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INTRODUCCION.

La formacidn de la orina esta determinada por . dos procesos
-metabdlicamente diferentes. El primero es la filtracidén de
liquido a través de los capilares giomerulares hacia el espac{o
de Boyman ¥y el tdbulo proximal; la magnitud con la que se- io;ﬁé
del filtrado depende de fuerzas hemodindmicas que actdan en is
pared del capilar glomerular. E1 éegundo es la modificacidn del
filtrado glomerular cuando f£luye a lo largo de la red tubular, 1o
que se lleva 2 cabo a través de una serie.compleja de mecanisgos
de reabsorcidn y secrecidn que modifican tanto el volumen como'}a
composicidn de ljiquido. Sin embargo., aunque estos dos procesos
parecen ser compleqamente ‘in@ependien:es.; exis:e un mecanismo
intrarrenal que acopla la filtracidn con la . reabsorcidn tubular,
llamado operacionalmente sistcema retroalimentario
tubuloglomerular (SRTG).

Por otra parte, en 1la produccidn dei filerado glomerular
intervienen factores como: la presidn y el £flujo que perfunden el
glomérulo que dependen en cierta magnitud de la presidm arterial
(5). Sin embargo, la €£ilrracidn. glomerular puede permaﬁecer
constante cuando 1la presidn :varila, asi mismo rla fileracidn
glomerular puede cambiar ain- - que se ~modi£ique la pregién
arterial. Esto sugiere la existencia:de mecanismos inctarrennlés

que regulan la filtracidn, independientes de la presidn arterial
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sistémica. En efecto, un Eenémeno de la circulacibn renal que ha

intrigado a 105 "fisidlogos por. algunas décadas. es la eficiencia

del riﬁdn para man:ener o autorregular el,flujo sanguineo renal,

en respues:a a’ variaciones en la presiénrde perfusién»'renal, pdr

arriba y por abajo de' los 'valcres "normales Asi, cuando 1la

durance‘ el - suefioc o . al

presién ur:erial disminuye como ocurre‘

recos:atse. este’ mecanismo reduca ln resistencié vascular' para

mantener el flujo sansuineo'y 1a filtracién glomerular en valores
dptimos. En el. caso de-una’ elevacién de la presidn arterial, como

la que ocurre al efectuar ejercicio fisico o durante episodios

agudos de es:rea. esca elev 16n es amorciguada a nivel del rifdn

por un aumenco de 1& reaiatencia vascular que evita la elevacidn

en el £lujo y 1a filtracién y' 1os ‘mantiene dentro de limites
normales. Este Eenémeno vdg au:orregulacién ha sido estudiado
extensamente y sSe hgydqﬁos:rado que los cambios eg la resistencia
vascular se déken &'modificaciones en el tono de las arteriolas

preglomerulares (43).

De las hipdtesis que existen para explicar el mecanismo a
travéds del cual se lleva a cabo el fendmeno de au:orregulaéién.
1la referente al sistema retroalimentario tubuloglomerular ha
despertado interés y controversia. Se basa en 1la bien conocida
asociacidn morfofuncional entre las arteriolas aferente v
eferente, la mdcula densa y un cédmulo de células situadas entre

estas estructuras conocidas como células de  Goormaghtigh o
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mesangio extraglomerular . (4,30). La Qéc;ia"dénQé »éieﬁé '1;
capacidad de detectar cambios en la coﬁposicibn:dgi ‘liquido Tﬁue
lLlega al tdbulo distal y dependiendo QQtésﬁa. Eransﬁi:e hna seﬁair
a los elementos vasculares (ar:erioiés)'dde modifica'el‘fl;jo'qde‘
llega al glomérulo y con ello la Eilfracibh élomﬁrulnr'r(57.70).
El1 1iquido que bafia 128 mAcula es normalmente hipordnico, esto se
debe a que sSe reabsorbe NaCl en’ exéeso de agua en la rama
ascendente del asa de Henle. Fuando el flujoven el asa aumenta,
existe un incremento progresivo en la ccncentraciéﬁ luminal‘ de
NaCl que lleva a la isotonicidad (39). La micula densa detecta
esta elevacidn en la concentracidn de solutos del liquido tubular
y envia una ) seﬁa; a las arteriolas para producir
vasoconstriccidn; de esta m;nera este mecanismo mantiene un
balance entre la filtracidn glomerular y la reabsorcidn tubular.
Asl, cuando ocurre un aumento en la filtracién glomerular, se
elevan el flujo tubular, la concentracilon de cloruro de sodio y
la osmolaridad en el tébulo distal, 1la mdcula densa detecta este
cambio y envia la sefial que produce vasoconstriccidn, §1sminucién
del flujo sanguineo que 1llega al glomérulo y la filtracidn
regresa a valores normales (41,42).
De acuerdo con datos morfél&gicos'y fisioldgicos, se sabe que

el proceso de transmisidn, en el SRTG incluye:

1.- La exiéﬁencih}de_dambios énlel‘flujo tubular que alteran la
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‘195 células re

;travésl

bh.;»Respuesca de las células vasculares,

concentracidn de solutos y de l1la osmolaridad del liquido tdbular.

2.~

De:eccién de- los cambios en la composicibn delﬂ‘liquido por

3;- Transmisibn de seﬂales de las células de 1la 'hécﬁla densa “a

mesangiales ex:raglomerulares a los
elementos vasculares.,

produciendo ' contraccién
o . relajacidn de lés arteriolas gue modifica

‘el . flujo ‘sanguineo
glomerular (11,13,14).

Existe informacidn detallada concerniente a * la sefial. que
dispara el sistema. Durante los &ltimos afios,

diversos estudios
de la literatura han

tratado de dilucidar si
constituyente especifico del liquido tubular

por 1la maAcula denso,

existe un

que sea -detectado

por lo que se ha evaluado 1la respuesca del

SRTGC con soluciones isotdnicas de diferente composicidn, que’ se
comparan con otras que contienen concentraciones normales de NaCl

(10,14-17,44). E1 sodio y el cloro se substituyen pors: colina,
bicarbonato, potasio, isctionato, manitol, .urea, ectec. y -codas
estas substancias son capaces de producir una respuesta; 8in
embargo, las soluciones carentes de NaCl no producen cambiog. De

acuerdo con ésto, los estudios sugieren que el SRTG

responde " a
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variaciones en’ las’ concen:rsciones de'solutos:u osnolaridad. pero

en presencia ‘de NaCl (14)-

Se ha proﬁuescd iue'ld ﬁécula densa detecta estos cambios en

la concencracién de solu:os, a cravés de modificaciones en el

volumen o en la composicién célular (36)- Un cambio intracelular

de algiin constituyente en particular podria servir como mensajerc

e iniciar la transmisidén de la sefial de las células tubulares a
las células vasculares contrdctiles. E1 cal;io participa en forma

fundamental en este sistema (13); en varios estudios se demostrd
que un estimulo extrinseco produjo una elevacidn del calcio
ionizado intracelular, al‘permitir la entrada de este catidén a8 1la
célula y a 1a liberacién del Ca no ionizado o aslmacenado (50,51).
La respuesta de la cé&lula se debe a la accidn directa del Ca++, o
a la activacidn de una protelina dependiente de calcio (51,68).

La administracidn de iondforos de calcio, estimula marcaodamente

la respuesta del SRTG (11,13). La entrada de calctio de la

tubular a las células de la midcula densa,

luz
no parece ser el factor
determinante, pues la administracién de verapamil (bloqueador de
calcio) o EGTA (quelante de calcio) al liquido de perfusidn no
modifica la respuesta, sin embargo, Si se agregan agentes que
inhiben la liberacidn de calcio intracelular de sus sitios de
almacenamiento como el TMB—S—([S—N.N—die:ilamino]—qc:11—3.A,5
trimetoxibenzoato), se produce disminucién en la magnitud de la

respuesta del SRTG que es dependiente de la concentracidén que se |
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utiliza (11). La culﬁodu};n?

una. proteina dependiente ‘de - calcio
parece participar en la7régd1$ciéh :del. SgTG. Los ' agentes que
bloquean esta : g

proteina,’ gbﬁb‘f'rd, ;:rifluoperacina ¥y el
calmidazolio no al:erén siénigicatiQameq:e la ‘maghicud de la
respuesta, lo ﬁueisuéiere que(lé»sctivécién de. caimoduli&a por
aumento de calcio intracelular no parcicipa‘ direcﬁamenﬁe en 1la
;ransmisién de sefiales de 1la macula -denSQ- Sin embargo, estos
compuestos producen marcado retardo en la recuperacidn de la
presidn intraglomerular o la filtracidn glome;ular’ por nefrona.
En otras palabras, l1los antagonistas de calmodulin& prolonsad la
vasoconstriccidn producida por- el . SRTG. Esto’

sugiere. qﬁe ‘la
calmodulina participa en forma importante en

1a ‘regulacidn. del

posterior
activa el sistema de este catidn (8).

SRTG ya que favorece la salida de calcio

al estimulo
luminal que

El sistema de AMPc Juega un papel primordial. La
administracidn tubular de inhibidores de la fosfodlesterasa, como
la 3-isometildbutilxantina (IMBX) que impide la degradacidn de
AMPc y por lo tanto, aumenta su concentracilidn intracelular, tiene
un efecto inhibitorio en el SRTG. Esto se ha corroborado
aumencando el AMPc dentro de la célula por diferentes medios.
Asl, en estudios en los que se han utilizado

forskolina y dibutiril-AMPc también se atenda
sistema (9).

agonistas como

la respuesta del
La inhibicidn parece ocurrir a través de modulacidn
negativa sobre el calcio intracelular, puesto que al sumentar 1a
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concentracion intracelular de dicho catidn,.en presencia nanto de.
IMBX como, de dibuciril—-AMPc

o
inhibicién (9, Fig.iil). s

revier:e

forskolina se’ “la

entre

las. - 'células’
de 15 mécula densa yﬁ las uscularaa ‘1isas ' de las
arteriolas. no. se: conoce ) no exiatié» conexiones '

anatbmiCaS directas entre 1us escruc:u:as (4,30), se ha propuesto

la produccibn de un mediador’ quimico para 1a transmisida de las

sefiales de la mécula.a las cd#lulas mesangiales extraglomerulares

¥ a las arterioclas. Se han considerado varios compuestos quimicos
<on propiedades vasomo:orﬁs como posibles mediadores. EL

primero
de estos,

fue 1la angiotensina-II (49), sin embargo., la . operacidmn

del sistema renina angiotensinea intrarrenal se lleva a cabo en el

sentido opuesto al esperado si 1la angiliotensina fuese el mediador;
en efecto, la vasoconstriccidn inducida por la activacidn de 1a
wmidcula densa se asocia a supresidn’ de la

secrecidédn de renina
(18,61).

Otro compuesto que puede ~in:eryenir en la cransmisidn de
sefiales en el SRTG es la Adeqosina (63).noésv§1d ¥ colaboradores

encontraroa que la “teofilina '(hloqueador inespeéiﬁico de

los
receptores de adénosing)'y;e dipiridamol (agente que disminuye
1a captacidn  .de’ adencsina s “edlulas: yv aumenta sus

)'auméntanfla tespuasta del SRTG




!
i
|
i
;
{
{
i
i

.transmisidn del 1la

t osm

Céiulas
e 1o
Mdcula 3 Almacenado
nsa "
de AMPe Calmodulina
Cétulas

Measangiaies
Extraglio-
marulares

Respueasta
del elemento

vascular
contractil

Artaeriola
Afsrante

Fig.l. Esquema de los mecanismos que

respuesta del

tubuloglomerular.

sistema

Activacidn de los

e reg es
de Ca** introcslular

intervienen en

retroalimentario



(46). Sin embargo la ﬁarticipacién de la adenosina es difilcil ' de

evaluar ya que el sistema de receptores de membranas para el

nucledrido eé‘mqy complejo, existen dos receptores extracelulares

coq_efec;ps:oﬁuESCOs entre si y otro intracelular cuya funcidn se
desconocé (24).

Finalmente algunos estudios sugieren que las prosctaglandinas
también participan en la regulacion del SRTG como mediadores de

‘la. sefial que produce la macula densas; puesto que las células

flomerulares y tubulares producen prostaglandinas como PGF2 o,
PCEZ. tromboxano A2, PGI2 y PGD2 (23, 58, 59) y 1la aintesgis de
prostaglandinas se estimula por 1a administracidn exégena: de
4cido araquiddénico. En relacida al SRTG, los datos relacionados
con la participacién de las prostaglandinas son controversiales.

Schnermann (S6) ha observd que 1la administracidn de

indometacina .
produce disminucidn de 1la magnitud de la respuesta
tdbuloglomerular, tanto al adminiscrarla en 1la circulacidn

general, como al agregala a la solucién de perfusidn tubular. Sin

embargo, otros trabajos de este mismo autor demuestran que

después de 60 minutos de infusidn continua de indometacina, la

respuesta injicialmente baja, recorna a valores normales, adn

cuando las concentraciones urinarias de PGE2 y PGF2 4 persisten

muy disminulidas. También se dinformd que cuando =se administra
indometacina a ratas mantenidas en una dieta baja en sal. no se

inhibe la respuesta del SRTG, adn cuando la excrecidn urinaria de

-10—



pros:aglnndinas,eg:éufequcidh eh magnitud similarxr
observa en xatas con i

a la qué se
dieta normosédica :

}esﬁdﬂden al
inhibvidor de 13»

observé que la

PGI
o PGF2 parece nornalizar 1la respuasta e an o previamente se ha
infundido 1ndone:acina. En contraste’

Pétsion.,y . cols 48)
del SRTG nd_kge: modifica con 1la
administracidn intratubular de PGE o PGF&“ y 'se atenda con
Un hecho importante que

encuentran que la respuesta

PCGI2.

relaciona tanto l1a participacién del

calcio como de las prostaglandinas, radiﬁa'en que alteraciones en
intracelular
produccidén de prostaglandinas.

calcio,

1a concentracidn de calcio pueded influenciar la
Agentes cémo los iondforos de
que aumentan eate catidn dencro del citoplasma, estimulan
la fosfolipasa A2 y aumentan la sintesis de prostaglandinas. En
forma similar, las prostaglandinas también agmentan los niveles
de calcio a través de la movilizacidn de é&ste,

retjiculo endopldsmico (51).

de mitocondrias

v

diferentes autores, es muy

metabolito vasocons:ticcor

mesangiamles, las tuhuléres}

13-



[t

‘estar relacionados con la transmisidn de

sintetizar tromboxanos Y eicosanoides que se derivan de 1la

lipooxigenacidn; se sabe que estos compuestos tienen efecto

vasoconstricrtor renal (23.23,36,35;40.65,62,64.67)- Por

consiguiente, el presente estudio se ha enfocado a investigar 1la

participacidn del Acido araquiddnico y sus metabolitos,

especialmente aquellos con propiedades vasomotoras . que pudiesen

sefiales de 1l1la méacula
densa a las arteriolas.

—-12-



HIPOTESIS DE TRABAJO:

La respuesta efectora del SRTG implica la transmisiédn
séﬁalrde la mAcula densa a las arteriolas. E1 mecanismo por el
cual se transmite esta sefial no esta bien establecido. Es

de wuna

posible
‘que 1la mAcula densa al ser estimulada, produzca una substancia
vasoconstrictora que difunda a través del mesangio

extraglomerular y ocasione efectos vasomotores en las arteriolas.

Otra alternativa es que la activacidn de la macula densa estimule

1a formacidn de compuestos vasoactivos, directamente en el
mesangio extraglomerular, que ejerzan su efecto en el m&ésculo
vascular arteriolar.

Los metabolitos del Acido araquidénico reldnen las

caracteriscicas que se requieren para ser ese mediador ' pues son
aurscoides con propiedades vasomotoras, algunos tienen efecto
vasodilatador como la PGE2 y l1a PGIZ,

mientras que Otros como

- el

TxAZ ¥y los leucotrienos C4 y D4 producen vasoconstriccidn.
» De acuerdo con lo anterior, este trabajo pretende establecer
si el Acido araquidénico o alguno de sSus metabolitos son el

mediador de las. sefiales generadas por la madcula densa.

—-13—



MATERIAL Y METODOS:

"Se estudiaron 53 ratas Sprague-~Dawley macho, con un.‘peso
225 a 250 g bajo un régimen dietdtico normal y - sin-  -restriccidn
de liquidos. Las ratas se anestesiaron con -pen:obhrbital‘ sédico

(50mg/kg) por via intraperitoneal y se colocaron en una’ mesa - de

micropuncidn termorregulada para mantener la .’ ;empéracura del

animal en 37 ° C. Se cateterizaron: la trdquea’ - con " ‘un - tubo de
externa con tubo de

soluqidn‘—iéo:énica de
de

polietileno P-250; la vena yugular

polietileno P-50 para 1la infusidén de una

cloruro de sodio al 0.9 % (1.2 ml1/h) y para 1la admiﬁiacracién

anestésico adicional en caso necesario; la arteria femoral
polietileno P-50 para

cateterizdé con tubo de
en forma continua .durante todo el

izquierda se

cuantificar la presidn arterial
experimento, con un transductor de presidn (Statham Laboratory,
Hato Rey Puerto Rico) y se registrd en un poligrafo (Grass

Quincy MA.) Los experimentos se llevaron a cabo sdlo
igual o mayor que

Inc.
Instruments,

sl la presidn arterial media se mantenia

100mmHg .

A través de lumbotomia izquierda, sevsepd;afon el rifidn .y 1la
:-jtéjidé éoheﬁtiéok

gldndula suparrenal de la grqéa perir;enalf'y

subyacente. El1 rifidn se colocd dentro d
conservando su posicidn fisiol&gica.1sinvcémﬁ;imifﬁ'éii ;p&dicpio

renal, ni el uretero; éste dltimo, se:catetérizéfcdnlﬁﬁ_‘:ubo de

—14—
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-medicidn de presidn tubulsr se utilizd

poliecileno calibre P-10 para asegurar un £lujo libre de orina. A
continuacidn, se depositd una soluqibn de agar al 4% para ‘sellat
el espacio‘encre el rifidn y la cidpsula dé lucita y mantener una

La superficie del
ilumind comn una fuente de luz fria inctensa

fibra dprica,

capa solucidn de NaCl 0.9% cibia. rifidn se
transmicida por una

esta luz permite visualizar Claramente los tdbulos

y capilares de la corteza renal con un microscopio esteroscédpico
{(Modelo M5, Wild Heerbrugg, Switzerland.)

ESTUDTIOS DE MICROPUNCION: «

Se efectuaron estudios de

microperfusidn
retrdgrada para evaluar

l1a magnitud de la
midiendo los cambios en presidédn con bloqueo

anterdgrada ¥

respuesta del SRTG
de flujo. Para . 1la

un equipo "Servo Nuil"™
{modelo 4A Instruments for Physiology, San Diego Ca.), que se
conectd a un transductor de presidn (Gould Physiological Pressure
Transducer P23ID, Gould Inc. Measurements

System Div. Oxnard
Ca.)) a una bomba de presidn y a un poligrafo Grass (Mod.79D
Grass Medical Instruments, Quincy Mass.) calibrado de O a S0
mmHg. El1 equipo detecta cambios en la conducci{idad eldccrica

dentro de la pipeta de puncidén, llena con una - solucidn de NaCl
1M. Al inctroducir la pipeta en el capilar o :ﬁbu}o ingresa

a 1la
pipeta solucidn relativamente hipotdnica,

lo que
conductividad dentro de 1la

disminuye 1la
pipeta, &sto es detectado por el

15—



“"Servo Null™ que activa una bomba y aumenta la presidn dentrad: de

la pipeta .hasta igualar la presidn  con -la de. . la. .cavidad . en

cuestidn, recuperando la- conductividad inicial §entro{ide la
pipeta; el trangdﬁc:ot mide 1la fresibn que la . bomba <§plic§

sistemsa para igualar a la de la cavidad en es:ddio; fla quairwes
registrada en el pciigrafo. Con X

este sis:éma.~ ée‘
pipeta de 1 a '3 " micrémetros de diAmetro en: 15}

; ,/,. b‘ai‘a
puncionar e; tdbulo proximal en un segmento entre el’

él;ﬁéfuiﬁ v
un bloqueo  d§ cera, colocado previementé_ygn ?aJ‘Za'“Qi' 3a
circhnvoigcién superficial y se registrd 1a'§resibn; con bldéuéo
de'f}gjof(PBFj;que eé una medicidn indirecﬁa de‘]la pfesién
capiihr fgi9ﬁétu1ar que se utiliza . cuando ,105{ animales de
‘expefimeﬁ:aéibn‘cargcén de glomérulos supérficia;as.

a),Téén}ég para perfusidén anterdgrada:

i;nicialhente’se‘seleccioné un tdbulo apropiado mediante una

pipetrs de vidrio con punta de 4 a 6 micrdmerros de didmetro,

llena con el colorante verde de lisamina, al 1%, que se fija a un
_adaptador y'se conecta a una jeringa de 20 wl, de manera que la
jeringa permite aspirar o inyectar a través de la micropipeta. E1

adaprador con la micropipeta se monta en un manipulador Leitz que

permite imprimir movimientos finos a la micropipeta. Con esta

pipeta, se punciond un tdbulo proximal en un punto cercano a la

emergencia de 1a arteriolé',eferente. que

corresponde a las

-16—




TECNICA DE MICROPERFUSION
ANTEROGRADA
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de liquido
tubular

Pipeta de
perfusicn

Tdbulo
distal

Tdébulo
proximai

Figura 2



porciones :ermipaieéiﬁdélr

segmenco

--proximal. Elr £lujo ., del
colorante perﬁi:ef viaualizar o8’

. diferentes

Segmentos de la
nefrona. ée seieccionaron »:ﬁbulosi con- "3 o mAs segmentos
supetficiales del cﬁhulo prnximal ¥ por lo0 menos 2 segmentos
proximales del :ﬁbulo dis:al. A.

continuacidn,
tdbulo proximal a 13 pipeca se bloqued con cera,

pipeta de 12 pm,de didmerro en la punta,

1la porcidn del
se utilizd una

que conecta a una unidad
de micro-inyeccidn (Trenth-Wells,

South Gate, CA.),

se colocd
pequefio cilindr& de 4

diametrxro del

un
4 5 wveces el tdbulo de
longitud, lo que provee un bloqueo inmdvil., Para

se insertd una pipeta de 1la
llena con solucidn Ringer isotdnica que conecta a
microperfusidn

iniciar 1la
perfusidn anterdgrada,

misma medida

una bomba de
(Walter Klotz, Munich,Germany),
porcidn mads distal del tdbulo proximal,

cera.

dentro de 1la

posterior al bloqueo de
La presidn tubular con bloqueo de £lujo se registcrd
forma continua, inicialmente en ausencia de f£lujo,

medicidn como valor control.

en

Yy se tomd esta
Una vez obtenido un

valor estable,
se perfundid a una velocidad de 40 nL/wmin.. durante 3 a 5
minutos; a8l finalizar 1la perfusidn, la presidn debe retornar a
los wvalores del pet%odo control para considerar exitoso el
procedimiento (Fig. 2).

b).— Técnica para la microperfusidm recrdgrada.

Esta técnica se esquematiza en la figura

3. Despuéds de 1a
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seleccién del tidbulo de 1la manera ya descrita para perfusié&

anterégrada, con la pipeta que conteniene cera, que se conecta a

1la unidad de micro—inyeccidn, se punciond el tdbulo proximal en

sSus segmentos proximales b4 se inyectd suficiente cera para

bloquear el tdbulo; se punciond también 1la dltima porcidnm visible
del tibulo distal y se colocd un segﬁndo bloqueo con cera. Una
vez que los dos segmentos fueron bloqueados, se procedid a medir
en forma continua. 1la presidn tubular con bloqueo de flujo,
inicialmente en ausencia de flujo para obtener un valor control y
una vez obtenido un valor estable, se inicid& la perfusién a
.velocidad de 15 nl/min y se evaludé nuevamente la PBF durante Qs
periodo de 3 a 5 minutos; al suspender la perfusiédn, la presidn
regresd a valores control. Por #ltimo, durance la perfusidn se
punciond el tdbulo proximal en un lugar distal al bloqueo de cera
para colectar la solucidn 3infundida y asegurar que la perfusidn
es continua. Tanto en los experimentos con perfusidn ortcdgrada
como en l1os de recrégrada solamente se incluyeron aquellos
tdbulos en los que la presidn retornd al valor control. La
técnica de microperfusidn retrdgrada tiene la ventaja de que el
sitio de perfusidn se encuentra mds cercano a la macula densa que
en la perfusidn retrédgrada, por lo que los compuestos perfundidos
llegan a la madcula en concentraciones similares a 1la
admnistradas, sobre todo cuando se utilizan compuestos

lipofilicos que se adhieren facilmente a membranas celulares.

Ademds la solucidén de perfusidm no se ve modificada por los

—-18~



mecanismos de transporte del asa de Hegnle.
La solucidn de perfusidn que se u:;lizé» fue una soluciédn

tubular artificial (STA) que contiene: Na+, 145 mEq/1; Ci-,135

mEq/1; HCO3 ,10mEq/1l; Ca2+, lmEq/l; Mg2+, ngqllg y urea 25Omg/1l.

Con una osmolaridad de 290 mOsm/Kg. Para la solucidnm hipotédnica,

solamente se omitid el suficientce NaCl de la solucidn para

obtener una osmolalidad de 40 mOsm/Kg. En estudios previos se ha

demostrado que esta solucidn, en microperfusidn retrograda,

produce una disminucidn de 1 a 2 mmHg en la PBF (12). Asl, la

solucién isotdnica se utiliza con compuestos que pudiesen en

algun momento inhibir la respuesta del SRTG y la solucidn

hipotcdnica se utiliza cuando sSe estudian agentes gue tienen 1a

posibilidad de inducir o aumentar la respuesta.
PROTOCOLOS EXPERIMENTALES: -

I.- Inicialmente, se estudid el efecto del Acido araquiddnico

como precursor de prostaglandinas, para estimular en forma

indiscriminada la sintesis de estos eicosanoides por las células

de la mAcula densa, a través de las diversas vias metrabdlicas.

Para ello, se perfundid Acido araquidénico directamente den:ré

del t3bulo discal. En estos experimentaos se midio ia PBF
utilizando microperfusidn retrdgrada en cada tdbulo, inicialmente

con la solucidén isotdnica para obtener un. valor control de  1la
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S AP e b R A )

r=spuesta del SRTG, seguida de la solucidn . hipotdmica mas
vehiculo, finalizando con 1la solucién hipotdnica mAds  Acido

araquiddnico en_ una concentracidn de 160. pM/1. Para de:efﬁ;naf si
el efecto del acido araquidénico ocurria 'debido . a ‘un’  efecto
inespecifico, en otro grupo de animales se u:ilizb el'lécido
previamente autooxidado siguiendo el mismo protocolo. ’ ‘

I1.- La participacidédn de tromboxano A2 se estudid bloqueando . el’

efecto del tromboxano a nivel de receptores con EP092 y . evitando
su produccidén mediante inhibicidn de la sintesis con UK 38485.

Ambas drogas fueron utilizadas a dosis que tanto "in vivo™ | como
"in vitro" han -demostrado ser suficentes para b;aduear' los

receptores de tromboxano A2 o.inhibir. su sintesis (1.,33).

Para los estudios sistémicos se

administrd un

bole
endovenoso de 2 mg -de EPO92 seguido de una infusidn continua de

1.2 mg/kg/h. La eficiencia del bloqueo con EPO92 se probd ‘en otreo

grupo de ratas con.el anAdlogo de tromboxano A2, el U46619.

En esﬁos és:udios se'utilizb microperfusidn orctdgrada vy se
midid 1uvrespues:u'de1 SRTG por medio de l1a PBF con la . solucidn
isotdnica, durante un periodo control. Las mediciones se
repicieion durante la infusidén del bloqueador de receprores. En
otro grupo de ratag se efectuaron estudios con mic;operﬁusibn

recrdgrada. En estos experimentos se perfundid la

solucidn
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isotdnica con EP0O92 den::é dei ﬁﬁb@lbrh'uha' concentracidn . de S

mM/1. et

En los,experimentos donde,:k . S E i‘ 5 "ginhibidor.'de 1la
sincesis de :romboxano A2.. 3 : ; 'agregé .a 1la

-solucién de perfusién a 'unaf pM/l. ¥ se

III.- Para es:udiar el efecto de is ibicidn'de leucotriencs

atros Acidos hidroxieicosace:r eno: co bloqyeé 1la' via de 1a

blipooxigenscién utilizando écido&nordihidroguaiatécico (ANDG) a
dosis de 50uM, S00uM y 2. SmHll. Eace agen:e se agregd a 1la
solucidn isotdnica de perfusién.y»se efectuaron experimentos de

microperfusidn retrdgrada.

IV.~ Finalmente se efectud una reevaluacidn de los efectos del
bloqueo producido por inhibidores de la ciclooxigenasa de Acidos
grasos, para lo que se utilizd microperfusidn recrdgrada.
Déspués de obtener un valor coantrel con 1la perfusién de 1la
solucidn isotdnica, el tdbulo se perfundid con indomeracina SmM o
con piroxicam 5mM en solucidn isotdnica durante 4 a 5 minutos. En
los estudios con indometacina, se administrd una solucidn
isotdnica libre del agente después de la solucidn con
indometacina, para reevaluar el tiempo que tardaba en desaparecer

1la inhibicidn mediada por dicho fArmaco.
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COMPUESTOS QUIMICOS UTILIZADOS:

Las solﬁciones base de los diferences compuestos utilizados

se prepararon como  sigue:

—Acido araquiddnico (Sigma Medical Co. St Louis MO), se disolvid
en etanol al 100%Z para obtener una concentracidn . de 10 mg/ml y se

almacend en una atmbdsfera de nitrdgeno a -=-70° C. Puesto que el

dcido araquidédnico es sensible a la luz y al oxigeno aembiental,
consideramos necesario preparar la solucidn hipotdnica con dcido
araquiddnico inmédia:amente antes de usarla. Genexralmente 1la
solucidn se urilizd dentro de los 2 a 5 minutos despuéds de
preparada. Para autooxidar el 4Acido =araquiddnico, la solucidn
base del 4cido fue expuesta a luz intensa ¥ burbujeada con
oxigeno al 100% por 60 minutos antes de su uso y se almacend bajo

una atmbsfera de oxigeno a 4° C.

-EP092, fue obsequiado por el Dr R.L. Jones, del Departamento de

Farmacologia de la Universidad de Edimburgo, Escocia. La sal de
sodio del compuesto se disolvid en una soiucidén 0.9% de NaCl, a
una  concentracion de 5 mg/ml y sSe almacend a -20° C. Se agre;é”
suficiente EP092 a la solucidn isotdnica para alcanzar “~una .
concentracién de 5 mM/1, o solucidén de cloruro de sodiot~pp?a;
lograr 1.2 mg/kg/h en los estudios sistémicos. :
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almacené

isotdnica
una concen:tacién de 25 uH/l.

-UK3BA85-

Eue donadn por los laboratorios Pfizer Inc.

(Grovdn CT)
E}r - iﬂhibidor iue disuelto en una solucidn de NaOH 0.1 N,

Y- ajuszada ‘a” pﬂ ‘de’

diluido
a una’ concentracién de 3. 5 mM/1 con una solucibn salina isotdnica

7 5 .con  HC1

o. lmN. La’

solucidn
20’ C. Inmediatemente antes de utilizarse

base se
suiicience aolucién base a la solucién

se agregd

para alcanzar

~Acido nordihidroguaiarérico (Sigma Chemical,

Co. St Lauis MO,
sevdisolvib en etanol pu:o:(SOmg/mi) ¥y se slmacend a ~-70° C. Se
agregd suficiente solucidn base a la solucidn 1isotdnica
alcanzar una concen:raqién de S0uM

para
SO0uM o 2.5 mM/1

~Indometscina (Sigma Medical Co. St Louis MO) - se disolvid ‘con .
Na2C03 en concentraciones equimolares {(10mM) . y se ,sgiegﬁ a

€ la
solucidn isotdnica para alcanzar una concentracido de 5 mM/1.

~Piroxicam {(Sigma Medical Co.

St Louis Mo.) se disclvid - en DMSO
(100mM) y se agregd a 1la solQ:ién isotdnica ﬁara »alcanzar‘
concentracidn de S mM/1l.

uns
(1% DMSO).

~E1 andlogo de tromboxano A2, U46619- (UpJohn Diagnostics,
Kalamazoo, ML) se disolvid en etanol puro (lojhg/ml) y se agregd
a una solucidn de NaCl 0.9% para

alcanzar -1la. .concentracidn

de
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1.5, 1.75 & 2 pM,S/1i-

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos se analizaron mediante la prueba de "t" de Student
no pareada para los estudios sistémicos y pareada para todos los
estudios en que se utilizd microperfusidn rectrdgrada. Los datos
se presentan como media * desviacidén estandar * error estandar de

la media.
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RESULTADOS:

En la primera serie de experimentos, se evalud el efecto de
la microperfusidn retrdgrada con soluciones que contendian Acido
araquiddnico en 9 tdbulos. Durante la perfusidn con la solucidn
isotdénica control, la PBF disminuyd de 38.1 = 0.8 a 28.1 = 0.9
mmHg « En cambio, durante 1la per fusidn con la solucidn
hipotdnica(4OmOsm/K)g con el vehiculo del Acido araquidédnico, la
PBF disminuyd de 37.9 = 0.8 mmHg a 35.2 £+ O.9 mmHg. Durante la
perfusidn con solucidn hipotdnica con Acido araquidénico 160 uM,
1la magnitud de la respuesta aumentd significativamente y la PBF
disminuyd de 38.6 = O0.9mmHg a 28.0 +x 1.2 mmHg . La respuestca
obtenida con 1la solucidn hipotdnica con dcido araquiddnico no fue
difez;ence de 1la obtenida con la solucidn isotdnica (Tabla 1,
Fig.4).

Para determinar si el aumento observado en la magnitud de ila
respuesta con la solucidn de &cido araquiddnico era debido a un
efecto no especifico o a una accidn detergente del compuesto, se
perfundid una serie distinta de tdbulos con la solucidn
hipotdnica con Acido araquiddédnico autooxidado, 160uM, (32). En 7
tibulos en los que se efectud microper fusidn retrdgrada, 1a
perfusidn de esta solucidn no produjo un cambio significativo en
la PBF.( Ao = 0.9 x 0.4 wmmHg), mientras que en los mismos

tdbulos, 1la perfusidn de solucidn con &cido araquiddnico no
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autooxidado produjo un aumen:o en la magnitud de - la respuesta,
similar a la observada en..la’ serie inicial ( A,» =..10.4  =--0.6

mmHg., Tabla 2).

El efecto de umn bloqueador de los receptores.'de trombéxaho

A2 (EP092) en la respuesta del SRTG se evalud en 4 racas.'éi’jlas'

que el fArmaco se administrd en forma sis:émicu. ~En? el petiodof:
control, la presidn arterial fue de 116.4 = 2. 77‘hmﬂg y ‘RO s?
alterd significativamente por la infusidén del EPO92 ( 118 8. = 1.2
mmHg). Como Se muestra en la Tabla 3, Fig. S, el EPO92 ﬁd
modificd 1la magnitud de 1a PBF ;b:enida duiance ‘perfusidn -
ortdgrada con la solucién isotdnica en 12 :ﬁbuicsien, elb'beriodo
control, la PBF disminuyd de 37.9 = 0.8 a 28.0 % 0.6 'mmHg,
=9.9 * 0.5 . En 13 tibulos durante EPO92, la PBF disminuyb . de
38.6 £ 1.0 a 30.0 #* 1.1, mmHg, aAa=8.4 x 0.44. Los datos :ontrol’no
fueron estadisticamente diferentes de los que se obﬁuvie;on

durante la administracién del bloqueador de receptores.

En 5 ratas, se probd 1la eficacia del blogqueo de los
receptores de tromboxano A2 con el andlogo de tromboxano A2,
U466619, mediante bolqg antes y después de 1a administracidn  de
EPO92 (Taﬁla 4). Durante el periodo control, la PBF se mantuvo en
37.3 £ 0.6 hmHg. f‘ disminuyd transitoriamente un mAdximo de 8.5 =
1.0 mmHg, 11.1 * 1.0mmHg y 11.3 * 2.0 mmHg con  la inyeccidn de

1.5, 1.75 y 2 uM de  U46619 respectivamente. Después de 1la
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adminisctracidén de EP092, la PBF se mantuvo en 38 mmig ¥

disminuyd solamenre 0.44 % 0.3 mmHg, 1.0 + 0.2 mmHg y 0.5 %= 0.2

mmHg con 1.5, 1.75 y 2 pg . de U46619 respectivamente. Asil, 1la

dosis de EP0O92 que se urilizd en forma sistémica £fue suficiente

para bloquear los veiec:oé de adminis:racibnA del

andlogo de
tromboxano A2.

En un grupo diferente de experimencos, -en  los cuales se

efectud microperfusidén retrograda en 10 tdbulos con 1la solucidn

isotdnica con EPO92, 5mM, la magnitud de 1a‘respuesta del SRTG no
disminuyd sigﬂificativémente. Tabla 5, Fig 6. La PBF promedio fue

de 35.7 = 0.8 mmHg y disminuyd a - 26.7 "+ 0.8 mmHg durante la

perfusidn de 1la soluciéniiso:énica.~£n l1os tdbulos perfundidos

con EP092, el promedio de la PBF fue 36.1 % 1.0 mmHgh y disminuyd
a 27.6 = 1.0 durante la perfusidn.

Los resultados de los experimentos con microperfusidn

retrdgrada en otro grupo de 10 t&bulos en los cuales .se utilizd

el inhibidor de 1la sintesis de tromboxanos UK38485,
en 1la Tabla 6, Fig.7.

se ilustran
La PBF promedio fue de 36.1 = 0.9 mmHg en

ausencia de perfusidn y disminuyd.a 26.4 £ 1.4 ﬁmﬂg durante la

perfusidn de la solucidn isotdnica con el inhibidor. E1 promedio

de la respuesta en esta serie no fue diferente de 1a observada

con la soclucidn isotdnica sola ( 35.8 = 0.6 y disminuyd a 26.2
1.1). ‘

£
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Se efectuaron estudios adicionales para decégminar st ,13-
respuesta del SRTG pudiese ser mediada a través de 1la gehetaciép
de un metabdlito producido por 1la 1lipoxigenacidn del -“Acido
ara;uidbnico- Para ello se perfundieron 14 tdbulos en‘ fo£m$ 
rectrdgrada utilizando solucidn isotdnica con ‘.Agid;‘
norhidihidrogueiarécico a dosis de 50 pM,. S00 pM y 2,5 mM (Tébia
7, Fig. 8). La PBF disminuyd de 36.1 x 0.9 mmHg a 27.2 ﬁmHg
durante la perfusidn de 1la suiucién control y de 36.6 ES 1.0 :a
28.6 * 1.2 mmHg durante 1la perfusidén de la solucidn con’ el
1hhibidor. Todos los da:O§ de estos experimentos se 5nalizaron;en
un sdlo . grupo.. pues no hubo relacidn aparente entre. la
concentracidn de ANDG y la magnitud de la respuesta. E1 promedio
de la respuesta durante perfusidn con ANDG fue ligeramente menor
que el obtenido con la solucidn control (1.0 * 0.36 mmHg), Esta
disminucidn discreta pero significativa (p < 0.05) en 1a-

magnitud de la respuesta, representa una atenuacidn relativamente

leve.

En los estudios efectuados en un grupo de io0 tdbulos, pars
reevaluar la capacidad de la indometacina pira inhibir la
respuesta del SRTG, la inhibicidn fue claramente consistente

durante la perfusidn con solucidn isotdénica con.findometacina.

. Tabla 8. Un ejemplo de esta atenuacidén se muestra en la figura 9,

1as respuestas individuales se representan en la figura 10. La
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perfusidn con la solucidn iso:énica sola produce una d;smindcién
promedio de la PBF de’ 36 8 + 0. 9 mmHg a 27.3 %= 0.8 mmHg ( &4 = 9.5
* 0.7 mmHg) . Duran:e 1os 5. é} 6 minutos de perfusidn con
indometacina, 1la respuesta fue casi completamen:e abolida, la PBF’
fue de 36.7 = 0.9 mmHg an:es y de 36 0 * 0.8 mmHg despuéds de 1la

indometacina( A = 0. S x Inmediatamente después de la

perfusidn con 1ndometac1§a._cada_:ﬁbulo se reperfundid con la

solucidn isoténica coﬁt;de'El’periodo entre la terminacidn de la
perfusidn y 1la 1nici§c16n“de la:siguiente varid de 15 a 90 s. A
pesar de este breve ;gpso,:la #espuesta normal sSe restablecid por
c&mpleto; La PBF después de indometacina fue 36.8 = 0.8 muHg ¥
disminuyé 3-26.6 ES 1.2AmmHg; con 1la solucién isotdnica (A =10.4
1.0 mmHg). asi la.reperfusién con solucidn isotédnica produjo una
respuesta de magniCud normal en tdébulos previamente -tratados con

1ndome:acina.

En estudios adicionales hechos en 9 tdbulos, se ‘efectud
microperfusidn retrdgrada con piroxicam, un inhibidor de la
ciclooxigenasa que produce menores efectos colaterales que 1la
indomectacina. Como sSe observa en la Tabla 9, Fig. 11, en la
respuesta control la PBF disminuyd de 37.6 = 0.6 mmHg a 27.6 *
0.8 (4 = 10.1 * 0.7 mmHg), durante perfusidn con la solucidn
isotdnica con 5mM de piroxicam, la PBF disminuyd de 38.6 = 0.6 a
28.5 = 0.9 mmHg (a = 10.1 +* 0.6 myﬂg). Los :ﬁbulo§ se

perfundieron con piroxicam por lo menos durante 5 minutos,  .pero
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no se observéd atenuacidn de la respuesta durante este periodo.
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Tabla 1. Microperfusidn retrdgrada con dcido araquiddnico 160 pM.

No. TAM PBF STA Rec. a Bipo. Rec. a AA Rec. &
Tdbulae mmig

1 115 39 28 36 11 35 37 2 27 39 12

2 110 37 30 38 7 38 39 1 32 &0 8

3 100 40 30 40 10 40 40 o 32 &z 12

& 115 38 29 37 9 34 39 & 30 40 9

5 120 35 24 34 10 - - - 24 34 10

6 115 34 24 35 10 35 34 1 22 35 12

7 125 38 26 39 13 35 37 2 26 37 11

8 130 %0 a2 40 8 41 41 1 33 39 6

9 130 &2 30 42 12 %0 % 2 27 38 11

X - 117.7 38.1 28.1 37.9 10.0 37.2 38.6 1.6 28.1 38.2 10.1
DE = +*9.7 =x2.5 =£2.8 *x2.6 =1.8 =2.8 2.6 =*l.2 =23.8 =22.5 2.1
EE = 3.2 =20.8 20.9 20.9 =20.6 =*1.0 =20.9 0.4 1.3 =0.8 =0.7
No. ratas = 8.,
STA Vs Hipo. t = 11.1008, < 0.001
Hipo. Vs AA t = - 9.1810 p < 0.00l. Tdbulos parcadoa.
Abreviaturae:
TAM : Tensidn arterial media AA: Solucidn hipotdmnica con dcido
PBF : Preaidn con bloqueo de flujo - arsquiddaico
STA : Solucién tubular arcificial X : Promedio
Rec : Valor de recuperacidn de la PBF DE: Desviacidn estdndar
a : Delta o cambio en PBF EE: Error eatdndar
Hipo:

Solucidn tubular artificial
hipotdnicas 40 mOsm/1
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Fig.4. Respuesta del SRTG graficada en forma individual, durante
la perfusidn retrdgrada con solucidn tubular artificial isotédnica
(A); s0lucidn hipotdnica con vehiculo (B) ¥y solucidn hipoténica
con Acido araquiddnico (C). El1 % representa A, t = 17.3205 y B, t
- 12.2474 B, p =< 0.001, al compararse los valores a cero
perfusién vy 2 15 ni1/min. La comparacidn entre la respuesta con la
solucidn con vehlculo (B) y la solucidn con dcido araquiddnico

(C) fue estadisticamente significativa, t = 9.1810, p < 0.001.



Tabla 2. Microperfusidn recrdgrada con 160uM ac. araquiddaico autooxidado

No. -~ TAM PBF STA Rec. a AAO Rec. a AA Rec.
Tébulo mmHg

1 125 41 34 &2 8 41 42 +1 32 &40 10

2 135 43 30 42 13 43 &3 +2 30 41 13

3 120 &40 31 &2 9 &2 ' o 33 &0 11

& 125 38 29 3:] 9 38 38 o 30 37 8

s 125 42 3s &3 7 Lods 45 +r 34 40 11

6 115 38 25 39 13 39 39 o 29 38 10

7 125 35 27 37 8 39 39 +2 29 36 10

X = 124.3 39.7 30.1 40.4 9.6 40.8 4l1.4 0.8 31.0 38.8 10.4
DE = £6.1 =22.9 £3.6 *2.4 2.4 2.3 22.8 =0.9 22.0 1.9 =x1.5
EE = +2.3 21.1 #%1.3 %0.9 0.9 =20.8 *£1.0 %0.3 =2=0.8 =20.7 20.6
No ratas = 6.
AAO Vs AA © =

-19.9020, p < 0.001. Tébulos pareados.
Abreviaturas:

Tensidn arterial media

AAO: Solucidn hipotrdnica con Acido
Presidn con bloqueo de flujo araquidénico autooxidado
Solucida tubular artificial X : Promedio
Valor de recuperacidn de la PBF

Delta o cambio en PBF
Solucidn hipotdnica con Acido
araquiddnico

Desviacidn estdndar
Errer estdndar




Tabla 3. Respuesta del SRTG en condiciones control y durante 1a infusidn

sistémica del bloquecador de receptores de TxA2, EPOS2.

No. CONTROL EPD92
Raca TAM PBF STA Rec. a TAM F STA Rec. a
maHg
1 100 3as 25 34 9 115 38 28 38 10
100 39 27 39 12 110 37 31 37 6
- 110 36 30 38 B8 120 33 21 30 11
2 120 L2 29 42 13 120 40 31 42 9
B 110 42 30 &2 12 125 as 31 38 7
125 38- 27 37 11 125 38 27 37 11
120 35 27 35 8
3 120 &2 32 40 : 10 110 37 30 36 7
120 35 26 35 9 110 35 28 a5 7
115 37 29 36 8 110 40 33 40 7
& 125 38 28 39 10 130 46 35 46 hd
127 35 27 36 8 125 4Lb 35 43 9
125 36 27 - 36 9 125 41 33 42 8
Y - 116.4 37.9 28.0 37.8 9.9 118.8 38.6 30.0 38.3 8.
DE = *9.5 =2.8 x1.9 2.6 =1.7 7.1 =3.6 =3.8 z4.1 21 .6
EE = 2.7 *0.8 +*0.6 *0.7 =0.5 z1.2 x1.0 *1.1 *1,2 20
Control Vs EPO92 t = 0.6261. No estadiasticamente significativo.
Tébuloas no pareados
Abreviaturas:
TAM: Tensidn arterial medis EP092: Bloqueador de receptores de TxA2
TxA2 Tromboxano A2

Presidn com bloqueo de flujo
Solucidn tubular artificial

Valor de recuperacidn de la PBF DE
Delta o cambio en PBF

Desviacidn estAndar

: Promedio
: Error esthndar
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Fig.5. Respuesta del SRTG graficada en forma
perfusidn ortdgrada con solucidn tubular arcificial isotdmica, en

la administracidn sistémica del

condiciones control y durante
EP0O92. 1l % representa A, €t -

bloqueador de receptores de TxA2,
al compararse los

17.0967 y B, t =~ 16:3951 B, p < 0.001,
a cero perfusidn y a 40 nl/min., La comparacidn entre la respuesta
£ = 0.6261. - )

valores

de los dos grupos no fue significativa,



Tabla 4. Efecto de el andlogo de TxA2, U46619 sobre la PBF en condiciones control y

del bloqueador de receptores EP0O92.

durante la administracidn -

sistémica

CONTROL X EPO92 . S RPN
No. PBF TxA2 TxAZ TxA2 PBF TxA2 TxA2 ' TxA 2
Rata 1.5ug 1.75ug 2ug 1.5pug 1.75pg " 2ug
1 35 22 13 25 10 28 .7 41 41 o .40 1 - 30 1
41 31 10 31 10 30 11 42 42 o 42" o] 42 o
2 37 26 11 25 11 - - 36 36 [¢] 37 [¢] - .-
37 30 7 26 11 - - 38 38 o] 40 L2 - -
36 30 6 18 12 - - '35 35 o 36 +1 - -
38 25 13 20 18 17 21 37 38 -+1 39 +2 37 o
35 28 7 23 12 20 15 40 40 o] 41 +1 40 o
5 40 3s 5 31 9 35 5 37 41 +3 38 +1 37 o
a7 32 S 30 7 28 9 36 36 o 37 +1 38 +2
X = 37.3 28.7 8.5 25.4 11.1 26.3 11.3 38.0 38.5 0.4 38.8 1.0 37.3 0.5
DE = *2.0 *3.9 *3.2 4.6 *3.0 *6.6 *5.5 x2.4 *2.5 *1.0 +*2.0 20.7 4.0 0.8
EE = 0.6 x1.2 *1.0 x1l.4 *1.0 *2.1 2.0 0.7 *0.8 0.3 0.6 0.2 +1.2 Q.3
TxA2 control Vs EPO92 t = 9.7688, p < 0.001, Thibulos no pareados.
Abreviaturass
PBF: Presidn con bloqueo de flujo EPO92: Bloqueador de receptores de TxA2 TxA2: Tromboxano A2
X : Promedio DE : Desviacién estindar EE : Error estdandar



Tabla 5. Microperfusidn retrdgrada con el

EPO92 5 mM.

bloqueador de receptores de TxA2,
No. TAM PBF STA Rec. a EPO92 Rec. a
Tabulo noHg
1 110 35 25 as 10 26 3 9
2 120 35 25 36 10 27 36 8
3 10 32 2 32 7 25 35 7
b 115 39 32 39 7 35 39 &
5 135 37 25 39 14 27 39 12
6 115 32 26 32 6 26 32 6
7 110 37 30 38 7 28 as 10
B 115 40 29 4l 11 31 42 10
9 115 35 25 35 10 24 36 11
10 115 a5 25 35 10 27 3s 8
11 120 37 28 ae 9 28 40 10
X = 115.5 35.7 26.7 36.1 2 27.6 36.7 8.5
DE = +7.9 +2.6 2.6 z3.1 £2.4 =3.2 =3.1 2.4
EE - z2.5 0.8 %0.8 *1.0 7 *1.0 %0.9 £0.8

AST
TA

eviaturas:

No ratc - 8.
STA Vs EPO92 t = 1.0320, No estadisticamente significativo. Tdbulos pareados

ensidn arcterial media

: Delta o cambio en PBF

Presidn con bloqueo de flujo
Solucidn tubular arvificial
Valor de recuperacién de la PBF

EPO92
TxA2
X

DE
EE

Bloqueador de
Tromboxano A2
Promedio
Deaviacidn esctdndar
Error estindar

receptores de TxA2
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Fig. 6. Respuesta del SRTG graficada en forma individual durante
la perfusidn retrdégrada de solucidn tubular arctificial isotdénica
sola'(A) ¥y con el bloqueador de receptores de TxA2 EPO92 5mM (B).
El * respresenta A, t = 15.3125 y B.‘t -‘12.0655. P f‘O.QOl. al
compararse los valores a cero pe;fugién &, 15n1/min. - La
ﬁomparacién entre la respuesta de los dos,gfupés. A VQ-B no fue

significativa, t = 1.0320.



-Tabla 6. Microperfusidn retrdgrada con el

inhibidor de la sintesis de TxA2.
UK38485.
No. TAM PBF STA Rec. a ux Rec. a
Téabulo uG 38485
1 100 3s 23 3z 12 - 2 31 11
2 110 3s 28 34 7 29 34 3
3 115 40 2 &2 11 29 41 11
% 115 a5 28 36 7 29 36 7
s 110 38 31 39 7 32 &0 7
6 115 35 25 as 10 24 3s 11
7 115 35 25 3s 9 24 as 10
8 129, 37 28 a8 3 31 38 7
9 110 3s 26 3s 9 26 33 9
10 110 EYS 19 35 15 19 3% 15
X - 112.2 35.8 26.2 36.1 9.6 26.4 35.7 9.3
DE = 5.6 1.9 3.4 +2.8 £2.5 24 .3 *3.1 =2.9
EE o 1.8 20.6 x1.1 *0.9 £0.8 x1.% *1.0 0.9

No ratas = 8.
Control Vs UK 38485 t = 0.8955. No

estadisticamente significativo.
Tébulos pareados.

Abreviaturaa:

TAM: Tensidn arterial media UK :Inhibidor de la sincesis de TxA2
PBF: Presidn con bloqueo de flujo 38485
STA: Solucidn tubular artificial TxA2: Tromboxano A2
Rec: Valor de recuperacién de la PBF X : Promedio R
A ; Dalta o combio en PBF DE : Desviacidn estandar
EE : Error estidndar



A
o
T

Presidn
con bloqueo de flujo mmHg
0]
(=]
T

20 H—
ﬁ: A
L 1 1 hy 1 1
Control Perfusion Control Perfusidn
con STA con STA
1S5nl/min +
UK38485
1S nl/min

Fig. 7. Respuesta del SRTG graficada en forma individual, durante

la perfusidn retrdgrada de solucion tubular artificial

sola (A) y con el inhibidor de la
El ®* representa A, t = 11.9175 ¥
compararse los valores a cero
comparacidén entre 1a respuesta de

significativa, t = 0.8955.

isoténica
sintesis de TxA2, UK 38485 (B).
B, t = 9.1976, p < 0.001, al

perfusidn ¥ 15n1/min. La

los dos grupos A Vs B no fue



Tabla 7. Microperfusidn retrégrada con el inhibidor de 1a lipoxigenasa, nc. nor

_dihidroguaiarécico. .

© Mo. TAM PBF STA Rec. a ANDG Rec. a dosis

- Tdbulo malg
1. 100 37 30 39 7 32 40 7 50uM
2 100 40 - 32 42 8 as 42 7 SOuM
3 95 33 25 a3 8 25 34 . 8 50uM
& 95 33 2s 34 9 27 3s 7 500uM
5 100 34 26 36 8 29 3s 7 500uM
6 125 ETS 3o 40 8 30 .40 10 S00uM
7 - 115 s 36 46 8 3s AS 6 500uM
-8 120 33 23 32 10 22 31 10 500uM
9 120 as 26 3s 9 27 as 8 500psM
10 125 36 26 3s 10 26 3s 9 500uM
11 125 %0 28 40 12 33 %0 8 SmM
12 110 32 24 ‘31 7 25 a1 6 5mM
13 125 3s 24 36 11 26 36 10 SmM
14 120 3s 26 3s 9 26 34 8 SmM
X = 112.5 36.1 27.2 36.6 8.8 2B.6 36.6 9

DE = £12.0 23.4 *3.6 *3.8  %1.5 24 .6 4.1 £1.4

EE = 3.2  20.9 20.9 z1.0 20.4 1.2 z1.1

No. ratas = 7.
Control Vs ANDG t = 2.6161, p <« 0.05. Tdbulos p.{’ldon.

Abreviaturas:

TAM: Tensién arterial medin

PBF: Presidn con bloqueo de flujo
STA: Soluciédn tubular artificial
‘Recz Valor de recuperacidn de la PBF

Delta © cambio en P
Acido nordihidroguaiarédtico
Promedio

Deaviacidn estdndar

Error estdndar
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Fig. B. Respuesta del SRTG graficada en forma individual, durante
la perfusidn retrdgrada de solucidn tubular artificial sola (A) ¥y
con el inhibidor de la lipooxigenasa ANDG (B). El * representa A,
t = 23.5636 y B, t = 20.6122, p< 0.001, al compararse los val;:res
a cero perfusidn y 15nl/min. La respuesta con ANDG (B) Ede’nenog

que la control (A), t = 2.6161, p < 0.0S5.
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Fig.9. Ejemplo de la respuesta del SRTG obtenida con perfusidn
ret:régrndn‘ de solucidn isotdnica. La disminucidn de . 1a PBF bfue
Ainhibida_ cuando se agregd indometacina (5mM) a 1l1la solucidn
isoctdnica. Sin embargo, después de 4S5 segundos, se obtuvo
nuevamente una respuesta normal al perfundir con la solucidn

isotdnica nuevamente.



Tabla.8 Microperfusidn retrdgrada con indometacina y evaluacidn del tiempo de recuperucidn de lu respuesta del SKIG.

No. TAM PBF STA Rec . [ Indo. Réc, A STA Rec. A Tieupo entie
dbulo tnmHg SmM 3 Tuda. y STA.
1 105 L2 30 42 12 40 40 o 27 40 13 ' 30"
2 115 35 27 35 =3 35 35 o 24 34 11 1' 30"
3 115 32 26 32 & 32 32 o 25 33 7 1° 30"
4 115 39 26 38 13 35 38 -3 28 38 10 1' 15"
5 110 37 30 38 7 39 40 +1 34 43 6 1
6 100 39 30 37 > 35 38 +3 30 38 8 Sot
7 120 35 25 36 10 35 36 [e] 27 36 9 30"
8 100 36 27 35 > 35 35 (o] 26 34 9 15"
9 125 34 23 a5 1K 35 35 (8] 20 33 ! 15 au
10 130 39 29 39 10 39 39 (8 23 38 16 ant
X = 113.5 36.8 27.3 36.7 V-5 36.0 36.8 0.5 26.4 36.7 10.4 15-90"
DE = +10.1 +3.0 x2.4 2.7 2 .2 =24 12.6 *1.35 +3.8 +3.3 +3.3
EE = *3.2 +0.9 0.8 20.9 0.7 *+0.8 10.8 20.4 *1.2 *1.0 *1.
No de ratas = 6.
STA Vs Indo t = 12.6433, p < 0.001.
Indo Va STA después de Indo ¢t = 7 7745, p < Q.001. Tdbulus pareados.,
Abreviasturas: -
TAM: Tensidrr arterial media Presidn con blo<queo de flujo $TA : Solucidén tubular artificial
Re Valor de recuperacidn de la PBF Telta © cambio en PBF Indo: Indonetacina
X : Promedio Tesviacidn csrdndar EE : Error escandar
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Fig.10. Respuesta del)l SRTG graficada en forma individual durance

la perfusidn retrdgrada de solucidn 1isotdnica (A),

isotdnica con indometracina (B) y

.

solucidn
solucidn isotdnica

nuevamente
El % representa A, t = 13.8245 y B,

t = 9.8466 B, p < 0.001,

al compararse los valores a cero perfusidn b4

a 15nl/min. La
inhibicidén obtenida corn indometacina fue estadisticamente

significativa comparada con los otraos dos grupos.

A Vs B, t =
.12.6433 v B Vs C,

t = 7.7745, P < 0.001.



Tabla 9. Microperfusidn retrégrada del. inhibidor de la’ =1c1¢ox1g nlll. ‘pirexi

cam S5mM. K .
No. TAM PBF STA Rec. a Piroxicam Rec. Vo8
Tébulo muig
1 110 3s 25 37 11 25 36 12
2 120 38 29 39 9 30 41
3 120 40 27 &0 13 30 39 10
L3 120 37 30 38 31 - 37
3 115 36 26 37 10 27 36 N 10
6 110 37 30 39 - 3t a7
7 125 40 28 42 12 30 &3 12
8 125 &0 30 40 10 29 4% 11
9 100 36 24 36 12 24 36 12
X = 116.1 37.6 27.6- 38.6 10.1 28.5 38.4 10.1
DE = *8.2 *1.9 x2.3 1.9 =2.1 x2.6 =2.6 =z=1l.8
EE = *2.7 +0.6 0.76 : 0.6 *0.7 20.9 =0.9 20.6

i No. do ratas 6.
Control Vs Piroxicam t = 0.00. No estadisticamente significativo.
i Tdbulos pareados.

Abreviatura

TAM: Tensid rterial medis Deltas o cambio en PBF
Presidn con bloqueo de fluijo Promedio
Solucidn tubular arctificial Dasviacidn escdndar
Valor de recuperscidén de la PBF Brror mtdndar
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Fig. 11. Respuesta del SRTG graficada en forma individual,
durante 1la perfusidm rectrdgrada de solucidn tubularxr arctificial
(A) y solucidn isoténica con piroxicam 5 mM.(B). E1 * represén:a
A, t = 14.1421 y B, t = 16.5455, p < ©0.001, al .compararse los
valores a cero perfusidn y a 15 nl/min. No hubo

diferencia
significativa entre los dos grupos. A Vs B, t = 0.00.



DISCUSION:

En el presente estudio, éiahinamos el efecto de diversos
agentes que modificanfei meéaholismo del acido ataquid&nicb,rjé;;
el proceso ‘de transmisidn de la sefial - del ' sistéﬁé
retroalimentario cﬁbulo—gloﬁerular- La motivacidn paré 'eétos
estudios se basd en parte ei trabajos previos que sugiereé que
algunos inhibidores dé la ciclooxigenasa disminuven la reépueﬁ:a‘
del SRTG cuando se administran ya sea en la circulacidn general o
en el liquido tubular (54-56). Un prostanoide producido por las
células de la mdcula densa, pareceria ser un buen candidato como
mediédor en la cr;nsmisién de sefiales, dado que estas substancias
cruzan fdcilmente la membrana celular y pueden ejercer efectos
vasoactivos. Por lo tanto, era interesante considerar la
hipdtesis de. qQue un metabolito del dcido araquiddnico pudiese
servir como nens&jero a través del cual, la méAcula densa se
cqmunicase‘con las células mesangiales extraglomerulares y las

artériolas (10).

Para estudiar los efectos de diversos eicosanoides en 1la
réspuesta ,dei SRTG, efectuamos experimentos con perfusidn
re:rsgrada agregando dcido araquiddnico a una solucidén hipotdnica
que no produce respuesta. Debido a que la membrana celular es
libremente permeable al Acido aragquidédnico, la perfusidn con este

precursor de prostaglandinas produce aumento de la concentracidn

—-31-



del mismo dentro de las células de la madcula densa y por 1o tanto

aumenta la formacidén indiscriminada de sus diversos metabolitos:

pros:aglandinaé. leucotrienos, etc. Si uno de estos metabolitos

participa en la transmisidn de la sefial, entonces, la infusidn de

normal obtenida

dcido

4cido araquidénico deberia simular la respuesta

con solucidn hipotédnica. Los experimentos en los cuales el

agregado a 1la soluciédn hipotdnica,
respuesta del SRTG y ia

graso‘ fue demostraron

claramente que éste puede inducir 1la

magnitud de la respuesta no fue diferente de la obtenida con la

solucidn isotédnica. Sin embargo, cuando el dcido araquiddnico era

autooxidado (31), es decir, transformado en dcidos grasos no

precursores de p;ostaglundinas. no producia respuesta alguna.

Asl, estos resultados son compatibles con el concepto de que 1la

formacidn de un metabolito del dcido araquiddnico participa en la

transmisidn de las seiiales de la respuesta.

Se efectuaron estudios adicionales an un esfuerzo porv
identificar la naturaleza de dicho metabolito. Basados en
la

estudios previos (54—-56) en los que se encontrd inhibicidn de

respuesta del SRTG con inhibidores de la ciclooxigenasa, uno de

los endoperdxidos parecia ser el candidado mids probable. Debido a

que el metabolito participante mediaba aparentemente una

se especuld que la prostaglandina participante
(26,27,52,58). Se ba
rifién, puede

respuesta presora,
era de naturaleza vasoconstrictora

establecido que el tromboxano A2 sinretizado en el

—32-




ocasionar vasocons?gicc%éqiy es prodqcido-;an:q por el glomérulo
gislado como por células mesangiales en cultivo (33,34). También
se ha establecido que larédminis:raclén compuesﬁos inhibidores de
la sintesis de‘ trombo;ano A2, 1nhkbe la produccidn renal de este
ﬁe:aboli:o cuando se mide a través de la excrecidn urinaria de
tromboxano B2 (33,47). Ademds, el tratamiento con antagonistas de
receptores de -tromboxanos puede evitar la vasoconstriccidn
producida por la administracidn de Acido araquiddnico en la
arteria renal (27,52). Nosotros evaluamos la posibilidad de que
el tromboxano A2 participara en la transmisidn ﬁe la sefial por
medio de dos procedimientos exberimen:ales: mediante bloqueo de
los receptores de tromboxano A2 y por la inhibicidn de su
sintesis. Sorpresivamente, observamos que la administracidn del
bloqueador EP0O92, ya sea sistémica o intratubular, al igual que
la administracidn intratubular del inhibidor uk3s4ss, no
atenuaron significativamente la magnitud de la respuesta obtenida
durante 1la perfusidn com 1la solucidén 1isotdnica. Se puede
especular que es posible que la concentracidn utilizada de estos
fdrmacos fuese inadecuada o que estos agentes no alcanzaran el
sitio de produccidn de tromboxano A2 relacionado con la
transmision de la sefial. Sin embargo, utilizamos concentraciones
que estuvieron en niveles que en otros estudios han sido
suficientes para inhibir 1la produccién de tromboxano A2 o la
activacidn de los receptores correspondientes (1,33). Asi mismo,

en los estudios donde el bloqueador de receptores fue
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administrado en la circulacidn general, demostramos que 1la dosis

de EP092 que se utilizd fue suficiente para bloquear el efecto
vasoconstrictor de un andlogo estable del TxA2, el U46619. En

conjunta, estos resultados no apoyan la participacidn de TxA2

el proceso de transmisidn de las

en

sefiales. Nuestros resulcados

difieren de los de Welch ¥ Wilcox (66): estos investigadores

informan que la administracidédn sistémica del inhibidor UK38485

atenta la respuesta del SRTG, medida por PBF

ortdgrada.

v microperfusidn
Estos autores sugieren que el TxA2 pudiese modular

respuesta. Nuestos resultados no

le
apoyaen especificamente este

punto, ya que en nuestro estudio, la administracidn sistémica
EPO92 no

de

modificd 1la respuesta del SRTG. Sin embargo, es posible

que se requiera la produccidn de TxA2 por las células efecroras

para mantener una sensibilidad alta del sistema. Ademas, en

nuestro estudio se examina sdlo la respuesta madxima utilizando

microperfusidn retrdgrada. Es posible que estos 4{nhibidores del

metabolismo de las prostaglandinas, puuiesen de alguna mane%a

afectar en forma submaxima la respuesta del sistema. Sin embargo,

en general se han observado cambios paralelos en 1la respuestca

midxima y submdxima, asi que seria poco probable que estos agentes

atenuaran la respuesta submdxima sin afectar la respuesta mAxiwma.

Las lipooxigenasas puéden metabolizar el Acido araquiddnico.a

eicosanoides hidroxilados.rlos cuales también han demostrado

poseer propigdades'vasoactivas como. los leucotrienos Ca4 ¥y Da
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(2,3,26,62). Ademds, en estudios recientes, se han localizado
lipooxigenasas en la rama ascendente del asa de Henle ¥ en el
glomérulo (2,28,58,59). Debido a que se ha informado que dichos
eicosanoides producen vasoconstriccidn renal, investigamos si la
inhibicidén de la lipooxigenacidn con d&cido " nordihidroguaiaréctico
(ANDG) pudiese influenciar la respuesta del SRTG (3,26,58,59).
Observamos que la administracién intratubular de ANDG no atenud
subs:ancialmen:e_la magnitud de la respuesta, pero hube una
disminucidn significativa de 1 mmHg cuando los datos se
analizaron en forma pareada; 1la relevancia fisioldgica de esta
ligera disminucidn es incierta. Debido a que no se observd mayor
inhibicidn cuando se aumentd la concentracidn del ANDG a niveles
muy altos, estos estudios no sustentaron la participacidn de un

metabolito de la lipooxigenacidn en la transmisidn de las

sefiales.

E1l hallazgo de que el TxA2 y metabolitos de la
lipooxigenacidn no parecian. participar en la transmisidn de las
sefiales del SRTG, nos motivd a evaluar en mayor detalle el
informe previo de que la indometacina inhibia la respuesta del
sistema. Este hecho era preccupante, debido a que las dosis
utilizadas para inhibir completamente la respuesta eran mucho
mayores que las requeridas para bloquear la actividad de la
ciclooxigenasa en o:rog tejidos (25,29,65) . Asi, se abria la

posibilidad de que la atenuacidn de la respuesta observada con
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indometacina pudiese no estar relacionada especificamen:e';on el

bloqueo de la acrividad de la ciclooxigenasa (29). En - nues:roé

experimentos con perfusidn retrdgrada, fue posible confirmar que

efecrivamente, l2 adicidn de indometacina a las soluciones de

perfusidn a grandes dosis, inhibia la respuesta. Sin embargo, 'una
observacidn importante y sorpresiva fue que

inhibicidn de 1a

1a duracidn de la

respuestsa era de muy corta duraciédn b4 se

reverctia después de 1 a 2 minutos reperfundiendo el tdbulo con 1la

solucién isotdénica sin indometacina. En estudios previos
efectuados por Schnermann s colaboradores (54-56), se habia

démos:rado que la inhibiciédn de la respuesta con indometacina

podia revertirse rapidamente. Estos resultados sugieren que la
inhibicidn de la respuesta del SRTG con indometacina no es
debida a bloqueo de la ciclooxigenasa, ya que la inactivacién de
esta enzima se considera irreversible y se requiere que se
sintetice enzima nueva,

para recuperar la actividad, generalmente

de 8 a 12 hrs (25,29,37,65). Existen varias explicaciones

alternativas para entender la inhibicidn de la respuesta
producida por indometacina. Las concentraciones altas de
indometacina podrian inhibir la actividad de

29,

la fosfodiesterasa
elevando con ello las concentraciones de AMPc intracelular.

En estudios previos se ha demostrado que 1la respuesta del SRTG

puede inhibirse con agentes que aumentan las concentraciones de

AMPc intracelular (9). Ademds Burch y cols. (19> han informado

que la indometacina puede alterar 1la cindtica del calcio
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intracelular. Por 1lo tanto, debido a que en otros estudios se ha

sugerido que el sistema de calcio intracelular interviene en la
transmisidn de la sefial del sistema (7,10,11,13), es posible que
la indometacina inhiba la respuesta a través de 1la {nhibicibn de
los mecanismos que regulan el calcio intracelular. A favor de
esta nocibn: estd el hecho de que en nuestros experimentos, el
p;roiicam, un inhibidor de 1la ciclooxigenasa, ctan potente como
la indometacina, pero sin efectos en la cinédtica de calcio
(19,21,22), neo iﬁhibe la respuesta del SRTG. Nuestro estudio
sugiere que no es esencial un metabolicto de la ciclooxigenasa
para la transmisidén de 1la sefial. Sin embargo, debe hacerse notar
que estos hallazgos no excluyen la participacidn de las

prostaglandinas como moduladores de la sensibilidad del SRTG.

El wecanismo a través del cual el Acido araquidénico acentta
la transmisidn de las sefiales del sistema, permanece sin
definirse. Es posible que sumente la respuesta a través de alguna
accidn inespecifica. Desde este punto de 'vista, el hecho que el
Acido araquiddnico autcoxidado no produjese un aumento de la
respuyesta, sugeriria que no se debe a una accidn detergente del
compuesto en las cédlulas de la mAcula densa. E1l Adcido
araquidénico podria estimular la transmisidn de las sefiales a
través de otros mecanismos. Sin embargo, también es posible que
2lgdn metabolito no identificado pudiese participar directamente

en la transmisidn de las sedales. Una via alternativa que podria
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ﬁroducir‘uq ‘mediador en el sistema, es la He: 1a  moncoxidasik de
citocromos p-450 (20,28.40.45)-'7551:54enzivm'a ha ‘sidoc “localizada en
el asa ascendente de Henle y en el glomérulo (58). La posible
pprcicipacién, si es que tiene aléuha. ‘dejzesée sistema de
citocromos p-450 en la :ransmisién‘@e las séﬁaies; es dificil de
evalﬁar debido a que se conoce poco de sus me:ébolitos ¥ los
bloqueadores po:enciaies de esta .via  no ' somn" ﬁuy potentes. En
' forma ql:erna, la administracidén de dcido araquiddénico podria
producir la formacidn de un metabolito de cualquiera de las vias
que no participase en forma ditecta. en la transmisidn de las
sefiales pero que pudiese aumentar la sensibilidad del sistema. En
este aspecto, Perséon v cols. 48) encontraron que la
administracidn intratubular de PGF2 aumenta la sensibilidad de

la respuesta del SRTG.

Finalmente, el Acido araquidénico por si sbdlo puede
participar directa o indirectamente en la transmisidn de las
sefiales, a través de un efecto del tipo iondforo de calcio.
Algunos estudios recientes demuestran que es capaz de movilizar
calcio de l1los sitios de almacenamiento intracelulares b4 por lo
tanto, aumentar las concentraciones citoplasmdticas de éste
catidén (32,38,69). Es importante mencionar que 1la accidbn como
iondforo de calcio, se observa a las mismas dosis que esrtimulan
la produccidn de prostaglandinas, por lo que no es posible

disociar ambos efectos (69). Esta capacidad de movilizar calcio,
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no es - exclusiva del Acido araquidénico sino de varias:

prostaglandinas como PGF2,, PGE y TxA2 y sus andlogos (38).» idi
que podria explicar las diferencias obtenidas con la

administracidn sistémica e ‘intratubular de diversas

prostaglandinas (48,54-56) .

En sintesis, se sugiere que la generacidn de dcido

araquidénico puede acentuar la transmisién de la sefal, a través
de movilizacidn de calcio intracelular de la mdcula densa. Es

claro que se requieren estudios adicionales para definirc 1la

éar:icipucibn del 4cido araquiddnico en la iniciacidn de sefiales .

de las células de 1a micula densa.
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"CONCLUSIONES

- La o£sefyagiéq de “ﬁﬁei~.ei ;Hécido" ataquidénico aumenta
: rekpués:a del‘:SRTG> sugirié ‘
pros:aglandinas psrticipan en la mediacién
SRTG. . : -

aignificativamen:e la que ‘las

_Tde- 1a,,senal en el

- La 4respuesta- del SRTG durante 19' periusién con

‘iso:énica no ‘fue’ modificada significa:ivamen:e poz-

solucidn

a) La adminiéﬁracibh“sistémica‘del bloqﬁeador de - receptores de
TxA2, EPO92.. i~ S )

b) La admihigtfacién intratubular del bloqueador de receprores de

TxA2, 'EPO92..

c) La administracidn intratubular de un inhibidor de l1a sintesis

de TxA2, el UK3B485.

d) ‘La 'adminis:racibn intratubular dé un 1nhibidor -~de la

lipoéxigenasa. el écido nordihidroguaiarético.‘v S

- —Laf'rgﬁidé ‘‘normelizacidn  de “la fgsfuestg"después de ' 1a

exposicidn a ‘indometacinal, sugiere’ ‘que :inhibicibn\kde la

'respueéﬁa~déi SRTG en presencia-de

Jin&éme:acﬂh;l_no» se - debe - a_

‘=b0O—



inhibicidn de 1la actividad de 15 cicloo‘xigenasa.' lo: que . se

confirma al no observar inhibicidn de 1la réﬁpuqaﬁaycoﬁ bi:oxicam;

otro inhibidor de la ciclooxigenasa, siﬁ‘efec:ds'én Iéfltinéticé”'

de calcio intracelular.

— Adn no se ha determinado el necanismo'a ‘;cunl.v el

dcido araquidénico estimula 13 :ransmisibn de 1as‘seﬂalesﬁ en el

SRTG. ’ =
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RE3SUMEN

E1l bloqueo de la respuesta del SRTG observada con algunos

inhibidores de la ciclooxigenasa sugirid que las >pros£sglandinas

participan como mediadores de la respuesta normal del SRTG. Sin

embargo, estudios recientes han sugerido que tal efecto. suptésor:

puede no estar relacionado con inhibicidn de la sintesis  de

prostaglandinas.

Para evaluar 1la participacidn de eicosanoides con propiedades

vasoconstrictoras, como mediadores de la respuesta normal del .

SRTG, se efectuaron estudios de microperfusidn anterdgrada y

recrdgrada en 53 ratas Sprague Dawley, midiendo en forma

continua la presidn con bloqueo de flujo (PBF) y la respuesta de

édsta a las soluciones de perfusidn con um precursor y diferentes

inhibidores de PGs.

La perfusidn retrdgrada con 160 uM de Acido araquidédnico AA)

agregado a una solucidén hipoténica, aumentd 1la respuescta del SRTGC

comparada con la solucidn hipotdnica contreol. ( APBF = 1.6 = 0.4

Vs 10.1 = 0.7 mmHg con AA). El1 bloqueo del efecto del tromboxano

A2 con el bloqueador de receptores EP092 o el inhibidor de la

sinteéis de TxA2, el UK 38485 no modificd la magnitud .de la

respﬁesca obtenida con una solucidn isotdénica ( A PBF = 9.2 %

0.77 Vs 8.5 = 0.76 EPO92 y A PBF = 9.6 = 0.80 Vs 9.3 = 0.92 UK
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38685).'En'£6fma gimilar. un inhibidor de la lipoxigenasa de
Ac}dos~3ra§oé; tampoco modificd la respuesta maxima del SRTG (&
fBF -28t86;t70.39 Vs*?.93vt 9.37). Sin embargo, ila indometacina
(géﬁs Q;enﬁé Aignifigativamente 15 respuesta del SRTG ( a PBF -
9.5'iv0,;r§s-d.5»t O;A mmHg con indometacina). La respuesta
_hogm;llsé Testablecid después de 15 a 90 s después de suspender
1$fig£p§i§ﬂ,aé'indome:écina.

.En'éotmé adicional, la respuesta del SRTG no fue inhibida

por piroxicam SmM,( a5 PBF = 10.1 = 0.71 Vs 1Q.1 £ 0.61) otro

inhibidor de la ciclooxigenasa sin efectos colaterales sobre la

.eindtica de calcio intracitopldsmico.

Estos resultados no apoyan la participacidén de tromboxano A2

©o leucotrienos como mediadores de la respuesta del SRTG. La

rAdpida normalizacidn de la respuesta después de la inhibicidén con

indometacina, asl como la falta de respuesta a piroxicam sugiere

que la transmisidn de la respuesta tampoco es dependiente de

prostaglandinas, productes de la ciclooxigenacidn. Ademids el

bloqueo observado con indometacina puede ser debido a efectos

colaterales del compuesto no relacionados con la sintesis de

prostaglandinas, muy probablemente a modificaciones de la

cinécica de calcio intracelular.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AA . - Acido araquiddnico.

AAO - Acido araquidénico autocoxidado

bAHDG : - Acido nordihidroguafarécico .
a - Cambio en presidn con bloqueo de flujo

DE - = Desviacidn estdndar N

EE = Error estdndar

EPO92 - Bloqueador de receptores de tromboxano A2

Hipo = Solucidn tubular artificial hipotdnica, 40 mOsm/1
IMBX = 3-isobutilmetilxantina

Indo = Indometacina

STA . - Sélucién tubular artificial 290 mOsm/1

SRTG C - Sistema retroalimentario tubuloglomerular

PG(s) - Prostaglandina(s)

PBF « Presidén con bloqueo de flujo

P-No = Polietileno Numero

Rec. = Valor de recuperacidn

TAM = Presidn arterial media

.TMB—S w 8-(N,N-dietilamino)-octiltrimetoxibenzoato

TxA2 = Tromboxano A2

U46619 - Andlogo de tromboxano A2
UK38485 = Bloqueador de la sintesis de tromboxano A2

Vs = Contra

X = Promedio 8
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