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RESUMEN

Se presenta un nuevo procedimiento para la visualizacion de Ja estructura renal, basado en la aplicacion “in
vivo” de tres fluorocromos: Rodamina 6G0, Fosfina 3R y Tioflavina S, de los que los dos primeros se inyectan
por via yugular con 10 minutos de intervalo entre ambos y el Wltimo por via transureteral en sentido
antidrémico. La técnica propuesta permite distinguir, por observacién directa mediante microscopia de epi-
fluorescencia, la disposicién y situacién de los diversos elementos renales, pudiendo distinguir partes vascula-
res y tubulares, sacando conclusiones sobre el funcionalismo renal en lo referente a estasis venoso, continui-
dad funcional tubular, posibilidad de paso a trav€s de capilares glomerulares y discriminacién de nefronas fun-
cionales, semifuncionales y afuncionales, después de ser inducida (de forma experimental en ratas) una
hidronefrosis monolateral por oclusién ureteral de diverso plazo.

Palabras clave: Fluorocromos, Rodamina 6GO0, Fosfina 3R, Tioflavina S, Hidronedrosis, Glomérulo,
Rifén.

SUMMARY

A new technique for visualizing the renal structure based on the use “in vivo” of three fluorochromes is
developed. Two fluorochromes (Rhodamine 6G0 and Phosphine 3R) are injected through yugular pathway
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with 10 minutes interval between them, and the third one (Tioflavine S) is injected in the kidney via transure-
teral. This technique allows to observe directly through epifluorescent microscopy the assay and localization
of renal elements, and 1o obtain conclusions about renal physiology in relation to venous “estasis”, tubular
functional continuity, flux ability through glomerular capillaries, as well as the discrimination between
functional, half-functional or non-functional nephrones after ureteral occlusion experimentally induced of
monolateral hydronephrose in rats during increasing periods ot time.

Key words: Fluorochromes, Rhodamine 6G0, Phosfine 3R, Tioflavine S, Hydronephrosis, Glomeruli,
Kidney.

INTRODUCCION

Desde el punto de vista morfolégico-funcio-
nal, la hidronefrosis ha sido estudiada con inte-
rés desde hace mucho tiempo, habiéndose reali-
zado ensayos en animales sometidos a un esta-
do de hidronefrosis artificial transitoria o per-
manente por medio de ligadura ureteral. (Wat-
chi y Alteman, 1970, Wilson, 1975; Craven et
al. 1972; Schwartz et al., 1977; Nufez, 1986;
Moyano et al., 1987).

Las investigaciones sobre la actividad fun-
cional y la morfologia estructural renal se han

FiGura 1.

venido desarrollando por estudios clinicos y
técnicas histoldgicas cldsicas. No obstante,
también se han desarrollado técnicas fisiol6gi-
cas de cierta complicacién, aplicadas a cada
caso en particular, entre las que cabe destacar
las microesferas radioactivas para estudios de
cambios hemodinamicos e, indirectamente, para
recuento glomerular (Chevalier, 1983). Un nue-
vo método para visualizar vasos aferentes, efe-
rentes y capilares glomerulares in vivo, es el ba-
sado en la produccion de hidronefrosis post-is-
quémica a fin de provocar la destruccién del
sistema vascular renal preservando porciones

Tres imagenes pertenecientes al mismo campo de la superficie de corte de un rifén de un animal

control. 1A) Luz de excitacion verde, fluorescencia anaranjada de R6GO en tibulos contorneados distales y
asas de Henle. 1B) Luz de excitacion azul, fluorescencia verde brillante de F3R en glomérulos y arteriolas afe-
rentes. 1C) Luz de excitacién violeta, fluorescencia azul palido de TS en tubo colector. x150.

FIGURA 2. Superficie de corte de rifién hidronefrético de 6 dias de oclusién ureteral. Semifuncionalidad de
primer orden. 2A) R6GO0 en glomérulos, al iluminar con luz verde. 2B) F3R en los mismos glomérulos que la
imagen anterior, al iluminar con luz azul. x150.

FIGURA 3. Superficie de corte de rifion hidronefrético de 12 dias de oclusién ureteral. Semifuncionalidad de
segundo orden. 3A) Luz de excitacion verde, R6GO presente en glomérulos. 3B) Luz de excitacion azul, no se
observa la fluorescencia correspondiente a la F3R. x150.

FIGURA 4. Superficie de corte de rifién hidronefrético de 18 dias de oclusion ureteral. 4A) La R6GO esta
presente en glomérulos semifuncionales de segundo orden al iluminar el campo con luz verde. Parénquima
renal reducido a una pequeiia franja vertical. 4B) Iluminacién con luz violeta, no observdndose estructuras
glomerulares ni tubulares. x150.

FIGURA 5. Superficie externa de rinén hidronefrético de 24 dias de oclusion ureteral. 5A) Iluminacién con
luz verde, la R6GO aparece en glomérulos semifuncionales de primer y segundo orden y en arteriolas aferentes
que se entrecruzan debido a la expansién hidronefrética. 5B) Iluminacién con luz azul, F3R en glomérulos
semifuncionales de primer orden. x150.
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del cértex (Steinhausen et al., 1983) y la inyec-
cién de tina china in vivo también ha sido utili-
zada para la numeracién de glomérulos (Cheva-
lier, 1982).

De esta forma, el estudio del comportamien-
to individual in vivo de las nefronas no requiere
técnicas complicadas o costosas que, ademds,
consumen mucho tiempo en su realizacién
(Poujeol et al., 1975).

En el presente trabajo se ha estudiado el
funiconalismo renal en roedores tras la inte-
rrupcion experimental monolateral del flujo renal
dentro de una investigaciéon mas general sobre
la aplicacién in vivo de fluorocromos como
método para la determinacién del estado fun-
cional de diversos 6rganos (Soler et al., 1982;
Soler, 1985; Nuifiez et al., 1988) y como una
nueva técnica para la coloracién in vivo de di-
versos tipos de tejidos (Nufiez et al., 1980).

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se han utilizado 50 ratas macho
(raza Wistar), cuyo peso oscilaba entre 200 y
400 g. que se mantuvieron en condiciones de
fotoperiodicidad natural, recibiendo una dieta
estdndar de laboratorio y agua ad libitum. De
las 50 ratas, 10 fueron destinadas a controles y
al resto se les practicé una hidronefrosis experi-
mental, distribuyéndose en 4 grupos de 10 ani-
males cada uno, durante 6, 12, 18 y 24 dias de
oclusién ureteral.

Tanto los animales controles como experi-
mentales fueron pesados a diario (desde la in-
tervencion hasta el dia de sacrificio).

Ligadura del conducto ureteral. Una vez
anestesiado el animal por inhalacién de vapores
de éter y situado en posicién de deciibito supi-
no, se procedié a la exposicién del rifién tras
incisién longitudinal de la parte abdominal. El
uréter se identificé cuidadosamente bajo un
estereomicroscopio, ligdndose en su porcion
distal del tercio superior. A continuacién se
procedio a colocar en su sitio las visceras abdo-

minales y a la sutura de las capas musculares y
dérmicas correspondientes.

Fluorocromos. Tras ensayar diversos fluo-
rocromos se eligieron la Rodamina 6G0 (R6GO0),
la Fosfina 3R (F3R) y la Tioflavina S (TS), ya
que cumplian las siguientes caracteristicas:

—

buena afinidad por el tejido renal;

2. emision de fluorescencia detectable a do-
sis bajas;

3. diferente longitud de onda de emisién de

los distintos fluorocromos.

Técnica. 1) Aplicacion intravenosa (via
yugular, bajo anestesia etcétera) de R6GO en
solucién acuosa a la concentracién de 2,5 mg/
ml y a la dosis de 1,5 ml/kg.

2) Intervalo de 10 minutos.

3) Aplicacién (por la misma via) de una
solucién de F3R a la concentracion de 5 mg/ml
y a la dosis de 25 ml/kg (o sea en exceso, pro-
duciendo la muerte casi instantdnea del animal).

4) En algunos casos, aplicacion por via tran-
sureteral antidromica de TS, a la concentracion
de 5 mg/ml y en cantidad que reemplace a la
orina, previamente extraida por puncién. Este
paso, no necesario, requiere la realizaciéon de
una ligadura adicional para evitar su pérdida
por derrame.

5) Extraccién de los rifiones y observacidn,
primero de la superficie renal y, posteriormen-
te, de la superficie de corte tras seccion longitu-
dinal al microscopio de epifluorescencia.

El intervalo de 10 minutos existente entre
ambas aplicaciones intravenosas sucesivas, hace
posible detectar si un determinado glomérulo o
grupo de glomérulos permite o no el paso de
fluidos, sacando conclusiones sobre algunos
aspectos del estado funcional del rifién.

El trayecto seguido por los fluorocromos que
penetran en el interior del cuerpo por via yugu-
lar, recorre la circulacién menor y, tras haber
pasado a la circulacién mayor a través del cora-
z6n, ingresa en el rifién por via de la arteria
renal.
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RESULTADOS

Peso. A lo largo de toda la experiencia, el
peso de los animales no sufre variaciones esta-
disticamente significativas con respecto a los
valores de los animales de control.

Rinon normal. La Rodamina 6GO0, tras cir-
cular por el rifiéon durante 10 minutos aparece
acumulada en las asas de Henle y los tibulos
contorneados distales (Figura 1A). La Fosfina
3R se encuentra en las arteriolas aferentes y
glomérulos ya que al morir el animal el fluoro-
cromo queda detenido en las zonas més proxi-
mas de su entrada (Figura 1B). Por su parte, la
Tioflavina S se observa difusamente en los tubos
colectores, directamente relacionados con la
pelvis renal (Figura 1C).

Ririon hidronefrético de 6 dias. Se obser-
va la presencia de glomérulos que afloran a la
superficie renal como signo de desplazamiento
de las estructuras corticales como consecuencia
de la presion central ejercida por la dilatacion a
nivel de la pelvis renal (Figuras 2A y 2B).

La cantidad de glomérulos que muestran la
presencia de Fosfina 3R (Figura 2B) esta redu-
cida en comparacién con los que muestran la
Rodamina 6GO (Figura 2A). El hecho de que
ante una presion mecdnica se obliteren mds
facilmente los vasos venosos que los arteriales
explica que la Rodamina 6G0O no haya podido
pasar del drea glomerular. En algunos gloméru-
los coexiste la fluorescencia de la Rodamina
6GO0 y la de la Fosfina 3R, lo que parece signi-
ficar que en esos glomérulos se encuentra retra-
sada la circulacién sin estar totalmente suprimi-
da. Una hidronefrosis de este grado (6 dias)
hace compatible los dos efectos observados: el
desplazamiento de los elementos estructurales
corticales del rifién y su obliteracién de diverso
grado. En este estado de hidronefrosis se puede
hablar de una semifuncionalidad de primer or-
den de las nefronas.

Rifién hidronefrotico de 12 dias. En este
grado de hidronefrosis, el volumen renal se
encuentra bastante aumentado en algunas zo-

nas. La figura 3A y 3B muestran el aspecto que
presenta la superficie de corte de un rifién en la
zona mas ancha del parénquima. El volumen de
liquido que se almacena en el interior del rifién
hace que la funcién renal esté disminuida, ya
que la hidronefrosis afecta a la totalidad de las
nefronas. Al iluminar con luz verde se visuali-
zan glomérulos de tono amarillo-anaranjado
como consecuencia de la presencia de Rodami-
na 6GO (Figura 3A), circunstancia que no ocu-
rria en los controles. Al iluminar con {uz azul
no se detecta en los glomérulos la fluorescencia
verde brillante correspondiente a la Fosfina 3R
(Figura 3B), como ocurre en los controles. De
estos hechos, se deduce que el segundo fluoro-
cromo no ha penetrado en el glomérulo consti-
tuyendo por lo tanto un estado mds avanzado de
semifuncionalidad, que denominamos semifun-
cionalidad de 2.° orden.

Rinon hidronefrético de 18 dias. Se ob-
serva en la superficie de corte longitudinal una
considerable disminucién del grosor de la cor-
teza renal. Practicamente todas las nefronas son
semifuncionales de primer o segundo orden y la
pérdida de funcionalismo es mds acusada cuan-
to mds superficialmente haya sido desplazada
la estructura de las nefronas (Figuras 4A y 4B).
En este periodo resulta dificil diférenciar las
asas de Henle y el parénquima renal esta consi-
derablemente reducido.

Rinén hidronefrotico de 24 dias. Resulta muy
dificil estudiar la superficie de corte del rifién
para observar los glomérulos, dado el avanzado
estado de alteracién renal, haciéndose necesario
su estudio en superficie. Por transparencia, se
pueden observar glomérulos semifuncionales de
primer y segundo orden en casi toda la superfi-
cie estudiada, siendo frecuente el entrecruza-
miento de las arteriolas aferentes, debido a la
expansion hidronefrética (Figuras SA y 5B).

DISCUSION

La técnica que proponemos pretende apor-
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tar una nueva técnica para la interpretacion de
lesiones renales conocidas, simplificando la
metodologia y afiadiendo datos que, en este caso,
colaboran al enjuiciamiento de la “funcionali-
dad” de las nefronas de una forma mas directa a
cada corpisculo renal en particular, lo que per-
mite sacar conclusiones sobre el grado de alte-
racién funcional de las nefronas y sobre la loca-
lizacién de las areas lesionadas. Ademads, con el
método propuesto, no se hace precisa la mani-
pulacion histolégica de las muestras, permitien-
do el estudio dindmico de la funcién renal, ya
que es factible seguir el discurrir de los fluoro-
cromos por las vias renales.

Otros autores, como Chevalier en 1982, uti-
lizan la inyeccién de tinta china in vivo para el
recuento glomerular, indicando que hay nefro-
nas hipoperfundidas en animales recién naci-
dos, pero totalmente perfundidas en adultos.
Nosotros estamos totalmente de acuerdo con
los resultados de Chevalier, aunque debemos
resaltar que su técnica, aunque muy efectiva,
puede enmascar algunas estructuras o gloméru-
los, lo que se obvia con nuestra técnica, ya que
los glomérulos aparecen iluminados, destacan-
do claramente sobre el parénquima renal, que
aparece como un fondo oscuro.

Por otro lado este mismo autor, en el afo
1983 utilizé microesferas radioactivas para el
recuento glomerular en una técnica no exenta
de complicaciones, pero que rinde abundante
informacién. Con nuestra técnica se evita el
emplear material radioactivo y todo el proceso
de revelado, ya que, en sélo 10 minutos y con la
aplicacién de dos inyecciones intravenosas de
fluorocromos, se puede poner de manifiesto el
estado funcional del rifién.

En nuestros ensayos hemos realizado siste-
maticamente la ligadura en el uréter izquierdo
para normalizar las experiencias y porque la
hidronefrosis espontdnea es mds comin en el
lado izquierdo que en el derecho (Johnston et
al., 1977).

Las alteraciones renales aparecidas tras la
ligadura del uréter, coinciden, en lineas genera-

les, con lo descrito por otros autores (Olsen, et
al., 1976; Johnston et al., 1977; Robert, 1977,
Schwartz et al., 1977, Kira, 1978; Luyulko et
al., 1981; Balahiev, 1982; Chevalier, 1983), lo
que confirma la validez del método propuesto.
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