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1. INTRODUCCION

1.1. EL PEPTIDO NATRIURETICO AURICULAR (PNA).

ANTECEDENTES HISTORICOS.- Las primeras evidencias que
demostraron la presencia de un péptido con propiedades diurética
y natriurética sobre la nefrona fueron presentadas por Reinhard y
Col. en 1980, como una consecuencia del aumento en el voluimen
sanguineo en perros conscientes con un rinén denervado y
perfundido a presién constante, produciéndose una respuesta
diurética y natriurética. En 1980 Knock, C.A. y de Wardener (22)
demostraron al cruzar 1la sangre de dos ratas (donador vy
receptor), cuando el donador fué expandido con sangre homéloga, y
la orina de la rata donadora fué infundida dentro de su vena
femoral, la rata receptora sufrié un brusco aumento en 1la
excrecioén urinaria de sodio.

El PNA fué aislado por otros grupos de investigadores a partir de
los granulos densos de la auricula cardiaca (15, 25, 66, 67) y
obtuvieron fracciones de diferentes pesos moleculares, con
actividad cada una de ellas. El extracto auricular produjo
natriuresis inmediata, muy corta y estd asociada con hipertension
transitoria, y fué mayor en animales con el volimen expandido,
ejerciendo un pequeiio aumento en el volimen urinario (10, 71). El
misculo cardiaco es el principal 6rgano que almacena al péptido
natriurético auricular, por esta razén se le considera como un
6rgano endocrino y al péptido como una hormona circulante (14,

59, 61).



Para determinar la estructura del PNA se realizaron estudios
bioguimicos del extracto auricular y fué posible obtener
fragmentos de diferentes pesos moleculares (25). Entre ellos esta
la cardionatrina II de 46 aminoacidos y peso molecular de 5499
Da, y la atriopeptina I, un péptido muy similar al PNA. Péptidos
natriuréticos auriculares I, II, III, de 21, 23 y 33 aminoacidos
respectivamente y otras fracciones de peso molécular entre 3600 y
44,000 Da. Algunos de ellos con actividades diurética y/o
natriurética.

Las formas mds pesadas nho son activas, se consideran precursores
del PNA, la fraccién de mayor peso molecular, fué un péptido de
126 aminoacidos inactivo. Un aumento en 1la presién auricular,
libera este precursor al actuar la enzima conversora liberando a
la circulacién la forma activa, que es el péptido natriurético
auricular (PNA) (16, 66), (Figura No. 1).

Con el propésito de determinar polipéptidos circulantes Miyata
(1985), demostrd en el suero humano la presencia de 3 fracciones
alfa~hPNA, beta-hPNA y gama~hPNA, de 28, 56 y 126 aminoacidos
respectivamente y determiné al péptido alfa-hPNA como el més
abundante. En el extracto auricular de rata, el péptido mas
abundante fué el gama-rPNA (de 126 aminodcidos) y en el plasma el

péptido mas abundante fué el alfa-rPNA (48).



PEPTIDO NATRIURETICO AURICULAR (PNA)

(126 aminodcidos)

1 1 l
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FIGURA No. 1

PNA en su forma activa liberada del
atrio cardiaco, los aminodcidos en
posicién 12, metionina e isoleucina
le dan diferenciacién de especie.



1.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES.

El PNA, es un péptido almacenadoc en los granulos densos de la
auricula cardiaca en forma de un prefactor (péptido de 126
aminodcidos), liberado a la circulacién en respuesta a un aumento
en la presién auricular o distensién de la auricula. La presencia
de una enzima conversora en la auricula, con accién sobre el
enlace Arg?8 - ser?? permite la liberacién de una fraccién de
bajo peso molecular, un péptido de 28 aminodcidos, que es 1la
forma activa circulante del péptido natriurético auricular
(21) (Figura 1).

Este péptido es muy similar en todas las especies. El péptido
aislado del estracto auricular del hombre, perro y bovino, es una
fraccién de 28 aminodcidos, conteniendo en su molécula el
aminodcido metionina en posicién 12. Kangawa y Matsuo (1984) (25)
nombraron a éste péptido alfa-hPNA. A diferencia del péptido
previamente aislado por Flynn y deBold (1983)(16), quienes
aislaron a partir del extracto auricular de rata, ratén y conejo,
una fraccién de 28 aminodcidos con isoleucina en posicién 12.
Esta caracteristica 1le da diferenciacién de especie, por
encontrarla en rata le nombraron alfa-rPNA. De ambos péptidos se
ha demostrado sus actividades diurética y natriurética (25, 71).
Actualmente la estructura quimica, el DNAc y los genes que
determinan al PNA estdn totalmente caracterizados, lo cual
permite determinar sus sitios activos y estudiar el

comportamiento de andlogos del PNA por sustituciones con



diferentes radicales (23).
El PNA estid formado por una cadena de aminodcidos unidos por

un puente disulfuro, ddndole a su estructura la forma de anillo.

12
GLI ARG MET
NHZ—SER—LEU-ARG—ARG—SER- 8 GLI ASP
SER FEN ARG
CISs ILE
\ GLI
S-S ALA
\ GLN
CISs SER

ASN GLI-LEU-GLI
HOOC-TIR-ARG~FEN-SER
26

Figura No. 2.~ Caracteristicas estructurales del PNA.

Presenta grupos amino (-NH,) y carboxilo (-COOH) terminales, asi
como grupos fenil hidréfobos en posiciones ala®, ala26. si alguna
de estas caracteristicas se suprime, pierde su actividad total o
parcialmente. Una caracteristica muy importante para su actividad
es la estructura en anillo que le da el puente disulfuro. Cuando
se abre el anillo por proteolisis o por reduccién del puente
disulfuro se ve claramente como pierde casi por completo su
actividad fisioldégica. La pérdida de su carboxilo terminal,
disminuye su actividad de manera importante. Sin embargo 1la
pérdida de su grupo amino terminal disminuye parcialmente su
actividad, su actividad se ve reducida en menor proporcién por la

pérdida de sus grupos fenil hidréfobos (Figura 2).



1.3. ACCIONES FISIOLOGICAS.

El PNA liberado a la circulacién se encuentra en su forma activa
circulante y ejerce su accién a nivel de células blanco dando por
resultado efectos biolégicos.

Efectos sobre el sistema circulatorio.~ El principal
efecto del PNA sobre el sistema circulatorio es una disminucién
transitoria al parecer indirecta sobre la presién arterial (23,
53) (Figura 3).

El péptido produce la relajacién de las venas precontraidas por
vasopresores (como angiotensina II, norepinefrina o histamina)
después de 30 minutos de inyeccién intravenosa del PNA (24). E1l
PNA disminuye el tono del misculo liso vascular (76). Johnston
(1989), informa el efecto del PNA sobre la disminucién en la
liberacién de renina y aldosterona, sin embargo es muy probable
que se deba a un mecanismo reflejo por aumento en la excrecién de
sodio y un aumento en 1la presién arterial renal. Otros
investigadores determinan que la inhibicién de renina vy
aldosterona se produce por altas concentraciones de PNA cuando
existe dano renal congestivo (24).

En cultivos de células yuxtaglomerulares de conejo, la reduccidn
de la liberaci6én de renina por el PNA parece ser mediada por la
acumulacién de GMPc (79).

Efectos sobre el rif6én.- Los principales efectos sobre 1la
funcién renal son una natriurésis y una diuresis pronunciadas,
que pueden explicarse por los efectos que el PNA produce sobre
las diferentes estructuras renales. Algunos de estos efectos

6



EFECTOS FISIOLOGICOS DEL PNA

EFECTOS < PRESION ARTERIAL
CIRCULATORIOS / }

| TONO VOLUMEN 4 LIBERACION

VASCULAR  YCIRCULATORIO  ~ RENINA
! OTROS EFECTOS:

yLIBERACION DE ADH
? 4 LIBERACION DE
ALDOSTERONA
| NATRIURESIS
" EN GLOMERULO !

FILTRACION GLOMERULAR
EFECTOS

_! DE SODIO
RENALES FTUBULO
EN TUBULOS lPROCESOS DE DISTALY
L REABSORCION COLECTOR
TUBULAR DE SODIO | TUBULO
LPROXIMAL
FIGURA No. 3

E1l PNA actia directamente sobre el
glomérulo con una marcada natriurésis
y en el tGbulo distal y el colector
inhibe la reabsorcibén de sodio en la

porcidn distal de la nefrona.
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sobre todo a nivel glomerular se pueden explicar por cambios
hemodinamicos evocados directa y/o indirectamente por el PNA.

En el glomérulo.- produce un aumento en el flujo sanguineo renal
aungue no es sostenido, dilata la arteriola aferente y contrae la
arteriola eferente permitiéndo una presién hidraulica aumentada
en los capilares glomerulares, una accién directa en la reduccién
del tono de las células mesangiales glomerulares, y un aumento en
la superficie de filtracion (77). Como la velocidad de filtracidn
glomerular (VFG) varia directamente en funcién de la superficie
glomerular y de la permeabilidad del glomérulo, resulta un
incremento en la VFG y en la fraccién de sodio filtrado (Fya) -
Este ultimo contribuye en parte al efecto natriurético pero no
totalmente. Hay evidencias que el efecto que ejerce el PNA sobre
la VFG puede ser mediada por aumento en la acumulacién de GMPc
(76). Se observa que el PNA aumenta la produccién de GMPc en el
glomérulo aislado y en las células mesangiales cultivadas, por
ello es considerado el GMPc como segundo mensajero en los efectos
producidos por el PNA (76).

En los tubulos.~ La natriuresis puede explicarse por un efecto
directo del PNA sobre los tiubulos renales, es decir, por blogueo
de alguno(s) de los mecanismos de transporte para la reabsorcién
de sodio (Figura 4).

En el tidbulo proximal (TP).- E1 PNA provoca un aumento importante
en la excrecién de sodio debido a un aumento en la fraccién de
filtracién de sodio a través de los glomérulos. La infusién del
PNA permite la liberacién de solutos del tibulo proximal en un

8



EFECTOS RENALES DEL PEPTIDO NATRIURETICO AURICULAR

Vasodilatacion
‘SECRECION arteriola aferente
RENINA

Transporte
‘ mediado por

Tibulo EZQ‘X:—" vasopresina

N,
)

\
i

Tdbulo contorneado
Z contorneado distal \ Conducto
proximal colector
T ',{20 N[

? tFlujO

sanguineo NG‘ )Na+
medulor ' ly:" { Transporte Na*

~

FIGURA No. 4

El PNA ejerce sus efectos en diferentes
zonas localizadas de la nefrona. Los
efectos encuadrados al parecer son -
mediados por la acumulacién de GMPc

intracelular.



30% con su correspondiente aumento en la VFG. Al contraerse la
aorta para regresar la VFG a niveles basales, durante la infusién
del PNA, este porcentaje disminuye. Aun cuando estd demostrada la
ausencia de receptores al PNA en el tubulo proximal, en algunas
circunstancias el PNA regula el transporte del tubulo proximal
(13, 21, 75).

En el asa de Henle.~ Por algunos estudios de microperfusién
se observa dque el PNA no tiene efecto en el transporte de sodio
en nhinguna de 1las porciones del asa de Henle (75): vuelta
de horquilla, asa ascendente medular y cortical (29). Por otra
parte no se encuentran receptores para el PNA en este segmento
(7). Ademds ante la presencia del PNA no hay respuesta en la
acumulacidén de GMPc intracelular tal como se observa en el
glomérulo y en el conducto colector medular interno (34).

En la nefrona distal:

El PNA inhibe la reabsorcién neta de sodio medida en funcién del
consumo de oxigeno en el tibulo colector, sobre diferentes
preparaciones membranales (células de intestino, células LLC-PK,,
células del conducto colector medular interno de conejo) (78), en
animales de experimentacién perfundidos (76, 77) y en el hombre
medido en funcién de la reabsorcién de sodio del filtrado
glomerular (45, 49, 74). Resultados similares se obtienen al
administrar andlogos de GMPc (36). Asi mismo el PNA ejerce un
efecto inhibitorio en la 1liberacién de vasopresina (44). Esta

inhibicién en la reabsorcién de sodio y agua en la nefrona distal
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produce una respuesta marcada diurética y natriurética (3, 27).
Al administrar angiotensina II (activador de aldosterona) se
producen efectos fisiolégicos antagénicos a los del PNA. La
angiotensina II es un vasoconstrictor, disminuye la velocidad de
filtracién glomerular, aumenta indirectamente la reabsorcién de
sodio en el tibulo distal y regula 1la homeostasis del sodio, por
estimulacién de la secrecién de aldosterona. El1 péptido produce
efectos opuestos, induce relajacién de las venas precontraidas
por angiotensina II, disminuye la presién sanguinea; aumenta la
velocidad de filtracién glomerular, inhibe 1la reabsorcién de
sodio estimulada por angiotensina II y la 1liberacién de
vasopresina (23, 38, 73).

Posiblemente estos mecanismos mencionados antes respecto a
angiotensina II sean una respuesta compensatoria a los cambios
desencadenados ébr el PNA.

El PNA es importante en diversas enfermedades como la
hipertensién, cirrosis, sindrome nefrético. Estas enfermedades se
caracterizan por una importante retencién de sodio en el
organismo, en ellas se encuentran alterados los mecanismos de
regulacién de la reabsorcién y la excrecién de sodio, y se
presenta un aumento en la presion arterial. Es importante la
presencia del PNA en los casos hereditarios donde hay fallas en
su excrecién; puede ser administrado en dosis farmacolégicas
restableciéndo a su normalidad los niveles circulantes de sodio,

ademds de poseer un potente efecto hipotensor (45, 71).
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1.4. CARACTERIZACION DE RECEPTORES PARA EL PNA.

En diferentes preparaciones membranales de mamiferos adultos se
han encontrado evidencias de receptores para el PNA en gran
nimero y de alta afinidad en diferentes sitios: cerebro, pulmén,
aorta, arterias, arteriolas, capilares glomerulares, vasa recta
de la médula externa e interna, tibulo distal, tubulo colector y
en menor densidad o con menor afinidad en tudbulo proximal,
células endoteliales vasculares, células del misculo liso, y
células epiteliales renales en cultivo (6, 20, 34, 35).

Para 1la identificacién y caracterizacién de estos receptores se
informa en la literatura, se recurre a diferentes metodologias,
entre ellas mencionamos las siguientes:

1) Afinidad por cromatografia sobre afigel-10.- Consiste en
fraccionar las membranas plasmdticas, después marcarlas
pasdndolas a través de una columna afi-gel-10, y lavarla
con amortiguadores. Las proteinas unidas se extraen con
una mezcla de acetato, NaCl y lubrol, se purifican y al
final se caracterizan los receptores determinando su
unién al PNA (59, 68).

2) Afinidad en columna por un gel de GTP~agarosa.- Consiste
en fraccionar las membranas celulares, después marcarlas
a través de una columna de GTP-agarosa equilibrada con
amortiguador.‘Las proteinas unidas se extraen con otro
amortiguador conteniendo GTP (5mM) y finalmente se

analiza en las muestras la afinidad para guanilato
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3)

4)

5)

ciclasa y su unién al PNA (34, 70).

Autorradiografia.~ En cortes finisimos de algunas 2zonas
renales congeladas y fijadas sobre cubreobjetos, se
marcan con radioisétopos, y en seguida se realiza 1la
autorradiografia con una pelicula en frio para finalmente
revelar la presencia de receptores por medio de
colorantes, encontrandose zonas de afinidad al ligando
identificadas por zonas con puntos negros donde se
encuentran los precipitados de los granulos de plata (14,
61).

Captacién especifica del ligando 125 y_pNA.- consiste en
incubar las preparaciones mnembranales en presencia de
1257.pNa, dQurante 20 a 30 minutos en presencia y en
ausencia del PNA frio en altas concentraciones, para
desplazar al componente unido de manera inespecifica, se
lavan 1las preparaciones con ringer y se cuenta
radiactividad. Por célculo se determina 1la unién
especifica por diferencia del componente inespecifico del
componente total (4, 6, 17, 20, 27, 28, 34, 36, 59).
Electroforesis sobre gel con poliacrilamida SDS (34).-
Las monocapas celulares en estudio se marcan con el
125I--PNA(8—23), se aumenta la concentracién con péptido
frio y se exponen las monocapas a SDS con amortiguador.
Las proteinas se solubilizan en agua hirviendo y el

solubilizado se 1lleva a electroforesis con gel de
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separacioén. Se seca el gel y se expone a una pelicula de
rayos X en frio para preparar autorradiogramas, los
cuales se barren con un densitémetro. Algunos geles se
fraccionan para contar radiactividad.
La forma mds difundida para determinar receptores al PNA es la
captacién especifica del 125I-PNA, en preparaciones membranales
de diferentes tejidos o cultivos celulares.Las moléculas marcadas
del péptido se unen al receptor pero también pueden unirse en
forma inespecifica a otros sitios, es pues necesario determinar
la cantidad del radioligando que se une inespecificamente.
Con el uso de ésta técnica se pueden calcular ademds las
constantes bioguimicas de disociacién al equilibrio (Kp), y 1la
velocidad mdxima (Vmax.) (6, 27, 34, 36,).
Entre los receptores purificados se encuentra un tipo de receptor
con peso molecular de 140KDa en su estado no reducido, es decir,
se trata de un dimero unido por un puente disulfuro, al ser
reducido se obtienen dos subunidades de 70KDa, las cuales no
estan acopladas a guanilato ciclasa membranal, indicando se trata
de receptores no funcionales o que no tienen relacién con el
efecto mediado por GMPc (30, 68).
Con el uso de las técnicas de afinidad en columna por GTP-agarosa
y el uso del ligando cruzado seguido por 1la separacién con:
electroforesis, autorradiografia o cromatografia, se identifican
dos tipos de receptores: uno de 66KDa no acoplado a la guanilato
ciclasa o no funcional (R,) Yy representa el 90% de la poblacién
de receptores y otro con peso molecular de 130 KDa acoplado a

14



guanilato ciclasa particulada (Rg) Y representa el minimo
porcentaje de la poblacién del 6 al 10% (1, 34, 35, 70) (Figura

5).
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1.5. MECANISMOS DE ACCION.

Se propone que el péptido natriurético auricular actida
sobre células blanco a través de los receptores localizados en la
superficie membranal, acoplados a guanilato ciclasa membranal, no
citos6lica, produciéndose un incremento en la acumulacién de
GMPc (33), que actuaria como segundo mensajero (Figuras 5 y 6).

En preparaciones in vivo e in vitro las evidencias
demuestran que los efectos del péptido son mediados por GMPc,
al interaccionar el péptido corn los receptores, se produce un
aumento en la acumulacién de los niveles de la guanilato ciclasa
y del GMPc en tejidos y células, asi mismo se inhibe la actividaad
de la adenilato ciclasa membranal (13,22,26). El1 PNA ejerce un
incremento en los niveles de GMPc en diversos tejidos como la
aorta, el rifién, la gldandula adrenal, el pulmén, el higado, 1los
testiculos y el cerebro, es evidente que la afinidad por 1los
diferentes tejidos varia de acuerdo a la preparacién y al tiempo
de incubaci6n, posiblemente debido a la existencia de receptores
especificos para el PNA con diferente afinidad (6, 27, 28, 34,
35, 38, 79), (Cuadro 1).

Respecto al mecanismo intracelular se propone gue el GMPc
intracelular actia como un segundo mensajero, lo cual conduce
paralelamente a un incremento en la actividad de la proteincinasa
Y por consiguiente de 1la fosforilacién proteica (Figura 6).
En las células tubulares renales en los segmentos distales, el
mecanismo de bloqueo o inhibicién sobre el transporte de sodio
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PNA —»

Ry

PNA———>

RECEPTORES ESPECIFICOS PARA EL PNA

EN LA MEMBRANA CELULAR

N

guanilato ciclasa GTP
PNA-R s+ membranal GMPc
B " SEGUNDO
MENSAJERO
INTRACELULAR
PNA-Re |— INTERNALIZACION

HIDROLASAS \

LISOSOMALES ¢ ALMACENAMIENTO ?

DEPURACION METABOLICA

FIGURA No. 5

En la membrana celular de las células blanco, se
encuentran localizados dos clases de receptores
especificos para el PNA,

l1.- Receptores (RB), acoplados a una guanilato
ciclasa membranal, se activan los mecanismos
intracelulares c¢on la participacién del GMPc
como segundo mensajero.

2.~ Receptores (Rc), no acoplados a guanilato
ciclasa membranal, actfian depurando al PNA

inmediatamente cdespués de internalizarlo.
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CUADRO No. 1.
EFECTOS DEL PNA SOBRE LA ACUMULACION DEL GMPc INTRACELULAR Y EL
AUMENTO EN LA ACTIVIDAD DE LA GUANILATO CICLASA PARTICULADA EN

DIFERENTES PREPARACIONES MEMBRANALES.

PREPARACION PNA AUMENTO GUANILATO CICLASA
(nM) GMPc PARTICULADA
VECES No. VECES
CORTEZA ADRENAL
BOVINA 100 13 1.5
FIBROBLASTO DE
PULMON HUMANO 100 35 3.1
CELULAS MDCK 100 58 3.2
MUSCULO LISO
AORTICO BOVINO 100 60 2.5
EPITELIO MAMARIO
DE RATA 100 120 5.0
TESTICULO DE RATA 100 260 7.0

CELULAS EPITELIA-

LES DE RINON

BOVINO lo0 300 7.8
CELULAS ENDOTE -

LIALES AORTICAS
BOVINAS 100 47% 8.0

Tomado de Leitman, D.C. (34).
Relacién de 1la acumulacién de GMPc y guanilato ciclasa
particulada por 1la presencia del PNA en preparaciones

membranales.
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FIGURA No ©

MECANISMO DE ACCION DEL PNA

¥\

El PNA después de formar el complejo PNA—RB,
activa mecanismos intracelulares en cadena
por medio de la guanilato ciclasa membranal
aumentando los niveles de GMPc, que actuaria
como 20. mensajero en los efectos bioldgicos
del PNA, sobre la de mecanismos especificos
del transporte de sodio localizados en la

membrana apical.
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ain no estd dilucidado.

El PNA inhibe el transporte idénico dependiente del consumo de
oxigeno en células del conducto colector. E1 PNA y el GMPc
reducen marcadamente 1la apertura de canales a cationes no
selectivos en células del conducto colector medular interno (19,
71).

Este efecto inhibitorio es mediado a través de receptores
especificos al PNA localizados en la superficie membranal y donde
el GMPc y la guanilato ciclasa particulada actian como mediadores

en el mecanismo intracelular.

1.6. RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

El PNA presenta actividad dependiendo de #u estructura, por lo
tanto es necesario, que el PNA conserve integro su puente
disulfuro, sus grupos fenil hidréfobos asi como sus grupos
carboxilo y amino terminales, para interactuar eficientemente con
los receptores (21).

La especificidad de las relaciones estructura actividad quedan
claramente demostradas con los experimentos llevados a cabo por
Bovy y col. y Kitajima y col. (6, 28). Ellos determinan que el
GMPc media la accién del PNA a través de la guanilato ciclasa
particulada, wutilizando andlogos del PNA por ejemplo el
[cis (R) 7'23)a\1fa - hPNA; al sustituir el radical (R) por
-CH,NHCOCH, , ~CH,CONH, , -CH3 , -CH,COOH o -CH,CH,NH, , obtienen
actividades de enlace similares a las del PNA. Sin embargo al

sustituir el radical por grupos fenélicos o sulfhidrilos las
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potencias de enlace se reducen a la mitad. Mas ain, al suprimir
el aminodcido cisteina sus actividades de enlace se reducen al
5%. Empleando el decapéptido (Ala-106)~PNA (105-114) NH,, un
compuesto estructuralmente similar al PNA(103-126) encuentran que
la actividad relativa con respecto a éste ultimo es de 0.013 para
el receptor (Rg) acoplado a la guanilato ciclasa particulada, y
de 0.36 para el receptor (R;) no acoplado a la guanilato ciclasa
particulada, comparado con 1 para el PNA(103-126) tanto para el
receptor Ry como para el receptor Re (Cuadro 2).

Aunque estdn identificados gran cantidad de receptores para el
PNA ampliamente distribuidos en muchos érganos, ain nho se aclara
si todas las acciones inducidas por el PNA pueden ser explicadas
mediante un solo mecanismo mediado por GMPc, o bien existen otros
mecanismos involucrados acoplados al receptor.

El interés particular de éste proyecto es tratar de definir la
participacién del PNA en la natriuresis a nivel del tiudbulo
colector. Para ello elegimos un epitelio renal en cultivo que
conservara las caracteristicas epiteliales del tiubulo colector de
los mamiferos, en el cual se hubiese caracterizado con
anterioridad un transporte de sodio similar en sus mecanismos a
los del tubulo distal.

En la actualidad existen modelos de lineas celulares gue
conservan ciertas caracteristicas in vitro, semejantes a las
encontradas en los epitelios celulares renales in vivo, como por

ejenplo, la linea celular LLC-PKl que conserva caracteristicas
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CUADRO No. 2

PEPTIDOS SEMEJANTES AL PNA CON AFINIDAD POR LOS MISMOS

RECEPTORES.
PEPTIDOS AFINIDAD POR RECEPTORES
Rg (%) Ro (%)
PNA 100 100
[CIS(R)7 23 )ALFA-HPNA - -
~CH,NHCOCH, 100 100
-CH,CONH, 100 100
~CH,4 100 100
~CH,COOH 100 100
~CH,CH,NH, 100 100
[CIS(FENOL)’ 23 jALFA-hPNA 50 50
(cIs(sH)”’ 23 JALFA-hPNA 50 50
[ (R)7 723 ]ALFA-hPNA 5 5
(ALA-106)-PNA(105-114)NH,
(muy similar al PNA) 1.3 3.6

Los péptidoé semejantes al PNA, que conservan sus
radicales funcionales, presentan similar afinidad por
los receptores para el PNA. Cuando el radical (R), es
sustituido por el grupo fendlico o por el dgrupo
sulfhidrilo, su afinidad se reduce a la mitad, mas aun
cuando se suprime el aminodcido cisteina, su afinidad
se reduce al 5%. El iultimo péptido de este cuadro, es
una molécula muy parecida al PNA, sin embargo la falta
de algunos grupos activos, reduce su afinidad al 1.3%.
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epiteliales del tibulo proximal de la nefrona; la linea celular
MDCK que conserva caracteristicas del epitelio de 1la porcién
distal de la nefrona (tuibulo contorneado distal, tubulo colector,
cortical y medular). En este trabajo elegimos la linea celular
MDCK como un modelo in vitro sobre el que determinamos 1la
participacién del PNA sobre la incorporacién de sodio (IaB 22Na),
en las monocapas de células MDCK.
1.7. LAS CELULAS MDCK COMO MODELO PARA EL ESTUDIO DE
FENOMENOS DE TRANSPORTE.

La linea celular MDCK establecida por S.H. Madin y N.B.
Darby en 1958 (40), derivada a partir de células epiteliales del
tibulo colector del rifién de una perra Cocker Spaniel
aparentemente sana, segin consta en los registros de la ATCC (41)
(MDCK NBL-2). Es caracterizada y determinado su cariotipo en el
pasaje 50avo por Gaush y Col. en 1966 (18). Ellos determinan
en estas células la presencia de 79 cromosomas incluyendo un
gran cromosoma metacéntrico y cromosomas subtelocéntricos en gran
cantidad (18). Por investigaciones de 1las caracteristicas
funcionales y diferenciales de las células MDCK, demuestran el
desarrollo de tumores con actividad oncogénica al inyectarse en
embriones de pollo (31, 32).

Las células MDCK como sucede con otras lineas celulares tienden a
organizarse cuando se encuentran sobre una superficie plana,
forman monocapas confluentes pocos dias después de la resiembra.

Si la monocapa es resembrada a baja densidad (<1X106 cel/ml),



entonces su desarrollo y organizacién es méds lento, alcanzan
confluencia después de una semana de resembradas.

Su forma de orQanizacién es similar a la de 1los epitelios
naturales y otros epitelios en cultivo, presentando asimetrias
morfolégicas y funcionales lo cual conduce a la formacién de un
epitelio polarizado (12, 45, 57, 58), es decir, cuando las
células crecen sobre un soporte tienden a orientarse. La cara
apical en contacto con el medio que las bafia, sobre esta cara
presentan microvellocidades (55, 11), mientras en la cara
basolateral orientada hacia el soporte presenta una superficie
interdigitada (69).

Cuando la monocapa de c¢élulas MDCK se encuentra sobre un soporte
impermeable por ejemplo vidrio o pléstico, las células expresan
una formacién muy caracteristica; si las observamos a través de
un microscépio invertido podremos apreciar la presencia de
algunas zonas refringentes fuera de foco, estas formaciones son
partes de la monocapa que tienden a separarse del soporte sin
romper la monocapa y se denominan ampollas. domos o "blisters"
(11, 50, 60) (Figura No. 7). Estas formaciones aparecen y
desaparecen sobre la monocapa, se les ha comparado con las
burbujas formadas en la superficie de un caldero de avena
hirviendo. Evidentemente la presencia de estos domos nos
demuestra la funcionalidad del epitelio en cuanto a sus
mecanismos de transporte de agua y solutos, es decir, en ellas
se estéd realizando un transporte unidireccional de liquido y de

solutos de la cara apical, bahada por el medio hacia la cara
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M = monocapa de células MDCK.
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D = domos.

FIGURA No. 7

Formacién de domos en las células MDCK. El efecto
del flujo unidireccional de solutos y agua ejerce
una presidén hidrostética entre el soporte y la mo
nocapa. Al separarse la monocapa del soporte for-

ma los dcmos.
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basolateral adherida al soporte y al generarse un incremento
en la presioén hidrostatica entre monocapa Yy soporte, se
desprende la monocapa del soporte generdndose un domo (52). Aun
cuando unas células se desprenden del soporte para formar domos y
otras no, todas son funcionales (51).

Las monocapas de células MDCK sembradas sobre soportes permeables
no forman domos porque la presion hidrostdtica entre el soporte
y la monocapa es inexistente, alin cuando existan fuertes uniones
estrechas intercelulares caracterizadas por la formacién de
bandas la monocapa permanece adherida al soporte (47, 51). La
formacién de domos es inhibida por la presencia de ouabaina. La
ouabaina, es un farmaco que inhibe las bombas de Nat- K+/ATPasa,
como consecuencia se inhibe el flujo unidireccional de sodio y
potasio, al mismo tiempo que inhibe el transporte pasivo del agua
acoplado al primero (50).

Las células MDCK presentan mecanismos de transporte de agua y
solutos sensibles a hormona antidiurética, prostaglandinas y

corticosteroides (43).

1.8. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS MDCK QUE LAS ASEMEJAN AL

EPITELIO DEL TUBULO COLECTOR.

Las monocapas de células MDCK presentan algunas caracteristicas
similares a las del epitelio de la porcién distal (tibulo
colector) de la nefrona in vivo. Entre ellas podemos mencionar

las siguientes:
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Las células MDCK para formar monocapas es necesario que se
organicen.

1) Tienden a organizarse por su capacidad de formar uniones
estrechas, por ejemplo sensibles a ca*t 1o cual les transfiere
una resistencia transepitelial alta (11, 51).

2) Las células MDCK son funcionalmente asimétricas, tienen
localizadas las bombas Nat-k*/ATPasa preferencialmente en la
cara basolateral (2, 5, 50, 57).

3) Estas células también tienen localizado el cotransportador
Nat-k* 2Cc1 en la cara apical inhibible por furosemida (46).

4) En esta 1linea celular se encuentra caracterizado el
intercambiador Na*/Ca++ (64).

5) Presentan mecanismos de transpote de agua y solutos sensibles
a la hormona antidiurética, a las prostaglandinas y a los
corticosteroides (42, 43, 57, 62).

6) La presencia de antigenos de superficie basolaterales son
caracteristicos del tidbulo colector, asociados a fendémenos de
transporte (19,47).

7) Las MDCK exhiben un flujo unidireccional neto de agua y
solutos de la membrana apical hacia la basolateral (60), este
fenémeno no ocurre en filtros sin células o en filtros con
fibroblastos (46).

8) Las células MDCK expresan un aumento en la formacién de domos
por la presencia de factores de diferenciacién celular aplicados

en la cara apical (37).
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9) Son selectivas al paso de <cationes (56). Se localizan en
estas células canales de sodio (63), y un sistema intercambiador
Na+/H+ sensible a amilorida (9, 55, 60).

10) Expresan una respuesta diferencial ante la presencia de
hormonas (63, 72).

11) Las monocapas de células MDCK responden a HAD y PE, respecto
al flujo neto de agua al aplicarlés en la cara basolateral (43).
12) Los estudios por microscopia determinan la presencia de
microvellocidades en la cara apical (11).

13) Las células MDCK proveen un sistema modelo para estudiar
reabsorcién de sales y agua, y su regulacién en el rinén (69).
14) La polaridad funcional y morfolégica de estos epitelios
les permite expresar sus propiedades diferenciadas que las
asemejan a los epitelios in vivo (11, 47). |

Las células MDCK conservan caracteristicas similares a las
células del epitelio del tibulo distal, sin embargo no son del
todo iguales al epitelio del tubulo distal de la nefrona,
presentan algunas caracteristicas diferentes a los epitelios
renales in vivo:

1) Con este tipo de epitelios se desarrollan mutantes que al
crecer en monocapas desarrollan una nueva caracteristica y 1la
capacidad de transmitirla hereditariamente (63).

2) Esﬁas células desarrollan caracteristicas oncogénicas cuando

se inyectan en embrién de pollo (32).
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2. HIPOTESIS GENERAL DE TRABAJO.

El PNA ejerce efectos fisiolégicos al unirse a un receptor
especifico y bloquea alguno de los mecanismos de transporte de
sodio a nivel del tubulo distal de la nefrona, este efecto puede
ser cuantificado en un epitelico modelo en el cual los receptores

al PNA para el transporte de sodio han sido caracterizados.
3. OBJETIVO GENERAL.

Determinar los efectos del péptido natriurético auricular (PNA)
sobre los flujos de sodio (22Na) en una monocapa de células
epiteliales renales en cultivo (células MDCK), lo cual permitira
dilucidar el mecanismo y 1la participacién del PNA en 1la
natriuresis que se observa por accién del péptido a nivel renal.
Para cumplir con este objetivo general, serid necesario cubrir los

objetivos especificos siguientes:

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

OBJETIVO No. 1.

Montaje de técnicas de cultivo de células MDCK.- con el objeto
de obtener una monocapa de células, como un epitelio modelo in
vitro similar en caracteristicas y funciones al tiubulo distal del
epitelio renal. El modelo con éstas caracteristicas es la linea
celular MDCK.

En el laboratorio del Departamento de Nefrologia del Instituto
Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez", se mostré gran interés
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en montar e implementar técnicas de cultivo de células renales
como modelos experimentales. El montaje de la técnica de células
MDCK representé una colaboracién importante como parte del
Trabajo Experimental realizado durante el desarrollo de esta
Tesfs.

Es d; gran interés estudiar los efectos producidos por el PNA en
la nefrona distal:

A) E1 PNA ejerce un efecto natriurético, al actuar directamente
inhibiendo probablemente la incorporacién de Na' apical través de
un mecanismo de transporte de sodio especifico, localizado en la
membrana apical de la porcién distal de 1la nefrona. Los
beneficios de este efecto podrian ser empleados directamente en
pacientes expandidos por causas patolégicas debidas a mecanismos
de retencién de sodio.

B) En diversas enfermedades como la hipertensién y enfermedades
urémicas, caracterizadas por un exceso en la reabsorcién de Nat a
través de la nefrona, lo cual trae como consecuencia un aumento
en los niveles de Nat circulante, con un aumento en 1la presién
arterial. Es importante eliminar el exceso de sodio, para
restablecer los niveles de sodio sérico. Tal propdésito es posible
mediante la administracién de algin farmaco natriurético. Dadas
las caracteristicas del PNA, podria llegar a emplearse como un

diurético-natriurético administrado a dosis farmacoldgicas.
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OBJETIVO No. 2 126941

Determinar la presencia de receptores para el PNA en las
monocapas de las células MDCK.
La presencia de captacién especifica para el 1257-pNA indica la
presencia de una molécula especifica sobre la superficie celularl
con actividad para interactuar uniéndose al 1231-pNa; para
cuantificarlo es necesario determinar las cinéticas de unién de

este ligando radiactivo.

OBJETIVO No. 3

Determinar la incorporacién apical de 22Na en las monocapas de
células MDCK y determinar su cinética en ausencia y en presencia
de ouabaina.
Esta determinacién nos permitird determinar la participacién de
las bombas de Nat-K'/ATPasa y el tiempo en la incorporacion de

sodio a las monocapas.

OBJETIVO No. 4

Determinar la incorporacién apical de sodio en las monocapas
de células MDCK en presencia del PNA.
La determinacién de la incorporacién de sodio en las monocapas
indica el flujo neto (Jin) y brindard una idea clara de la
compartamentalizacién del mecanismo de transporte de sodio en

este epitelio.
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OBJETIVO No. 5

Determinar si la inhibicién del PNA sobre la incorporacién
apical de 22Na es un fendmeno dependiente de la dosis.
De esta manera serd evaluada la interaccién PNA-receptor y si el
transporte de sodio es modificado por la concentracién del ©NA.
La interaccién fdarmaco receptor serd evaluada a partir de curvas

dosis-efecto.

OBJETIVO No. 6

Caracterizar las interacciones farmacolégicas entre el PNA, la
amilorida y la furosemida sobre la inhibicién de la incorporacién
apical de sodio, en las células MDCK en cultivo.
Mediante manipulacién farmacolégica se determinard el mecanismo

de transporte de sodio modificacdo por el PNA.
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(MEDIO ESENCIAL MINIMO MODIFICADO POR

SALES INORGANICAS:

OTROS COMPONENTES:

AMINOACIDOS:

VITAMINAS:

COMPOSICION DEL DMEM.

11.
i2.
3.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

CUADRO No.3

cacl,.2H,0

KC1

MgsSO, (anhidro)

NacCl
NaHCO3

D~glucosa
Rojo de fenol

L-arginina . HCl
L-cistina
L~glutamina

glicina

L~-histidina HCl1 . H,0
L~-isoleucina
L-leucina

L-lisina

L-metionina
L-fenilalanina

L-serina

L~treonina
L-triptéfano

DULBECCO)

L-tirosina (sal disédica)

L-valina

D-dcido pantoténico (calcio)

cloruro de colina
acido félico
mio-inositol
nicotinamida
piridoxal .

Tiamina . HCl
riboflavina

pH = 7.4

osmolaridad = 300 mosn.

33

ng/lt.

265.00
0.10
400.00
97.67
6400.00
3700.00

4500.00
15.90

84.00
62.60
584.00
30.00
42.00
105.00
105.00
146.00
30.00
66.00
42.00
95.00
16.00
103.79
94.00

4.00
4.00
4.00
7.20
4.00
4.00
4.00
0.40



CUADRO No. 4

COMPOSICION DEL PBS

(SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS)

Sales inorganicas gramos/litro
caCl 0.10
KC1 0.20
KH,PO, 0.20
MgCl, (anhidro) 0.047
NaCl ' 8.00
Na,HPO, 1.15

pH = 7.4

NOTA.- en algunos experimentos se puede usar

PBS sin CacCl.
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5. MATERIAL Y METODOLOGIA.

5.1. MODELO EXPERIMENTAL.
Con el propésito de obtener una monocapa de células que sirva
como un epitelio modelo para el estudio de fenémenos de
transporte de iones (por ejemplo: Nat, c1~, ca*t, etc.) y
acciones hormonales. Se implementa la técnica de cultivos
celulares.
Adenmds, es necesario desarrollar ciertas habilidades técnicas en
el manejo de cultivos celulares.
El montaje de ésta técnica comprende algunas etapas del proceso
de cultivos celulares en términos generales como por ejemplo:

1) Manejo rutinario de los cultivos.

2) El1 proceso de almacenamiento de células a bajas

temperaturas.
3) El1 ensayar diferentes superficies o sustratos de cultivos
para el crecimiento celular en monocapa.

5.1.1. CULTIVO DE CELULAS MICK.
Se seleccionan células de pasaje bajo (entre 60avo y 70avo)
almacenadas con anterioridad en tubos NUNC (Nunc Inter Med 1.8ml)
a -190°C, temperatura del nitrégeno liquido a una concentracién
de 5X10° cel/ml de medio de cultivo.

A) TECNICA DE DESCONGELACION.
Se extraen las células congeladas del nitrégeno liguido de
acuerdo con las caracteristicas deseadas (No. de pasaje, fecha de

congelacién, densidad celular) especificadas en la etiqueta de
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congelacién. Se coloca el tubo de congelacién (Nunc Inter Med
1.8ml) en posicién vertical en el bafio de agitacién a una
temperatura de 37°C hasta gque el contenido alcance esa
temperatura. Se centrifuga de 5 a 8 minutos a 1000 rpm. En
condiciones de esterilidad, decantar por vaciamiento réapido el
liquido sobrenadante, cuidando conservar la pastilla de células
en el fondo del tubo; se resuspenden las células con pipeta
estéril con 5 a 10 ml de medio minimo esencial modificado por
Dulbecco, adicionado de suero fetal bovino al 10% (DMEMc)(42).
Resuspendidas las células se pasan a un frasco de cultivo (Falcon
3024, 250 ml de capacidad y 75 cm? de superficie cultivable) y
se les agrega de 10 a 15 ml de wedio DMEMc, el cual se cambia 24
horas después. Cuando no se dispone de células congeladas se
puede adquirir comercialmente, directamente de la American Type
Culture Collection o bien de algin comercio nacional, ya sea

congeladas o en cultivo.

B) PRODUCCION DE CELULAS.
Las células MDCK se hacen crecer en una incubadora (Shel-Lab
VWR Scientific) con temperatura de 36.5°C atmésfera de aire méds
5% de CO,, humedad constante, en frascos de cultivo de 250 ml. de
capacidad y 76 cm? de superficie cultivable (Falcon 3024, Div.
Becton Dickerson and C, Orland), conteniendo entre 10 y 15 ml de
DMEM (Medio Eagle Dulbecco, IN VITRO) cuya composicién se sefala

en el cuadro 3; complementando con 10% de suero de ternera
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neonato (IN VITRO S-02), penicilina (100U/ml) vy estreptomicina
(100pgr/ml) Lakeside; hepes (25mM). Este medio se denomina DMEM
completo a un pH de 7.4 (DMEMc).

Una vez que las células alcanzan un 60 a 70% de confluencia, en
una campana de flujo laminar wvertical (Bio-Quest Biological
Gabinet) se les retira el medio por aspiracién; se lavan dos
veces con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) cuya
composicién se sefhala en el cuadro 4 equilibrada a 37°9C; se
les afade 10 ml de tripsina-verseno (0.05%-0.05% en solucién
salina de fosfatos sin Ca+2, sin Mg+2 (EN-005, IN VITRO) y se
incuban durante 10 minutos a 37°c, golpedndose a intervalos
regulares para promover el desprendimiento celular. Una vez
desprendidas las células se afiaden 10 ml1 de DMEMc y el total de
la solucidén se vierte en un tubo cénico (CorningTM 50ml, tubo
para centrifuga con tapén de rosca) para centrifugar durante 5
minutos a 1500 rpm; se retira el sobrenadante cuidando conservar

la pastilla en el fondo del tubo y se utiliza segin se requiera.

5.1.1.1. MONOCAPAS DE CELULAS MDCK SOBRE SOPORTES
IMPERMEABLES (CAJAS PETRI).

Cuando las células crecen en wuna confluencia cercana al 80%

aproximadamente, se colocan en presencia de tripsina durante 10

minutos, centrifugar, retirar el sobrenadante y resuspender en 10

ml de DMEM completo con una pipeta estéril de 106 ml. De la

suspensién obtenida tomar una gota y llevarla a una céamara de
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Neubauer cuenta glébulos y calcular y ajustar la densidad a
2x10° cel/ml; esta suspensién se distribuye en cajas Petri de
35X10 mm (Nunclon/Delta), aproximadamente 1 ml/caja. El1 volimen
se lleva a 2 ml anadiendo 1 ml de DMEM fresco sin células.
Esta preparacién de la monocapa nos permite obtener una monocapa
confluente, con la adhesién de 1la poblacién celular anadida
a la caja Petri al tiempo cero, con ello se evita el crecimiento
celular subsecuente. A las dos horas de sembradas se cambia el
medio por DMEMc fresco para mantener los cultivos el menor tiempo
posible en contacto con la tripsina. Cada tercer dia se cambia
DMEMc por DMEMc fresco para proporcionar a los cultivos las
condiciones nutritivas O6ptimas para su desarrollo, mantener un
pH constante. Asi se emplean para los experimentos de captacién.
Para los experimentos de captacion se emplean monocapas a
partir de los 7 dias hasta 14 dias después de sembradas, por 1lo
que se denominan monocapas de 7 dias, 8, 10, ... O 14 dias de
edad.

Los métodos aqui descritos facilitan el control microscépico
del crecimiento de la monocapa; se considera que en promedio a
los 90 minutos de sembradas, la mayor parte de las células se
adhieren a la superficie del soporte, y que sembradas a alta
densidad (2x106 células/ml) se forma la monocapa casi sin

necesidad de crecimiento y reproduccién celular.
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5.1.1.2. MONOCAPAS DE CELULAS MDCK SOBRE SOPORTES
PERMEABLES .

Las monocapas se siembran sobre filtros de membrana biopore
(PICM~-01250) insertados en soportes de poliestireno Millicell-CM
Millipore. Estos soportes nos proporcionan una superficie
cultivable de 0.6 cm?, permeable translicida, pefmitiendo llevar
a cabo el control microscépico cde las monocapas.
Este tipo de soporte es muy util para determinaciones finas del
flujo unidireccional de solutos y agua (Jpp) a través de las
células, su disposicién permite probar diferentes farmacos
aplicados de manera selectiva ya sea en el compartimento apical o
en el basolateral, lo cual no sucede con un soporte impermeable.
Se pueden probar los efectos de dos farmacos de accién localizada
o bien aplicarlos simultdneamente, para cubrir los objetivos
planteados. Algunos autores emplean un modelo similar de soporte
(47), con una membrana permeable no translicida, este tipo de
soporte no permite el control nicroscépico del epitelio, siendo
un inconveniente, prefiriéndose las membranas de nylon montadas
en cdmaras de Ussing. Las membranas Millicell-CM PICM 012 50,
proveen grandes ventajas sobre el anterior: lo. Las membranas son
translucidas. 20. Permiten el control microscépico del desarrcllo
de las monocapas. 30. El desarrollo de las monocapas de células
MDCK es uniforme, con 1los bordes periféricos integros a
diferencia del montaje en la cémara de Ussing en que puede

alterarse la integridad de la mcnocapa en la periferia. El empleo
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de estos soportes se difunde con gran rédpidez ultimamente.
Preparacién de los soportes:
Los filtros se cubren con una solucién de coldgeno-etanol (60%)
en proporcidén 1:4 (una parte de coldgeno y tres partes de etanol)
colocados cuidadosamente dentro de una caja Petri. La superficie
del filtro queda completamente cubierta con una capa homogénea
de coldgeno. Se dejan secar bajo campana de flujo laminar
durante 3 horas, el secado es lento pero recomendable (Figura
8).
Posteriormente se cubren los filtros con etanol al (60%) estéril
dejando secar durante la noche y bajo luz ultravioleta.
Al dia siguiente se cubren los anillos con DMEMc, se mide
resistencia transepitelial (se fotografian en algunas ocasiones
como control).
Pasaje celular sobre los soportes permeables:
Para hacer el pasaje celular se emplean células MDCK de pasaje
60avo al 90avo. Los filtros Millicell-CM Millipore nos
permiten tener dos compartimentos completamente independientes
como se presenta en la figura 8, sobre ellos se resiembran las
células a una densidad de 1X106 células /ml/cm2 . Sembradas a
esta densidad las monocapas se encuentran confluentes a las 24 o
48 horas de sembradas.
En el momento dgue la monocapa esta totalmente confluente,
quedan dispuestos tres compartimentos perfectamente delimitados e
independientes:

a) compartimento apical (dentro del soporte),
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126941

MONOCAPAS DE CELULAS MDCK SOBRE SOPORTES PERMEABLES

Y TRANSLUCIDOS (MILLICELL-CM, PICM 012 50).

CANARA APICAL

CELULAS

CAPA DE COLAGENO

FILTRO

CAMARA BASOLATERAL

FIGURA No. 8

Las monocapas de células MDCK sobre este tipo de soportes, proveen tres
compartimentos perfectamente delimitados: A) Apical, B) Basolateral y
C) Intrdcelular. Permitiéndo la cuantificacién del flujo unidireccional
(JAB) de solutos y agua, asf como su modificacién en presencia de hormo

nas o flrmacos aplicados selectivamente en el compartimento apical o en

el basolateral.
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b) compartimento basolateral (fuera del soporte) y

c) compartimento intracelular.

En estas preparaciones cuantificamos el flujo de sustancias de un
compartimento a otro.

Los soportes se disponen en multiplacas de 24 pozos (Costar,
l6mm de didmetro. Mark II 3424, o Nunclon Delta 24 pozos, 143982
1/75 Intermed). Previamente se humedecen con 300 microlitros de
DMEMc por su cara basolateral y 50 microlitros en su cara apical.
Los filtros se resiembran a confluencia, con una densidad celular
de 1x10° células/ml/cmz. Posteriormente se determina 1la
resistencia transepitelial y se incuban a 37°Cc, en una
atmésfera de CO, al 5%, flujo de aire continuo y humedad
constante. Para mantener los cultivos en condiciones 6ptimas, se
cambia el DMEMc cada tercer dia bajo campana de flujo laminar,
retirando el medio cuidadosamente con pipetas pasteur a manera de
no levantar la monocapa, asi se permite un desarrollo uniforme
a la monocapa.

Es necesario, llevar el control del desarrollo de la monocapa:

a) Por control microscépico.- Los soportes elegidos para
las monocapa de células MDCK, nos proporcionan un soporte
permeable y transltcido por lo que podemos observar la monocapa a
través del mnicroscépio invertido, de esta forma aseguramos el
control de calidad de los cultivos.

b) Por determinacién de 1la resistencia transepitelial.- Es

muy util para determinar en gque momento la monocapa alcanza
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confluencia, al obtener una resistencia transepitelial alta se
emplean para los esperimentos. Para seguir este control es
necesario estar capacitado, y desarrollar ciertas habilidades

técnicas en el manejo de cultivos celulares.

5.2. RESISTENCIA TRANSEPITELIAL.

Con el objeto de estimar la integridad de las monocapas de
células epiteliales MDCK se cuantifica la resistencia
transepitelial. Estas células al encontrarse en monocapas Sse
reorganizan formando uniones estrechas sensibles a calcio que les
confiere resistencia transepitelial alta. En este trabajo se
procede a determinar la resistencia transepitelial con un
resistémetro Millipore Millicell-ERS (intervalo de 2000 ohms).
Este sistema permite realizar mediciones puntuales de
resistencia eléctrica y abrir un circuito de voltaje de una
monocapa de células epitéliales cultivadas en soportes
permeables. Esto se consigue con un par de electrodos de
plata/cloruro de plata (Ag/AgCl),con el alambre de plata se pasa
una corriente a través de la monocapa y se mide el cambio en el
voltaje a través de la monocapa, procediendo de la siguiente
manera:

A) Bajo condiciones de esterilidad, esterilizar los
electrodos sumergiéndolos en etanol al 70% estéril, durante 15
minutos.

B) Pasar 1los electrodos a PBS durante 15 minutos.

C) Sumergirlos en DMEMc durante 30 minutos, para estabilizar
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los electrodos.

D) Ajustar a cero antes de iniciar las lecturas.

E) Al inicio y al final, medir resistencia transepitelial
en dos blancos (filtros sin células). El promedio de estas
lecturas (Rpjanco) S€ sustrae a la resistencia de cada monocapa
(Ry), para obtener la resistencia en ohms (R,), en las
preparaciones con células.

F) Medir resistencia transepitelial en todas las monocapas.

G) Calcular la diferencia entre la lectura promedio de los
blancos y cada una de las lecturas de las monocapas.

Rn = Ry -  BRplanco
La resistencia transepitelial depende del &rea cubierta por la
monocapa. Para corregir con el &rea cubierta se calcula:

H) El1 producto de 1la resistencia por el &drea de 1las
monocapas, dque proveen una superficie de membrana efectiva igual
a (0.6cm2). El producto es igual a la resistencia transepitelial
en ohms . cn?. Se calcula como:

R = R, ohms . 0.6cm® = ohms . cm?
Los anillos sin células presentan una resistencia transepitelial
promedio de 190 ohms . cm? . Las monocapas de células presentan
una resistencia transepitelial al tiempo cero entre 2 y 14
ohms . cm? y va aumentando en relacién directa a la edad del
cultivo (Figura 9, cuadro 5).
La resistencia transepitelial de las monocapas de células MDCK

resulté ser de tal manera que aumenta en relacién directa con la
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DESARROLLO DE LA RESISTENCIA TRANSEPITELIAL EN
MONOCAPAS DE CELULAS MDCK PASAJE 88.

180~
160 |-
~  140H
€
(& ]
w 120-‘
=
o 100
<t
o 80
=
)
E 60
w40
o
20

1 2345678 90112154
EDAD DEL CULTIVO

o4y

FIGURA No. 9

La resistencia transepitelial de las monocapas

MDCK refleja la formacidn de uniones estrechas

fuertes intercelulares, lo cual permite 1la for

macibédn de una monocapa integra.

Una resistencia transepitelial mayor a 80:1-cm2
se presenta en una monocapa integra, totalmen-

te confluente.
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CUADRO No. 5

DESARROLLO DE LA RESISTENCIA TRANSEPITELIAL
MONOCAPAS DE CELULAS MDCK.

EN

EDAD

DIAS HORAS

0 2
1 24
2 48
3 72
4 96
7 168
14 336
n = 25
¥ I gn

Respecto

RESISTENCIA TRANSEPITELIAL

13
14
12
22
24
90

175

a 175 ohmsxcmz,

(OHMS . cm?)

13

13

todos los valores

son significativamente diferentes con una
p ¢ 0.0005 .,

46



edad de los cultivos, permanece en una fase estacionaria de las
cero a las 48 horas con una resistencia transepitelial de

13 ohms . cm2

. De las 72 a las 96 horas aumenta ligeramente hasta
24 ohms . cmz, sigue aumentando gradualmente, a las 168 horas
las monocapas exhiben una resistencia transepitelial optima de
90 ohms . cm?. Finalmente las monocapas de 336 horas exhiben una

2 tendiendo a estabilizarse.

resistencia mdxima de 175 ohms . cm
Las monocapas de células MDCK en estas condiciones, estédn en
condiciones 6ptimas para los experimentos, entre 168 y 336 horas

de edad. Durante este periodo se realizan los experimentos.

5.3. MICROFOTOGRAFIAS.

Con el objeto de seguir un control del desarrollo de las
monocapas con respecto a la edad del cultivo y tener evidencias
de la integridad de la monocapa decidimos microfotografiarlas a
diferentes edades.

Las monocapas de células MDCK se microfotografiaron a diferentes
edades, a t = 0, 2, 24, 48, 72, 96, 168, 336 horas. Utilizando
una camara adaptada al microscépio invertido de contraste de
fases (Zeiss West Germany) con un objetivo de 16/0.35 y oculares
de 10 X / 18 (CPL-W).

Cada toma se realiza con un tiempo de exposicién de 6 segundos y
una intensidad de luz de 5 volts y 15 watts.

A t = 0 las células se observan esféricas y suspendidas en el
medio de cultivo.

A las dos horas de edad las células estan adheridas al sustrato,
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presentando forma ahusada, estrelladas emitiéndo pseudépodos o
prolongaciones que les permiten comunicarse con las demds y
organizarse para formar una monocapa mediante la formacién de
uniones oclusoras, sensibles a calcio que 1les confiere
resistencia transepitelial alta.

A las 24 horas desarrollan una confluencia del 70% al 80%
observéndose sus uniones bien delimitadas. ‘

A las 48 horas desarrollan una confluencia del 90% y su
resistencia transepitelial aun es baja.

A las 72 horas desarrollan una confluencia del 95%. las
monocapas presentan la forma de mosaicos, sus uniones oclusoras
se observan bien definidas.

A las 96 horas de edad desarrollan el 100% de confluencia y
las células se observan mas pequefias con uniones oclusoras poco
definidas por lo desarrollado que se encuentra la monocapa. |
Finalmente las monocapas de células MDCK estdn en condiciones
6ptimas para los experimentos, entre los 7 y 14 dias de edad de
los cultivos, bajo control microscépico y determinacién de una

resistencia transepitelial alta.
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5.4. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Uno de los controles que se lleva a cabo es la determinacién de
proteinas por monocapa, con el objeto de realizar los célculos
correspondientes para los experimentos realizados y expresarlos
en Moles/tiempo/mg de proteina.

Esta determinacién se realiza por el micrométodo de Bradford (8),
este procedimiento es altamente sensible y su manejo altamente
reproducible. Consiste en el enlace del azul brillante de
Coomassie G-250 a proteinas, el complejo gue se forma colorante-~
proteina causa una transferencia de la absorcién méxima del
colorante en una longitud de onda de 465 a 595 nm, y el
incremento en la absorcién a 595 nm es la absorcién monitoreada.
La formacién del complejo colorante-proteina es muy répido,
aproximadamente 2 min, con estabilidad -del color por una hora.
La interferencia de este método es baja o nula en presencia de
iones sodio o potasio y carbohidratos. Asi como la presencia de
amortiguadores alcalis fuertes. Lo cual se elimina empleando un
amortiguador apropiado (PBS cuadroc 4).

Este método puede ser altamente interferido por 1la presencia
de detergentes como SDS, triton X-100 y detergentes comerciales.
Esto se puede evitar lavando el material por el método para
material de cultivo celular (libre de detergentes).
Procedimiento:

Se prepara una solucién proteica con albumina bovina sérica

{0.05mg/ml) disuelta en PBS.
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Preparacidén del Reactivo de Coomassie.- 100 mg de azul brillante
de Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95%, a esta solucién se
adicionan 100 ml de &cido fosférico al 85% (peso/vol).

Andlisis de microproteina para una solucién que contenga de 1 a
10 microgramos de proteina en un volimen hasta de 0.1 ml se
pipetea dentro de tubos de ensayo 12X100mm. E1 voliumen de 1los
tubos de ensayo (20, microlitros) se ajustada a 0.1 ml con PBS.
Se adicionan 900 microlitros de reactivo de Coomassie al tubo de
ensayo y el contenido se agita vigorosamente. La absorvancia se
determina a 595nm en un espectrofotémetro Bekman digital a 1los
20 minutos. El1 blanco se prepara con 0.1ml de PBS y 900
microlitros de reactivo de Coomassie, se incuba como los demés
durante 20 minutos.

La curva estdndar se prepara tomando para cada punto una
concentracién de proteina que va de 0 a 100mg/ml de proteina. Los
resultados de las muestras problema se interpolan en la curva
tipo y por extrapolacién obtenemos la concentracién en mg de
proteina/ml para cada muestra. Esto se determina por cédlculos de
regresién lineal. Finalmente se corrige seqiin el voluimen de

dilucién de la monocapa.
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ABSORBANCIA

126941
CURVA TIPO PARA PROTEINAS

. —T Y Y T 1
0 10 20 30 40 50
mg/ml DE PROTEINAS

DATOS RESULTADOS

X Y r = 0.996

0 .005 m = 165.851

0 .121 intercepto = -0.000

10 .283 Valor de X Valor de Y

30 .487 30 0.494
40 .646 31 0.501

50 .858
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5.5. DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE RECEPTORES PARA EI. PNA EN

CELULAS MDCK.
Con el objeto de caracterizar la presencia de una molécula
receptora al PNA, se determina la presencia de receptores en las
monocapas de células MDCK, por medio de un curso temporal de
captacién del 1257_pPNA. Todos los experimentos se realizan en
monocapas, con un estricto control de calidad, manteniéndo las
siguientes caracteristicas.
1) Monocapas de 7 a 14 dias de edad en las condiciones de los
cultivos celulares (ver punto 4,5,y 6 de metodologia}.
2) Utilizar unicamente monocapas integras por: (a) Control
microscépico y (b) alta resistencia transepitelial (mayor de 80
ohmsxcmz).
3) Retirar el suero del medioc 24 horas antes del experimento.
4) Cambiar medio por medio fresco sin suero dos horas antes del
experimento.
El control de las monocapas se realiza en deneral para todos
los experimentos.
METODOLOGIA:
I.- Las monocapas se incuban a 37°C, en una atmésfera de Co, al
5%, flujo de aire continuo y humedad constante, durante el
experimento.

(a) A una serie se aplica 1251-pNa (10“12M) con una
actividad especifica de 2200 pCi/nmol, en el compartimento apical

o basolateral al tiempo cero.
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(b) A otra serie se aplica 1291-PNa (10712M) + PNA (107%M)
(Peninsula No. 8798) en la cara apical o en la basolateral, al
tiempo cero para determinar:

A) Captacién total (Ct)

B) Captacién especifica (Ce)
IT.- At=1, 3, 15, 30, y 60 minutos los filtros se lavan tres
veces en solucién de MgCl, (100mM) a 4°,
III.- La radiactividad de las monocapas se determina en un

contador Gamma Cord II durante dos minutos.

Iv.- Los blancos se procesan al igual que, los demds sin
radioisétopo.
V.- En todos los cédlculos se considera 1la radiactividad de

fondo y se resta a todos los valores y los estédndares de las
soluciones para calcular la actividad especifica, la de los
blancos son restadas.

VIi.- En todos los experimentos se corre una serie de monocapas
igual que los blancos y son digeridas con NaOH (0.5N) (Beckman)
para determinacién de proteinas totales por el micrométodo de
Bradford por medio dé una curva tipo para albumina sérica bovina.
Los resultados se expresan en nM/mg de proteina/min.

La captacién total es la unién del ligando radiactivo (125I—PNA)
por el receptor formdndose un complejo 125I--PNA—receptor y ademas
la unién de este radioligando a cualquier otra molécula de manera
inespecifica.

La captacién especifica es la unién del radioligando a 1la
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molécula receptora de manera muy selectiva, formando un complejo
125I-PNA--receptor.

Para obtener este resultado se resta el componente unido de manera
inespecifica. Mediante la aplicacién sobre la monocapa de ambos,
el PNA marcado y el PNA frio, este tUltimo 1000 veces m&as

concentrado de manera que desplace al componente inespecifico.

5.6. DETERMINACION DE LA INCORPORACION DE SODIO EN PRESENCIA Y EN
AUSENCIA DE OUABAINA.

Con el objeto de determinar la participacién de la ouabaina en la
incorporacién apical de sodio (22Na) a través de las células MDCK
y determinar su cinética. Se realiza el curso temporal de
captacién de sodio (JAazzNa) apical en presencia y en ausencia de
ouabaina.

I.- Las monocapas de células MDCK se preincuban con ringer alto
en potasio conteniendo ouabaina (10'4M) (Cuadre 6) durante una
hora, aplicado =2=n el compartimento basolateral c¢on el fin de
inhibir las bombas de Na+-K+/ATPasa, localizadas en la membrana
basolateral.

II.~- Después de una hora se retira el medio del compartimento
apical. Al tiempo cero (t=0) se aplican 400 microlitros de
ringer alto en sodio conteniéndo el radioisétopo 22N (1
pCi/ml) (Cuadro 7), se incuban las monocapas a 37°C, en
atm6sfera de CO, al 5%, flujo de aire continuo y humedad

constante.
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CUADRO No. 6

RINGER ALTO EN POTASTIO.

Sales inorganicas mM
KC1l 106.0
NacCl 14.0
MgSO, 1.7
CaClz 1.8
HEPES 25.0
+ OUABAINA 0.1
pH = 7.4
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CUADRO No. 7

RINGER ALTA EN SODIO.

Sales inorgénicas nM
KC1l 4.4
Nacl 118.0 + 1 pci/ml 22Na
Mgso, 1.7
HEPES 25.0
pPH = 7.4
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III.- A t = 15, 30, 60, 120, 300 minutos, se lavan las monocapas
3 veces con MgCl,(100mM) a 4°cC.
IV.- Se determina radiactividad y proteinas totales como se

describe para receptores.

5.7. INCORPORACION APICAL DE SODIO ( 22Na) EN PRESENCIA DE PNA.
Con el objeto de determinar los efectos que produce el PNA sobre
la incorporacién de sodio apical (JABzzNa) en las monocapas de
células MDCK, se cuantifica la incorporacién de ién sodio en base
a la captacioéon de 22Na en presencia de PNA.

Las monocapas seleccionadas como en los experimentos anteriores
se incuban a 37°C, en atmésfera de Co, al 5%, flujo de aire
continuo y humedad contante. Aplicando sodio (22Na) en el
compartimento apical con una actividad especifica de
21.6 pCi/nM (Amersham) a una concentracién de 1 uCi/ml durante
30 segundos.

La captacién de sodio apical se cuantifica bajo las siguientes
condiciones experimentales:

(1) captacion total de 22Na, como control.

(2) captacién de 22Na, preincubando durante dos horas con
ouabaina (10'4M), aplicada en el compartimento basolateral (CB),
con el objeto de inhibir las bombas de Nat-K'/ATPasa.

(3) captacioén de 22Na, preincubando durante 20 minutos en
presencia de PNA (10’8M), aplicado en el {CB).

(4) captacién de 22Na, preincubando durante dos horas en

presencia de ouabaina (10'4M), aplicada en el (CB), mds el PNA
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(10'814) aplicado en el (CB) y preincubando durante 20 minutos.

La preincubacién del PNA permite la unién del PNA a sus
receptores localizados en la superficie basolateral.

Cada una de las series, después de incubarse con la solucién
radiactiva de 22Na durante 30 segundos, se lavan tres veces en
una solucién de MgCl,(100mM) a 4°C.

Finalmente se determina la radiactividad en las monocapas y
proteinas totales como se describe para receptores. Los

resultados se expresan en pmolas/mg prot/min.

$.8. CURVAS DOSIS~RESPUESTA DEL PNA SOBRE LA INCORPORACION DE
22ja.

Con el objeto de evaluar si el efecto inhibitorio del PNA sobre
la incorporacién de 22Na apical (Jpp) a través de las células
MDCK, es un efecto dependiente de la dosis, se realizan las
curvas dosis-respuesta.

Las monocapas seleccionadas como en los experimentos anteriores
son preincubadas en presencia de ouabaina (10”4M) aplicada en el
compartimento basolateral durante dos horas a 37°C, en una
atmésfera de CO, al 5%, humedad constante y flujo de aire
continuo. Transcurrido el tiempo de preincubacién se determina la
curva dosis-respuesta bajo las siguientes condiciones
experimentales:

(1) Se preincuban 1las monocapas en presencia de PNA ( 10'8!4)
durante 20 minutos, aplicado en el compartimento basolateral a

las siguientes dosis:
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10712y, sx10712M, 1010M, s5x10~%M, 1078M, 5Xx1076M y 1075M.

(2) A t = 0 se aplica la solucién radiactiva de 22Na en el
compartimento apical, incubando las monocapas.

(3) A t = 30 segundos, se lavan las monocapas 3 veces cOn una
solucién de MgCl, (100mM) a 4°cC.

La radiactividad y proteinas totales se cuantifican como se
describe en la seccién de receptores.

Aunado al efecto dosis-respuesta del PNA, se realizan las curvas
dosis~respuesta para farmacos de accién conocida sobre algunos de
los mecanismos de transporte iénico como el intercambiador Na‘t-
/HY, y canales de sodio inhibibles por amilorida y el co-
transportador Na*-K*/2¢1l inhibible por furosemida.

Con el objeto de evaluar el efecto inhibitorio de amilorida y
furosemida sobre el transporte de 2258 apical en este modelo de
células epiteliales renales MDCK y determinar si dicho efecto es
dosis-dependiente, se realizan las curvas dosis-respuesta.

Las monocapas en presencia de ouabaina (10'*M) aplicada en el
compartimento basolateral, mds la adicién de amilorida a dosis de
10”10M, 107, 10~7M, 10~%M, 1075M, 107%M, 1073M, 1072M, aplicada
en el compartimento apical, se incuban a 37°C, en atmésfera de
CO, al 5%, humedad constante y flujo de aire continuo, durante
dos horas.

Otras series de monocapas Se incuban en condiciones similares a
las anteriores sustituyendo amilorida por furosemida a las
siguientes dosis: 1079, 1078M, 10~7M, 1076M, 10~5M, 107%M,
1073 M.
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Transcurrido el tiempo de incubacién. A t=0 se aplica la solucién
radiactiva de ?2Na en el compartimento apical.

A t = 30 segundos, las monocapas se lavan tres veces en solucién
de MgCl, (100mM) a 4°cC.

Finalmente se cuantifica la radiactividad y las proteinas totales

como se indica en receptores.

5.9. EFECTO DEL PNA, LA AMIIORIDA Y LA FUROSEMIDA SOBRE LA
INCORPORACION DE SODIO.

Con el objeto de esclarecer cuil mecanismo de transporte de sodio
es modificado por los efectos directos que ejerce el PNA a nivel
de la nefrona distal, se investiga la incorporacién de 22N,
apical a través de las monocapas de células MDCK en presencia de
farmacos de accién conocida sobre algunos de los mecanismos de
transporte de sodio localizados en la porcién distal del epitelio
renal.

1) Las monocapas seleccionadas como en los experimentos
anteriores, se preincuban en presencia de ouabaina (10"4M),
durante dos horas a 37°C, en atmésfera de Co, al 5%, flujo de
aire continuo y humedad constante.

2) Después del tiempo de preincubacién se determinan las
interacciones farmacolégicas, sobre la inhibicién del (Jap 22Na)
bajo las siguientes condiciones experimentales:

(1) Con o sin amilorida (10'3M) en la camara apical,
durante dos horas antes del experimento.

(2) Con o sin furosemida (10'4H) en la camara apical,
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durante dos horas antes del experimento.

(3) Con o sin ouabaina (1074M) aplicada en la cémara

basolateral, durante dos horas antes del

experimento.

(4) Con o sin PNA (1078M) en la camara basolateral,

durante veinte minutos antes del experimento.

3) At = 0 se aplica la solucién radiactiva de 22N§ en
compartimento apical durante 30 segundos.

4) A t = 30, se enjuagan las monocapas en una solucién
MgCl, (1o0mM) a 4°cC.
Se cuantifica 1la radiactividad y 1las proteinas totales como
describe para receptores.
5.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Expresamos los resultados como promedio +el error estdndar.

al

de

se

Los resultados obtenidos se compararon respecto al control

mediante la distribucién de t, para muestras independientes

de

una sola cola. Elegimos un nivel de significancia minimo del 95%

para una p < 0.05. En el caso de las curvas dosis-respuesta;

procesamos los resultados mediante el método de Tallarida (65),

y graficamos en unidades de probabilidad (PROBITS). Las unidades

probits es el % de la probabilidad de encontrar un valor en

drea bajo la curva probabilistica normalizada.
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6. RESULTADOS.

6.1. CURSO TEMPORAL DE CAPTACION PARA EL 1251-pNa.
Denominamos curso temporal de captacién a la incorporacién del

1257-pNA en funcién del tiempo.

isétopo radiactivo en este caso
El curso temporal de captaciém se investiga en la cara apical y
en la cara basolateral de 1las monocapas (Figuras 11 y 12).
Obtenemos una captacién total al aplicar el 125pNa que va desde
1.72 pmolas/mg proteina hasta niveles méximos de 8.4 pmolas/mg
proteina. Esto significa que el PNA marcado se encuentra unido a
moléculas con afinidad especifica y a otras moléculas de manera
inespecifica. En el laboratorio determinamos el componente
inespecifico, aplicando juntos el PNA marcado (1X) y el PNA frio
1000X de manera que por diferencia de concentracién el PNA frio
desplaza al PNA marcado. Por célculos obtenemos 1la captacién
especifica restando el componente inespecifico a la captacién
total. La captacidn especifica obtenida es de 0.48 a 2.74
pmolas/mg proteina (Cuadro 8).

Evidentemente estos resultados demuestran que las células MDCK
presentan afinidad por el PNA, en un sitio especifico de 1la
membrana basolateral lo cual evidencia la presencia de algunas
moléculas receptoras para el PNA, localizadas en las células

MDCK.
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CURSO TEMPORAL DE LA INCORPORACION DE "I-PNA(10' M)
EN MONOCAPAS DE CELULAS MDCK P-90 DE 14 DIAS

1251_PNA (nmoles / mq proteina)

160

N
o

~
o

DE EDAD

125, _pNA(IO M) o

—

125, _pNA(IG'PM) °

+'9
PNA(10”M)

CAPTACION >
INESPECIFICA

material

ausencia

intervalos

con una n

1 1 3/
30' 45 60’
TIEMPO
FIGURA No.1l
MDCK fueron incubadas

como se describié en

métodos en presencia y

de PNA frio. Se midié
incorporacidn del 1251—PNA en
tiempo en segundos.

expresan en promedio,
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CURSO TEMPORAL DE LA CAPTACION DEL

125)-PNA EN LA CARA BASOLATERAL DE-
LAS MONOCAPAS DE CELULAS MDCK

CAPTACION DEL '2%-PNA
(pmoles/mgq proteina)

8.0
T0H
6.0H
5.0H
- 4.0
30H
2.0H
1.0H

125, _pNA (10 "2 M)

'251-pNA (1072M)
t g
PNA (10 "M)
I3 15' 30 45’ 60’
tiempo (minutos)
FIGURA No.l 2
Captacidn del 1ZSI—PNA en funcidn
del tiempo en minutos, medido en

presencia y en ausencia del PNA frio.
n = 3
X I on
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CUADRO No. 8

CURSO TEMPORAL DE CAPTACION PARA 1251-1"'NA

TIEMPOS CAPTACION TOTAL CAPTACION EN CAPTACION

MINUTOS  2°1-PNA(107*2M) PRESENCIA DE  ESPECIFICA
PNA '(10‘9M)

1 1.7 £ 0.2 1.2 X 0.0 0.5 £ 0.1

3 2.8 £ 0.3 1.8 Z 0.1 1.0 + 0.2

15 6.3 L 0.5 4.2 % o.2 2.21o0.3

30 7.6 Jo0.2 5.1 £ 0.1 2.5 £ 0.1

60 8.4 2 0.4 6.0 £ 0.5 3.0 2 0.4

UNIDADES: pmolas/mg proteina
4

in

®i
I+ U
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6.2. INCORPORACION DE SODIO A TRAVES DE MDCK SOBRE SOPORTES
PERMEABLES EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE OUABAINA.

Para determinar el tiempo en dque es cuantificable 1la
incorporacién de sodio apical a las monocapas de células MDCK se
determina el J,g 22ya apical, en ausencia y en presencia de
ouabaina (10"414) con el objeto de sustraer el efecto de las
bombas de Nat-K'/ATPasa (localizadas en la membrana basolateral
del epitelio renal) sobre el influjo de Na' apical.

Determinamos gque la ouabina participa activamente bloqueando las
. bombas de Nat-K'/ATPasa (Figura 13, cuadro 9). Si las bombas se
encuentran activas, el sistema se satura en corto tiempo.
Obteniendo los siguientes resultados: a los 15" una incorporacién
de 804 nM/mg de proteina gQue aumenta rapidamente hasta
1007 nmolas/mg de proteina a los 120", alcanzando ya niveles
de saturacién con un méximo de 1225 nM/mg de proteina.

Cuando administramos ouabaina la incorporacién del sodio a través
de las células es més lento como puede observarse en el cuadro 9,
a los 15" la incorporacioén de sodio es de 315nM/mg de proteina y
a los 30" y 60" ain puede apreciarse esos incrementos, a 1los
300" alcanza niveles de saturacién similares a la incorporacién
de sodio en ausencia de ouabaina.

Para determinar con certeza el tiempo 6ptimo en que es
cuantificable la incorporacién de sodio en presencia de ouabaina,
llevamos los resultados a una forma lineal. Decidimos realizar

las series experimentales sin el efecto de las bombas de Na'-

66



INFLUJO DE %*Na A TRAVES DE CELULAS MDCK SOBRE
SOPORTES PERMEABLES EN PRESENCIA Y EN -

22

=
s AUSENCIA DE OUABAINA
? 1200[—
= 1000H -O.UABAINA °
= .I-—‘-///
= 800 . +OUABAINA —X
S 600H
—
< 400H
=

200H
a
< I" l“ 1 L. 1 1 1
- 5" 30" ] 2 3 4

tiempo (minutos

1/ dmax/ J po{minutos)

1.0r

- OUABAINA

0.81 °

o6 —*+—*

' +0OUABAINA

04H

0.2H

15" 30" 45" 0" 75" 90" 105" 120"

tiempo (segundos)
FIGURA No 13
Incorporacibén apical de sodio por
monocapas MDCK de 7 a 14 dias de
edad, en funcidn del tiempo. Se
cuantificéd en ausencia Yy en

presencia de ouabaina (10—4M).
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CUADRO No. 9

INCORPORACION DE 22Na A TRAVES DE CELULAS NDCK SOBRE

SOPORTES PERMEABLES EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE OUAB.

TIEMPO J 22Na(1uCi/ml) JA

AB p Max 1
SEGUNDOS pmolas/mg prot. Jx J Ap™ma¥ /Jx
is" 823 1.4 0.71
<3
3o" 861 1.3 0.76 Z
<q
60" 975 1.2 0.83 2
)
120" 1037 1.1 0.91 E
7
300" 1161 1.0 1.00
15" 361 2.2 0.45
<g
30" 467 1.7 0.58 E"
. - &z
<l
6Q" 589 1.3 0.76 8 S
wn
120" 731 1.1 0.91 ‘z‘
300" 801 1.0 1.00
n=2, X%
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KY/ATPasa, y cuantificar el flujo de sodio apical a t = 30".

6.3. INCORPORACTON APICAI DE SODIO EN PRESENCIA DEIL PNA.

La incorporacién de sodio apical, a través de las monocapas de
las células MDCK cuantificada en base a la captacién de 22Na
(Figura 14 y cuadro 10), nos da una estimacién de 1la
participacién del PNA sobre la incorporacién de Nat (Jap) apical
por las monocapas de células MDCK. El J,pn a través de las
monocapas de células MDCK, resulta ser inhibido por la presencia
de PNA (10'8M) en un 58%, cuando éste se aplica en la cara
basolateral. La incorporacién de sodio apical a través de las
monocapas de células MDCK, generado por las bombas Na+—K+/ATPasa,
se inhibe al aplicar ouabaina (10‘4M) en un 41%, existiendo una
diferencia significativa entre el efecto del PNA (10‘8M) y el
efecto de ouabaina (10~ %M) con una p < 0.05.

Estos resultados demuestran el efecto inhibitorio del PNA sobre
la incorporacién de 22Na apical a través de las células MDCK
cuando se aplica el PNA en la cara basolateral. Dicho efecto
inhibitorio del PNA sobre la captacién de sodio, confirma 1la

presencia de receptores basolaterales al PNA.

69



% INCORPORACION DE ®Ng A L0S 30 SEGUNDOS

EFECTOS DEL PNA SOBRE LA INCORPORACION
DE #Na POR LAS MONOCAPAS MDCK

100~ 2
Na (1uCi/m!) APICAL
PNA (108 M)
g ] BASOLATERAL
OUAB (10" M)
75k
|
¥ I
50H . ]
n:=
n=4
n=4 _
25 H
P<0.05

OUABAINA  PNA  PNA

0t M) 108w 10 wm
+
OUABAINA

0% m)
FIGURA Nald



CUADRG No. 10

EFECTOS DEL PNA SOBRE LA INCORPORACION

DE 22Na POR MONOCAPAS MNDCK.

22
JAB Na

30" %
INCORPORACION INHIBICION

CONTROL 1473 ¥ 373 o*

4
OUABAINA . .
- - 214 a1 - 4
(10 AM) 843 1 1
PNA
+ +
- - 119 58 -~
(10 SM) 563 8 ~ 6
OUABAINA
(10'4M) . .
+ 572 ~ 128 52 = 9
PNA
(10‘8M)

UNIDADES: pmolas/mg proteina

4
oh

=l 3
I+ 10
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6.4 CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL PNA SOBRE LA INCORPORACION APICAL
DE SODIO EN CELULAS MDCK.

Con el objeto de determinar si los efectos producidos por el PNA
son dosis-dependientes, realizamos las curvas dosis-efecto
aplicando diferentes dosis de PNA, desde concentraciones
picomolares hasta micromolares (Cuadro 11, y Figuras 15 y 16).
Los resultados nos demuestran que el PNA presenta un
comportamiento farmacolégico. E1 PNA inhibe la incorporacién de
sodio apical en un 20 % a dosis picomolares, esta inhibicién
aumenta en forma gradual hasta alcanzar un mdximo a dosis
micromolares de un 56% de inhibicién en la incorporacién de sodio
apical cuando el péptido se aplica en la cara basolateral. La
figura 15 en la parte superior, expresa la captacién de sodio con
respecto al loganitmo de la dosis de PNA, el PNA ejerce una
disminucién en la incorporacién de sodio apical con respecto al
control de 658 a 464 pmolas/mg proteina en promedio. La grédfica
inferior expresa el efecto inhibitorio del PNA sobre 1la
incorporacién apical de sodio. Para determinar con certeza la
CIgg se transfieren los resultados a una forma lineal, por el
método de Tallarida (Figura No. 16). Se grafican Probits contra
logaritmo de la dosis y se obtiene una CIgy = 5X10™ M para el
PNA. La concentracién es similar a dosis farmacolégicas, por 1lo
que el sistema es de alta afinidad.

La participacién de los fdrmacos amilorida y furosemida sobre la

inhibicién de los mecanismos especificos del transporte de sodio
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CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL PNA,

pmolas Na—— = " AMILORIDA Y LA FUROSEM I DA
'0%n  SOBRE LA INCORPORACION APICAL
i DE *’Na.
,: PNA
500H NRO
] AMILO
2 10 8 6 4
1000 “log (PNA)
80H
= AMILO
= |
S 60 . PNA
S gl
| A
- | f"/ FURO
20" /

112 | 4 2
-log (PNA)
FIGURA Nol5
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126941

CURVA DOSIS-EFECTO DEL PNA SOBRE LA INCORPORACION

DE 22Na APICAL A TRAVES DE CELULAS MDCK.

CUADRD No. 11

22
DOSIS I, Na % %
PNA + INCORPORACION INHIBICION
(M) pmolas/mgprot. — On
CONTROL 658 X 8 100 )
1x10" 12 621 T 28 8ote 20 ¥ 6
5x10" 12 513 £ 22 6676 34 6
1x10” 10 492 ¥ 26 634 37 X 4
5%10"° 464 ¥ 12 594 41 4
1x10~8 396 X 27 s50fs 50 X s
5x10”° 362 T10 464 54 ¥ 4
1x10”° 343 13 aat2 56 & 2
n = 3
X X 6n
. » " —12
Con excepcidn de la dosis 1X10 M, todos los

datos son significativamente diferentes del

control con una p< 0.005
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PROBITS

CURVA DOSIS-EFECTO DEL PNA
SOBRE LA INCORPORACION APICAL

8

DE SODIO22Na EN CELULAS MDCK

-
r—l
I
i
|
| i
/ '
i
|
i
4H E
| , ) 9
-12 -1 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
. log (PNA)
FIGURA No I6 g

Por el Método de Tallarida, calculamos
los valores PROBITS. Los probits repre
sentan la probabilidad en % de encon--
trar un punto bajo la curva probabilis
tica normalizada.
Obtuvimos una CI_, = 5X10_9M para el -
PNA.

0
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localizados en la cara apical de las células MDCK, se estima
determinando las curvas dosis-respuesta para cada uno de ellos
(Figura 15 y cuadros 12 Y 13).

La amilorida ejerce un efecto inhibitorio sobre la incorporacién
apical de sodio, cuando ésta se aplica en el compartiménto
apical. Conforme aumenta la dosis de manera gradual: con un 33%
de inhibicién para dosis de (1X10710M) hasta un 69% con 1X1072M.
Como se observa en el cuadro 12 y la figura 15, la amilorida
presenta un comportamiento inhibitorio similar al PNA.

Se obtiene una CIg, para amilorida de 5X10"6M, su efecto
inhibitorio promedio es de 40% +/- 4, es dosis-dependiente.
Comparado con la respuesta inhibitoria del PNA presenta un
comportamiento similar.

La furosemida inhibe la incorporacién de sodio apical cuando se
aplica en el compartimento apical, su efecto es dosis dependiente
su porcentaje de inhibicién es muy bajo, inhibe el 1.0% a 1la
menor dosis y a la mayor dosis aplicada su efecto inhibitorio es
del 34%, como se expresa en el cuadro 13 y en la figura 15.

La CIgg para la furosemida es de 5X10"°M, este sistema es de
baja afinidad con un efecto inhibitorio promedio de 18% como ha

sido informado en otros modelos experimentales.
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CUADRO No. 12

CURVA DOSIS-EFECTO DE AMILORIDA SOBRE LA INCORPORACION

DEZZNa APICAL A TRAVES DE CELULAS MDCK.

AMILORIDA I8 22Na % %
DOSIS (M) pmolas/mgprot. * on INCORPORACION INHIBICION
CONTROL 658 - 9 100 0
1x10” 10 439 * g 67 X 1 33 L1
1x10~° 419 ¥ 53 64 1 8 36 L 8
1x10”7 422 ¥ as 64 X 7 36 L 7
1x10°° 396 ¥ 15 60 1 2 40 L 2
1x107° 355 ¥ 25 54 X 4 46 * a4
1x10”4 294 ¥ 35 45 ¥ s 55 5
1x10” 3 232 X 23 35 X 3 65 ~ 3
1X10”2 206 ¥ 30 31 X5 69 ~ 5
n = 3

X ¥ aon
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CUADRO No. 13

CURVA DOSIS~RESPUESTA DE FUROSEMIDA SOBRE LA INCORPORACION

DE 22Na APICAL A TRAVES DE LAS CELULAS MDCK.

22

FUROSEMIDA JAB Na % %

DOSIS (M) pmclas/mg proteina INCORPORACION INHIBICION

CONTROL 658 100 (0]
-9

1X10 649 99 1
-8

1X10 604 92 8
-7

1X10 574 87 13
-6

1X10 541 82 18
-5

1X10 536 81 19
-4

1X10 457 69 - 31
-3

1X10 436 66 34

n=2, X
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6.5. INTERACCIONES DE AMILORIDA Y FUROSEMIDA CON EL PNA EN LA
INCORPORACION DE SODIO.

Con el objeto de determinar el mecanismo especifico sobre el cual
actia el PNA o bien si su accién es a otro nivel. Investigamos
las interacciones farmacolégicas de amilorida y furosemida con el
PNA sobre la incorporacién apical de sodio en las monocapas de
células MDCK (Figura 17, cuadro 14). Cada farmaco blogquea un
un mecanismo especifico del transporte de sodio localizados en la
membrana apical de la porcién del tiudbulo distal, con los
resultados obtenidos planteamos un mecanismo especifico por medio
del cual el PNA ejerce un efecto natriurético directo sobre la
membrana apical en la porcién distal de la nefrona. E1 PNA y la
amilorida inhiben de manera similar la incorporacién del sodio
apical a través de las células MDCK. El1 PNA ejerce una inhibicién
de la incorporacién apical de 22Na del 58%, cuando se aplica en
la cara basolateral. La amilorida ejerce un efecto inhibitotio de
la incorporacién apical de sodio del 53%, cuando se aplica en la
cara apical.

Al administrarse juntos sus efectos no se potencian. Lo cual hace
evidente que el mecanismo por el gque actia el PNA es inhibiendo
la incorporacién de sodio apical por alguno de los mecanismos
inhibibles por amilorida, el intercambiador Na"'/H+ 0 los canales
de sodio. En principio los efectos que ejerce el péptido son
mediados por un receptor, al formar el complejo PNA-receptor se

activa algin mecanismo intracelular y se traduce con 1la
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CUADRC No. 14

INHIBICION DE LA INCORPORACION DE

22

PRESENCIA DE AMILORIDA

22

JAB Na
30 SEG. %
INCORPORACION INHIBICION
CONTROL 1473 ¥ 323 0
PN A 563 T 119 58 X 7
(1o'sm)
+ +
AMILORIDA 567 ¥ 181 53 ¥ 4
(10‘3M)
AMILORIDA
(10 3m)
+ 505 £ 10 55 £ 10
PN A
(10‘8M)
n =4
X fgn

Mediante el anfdlisis estadfstico no encontramos

diferencias significativas entre los resultados

de esta serie experimental.
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inhibicién de alguno de 1los mecanismos intercambiadores
localizados en la cara apical e inhibibles por amilorida.
Amilorida es selectiva para inhibir el intercambiador Na‘-H' y

los canales de sodio.

6.6. CURVA DOSIS—-RESPUESTA DEL SUERO DE RATAS UREMICAS SOBRE 1A
INCORPORACION DE SODIO APICAL.

Con el objeto de estimar los efectos del péptido sobre 1la
incorporacién apical de sodio, probamos el efecto del suero de
ratas urémicas, sobre monocapas de células MDCK como fueron
seleccionadas para todos los experimentos. Aplicamos el suero a
las dosis 1074M, 1073M, 1072M, 1071M.

2.- Preincubamos durante 20 minutos como se incubé el PNA, a
37°C, en atmésfera de CO, al 5%, humedad constante y flujo de
aire continuo.

2.- At =0, aplicamos 1 pCi/ml de 22Na en la cara apical durante
30 segundos.

3.- Lavamos tres veces con soluci6n de MgCl, 100mM a 4°cC.

4.- Los blancos se procesaron de igual manera al igual dgue las
series para proteinas totales.

5.- La radiactividad se conté en un contador gamma-Cord II, y la
determinacién de proteinas totales se realizd como se indicé en

receptores. Los resultados se expresan en pmolas/mg de proteina.

RESULTADOS.

Obtuvimos wuna inhibicién en la incorporacién de sodio apical

32



cuando aplicamos el suero de ratas urémicas en 1la cara
basolateral. Encontramos un efecto dosis-dependiente con un
promedio de inhibicién de 41% +/- 12 (Figura 18 y cuadro 15).
Esta inhibicién es cercéna al efecto inhibitorio del PNA sobre
las MDCK. Podemos considerar que el efecto inhibitorio que ejerce
el suero sobre la incorporacién apical de sodio se debe a 1la

presencia del PNA en el suero.

83



% CAPTACION J;g 22 Na A 30°

CURVA DOSIS RESPUESTA DEL Jag'No EN CELULAS MODCK SOBRE
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una inhibicién en la incorporacién -
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CUADRO No. 15

CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL JAB 22Na EN NDCK

EN PRESENCIA DE SUERO DE RATAS URENICAS.

LOG 30" % %
DOSIS INCORPORACION INCORPORACION INHIBICION
SUERO pmolas/mg prot

+

CONTROL 778 ¥ 72 100 0
-4 526 £ 100 68 ¥ 13 32 13
-3 489 ¥ 86 59 X 12 41 I 12
-2 338 ¥ 33 37 X 3 63 I 3
-1 286 X 40 31 £ 3 69 £ 3
n =3

X -~ on
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DISCUSION.

En éste trabajo estudiamos uno de los efectos fisiolégicos del
PNA que ha sido considerado como regulador de la excresién de
sodio y agua en diferentes preparaciones membranales del tubulo
distal de la nefrona in vitro y sobre los efectos fisiolégicos
natriurético y diurético in vivo sobre el tibulo distal de 1la
nefrona, en animales de experimentacién y en el hombre.
Caracterizamos los receptores para el PNA (localizados en las
células blanco del tibulo distal de la nefrona de los mamiferos y
el hombre), en las monocapas de células MDCK. Determinamos la
incorporacién apical de sodio con las bombas de Na'-K'/ATPasa
activas e inactivas, para cuantificar su participacién. La
incorporacién apical de 22Na fué cuantificada en presencia del
PNA. Esta metodologia nos permitié determinar la participacién de
la amilorida y la furosemida de accién diurética y natriurética
especifica sobre los canales de sodio y/o el intercambiador
Na*t/H?, y el co-transportador 2¢l/Na*-K* respectivamente,
localizados en la membrana apical del tubulo distal. Determinamos
el posible mecanismo de accién del péptido mediante las cinéticas
de incorporacién de sodio empleando curvas dosis-respuesta.

Los resultados obtenidos durante estos experimentos nos han
permitido plantear un mecanismo de accién del PNA en 1la
regulacién de la excresién de sodio involucrando todos los
factores propuestos. En este mecanismo tenemos que considerar las
respuestas intracelulares involucradas, como la participacién de

la guanilato ciclasa membranal y el GMPc gue actuaria como
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segundo mensajero intracelular, dicha participacién ailin estéd por
esclarecer.

En la seccién 6.1 determinamos la presencia de receptores para el
PNA en base al curso temporal de captacidén para el 1257-pNa bajo
dos condiciones experimentales. En una de ellas se caracterizé la
presencia de receptores en la cara apical en presencia del
1251-PNA, mientras en la otra el 1251-pNa se aplicé en la cara
basolateral. Los dos grupos presentaron diferencias en la
captacién del ligando radiactivo. El curso temporal de captacién
fué de 1’ a 60’. Nuestros resultados evidencian la presencia de
receptores para el PNA en las células MDCK, localizados
preferencialmente en la cara basolateral. Este método para
determinar receptores es muy usual, ha sido empleado por varios
investigadores. Bianchi (1986), determina sitios de enlace en el
glomérulo, Bovy (1989), demuestra sitios de enlace para el PNA
con actividad sobre guanilato ciclasa y actividad vasorrelajante.
Fontura (1990), determina la presencia de receptores en células
renomedulares. Hirata (1985), localizé sitios del enlace para el
PNA, internalizacién y degradacién en células del misculo liso
vascular de ratas. Otros autores han determinado la relacién de
los sitios de enlace al PNA y el aumento en la acumulacién de
GMPc para algunos receptores, y para otros han determinado ser
afuncionales.

Nuestros resultados muestran evidencias de la presencia de
moléculas receptoras para el PNA, localizados en la cara
basolateral, por captacién del 1251-pNa.
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Una caracteristica de éste modelo experimental, la linea celular
MDCK es la presencia de las bombas Na+—K+/ATPasa, localizadas
preferencialmente en la cara basolateral, segin nos informa
Rostgaard y Col. (1980) (57), gquienes determinaron 1la
localizacién de las bombas de Nat-Kt/ATPasa , en el tubulo distal
Yy proximal de conejo, por microscopia electrénica. Rabito y
Col. (1980)(50), determinan la presencia de las bombas ,
localizadas en la cara basolateral mediante cinéticas de enlace a
[3H]—ouabaina en las células MDCK. Estas bombas son inhibibles
por ouabaina, sin embargo, también se ha reportado la presencia

de las Na%t

-K+/ATPasa resistente al efecto de ouabaina, segqin 1lo
reportan Anner y Col. (1989) (2), las identificaron en la medula
externa de rinén de rata y expresan su resistencia a ouabaina
debido a un defecto, expresan la unién entre el glucésido
cardiaco y el transporte activo de sodio.

Una determinacién importante de éste trabajo fué estimar 1la
participacién de las bombas de Nat-K'/ATPasa en la incorporacién
apical de sodio. Se realizé en dos series: uno en ausencia de
ouabaina y otro en presencia de ouabaina, esto nos permitid
determinar los tiempos en que fué cuantificable la incorporacién
apical de sodio. Nuestros resultados demuestran (Figura 13,
cuadro 9) una participacién importante de las bombas, a tiempos
cortos de 15" a 30" se obtienen niveles de saturacién con las

bombas activas.

Los resultados expresados en forma lineal, determinan con
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presicién en que tiempo es cuantificable la incorporacién de 22Na
en las monocapas de células MDCK. Los resultados indican 1la
incorporacién de sodio en células MDCK, es cuantificable en
tiempos cortos, < 60", tiempo en el que se aprecian incrementos
en la incorporacién apical de sodio.

La incorporacién apical de sodio en presencia del PNA sufre una
ihnibicién Adel 58%, cuando el PNA se aplica en 1la cara
basolateral (Figura 14, cuadro 10). En presencia de ouabaina la
inhibicién en el J,p 22N, es del 41%, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos, con una p < 0.05.

Los resultados son consistentes con los reportados por Zeidel y
Col. (78), ellos determinaron inhibicién de l1la incorporacién de
sodio en células del conducto colector medular interno de conejo,
con una significancia estadistica de p < 0.01.

Nuestros resultados demuestran el efecto inhibitorio del PNA
sobre la incorporacién apical de 22Na en las células MDCK en un
58% cuando se aplica el PNA en la cara basolateral. Estos
resultados sobre la inhibicién del J,g 22Na confirman 1la
presencia de una molécula receptora con afinidad para el PNA,
localizada en la cara basolateral de las células ﬁDCK.

Las curvas dosis-respuesta de la incorporacién apical de sodio en
las células MDCK en presencia de PNA, amilorida y furosemiaqa,
permitieron determinar que dicha inhibicién es dosis dependiente
Y encontramos un sistema de alta afinidad para el PNA con una
Clgg = 5X10"°M similar a la reportada por Zeidel (78) en células
del conducto colector medular interno de conejo con CIg, = 5X
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10~11M, cantiello y Col. (9), investigaron el efecto inhibitorio
del PNA en otro tipo celular las células LLC-PK1l (proximales), y
reportan el efecto inhibitorio del PNA en la incorporacién apical
de Na' en un 33% aplicando 10~ 7M.

En este trabajo se determiné el efecto inhibitorio de 1la
amilorida sobre la incorporacién apical de sodio, en un 53%
siendo su efecto dosis dependiente con una Clgg = 5X10'6M,
concentracién mayor a la reportada por Zeidel (78) de 3X10”7M V4
una inhibicién del 83%. Estos resultados se alejan de 1los
encontrados en este trabajo, obtuvimos una inhibicién maxima del
69% a la mayor dosis aplicada en la curva dosis-efecto para
amilorida. Sin embargo consideramos estos resultados de amilorida
con respecto al PNA sobre la inhibicién de la incorporacién
apical de sodio (Figura 17, cuadro 14), corresponden a un
mecanismo de accién similar, por medio del andlisis estadistico
no encontramos diferencias significativas, la p > 0.05. Sus
efectos al aplicarlos individualmente no son diferentes y al
aplicarlos simultaneamente sus efectos no se potencian.

Estos resultados permiten plantear el mecanismo de accién del PNA
sobre la inhibicién de la incorporacién de sodio apical se
realiza uniéndose el PNA a una molécula receptora localizada en
la cara basolateral de las células MDCK, el PNA posiblemente
actie a través de un mecanismo intracelular o un segundo
mensajero inhibiéndo alguin mecanismo de transporte de sodio,

localizados en la cara apical de éste epitelio. Las interacciones
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del péptido con amilorida sugieren gue el posible mecanismo
involucrado sea el intercambiador Na"'/H+ 0 el canal de sodio.

El efecto del cotransportador 201/Na+—K+ sobre el transporte de
sodio apical fué considerado en este trabajo, sin embargo no se
demostré una importante contribucién de este transportador con
respecto al mecanismo inhibitorio del PNA.

Como una prueba de la aplicacién del PNA se investigéd el
suero de ratas urémicas sobre el efecto en el transporte de sodio
apical en las monocapas de células MDCK. Resultando un efecto
inhibitorio del suero sobre la incorporacién apical de sodio; el
comportamiento del suero en su efecto inhibitorio se comporta de
manera similar al PNA. Esto podria evidenciar la presencia del

PNA en el suero de ratas urémicas.
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CONCLUSIONES.

Los resultados evidencian la presencia de receptores al PNA
en las células MDCK, localizados en la cara basolateral, por
determinacién de la captacién especifica del ligando radiactivo
1251_pNA en presencia y en ausencia del PNA frio.

E1 PNA (10'8M) inhibe la incorporacién de 22Na apical en las
células MDCK, cuando el PNA es aplicado en la cara basoiateral
como se presenta en las series experimentales, lo cual confirma
la presencia de una molécula receptora en la cara basolateral con
afinidad especifica para el PNA.

La incorporacién de 22Na a las células MDCK en presencia de
ouabaina (10'4M) aumenta gradualmente siendo cuantificables los
cambios en dicha incorporacién a tiempos cortos, menores de 60".
Esta incorporacién en ausencia de ouabaina ripidamente alcanza
niveles saturables por 1o cual no es posible cuantificar los
cambios en semejantes condiones.

La inhibicién producida por el PNA sobre 1la incorporacién
apical de sodio es‘dependiente de la dosis aplicada, siendo su
CIgg = 5X10"?M. Esta concentracién es cercana a dosis
farmacolégicas por lo consiguiente consideramos al sistema como
de alta afinidad.

El PNA (1078M) inhibe 1la incorporacién apical de sodio en
las células MDCK un 58% cuando es aplicado en la cara basolateral

esto confirma la presencia de una molécula receptora para el PNA.
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La ouabaina (10'4M) inhibe la incorporacién apical de sodio
en las células MDCK un 41% cuando se aplica en 1la cara
basolateral. Esta inhibicién es diferente de la producida por el
PNA (10'8M) con una p < 0.05. Esto significaria que el mecanismo
de accién del PNA es diferente al generado por las bombas de Na‘t-
K+/ATPasa.

La amilorida (10'3M) y la furosemida (10"4M) aplicadas en la
regién apical de las células MDCK inhiben el flujo de sodio,

la furosemida de manera similar a la reportada en otros estudios.
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