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RESUMEN: Se estudiaron diversos indices de la funcién renal y parametros vinculados al estrés oxidativo en tejido renal en ratas
macho adultas, durante el esladio temprano de la regeneracion hepética. Se determinaron balances de agua y sodio a los 4 dias
posthepatectomia parcial (HP) (65%). Los parametros hemodindmicos y tubulares fueron analizados a través de técnicas de
clearance. El tejido renal fue homogeneizado para determinar las actividades de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa
(GSH-Px) y catalasa, asi como los niveles de glutation (GSH) v lipoperoxidacian (LPQ). Las ratas HP presentaron una reduccion
de los balances de agua y sodio, con disminucion de la osmolaridad urinaria y de la excrecion de sodio. Esto fue acompanado con
un aumento en la concentracion de aldosterona plasmatica. Las ratas HP mostraron una reduccion de la velocidad de filtrado
glomerular, con aumento de la excrecion fraccional de agua y sodio. La hepatectomia indujo un incremento en los niveles de LPO,
con reduccién de GSH y de las actividades de GSH-Px y catalasa. Este estudio demuestra que la regeneracion hepatica va
acompanada de modilicaciones funcionales renales, asi como de un aumento en el estrés oxidativo en tejido renal.
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SUMMARY. Renal functions and oxidative events in adult male rats with partial hepatectomy. Mahieu, S.'; Gonzalez, M.A.";
Millen, N.*; Contini, M.C.", Elias, M.M. %. Various indices of renal function during the early stage of hepatic regeneration were
studied in adult male rats. Sodium and waler balances were measured four days after partial hepatectomy (PH) (65%). Tubular
and hemodynamic parameters were studied using clearance techniques, Renal tissue was homogenized to determine the activities
of antioxidant enzymes, glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase, and the glutathione (GSH) and lipid peroxidation (LPO)
levels. The PH rats presented a reduction in the urine osmolality and in the water balance, together with a reduction in sodium
excrelion as compared to that in control group. The sodium balance was also decreased. PH group reduced the glomerular filtrate
rate. The Iractional excretion of water and sodium increased in the PH group. PH promoted an increase in aldoslerone. PH induced
an increment in LPO with depletion of GSH, and a reduction of GSH-Px and catalase activily in renal tissue. This study
demonstrates that renal funclions might be altered in the early slages of hepalic regeneration and it is accompanied by the
increase of oxidative stress in renal tissue.
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Introduccion

La falla renal ocurre en 40-80% de pacientes en
el estadio final de enfermedad hepatica y esta aso-
ciada a un prondstico desfavorable (1,2). El desarro-
llo de falla renal en ausencia de causas renales clini-
cas, anatémicas o patologicas es denominado sin-
drome hepato-renal (SHR). Clasicamente, este sin-
drome fue asociado al estadio final de la cirrosis.
Sinembargo, estd reconacido que I falla renal ocu-
rre espontaneamente en aproximadamente el 50%
de pacientes con falla hepética aguda (3) y el reco-
nocimiento que el SHR puede desarrollar en esta
situacion esta ahora especificamente incluida den-
tro de la mas reciente definicion de SHR (4). La falla
hepatica aguda, caracterizada por unainjuria severa
a los hepatocitos o una necrosis hepatica masiva
esta acompanada por una falla renal oligdrica (5) y si
bien usualmente esta presente una alteracion renal
funcional se han reportado casos de necrosis tubular
aguda (6).

En animales de experimentacién se han repor-
tado anormalidades en la funcién renal similargs a
las observadas en falla renal aguda, pocos dias des-
pués de la ligadura del conducto biliar y previa a la
formacion de ascitis (7), asi como en lainjuria hepa-
tica inducida por galactosamina (8).

La reseccion hepatica es seguida de un rapido
crecimiento de los IGbulos remanentes hasta la
restauracion de la masa original. Durante este pro-
ceso se producen modificaciones citoldgicas y fun-
cionales responsables de alteraciones en el meta-
bolismo hepatico, asi como de una disminucién de
|a eficiencia secretoria del higado (9). Ademas se ha
observado durante el proceso de regeneracion he-
patica un incremento en el indice de lipoperoxidacidn
con reduccion en la actividad de enzimas
antioxidantes (10).

Este estudio fue realizado para caracterizar los
cambios funcionales renales y el estado oxidativo
en tejido renal durante la fase inicial de la regenera-
clon hepatica post extirpacion del 65% del tejido he-
patico.

Materiales y método

Se utilizaron ratas machos, adultas, de la cepa
Wistar, con un peso entre 300-350g. Los animales
fueron mantenidos en jaulas metabodlicas a tempera-
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tura controlada (22 + 2°C), con un ciclo luz-oscur-
dad de 12/12 horas y recibieron dieta estdndar y agua
ad libitum. Fueron distribuidos en dos grupos expe-
rimentales.

1. Contro (C) (n=8)

2. Ratas hepatectomizadas (HP) (n=8): ratas
estudiadas después de una hepatectomia parcial del
65%.

Las hepatectomias parciales fueron realiza-
das segun el procedimiento de Higgins y Anderson
(11). Las ratas del grupo HP fueron controladas entre
el 3%y 4° dia de efectuada la cirugia.

Estudios Metabolicos

Los animales del grupo C fueron distribuidos
en jaulas metabdlicas 4 dias previos al estudio de la
funcion renal, mientras que al grupo HP se lo alojd al
concluir 1a cirugia, a fin de obtener la excrecion de
orina asi como laingesta de alimento y agua en 24
horas. El balance diario de sodio fue calculado como
el sodio ingerido menos el sodio excretado. Después
de 2 dias de adaptacion se midieron los balances de
agua y sodio durante 2 dias en el grupo C, y durante
1 diaen el grupo HP

Estudio de la funcidn renal

Los animales de ambos grupos fueron prepa-
rados para estudios de clearance como fuera
descripto antes (12). Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sadico (50 mg/kg de
peso corporal). La vena y la arteria femoral fueron
cateterizadas (P50} y un catéter fue insertado en
vejiga por incision supraplbica. Los animales se
mantuvieron en jaulas de contencion durante todo el
experimento. Por vena femoral se infundié una solu-
cién conteniendo inulina (1g/100 ml), p-aminohipurato
de sodio (0,3 g/100 ml) y solucion salinaisotonica a
unavelocidad constante de 4.1 mi/h usando una bom-
ba de infusion (Sage Instruments, model 341-B).
Después de un periodo de equilibracion de 1 hora, se
obtuvieron muestras de orina durante dos periodos
de 30 minutos y una muestra de sangre por arteria
femoral en el medio de cada periodo. Al finalizar el
experimento se exirajo sangre por puncion cardiaca,
los rifiones fueron removidos rapidamente y coloca-
dos en solucién fisiolégica fria. Este tejido fue utiliza-
do para determinar ¢l estado oxidativo.
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Se midio el volumen urinario por gravimetria y
se determinaron la velocidad de filtrade glomerular
(VFG) porel clearance de inulina, y el flujo plasmatico
renal cortical (FPRC) a través del clearance de p-
aminohipurato (Cl PAH). La fraccién de filtracion (FF)
fue obtenida a partir de estos datos. A fin de estudiar
la funcién tubular se estimaron las excreciones
fraccionales de agua y sodio (EF% H,0y EF% Na).
Se determind la relacion osmolaridad de orina a plas-
ma (U/P). Las concentraciones de aldosterona y
potasio fueron medidas en muestras de suero. La
actividad de las enzimas lactato dehidrogenasa (LDH)
y alanina amino transferasa (ALAT) en suero fueron
usadas para evaluar la injuria hepatica.

Estudios bioguimicos en tejido renal

El tejido renal fue homogeneizado a fin de de-
terminar la actividad citosélica de las enzimas
antioxidantes: glutation peroxidasa (GSH-Px) y
catalasa (CAT), el pool de sulfhidrilos no proteicos
(fundamentalmente glutation ~ GSH) y los niveles de
lipoperoxidacion (LPO).

Para determinar la actividad enzimatica se pre-
pararon homogenados renales con solucion de sa-
carosa 0.25M, conteniendo buffer fosfato 0.03M y
Na,EDTA 0.001M (pH 7.4). La actividad de GSH-Px
fue medida por el método de Paglia y Valentine (13)
y la actividad de catalasa por el método de Beers and
Sizer (14).

El contenido de GSH se evaluo por
espectrofotometria en homogenados preparados con
acido tricloroacético al 5% en HCI 0.01 M segun
Ellman (15). La LPO se midié como especies
reactivas al dcido tiobarbitdrico (TBARS) de acuerdo
almétodo de Okhawa (16), en homogenados prepa-
rados en solucion de KCl al 1.15%. Se determino la
concentracion de proteinas en los homogenados re-
nales por el método de Lowry (17).

Métodos Analiticos

La determinacion de la actividad de LDH y ALAT
fue obtenida con un autoanalizador. La concentracion
de aldosterona fue obtenida por radicinmunoensayo
(kit DPC). Las concentraciones de inulina y PAH en
las muestras fueron determinadas por el método de
Roe (18) y el método de Brun modificado por Waugh
and Beall (19) respectivamente, Las concentracio-
nes de sodio y potasio fueron determinadas por
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fotometria de llama y la osmolaridad se obtuvo con
un osmometro Vapro 5520 (Wescor).

Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la me-
dia = ESM. Entodos los casos fueron comparadas las
medias entre ambos grupos. Se utilizo el test t-Student
para datos no pareados, previo estudio de normalidad
y homogeneidad de varianzas. Cuando estas no fue-
ron satisfechas se utilizo el test de Mann-Whitney. Un
valorde p < 0.05 fue considerado significativo.

Resultados

Las ratas toleraron el procedimiento quirdrgi-
co. Los animales sham no mostraron diferencias con
el grupo control cuando se estudiaron al 4° dia, por lo
que los valores fueron promediados y presentados
comao un solo grupe. El grupo HP mostré una reduc-
cion del peso corporal y un incremento significativo
en las actividades de las enzimas LDH y ALAT enel
4° dia post hepatectomia. Los datos se muestran en
latablad.

Los resultados de los balances de aguay sodio
se pueden observar en la tabla 2. La hepatectomia
redujo la ingesta de alimento y la excrecion de sodio,
con una disminucion de su balance. Asi mismo se
observo una disminucion del balance de aguay de la
osmolaridad urinaria en las ratas HP

La VFG estimada por el clearance de inulina, el
flujo renal cortical estimado por el clearance de PAH
yla FF se presentan en latabla 3. Algunas funciones
hemodindmicas estarian alteradas en la fase tem-
prana de la regeneracién hepatica. La VFG se encon-
tro significativamente reducida, sin cambios en el
FPRC.

La hepatectomia promovié un aumento tanto
enlaEF% H,0 comoen laEF% Na, sin cambios en la
refacion [U/P] ,,...(tabla 3). Esto fue acompanado por
unincremento significativo de 2 concentracion sérica
de aldosterona, sin cambios en las concentraciones
de sodio y potasio (tabla 4).

Los resultados de los estudios bioquimicos en
homogenados de tejido renal se pueden observar en
figura 1. La hepatectomia indujo una reduccion en
las actividades de GSH-Px, y de catalasa, con un
incremento significativo en la LPO y una disminu-
cion en los niveles de GSH.
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Tabla 1: Peso corporal y actividades séricas de LDH y ALAT en los grupos control y con hepatectomia parcial.

Grupos Peso corporal g LDH UA ALAT U/l
C 330 =10 303 + 28 255 =09
(n=28)
HP 285 = 8* 789 + 121* 102.2 = 20.9*
(n=8)
C: control HP: hepatectomia parcial.

LDH: lactico dehidrogenasa  ALAT: alanina amino transferasa
Los parametros fueron controlados al 4° dia post cirugia. Los resultados se expresaron como la media + ESM
* Diferencia significativa respecto del grupo control p< 0.05

Tabla 2: Balances de agua y sodio en los grupos control y con hepatectomia parcial

Grupg V mi/dia Bm mi/dia [Osm] mOsmy/I E"a mmol/dia BN mmol/dia

C 10.3 £ 0.56 17.38 = 0.57 2374 + 59 0.195 = 0.01 0.93 = 0.02
n=8

HP 8.5+ 0.90 13.84 £ 0.99* 1989 = 145* 0.091 = 0.01*  0.67 + 0.05*
n=38

C: control  HP: hepatectomia parcial

V,: volumen urinario; B .- balance de agua; [Osm], : osmolaridad de la orina ; E,: excrecion sodio urinario ; B
1 - balance de sodio

Los parametros fueron controlados entre el 3 y 4° dia post cirugia. Los resultados se expresaron como la media +
ESM.

* Diferencia significativa respecto del grupo control p< 0.05

Tabla 3. Efectos de la hepatectomia sobre la funcion renal.

Grupos VFG Cl PAH FF EF%H 0 EF%Na (U/P)
mi/min 100g  ml/min 100g o

c 0,81 0,02 315=020 029+0012 027 %003 0,17 = 0,03 5,94 + 0,28
n=8

HP 063+003* 342+025 019=% 0013* 050+005* 028+004* 512+0,40
n=8

C: control  HP: hepatectomia parcial

VFG: velocidad filtrado glomerular; CIPAH: clearance de pa-aminohipurato; FF: fraccidn de filtracion; EF%H,0: excre-
cion fraccional de agua; EF%Na: excrecion fraccional de sodio; [U/P] ,,, relacion osmolaridad orina a plasma.

Los parametros fueron controlados al 4° dia post cirugia. Los resultados se expresaron como la media = ESM.

* Diferencia significativa respecto del grupo control p< 0.05
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Tabla 4. Pardmetros funcionales renales plasmaticos en ratas control y con hepatectomia parcial

Grupos Aldosterona pg/ml Na mmal/l K mmol/i
C 330+ 4 1381 =11 4,85 = 0,11
nH=P8 660 =101* 1413+ 08 4,68 + 0,23
n=38
C: control  HP: hepatectomia parcial

Los pardmetros fueron controlados al 4° dia post cirugia, Los resultados se expresaron como la media + ESM.
* Diferencia significativa respecto del grupo control p< 0.05

Figura 1: Efectos de la hepatectomia sobre la actividad de las enzimas antioxidantes glutation peroxidasa (GSH-Px) y
catalasa y los niveles de glutation (GSH) y grado de lipoperoxidacion (LPQ) en tejido renal.

GSH-Px

mc |
SIPH |

nmol NADPH/min.mg
prot
c5B8B8EBE I

nmol MDA/g wet weigtr
-8 8888

C: control  HP: hepatectomia parcial

CATALASA

Los paradmetros fueron controlados al 4° dia post cirugia. Los resultados se expresaron como la media = ESM
* Diferencia significativa respecto del grupo control p< 0.05.

Discusion

Numerosas observaciones sugieren la existen-
cia de una relacién entre el higado y el rindn. Lafalla
renal progresiva caracteristica del SHR pareciera
depender de |a presencia de factores humorales y/o
neurales resultantes de una funcion hepatica altera-
da. Las modificaciones en la funcion renal incluyen

reduccion del flujo sanguineo renal, y velocidad de
filtrado glomerular, retencion de sodio y alteracion
de la capacidad de dilucion (20, 21, 22). Por otra
parte las funciones renales podrian estar alteradas
en los estadios tempranos de dafo hepético previo a
|a formacion de ascitis (7, 23).

En este trabajo se ha caracterizado un modelo
de falla hepdtica aguda en Ia rata, inducida por una
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hepatectomia del 65%, que desarrolla alteraciones
funcionales renales.

Es conocido que una vez producida la
hepatectomia parcial comienza en los Iobulos rema-
nentes un proceso de hiperplasia compensatoria con
modificaciones citolégicas y funcionales que llevan
a alteraciones tanto en el metabolismo hepético como
en la secrecién de compuestos tanto enddgenos
como exogenos (24, 25).

En los animales HP se observo un incremento
en las enzimas utilizadas para evaluar la injuria he-
pdtica, pero no presentaron ascitis.

La hepatectomia disminuyd el peso corporal
debido fundamentalmente a una reduccion en la
ingesta de alimento y agua, lo que llevo a una dismi-
nucion en los balances respectivos. El incremento
en la concentracion de aldosterona inducida en es-
tas condiciones, podria explicar su contribucion al
mantenimiento del balance hidrosalino, asi como a
la reduccioén en la excrecion urinaria de sodio duran-
te su baja ingesta. Asi mismo, el grupo HP mostro
una falla significativa en la concentracién de la orina,
dato que coincide con el obtenido en otros modelos
experimentales (7,23),

La reduccién en la excrecion urinaria de sodio
durante la regeneracién hepatica sugeriria en princi-
pio que la funcion renal estaria preservada, pero tam-
bién podria ser una respuesta ante la reducida ingesta
de sodio en los animales con injuria hepatica.

La hepatectomia indujo una reduccion en la VFG
y FF sin cambios en el flujo plasmatico renal cortical,
lo que estaria indicando un efecto disociado con las
variaciones de este (ltimo. Los cambios en Ia libera-
cion de factores humorales de origen hepatico o
neuronal podrian promaver la disminucién en la VFG,
En este sentido, algunos estudios han demostrado
que otros factores podrian estar involucrados en la
reduccion de la VFG sin cambios proporcionales en
el flujo sanguinea renal (23,26). Se ha sugerido que
eventos independientes de la vasoconstriccion renal
tales como una reduccion de la fraccidn de filtracion
o0 una disminucion en el coeficiente de ulirafiltracion
glomerular (Kf) podrian ser responsables del efecto
antes mencionado (27). Otros modelos tales como
la falla hepdtica aguda inducida por galactosamina
(23) ola ligadura del conducto biliar (7) desarrollan
tanto una disminucion del flujo sanguineo renal como
de la VFG.
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Hay datos que sugieren que un aumento del
desvio intrahepatico-portal sistémico y el deterioro
de la masa hepatica podria iniciar una cadena de
eventos que llevaria a la alteracion de los niveles
sistémicos de agentes vasoactivos lo que podria
ocasionar alteraciones tanto en la hemodinamia
como en la funcion renal (8).

Bajo circunstancias normales la reduccion de
la perfusién renal estd acompanada de una disminu-
€ion en la excrecion de agua y sal. La hepatectomia
estuvo asociada a un aumento tanto en la EF%Na
como en la EF% H,0. Es de destacar que la EF%Na
estuvo significativamente aumentada en la
hepatectomia a pesar de la reduccion en la VFGy
del incremento de |a concentracion plasmatica de
aldosterona. En este sentido el incremento en las
EF% Na y EF% H,0 observadas en el 4° dia
posthepatectomia podria sugerir la presencia dg un
dano tubular moderado. Por ofra parte no se han ob-
servado cambios en la relacion U/P a pesar de que
los animales hepatectomizados muestran una reduc-
cion en la osmolaridad de la orina en los balances.
La alteracion tubular podrfa ser atribuida a algunos
componentes biliares que pudieran tener acceso a la
circulacion sistémica como se reportara (28, 29) en
perros que recibian bilis diluida o sales biliares. Otros
modelos animales con falla hepatica aguda han mos-
trado incrementos en Ia excrecidn de agua y sodio
respecto alos controles (7,23).

En ratas con hepatectomia parcial fue observa-
do en el tejido remanente durante el proceso de rege-
neracion hepatica, un aumento del indice de
lipoperoxidacion, con reduccion de la actividad de
enzimas antioxidantes que podrian reflejar un aumen-
to en la produccion de radicales libres, sin cambios
enlos niveles de glutation (10, 30). Cambios simila-
res pudimos comprobar a nivel de tejido renal en
ratas con hepatectomia parcial, si bien el incremen-
to de LPO fue acompanado tanto de la reduccion de
las actividades de GSH-Px y de catalasa, como del
nivel de GSH. Por otra parte este efecto coincidiria
con datos que muestran un aumento del estado
oxidativo a nivel intestinal después de una
hepatectomia parcial (31,32). Las especies oxigeno
reactivas libres pueden llevar a la peroxidacion de
lipidos y han sido implicadas como mediadores de
nefrotoxicidad en las injurias tisulares producidas
por toxicos, isquemia y factores inmunes (33, 34).
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Asi mismo se ha comprobado que ratas tratadas con
tetracloruro de carbono durante 2-3 meses, desarro-
Ilan cirrosis con ascitis, retencion de agua y sodio, y
una ligera disminucion en la VFG. Estos estudios han
sido interpretados a la luz del aumento de la
peroxidacion lipidica inducida a nivel renal (35). No
obstante, este efecto fue observado alas pocas ho-
ras de administracion del toxico y cabria preguntar-
se si los mismos son secundarios a una funcion
hepética alterada o son debidos a una injuria directa
sobre el rindn.

Son necesarios estudios adicionales para de-
terminar si las alteraciones funcionales renales es-
tan vinculadas directamente al incremento del estrés
oxidativo, asi como para clarificar los mecanismos
mas probables a través de los cuales la regenera-
cion hepatica induce cambios a nivel funcional y en
el estado oxidativo renal,

En resumen el presente estudio ha demostrado
que durante el proceso de regeneracion hepatica que
sigue a una hepatectomia parcial, se produce una
falla renal secundaria a la alteracion hepatica, con
reduccion de la VFG, alteracion moderada de fa fun-
cion tubular e induccién de estrés oxidativo.
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