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CONSIDERACIONES HISTORICAS

Estudios morfologicos. Bartolomé Eustaquio debe ser acreditado como el descubridor de
los tributos renales (1). Pero clasicamente se le adscribe este hecho a Lorenzo Bellini, sin
embargo fue s6lo en 1662 cuando éste describio e ilustrd los conductos colectores
recorriendo el parénquima renal desde su parte mas externa hacia la pelvis renal (2). De alli
que las partes terminales de los conductos colectores también se les denomina conductos de
Bellini.

El mas insigne contribuyente al desarrollo del conocimiento de la estructura del rifion es sin
duda alguna Marcelo Malpighi (3). En 1666, describid la estructura de varias visceras,
incluyendo al rifion (4). Distinguio las zonas cortical y medular renales, reconociendo en la
corteza a las estructuras conocidas ahora como glomérulos y tibulos contorneados y en la
médula a los tubulos rectos que viajaban hacia la papila y se vaciaban en la pelvis, ya
descritos por Bellini.

En 1781, el Abad Felice Fontana (E. Gonzalez, investigacién histérica no publicada,
realizada con ayuda de la Biblioteca Central de la Universidad de Lund y de la Biblioteca
de Biologia Animal de la Universidad de Florencia), describe por primera vez asas
tubulares en la médula renal que mas tarde se llamarian asas de Henle, pero no se le
reconoce este descubrimiento, sino a este ultimo (5). Malpighi fue incapaz de establecer la
conexion entre el glomérulo y los tibulos renales, y es recién William Bowman, 200 afios
después, quién describe esta union (6). Bowman no conoci6 los estudios de Fontana y fue
Jacobo Henle quien, ya con mejores técnicas microscopicas y conociendo las incipientes
descripciones de Fontana (7), detalla las asas medulares en forma de horquilla de pelo de
los tubulos uriniferos (8). Las conexiones con los tibulos contorneados corticales, de las
ramas ascendente y descendente de las asas medulares fueron descritas por Franz
Schweigger-Seidel (9).

El aparato yuxtaglomerular (AYG) esté situado donde la porcion gruesa ascendente del asa
de Henle (¢cTAL) hace contacto con el glomérulo del mismo nefrén. El retorno del tubulo a
su propio glomérulo fué inicialmente descrito hace més de 100 afios por Camilo Golgi (10)
y no por Karl Peter (11) como clasicamente se conocia. El profesor italiano Romiti asi lo
menciona en la discusion del trabajo de Peter y es solo recientemente cuando Taugner v
Hackenthal (12) le reconocen a Golgi la autoria del descubrimiento.



Funciones renales bdasicas. En 1843 Carl Ludwig propuso que la orina se formaba
rnediante un proceso pasivo de ultrafiltracion a nivel del glomérulo renal (13). El también
propuso que las diferencias entre la composicion de la orina y la sangre eran debidas a un
proceso de reabsorcién de sustancias que ocurrian en los tubulos renales. No propuso
ninguna actividad secretoria a nivel tubular. En 1906 Rudolf Metzner, que fué asistente de
Ludwig, enfatizd que un proceso activo tomaba parte en el proceso reabsortivo (14). Mas
aun, el andlisis de los datos de funcién renal que habian hasta esa época, lo llevo a concluir
que la formacién de orina podia explicarse mejor si la definiamos como un proceso
constituido por tres componentes: ultrafiltracion de un gran volumen de liquido a nivel
glomerular; reabsorcion activamente realizada por el epitelio tubular de la mayoria del
liquido y soluto filtrados; y secreciéon también activamente realizada por este mismo
epitelio tubular de ciertos componentes urinarios. Entonces Metzner, fué el primero en
proponer una teoria de formacidon de orina mas completa y considerablemente més cercana
a nuestros conceptos actuales, como los que fueron primeramente publicados algunos afios
mas tarde por Cushny en su “Teoria Moderna” (15). Sin embargo no fué sino hasta 1924
cuando Wearn y Richards confirmaron que el liquido dentro del espacio de Bowman es un
ultrafiltrado del plasma (16).

Al final de los afios 50, ocurrieron excitantes desarrollos en fisiologia renal. El desarrollo y
aplicacion de las técnicas de depuracion (clearance) en el rifion intacto (17,18,19,20)
aumentaron tremendamente el conocimiento de la funcién renal. Por lo demas, estudios
bien disefiados de depuracion y sus modificaciones 6 técnicas de flujo detenido (stop flow)
e inyeccion instantdnea aun contribuyen a comprender la funcion renal (21,22,23,24). Sin
embargo debemos reconocer las limitaciones de los estudios de depuracion en la medida
que la respuesta a ciertas preguntas solo se consiguieron por evaluacion directa de la
funcién del nefron al desarrollarse y aplicarse las técnicas de micropuncion in vivo tanto en
anfibios como en mamiferos(25,26). Ocioso es decir que la micropuncién ha sido y aun
permanece como una herramienta investigativa poderosa (27,28). Las técnicas de
micropuncién y depuracidon, aunque tienen ciertas ventajas, tienen también una limitacion
muy importante: la inaccesibilidad para estudiar directamente todos los segmentos del
nefron.

También existe un cierto nimero de métodos para estudiar el tejido renal in vitro. Uno de
ellos es el de la utilizacion de rebanadas de tejido renal. Aunque se ha hecho un
considerable trabajo con las rebanadas, surgen muchos problemas con su uso, debido a que
frecuentemente las rebanadas tienen un grosor de 0.5 mm o mads, por lo que ellas en su
centro, son generalmente hipoxicas o anoxicas y el retardo temporal para la difusion de
sustancias dentro de ellas complica cualquier andlisis cinético (29). Pero a pesar de esta
desventaja, tienen una ventaja muy atractiva y es que las células dentro de las rebanadas
son extraordinariamente resistentes, sobreviviendo toda suerte de abusos experimentales
tales como anoxia, hipotermia, inmersion en soluciones bizarras y toxicos quimicos sin
perder la capacidad de mantener grandes gradientes transcelulares de sodio, potasio, cloro,
acidos organicos, etc. Todo esto confirma que el tejido renal es capaz de sobrevivir bastante
bien en preparaciones in vitro.



Paralelamente con el desarrollo de las técnicas mencionadas, se realizd6 un importante
trabajo en la fisiologia del transporte, usando membranas epiteliales in vitro, como puede
ejemplificarse con los estudios realizados en piel de anfibios que sin duda son ampliamente
conocidos y calificados (30,31,32,33). Por esa misma época, los neurofisidologos penetraron
axones gigantes de calamar usando electrodos y abrieron la ruta para el conocimiento del
potencial de accion. En 1933, Robert Chambers y Rudolf T. Kempton demostraron que
fragmentos de tibulos mesonéfricos de rifiones embrionarios podian sobrevivir y funcionar
in vitro (34). Subsecuentemente esta preparacion de tabulos separados ha sido
productivamente utilizada por muchos otros investigadores (35,36). Como los axones son
células individuales y aisladas en vez de tubos de células epiteliales y como eran mucho
mas grandes que los tiibulos renales, el éxito con los axones fué bien conocido, y a la vez
permitio otro avance técnico fundamental asociado al hecho de que los tubulos renales
podian ser aislados o separados por diseccién y/o tratamiento enzimadtico: segmentos
individuales de nefrén podian ser prefundidos in vitro (35.37).

Autorregulacion renal. El término historia en el contexto del mecanismo de
retroalimentacion tibuloglomerular (RTG) implica que ciertos desarrollos, observaciones y
acciones, cada una de ellas no relacionadas en el tiempo, y hechas u ocurridas por azar,
crearon las bases para el nuevo concepto de regulacion de la tasa de filtracion glomerular
(TFQG) a través del mecanismo de RTG. Diferentes técnicas y herramientas hicieron posible
probar este concepto en una forma experimental, de manera que el concepto se hizo un
principio identificado y un elemento funcional aceptado que actia en cada nefron y que
contribuye a la funcion integrada del glomérulo y el tibulo. El desglosar las caracteristicas
individuales de cada nefron indico que el sistema vascular del rifion, incluyendo el sistema
glomerular y el sistema tubular, que habian sido descritos como entidades aisladas,
interactuaban mas estrechamente que lo previamente anticipado y que la hemodindamica
glomerular y la dinamica de filtraciéon funcionaban en armonia con el sistema tubular

(38,39).

Uno de los fendémenos mas estudiados de aquellos afios fue la autorregulacion renal. Se
determind que la regulacion del flujo sanguineo era concomitante con la regulacion de la
TFG. La pregunta era entonces: porqué la TFG es constante, porqué la carga tubular de
liquido filtrado y solutos se mantiene constante. Con el conocimiento creciente de los
mecanismos tubulares para reabsorber el liquido y los solutos filtrados, se aclar6 que el
paso metabolicamente limitado en el proceso de recambio de fluido en el rifidon (liquido
filtrado y liquido reabsorbido) es la reabsorcion de liquido tubular, dependiendo del
complemento energético celular presente. Al conocerse esto, se establecid el término
“capacidad reabsortiva tubular” indicando que el nefron tiene una capacidad limitada para
reabsorber el filtrado. Como consecuencia de esto, se requiri6 de un mecanismo para
ajustar la cantidad de filtrado glomerular a la capacidad reabsortiva tubular. Tal mecanismo
requiere una retroalimentaciéon de informacion desde el sistema tubular al sistema
glomerular.

El concepto presente de un control de RTG de la TFG fue formulado por primera vez en
1963 durante el II Congreso Internacional de la Sociedad de Nefrologia realizado en Praga
(40). Las bases estructurales para tal sistema de control habian sido observadas en los afios
30. Durante este periodo varios observadores ofrecieron diversos hallazgos estructurales del



AYG como intrigantes pistas a las relaciones funcionales entre tibulos renales, glomérulos
y vasos sanguineos. Era un hecho ya conocido desde hacia algiin tiempo que cada tabulo
distal estd estrechamente unido al polo vascular del glomérulo del mismo nefron. La
existencia de esta relacion entre tubulos distales y glomérulos habia sido apreciada
primariamente por Golgi (10); sin embargo, las claras descripciones de la regularidad del
contacto tibulo distal-glomérulo hechas por Peter (11,41) eliminaron toda duda. Peter
mostr6 que el tibulo retorna a su propio glomérulo de tal manera que la porcion ascendente
tubular hace contacto con los vasos glomerulares. También indico que el epitelio del tabulo
en la region inmediata de contacto es de caracteristicas similares a la porcion ascendente
del asa de Henle mas que a la de un verdadero tibulo contorneado distal. Peter ademas
mostré que la porcion contorneada del tibulo distal empezaba unos cuantos cientos de
micras después de la region de contacto. La evidencia electromicroscopica confirmando
esta conclusion acerca de la localizaciéon de la transicion entre las porciones recta y
contorneada del tiibulo distal ha sido presentada sélo recientemente (42.43).

Las bases estructurales para este sistema de control fueron primeramente descritas por
Ruyter (44). El descubrid que algunas células en la pared de la arteriola aferente, diferian
del resto de células musculares lisas, y las describiéo como células mioepitelioides, dado que
ellas provenian de estas mismas células musculares, sugiriendo ademas que podian jugar un
rol en controlar el flujo sanguineo renal. Okkels y Peterfi realizaron lo que probablemente
constituye el primer experimento con un AYG aislado (45). Usando un micromanipulador,
estimularon mecéanicamente diferentes elementos vasculares en y cerca de los glomérulos
de un rifién de rana. Los capilares glomerulares no reaccionaron cuando fueron tocados, sin
embargo, los vasos que estaban inmediatamente afuera del glomérulo respondieron a la
estimulaciéon mecénica contrayéndose. Esto les hizo concluir que el AYG podria jugar un
rol en la regulacion local del flujo sanguineo.

Zimmerman (46) describio el grupo especializado de células epiteliales en la pared de la
porcién cortical gruesa ascendente recta del asa de Henle, que estdn en contacto con el
glomérulo y acuiid para ellas el término macula densa (MD). Por esta misma época,
Zimmerman (46) y Goormaghtigh (47), profesor de patologia en la Universidad de Gante,
independientemente describieron el grupo vecino de células que estan apiladas en capas
entre el tabulo distal y los vasos aferente y eferente. Cinco afios mas tarde, especulando
acerca de la significacion funcional de estas estructuras vasculares y tubulares,
Goormaghtigh (48) las refiri6 como el appareil juxta-glomerulaire (AYG) y postul6 un rol
funcional para la MD. Literalmente, ¢l sugirio, que la macula densa puede servir como “una
placa sensora colocada mas adelante del glomérulo donde pudiera regular automaticamente
la circulacion glomerular de acuerdo a.....el estado fisico-quimico de la orina que pasaba
por alli”. Seguidamente McManus (49) evidentemente estuvo de acuerdo con esta
posibilidad y sugiri6 a los futuros micropunturistas que “algunos experimentos del tipo
hecho por Richards (16) pudieran determinar la condicion en el tibulo distal, sea quimica o
hidrostatica, que afecta el flujo a través del glomérulo”. Mas de 25 afios tuvieron que pasar
antes que los fisidlogos pudieran recoger esta Sugerencia.

El arreglo de los componentes del AYG sugirié a muchos observadores que no s6lo la MD
puede estar en capacidad de controlar el flujo sanguineo renal (FSR) y TFG, sino que
también el AYG podria tener una funcion endocrina. Observando que las células anulares



en las arteriolas glomerulares eran mas numerosas en cortes histologicos de rifiones
isquémicos, Goormaghtigh (50,51,52,53) postuld que estas células eran el sitio de
formacion y secrecion de material hipertensivo renal ahora conocido ser la renina (54,55).

Tubulos renales aislados. Aunque la microperfusion in vitro tiene sus propias limitaciones,
tiene la ventaja sobre otras técnicas descritas, en que todos los segmentos del nefron pueden
ser estudiados y los medio ambientes luminal y peritubular pueden ser selectiva y
especificamente controlados (56,57,58,59,60,61,62,63,64). La técnica de perfundir
segmentos aislados de tubulos renales tiene tres principales ventajas para el fisidlogo renal.
Primero, el investigador puede examinar el transporte epitelial con la libertad de manipular
a voluntad las soluciones externas (lumen y peritubulo) que a menudo son poco accesibles
en la situaciéon in vivo. Segundo, se pueden examinar in vitro segmentos discretos del
nefron, histologicamente bien identificados, de forma tal, que sean reducidas el nimero de
potenciales influencias sobre el proceso de transporte en cuestion. Tercero, se puede
examinar individualmente todos los segmentos tubulares que comprende el nefrén
(inclusive glomérulos aislados), asi como analizar el contenido celular de cada uno de estos
segmentos. Esta técnica ha sido aplicada a tabulos renales de conejo, que fué la especie
primariamente examinada, asi como también raton, rata, hamster, culebra, lenguado, rana,
salamandra y segmentos tubulares extraidos de biopsias de rifiones humanos (39,61,65). En
este conjunto de trabajos que aqui presentamos hemos disefiado y usado diversas
aproximaciones metodoldgicas de tiibulos renales aislados para examinar varios aspectos de
los procesos generales de transporte transepitelial y su regulacion.

AVANCES RECIENTES
Morfologia y fisiologia del aparato yuxtaglomerular renal.

El AYG estd formado por un polo tubular y por un polo vascular. El polo tubular esta
constituido por la MD, que es una placa especializada de células epiteliales localizada en la
parte terminal distal de la cTAL (aproximadamente 0 a 500 pum antes de la transiciéon al
tubulo contorneado distal), donde ésta Ultima pasa a través del angulo entre las arteriolas
aferente y eferente del glomérulo correspondiente. El polo vascular estd formado por las
arteriolas aferente, eferente y por el mesangio extraglomerular. En secciones histologicas, a
region aparece aproximadamente cuneiforme y ningin vaso sanguineo ni linfatico penetra
este complejo celular, continuandose esta region con el mesangio intraglomerular (42,66).

Con el advenimiento de la microscopia electronica, el examen mas detallado del AYG
confirmé un cierto nimero de observaciones previas, corrigido otras y afnadid nuevas
interrogantes acerca de la funcion de éstas células. Ya es totalmente aceptado que el AYG
comprende tres tipos de células especializadas: el disco de células epiteliales en la pared del
tubulo distal que difiere de las células contiguas en la porcion ascendente (células de la
macula densa); la piramide de células adyacentes a la macula densa y que forman el
mesangio extraglomerular (células lacis o0 Goormaghtigh); y las dispersas células en la capa
muscular media de las arteriolas glomerulares (principalmente en la aferente) que difieren
de las tipicas células musculares lisas (células granulares o yuxtaglomerulares). Un
esquema detallado mostrando todas estas estructuras aparece en la figura N° 1.



Debido a que modificaciones significativas en el volumen minuto de plasma filtrado, es
decir, en la TFG, tienen un efecto profundo sobre el subsecuente procesamiento tubular de
este filtrado, deben existir unos mecanismos por medio de los cuales esta TFG es
precisamente controlada. Ejemplos de estos mecanismos son: la respuesta miogénica
vascular renal, el sistema de retroalimentacion tibulo-glomerular, el sistema renina-
angiotensina renal, el sistema quininacalicreina, las prostaglandinas, las endotelinas, el
oxido nitrico y la actividad neural de las terminaciones nerviosas renales. Todos estos
mecanismos constituyen los controles intrinseco o autorregulatorio y extrinseco FSR y de
la TFG (38,68,69).

Autorregulacion o control intrinseco de la circulacion renal.

La autorregulacion se define como la propiedad intrinseca que tiene un 6rgano, tal como el
riidn, para mantener su flujo sanguineo ajustadamente constante a pesar de la presencia de
cambios en la presion arterial de perfusion (70). Esto implica que la regulacion del FSR
puede ocurrir independientemente de influencias externas, tal como la actividad neural o las
hormonas. Es mas, ya que la extraccion renal de oxigeno, relativa al FSR es pequetia (10%
- 15%), es improbable que el metabolismo renal per se sea el mecanismo responsable de
dicha autorregulaciéon. Como la demanda renal de oxigeno requerida para los procesos
tubulares de transporte es una funcion del FSR, es mas probable que el éxito de la
autorregulacion sea regular el FSR. La evidencia acumulada hasta la fecha confirma esta
conclusiéon y ademas indica que la autorregulacion del FSR ocurre tanto en la region
cortical como en la region medular del rindn. Sin embargo, se ha mostrado que la
autorregulacion del flujo sanguineo medular ocurre sobre un rango mas estrecho de presion



arterial, cuando se compara con la autorregulacion del flujo sanguineo renal total (71). Este
efecto asimétrico de cambios en la presion arterial sobre el flujo sanguineo cortical y
medular puede en parte explicar la relacion entre presion y diuresis asi como también la
osmolaridad urinaria reducida después de una expansion del volumen del liquido
extracelular.

Para estudiar los procesos por medio de los cuales el FSR y la TFG son reguladas, se
pueden disefiar experimentos que determinen la respuesta del riiién a variaciones en la
presion arterial cuando se eliminan los efectos de control que realizan los factores
extrinsecos a este organo. En estos experimentos, los nervios renales se seccionan y los
efectos de aminas simpaticomiméticas se eliminan sea por el uso de agentes bloqueantes o
por remocion de la médula adrenal. La presion arterial renal se puede elevar por
estimulacion del sistema nervioso simpatico o disminuir por pinzamiento parcial de la aorta
dorsal por encima del origen de la arteria renal. Los resultados que se obtienen en
experimentos de este tipo pueden observarse en la figura N° 2. Sobre el rango de presion
arterial de 80 a 200 mm Hg, tanto el FSR como la TFG se mantienen relativamente
constantes. Por lo tanto, en ausencia de influencias extrinsecas, los mecanismos intrinsecos
renales son capaces de autorregular estos dos parametros.

Esta respuesta autorregulatoria del rifion ha sido clara y ampliamente documentada, pero el
o los mecanismos responsables de tal funcion, aun eluden nuestro entendimiento. Como los
cambios en el FSR tienen un profundo efecto sobre la TFG, es homeostaticamente benéfico
prevenir cambios grandes en la TFG y por lo tanto en la excrecion de agua y sales
secundaria a cambios en la presion de perfusion renal. Es por esto, que es probable que la
regulacion del FSR sea una consecuencia de la autorregulacion de la TFG. Esto puede ser
alcanzado principalmente por tres mecanismo: el sistema miogénico, el sistema de
retroalimentacion tibulo — glomerular (RTG) y el sistema renina - angiotensina local (67).



El mecanismo miogénico comprende el control de la contraccion del musculo liso a nivel
de la vasculatura preglomerular renal en respuesta a cambios en la presion de perfusion
renal. En otras palabras, este mecanismo actia amortiguando cambios en el FSR y la TFG
en respuesta a cambios abruptos en la presion arterial sistémica Este mecanismo aparece
como el mas efectivo cuando la presion arterial media excede el umbral normal de presion
de 90 mm Hg.

El mecanismo de retroalimentacion tubulo-glomerular (RTG) comprende el control
selectivo de la resistencia de las arteriolas pre- y post-glomerulares en respuesta a cambios
en el flujo tubular distal. Este mecanismo act@ia para estabilizar la TFG dentro del rango
normal de presion arterial sistematica entre 80 y 120 mm Hg. Bajo condiciones normales y
presion arterial normal el mecanismo de RTG constituye cerca del 50% de compensacion
autorregulatoria en respuesta a cambios en la presion sanguinea en el intervalo alto de
presion (90 a 120 mm Hg) y cerca de 30% en el intervalo bajo de presion (90 a 80 mm
Hg). La RTG sirve para estabilizar la tasa de flujo tubular distal, un factor que puede
contribuir a la preservacion del gradiente longitudinal vertical medular y por lo tanto
regular osmolaridad final de la orina. Los mecanismos miogénico y de RTG, trabajan en
serie, actuando como mecanismos de control grosero y fino, respectivamente, que
estabilizan la TFG y regulan el volumen y la composicion de los liquidos corporales.

Finalmente el mecanismo renina-angiotensina, es activado cuando la presion arterial
sistémica cae por debajo de 80 mm Hg. Este mecanismo sirve para proteger al individuo de
hipotensiones que comprometen su vida y contribuye aproximadamente al 20% de la
compensacion autorregulatoria en el limite inferior del rango de presion autorregulatoria.

En la figura N°3, se hace un intento para integrar evidencia experimental existente hasta el
momento, dentro de un concepto de autorregulacion multifactorial de la TFG (73).



Como acabamos de mencionar, parece que hay al menos tres mecanismos importantes que
contribuyen a la autorregulacion de la TFG: el mecanismo de retroalimentacion tibulo-
glomerular (RTG), alteraciones en la resistencia vascular glomerular las mediadas por
angiotensina II (sistema renina-angiotensina local) y el componente miogénico propuesto
inicialmente por (74). EI RTG parece jugar papel importante a presiones arteriales entre 80
y 100 mm Hg y tener un rol crecientemente importante a medida que se eleva la presion
arterial. La angiotensina II producida secundariamente a la secrecion de renina dentro de la
sangre produce cambios en la resistencia, particularmente de la arteriola eferente, que se
hacen muy importantes a presiones arteriales por debajo de 100 mm Hg. El mecanismo
miogénico probablemente opera sobre todo el rango de presion, produciendo
vasoconstriccion arteriolar aferente a presiones arteriales altas y vasodilatacion arteriolar
aferente a bajas presiones arteriales. Estas contribuciones de los tres mecanismos
implicados, se muestran esquematicamente en la figura N°3. La barra rayada
horizontalmente muestra la relacion TFG- Presion Arterial que ocurriria sin ningiin control
de resistencia (No Control). La barra rayada verticalmente indica autorregulaciéon completa
(Autorregulada). Suponemos que a una presion arterial de 150 mm Hg, el desplazamiento
de la TFG desde el valor de No Control al valor Autorregulado requiere ambos
componentes miogénico (M) y RTG. A presion sanguinea normal, que coincide con el
supuesto punto de trabajo del componente miogénico, el pequefio desplazamiento de la
RTG hacia el valor autorregulado se alcanza solamente gracias al funcionamiento del RTG.
A una presion de cerca de 80 mm Hg, el RTG no contribuye a la autorregulacion; a esta
presion la TFG es controlada por una vasodilatacion miogénica aferente (M) y una
vasoconstriccion eferente dependiente de angiotensina II.

Los demas sistemas de control humorales y nerviosos arriba mencionados no contribuyen a
la autorregulacion del FSR y la TFG; en todo caso constituyen los mecanismos extrinsecos
que controlan la circulacion renal y la reabsorcion del agua y las sales. De todos los
mecanismos mencionados el sistema de RTG parece ser el de mayor importancia
fisiologica en el rango de presion normal y es un mecanismo adaptativo que sirve para
mantener un balance entre la TFG y la reabsorcion tubular adecuada que logra mantener el
volumen de liquido extracelular del individuo.

Retroalimentacion tubulo - glomerular:

Es conocido que la cantidad de agua y solutos que llegan a los tibulos contorneados
distales y los conductos colectores (el asi llamado “nefron distal”) estd determinada por dos
mecanismos interrelacionados que estabilizan el balance entre la TFG y la tasa de
reabsorcion de filtrado en el tibulo proximal y en el asa de Henle (el asi llamado “nefron
proximal”). El primero es el mecanismo de retroalimentacion tubulo-glomerular (RTG),
que disminuye la TFG en respuesta a un aumento en la concentracion de NaCl a nivel de la
macula densa (MD) por encima de su valor normal, causado por una disminucion en la
reabsorcion de agua y NaCl en el nefron proximal, o causado por un aumento primario en
la TFG. El segundo es un aumento adaptativo en la reabsorcién proximal de agua y NaCl
en respuesta a un aumento espontdneo en la carga filtrada, un fendémeno conocido como
balance glomérulo-tubular (BGT). En términos de regulacion neuronal, el RTG actia como
un mecanismo de retroalimentacion negativa, que ajusta la TFG para compensar una



inadecuada reabsorcion de filtrado en el nefron distal, mientras que BGT actia como un
mecanismo de prealimentacion positiva para aumentar la reabsorcion en el nefrén proximal
en respuesta a un incremento en la TFG. Ambos mecanismos son reajustados con
maniobras que reducen el volumen extracelular. Asi, en una hemorragia aguda se espera
que aumente la eficiencia de la respuesta del RTG. Existe una gran cantidad de evidencia
acumulada que indica que el mecanismo de RTG opera a través del aparato
yuxtaglomerular (69).

El concepto de regulacion de RTG de la TFG, fue inicialmente propuesto por Thurau (40).
Este mecanismo ajusta la TFG en respuesta a la capacidad reabsortiva del nefron. La
constancia de la TFG a pesar de los aumentos de la presion arterial sistémica, parecen ser
una consecuencia de una constante capacidad reabsortiva del epitelio tubular. Sin embargo,
a pesar de la gran cantidad de evidencia acumulada en los tltimos 30 afios, probablemente
no es una exageracion decir que mucha de ella es circunstancial o inferencial, debido a la
inaccesibilidad del AYG, (asiento anatomico de este mecanismo de RTG) para una
investigacion mas directa; por lo tanto las respuestas finales a los aspectos que ain no
estan claros - la naturaleza precisa de la sefial tubular y su deteccion por la macula densa, la
naturaleza detallada de su transduccion dentro del AYG, y la mediacion de la respuesta
vasoactiva - tienen que ser evaluadas por nuevos impulsos teéricos y metodologicos, como
los que vamos a describir aqui (38,39,68,69,75,76).

Mecanismo de retroalimentacion tubulo - glomerular:

La informacion obtenida hasta el presente concerniente al mecanismo por el cual cambios
en la composicion del liquido tubular resultan en cambios en la TFG proviene de estudios
de micropuncién (69). Como el AYG estad situado debajo de la superficie de la corteza
renal, es inaccesible a la micropuncion y a cualquier otro estudio directo de estas células in
situ.

Este aparato parece funcionar como una unidad regulatoria que, a través de las células de la
MD, es capaz de detectar la concentracion de NaCl en el liquido tubular distal. El sistema
es activado cuando concentracion de electrolitos aumenta, llevando a reduccion en la
presion capilar glomerular y en la TFG a través de la activacion del mecanismo de RTG. La
manera como las células de la MD pueden participar detectando y transmitiendo
informacion a las estructuras vasculares y glomerulares, es alin una incégnita. Por tanto es
deseable aislar y perfundir in vitro el segmento tubular renal que contiene a la MD con su
glomérulo adherido.

Transporte celular de agua y iones en el aparato yuxtaglomerular: Regulacion de
volumen celular en la macula densa.

Para eliminar estas limitaciones de una aproximacion experimental in situ, hemos
desarrollado una preparacion in vitro, usando para ello el segmento aislado de la cTAL, que
contiene una placa de MD con su glomérulo adherido (75,77,78). Con esta técnica hemos
evaluado comportamiento general de las células de la MD en medios iso- y anisosmoticos,
asi como pardmetros electrofisiologicos (79,80,81). Nuestros resultados concuerdan con la
idea de que las células de la MD tienen una relativamente baja permeabilidad al agua y
tienen la propiedad de absorber NaCl a través de un mecanismo sensible a furosemida y



localizado en la membrana apical. Las células de la MD tienen también mecanisnos
regulatorios muy rdpidos que mantienen el volumen celular durante reducciones en la
osmolaridad extracelular. Este transporte de sustancias no es afectado por vasopresina. En
resumen, estas células, usando propiedades basicas de transporte que normalmente ocurren
a este nivel distal del nefron, provocan cambios en la concentracion de NaCl y en la
tonicidad intersticio yuxtaglomerular que posteriormente son detectados por las células
mesangiales extraglomerulares para ulteriormente producirse una regulacion de la
TFG(80,81).

Esta bien establecido que el mecanismo de RTG, que opera en cada nefron, entre un
segmento tubular nefrén distal y su propio glomérulo, es muy importante para la
autorregulacion renal de la tasa de filtracion glomerular asi como para la homeostasis de los
liquidos y electrolitos corporales. Como acabamos de decir, se ha sugerido que el AYG es
el sitio anatdémico del mecanismo de control del mecanismo de RTG, ya que alli se observa
una intima relacion anatomica entre las células epiteliales tubulares altamente
especializadas de la MD, las células mesangiales extraglomerulares del intersticio
yuxtaglomerular y las células musculares de las arteriolas aferente y eferente glomerulares
(66). Sin embargo, a pesar de los muchos intentos que se han realizado para obtener
evidencia directa de este mecanismo de control, éstos han sido infructuosos debido a la
inaccesibilidad anatomica del AYG. Todos estos intentos se han realizado utilizando
técnicas micropuncion in vivo y observacion microscopica AYG (69).

El uso de la técnica de perfusion in vitro de segmentos tubulares aislados del nefron ha sido
exitosa en el estudio de las diversas funciones que tiene cada segmento nefron. Mas aun, las
caracteristicas funcionales de las células de los tibulos renales pueden ahora ser
directamente evaluadas usando técnicas cuantitativas de microscopia de luz [microscopia
de contraste de interferencia diferencial (DIC o nomarski) y microscopia de fluorescencial.
Paralelamente a estas técnicas, también se han desarrollado las técnicas de microscopia de
imagenes intensificadas de video y procesamiento digital de iméagenes, que finalmente han
provisto al fisi6logo de una herramienta poderosa para cuantificar las concentraciones
ionicas intracelulares en un determinado segmento tubular o en un grupo celular especifico,
como por ejemplo las células de la MD, del mesangio extraglomerular o las células
musculares endoteliales de las paredes arteriolares (75,77,78,80,81).

Preparacion in vitro del aparato yuxtaglomerular:

Con el fin de evitar las limitaciones de la preparacion in vivo para evaluar la operacion del
mecanismo de RTG, es necesario obtener una preparacion in vitro adecuada. La experiencia
lograda de nuestros estudios en tibulos proximales y con técnicas similares a las usadas en
esos segmentos (57,59,60,61,64,82) fue posible disefiar métodos de microdiseccion para
aislar en forma individual un aparato yuxtaglomerular a partir de una rebanada de rifion de
conejo. El especimen disecado consiste de un segmento de ¢cTAL que incluye a la MD
unida a una pequena porcion de tabulo contorneado distal, el glomérulo adherente y dos
segmentos de arteriolas aferente y eferente. Con esta aproximaciéon experimental es posible
microperfundir tanto el polo vascular como el polo tubular y nos permite estudiar
directamente el AYG sin influencia de factores sistémicos hemodindmicos y/o humorales.



Mas aln, imagenes de las arteriolas aferente y eferente pueden ser continuamente
monitoreadas y almacenadas para ser posteriormente evaluadas (75,77,78,80,81,83).

Nuestro principal interés con esta preparacion es evaluar directamente la cadena de eventos
que estdn ocurriendo cuando el mecanismo de RTG es activado. Para estimular el
mecanismo de RTG, es necesario que las células de la macula densa detecten la
concentracion de NaCl del liquido tubular. Luego esta informaciéon pasa a las células
mesangiales extraglomerulares y de alli a las células de la musculatura lisa en la pared de la
arteriola aferente. La arteriola aferente reacciona produciendo vasoconstriccion (cuando la
concentracion de NaCl aumenta en el liquido tubular) o liberacion de renina (cuando
disminuye la concentracion de NaCl). Nuestros hallazgos previos apoyan la idea de la
existencia de un mecanismo de cotransporte que puede ser postulado como el paso inicial
de deteccion de NaCl que usa el mecanismo de RTG (75,77,78,80,81).

Nuestros resultados también indican que no hay grandes cambios en la concentracion
celular de calcio en la macula densa cuando se realizan maniobras que se conoce afectan el

mecanismo autorregulatorio de la tasa de filtracion glomerular en cada nefron
(76,80,81,84,85,86).

Posiblemente otros mecanismos, tales como el propio transporte de electrolitos, cambios en
la concentracion de cloro en el intersticio yuxtaglomerular, produccion de adenosina libre o
cambios en los niveles yuxtaglomerulares de angiotensina II u otros mediadores
vasoactivos, pueden constituir la sefial que permita proceder con el resto de eventos
desarrollados por el aparato yuxtaglomerular para controlar la tasa de filtracion glomerular
(69,80,81.84,85,86,87).

Por lo tanto, procedimos a obtener una preparacion in vitro que emule el mecanismo de
RTG (83) y con la ayuda de la microscopia de imagenes intensificadas de video pudimos
visualizar y cuantificar las concentraciones idnicas intracelulares (cloro y calcio) en la
macula densa, mesangio extraglomerular y células musculares de las arteriolas aferente y
eferente con visualizacion simultanea de la concomitante contraccion muscular. Con esta
aproximacion se tiene una visualizacion directa del mecanismo TGF y se pueden analizar
los posibles mecanismos de transduccion que ocurren entre la MD, las células mesangiales
extraglomerulares y las células efectoras de las arteriolas aferente y eferente del aparato
yuxtaglomerular (76,80,81,84,85,86,87.88,89,90).

Concentracion citosdlica de calcio y cloro en las células de la macula densa y del asa
cortical gruesa ascendente del asa de Henle.

Se han desarrollado técnicas fluorescentes que nos permiten medir las variaciones de las
concentraciones ionicas de calcio y de cloro ante diversas situaciones experimentales
(76,84,85,86,87,89,90).

Se ha sugerido que la activacion de las células de la MD puede tener que ver con cambios
en la concentracion citosolica de calcio, como un eslabén en la cadena de eventos que
llevan a la activacion de mecanismo RTG y a la liberaciéon de renina. Se investigo la
concentracion de calcio con Fura-2, usando un sistema digital de imagenes midiéndolo en



la MD y en las células vecinas de la cTAL. Consideramos que los pequefios cambios
observados bajo diferentes maniobras experimentales no pueden ser responsables de la
liberacion de renina o de la completa inactivacion del mecanismo RTG (76,85,86).

Se cree que el transporte de cloro a través de las células de la macula densa es un factor
importante dentro del mecanismo de RTG y en la liberacion de renina mediada por estas
células. En este estudio segmentos de asas corticales gruesas ascendentes de Henle
conteniendo a la macula densa y su glomérulo adherente fueron cargados con el fluoréforo
SPQ, sensible a cloro. Las concentraciones intracelulares de cloro de estos dos tipos
celulares se determinaron usando microscopia de imagenes intensificadas de video y
procesamiento digital de imagenes que miden la intensidad de la fluorescencia emitida por
el SPQ.

En presencia de alta concentracion de NaCl en la luz tubular y el bafio la concentracion de
cloro en las células de la MD y de la cTAL fue de 59 mM y 69 mM, respectivamente.
Cuando el supuesto cotransportador Na-2CIl-K luminalmente localizado era bloqueado por
adicion de furosemida, el cloro citosélico se redujo en ambos grupos celulares a 29 mM y a
13 mM, respectivamente. Una reduccion en el NaCl luminal a 30 mM también disminuy6
el cloro en ambos grupos celulares. La adicion basolateral del bloqueador NPPB de los
canales de cloro aument6 el cloro en las células de la MD y en las células de la cTAL.
También se encontrd que a pesar de estar bloqueados los canales basolaterales de cloro por
accion del NPPB, se mantenia parcialmente el transporte de €l a través de esta membrana,
dando asi otra evidencia més de un segundo mecanismo de expulsion de cloro de estas
células, probablemente a través de un cotransporte de KCI.

Estos resultados en conjunto apoyan la nocidon de que existe una estrecha interrelacion entre
el cotransportador luminal de Na-2CI-K y la conductancia basolateral de cloro que regula la
concentracion citosodlica de cloro en estos dos grupos celulares y por lo tanto el transporte
de NaCl a través de ellas. Estos resultados también indican que la deteccion luminal del
NacCl por las células de la macula densa puede ser muy importante en el mecanismo de
RTG y la liberacion de renina (86,89,90).

Accion diferente de la angiotensina Il y la noradrenalina sobre la concentracion de
calcio citosolico en arteriolas aferentes perfundidas. Accion sobre la arteriola eferente.

Las propiedades contractiles de la arteriola aferente tienen una importante funcién en la
regulacion del flujo sanguineo renal y la TFG. Las distintas partes de la arteriola aferente
muestran una gran heterogeneidad con respecto tanto a su funciéon como a su morfologia.
La concentracion arteriolar intracelular de calcio es probablemente uno de los principales
factores que disparan la contraccion de las arteriolas y la liberacion de renina. En este
estudio arteriolas aferentes aisladas y perfundidas se cargaron con el fluoréforo Fura-2
sensible a calcio. La concentracion citosolica de calcio en las células musculares lisas se
determind usando microscopia de imagenes intensificadas de video y procesamiento digital
de imagenes para medir las relaciones 340/380 nm de intensidades de la fluorescencia
emitida por el Fura-2. De forma similar se usé el mismo disefio experimental al empleado
para la porcidn tubular de esta preparacion, pero ahora haciendo las determinaciones en la
arteriola aferente (76,83,85,86,91).



En cada experimento se hicieron medidas en condiciones control cada 15 s durante 150 s.
Luego, el bafio se cambid rapidamente por otro que contenia la sustancia vasoactiva que iba
a ser probada y se repetian las medidas en los siguientes 150 s. Se esperaba un periodo de
5-10 min para la aplicacion de una segunda droga. Durante la adicion de cada droga se
evalud la concentracion de calcio celular tanto proximal como distalmente (en los tltimos
50 pum junto al glomérulo) en la arteriola aferente y también en el mesangio
extraglomerular que rodea esta parte terminal de la arteriola. Durante el periodo inicial
control con alta concentracion de NaCl en el lumen y en el bafio la concentracion citosolica
de calcio fue distinta en cada una de las tres areas evaluadas. Hubo menor concentracion de
calcio en el segmento proximal que en el distal. La mayor concentracion de calcio se
encontrd en el mesangio sugiriendo que estas células, que tienen origen muscular, tienen
siempre un estado activado o mayor tono en comparacion con aquellas otras células
musculares localizadas en la arteriola aferente.

Cuando se anade noradrenalina al bafio, se produce una contraccién a todo lo largo del
segmento arteriolar proximal y un concomitante pico de aumento en el calcio celular (en los
primeros 15 s) seguido por un nuevo nivel de meseta alcanzado después de 90 a 150 s. En
el segmento arteriolar distal no hubo contraccion y sélo se observé un significativo pico de
aumento regresando rapidamente al valor control inicial. Cuando se afiade al bafio
angiotensina Il se observa una contraccion arteriolar localizada distalmente y
concomitantemente un significativo pico de aumento en el calcio. Después de este pico, el
calcio regresa inmediatamente a su valor control. Nunca observamos contraccion arteriolar
proximal cuando se aplico angiotensina II. Ni la noradrenalina ni la angiotensina
produjeron aumentos en la concentracion de calcio celular mesangial. Los resultados
presentes indican que tanto noradrenalina como angiotensina I pueden contraer y aumentar
el calcio celular arteriolar pero que hay diferencias en el curso temporal y en el sitio de
accion dentro del aparato yuxtaglomerular (84).

Estas observaciones en la arteriola aferente se completaron con las medidas realizadas en
estas mismas condiciones experimentales en la arteriola eferente. La aplicacion tanto de
noradrenalina como de angiotensina llevaron a un aumento en la concentracion citosolica
de calcio y a una contraccion de las células musculares arteriolares en toda su longitud.
Estos experimentos indican que ambas sustancias vasoactivas actian en una forma similar a
todo lo largo de la arteriola eferente, mientras que en la arteriola aferente estas acciones no
estan igualmente distribuidas (88).

Activacion del mecanismo de retroalimentacion tubulo-glomerular en una preparacion
in vitro del aparato yuxtaglomerular:

En esta parte se investigd la contraccion de la arteriola aferente y los cambios
concomitantes en el calcio celular arteriolar cuando las células de la macula densa eran
sometidas a una estimulacion del mecanismo de RTG (variaciones en el transporte de NaCl
a través de las células de la MD). Al inicio de cada experimento se bafiaba a la preparacion
con una solucion de alta concentracion de NaCl con furosemida, haciéndose medidas de
control por lo menos durante 5 min. Luego esta solucion era cambiada instantaneamente
por otra conteniendo alto NaCl sin furosemida y se median el didmetro arteriolar y la



concentracion celular de calcio durante los siguientes 10 min. De la misma forma que en el
trabajo anterior se evalud proximal y distalmente en la arteriola asi como en el mesangio
extraglomerular. Como la solucion del baio tiene libre acceso al area de la MD, se puede
inferir que inicialmente la furosemida bloquea el mecanismo de RTG y su posterior
remocion permite una activacion del mismo. Bajo estas condiciones de estimulacion
fisiologica del mecanismo de RTG, cuando se remueve la furosemida del bafio, se observa
un pico de aumento significativo de la concentracion de calcio celular en la porcion distal
de la arteriola aferente y en el mesangio. Al mismo tiempo hay una contraccion visible de
esta misma region distal mientras que no se observa contraccion ni cambio en el calcio
celular en la porcion proximal de la arteriola. Cuando se afiade angiotensina II a la solucién
que contiene furosemida, se observa contraccion de la porcion distal, mientras que el calcio
celular tiende a ser mayor que sin angiotensina II (83).

Los resultados presentes muestran que la estimulacion del mecanismo de RTG producen un
pequefio aumento del calcio celular con una contraccidon visible del terminal distal de la
arteriola aferente. Esta respuesta contractil de la arteriola aferente en una preparacion in
vitro doblemente perfundida (via del lumen tubular y del lumen arteriolar) ha sido
previamente descrita por Ito y Carretero (92). El método presente representa una nueva y
mas simple aproximacion para estudiar la respuesta del mecanismo de RTG en una arteriola
aferente aislada e in vitro con su glomérulo adherido a través de la placa de la MD. Esta
parte del trabajo también la hemos completado con las medidas realizadas en estas mismas
condiciones experimentales en la arteriola eferente, donde no se observa contraccion ni
aumento del calcio arteriolar bajo estas condiciones (83).
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