la hora de establecer si
hay una alteracion anatémica. Por un lado, esfloisatemente cronico para encontrar un
reflejo estructural de las alteraciones funcionaleiseversa, y tratandose de una enfermedad
cronica nos invita al estudio de fases mas tarBi@sotro lado, es relativamente inicial para
poder establecer posibles relaciones temporale® éoé cambios estructurales y los
funcionales y si éstos estan implicados con larpsiga alteracion renal. Hemos de destacar
gue los rifiones controles utilizados, son de uro Eegerior y no fueron sometidos a
operacion simulada, si bien su preparacion fueickmtmente idéntica a la efectuada
posteriormente por los rifiones de animales con LCB.

La determinacion del volumen tisular se realiz@paymprobar si las partes del rifion
conservaban su volumen, o habia existido algun iceataptativo tras los 15 dias de LCB.
Justificamos la realizacion de estas medidasiereplugar por observaciones macroscopicas
de cortes transversales que sugerian una dismindeita corteza a costa de un aumento del
volumen medular en los animales sometidos a LCB .e8ibargo, a la hora de estimar el

volumen por medio del sistema de escaner microcteripado encontramos un aumento de

107



la corteza a expensas de una disminucion de lexiesna de la médula externa (TEME) por
lo que consideramos que lo observado a nivel me@piso podia deberse a un efecto optico
debido al escaso llenado de los vasos por el ctateanivel cortical. Estos resultados son
diferentes a los determinados por Jonassen yIT@®¥] que sélo encuentran cambios en la
tira externa de la médula interna (TIME), estandlovalumen aumentado en los animales
cirrgticos respecto a los controles. Estas difeesuueden ser atribuidas a las metodologias
utilizadas tanto en el analisis de las imageneoanrel calculo de las medidas del volumen.
Nuestros resultados sugieren un aumento del voldg@égjido no vascular en corteza, ya que
el porcentaje de volumen ocupado por los vasofi&esta significativamente disminuido.
Dado que el intersticio ocupa un espacio relativampequefio, aproximadamente un 13%
del volumen renal (Larson y cols, 1984; Pinter ytG&x, 1984) y que en la corteza tiene lugar
el mayor porcentaje de la reabsorcion de aguayaslprobablemente exista un aumento en
el tamafio de los segmentos tubulares situadostarnzesa del riidbn aunque tampoco
podemos descartar un aumento de la zona intetstRa el contrario, la TEME veria
disminuidas todas sus estructuras en conjuntotggase ambos volumenes tisular y vascular,
estan disminuidos, como desplazados por la corfzgun esto, podriamos pensar que
diferentes estados en la reabsorcion de sodio paederear importantes cambios adaptativos
tubulares, tanto funcionales como estructuraledjades o no por una redistribucion del flujo
sanguineo vascular.

Las medidas de volumen vascular realizadas emeststdio son estaticas y no pueden ser
consideradas un reflejo directo del flujo a tradédos vasos. Esta medida esté relacionada
con la cantidad de contraste en los vasos y ptw tlapendera del nimero y del tamario de los
vasos en el momento de la perfusion, por lo qguelada una idea de la distribucién mas que
del flujo en si. En este sentido encontramos usaiducion de la perfusion vascular en
corteza, manteniéndose en la parte medular int€tNe y papila. Estos hallazgos ya han
sido encontrados por otros autores (Kew y cols11Sacerdoti y cols, 1986) y, junto a
nuestros datos, son compatibles con la existerai@d redistribucién del flujo renal lejos de
la corteza. Esta misma distribucion ha sido desentotras patologias como la hipertension
renovascular en la que la presién de perfusion esté cronicamente disminuida (Lerman 'y
cols, 1996). En el estadio de la cirrosis estudsapli, en el que los animales cirréticos serian

todavia normotensos, cabria esperar una perfusi@hadecuada y por tanto la redistribucion
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se derivaria de cambios a nivel intrarrenal. Esaosbios ocurririan como consecuencia de un
balance inadecuado entre los sistemas vasocoostscy vasodilatadores y, en cualquier
caso, supondrian un mecanismo adicional que fa@lita retencion de sodio. En este sentido,
Salo y cols (1993) ya sefialaron que una altera@piar peritubular podria influir de forma
importante en la retencidén de sodio de los pacdieritedticos.

Por ultimo, el estudio de los vasos intrarrenagsld una disminucion de los diametros
arteriales de los vasos interlobares y arqueadpeci a los controles. Esto significaria la
existencia de una vasoconstriccion arterial queipgdstificar la baja vascularizacion en
corteza, pero que podria no tener una repercusitaresistencia vascular renal, puesto que
el principal elemento de resistencia en el rifidla esteriola aferente. No descartamos que la
arteriola aferente se encuentre vasodilatada ertemto de conservar la filtracion glomerular
y asegurar la vascularizacion de las estructuraglmmerulares, si bien no disponemos de
estas medidas porque a estos niveles se neceaitaayor resolucidon en el escaner, que
esperamos obtener en un futuro.

Con los datos que tenemos no podemos discrimiisandos trastornos de los sistemas
neurohormonales los que provovan inicialmentedetebucion del flujo sanguineo renal y
esto desencadena la retencion inicial de sodiag,aglos primeros son una consencuencia
adaptativa de esta ultima debido a las alteracisisgamicas que estimulan al rindn hacia la

retencion.
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SUMARIO DE RESULTADOS



1. Los anillos de aorta de ratas con ligadura ceddel conducto biliar (LCB) exhiben una
hiporrespuesta a fenilefrina debida a un aumenéxui® nitrico (NO), fundamentalmente de

origen constitutivo y endotelial.

2. Larespuesta vasodilatadora a acetilcolina,réipete de endotelio, no esta alterada en los

anillos aérticos de ratas con LCB.

3. La actividad de la oxido nitrico sintasa (NOSh&titutiva esta elevada en la aorta de
animales cirréticos por T y por LCB. La actividad de la NOS inducible séfia elevada

significativamente en el rifidn de las ratas con LCB

4. La capacidad vasodilatadora intrarrenal glatethjda a NO y a prostaglandinas (PGs), es
menor en animales cirréticos por,Cl Este descenso es achacable a la disminucion del
componente vasodilatador dependiente de PGs, y&lqu@nmponente debido a NO esta

significativamente aumentado.

5. La administracion aguda del inhibidor preferahde la sintesis de NO de origen inducible,
aminoguanidina (AG), aumenta la presion arterialgxcrecion de sodio y agua en animales
con LCB, mientras que los efectos en los animadesrales son de escasa magnitud. Sin

embargo, estos cambios no consiguen normalizapesésetros de los animales con LCB.

6. La administracion aguda del inhibidor preferahde la sintesis de NO de origen inducible,
aminoguanidina (AG), en animales con cirrosis jtiagmwr CLC aumenta la presion arterial y
la excrecion de sodio y agua, sin llegar a su nlizaadn. Por el contrario, el efecto en los
animales controles es de pequefia magnitud. Egta®efse acomparan de la disminucién de

los niveles de nitritos+nitratos plasmaticos.
7. La administracion aguda del inhibidor inespeoifie la sintesis de NO,"Mitro-L-

arginina (NNA) en animales con cirrosis y ascitis @1,C aumenta la presion arterial y la

excrecion de sodio y agua, consiguiendo la completaalizacion de estos parametros.
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8. La administracion cronica de AG y L-NAME prodwefectos diferentes en animales con
cirrosis y ascitis por GQC. Mientras que el tratamiento crénico con L-NAMETeent6 la
presion arterial y la excrecién de agua y sodidgratamiento con AG no produjo ningun

efecto beneficioso en los animales cirréticos.

9. La evaluacion morfologica de rifiones de ratas ldGB mediante la aplicacion de un
sistema de escaner microcomputerizado revelaséegxia de una hipoperfusion cortical con
mantenimiento de la perfusion medular, un aumeata traccién de volumen tisular cortical

y un menor diametro de arterias interlobares yeadas y de las venas arqueadas.
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CONCLUSIONES



1. La hiporrespuesta vascular sistémica a vastratioges es debida a una mayor produccion
de Oxido nitrico constitutivo de origen endoteli&l mantenimiento de la respuesta
vasodilatadora dependiente de endotelio sugieraatezlos los mecanismos de liberacién de

oxido nitrico estan alterados en el modelo de ligadrénica del conducto biliar.

2. El'rifidn cirrético muestra una menor capacidambdilatadora intrarrenal global, debida a
la disminucién del componente dependiente de mtastdinas que no es compensado por la

mayor produccion de oxido nitrico.

3. Los efectos beneficiosos sobre presion artgriakcrecion de agua y sodio de la
aminoguanidina sugieren la participacion de ladsof inducible de la sintasa de 6xido
nitrico en las alteraciones sistémicas y renaldsslanimales con cirrosis por,Cly por

ligadura del conducto biliar.

4. La falta de normalizacion de los parametros distlos tras la administraciéon de
aminoguanidina indica la presencia de otros mecassdependientes de Oxido nitrico de
origen constitutivo, que también contribuyen aif@otensién y retencion de sodio de los

animales con cirrosis experimental.

5. La administracion de aminoguanidina no es ueaaeleccion para el tratamiento a largo
plazo de la hipotensién arterial y retencion deesdd los animales cirroticos con ascitis. Por
el contrario, el efecto beneficioso cronico se @ues con el inhibidor inespecifico de la

sintesis de 6xido nitrico, L-NAME.

6. Las alteraciones morfologicas del rifidn de redadigadura del conducto biliar detectadas
con el sistema de escaner microcomputerizado,@opatibles con la retencion de sodio y
sugieren la existencia de una interrelacion anatonec@onal alterada entre la distribucion del

flujo sanguineo intrarrenal y la funcion excretora.
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