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RESUMEN

El presente estudio se diseñó para estudiar el efecto de la inhibición de la
síntesis de óxido nítrico sobre el fracaso renal inducido por gentamicina en ratas.
Para el lo se trataron 18 ratas W istar con 100 mg/kg peso corporal /día de
gentamicina durante cinco días; otras 18 ratas se utilizaron como control. La mitad
de las ratas tratadas con gentamicina y la mitad de las ratas control recibieron el
inhibidor específico de la síntesis de óxido nítrico, NG-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME), 0,05 mg/ml en el agua de bebida durante cinco días. La presión arterial
media, así como la función renal, se midieron durante todos los días del estudio.
La presión arterial media fue significativamente más alta en los animales que
bebieron L-NAME que en los que no lo bebieron; esto sugiere que el tratamiento
por vía oral con esta dosis de L-NAME fue efectivo para inhibir la síntesis de óxido
nítrico. Las ratas que recibieron L-NAME y gentamicina  mostraron mayores
niveles de creatinina en plasma y de daño morfológico, así como menor excreción
urinaria de Na+ y K+ y menor aclaramiento de creatinina, que las ratas que sólo
recibieron gentamicina.

Estos datos muestran que la inhibición del NO agrava el daño inducido por
gentamicina,  y esto sugiere que la síntesis endógena de NO podría tener un papel
protector en la nefrotoxicidad inducida por gentamicina.
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EFFECTS OF N G-NITRO-L-ARGININE-ESTHER IN GENTAMICIN INDUCED
NEPHROTOXICITY IN RATS

SUMMARY

The aim  of this study was to assess the role of nitric oxide synthesis inhibition
on gentamicin-induced acute renal failura. Eighteen Wistar rats were given subcu-
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Introducción

El uso de antibióticos aminoglicósidos se ve com-
pl icado por la nefrotoxicidad de los mismos en el
10-20 % de los tratamientos, a pesar de la rigurosa
monitorización de las concentraciones circulantes
del fármaco. La nefrotoxicidad inducida por genta-
micina se caracteriza por necrosis tubular, sin cam-
bios morfológicos en las estructuras glomerulares 1.
Aunque la nefrotoxicidad inducida por la gentamici-
na es eminentemente tubular, y la necrosis celular
está confinada al segmento de la nefrona en el que
se absorbe 2, los tratamientos crónicos con gentami-
cina inducen descensos en el  fi l trado glomerular
(FGR) 3 incluso sin que existan evidencias de daño
tubular 4. Schor y cols. (1981) 3 han visto que los des-
censos observados en el FGR inducidos por la genta-
micina se deben a marcados descensos en el coefi-
ciente de ultrafi l tración (Kf). La gentamicina induce
contracción y proliferación de las células mesangia-
les. Estas células son determinantes fundamentales
de la filtración glomerular y su contracción contribu-
ye al  descenso observado en el  Kf (Rodríguez-
Barbero y cols., en prensa).

D iversos estudios 5, 6 apoyan la teoría de que la
gentamicina (sustancia hidrosoluble y fuertemente
catiónica por sus grupos amino) se une a fosfatidil i-
nositoles aniónicos, especialmente fosfatidil inositol-
4-5’-bi fosfato (PIP2), no uniéndose prácticamente a
componentes aniónicos de naturaleza no lipídica 7, 8.
Esto ha llevado a la hipótesis de que los fosfolípidos
aniónicos funcionan como receptores de membrana
para el fármaco 7, 9, 10. La gentamicina entra por endo-
citosis al interior celular y se procesa en los l isoso-
mas. Una vez dentro de la célula permanece en un
«pool» con pobre intercambio, dando como resulta-

do una elevada vida media tisular. La gentamicina
inhibe el metabolismo de los fosfolípidos, alterando
la función mitocondrial y generando radicales libres
de oxígeno, capaces de alterar numerosos procesos
celulares. La suma de estos acontecimientos conduce
al desarrollo de la toxicidad celular. La unión de la
gentamicina con fosfolípidos aniónicos produce una
inhibición de fosfolipasa A2, reduciendo la síntesis de
prostaglandinas 11. También modifica las propiedades
biofísicas de los l isosomas, alterando la permeabil i-
dad y estimulando la agregación de membranas 12. La
alteración de las membranas ocasiona la l iberación
de las enzimas lisosomales 2, produciéndose fosfolipi-
dosis y disfunción mitocondrial 13, generándose ne-
crosis tubular.

El óxido nítrico (NO) se forma a partir del átomo
de nitrógeno del grupo guanidino terminal de la L-ar-
gi n i na en una reacci ón catal i zada por l a N O
sintasa(s). Esta reacción puede inhibirse en presencia
de análogos de la L-arginina14. Recientemente se ha
demostrado que el NO juega un importante papel en
la regulación local del flujo sanguíneo renal (FSR) de
la rata y puede influenciar la dinámica intraglomeru-
lar15. El papel del NO en la función renal se ha estu-
diado mediante la inhibición de su síntesis o median-
te su est i mul aci ón. En l os estudi os real i zados,
inhibiendo su síntesis, se ha observado que la admi-
nistración de bajas dosis de L-NAME no modifica los
niveles basales de FSR ni del FGR. Del mismo modo,
la administración intrarrenal de un inhibidor de sínte-
sis de NO distinto, el L-NMMA, no modifica la he-
modinámica renal de forma importan-te 16, 17. Sin em-
bargo, no se puede concluir que el L-NAME no tiene
efecto sobre el tono basal renal, ya que hay eviden-
cias que muestran que el efecto de la inhibición del
NO sobre la hemodinámica renal y sobre la natriure-

taneously 100 mg/Kg body weight/day of gentamicin sulphate for five days. Other
eighteen animals were used as control. Half of gentamicin-treated rats and half of
the control ones were also given an specific nitric oxide synthesis inhibitor. NG-ni-
tro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 0.05 mg/ml/day in the drinking water, for fi-
ve days. Mean arterial pressure and renal function were measured every day of the
study. Mean arterial pressure was significanthy higher in L-NAME treated than in
non treated animals, suggesting that oral treatment with this dose of L-NAME was
effective to inhibit nitric oxide synthesis. Rats receiving L-NAME together with gen-
tamicin showed higher levels of plasma creatinine and morfological darnage, less
urinary excretion of Na+ and K+ and lower creatinine clearance than rats receiving
gentamicine alone.

These data show that nitric oxide synthesis inhibition agravates gentamicin in-
duced injury, and suggest that endogenous nitric oxide synthesis could have a pro-
tective role in gentamicin-induced nephrotoxicity.
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sis está ampl iamente determinado por la dosis de
antagoni sta y por l a duraci ón de l a i nfusi ón 17.
Consideraciones similares pueden hacerse con res-
pecto a la autorregulación del FSR y el FGR, ya que
la inhibición de síntesis de NO no produce ningún
efecto sobre ellos.

Basándonos en todo esto, el objetivo del presente
trabajo fue comprobar el papel de la alteración de la
síntesis de NO en la insuficiencia renal aguda induci-
da por gentamicina.

Materiales y métodos

Se util izaron 36 ratas Wistar hembras de 250 gra-
mos, dividiéndose en cuatro grupos:

— Grupo control (n = 9): Estas ratas recibían dia-
riamente 0,5 ml de solución salina isotónica por vía
subcutánea (sc) durante cinco días.

— Grupo control + L-NAME (n = 9): Ratas que re-
cibían diariamente 0,5 ml de solución salina isotóni-
ca sc durante cinco días, y tratadas con 0,05 mg/ml
de L-NAME en el agua de bebida.

— Grupo genta (n = 9): Ratas tratadas con 100
mg/kg de sulfato de gentamicina en bolo de 0,5 ml sc
durante cinco días.

— Grupo genta + L-NAME (n = 9): Ratas tratadas
con 100 mg/kg de sulfato de gentamicina en bolo de
0,5 ml sc y con 0,05 mg/ml de L-NAME en el agua
de bebida.

Las ratas se mantuvieron en jaulas metaból icas
durante el tratamiento. Durante los días que duró el
tratamiento se recogió orina a 4° C, libre de comida
y heces en probetas graduadas que contenían aceite
mineral (para evitar la evaporación) y azida sódica
al 0,1 % (para minimizar la contaminación bacteria-
na). La presión arterial (PAM) se midió en la cola por
un método esfigmomanométrico no invasivo (elec-
troesfi gmomanómetro, LETICA LE 5000, Leti ca
Barcelona, España) en animales con movimiento
restringido.

El último día de tratamiento las ratas se anestesia-
ron con éter y tras una laparotomía media se canuló
la arteria aorta a la altura de la bifurcación ilíaca. Se
perfundió suero salino a 4° C para lavar los riñones
de células sanguíneas, y tras decapsularlos y desme-
dularlos se obtuvieron los glomérulos por un método
mecánico18. Tanto este como todos los pasos subsi-
guientes requieren el uso de material apirógeno, así
como precauciones especiales para minimizar la
contaminación bacteriana, por lo que se realizaron
en condiciones estériles.

Los glomérulos se contaron y, tras corregir por la
viabi l idad (exclusión con azul Trypan), se sembra-
ron en placas de 6 × 4 poci l los, en una concentra-
ción de 7.000 glomérulos/pocil lo en 1,5 ml de me-

dio de cul tivo. El  medio uti l izado fue RPMI 1640
con rojo fenol (Gibco), libre de endotoxinas y suple-
men tado con 10 % de suero de ternera fetal, insuli -
na (5 µg/ml ),  t ransferr i na (5 µg/ml ),  sel eni o (5
ng/ml), glutamina (2 mM), penici l ina (10,66 µ/ml),
estreptomicina (50 µg/ml) y anfotericina B. Para evi-
tar variaciones en el número de glomérulos entre los
pocillos se util izó en todos los casos la misma pipe-
ta automática y se mantuvo en agitación constante
el  tubo que contenía los glomérulos mientras se
sembraban todos los pocil los. Algunos de los poci-
llos se usaron como controles y a otros se les añadió
L-arginina 10-3 M o L-NAME 10-4 M como concen-
tración final.

Tras veinticuatro horas de incubación (y tras valo-
rar nuevamente la viabi l idad glomerular, que fue
siempre superior al  90 %) se determinó la produc-
ción de NO por medida de la cantidad de nitritos en
el  sobrenadante, uti l izando un método indi recto,
cuanti tativo y colorimétrico basado en la reacción
de Griess 19, convenientemente adaptado a nuestras
condiciones experimentales. Para el lo se buscó la
longitud de onda a la cual la interferencia del rojo
de fenol del medio de cultivo era mínima. Tras estu-
diar el rango de longitudes de onda desde 500 a 600
nm con intervalos de dos unidades, se el igió 560
nm, pues a esa longitud de onda no existía interfe-
rencia del rojo de fenol (fig. 1a). Para elegir un tiem-
po de incubación óptimo se valoró la absorbancia a
distintos tiempos de incubación con un estándar de
ni tri to sódico (fig. 1b). Asimismo, se determinó la
cantidad adecuada de reactivo de Griess a uti l izar
(fig. 1c). En vista de lo anteriormente expuesto, para
la determinación de los nitritos se separaron 500 µl
de sobrenadante de cada pocillo y se mezclaron con
250 µl  de reactivo de Griess (sul fani lamida 1 % y
dihidrocloruro de naftil-etilén-diamina 0,1 % en áci-
do ortofosfórico 2,5 %). Tras quince minutos de in-
cubación a temperatura ambiente, se midió la absor-
banci a en un espectofotómetro a 560 nm. La
concentración de nitri tos se calculó usando un es-
tándar de nitrito sódico.

En cada grupo de animales se estudió el daño his-
tológico por microscopia óptica y electrónica. Para la
microscopia óptica, la metodología consistió en pin-
zar el pedículo renal y extraer el riñón, que se cortó
en dos partes iguales mediante un corte sagital. Estas
se fijaron por inmersión en formaldehído al 10 % du-
rante un día y después de deshidratar e incluir en pa-
rafina, se cortaron y montaron en portaobjetos, reali-
zándose una tinción con hematoxilina-eosina.

Los cambios morfológicos se analizaron en un es-
tudio ciego por un patólogo basado en una escala se-
micuantitativa que evalúa los cambios más frecuen-
tes en el  fal l o renal  agudo. Los mayores valores
representan mayor daño renal (el máximo valor por
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túbulo fue 10). La puntuación se asignó de la siguien-
te manera: pérdida del borde en cepi l lo (1 punto),
formación de vesículas en la membrana celular (1 o
2 puntos), edema intersticial (1 punto), necrosis celu-
lar (1 o 2 puntos), vacuolización citoplásmica (1 pun-
to), obstrucción de la luz tubular (1 ó dos puntos) e
infiltración (1 punto).

Para la microscopia electrónica, después de fijar la
aorta por encima de la salida de las arterias renales,
se perfundió el riñón derecho con 50 ml de solución
salina heparinizada a un ritmo de perfusión de 600
ml/hora y a una presión de 150 cm de agua para el
lavado sanguíneo total. Posteriormente se perfundió
con 300 ml de glutaraldehído al  2,5 % en tampón
cacodilato 0,2 M, pH 7,4, durante una hora para la
fijación tisular.

Se extrajo el  riñón derecho y se decapsuló cui-
dadosamente, se tal laron bloques de corteza renal
de 1 mm3 que se sumergieron en el  fi jador (gluta-
raldehído al  2,5 %) durante una hora, pasándolos
después a tampón cacodi lato. A continuación, los
bloques se postfi jaron en tetróxido de osmio al 1 %
en tampón cacodi lato durante dos horas a 4° C,
deshidratando los mismos con cantidades crecien-
tes de etanol, y posteriormente con varios pases de
óxido de propileno puro y mezcla de óxido de pro-
pileno y resina Durcupán a partes iguales. A conti -
nuación, las piezas se pasaron a resina pura duran-
te veinticuatro horas, tras las cuales se incluyeron
en cápsulas de gelatina que se rel lenaron con resi-
na Durcupán. Se dejaron polimerizar en la estufa a
60° C durante veinticuatro horas. De las pirámides
obtenidas de esta manera, una vez seleccionadas y
retal ladas, se real izaron los correspondientes cor-
tes ul trafinos que se depositaron en rej i l las de co-
bre, contrastando las mismas con acetato de urani -
lo y nitrato de plomo. Las reji l las con las secciones
se observaron con un mi croscopi o el ectróni co
Phi l ips EM 201 a un potencial  de aceleración de
60 Kv.

Las concentraciones de creatinina plasmática y uri-
naria se midieron diariamente por un método colori-
métrico basado en la reacción de Jaffé. El FGR se de-
terminó mediante el aclaramiento de creatinina. La
N-acetil-β-D-glucosaminidasa (NAG) se midió por un
método espectrofluorimétrico 20 y la fosfatasa alcalina
(FA) por un método espectrofotométrico (Boehringer
Mannheim)21.

La concentración plasmática y urinaria de Na+, K+

y Cl– se midió con electrodos selectivos para estos io-
nes (CX-3, Beckman, Fullerton, California, USA).

Análisis estadístico

Los resul tados se expresan como media ± EEM.
Para la comparación de medias entre los distintos

Fig. 1a.–Absorbancia de un estándar de nitrito sódico y de una
muestra de medio de cul ti vo con rojo de fenol  a di stintas
longitudes de onda.

Fig. 1b.–Absorbancia a 560 nm de longitud de onda a distintos
tiempos de incubación.

Fig. 1c.–Absorbancia a 560 nm de longitud de onda en presencia
de distintas cantidades de reactivo de Griess.
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grupos se realizó el análisis de la varianza de una o
dos vías, seguido de un test de comparación de me-
dias múltiple (test de Scheffé). Un valor de p menor
de 0,05 se consideró estadís- ticamente significativo.

Resultados

El quinto día de tratamiento, las presiones sistólica,
diastólica y media fueron significativamente mayores
en los grupos que bebieron L-NAME que en sus res-
pectivos controles (fig. 2). Estas diferencias comenza-
ron a ser significativas el segundo día entre los gru-
pos control y control + L-NAME, mientras que entre
genta y genta + L-NAME sólo lo fueron el último día.
Además, la PAM fue significativamente menor en el
grupo genta + L-NAME que en el grupo control + L-
NAME. A partir del tercer día se encontraron diferen-
cias significativas entre los grupos control + L-NAME
y genta y entre control  y genta + L-NAME, mante-
niéndose estas diferencias hasta el final.

Los grupos de ratas tratadas con L-NAME no expe-
rimentaron cambios significativos en los valores de
creatinina plasmática (fig. 3) con respecto a sus res-
pectivos controles durante los días de tratamiento.
Las ratas tratadas con gentamicina mostraron incre-
mentos significativos en la concentración de creatini-
na plasmática con respecto a las no tratadas. El grupo
genta + L-NAME presentó diferencias significativas
con respecto al grupo control a partir del tercer día
de tratamiento; sin embargo, con respecto al grupo
control  + L-NAME, los valores son signi ficativos a
partir del cuarto día. El último día de tratamiento, el
grupo genta + L-NAME presentaba mayores concen-
traciones de creatinina plasmática que el genta, pero
estas diferencias no resultaron estadísticamente signi-

ficativas. El último día resultaron significativas las di-
ferencias observadas entre los grupos control y genta
y entre los grupos control + L-NAME y genta.

El aclaramiento de creatinina (fig. 4) se redujo pro-
gresivamente en los grupos tratados con gentamicina.
El útimo día de tratamiento, esta reducción llegó a un
66 % en el grupo genta y a un 75 % en el grupo que
además de gentamicina recibe L-NAME. Los dos gru-
pos tratados con gentamicina presentaron valores de
aclaramiento de creatinina significativamente meno-
res que los grupos control. En el grupo genta + L-NA-
ME se obtuvieron valores de aclaramiento de creati-
n i na menores que en el  grupo genta, pero l as
diferencias no resultaron estadísticamente significati-
vas. Los grupos tratados con gentamicina presentaron
una excreción significativamente mayor de NAG y
FA que los grupos control. El grupo control-L-NAME

Fig. 2.–Presión arterial media a lo largo del tratamiento en los
cuatro grupos experimentales estudiados. Significación estadística:
*p < 0,01 con respecto al grupo control. # p < 0,01 con respecto
al grupo genta.

Fig. 3.–Creatinina en plasma a lo largo del tratamiento en los
cuatro grupos experimentales estudiados. Significación estadística:
p < 0,01 con respecto al grupo control. # p < 0,01 con respecto al
grupo genta. + p < 0,01 con respecto al control-L-NAME.

Fig. 4.–Aclaramiento de creatinina a lo largo del tratamiento en
los cuatro grupos experimentales estudiados. Signi fi cación
estadística: * p < 0,01 con respecto al grupo control. # p < 0,01
con respecto al grupo respecto al grupo genta. + p < 0,01 con
respecto al control-L-NAMEcontrol-L-NAME.
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muestra una excreción significativamente mayor de
NAG que el grupo control, y el genta-L-NAME mues-
tra una excreción urinaria de NAG significativamente
mayor que el grupo genta (tabla I).

No se encontraron diferencias en la excreción uri-
naria de electrólitos entre los grupos de ratas control
tratadas y no tratadas con L-NAME. Las ratas tratadas
con gentamicina (con y sin L-NAME) mostraron un
descenso significativo en la excreción de K+ (fig. 5)
con respecto a sus respectivos controles, pero estas
diferencias sólo resultaron significativas el quinto día.
Las ratas del  grupo genta + L-NAME mostraron un
mayor descenso de la excreción urinaria de Na+

(fig. 6) y de K+ que las del grupo genta; estas diferen-
cias fueron significativas el quinto día de tratamiento.
Se calcularon las excreciones fraccionales tanto de
Na+ como de K+ y se compararon los valores obteni-
dos antes de empezar el tratamiento (valor basal) con
el obtenido el  úl timo día. Los resul tados muestran
que la excreción fraccional de sodio aumentó signifi-
cativamente en los grupos tratados con gentamicina
(con y sin L-NAME) en comparación con sus valores
basales y con los valores obtenidos en los grupos
controL (tabla II). La excreción fraccional de potasio

sólo se modifica significativamente en el grupo gen-
ta-L-NAME. El resto de los grupos no presentan mo-
dificaciones con el tratamiento (tabla II). Los resulta-
dos de l a i ncubaci ón de gl omérul os (tabl a I I I )
muestran una producción de ni tri tos signi ficativa-
mente mayor en los grupos de ratas tratadas con gen-
tamicina que en las ratas control. Cuando se incuba-
ron los glomérulos en presencia de L-arginina 10-3 M,
los procedentes de ratas que no bebían L-NAME pro-
dujeron cantidades de nitritos significativamente ma-
yores que los correspondientes pocillos control. Este
aumento fue de un 367 % en los glomérulos proce-
dentes de ratas control y de un 202 % en el grupo de
ratas tratadas con gentamicina. No se observaron di-
ferencias en la producción de nitri tos entre los gru-
pos control + L-NAME y genta + L-NAME.

Los glomérulos de ratas tratadas con L-NAME res-
pondían disminuyendo significativamente la produc-
ción de nitritos cuando se anadía L-NAME al pocillo,
pero mientras que en el grupo control + L-NAME la

Fig. 5.–Excreción urinaria de potasio a lo largo del tratamiento en
los cuatro grupos experimentales estudiados. Signi fi cación
estadística: * p < 0,01 con respecto al grupo control. + p < 0,01
con respecto al grupo control-L-NAME.

Tabla I. Excreción urinaria de enzimas el último día
de tratamiento.

Control
Control + 

Genta
Genta 

L-NAME + L-NAME

NAG (mg/día) 0,51 ± 0,07 2,33 ± 0,9* 3,17 ± 0,4* 4,71 ± 0,4*#+
FA (U/día) 0,06 ± 0,01 0,14 ± 0,07 0,76 ± 0,2*# 0,7 ± 0,17*#

Los resultados se expresan como media + EEM; n = 9 en todos los casos.
Abreviaturas: NAG: N-aceti l -beta-D-glucosaminidasa; FA: Fosfatasa
alcalina. Significación estadística: * p < 0,05 con respecto al grupo control;
# p < 0,05 con respecto al grupo control  + L-NAME; + p < 0,05 con
respecto al grupo genta. (Test de Scheffé).

Fig. 6.–Excreción urinaria de sodio a lo largo del tratamiento en
los cuatro grupos experimentales estudiados. Signi fi cación
estadística: * p < 0,01 con respecto al grupo control.

Tabla II. Excreción fraccional de sodio y de potasio
en los distintos grupos experimentales

Control
Control + 

Genta
Genta 

L-NAME + L-NAME

EF Na+ basal 2,23 2,4 3,04 3,44
Final 3,26 3,26 7,14*# 5,84*#
EF K+ basal 35,36 33,22 32,77 39,1
Final 48,04 50,31 47,08 81,06*+

Los datos son medias ± EEM y están expresados como % n = 9 en todos los
casos. Significación estadística: * p < 0,01 con respecto a su propio basal; #
p < 0,01 con respecto a los grupos control (con y sin L-NAME); + p < 0,01
con respecto a todos los demás grupos.



disminución era de un 27 %, en el grupo genta + L-
NAME fue de un 49 %. Sin embargo, en las ratas que
no bebían L-NAME, la adición de éste a los pocillos
produjo un incremento significativo en la producción
de NO. Este aumento fue mayor en las ratas del gru-
po control, en las que se incrementó en un 347 %,
que en las del grupo genta, en las que sólo lo hizo en
un 227 %.

La concentración de nitritos fue la misma cuando
se incubó el medio de cultivo RPMI sólo y cuando se
incubó éste con L-NAME 10–4 M sin glomérulos (0,24
± 0,02 vs 0,22 ± 0,02 µM).

El examen de microscopia óptica (fig. 7) reveló la
existencia de un daño total renal significativamente
mayor en los grupos tratados con gentamicina que en
los grupos control  y control -L-NAME. Además, el
grupo genta-L-NAME mostró un daño morfológico
significativamente mayor al mostrado por todos los
demás grupos. La figura 8 (a-d) muestra cortes trans-
versales de túbulos proximales procedentes de ratas
de los distintos grupos experimentales (microscopia
electrónica). Los riñones de los animales control
mostraron una arquitectura de características norma-
les cuando se observaron al microscopio electrónico
(fig. 8a). Los animales tratados únicamente con L-
NAME mostraron un aumento en el número y tama-
ño de los lisosomas de las células tubulares proxima-
les, conservando bastante bien el resto de organelas,
incluido el ribete en cepillo de las microvellosidades
(fig. 8b). En los animales tratados con gentamicina se
observó una necrosis tubular aguda masiva y difusa;
no obstante, se pueden observar túbulos proximales
en los que, a pesar de verse varias alteraciones, co-
mo pérdida parcial del ribete en cepillo, vacuolas in-
tracito-plásmicas grandes y numerosos cuerpos resi-
duales (además de pérdida parcial de los laberintos
basales), mantienen aún parte de sus características
morfológicas (fig. 8c). Los animales tratados con gen-
tamicina + L-NAME muestran una necrosis tubular
masiva y difusa, con desectructuración casi total de
la arquitectura de la mayor parte de los túbulos pro-

ximales renales, siendo difíci l  encontrar túbulos en
los que aún puede adivinarse la arquitectura celular,
a pesar de las graves alteraciones ultraestructurales
(fig. 8d).
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Tabla III. Producción glomerular de nitritos en los
diferentes grupos

Control
Control + 

Genta
Genta 

L-NAME + L-NAME

Basal 0,25 ± 0,04 0,23 ± 0,04 0,64 ± 0,03*# 0,167 + 0,03*#
+L-NAME 10–4M 0,52 ± 0,08a 0,11 ± 0,02*a 0,84 ± 0,06*#a 0,24 ± 0,09*+
+L-arginina 10–3M 0,92 ± 0,11a 0,20 ± 0,03 1,29 ± 0,12a 0,62 ± 0,02

Los datos son medias + EEM  y están expresados como nmol /1.000
glomérulos. n = 40 en todos los casos. Significación estadística: * p < 0,05
con respecto al grupo control; # p < 0,05 con respecto al grupo control+L-
NAME; + p < 0,05 con respecto al grupo genta; a p < 0,01 vs su propio
basal (test de Scheffé).

Fig. 7.–Valores de daño renal total, valorado por microscopia
óptica. Significación estadística: * p < 0,01 con respecto al grupo
control; # p < 0,01 con respecto al grupo control-LNAME; + p <
0,01 con respecto al grupo genta.

Fig. 8a.–Micrografía electrónica correspondiente a una rata control,
en la que se observa en el centro una sección transversal casi
completa de un túbulo proximal (2.400 × en original). b. Micro-
grafía electrónica en la que se observa un corte transversal de un
túbulo proximal perteneciente a una rata del grupo control-L-NAME
(2.400 × en original), c. Micrografía electrónica en la que se
observa la sección transversal de un túbulo proximal perteneciente
a una rata del  grupo gentamicina (2.400 × en original ). d.
Micrografía electrónica de un corte transversal perteneciente a un
túbulo proximal perteneciente a una rata del grupo gentamicina-L-
NAME (2.400 × en original).
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Discusión

El tratamiento con L-NAME (5 mg/kg día) durante
cinco días en ratas despiertas indujo un aumento sig-
ni ficativo en la presión sistól ica, diastól ica y en la
PAM, tal  como se había descri to previamente por
Baylis y cols. 22, lo que sugiere que el tratamiento con
L-NAME fue efectivo inhibiendo la síntesis de NO.
Estos resultados también sugieren la existencia de un
tono vasodi latador dependiente de N O  en estos
animales.

No se observaron efectos signi ficativos sobre la
función renal medida como aclaramiento de creati-
nina y como excreción urinaria de electról i tos. Es
improbable que la dosis de L-NAME uti l izada sea
incapaz de inhibi r la síntesis glomerular renal  de
NO, ya que no hay razones para pensar que el  L-
NAME sea eficaz en los vasos de resistencia, au-
mentando la presión arterial, pero ineficaz en el ri -
ñón. Aunque se ha publ icado que el  tratamiento
agudo con L-NAM E induce una disminución del
FGR y de la excreción urinaria de sodio 23, un trata-
miento de cinco días no indujo cambios en la fun-
ción renal, probablemente porque éstos se compen-
san con los cambios observados en presión arterial.
Baylis y cols. 4 han publicado que un tratamiento de
dos meses con la misma dosis de L-NAME util izada
por nosotros induce hipertensión y disminuye el
FGR. Probablemente en nuestro estudio el  tiempo
de administración de L-NAME no es suficiente para
inducir daño renal.

En las ratas tratadas con gentamicina, los niveles
de creatinina en plasma se duplicaron, mientras que
el aclaramiento de creatinina se redujo en un 75 %.
Además, l os animales tratados con gentamicina
mostraron un marcado incremento en la excreción
urinaria de NAG y de FA, lo que refleja un fracaso
renal  si gn i f i cat i vo y una i mportante necrosi s
tubular1. Numerosos autores afirman que los niveles
enzimáticos en orina son importantes como índices
tempranos del  daño del  túbulo proximal  29, 30. La
NAG y la FA son, por tanto, buenos parámetros para
determinar la influencia de los aminoglucósidos so-
bre el túbulo proximal. La NAG es una enzima liso-
somal y su aumento en la excreción urinaria refleja
el daño lisosomal. La FA es una enzima asociada al
borde en cepil lo y su aumento en la excreción uri -
naria refleja la necrosis celular inducida por el ami-
noglucósido. De esto se puede concluir que las ratas
tratadas con gentamicina tienen mayor daño tubular
que las no tratadas y que el L-NAME agrava el daño
renal  inducido por la gentamicina. La NAG es un
buen parámetro de daño tubular, y en las ratas con-
trol-L-NAME su excreción es significativamente ma-
yor que en las ratas control, lo que indica que el L-
NAME por sí mismo produce daño tubular, lo que se

confirmó con los estudios histológicos, donde, como
ya hemos dicho, se observa daño tubular sobre todo
a nivel lisosomal.

Las ratas que, además de gentamicina, recibieron
L-NAME mostraron mayores niveles de daño de la
función renal que los animales que recibieron única-
mente gentamicina, como se refleja por los mayores
valores encontrados de creatinina en plasma y los
menores valores de aclaramiento de creatinina, ma-
yor excreción urinaria de NAG y menor excreción
urinaria de sodio y potasio, a pesar de la mayor
PAM que se observa en los animales tratados con
gentamicina + L-NAME con respecto a las ratas tra-
tadas con gentamicina solamente. La excreción frac-
cional de sodio es un índice de la natriuresis en rela-
ción con el FGR. Las ratas tratadas con gentamicina
(con y sin L-NAME) muestran valores significativa-
mente más altos al  final izar el  tratamiento que sus
respectivos controles. Estos valores son también sig-
nificativamente más altos que sus correspondientes
basales. Esto significa que en estos grupos se produ-
ce una mayor natriuresis en proporción al FGR que
tienen (que es muy pequeno, como consecuencia
del tratamiento con gentamicina), aunque en térmi-
nos absolutos el  valor de excrección de sodio sea
menor que en los grupos control. El aumento de ex-
creción fraccional de sodio que se observa es otro
índice de daño tubular proximal, ya que es en este
segmento de la nefrona donde tiene lugar la mayor
reabsorción de sodio cuando la función renal  es
normal.

En las células epiteliales del túbulo distal existe la
Na-K-ATPasa, que saca sodio y mete potasio al inte-
rior celular. Este aumento de la concentración intra-
celular de potasio permite que pueda salir a la luz tu-
bular por un mecanismo pasivo a favor de gradiente
de concentración y de potencial. La consecuencia fi-
nal será, por tanto, que, la disminución de la reabsor-
ción proximal de sodio (y, por tanto, el aumento de
natriuresis) aumenta la secreción distal de potasio y
su eliminación en orina. Está demostrado que la acti-
vidad Na-K/ATPasa de las células tubulares renales
está disminuida y la permeabilidad de la membrana
incrementada por la gentamicina. La disminución en
la concentración celular de potasio puede ser debida
bi en a una di smi nuci ón de potasi o vía l a N a-
K/ATPasa o a un cambio en la salida causado por el
aumento de la permeabilidad de la membrana o des-
polarización del potencial eléctrico de la célula. Esto
sólo se pone de manifiesto cuando se trata a los ani-
males conjuntamente con gentamicina y L-NAME, lo
que parece indicar que estos tratamientos en conjun-
to deterioran el  túbulo distal , cosa que no ocurre
cuando se dan estos tratamientos aisladamente.

Las ratas tratadas con gentamicina mostraron una
producción glomerular de nitritos significativamente



mayor que las controles. En las condiciones de óxi-
do-reducción del  medio de incubación, el  NO se
transforma en nitrito y a continuación en nitrato; los
iones nitri to y nitrato son productos aniónicos esta-
bles que se forman en una relación molecular 3:2 a
partir del NO y como resultado de su catabolismo24.
Así, la producción de nitritos es un ensayo directo de
la producción de NO en ausencia de contaminación
bacteriana19. Estos datos confirman previos resultados
de nuestro laboratorio, que demuestran que los glo-
mérulos procedentes de ratas con FRA inducido por
tratamiento con gentamicina muestran una produc-
ción aumentada de GMPc25. Como el NO l iberado
de las células glomerulares estimula la síntesis de
GMPc en este tejido, concluimos que el tratamiento
con gentamicina induce un aumento de la síntesis
glomerular de NO. El tratamiento crónico con L-NA-
ME no modificó la producción glomerular de nitritos.
La causa probable es que como el L-NAME es un in-
hibidor competitivo, al aislar los glomérulos e incu-
barlos en un medio sin L-NAME, éste se diluye en el
medio y desaparece su acción. La adición de L-argi-
nina al medio de cultivo indujo aumentos significati-
vos en la producción glomerular de ni tri tos en los
grupos control y genta. Los grupos tratados crónica-
mente con L-NAME no responden a la estimulación
con L-arginina. Quizá la enzima que está crónica-
mente inhibida por el tratamiento no es capaz de es-
timularse por sustrato. La estimulación que se obser-
va en el  grupo control  es mayor que en el  grupo
genta; una explicación posible es que la producción
basal de los glomérulos de estas ratas esté tan estimu-
lada que una estimulación por sustrato no consiga
ser tan elevada como la observada en el grupo con-
trol. En cuanto a la estimulación de la producción de
nitri tos que ocurre en presencia de L-NAME en los
grupos que no recibieron L-NAME como tratamiento
crónico en el agua de bebida, hay que señalar que el
L-NAME, aceptado comúnmente como inhibidor «es-
pecífico» de la síntesis de NO, bloquea la produc-
ción de nitritos tras tiempos de incubación cortos (15
minutos) 25, pero la estimula tras períodos largos de
incubación (resultados sin publicar). El efecto del L-
NAME estimulando la producción de NO parece que
no se debe a ninguna sustancia presente en el medio
de cultivo. Los glomérulos tienen un gran número de
células endoteliales, y trabajos recientes han demos-
trado la capacidad de las células endoteliales de me-
tabol izar las meti largininas a L-ci trul ina y, subse-
cuentemente, a L-arginina 26, 27, que puede actuar
como sustrato de síntesis de NO. Algunos autores
han publicado que el L-NMMA es un agonista par-
cial de síntesis de NO28. Además, se ha aislado y pu-
rificado una nueva enzima, la NG, NG-dimetilarginina
dimetilamino-hidrolasa en el riñón de rata. Esta enzi-
ma cataliza la liberación hidrolítica del grupo dimeti-

lamino de las metil argininas y libera L-citrulina y di-
metilamina. Aunque esta enzima es bastante específi-
ca, podría ser posible que actuara de la misma mane-
ra a parti r del  L-N AM E, causando de esta forma
liberación de NO por las células glomerulares. Estos
efectos no se observan en las ratas que recibieron tra-
tamiento crónico con L-NAME. Una explicación po-
sible podría ser que cuando el  L-NAME se da en
agua de bebida (tratamiento «in vivo»), ejerce su
efecto antes de que el mecanismo descrito anterior-
mente se ponga en marcha (como muestran los datos
de presión arterial). Cuando los glomérulos proce-
dentes de estas ratas se cultivan, prevalece el efecto
de la inhibición crónica por el L-NAME en el agua de
bebida sobre el efecto de la degradación enzimática
del L-NAME que se pone en el pocillo, apareciendo
como efecto final la inhibición de la síntesis de NO.

En concordancia con las medidas funcionales, las
ratas tratadas con gentamicina y L-NAME muestran
mayor nivel de daño morfológico renal que las que re-
ciben solamente gentamicina. La gentamicina se une a
ciertas estructuras subcelulares: núcleo, mitocondrias,
lisosomas, proteínas citosólicas solubles y otras sustan-
cias intracelulares. Esta unión puede alterar el compor-
tamiento de dichas organelas intracelulares y puede
ser un factor importante de la nefrotoxicidad. La pri-
mera lesión patológica observada a microscopia elec-
trónica, tras el tratamiento prolongado con gentamici-
na es un aumento en el  número y tamaño de los
lisosomas secundarios. El siguiente cambio es una dis-
minución en el número de cilios, así como un aumen-
to de las microvellosidades de los rnismos; a esto le si-
gue una vacuolización citoplasmática, una dilatación
de la cisterna del retículo endoplasmático en las célu-
las tubulares proximales y una hinchazón mitocon-
drial. De esta manera se produce una necrosis celular
progresiva y una disminución de la capacidad de ex-
creción renal.

Así, se puede concluir que el mayor daño de fun-
ción renal observado en las ratas que reciben L-NA-
ME (y que, por lo tanto, tienen suprimida la síntesis de
NO) y gentamicina, en comparación con las que reci-
ben gentamicina solamente, sugiere un papel de la
síntesis glomerular de NO aumentada, contrarrestan-
do el daño glomerular producido por la gentamicina.
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