g &
\‘ PN \f?:/

UNIVERSIDAD DE SEVILLA - FACULTAD DE MEDICINA
CaTEDRA DE PaToLocia v CLinica Mepicas I1

EFECTOS DE LA DEFICIENCIA DE GLUCOCORTICOIDES
SOBRE EL CAIP DE LOS TUBULOS MEDULARES RENA-
{ES AISLADOS DE LA RATA.

ENRIQUE AZNAR FIARTIN,



A Los Drnes. Massrny y Kurokawa,
bajo cuya dinecoidn nealicé -
este Thabajo.



DIEZ PESETAS

CATEDRA DE PATOLOGIA MEDICA
DE SEVILLA
ProrF. A. AzNAR REIG.

CERTIFICA:

D. ANTONIO AZNAR REIG, CATEDRATICO NUMERARIO
DE PATOLOGIA Y CLINICA MEDICAS I[[ DE LA FACUL
TAD DE MEDICINA DE SEVILLA,

oue [, ENRIQUE AzZNAR MARTIN, ha estado desa-
rrollando el siguiente Trabajo: "Efectos de -

La deficiencia de glucoconticodides sobre elt

cAMP de Lot tibulfos medulares renales aiskba-
dos de La rata”, para poder acceder al grado
de Doctor.

Y para que conste, y surta los efectos opor-
tunos, expido el presente certificado en Se-
villa, a 1 de Diciembre de 1.978.




DIVISION OF NEPHROLOGY
Suavr G. Massry, ML.D.

ProFEsSSOR AND CHIEF
(213) 226-7337

October 4, 1977

TO WHOM IT MAY CONCERN:

This is to certify that Dr. Enrique Aznar was a Research Fellow in
the Division of Nephrology at the University of Southern California
for a period of two years (1975-1977). He spent most of his time in
the Research Laboratory and was involved in various research projects.

His major research endeavor was to study the "Mechanism of Impaired
Water Excretion in Glucocorticoid Deficiency". He did his work in
an exemplary manner and wrote his data by himself. It was really a
pleasure to have him with us and he performed to our expectations.

I am confident that his work here promoted his skills and helped him
to develop his investigative ability.

Sincerely,
M !,_,—”(&’LVW
Shaul G. Massry, M.D.

SGM/jj

UNIVERSITY OF SOUTHERN CALIFORNIA, 2025 ZONAL AVENUE, LOS ANGELES, CALIFORNIA 50033



RESUMEN



La clinica conocia, gue en la insuficiencia suprarrenal
(enfermedad de Addison), hablia impedimento en eliminar
el agua ingerida; y sobre este hecho, se idearon prue-
bas clinicas que la demostraban, y servian para el diag

ndstico.

Y puesto que la hormona antidiurética es un factor deci
sivo en la eliminacidén de agua por su accibn sobre log
"receptores” de los tfibulos colectores renales; y en la
insuficiencia suprarrenal, la clinica es consecuencia
fundamentalmente del dé&ficit de cortisol; -se revisan to
dos los factores gue modulan la permeabilidad al agua:
de la c&lula, ademids de los citados: activacibn de la -+
fosfodiesterasa, calcio, protaglandina E, y aldostero-
na; centrandose la atencibfn en la intimidad celular de
la accibn de ADH sobre el "receptor" de los.tfibulos co
lectores renales; que al impactar, activa el sistema -
adenilciclasa, generando 3'5' cAMP, el cual inicia y
modula una serie de acontecimientos celulares (que to-
davia se ignoran) y que tienen como resultado la modu
lacidn . de la permeabilidad al agua de la cé&lula del -
tGbulo medular renal. En la revisidn efectuada de tra-
bajos clinicos y experimentales, se llegaba a la con-
clusidén de gue no estaba alterada la‘secrecién, cuan-
tia ni destruccifén de la hormona antidiurética en la -
insuficiencia suprarrenal, y por tanto la impedida -
eliminacidén de agua en la misma seria la consecuencia
del déficit de glucocorticoides (cortisol). Y al revi
sar la accidén de las células diana: activacidn de una
RNA-polimerasa, "de-1epresién" de genes, bloqueo de la
transcripcidn de mRNA sin tampoco conocerse exactamen
te su lugar exacto; y se conoce y acepta, el "efecto

permisive" de los glucocorticoides sobre acciones -



"meiabblicas"” inducidas por otras hormonas (que involu
cran en su accidn la g&nesis de 3'5' cAMP), y sin que
tampoco se sepa en la actualidad, en que consiste este

mecanismo.

Como la ADH induce en el "receptor" de los tfbulos medu
lares renales, la activacifn del sistema adenilciclasa,
con generacidén de 3'5' cAMP, la hipbtesis de trabajo -
que nos hemos planteado, fué la determinacidn "in vitro!
de la concentracidn de 3'5' cAMP en tfibulos medulares

renales de ratas normales y adrenalectomizadas.

Para lo cual se obtuvieron &stos, de ratas WISTAR norma
les, adrenalectomizadas, y se incubaron "in vitao" en -
medios adecuados, con y sin teofilina; con y sin hormo-
na antidiurética; y asimismo se obtuvieron tfibulcs medu
lares de ratas adrenalectomizadas a los que se habia -
administrado durante cuatro dias antes de sﬁ sacrificio,
dexametascna. Ademds de 3'5' cAMP, se determinarcn acti

n;

‘'vidad de la adenilciclasa y de la fosfodiesterasa "4n

vitne",

A los resultados obtenidos se aplicaron los métodos es-
tadisticos con célculo de la T de Student y el Test de

la T pareada.

Se encontrd que el contenido de 3'5' cAMP en los tfibulos
medulares aislados, incubados con teofilina, fué signifi
cativamente mis elevada en las ratas adrenalectomizadas

que en las normales.

Este incremento de la concentracién de 3'5' cAMP de las

ratas adrenalectomizadas, se manifestaba lo mismo en los’



tGbulos medulares renales incubados sin ADH, gue en pre
sencia de una dosis submiximal ( 3,3, U/I); y tanto uncs

como otros respondian semejantemente a ADH.

Esta diferencia entre ratas adrenalectomizadas y norma-
les desaparece; cuando cuatro dias antes de su sacrifi-
cio, las ratas adrenalectomizadas reciben dexametasona

e

(200 ugr/k de peso cocrporal}.

La adicidn "4in vitro" de dexametasona (10 mlgr/l) incu-
bados durante 60 minutos, no indujo ning@n efecto sobre
las concentraciones de cAMP. “
i
La concentracidén de 3'5'.cAMP de los tGbulos medulares
renales incubados sin tecfilina, fueron mucho mé&s bajos
que cuando se incubarcon con teofilina, tanto en las ra-

tas adrenalectomizadas como normales.

Como otros investigadéres, no hemos encontrado altera-
ciones de la actividad de la adenilciclasa y fosfodies
terasa, a pesar de incrementarse la concentracién de -
3'5' cAMP.

Se considera que este incrementc de la concentracién de

3'5' cAMP en los tfibulos medulares renales, es el resul

tado de la adrenalectomia; y sugerimos que quizd ésta -

incrementada concentracifn de 3'5' cAMP de la insuficien
cia suprarrenal, juegue un papel en el aumento de la -

permeabilidad celular de los tfibulos renales medulares

Yy por tanto en la retencién (o impedida eliminacién) de

liquides, cuya intimidad meclecular se nos escapa; y tam

poco podemos Treferirla a cambios modulatorios fisioldgi-



cos de la permeabilidad, porque se ignoran. Es posible
que &ste, sea el "efecto permisdvo” de los glucocorti-
coides, sobre las hormonas en cuyo mecanismo efector -
se involucra la produccidn de 3'5' cAMP.
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CAPITULO I

Abreviaturas empleadas.



ADH Hormona antidiurética. .

AMP Monofosfato adenosina. |

5' AMP 5' Monofosfato de adenosina.

3'5!' AMP  3'5' Monofosfato de adenosina ciclico.

ATP Trifosfato de adenosina.

CBG Corticosteroid binding globulin (Globulina que une

corticoides).

CTS ~ Sistema de tidbulos colectores.
DCA Deoxicorticosterona.

DNA Acido desoxirribonucléico.

GFR Filtrado glomerular.

HTC Células cultivadas de hepatoma de rata.
Lp Conductividad hidrailica.

M mol.

mRNA ' Acido ribonucléico mensajero.

PGE Prostaglandina E.

3'5' cGMP Monofosfato de guanosina ciclico.
p gr Pico gramo. -

RNA Acido ribonucléico.

TF/p Liquido tubular / plasma.
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capiTuLo II,
Introduccidn.



Los clinicos conocian ya, que en la enfermedad de ADDISON
¢ insuficiencia suprarrenél crdnica, habia una dificultad
para la eliminacidn de agua; gue podia llegar al extremo

de la "{ntoxicacifn por agua’. '

a) PRUEBAS CLASICAS DE RETENCION DE AGUA EN LA ENFERMEDAD
DE ADDISOCN,

Y para evidenciar ésta, y ademis como prueba diagnéstica,

se utilizaba la propuesta por ROBINSON, POWER Y KEPLER -
(121), que era relativamente complicada.

Se basaba en la eliminacidén retardada del agua, la fijeza

de la cloruria y tendencia a la retencién firica en sangre.

Consistia en dos partes:
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A) Bn la primera:

l) Se recogia la orina de toda la noche (desde las once -

a las ocho de la mafiana), y se media su volumen.

2) Luego se administraba al sujeto 20 cc de té& o de agua -
por kilogramo de pesoc, lo cual habia de beber en una hora;
luego el sujeto orinaba en las cuatro horas siguientes, y

se recogla por separado el volumen de orina de cada hora.

El volumen de orina de toda la noche, se comparaba con el
volumen mayor de orina de una de las muestras de la maha-
na. Si la cantidad de orina nocturna era menor gue cual-

quiera muestra horaria, se descartaba la insuficiencia su
p;arrenal?;y por el contraric, si ninguna de las muestras
horarias de orina matutina, rebasan el volumen de toda la

noche, podia tratarse de una enfermedad de ADDISON.

B) En la segunda:

Entonces se pasaba a la segunda parte de la prueba, gue -
consistia en aplicar y resolver la siguiente f6rmula:

Urea mlgr% en orina N Cloruros mligr? en plasma x

Urea mlgr% en plasma Cloruros mlgr% en orina

Mayor volumen de orina matutina, en cc.

Volumen total de orina nocturna, en cc.

Si A era mayor de 25, se trataba de una enfermedad de -
ADDISON: si A era mayor de 35, se excluia la insuficiencia

suprarrenal.

Y que mds tarde, y despues de los estudios de MOSES, GA-

l6.



BRILOVE Y SUFFER (102), guedd simplificada, en una prue-
ba que ha tenido una amplia difusién, y que se conoce con
los nombres de "prueba def agua” ¢ "prueba de £a folerancia del
agua”, v que se basa en la imposibilidad de excretar una -
orina abundante y diluida -como hace el sujeto normal-,
despué&s de una sobrecarga de agua, en el sujeto gque tiene

deficiencia o carencia de glucocorticoides.

Esta prueba consiste en administrar, por via oral, después
de una noche en ayunas, y en un periocdo entre quince y cua
renta y cinco minutos 1.500 cc. de agua del grifo; y reco-
ger la orina en las cinco horas siguientes. Durante este -
tiempo el sujeto estd acostado o sentado, y s6lo se levan-

ta para orinar.

El‘sujeto normal, elimina el 80% de la sobracarga, con -
un "pico" de la diuresis que cae dentro de las dos prime-
ras horas; y luego mis tarde, alcanza una meseta ("pfa-
teau"),

En la enfermedad de ADDISON © insuficiencia suprarrenal -
crbnica, existe un marcado retrasoc a la salida o elimina-
cidn de agua, hasta el punto, de que en las cinco horas -
siquientes, la cantidad de orina recogida es menor a -
1.000 cc. '

Si la interpretacibén del resultado, ofreciera dudas, -y
esto demuestra el papel protagonista de los glucccorti-
coides-, se repite la prueba al dia siguiente; pero se
le dan 100 mlgr. de cortisol o andlogo, cuatro horas -
antes de la ingestidn de agua; y entonces si habia una

hipoeliminacidn de orina por insuficiencia suprarrenal,
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se normaliza la diuresis; a no ser, claro es, que el -
sujeto padezca: insuficiencia renal, insuficiencia -
cardiaca congestiva, deshidratacién (vBmitos, diarrea),

ni cirrosis hepitica.

En la corteza suprarrenal se han podido aislar hasta -
40 estercoides, pero las principales hormonas son: corti
sol (cuya produccidn diaria es de unos 20 mlgr.), corti
costerona (2 mlgr./24 h.), aldosterona (200 mlgr./24h),
androstenediona y ll-hidroxiandrostenediona; y son agru-
pados segfin su actividad metabblica en glucocorticoides
(cortisol), mineralocorticoides (corticosterona y aldos-
terona), y andrégencs. Pues bién, la eliminacidn de agua,
tan solo es inducida por el cortisol; va que ni la deso-
xicorticosterona (DOC) ni la aldosterona mejoran la eli-

minacidn de orina.

Asimismo, se ha demostradc esta retencidn de agua, en la

insuficiencia secundaria suprarrenal por hipopituitaris-

mo (CHALMERS Y LEWIS) (25), (SLESSOR) (133), (GARROD Y

BURSTON) (44), (OLEESKY Y STANBURY) (109), (AGUS Y GOLD-
BERG) (3), (QUINTANILLA, DELGADO-BUTRON Y ZEBALLOS) --
(117), y confirmado en el animal adrenalectomizado -

{GARROD, DAVIES Y CAHILL) {45).

La incapacidad de eliminar la sobrecarga de agua, hace

que el enfermo de ADDISON desarrolle una hiponatremia;

18'



y atin cuando hay dificultades para separar los efectos

de las diferentes hormonas, hay una coplosa experiencia
animal acumulada, gue indica que la capacidad diluidora
estf limitada por: a) el déficit‘de mineralocorticoides,
b) la depleccidn de sodio, y c¢) su disminuida aportacidn
al t@ibulc distal; y que la reabsorcidén de agua en el tG-
bulo distal es sobre la que actfian los glucocorticoides,

Yy cuyo mecanismo todavia no estd dilucidado.

Por otro lado DIRKS., SEELY Y LEVY (32), estudian la cla-
sificacidén de los estados hipo-natr@&micos & hipo-csmola-
res, y sefalan que el incremento de la reabsorcidn de -~
agua en el tfibulo renal distal, en ausencia de hormona -
antidiurética (ADH), se ha descrito tan sélo en la defi-

ciencia de glucocorticoides.

En definitiva, el volumen total y la composicidn de la

orina, estan determinados por el sistema de los tfibulos
colectores. Sin embargo, todavia ho»esté absoclutamente

concretado, si el patrdn de reabsorcidn de solutos vy de
agua, a lo largo del sistema de los tfibulos colectores

esti influenciado tan sélo por ADH; si juega también -
un papel otro factor: el volumen y la composicidn del -
ligquido, que llega al tGbulo contorneado distal; por la
-diferente permeabilidad caracteristica de los distintos
segmentos anteriores y por la osmolalidad del intersti-

cio medular.

El efecto de todas estas influencias dice JAMISON (67),
v ahadimos nosotros, de los glucocorticoides; es hacer
al sistema de los tubulos colectores, el sitio princi-

pal de la regulacidn de la excrecidn urinaria de agua.
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El-efebto directo de ADH, es una disminucidn de la permea
bilidad del epitelio del sistema de los tibulos colectores,
e indirectamente una disminucién de la permeabilidad de -
este sistema a la urea. En ausencia de ADH, pcca © ningu-
na urea es reabsorbida por este Sistema; en presencia de
ADH, cuando es reabsorbida mds agua por los tfibulos dista
les y colectores, la concentracidn intraluminal de urea

se aumenta progresivamente, hasta que el liguido alcanza
los tfibulos m&s internos del sistema colector. Entonces
por la diferencia transtubular de concentracidn de urea,

Yy el incrementc de la permeabilidad de este segmento a la
urea, la urea difunde en el intersticio medular. Con una
mayor concentracidén urinaria y de urea, es reabsorbida -
mis urea, y la concentracidn de urea en la médula exter-

na y especialmente en la mis interna, se eleva afin més.

b) REVISION DE ADH Y SU ACCION.

La ADH una vez liberada de las cé&lulas nerviosas que la. -
producen, pasa al espacio vascular, y alli tiene una vida
media muy corta, de 5-6 minutos en el hombre adulto (LAU-
SON)} (83); en el plasma no se sabe, si circula unida a -
proteinas, -quizd una pequefia fraccidén si lo haga, menos -
de un tercio-, y tiene un triple destino: el &6rganc efec-
‘tor, o sea las células del tGbulo colector, el higado y el
rindn; y éstos son los encargados de la mayoria del acla
ramiento metabdlico de la hormona circulante (L _AUSON) -
(83), y tan sblo un 10% de la misma, se elimina por la ori

na en forma activa.

20.



En rifidn aislado y perfundido de rata, WALTER Y BOWMAN -
(147), comprueban que la excisidn ("cleavage") de la gli-
cinamida terminal de la ADH, tiene lugar por la accidn de

un enzima localizado en la porcidn distal de la nefrona.

La ADE se una a los "receptores” de la superficie basome-
dial (nutritiva) de los tfbulos colectores y de ductos co
lectores, e inicia una serie de pasos, gue incrementan la
permeabilidad de la superficie oéuesta (urinaria) al agqua;
cuya magnitud, es de siete veces m&s, en el tfibulo colec-
tor de la rata (MORGAN Y BERLINER) (99); y en un anilogo

a &ste, la vejiga urinaria del sapo, hasta 50 veces (HAYS

Y LEAF) (62).

La unidn de la ADH al "xeceptor" y la activacibén de la -
adenilciclasa, con formacitn de 3'5' cAMP, se ha visto
que se puede considerar como en casos andlocos por unio-
nes de puentes bisulfuro, RUDINGER Y JUST (125), SCHWARTZ .,

RASSMUSEN Y RUDINGER (130); y parece ser, gue la especifi
cidad de la "undién" depende del adecuado y exacto "ajus-

Ze" tridimensional de la molécula, que esti fuertemente

plegada en el sitio del receptor (YRRY Y WALTER) (141).

Durante la antidiuresis, cuando el nivel circulante de ADH
es elevado, la ocupacidn del "receptor" es alta; cuando -

el nivel de ADH cae, durante la diuresis acuosa, el ADH -

deja libres los lugares del "xeceptor” renal.

La unidn de ADH al receptor, activa la adenilciclasa que
genera 3'5' cAMP, y a partir de esto una serie de aconte-
cimientos que producen los cambios de permeabilidad. Es-
ta formacidn de 3'5' cAMP no sdlo estd regulado por la -

fosfodiesterasa, sino por calcio, prostaglandinas, agen-

21.



tes o adrenérgicos, y aldosterona (HANDLER Y ORLOFF) -
(59), (HAYS Y LEVINE) (63).

Como indic&bamos hay diferentes factores que intervienen,
asi CAMPBEL, WOODWARD Y BORBERG (19), comprueban que el -
calcio inhibe la unibén de ADH tritiada a sus receptores;
Y puesto que, el calcio tambi&n inhibe la adenilciclasa,
esto sugiere que hay al menos dos pasos: receptor y el
nficleoc enzimdtico ["core”) gue estan influidos por los

niveles de calcic en plasma.

EPSTEIN (35), comprueba que la hipercalcemia inhibe el
efecto de la ADH, sobre el paso de la corriente de agua
a través del tGbulo renal. '

Se hé visto por BENTLEY (11), PETERSON Y EDELMAN (114),
en la vejiga del sapo, que el transporte activo de so-

dio estimulado por ADH, no es inhibido por el calcio;

y sugieren, que pueden haber dos adenilciclasas distin
tas, un calcio-sensible, y otra, calcio-~insensible, y
que los "pool" de cAMP que generen sean distintos; o -
bié&n, puede haber dos receptores diferentes para ADH;

y de los cuales, uno es blogueado por calcio.

GRANTHAM Y ORLOFF (54), demuestran en el tGbulo excre~

tor aislado, que la prostaglandina E (PGE) inhibe el -
efecto antidiurético de ADG; y se precisa por experien

cias en homogenados medulares (MARUMO Y EDELMAN) (94},

y en cortes medulares, BECK, KANEKO., ZOR., FIELD Y DA-

vis (10); y piensan QRLOFF, HANDLER Y BERGSTROM (112),
que la produccidn de pequenas cantidades de PGE en la

médula renal, sirvan de prevencién de inapropiadas res
puestas del tGbulo a las pequefias cantidades de ADH -

circulante.
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Asimismo los estimulos 8 adrenérgicos producen un efec
to antidiurético y los estimulos cadrenérgicos un efec-
to diurético; pero estos efectos, son a nivel de libera
cién de ADH ya que no se presentan en animales hipofi-

sectomizados.

En cuanto a los efectos directos (HANDLER. PRESTON Y -
ORLOFF ) (58), sobre la c&lula receptora, han demostra
do en la vejliga del sapo una inhibicifn de cAMP por -
agentes o adrenérgicos, y proponen que &stos agentes in-
hiben la adenilciclasa; parece ser, que los B adrenérgi-
cos estimulan la adenil-~ciclasa, pero no estid claramente

demostrado.

La activacidn de la adenil-ciclasa por ADH acelera la pro

duccidén de ATP, en la parte m&s interna de la mé&dula de
rata, y el incremento es de dies wveces mas, BECK., KANEKO.

ZOR, FIELD Y DAVIS (10).

GANOTE, GRANTHAM.; MOSES Y ORLOFF (43), demostraron en -
fragmentos_de tubos colectores de conejo aislados y per-

fundidos "4{n viftao", con una solucidn hipoosmdtica en -
el bano, que el volumen de corriente acuosa inducido por
la ADH a través del epitelio tubular, estaba asociado -
con una hinchazdn general de las cé&lulas y dilatacibn -
de los espacids intercelulares, lateral y basilar. Estos
cambios morfoldgicos, se habian observado previamente -
en otros epitelios, en asociacidn con un incremento de -
la transferencia transepitelial de liquido. WHEELER. ROS,
Y KING (148), en la vesicula biliar aislada del conejo, -
Y TORMEY Y DIAMOND (140), describieron la morfologia ul-
traestructural de la misma. GRANTHAM (50}, aisla tfibulos

colectores corticales individualmente de 1-5 mm de largo,
1
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gque fueron disecados con forceps de la corteza renal del
conejo; y entonces, estudia el comportamiento de un sélo
tibule, en una cimara que contiene una scolucidn isotdni-
" ca de RINGER: y lo observa directamente a través de una
cubierta en el fondo de la cé&mara, a un aumento de -
1.000 X. Para perfundir el tfibulo, inserta una micropipe
ta en unoc de los extremos, y le inyecta liquidos hipo 5
isoténicos en su luz. Al otro extremo del tfibule se reco
ge el perfundidc en una sequnda micropipeta, y calculan
la absorcidn neta, por la diferencia entre lo perfundido
y lo recogido. En ausencia de ADH en el medio externo, la
absorcidén neta de liguido era sblo discretamente superior
a cero, durante el periodo de observacidn. Sin embargo ,
en otro tGbulo, la adicién de ADH a una concentracidn -
hormonal fisioldgica, inducia un ripido incremento de la
tasa de la absorcién neta de liquido. Cuando el liquide
perfuhdido era isoténico con el bafio externo, la absor-
cidn neta del ligquido no era diferentemente apreciable
de los valores basales; durante la perfusibn con ligquido
hipotfnico y la hormona ADH, no inducfa efecto sobre la
absorcidn. Con estos estudios demuestra que la ADH acele
ra la neta absorcidn de liquido, por incremento de la -
permeabilidad al agua; y en esta porcidn del tubo colec
tor cortical el efecto de la ADH, es altamente selectivo
para el agua. BURG, HELMAN, GRANTHAM Y ORLOFF (16), es-
tudian y miden la permeabilidad a urea, tiourea y aceta-
mida, compardndola con la del agua, y encuentran que la
ADH no tiene ninglin efecto sobre la permeabilidad de -
compuestos nitrogenados; y aunqué no se ha estudiado di
rectamente el efecto de ia ADH sobre la permeabilidad

a los electrolitos, la hormena no modifica la resisten
cia eléctrica transtubular de este tejido, 'a pesar de -

un pronunciado efecto sobre el potencial eléctrico; y -



de ello, concluye GRANTHAM (50), que la permeabilidad -
transepiteiial de los iones, no es afectada por la ADH;
por tanto el efecto de la hormona parece ser predominan-
temente el incrementar la permeabilidad al agua; por -
ello, resulta un incremento de la absorcidn pasiva de --

agua, con retencién de solutos dentro de la luz tubular.

Para pasar de la luz tubular al bano, el agua debe cru
zar a través de dos membranas en serie, o posiblemente
a través de un canal extracelular entre las cé&lulas; y
por tanto, al acelerar el ADH el paso del agua, seré
por incrementar la permeabilidad del agua en uno de -
estos dos lugares. Morfolbgicamente la relativamente
alta permeabilidad al agua de la superficie peritubu-
lar o sanguinea de los tfibulos, se traduce por un ra®
pido incremento de la hinchazdén visible de los tGbulos,
banados en soluciones hipotdnicas (GRANTHAM. GANOTE, -
BURG Y ORLOFF) (53). Por el contrario, y en contraste,
cuando el liquido hipotdnico bafia el lado de la luz del
tfibulo, las células no se hinchan, a no ser que esté
presente la ADH; y sehalan, que en ausencia de una dife-
rencia de osmolalidad tfanstubular, la ADH no tiene efec
to sobre el tamafo de las cé&lulas; asi pues, la conclu-
sidén es, que las células se hinchan en respuesta a ADH
s8lo cuando los liguidos de la luz tubular son hipoténi
cos; y este fendmeno es interpretado por GRANTHAM, cCo-
mo indicio de que la barrera de la permeabilidad que
responde a ADH, estd localizada en el lado luminal de

la c&lula receptora.

GRANTHAM (51), estudia por medio del microscopio elec-
trénico las diferentes vias de la corriente transtubu-
lar de agua, y comprueba, que los espacios intercelula

res estan ensanchados, después de la administracidn -
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de ADH, en tfibulos perfundidos con soluciones hipotdni-
cas, y los compara con tGbulos colectores en ausencia

de flujo de agua.

Cuando estén bafados en solucidn hipotdnica sin ADH,
las cé&lulas estan aplanadas, y las células adyacentes
estan apretadas unas contra otras, sin indicacidn de -
ensanchamiento de canales intercelulares, y un circu-
lc de membrana basal rode&ndolas. Cuando se ahade al -
banio ADH, 30 minutos antes de microscopia electrdnica,
las células se redondean en la cara luminal y se ensan
chan los espacios intercelulares; pero sblo, cuando la
luz del tlbuloc estd bafiada por soluciones hipotdnicas;
esto es, cuando el flujo transtubular de agua procede
de la luz del tfibulo al bafio exterior, y este ensancha
miento de los espacios intercelulares no es consecuen
cia de una hinchazfn osmbética de un compartimento in-
tercelular cerrado conteniendo solutos atrapados, sino
debido al flujo de la solucidn a través del canal. Si
ponen ouabaina en los tubos colectores -que es un inhi
bidor del transporte activo de sodio y de potasio-,

no se influye el flujo hidrosmbtico ni se previene el
agrandamiento del espacio intercelular a la ADH. De -
lo cual deducen, que no es‘necesario el transporte -
activo de solutos para la dilatacidén de los espacios
intercelulares, e indican que el agua fluye por &6smo
sis continuamente en los canales laterales desde -
las c&lulas, y los solutos deben difundir dentro del
‘canal, presumiblemente del bano exterior, con el mi-
croscopio electrdnico confirma la presencia de un ca-
nal estrecho aproximadamente de 70-300 u de ancho, -
en la unidn basilar de los espacios intercelulares -

en los t@bulos colectores, entre las cé&lulas adyacen-
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tes, en la base del interespacio. Adem8s en el final api-
cal del espacio intercelular, parece como si, las capas -
mis externas de la mitad de la membrana de las células ad

vyacentes, estuvieran fusionadas.

Por ello, desde el punto de vista morfoldgico, parece evi
dente que los solutos difunden répidamente en los espacios
intercelulares laterales, desde el bafio, pasando a través
de la membrana basal y el canal estrecho de la base de las
células, y aquel del espacio intercelular; y estén aisla-
dos del liquido de la luz tubular, por una apretada unidn
de las células en el &dpice. Considerado asi el espacio in
tercelular, pasaria a ser una parte del gran compartimen-—

to del liguido extracelular.

Asi pues, el agua entra directamente a través de la membra
na apical de la luz del tfibulo; y luego, secundariamente
el aqua pasa libremente a los espacios intercelulares -
por Osmosis, a través de las membfanas laterales. Y todo
ello, lo confirma ccn cuidadosos elingeniosos experimen-
tos.

Asimismo comprueba, cuales factores pueden influir en la
cuantia del ensanchamientc fisico de los canales interce
lulares, durante el flujo de agua; y esto depende: 1) de
la magnitud de la presidn hidrostatica local entre las
células, 2) y é&sta, a su vez de la rigidez o resistencia
de la deformidad de las membranas laterales que lo circun
dan, y miden directamente la deformabilidad de las super
ficies luminal y basilar de los tfibulos colectores; y -
aprecian que la membrana basal de la superfigie basilar
del tGbulo, era mucho més rigida gque la superficie lumi-

nal. Las membranas laterales, tienen aproximadamente la



misma respuesta a la deformacibdn que la superficie lumi-
nal, v por ello pueden calcular la presidn en el interior
de un espacic intercelular dilatadec considerando idealmen
te de forma eliptica, y asi en un espacio de 1 u de ancho
como miximo, la deformacidn de la membrana lateral podria
ser de 0,5 u correspondiendo a una presidn aproximadamen
te de 10.000 dinas/_cm2 & 10 cm H20; o sea, que puede desa
rrollarse una tensidn considerable por estiramiento de la
membrana. Sugieren que este tejido eldstico distendido, -
puede proveer las fuerzas expulsoras, para expeler el agua
de los canales intercelulares. Adem&s ccmprueban que la -
presidn en el interior de los canales intercelulares es
importante para su vaciamiento, asi el tiempo de desapari
cidén de espacios dilatados en tGbulos no perfundidos es
aproximadamente de 200 segundos. Y como la membrana ba-
sal que los rodea es relativamente rigida, cuando por una
distensidén brusca de la luz tubular por perfusién, inme-
diatamente deSpués de que los canales estén dilatados, es
posible forzar por presifn, las paredes menos rigidas con
tra la membrana basal, como cuando se comprime una pelota
de goma sobre una mesa con la mano. Asi pues al disten-
der la luz de los tGbulos, la presidn en los espacios in-

tercelulares podria incrementarse.

Cuando la luz es distendida bruscamente con liquido, a una
presidén de tan s6lo 5 cm H20, entonces los espacios inter
celulares tardan en desaparecer sblo 10-30 segundos; en -
contraste con los 200 segundos gque tardan, cuando no se -
les aplica esta presibn. Esto lo interpretan, indicandc
que la incrementada presién en el canal intercelular, ace
lera el flujo hidrafilico del liquido a través del poro -
basilar en el bafic exterior. Asi pues, la diferencia de
presidn transtubular, puede de hecho, ejércer profundas -

influencias en la integridad estructural y funcional de -
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de este tejido.

En la fig. n®l1l, tomada de GRANTHAM (50}, se puedé apre-
ciar las vias del movimiento de agua inducida osmética-
mente en tGbulos renales tratadcs con ADH; las flechas
indican las vias del flujo neto de agua en los tGbulos

colectores.

El flujo de agua pasivo a través de los tfibulos colec-
tores es acelerado por la ADH, y se piensan que su ac-
cibn principal es incrementar la permeabilidad al agua
de la membrana luminal de la cé&lula. Una vez entrada
el agua en el citoplasma, entonces el agua fiuye osmo-
métricamente a través de las superficies laterales, -
asi como por la superficie basilar de la célula en el
compartimiento intersticial. Como consecuencia del -
flujo de agua, los espacios intercelulares se agrandan.
Algunos de los factores que influyen en el "steady-sia
Ze" de volumen del espacio intercelular, durante el pa
so neto del flujo de agua inducido por la hormona anti
diurética, son: 1) la cantidad delliquido que fluye a -

través del canal, 2) la resistencia hidrafilica al flujo

en la base del canal, 3) la deformabilidad y elasticidad

de las membranas laterales plasmiticas, 4) la diferencia

de presi&n hidrostética transtubular.

'Se han compromado vias independientes para agua y solutos.

El efecto de "artrastre” de los solutos y urea por el -

agua, apoyan la idea de gue los canales acuosos sean lo

suficiente grandes para admitirlos; asi se han realizado

estudios para concretar la cuantia del efecto de "artas
tre" del solvente, y donde serfa el sitio de la interac
cibn del soluto-solvente en los tejidos vasopresin-sen-

sibles. En el tQbulc colector cortical aislado de cone
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ia, parece haber una disociacibn completa entre los movi-
mientos de agua y urea; los movimientos de agua se incre-
mentan sorprendentemente después de la vasopresina, pero
no se altera el movimiento de urea (BURG Y ORLOFF) (17).
En la vejiga del sapo, esti acelerado el mbvimiento de -
urea en la direccibn del neto flujo de agua, cuando se -
realizan los experimentos en cé@maras de difusidn conven-
cionales, donde el burbujeo es el agitador de las solucio
nes (LEAF Y HAYS) ( 84), pero este efecto de arrastre no
es apareﬁte en cdmaras agitadas mecdnicamente con la aceta
mida, que esti intimamente relacicnada con la urea (HAYS)
{61), lo cual sugiere que el aparente "efecto de arrastre”
en epitelios relativamente simples tales como la vejiga -
del sapo, puede ser el resultado del acfimulo de solutos
-marcados isot&picamente-, en capas estancadas cerca de

la membrana luminal, cuando el agua fluye de la luz a la
serosa. La dilucidn del soluto, puede tener lugar cerca de
la membrana serosa. Esta asimetria de la concentracifn de
solutos, puede producir una simetria de las tasas de flujo
en dos dimensiones: la agitacién mec8nica tiende a redu-
cir la simetria de solutos y de ahi la reduccidn del apa-
rente efecto de arrastre. (JSSING {(142), ha comunicado gque
la gran meol&cula de sucrosa, cuyas vias de difusidn a tra
véz de la piel del sapo, puede ser entre c&lulas, muestra
un pronunciado efecto de arrastre, en tanto que el glice-
rol, una pequeifia molécula, gque probablemente penetra en -
la membrana celular, muestra pocc o ninglin efecto de arras
tre tras la vasopresina. El piensa, que las vias largas -
intercelulares permiten una maxima oportunidad al efecto
de arrastre; mientras gue el efecto de arrastre a través
de la mgmbrana celular puede ser pequenc por la corta -
via involucrada. Y parece razonable, que el acoplamiento

solvente~soluto, pueda ser importante en los canales in-



tercelulares, y cuya existencia en la célula, todavia estéa

en duda.

Por otra parte MACEY Y FARMER (91), encuentran que la flo-
retina, la agluccna y floricina, blogquean el movimiento de
urea en el hematfe, pero no el efecto de entrada de agua.
Lo mismo sucede en la vejiga del sapo (LEVINE, FRANKI Y
HAYS) (86), la cual en presencia de floretina a 10_4M en
el medio que bafia la luz, inhibe marcadamente el movimien
to antes y después de la vasopresina; la floretina inhibe
el movimiento de todos los amidas testadas y ciertas noa-

midas (tiourea, formaldehido) también.

Eétos hallazgos indican, que muchos solutos, notablemen-
te las amidas, se mueven a través de la membrana luminal
de la vejiga por una via, la cual puede ser separada expe
rimentalmente de la del flujo osmbtico de agua. LEVINE,
FRANKI Y HAYS (86), demuestran que esta via tiene una de
las propiedades para facilitar difusifén: se satura a es-
tos niveles de substrato. En presencia de acetamida 125
Y 150 mM en ambos lados de la vejiga, por ej.: el movi-
miento de la acetamida parte significativamente de la -
linealidad, indicando que en algfin punto de la membrana
hay un limitado nlmero de sitios de unidn o sitios de -
feconocimiento para la acetamida, los cuales llegan a
estar saturados a elevadas concentraciones de sbustrato.
Otras amidas, tales metilurea, exhibe este tipo de auto-
saturacidn mucho mids marcado. Y asimismo hay competicién
entre diferentes amidas por los puntes de unidn, asi pre
plonamida y metilurea, ambas inhiben el movimiento de -

urea a través de la vejiga.



En resumen, el agua y los solutos se mueven a través de
‘la membrana en respuesta a la vasopresina, con estas ca-

racteristicas:

1) el movimiento de agua a través de la membrana luminal
tiene lugar grandemente, sinc completamente, por un procg

so de difusién.

2) el movimiento de agua, puede disociarse experimentalmen

te de los muchos solutos, tales amidas.

3) el efecto de arrastre del solvente puede tener lugar -

también en los canales intercelulares.

4) el movimiento de las amidas, y posiblemente de otros so
lutos parece ser facilitado por difusibén y exhiben satura
cién; y agentes tales como: floretina, y cromato, blo-

quean esta "via de Las amidas". HAYS, LEVINE proponen es-

te esquema. Fig. n°®

Alteraciones en la membrana luminal. Asimismo se han ob-
servado alteraciones en la membrana luminal inducidas por

la vasopresina. GRANTHAM (50), ha demostrado la deforma-

bilidad fisica de la superficie urinaria de las células del

tGbulo colector del conejo, y la mide determinando la pre
sibén negativa requerida para chupar un abombamiento hemis
férico de la superficie celular urinaria en el picoc de

una micropipeta, y esta reduccifn era aproximadamente de
un 25% en la presidn registrada en los tfibulos tratados -
con vasopresina. MASUR, HOLTZMAN Y WALTER (95), han comu-
nicado que los granulos secretores que vacen debajo de la
csuperficie luminal, se llegan a hacer continuos con la su
perficie de la membrana, despu&s de vasopresina, permitien
do a los grénulos descargar su contenido, con el cual pue-
den revestir la superficie de la célula. Este tipo de exo
citosis tiene lugar, dos horas después de la adicién de -

vascopresina; lo cual pene en duda, su relacibn con la -
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FIGURA 1.

Vias propuestas para el movimiento de agua neta inducida
osmbticamente en tGbuleos colectores tratados con vasopre
sina.

Las flechas indican las vfas de flujo de agua neta (segln
GRANTHAM) .



hormona, habida cuenta de la rapidez de la accién fisicold

gica. N

TAYLOR, MAMELOK, REAVEN Y MAFFLY (137), llaman la atencifn
sobre el posible papel de los microtGbulos y microfilamen-

tos en la accidn de la vasopresina, pues'cuando estos se
interrumpen por colchicina, vinblastina y citochalasina B,
inhiben el efecto de la vasopresina y cAMP sobre el flujo
osmbtico de agua a través de la vejiga del sapo; es posi
ble, gque los microt@bulos y microfilamentos, que se han -
observado en los microvillo y regién subplasmalemal de la
superficie apical, ejerzan sus efectos por libefacién'de
grénulos de secrecién, por su involucracibén en la corrfeg

te del citoplasma o de alguna otra manera.

Perfundiendo fragmentos de tGbulos colectores de la corti
cal, en ausencia de ADH tienen una muy baja conductividad
hidrafilica (Lp) y una muy baja permeabilidad a la urea; y
cuando se afade ADH la Lp se incrementa tanto como diez

veces o més, pero la permeabilidad a la urea no se modifi

ca (GRANTHAM Y BURG) (52), (BURG, HELMAN., GRANTHAM Y OR-

LOFF) (16), (SCHAFER. Y ANDREOLI ) (128). El tfibulo colec
tor de la parte mis interna mé&dulo-papilar en ausencia -

de ADH, tambien tiene una bajo Lp, pero su permeabilidad
a la urea es més alta que la pe;meabilidad a la urea de
la porcidn cortical y m&s externa de la medular; en pre
sencia de ADH, la Lp de los tGbulos colectores papilares
se incrementa en un mds elevado valor gue aquel del seg-
mento cortical, y la permeabilidad a la urea también estéd

significativamente incrementada (MORGAN Y BERLINER} (99),
(MORGAN, SAKAI Y BERLINER) (100}, (MORGAN) (98).

Con técnicas de microcateterizacidn "in vivoe" (SONNENBERG!

(135), y recogida de muestra de liguido, a distintos si-

s
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tios a lc largo del sistema de tQibulos ceolectores (CTS);
la osmolalidad se incrementa en la antidiuresis, con el
miximo incremento en los dos filtimos tercios de la zona
medular, que corresponde a la parte més interna medular
del sistema de t@ibulos colectores y en la diuresis acuo-
sa el lfiquido del tGbulo llega a ser més diluido a medida
que pasa a través de los tfibulos colectores. Cuando estu
dian la proporcidn de inulina de TF/p (liquido tubular/
plasma) revela que no hay un cambio tajante en la tenden
cia de la diuresis acuosa. Sin embargo en la antidiure-
sis, la principal proporcidn inulina TF/p alcanza de =
20 {equivalente al 5% de la carga de agua filtrada que
permanece al comienzo del tbulo colector) a aproximada-
mente 100, en la punta del tlbulo colectcr, indicando -
gue la excrecidn del procento del filtrado glomerular
{GFR) y la neta reabsorcidn a lo largo de CTS medular,
es de 4% del GFR.

JAMISON, BUERKERT Y LACY (68), estudian muestras de 1i-
quido de tfibulos colectores papilares de ratas con dia-

betes insipida hereditaria, en la punta y a 1 mm, antes
de la punta. Em diuresis acuocsa la osmolalidad TF/p era
mis baja en la punta gque la osmolalidad TF/p en el si-
tio de la muestra proximal; demostrando gue el tfibulo
colector participaba en la dilucidén de la orina. La
osmolalidad del ligquido y a través del tfibuloc colector
era substancialmente menor que aquella del intersticio
papilar circulante, como se deducia de la osmclalidad
TF/p del asa. En antidiuresis (producida por ADH) la
osmolalidad del liquido en todos los lugares (tGbulo
colector procimal, punta del tGbulo colector y asa)

se incrementaba con la osmolalidad del liquido de la

punta, igual a la del asa. Sin embargo la cantidad -
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de agua reabsorbida por los tfibulos colectores papila-
res, era actualmente més grande en la diuresis que en la_
antidiuresis. Se reabsorbia mis agua en los segmentos -
terminales de los tlbulos colectores en la diuresis acuo
sa, porque la permeabilidad hidrafilica, aunque muy baja,
era afin finita, y la diferencia de osmolalidad entre 1li
quido terminal e intersticio llegaba a ser muy grande, -
aproximadamente de 350 mosm/kg H20, puesto que la papila
permanecia hipertdnica. El volumen de ligquido remanente
al final del tGbulo colector cortical en la antidiuresis,
estaba reducido en cuantia, afin cuando la permeabilidad
del agua de los tfbulos colectores medulares estaba in-
crementada, la cantidad absoluta de agua reabsorbida por
la parte mis interna medular y tubos colectores papila-

res era menor.

TISHER., BULGER Y VALTIN (139), encuentran los mismos cam-
bios ".4in vive" en la mé&dula interna y en los tGbulos co-

lectores en la cortical ("fa d€tima pante” del tGbulo dis
tal) de ratas Brattleboro (ratas con diabetes insipida -

hipotal&mica transmitidas Por herencia recesiva (cuyas -
células suprabpticas producen oxitocina, pero no vasopre-

sina), antes y después de la administracidn de ADH.

¢) REVISION DE ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES.

En la revisidn que hacen THOMPSON Y APPLEMANN (138), de
la accidn de los glucocorticoides, se esbozan dos tipos
de las mismas:

a) uno simple, directo, que se traduce por la "induccién
de enzimas", esta accién depende del impacto del esteroi
de sobre los receptores citoplasméticds, y este complejo
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receptor-esteroide entra en el nficleo celular modifican
do o nd, y alli se intercambia con un receptor muclear,
gue actfi= sobre el DNA. El resultado de esta accibn, es
nna alteracién de la cuantia de sintesis de ciertas espe
cies de m RNA y supresidn de la sintesis de proteinas en-
zimdticas o estructurales, en el mismo o en otrc tejido.
Todo ello explicaria la "inducedén (6 supresibn) enzimd-
tica", que se traduciria en efectos anabblicos y catabd
licos o inhibidcres; y en otros efectos okservados, con-
secuencias de aquellos, tales los efectos de loc corti-
coesteroides sobre el crecimiento, diferenciacién y pro

cesos inflamatcorios.

b) y otro, que se ha dado en llamar "accién peamisiva”
para ciertas hormonas-péptidas y catecolaminas, que se
traducen en mfiltiples efectos; mejor comprendidos en la:

lipblisis, glucogenolisis y gluconeogénesis.

Esta frase de "accdfn peamisiva” de los glucocorticcides
fué primeramente utilizada por [NGLE ( ), en 1.951, pa-
ra indicar "que £0s glucocornticoddes a concentracibn f4-
sLolbgica son necesandios para un ndmeno de efectos meta-
b6Licos mediados por ofras hormonas".

Una vez liberado el cortisol, de la corteza adrenal, ha -
de ser transportado a los receptores citoplésmicos de los
6rganos efectores, para lo cual pasa al plasma, donde se
une ampliamente a una a globulina especifica, llamada -
transcortina o globulina que une corticosteroides (con-

ticostencid binding globufin", CBG), que estd aislada y

purificada aunque esta globulina tiene una alta afinidad

por el cortisol, tiene una relativa baja capacidad de -
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unién, su concentracién en el hombre es de 7 x 10~7 M,

lo gue ia sitfia en el limite superior de su capacidad -
de unidn (ROSENTHAL, SLAUNWHITE Y SANDBERG) (124). Otra -
cantidad variable de cortisol, se une a la albfimina, con
una baja afinidad, y aproximadamente menos de un 10% de -
cortiscl gueda no unido o libre; y se acepta uhénimemente,
que esta pequena cantidad libre fisiolbgicamente, es la -
que actfia en circunstancias fisiolégicas con el tejido efec
tor, SLAUNWHITE, LOCKIE Y BACH {132). SLAUNWHITE, LOCKIE
Y BACH (132), encuentran en el ratdn, que fracasa en res
ponder a una dosis de cortisol en un ensayo standard de
mantenimiento de glucdgeno, cuando es tratado con corti-
sol-transcortina, en tanto que responde en iguales canti-

dades de cortisol libre.

MATSUL Y PLAGER (96), encuentran que el cortisecl induce -
inhibicidén de la oxidacidn de glucosa a CO2 en tiras de -
oreja de ratdn ".in vitro"; y se correlaciona con la con-
centracidn de cortisol no unido a proteinas, y con la -
cuantfa de cortisol total. La potencia incrementada bio-
1l6gica de los andlogos sintéticos de los glucocorticoides,

se explica por su disminuida unidén a transcortina.

Por otro lado, y en afirmacidn de los anterior, se han -
descrito familias con cantidad disminuida de CBG y con -
ello del cortisol plasmético total, v a pesar de este -
descenso de las cifras de cortisol, esto sujetos no mues-

‘tran signos de insuficiencia suprarrenal, DE MOOR., HENDRIKX
Y STEEN (28), DOE., LOHRENZ Y SEAL (33).

A) La m&s aceptada y facil explicacidn de accién de los -
giucocorticoides, se basa en el modelo de alteracién de la
expresidn-genética (Altered-gene-expression medel); y la
cual precisa la existencia de receptores de glucocorticoi

des en el citosol (BAXTER Y TOMKINS) (9), que serian pro-
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teinas de alta afinidad y alta especificidad para los glu
cocorticoides, gue se han demostrado en los timocitos , -
MUNCK., Y WIRA (104), en linfoblastos leucémicos, | [PPMAN.
HALTERMAN Y LEVENTHAL (88), en fibroblastos, HACKNEY Y -
PRATT ) (56), PRATT E ISHI! (115); y en linfosarcomas -
HOLLANDER Y CHIU (64). Estos receptores, son termol&biles
y aunque es extraordinariamente fécil extraerlos de la
cé&lula, no han sido todavia completamente purificados, y
se calcula gque cada cidlula posee de 104 a lO5 receptores;

Yy en tejidos, en los cuales se ha inducido una resisten-

cia a los esteroides {usualmente por crecimiento de varias

generaciones de células en presencia de glucocorticoides
y seleccidn de los supervivientes) (ARONOW Y GABOUREL) -
(5), es frecuente comprobar una gran disminucidn en el
nimero de receptores (HACKNEY, GROSS Y ARONOW) (56). -
(KIRKPATRICK., MILHOLLAND Y ROSEN) (72), (BAXTER. HARRIS.
Y TOMKINS) (8).

El siguiente paso a la formacidn del complejo esteroide-
receptor, es su transfefencia al nficleo o la transferen-
cia del esteroide a un receptor semejante del nficleo -
(ISHII, PRATT. Y ARONOW) (66). Este transporte es termo-
soluble, asi si después de que el esteroide estd unido -
al receptor, se mantienen las cé&lulas a 2°C no se produ-
ce la asociacidén del esteroide con el nGcleo (MUNCK, WIRA
Y YOUNG) (1l05), y por estudios "in vitro" postefiores,

se ha comprobado que la temperatura induce una transforma

cibn en el receptor citoplésmico.

Y puesto que ahora hay evidencia de que toda la cé&lula -
incluido el nficleo, es permeable libremente a los gluco-
corticoides, se ha sugerido por MUNCK; que serfa mis ade-
cuado decir que es el receptor citoplédsmico el que nece-

sita un transportador ("carrier") a fin de entrar en el
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nicleo, mis bien que el receptor transporte al esteroide.

No esti todavia claro, si hay independientemente, o nb,
receptores nucleares para los glucocorticoides: asi VAN
DER MEULEM., MARX. SEKERIS, ABRAHAM Y SEKERIS (144}, de-
muestran gque los glucoéorticoides pueden ejercer efectos
especificos sobre la polimerasa RNA nuclear del higado -
y del timo, cuandc son incubados nficlecos aislados con el
esteroide, en ausencia del citosol. M&s recientemente se
ha aislado, parcialmente purificado el receptor glucocor
ticoide de nficleos lavados de triton, VAN DER MEULEN, -
ABRAHAM Y SEKERIS ) (143): y cuando este receptor es eli
minado del nficleo, no se puede conseguir ningfin efecto
pdr los glucocorticoides; ni ahadiendo esteroides y re-
ceptor citosdlico, pero la respuesta se obtiene, si se

afiade también receptor nuclear.

Cuando todo lo anterior sucede, se produce una serie de
acontecimientos que traducen el efecto de los glucocor
ticoides por la sintesis de nuevas clases de m RNA. La
evidencia se ha obtenido en: cé&lulas grasas (CZECH Y
FAIN) (24), timocitos (Munck) (103), linfosarcoma -
(ROSEN, FINA Y MILL HOLLAND) (122), y msculo (KOSTYOQ

Y REDMOND) (76); basados en el uso de actinomicina Dj
cuando é&sta se afiade, antes o junto con el glucocorti-
coide, la respuesta es bloqueada. KIDSON (70), ha estu-
diado la accidn del cortisol en la cinética de la sin-
tesis de RNA en ganglios linf&dticos del conejo, y comu
nica una parcial inhibicidn de la sintesis de RNA; que
es detectada 1 minuto después de la adicidn de corti-
sol, seguido de un periodo de detencidn, en el cual -
se notan efectos sobre la sintesis de proteinas, y -
entonces, tiene lugar un brote breve de sintesis de -~

proteinas, seguida de una inhibicidn final de la sin-
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tesis de proteinas.

El c6mo del punto final de accidn de los glucocorticoi-
des: la actividad de la RNA polimerasa,todavia esti os-
curo. Asl BAXTER Y FORSHAM (7), comprueban que los glu-
cocorticoides incrementan en el higado; la toma de precur
sores de RNA, la actividad de RNA polimerasa, y la cépa—
cidad de m RNA, y los tres efectos ocurren independiente
mente uno de otro. El1 efecto mas marcado, se nota sobre

" la RNA polimerasa {YU Y FIEGELSON) (150), en las timoci-
tos de rata encuentran que‘los glucocorticoides provocan
un descenso en la actividad de la RNA polimerasa dentro
de los 30 minutos siguientes, por un pProceso gue no re-
quiere la sintesis de proteinas. NAKAGAWA Y WHITE., sin -
sugerir que uno de los receptores de glucocbrticoides del
nlicleo pudiera ser la RNA polimerasa, demuestran en el -
Gtero, que el complejo receptor-estrdgeno, puede interac
+tuar con la RNA polimerasa nucleolar con un marcado in-
cremento de la actividad de la misma. Asimismo todec ello
estaba de acuerdo con la observaci®dn de que se requiere
un receptor glucocorticoide, localizado en el nficleo, pa
ra inducir los efectos del estercide en la RNA polimera-

sa en los timocitos (VAN DER MEULEN, ABRAHAM Y SEKERIS)
(143). B

FOX Y GABOUREL. (41), encuentran que el cortisol inhibe
primariamente la RNA polimerasa DNA dependiente, sin em-
bargo otros (VAN DER MEULEN, MARX Y SEKERIS) (144), en-

cuentran estimulacién de la fraccidn extranuclear de la
RNA polimerasa, mientras que la sintesis de RNA estaba -
disminuida. SADJEL Y JACOB (126), han sugerido que los -
glucocorticoides provocan una alteracién alostérica en

la RNA polimerasa nucleolar, resultado un incremento de

su actividad.
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La objecidn general, para invocar una alterada actividad
de la RNA polimerasa como explicacidn de la accibn de los
estercides, reside en la inespecificidad de esta respues-—
ta. Afin en las células en las que la respuesta a los glu
cocorticoides es una disminucidn de la actividad de la -
RNA polimerasa, a pesar de ello, hay incremento de la sin
tesis de algunas proteinas (ROSEN., ROBERTS., BUNDNICK) {123).

Se ha indicado por otra parte, que los esteroides pueden
alterar la capacidad de ciertos genes para la transcrip-
cidn (de-represibn). La mayoria del genoma de los mami-
feros, estd en "neposo" para la transcripcidn; y &sta se
transcribe, cuando es necesario, por la sintesis de m RNA
y consecuente sintesis de proteinas; cualquiera altera-
cidn de este mensaje, puede controlar la sintesis de es-
tas proteinas. Y alin cuando se ha demostrado, que los es-
teroides se pueden unir directamente a las histonas que -
enfundan el DNA, este hecho no explica las alteraciones
en la transcripcidn, (por otra paite la hidrocortisona se
ha demostrado no tiene ningGn efecto sobre la sintesis -
de la histonas); por otra parte, el complejo receptor-es-
- teroide se unfia de una manera saturable al DNA (KING Y
GORDON) (71); y se precisa gue todo el juego: esteroide,
receptor citoplasmitico, receptor nuclear y DNA deben ser
‘modulados afin, por otras moléculas, quizds proteinas ci

das nucleares.

Una tercera alternativa en la interaccidén esteroide-gene,
seria que el complejo corticosteroide-receptor actuara -
blogueando la transcripcidn de RNAsS, responsables del -
control de expresifén de otros RNAs. Este modelo post-trans
cripcional se ha basado en observaciones sobre la induccién

por glucocorticoides de tirosina aminotranferasa.



B) Otra accidn de los glucccorticoides es el llamado efec
to "permisive”. Con ello se requiere significar, que los
glucocorticoides a concentracidn fisioldgica son necesa-
rios para un ntmerc de efectos metabdlicos mediados por
otras hormonas. Los procesos en los cuales estan involucra
dos el cAMP estén -intimamente implicados en estas respues

tas.

Donde se han estudiado mis intensamente el efecto "peami-

sive" de los glucocorticoides es en la regulacidén hormonal
del metabolismo de la glucosa, en especial en la neogluco-
genolisis en mfisculo e higado; lipolisis en grasa y mscu-

lo; y el metabolismo de la glucosa en los timocitos.

En animales adrenalectomizados estd impedida la estimula-
cidén de la neoglucogénesis en el higado por el glucagdn -
Q epinefrina, lo cual se corrige y normaliza cuando se ad-
ministra glucocorticoides SAYER (127), EXTON, JEFFERSON Y
BUTCHER (36): y esto no es debido a una disminucidn de la
cuantia de cAMP, o a una disminucidn de la sensibilidad
FRIEDMAN, EXTON Y PARK (42); y en estudios de gluccogenoli-
sis en higado perfundido de ratas adrenalectomizadas EXTON.,
MALLATE Y JEFFERSON (37), no encuentran incrementc de la
glucogenolisis, en respuesta a cAMP O epinefrina; y MILLER,
EXTON Y PARK (97), en corazdn aislado y perfundido de ra-
tas adrenalectomizadas, encuentran una respuesta disminui-
da a dosis subdptimas de epinefrina, lo cual es normaliza-
do por tratamiento con cortisol. Estos autores demuestran
que el efecto de los animales adrenalectcomizados, reside
en la incapacidad de la epinefrina en activar la fosfori-
lasa. Y estos datos sugieren que en estas circunstancias

los glucocorticoides son necesarios para mantener la acti

vidad de la fosforilasa o kinasa; y comprueban que en el
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corazén'de las ratas adrenalectomizadas, no esti deprimida

las actividades de la fosforilasa total ni de la fosforila

sa B kinasa, y puesto gue anadiendo glucocorticoides y ele

vando la concentracién de calcio del perfundido, también

se restaura la actividad de la fosforilasa g kinasa, sugie

ren estos autores que alguno de los efectos "'peamisivos”

de los glucocorticoides, pueden ser debidos a las alteracio

nes gque inducen en el transporte de calcio.

SCHAEFFER, CHENOWETH Y DUNN (129), han comprobado también
en ratas adrenalectomizadas, un descenso en la neoglucogéne

sis e hiperglucemia inducidas por epinefrina y cAMP; estos
animales tenian disminuidos grandemente los niveles de glu
cbgeno fosforilasa inactiva en el higado, sin estar altera
dos los niveles activos. Esta reducida cuantia de fosforila
sa inactiva, no era activada por epinefrina ni por cAMP, -
hechos semejantes a los obtenidos por EXTON., MALLETE Y JE-
FFERSON (37), gue hemos comentado en pirrafos anteriores.
La proporcidn de AMP a cAMP no estaban alterados en los -
animales adrenalectomizados, sugiriendo que la deficiencia
de glucocorticoides no afectaba a la actividad fosfodieste
rasica. Ambos niveles de fosforilasa activa e inactiva, se
incrementaban después de hidrocortisona; lo que les sugie-
re, que el efecto de los glucocorticoides seria por la -

sintesis de enzimas.

Asimismo se ha investigado la glucogenolisis en el mfsculo
de ratas adrenalectomizadas, y SCHAEFFER., CHENOWETH Y DUNN
(129), no encuentran alteraciones en el nivel de glucbgeno
fosforilasa activa e inactiva, y asimismo la epinefrina y
CAMP fracasan en activar la forma inactiva de fosforilasa,

Y esto se corrige con glucocorticoides.

Por otra parte, los glucocorticoides pueden tambi&n inter-
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actuar con el sistema cAMP alterando los niveles de fosfodi

‘esterasa. EBn células cultivadas de hepatoma (HTC) MANGANIE-
LLO Y VAUGHN (93), encuentran que la adicifén de 1 m M dexa-
metasona induce un descenso de la actividad fosfodiester&-
sica con un discreto aumento de los niveles de cAMP., Sin -
embargo, el pretratamiento de estas clulas con dexametasc
na, aumenta marcadamente el incremento de cAMP de estas cé
lulas despuds de la administracidn de epinefrina. Asimismo
SCHAEFFER, CHENOWETH Y DUNN (129), encuentran alteraciones
en la actividad fosfodiesterdsica por la adrenalina que se

modifica al administrar glucocorticoides.

Otro ejemplo de accién "peamisiva" de los glucocorticoides
se puede comprobar en el tejidc adiposo. Los glucocorticoi
des incrementan la lipolisis "4{n v4ivo"; y son necesarios -
para que la lipolisis inducida por la epinefrina tenga lu-
gar; en su ausencia, se blogquea el efecto de la misma, gue
se recupera en presencia de cantidades fisioldgicas de glu
cocorticoides, GOODMAN Y KNOBIL(49), RESHEF Y SHAPIRO -
(120) . Cuando se induce "in vd{trno" lipolisis por glucocor-
ticoides, esta tiene lugar después de un lapso de dos ho-
ras y a concentraciones tan pequenas como ],O_8 M de dexame
tasona; y la insulina es capaz de invertir por completo los
efectos del esteroide, tanto en la toma de glucosa como -
en la liberacidn de acidos grasos (FAIN., SCOW, CHERNICK)
(40), SENFT, SCHULTZ Y MUNSME (131}, comprueban gque los -
glucocorticoides disminuyen la actividad de la fosfodieste
rasa en los adipocitos; y por el dontrario, la actividad -
fosfodiesterdsica estd aumentada en los animales adrenalec
tomizados; la insulina antagoniza los efectos de los glu-
cocorticoides reduciendo la concentracidn intracelular de
cAMP. Asimismo es conocido, que tambié&n estd aumentada la
" actividad fosfodiester&sica en el higado, miisculo y rindn
de ratas adrenalectomizadas, FAIN (38) comprueba "in vi-

tro" que la fosfodiesterasa cardiaca era inhibida competi
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tivamente por los glucocorticoides, pero sb6lo en concentra
ciones no fisiolégicas (m&s de 1 mM). "In vdivo” la activi-
dad de 1la fosfodiesterasé cae después de haber sido trata-
da con 1 mlgr./kg de 6-metilprednisolona, pero sdlo des-

pués de un periodo de 2 horas, lo cual sugiere la sintesis

de proteinas.

» En favor de lo anterior, estan las investigaciones de que
los inhibidores de RNA y de la sintesis de proteinas tales
como Actinomicina D, Puromicina y Cicloheximida, pueden -
bloguear la accidn lipolitica de los glucocorticoides -
(FAIN) (38); asimismo ha demostrado este autor, que los -
glucocorticoides producen un incremento de la sensibilidad
de los adipocitos de 5 & 10 veces, a la teofilina o nor-epi
nefrina sin afectar a la respuesta méxima de estos agentes.
Y mientras que la cicloheximida bloguea este efecto "peamdi-
ALvo" de los glucocorticoides; los glucocorticoides blo-
guean la accidn lipolitica del dibutiril cAMP, sugiriendo
que los esteroides estimulan la sintesis de proteinas in-
volucrados en la formacidn, pero no es la accidén de cAMP.
FAIN (38), explica estos hallazgos, indicando que un peque
fio incremento en la sintesis de cAMP por glucocorticoides
podria incrementar la lipolisis sb8lo si la neta degrada-
cidn de cAMP por la fosfodiesterasa fuera disminuida por
la teofilina. La - maxima estimulacidn de la lipasa por -
teofilina ¢ nor-epinefrina, pudiera sb6lo estar limitada
por la cantidad de lipasa inactiva. Esto podria explicar
el fracaso de los esteroides en incrementar la mixima -

cuantia de lipdlisis inducida en este sistema.

Asfmismo los glucocorticoides pueden inhibir el metabolis
mo - de la glucosa en el adipocito (FAIN) (38) asi como -
en el tejido linfoide; BUYETT Y HOFERT (14), encuentran

gue epinefrina a 10“8 M disminuye significativamente la
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toma de glucosa y produccidn de lactato en cé&lulas del timo,
s6lo en presencia de cortisol, mientras que se produce una

inhibicidn con la adicidn de las dos.

Estas observaciones podrian explicarse de la siguiente mane
ra, o bién el cortisol induce un descenso en la actividad -
fosfodiesterésica; o bién produce un incremento en la sinte
sis del substrato para cAMP; ambos mecanismos se han sugeri
do en otros sistemas, en los cuales los glucocorticoides -

tienen un efecto "peamdisivo".

Otros sistemas estudiados en los cuales los glucocorticoi-

des tienen un efecto "peamisivo” serian:
p

a) 'la secrecidn de hormonas tiroideas en explantes de tiroi
des de ratdn, por estimulo de la tirotropina, gue esté&n -

grandemente incrementados por los glucocorticoides, COLLE-

VANDEVELDE Y ELEWAUT,

b) en cultivos fibroblastos humanos, los glucocorticoides
que tienen muy poco efecto sobre los niveles de cAMP, incre

mentan grandemente la actividad de la prostaglandina E y -
catecolaminas, MANGANIELLO. BRESLOW Y VAUGHN (93).

c) el cortisol en muy baja concentracidn (1077 - 107 %) -
estimula la proliferacidn de los timocitos de rata a tra-
vés de un proceso, que involucra cAMP (WHITFIELD, MAC MA-
NUS Y RIXON) (149), y a su vez 1072 cAMP en presencila de -
2,5 x lO_lOM cortisol (ninguno de los dos por separado son
capaces de estimular estas cé&lulas) estimulan fuertemente

la mitosis de estas células.

Aunque en general cAMP y glucocorticoides inducen senales
metabdlicas que "mueven" a la cé&lula en direcciones para-
lelas, sus modos de accidn parecen ser diferentes, pero no

siempre es asi. Asimismo, pata todos los efectos "peamdisi-



vos" de los glucocorticoides, es necesario un periodo de
tiempo caracteristico (hemos visto en varias experiencias
unas 2 horas), para gque su efecto se produzca, lo cual -~

sugiere la sintesis de proteinas.

d) ANTECEDENTES QUE RELACIONAN ADH Y GLUCOCORTICOIDES EN -
LA IMPEDIDA ELIMINACION DE AGUA EN LA INSUFICIENCIA SUPRA-
RRENAL.,

'Muchos han sido los trabajos realizados para concretar la

causa de la incapacidad de excretar una sobrecarga de agua

oral o parenteral, por las personas afectadas de insuficien

cia primaria o insuficiencia hipofisaria (insuficiencia su-
prarrenal secundaria), y en los animales adrenalectomizadocs
Yy los hipofisectomizados. Esta deficiencia se corrige con
la administracidn de glucccorticoides (GARROD Y BURSTON) -
(44) , (GARROD, DAVIES Y CAHILL ) (45), (SLESSOR) (133) -
(PEARSON, MENDELSOHN Y WEST) (113), pero no con deoxicor-
ticosterona (DCA), (GARROD Y BURSTON) (44}, (GARROD, DA-
VIES Y CAHILL) (43), no con aldostercona (KEKWICK Y PAWAN)
(69), (PRUNTY, MC SWINEY, MILLS Y SMITH) (116).

GAUNT, BIRNIE Y EVERSOLE (46), SLESSOR (133}, LLOYD Y LO-
BOTSY (90) sugirieron la posible existencia de un "equifi

brio" homeostdtico entre ADH de la neurochip&fisis y los
corticoides suprarrenales 11, 17 hidroxilados; e indica-
ron que en ausencia de estos Gltimos, debia existir un
exceso relativo o absoluto de ADH en plasma, e incluso
con técnicas de bioensayo se habian logrado detectar -
en estas circunstancias, altos niveles de ADH circulante
(SLESSOR) '(133), (LLOYD Y LOBOTSKY) {(90) i AHMMED., GEORGE

GONZALEZ-AUVERT Y DINGMAN, (4), encuentran elevados ni-
veles de ADH en el plasma de sujetos insuficientes supra
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rrenales a pesar de hidratacidn suficiente, y comprueban
que los glucocorticoides lo vuelven a la normalidad; sin -

embargo con té&cnicas mis especificas y viables no se ha -

conseguido detectar (VAN DYKE, AMES Y PLOUGH) (145), -

(STRAUSS) (136), (CHALMERS Y LEWIS) (35), y ademds el insu
ficiente adrenal primario 6 secundario , inactiva normalmen

te la ADH exbgena ("pLtressin"), y no es hipersensible a =

ella (CHALMERS Y LEWIS) (25).

Lo anterior, unido a los trabajo de K{ FEMAN, MAXWELL Y ROCK
NEY (75}, KLEEMAN, KOPLOWITZ., MAXWELL Y CUTLER (74), indi-
can que la correccidn de la diuresis por los glucocorticoi
des ﬁo se debe a la correccién de la hemodinimica renal, -~
ni a la alteracibn de la reabsorcidn de sclutos; y que la
formacién} liberaci®dn e inactivacién de ADH son normales -
en la insuficiencia suprarrenal, aungque existian estudios,
la mayoria practicados en ratas normales o adrenalectomiza-
das, en los gue se sugeria gue un excesc de glucocorticoi-

des parecia bloguear la liberacidén de ADH de la neurochipb=

fisis (DINGMAN Y THORN) (31), (DIGMAN Y DESPOINTES) (30)

(DIGMAN) (29) (GAUNT., LLOYD Y CHART) (47); en tanto que -
otros admitian, que la deficiencia de glucocorticoides in

crementaba su liberacidn (GAUNT., BIRNIE Y EVERSOLE) (46),
(GAUNT, LLOYD Y CHART) (47), (SLESSOR) (133); retrasaban
su inactivacidn (GAUNT, BIRNIE Y EVERSOLE) (45), o incre-

mentaba la sensibilidad del tfibulo renal a su accifn —

(GAUNT. LLOYD Y CHART) (47).

A su vez, se ha sugerido que los glucocorticoides pueden -

ser antagonistas, de ADH (LLOYD Y LOBOTSKY) ( 90), (GAUNT
BIRNIE Y EVERSOLE) (48).

KLEEMAN, CZACZKES Y CUTLER (73), miden con técnicas preci
sas la ADH circulante, y encuentran que en el plasma de -



hombre con insuficiencia suprarrenal oscilaba entre 3,5 y
4,0 1 U/ml plasma despu&s de 11 & 12 horas de restriccibn
de liquido que son semejantes a los del hombre normal en -
idénticas circunstancias. Cuando se di una sobrecarga de -
agua, la actividad antidiurética del plasma desaparece, lo
mismo que en el sujeto normal (CZACZKES, KLEEMAN Y KOENING)
(23). En perrcs, miden antes y después de la adrenéiectomia,
¥ los niveles de prehidratacidn de ADH antes y después ‘de
la adrenalectomia eran 6,0 u U/ml, comparados a 4,0 u U/ml
y 5,0 uU/ml respectivamente. En ratas adrenalectomizadas
no fué posible detectar en el plasma ADH dufante‘una diu-
resis sostenida y anestesia por etanol; hecho semejanté"-
se observé en ratas normales, en circunstancias semejantés
no se pudo detectar actividad antidiurética en plasma, a

pesar de la dificultada diuresis.

Tanto en el hombre con insuficiencia suprarrenal como en -
el perro y rata adrenalectomizados, la diuresis acuosa es-
taba significativamente impedida, a pesar de tener niveles
circulantes de ADH de menos de 0,25 p U/ml. Tan bajas con-
centracidénes de ADH estén siempre asociadas en el animal -
normal, c¢on una diuresis acucsa maxima o casi maxima, y en
‘la insuficiencia suprarrenal no se incrementa la sensibili
dad de 1la nefrona. Asi pues, esta cantidad residual de ADH
circulante, durante una carga de agua sostenida, no es res
_ponsable de la diuresis acuosa dificultada de la insuficien
cia suprarrenal; confirmando directamente, lo que ya indi-
rectamente habian afirmado, que la eliminacién dificultada
de agua de la insuficiencia suprarrenal gue se corrige con
los glucocorticoides, no es debida a ninguna alteracién de
la liberacidn, metabolismo o accidén de la ADH.

KLEEMAN, KOPLOWITZ, MAXWELL., CUTLER Y DOWLING (74), estu-
dian la interrelacidn entre los esteroides adrenales (ad-

s
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ministrados aguda y crdnicamente) y la ADH, en sujetos nor-
males y en sujetos con diabetes insipida, y no pueden demos
trar en los sujetos normales, ninglin antagonismo entre ADH
¥ glucccorticoides; tampoco pueden demcstrar ninguna altera
cibn en la liberacidn, inactivacidn de ADH ni que la accibdn
tubular renal de la ADH estuviera alteradé, antes de la ad
ministracién de glucocorticoides. La administracidn crdéni-
ca de glucocorticoides, aumenta significativamente la méxi-
ma diuresis acuosa en los sujetos normales y en los que tie
nen una diabetes insipida. Aunque este aumento se acompana-
ba frecuentemente de un incremento de la hemodindmica renal
y/0 en la excrecidén de solutes, pero que puede ocurrir sin
cambios significativos en estos parametros; y confirma las
anteriores observaciones de RAISZ, MCNEELY, SAXON Y ROSEN-
BAUM (118), y los de VvESIN (146).

Se habia demostrade que una contraccibdn o redistribucidn -
de los volfimenes vascular y extracelular, pocdian causar
una continuada secrecidn de ADH (STRAUSS, (136), SMITH, -
(134), y parecia razonable pensar, que en la insuficiencia
suprarrenal una distorsionada relacién entre ambos volG- ,
menes, pudiera contribuir a la diuresis reducida; y si esto
" fuera asi, seria posible mejorar la diuresis por una apro
piada expansidn de los compartimentos extracelulares o -
vasculares, antés o durante una sobrecarga de agua, y esto
es lo que realizan CUTLER, KLEEMAN, KOPLAWITZ, MAXWELL Y
DOWLING (22), infundiendo suero salino o albfimina a 13 -
sujetos con insuficiencia adrenal o hipofisaria, que te-
nian diuresis reducida, y comparan‘los resultados obteni-
dos con los efectos de la administracidn de esterocides. -
Encuentran una moderada mejoria de la diuresis causada -
por la expansidn de volumen, debida probablemente al in-

cremento concomitante de la hemodin&mica renal o la ex-
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crecién de solutos o de ambos. Después de la administracibn
de esteroides, hubo una mis grande diuresis, debido proba-
blemente a un efecto directo o precario sobre el tfibulc re-
nal, asi como un incremento de la hemodin&mica renal o eli-
minacién de solutos o ambos; y concluyen que este incremen-
to de la diuresis no es causado por un "estimulo aberrante

de volumen" y liberacién de ADH.

ACKERMAN Y MILLER (2), comprueban en sujetos con insuficien
cia suprarrenal la eliminacifn disminuida de agua; y que é&s
ta es r&pidamente corregida tras la administracidn de gluco
corticoides; y recogen la sugerencia clinica de que é&sto es
debido a la hipovolemia consecutiva al déficit de sodio; ¥
para comprobar si &sto era cierto,.provocan hipovolemia por
depleccidn de sodio en sujetos normales y comparan los patro
nes diuréticos, y asimismo, comparan estos con aquellos su-
jetoé con insuficiencia suprarrenal mantenidos con mineralo
corticoides, pero sin glucocorticoides. Efectivamente com-
prueban que la hipovolemia impedia significativamente la -
diuresis acuosa en sujetos normales, pero que los glucocor-
ticoides no tenian ninguna influencia sobre este efecto de
la hipovolemia. La diuresis reducida acuosa de la insuficien
cia suprarrenal difiere de 1la inducida en el sujeto normal -
por hipovolemia, la mayor diferencia consistfa en una incre
mentada reabsorcibén de agua en el t@bulo proximal. En tanto
que en la insuficiencia suprarrenal, el impedimento mayor -
de la diuresis acuosa era la reabsorcidn del liquido en el
tfibulo distal y por consiguiente la excrecién de una orina
concentrada. En estos enfermos, la administracidn de gluco-
corticoides eran md&s potentes en restaurar la diuresis nor-

mal que la expansidén de volumen.

En el sujeto normal, RAISZ, MC NEELY., SAYON Y ROSENBAUM -



(118), comprobaron la influencia sobre la diuresis de corti
sona e hidrocortisona despu&s de una sobrecarga de agua, Yy

vieron gue se incrementaba regularmente tras la administra-
cidn de esteroides culquiera que fueran los cambios en la -
toma dietética y eliminacidn urinaria de sales de sodio; si
la dieta era pobre en sal comprobaban un incremento del flu-
jo maximo de orina y del aclaramiento de agua libre. La in-
crementada excrecidn de agua era usualmente acompéﬁada, pe-
ro no invariablemente, de un pequeno incremento en lajexcrg
cidn de sodio, ganaba peso y algunas veces un incremento de
la excrecién de solutos. La simple inyeccidn intravenosa de
hidrocortisona, produce regularmente un inéremenpo en la -

cuantia de la filtracidn glomerular, peroc sin un consiéten—
te incremento en la respuesta diurética a la sobrecarga'de

agua.

La continuada administracifn de esteroides en grandes dosis
influia en la reabsorcidn tubular de agua, y sugerian gque -
una mayor cantidad de agua libre, es debido & 1°)a redistri
bucidn de la reabsorcidn de los solutos entre los tfbulos -
proximal y distal, & 2°) una alteracién en la permeabili-

dad del epitelic del tfibulo renal al agua.

" LINDEMAN. VAN BUREN Y RAISZ (87), comparan los efectos de
la misma dosis de cortisol, progesterona, andrbgenos y al-

dosterona, sobre el pico méximo de agua libre y diuresis
acuosa en el hombre normal. Y encuentran que tan solo el -
cortisol tiene efecto especifico, y como se habia indicado
que este antagonizaba a ADH para comprobarlc administran -
dosis submidximas de vasopresina y ven su efecto sobre la -
diuresis acuosa antes y después del tratamiento de cortisol
y otros esteroides. Ninguno de los esteroides incluido el

cortisol parece alterar la relacidn.
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¢) ¢CUAL ES LA RELACION ENTRE ADH Y CORTISOL EN LA DIURESIS
ACUQSA?.

En 1.964, KLEEMAN, CZACZKES Y CUTLER (73), en sus trabajos -
encuentran que parece "necesarlo una cantidad noamal de este
estenodide, para el desarrnollfo de £La mdxima impermeabilidad
de £a nefrona distal af agua en ausencdia de ADH circufante.
Esto podia nepresentar una accddn permisdiva de Los esternod-
des "contisol-£ike". Las dosis farmacoldgicas de glucocorti-
coides pueden incrementar frecuentemente la diuresis méxima
de agua de los sujetos normales y pacientes con diabetes in
sipida vasopresin-sensible y vasopresin-resistente, sin un

cambio significativo en la hemodindmica renal o excrecifn

de solutos.

Esto sugiere una exageracibn del efecto fisiolbdgico de estos
esteroides en el transporte de agua. Es necesario ahora de-
terminar la naturaleza del efecto directo de los glucocorti-

coides sobre la permeabilidad de ciertas membranas al agua.

A su vez, GREEN., HARRINGTON Y VALTIN (55), estudiaron el pa
pel de ADH en la inhibicidn de la diuresis de agua , en un

intento para resolver la controversia entre dos grupos: el
de KLEEMAN (73), que encontrd gue la concentracidén plasmi
tica de ADH no era absolutamente alta en seres humanos, pe-
rros y ratas con insuficiencia suprarrenal;y el grupo de
AHMED (4), gue encontraron lo contrario. En su experimento,
GREEN, HARRINGTON Y VALTIN (55), compararon las respuestas
diuréticas después de una terapia sustitutiva, con las res
puestas en los mismos animales antes de la adrenalectomia;
utilizarcn ratas Brattleboro con diabetes insipida hipota-
* 1l&mica hefeditaria (estos animales tienen un defecto para -
elaborar ADH biolégicamente activa) y ratas "hooded" Long-
Evans normales de la misma cepa. Se les adrenalectomizd y

se dividieron en cuatro grupos:
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Grupo I Control (mitad ratas normales, mitad ratas

diabé&ticas insipidas).

Grupo II ADX + prednisolona
Grupo IIX ADX + prednisolona + aldosterona
Grupo IV ADX + aldosterocna

(los tres filtimos grupos eran todas ratas diabé&ticas).

Observarcn lo siguiente:

Las ratas diab&ticas mostraron una inhibici®n marcada de la
diuresis de agua, concluyendo, que la ADH nc era suficiente
para explicar este fenbdmeno, (habifia una disminucién de la

permabilidad del tfibulo distal, al agua).

La inyeccidn subcutdnea de prednisolona, antes de la sobre-
carga acuosa, casi volvia el flujo urinario a los niveles
observados en las mismas ratas normales y diab&ticas, antes
de la adrenalectomia; pero la osmolalidad urinaria permane
cia significativamente m&s alta que antes de la adrenalecto
mia en los mismos animales. No hubo grandes cambios en el -
flujo urinario o en la osmolalidad, despu&s de un tratamien
to prolongado con prednisolona (la filtracidn glumerular -
volvid a la normalidad asi como la permeabilidad del tGbulo
distal).

Administrados juntos, el glucocorticoide, junto con el ming
ralocorticoide, aumentaban tanto la osmolalidad, como los
aclaramientos de agua sobre aquellos vistos en estadios adre
nalectomizados no tratados (eran casi idénticos a aquellos -

vistos en los mismos animales antes de la adrenalectomia).

Administrada aldosterona sola a ratas adrenalectomizadas '~
restauraba la osmolalidad urinaria a los niveles iguales a -

los del estadonormal, pero no su respuesta al flujo urinario
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(1a‘reabsorc16n de Na+ vuelve a la normalidad).

Basados en estos datos, GREEN, HARRINGTON Y VALTIN (55), -
postularon que una filtracidn glomerular disminuida, empa-

rejada con una permeabilidad osm&tica aumentada de agua -
de la nefrona distal, originaba un aumento de la reabosor-
cibn de agua; este efecto emparejado con el descenso del -
flujo urinario. Juzgando por el hecho de gue, bién los glu-
cocorticoides o mineralocorticoides solos, no podian'neutrg
lizar los efectos de la insuficiencia adrenal, concluyeron

afirmando que ambos eran necesarics para llevarlo a cabo.

Asimismo ACKERMAN Y MILLER (2), apoyan esta accién permigi
va de los glucocorticoides, expuesta por KLEEMAN., CZACZKES.

Y CUTLER (73).

Indirectamente AGUS Y GOLDBERG (3), lo confirman senalando
que los glucocorticoides parecen ser necesarios para una -
respuesta normal de la neurohipdfisis a estimulos inhibido-
res deducido de sus observaciones de los efectos de hidrocor
tiscna y-etanol sobre la dilucidn urinaria durante una so-—
‘brecarga sostenida de agua en pacientes con hipopituitarismo
anterior. Por los resultados, separa dos grupos: en el grupo
I (4 enfermos), son incapaces de excretar una orina hipot6-
nica al plasma y grupo II (3 enfermos), que pueden diluir la
orina. Las dosis fisiolbgicas de hidrocortisona mejoran la -
dilucién en todos los pacientes. El etanol ( que inhibe la -
secrecidén de ADH) no tiene efecto sobre el grupo I. Ellos -
deducen que inapropiados elevados niveles de ADH pueden ju-
gar un papel en el defecto de excreciftn de agua en la insu-

ficiencia hipofisaria anterior.



£Y HIPOTESIS DE TRABAJO.

De la unién de ADH al "necepioi” renal, se produce la acti
vacibn del sistema adenilciclasa con generacibén de 3'5' -
cAMP; vy a partir de é&ste, se producen una serie de aconte-
cimientos celulares, que moduian la permeabilidad al agua

de la cé&lula del tfibulo colector renal.

AlGn cuando en diferentes experimentos se han correlaciona-

do los glucocorticoides con la retencidn de agua y su posi-
ble interrelacidn con la ADH, a nivel celular no hablia expe
riencias que nos sefialasen la influencia de los glucocorti-
coides sobre el sistema adenilciclasa de las cé&lulas de los
tGbulos colectores. Era cierto, que en la formacién de -
3'5' ¢cAMP intervienen diversos factores: fosfodiesterasa, -
calcio (gue también inhibe la adenilciclasa), prostaglandi-
na E (PGE) y aldosterona, pero se ignocra el papel de los -
glucocorticoides. Asimismo en las diferentes teorias expues
tas sobre la accifn nuclear de los mismos: inhibicidén de la
actividad de una RNA polimerasa, "de-#zepiresiones” de genes,
bloqueo de transcripcidén de mRNA, y el llamado "egecte pei-
misivo" para diferentes efectos metab&licos mediados por -
otras hormonas (v en los cuales esté involucrado el cAMP),

no se habia contemplado su efecto a nivel celular, y se ig-

nora en gue consiste molecularmente.

Asi, nos planteamos la determinacidn "4An vitro" de 3'5' -
cAMP en. tfbulos medulares renales aislados de ratas adrena
lectomizadas, asi comc de la adenil-ciclasa y fosfodiestera
sa, comparédndolos con ratas normales: y su dependencia con

ADH, en ratas control y adrenalectomizadas.
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cAPITULO []1
Material y

Mé&todos.



A)

a)

b)

a)

b)

a)

b)

c)

MATERIAL:

1) ANIMALES: o -
Ratas WISTAR, machos, con peso 150-200 grs., a tempera

o
tura de 20-25 C. Dieta normal "“ab LLibitum” ["Purina -
Chow).

2) HORMONAS:
Dexametasona. L

Hormona antidiurética (ADH) "Pitressdin”", de Parke Da-

vis and Co.

3} ANTICUERPOS Y PROTEINAS: .
"Binding protein" de higado de rata, obtenido por no-

sotros.

Sercalbfimina bovina. Fraccidn V {Sigma).

4) REACTIVOS:
Solucidn de HANK:

8o

g. CINa (Baker)
4,0 g. CIK (Metheson, Coleman a Bell).
‘2,0 g. SOQHg + 7 HZDC (Mallinkrodt)
1,4 g. Cl,Ca (Mallinkrodt)
0,6 g. PO, KH, {(Sigma).
0,6 g. EOI}HNa2 + 2 HZO (Sigma).

g. Glucosa (Mallinkrodt).

10,0

Solucibn enzimitica:
(+) Colagenasa (Sigma)
(+) Hialuronidasa (sigma)
(+) Sulfato de estreptomicina.

(+) Penicilina.

Buffer T M G
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(+)
(+)
(+)

Tris CIH 10 mH, pH 7,5 {(Mallinkrodt)
licerol 10% (Mallinkrodt)

G

Mercaptoetanol

6 mH {(Mallinkrodt).

d) Buffer bicarboratado de KREBS-RINGER.
CINa (Mallinkrodt)

12

e) Liquido
(+)

S ()

(+)

f) Sucrosa
g) Glucosa
h) Acetona

1) Cloruro

J) Sulfato

mM

C1K "o

1t
504 Mg

"
C12 Ca

CO_, HN "
3 a

de centelleo:

Tolueno {Baker Chemical Co.)

Metil Cell Solve (New England Nuclear).

0,25 M (Sigma).

”

Liquifluor (New England Nuclear).

aménico 3,3 mM (Sigma) .

ambnico 3,3, mM

k) Acido percldrico al 6%.

1) Fosfato pot&sico 0,2 M (Mallinkrodt).

m) Acetato sddicco 50 mM (Buffer).

n) Acido triclorocacético 5% (Mallinkrodt).
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) Acido triclorcacético al 13%. (Mallinkrodt)
o) Acido triclorcacético al 7,5%. "

p) Teofilina 10 mM (Sigma).

q) Solveptes: éter, saturado con agua.

r) Creatin fosfato 10 mM (Sigma Chemical CO')i

s) Creatin fosfoquinasa 0,1l mgr/ml. {(Sigma Chemical Co.)
t) EDTA 1 mM.

u) ATP 1,5 mM.

v) ClH O,1 N.

X} Acido acético 2-mM (Mallinkrodt).

y) Deoxicolato s&édico aer,S%.

Zz) Reactivo A: CO, Na., al 2% en NaOH 0,1 N.

3 2
1) " B: SO4 Ca al 0,5%.
2) " C: Tartrato Na+ 65 K al 1%.
3) f fenol (Phenol Color Reagent}).

5} MATERIAL RADIOACTIVO: '
a) cAMP 15000-25000 me/m mol. (Schwarz-Mann Radiochemical

& Rangeburg, N.Y.).
b) cAMP standard (Sigma Chemical Co.).



c)
a)

a)

b)

a)
b)

a)
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C14

H3 adenosine.

inuline.

6) ANESTESICOS:
Eter anhidro.

7) GASES:
Oxigeno 0,

Anhidro carbénico.

8) RESINAS INTERCAMBIADORAS DE IONES: 7
Bio-Rad AG 50 W-X,, 200-400 mesh, H' form.
Bio-Rad AG I-Xz, 200~400 mesh. i

9) OTROS:
Veneno de serpiente ("Crotaflus Atacx"™). (Sigma Chemical

Co. St. Louis.
MO. U.S.A.).



B} METODOS:

Se utilizaron 41 ratas machos, de raza Wistar, pesando en
tre 150-200 grs.

Se les practic6 adrenalectomia (ADX), bajo una ligera anes

tesia, con &ter, haciendo una incisidn cﬁtanea dorsal, en
la 1lfnea media. h
Posteriormente las ratas fueron mantenidas durante 7 3 14
dias con agua normal y con una solucién de ClNa al 0,9% -
como liquide para beber; y "Puaina Chow" como alimento -
hasta el dia del sacrificio. '

i
Algunas de las ratas recibieron inyeccicones subcut&neas -
de dexametasona (200 ug/kg/dia) durante cuatro dias pre-

vios al sacrificio.

Las ratas fueron divididas en tres grupos:

- Ratas adrenalectomizadas -  (ADX).
- Ratas adrenalectomizadas tratadas con glucocorticoides
(dexametascna) .

- Ratas normales.

‘a) Obtencidén de tfibulecs medulares aislados.

Las ratas fueron decapitadas, ylse prepararon los tQbulos
medulares renales aislados, segfin el método descrito por
KUROKAWA Y MASSRY (80). Una vez decapitadas las ratas, se
extrajeron los rifiones r&pidamente, se dividieron en dos
porciones que fueron transferidas a una solucifn de HANK
libre de Calcio, y enfriadas en una cubeta con hielo -
(ClNa, ClXK, PO,HNa, - 2H,0, PO,H,K, SO,Mg - 7H,0, Cl.Mg

6 H,O, CO3

4
HNa) .

2 2 472 4 2 2

2
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La mé&dula fué separada de la corteza, triturada finamente
con una prensa de tejido (Johnson Foundation, University
of Pennsylvania); y luego incubada a 37°C en 5 ml. de una
solucién enzimdtica, con aire durante la fase gaseosa, en
un agitador magnético oscilante, a una velocidad de 70 -
90 oscilaciones/minuto durante 60 minutos. La soluci®&n -
enzimdtica contenia: 40 mg/100 ml. de colagenasa, 100 mg/
100 ml. de hialuronidasa (Sigma Chemical Co., St. Louis
Missouri), 25 mg/100 ml. de sulfato de estreptomicina, -
10 mg/100 ml. de penicilina y 100 mg/100 ml. de glucosa,
disuelta en la solucibn de HANK con 1 mM de cloruro cal-
cico. La osmdlalidad del medio era de 298 mOsm/kg de -

agua.

Al final del proceso digestivo, los tfibulos renales fue-
ron dispersados, soplando suavemente con una pipeta sero

l6gica de 5 ml. de boca ancha.

El contenido del frasco fué filtrado a través de una me-
dia de Nyleon de dos capas.

Este filtrado fué posteriormente centrifugado a 50 r.p.m.

durante dos minutos a temperatura ambiente.

Después de desechar el sobrenadante, el sedimento fué sus

pendido en 10 ml. de una solucién de HANKX libre de calcio,

Y la mezcla se centrifugé de nuevo; este proceso de lava- -

do se repitid dos veces.

El "peflfet" fué suspendido en una solucibén tampdn de -
Krebs-Ringer-Tris ClH (114 mM ClNa, 5 mM ClK, 1,2 mM PO4-
H, K, 1,2 mM S0,Mg; 17 mM CO,HNa y 16 mM Tris ClH, pH 7,4)
y centrifugado otra vez. En cada experimento, los tGbulos

aislados de 2-3 ratas de cada grupo fueron juntados e in
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cubados por triplicado.

Se incubd la préparacién tubular renal, conteniendo 150-
400'u gr. de proteina, a 37°C, durante 10'minutos, 200ul
de Krebs-Ringer-Tris buffer, pH 7,4 , conteniendo albfi-
mina sérica bovina al 2%, 1 mg/ml de glucosa y teofilina
10 mM; hormona antidiurética (ADH Pitressin, Parke Davis
and Co.) o vehficulo, fué luego afiadida en un volumen de
10 ml., al medio de incubacidn; ias incubaciones fueron
continuada, por unos tres minutos adicionales, y luego -
terminada con la adicidn de 400 ul. de &cido tricloroacé
tico (TCA) al 10%. Estos medios de incubacién fueron lue
go extraido tres veces, con éter saturado con agua, y se
ensayd para el cAMP por el método de "compefdicidn protédl
ca" de GILMAN, que describiremos m&s adelante.

Experimentos similares fueron llevados a cabo también, -
sin la adicién de teofilina al medioc de incubacidn. En -
estos experimentos, la incubacidn se termind, un minuto

después de la adicidn de ADH o vehiculo.

En experimentos separados, se midieron separadamente, el
contenido de cAMP en el medio de incubacidn y en el celu
lar. El medio de incubacidn conteniendo tfibulcs fué cen-
trifugado al final de 1la incubacién, luego se afadid un
~volumen apropiado de TCA al 10% a una porcidén del sobre-
nadante, vy al medio de incubacidn restante (medio més

células); y ambos fueron ensayados para el cAMP.

El contenido intracelular de cAMP se calculd, como la di
ferencia entre contenido de cAMP en las cé&lulas mis me-
dio; y el del medio s8lo. En algunos experimentos se afia
di6 la dexametasona (10 pg/ml) durante el prbceso de di—‘
gestibn del tejido medular obtenido de ratas adrenalecto
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mizadas: y los tfibulos permanecieron bajo el efecto de es

ta hormona, por al menos 60 minutos. .

b) M&todo de GILMAN (48), para medir cAMP ["competitive -
binding-protein assay”) AZNAR MARTIN (6).

Principio del método:

B} - camp + "binding-protein” especifico be complejo cAMP

marcado "bin-
ding-phrotein®.
N .

cAMP no marcado (standard o muestras desconocidas)

4
complejo cAMP no marcado - "binding-protein™.
a) Preparacidn de la "proteina que se une”" ("binding -

protein"):

' Todas las manipulaciones se llevan a cabo en una tempe-

ratura, gue oscila entre 0°- 4°C.

Se toma el higado de 3 6 4 ratas, de peso entre 150-200
gr., que son homogeneizadas en 10 volfimenes de una solu-
cidén de sucrosa 0,25 M con C12Ca 3,3, mM y es centrifuga
do a 5.000 r.p.m. durante quince minutos. Se separa el
scbrenadante, gue posteriotmente se centrifuga a 100.000

r.p.m. durante 120 minutos.

Al scobrenadante resultante, se le afiade lentamente sulfa
to amdnico (SO4 (NH4)2) 32,5 gr/100ml. y al mismo tiempo
que se va mezclando la solucidn con la ayuda de un agi-
tador magnético, durante 30'.

Luego es centrifugado a 16.000 r.p.m. durante 20 minutos.



Después de decantar el soErenadante, se toma el precipita
do, que se disuelve en 30-40 ml de TMG tampdn (10 mM Tris
- ClH, pH: 7,5, glicerol al 10%, mercaptoetanocl 6 mM), ¥y
es dializado durante toda la noche contra una solucidn -
tampbén (TMG), 2-4 litros.

La solucidn dializada de proteina, es centrifugada a -
16.000 r.p.m. durante 10 minutos. Al scobrenadante, se le
anhade 3-4 gr. de hidroxiapatita, suspendida en 530-70 ml.
de TMG tampdn; se mezcla suavemente durante 30 minutos -

y se centrifuga a 2.000 r.p.m. durante 10 minutos. El -

precipitado es lavado 2 veces con 50 ml. de solucidn tam-

pbn (TGM). Este precipitado lavado, se resuspende y se -

mezcla durante 30 minutos con 50 ~60 ml. de una solucidn

tampén de fosfato potdsico 0,2 M, pH 8,l;glicerol al 10%,
mercaptoetancl 6 mM, y es centrifugado a 5.000 r.p.m. du

rante 10 minutos. Esta solucidn es dializada durante toda
la noche, contra 4 1. de solucidn tampdn TGM.

La solucién de la proteina dializada es centrifugada a -

16.000 r.p.m. durante 20 minutos y el sobrenadante, es -
usado como preparacidn de proteina unidora ("binding phro-
tein"], la cual se guarda en el refrigerador hasta que se

utilice, en porcicones de 0,7-1 ml.

b) "Modus faciendLi" de la terminacién:

1.- REACTIVOS:
- 8 - cAaMP  10.000 cpm/ 50 ml.

- cAMP "standard" 0,5, 1,25, 2,5, 5,0 25 pmol/
50 ml.
- Acetato sbddico 50 mM, pH: 4.

2.~ INCUBACION:
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En tubos de pléastico o cristal (17 x 100 mm) se ahaden las

siguientes substancias:

50 pl. H3 -CAMP
50 pl. cAMP "standand" 6 muestra-problema (la muestra
debe ser'diluida con acetato s&dico de 50 mM, pH:4, conte-~
niendo aproximadamente 1-70 pmol de cAMP).
100 pl. acetato s6dico 50 mM, tampén, pH: 4.
100 ul. "profeina.que se une’, diluida aproximadamente
5-7 veces con tampdn TMG, para proveer 30-50 % del total -

3 -cAMP en ausencia del cAMP no marcado.

"binding" de H
La incubacifn se inicia con la adicién de la "proteina que
se une", y es llevada a cabo en hielo, durante 60-120 minu

tos.

Después de la incubacién, se afiaden 5 ml. de fosfato poté-
sico de 20 mM, pH: 6,2, al tubo; y se filtra el contenidec -
con filtro millipore (0,45 u) bajo vacio. El1 tubo es enjua
gado dos veces con 5 ml. de la solucidn tampdn lavadora y
filtrado de nuevo. El Hs—cAMP atrapado en el filtro, es -
contado con centello liquidec (New England Nuclear) con -
"methyl cell solfve" (10:6).

El contenido de cAMP de las muestras es comparado con una

curva "standard" hecha en paralelo. (fig. 2).

Este método lo utilizamos para la determinacidn de cAMP en

hueso, rindn, tlGbulos medulares renales aislados y orina.

c) Medicidn de adenil-ciclasa.

La actividad de la adenil-ciclasa, se midi6 por métodos -

descritos por KUROKAWA., FRIEDLER Y MASSRY (78), una vez -
aislados los tfibulos medulares renales, como se ha descri~
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to anteriormente, estos son suspendidos en 5 ml. de 50 mM
Tris-ClH, pPH 7,5, con 1 mM EGTA y homogeneizados con un -
homogenizador (Pother-Elvenhjem) utilizado un motor .de -
marca Teflon. Los Homogeneizados fueron a su vez centrigu
gados a 2.200 r.p.m. durante 10 minutos a 40°C., El -sobre-
nadante fué& desechado y los "peffefs" fueron suspendidos
en 10 ml de 50 mM Tris-ClH, pH 7,5, con 1 mM EDTA y cen-
trifugado otra vez a 2.200 r.p.m. durante 10 mindtos a -
4°C. RE

Este procedimiento de lavado fué repetidc otra vez. Luego
los pellets fueron suspendidos en 10 ml de 50 mM Tris~-ClH
PH 7,5: 30 mM C1X; 5 mM Cl, Mg, 1 mM EGTA y 10 mM de teo-
filina, y centrifugados a 2.000 r.p.m., durante 10 minu-
tos a 4°C. A estos "pellets" finales, se les anadid una
cantidad apropiada del mismo "buffexr" utilizade en el pro
cedimiento final de lavado, para dar una concentracidn de
proteinas de 4 & 6 mg/ml. Esta suspensidn se utilizé como
una preparacidn de enzima adenil-ciclasa: una porcidn -
(50-150 pg proteina) de una fraccién del homogeneizado -
rnedular lavado fué incubado & 37°C durante 10 minutos con
0 sin ADH. Un volumen total del medio de incubacidn de
55 ul consistente en 50 mM Tris-ClH, pE 7,5; 5 mM C12 Mg;
15 mM ClK, teofilina 10 mM, EGTA 1 mM, BSA (Albfimina sé&-
rica bovina) al 0,05%; ATP, 1,5 mM creatin-fosfato 10 mM
'y 0,1 mg/ml creatin—fosfokinasai(Sigma Chemical Co.) co-
mo un sistema regenerador de ATP. Al final de la incuba-
cibn, se afiadid 100 ul de ClH 0,1 N, al medio de incuba
cibn, y el tubo de incubacién se situd en un bafio de -
agua hirviendo durante 3 minutos. Luego, se afadib 0,4
ml de acetato sddico "buffer" 50 mM, pH 4,0, al medio de
incubacifn, y una parte fué ensayada para cAMP por el -
método de GILMANN ("competitive binding protein assay")

(48) , después de separar la proteina desnaturalizada, -~
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por centrifugacidn.
La actividad enzimética fué expresada como picomoles de -
cAMP producido por mg. de proteina por minuto, sobre valo

res obtenidos en incubaciones "bfanco" apropiadas.

d) Medicidn de fosfodiesterasa.

La actividad de cAMP-fosfodiesterasa se determiné por el

método descrito por THOMPSON Y APPLEMAN (138) con la modi
ficacifn de BOUDREAU Y DRUMMOND (12). Una vez obtenidos y
preparados los t(bulos medulares renales como se ha des-

crito anteriormente; se homogeneizaron y el homogeneizado
fué a su vez sonicado y centrifugado a 20.000 g durante -
20 minutos. Este sobrenadante sonicado {preparacidn stan-
dard de fosfodiesterasa), es el gue se va a utilizar para
medir la actividad de la fosfodiesterasa; proceso que se

lleva a cabo en dos partes: un primer pasc, €n el que -

cAMP marcado con tritio (H3) c 3'5' AMP es hidrolizado -
a (H3) 5' -AMP por la fosfodiesterasa; y un segundo paso,
en el que el (H3) 5' -AMP es a su vez hidrolizado a adenp
sina, por la nucleotidasa contenida en veneno de serpien-

te {(Crotalux Atrox).

Esquéma:

-,..3 _ ' 3 vVeneno

(H”) C 3'5' - AMP fosfodiesterasa (H”) 5'AMP serpiente
> b o

(H3) - adenosina.

Todo este proceso se realizd de la siguiente manera: el -
sobrenadante del homogeneizado sonicado y centrifugado de
tGbulos medulares renales, se incubd en 0,4 ml de solucidn
?buﬁﬁen", consistente en Tris ClH 10 mM, pH 7,5, C12 Mg -
1 mM H3 -cAMP (aproxidamente 200.000 cpm) con lO—4M (alta
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Km enzimitica) 6 10—7 M (baja Km enzimdtica) de caMP. -

o
Después de 10 minutos de incubacidn a 30 C se detuvo la
reaccidn, situando el tubo de incubacibdn en un banho de -

agua hirviendo durante 3 minutos. La segunda incubacién
fuéd iniciada con la adicidn de 0,1 mg. de veneno de ser-
piente (Crotalux Atrox) en 100 ul y se mantuvo durante

10 minutos a 30°C. La reaccién se termind al anadir 1 ml
de 1:3 resina hlmeda intercambiadora de iones (Bio Rad.
AGI-X2, 200-400 mesh) suspendida en una solucidén de 2 mM
de &cido acético. Esta suspensién &cida de resina, asegu
ra la recuperacidn de la H3- adenosina, de la resina. Una
porcién del sobrenadante fué utilizada para "contar” H3
-adenoéina, con una correccidn apropiada; y la afinidad -
enzimidtica se expresd como cAMP hidrolizado por mgr. de
proteina por minuto, después de substraer el "blanco" -
gque fué incubado en paralelco, sin una preparacidn enzimd %
tica. En ambos ensayos enzimlticos, la linealidad de la |
reaccidén, en términos de tiempo de incubacién y las con-
centraciones, proteinicas enzimdticas fueron predetermina

das. El1 contenido de proteinas fué medido por triplicado
por el método de LOWRY, ROSEBROUGH. FARR Y RANDALL (89).

La técnica que es colorimetrica y de gran sensibilidad, -
tiene dos pasos: a) Reaccidn de la proteina con cobre en
solucidn alcalina, que d& un color azul, y b) Este color
gse intensifica grandemente, por la reduccién del reacti-
vo fosfomolibdenico-fosfotungstico de la proteina trata-
da con cobre-alcalino (la intensidad m&xima de color apa
rece a pH = 10}.

Reactivos:

l.- Reactiva A: Co Na2 al 2% en NaOH Q0,1 N; 1.000 ml.

3 .
(20 g. Co Naz, 4 g. NaOH, agua hasta 1 L).

3



2.- Reactivo B: SO4Cu al 0,5% - 5 H20 - 100 ml.

3.- Reactivo C: Tartrato Na & K al 1% -~ 100 ml.

4.~ Reactivo D: Mezclar los tres anteriores reactivos de 1la
siguiente manera A + C + B (proporci6n: A:48; C:1; B:1).
Se utiliza una bureta graduada de 50 ml., se vierte cui
dadosamente 1 ml. del reactico C, y luego 1 ml. del -
reactivo C, luego 1 ml. del reactivo B, scobre 48 ml. -
de reactivo A. Se mezcla bién y puede conservarse tén
s6lo 3 - 4 dias.

5.- Reactivo E: Reactivo fenol (antes de utilizarlo hay que
disolverlo 3:3) "Phencl Cofor Reagent".

6.~ Deoxicolato al O,5%.

7.- BSA (Albfimina sé&rica bovina) 0,5 mg/ml. .

8.— Agua. '

Preparacién de los "Standards".

Standards 1 2 3 4
: (0} (50 ug.) | (LO0 ug.)| {200 ug).

0,5 Deoxicg
lato &6 HZO 0,5 ml. 0,4 ml, 0,3 ml. 0,1 ml.

BSA
(0,5 ug/ml) - 0,1 0,2 0,4
Reactivo D 5 5 5 5
Reactivo E 0,5 0,5 0,5 0,5
TOTAL & ml. 6 ml. 6 ml. & ml.

Figura n°3.
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CURVA STANDARD PARA LA MEDICION
DE PROTEINAS, POR EL METODO DE
LOWRY.

- 0.D.
0.7

0,6+
0,5-
0,4
0.3
0,2

0,1-

| ] L | r
25 50 75 . 100 125 150 175 200 jug.



Muestra problema:

0,5 - Deoxicolatc & H,0
Reactivo D
Reactivo E

Total

0,5 ml.
5 ml.
0,5 ml.

6 ml.

(o sea 0,5 - X,
siendo x el vo-
lumen de la -

rnuestra) .
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Protocolos.



TABLA I

Cantidades de monofosfato cfclico de adenosina en
suspensiones de tfibulos renales mwedulares y la res
puesta a hormona antidiurética (ADH) en ratas nor-

males y adrenalectomizadas.

Son las medias ¥ sp de los resultados obtenidos en
diez experimentos por separadc. [l medio de incuba
cidn contiene teofilina. La media de los valores ob
tenidés por triplicado en cada experiencia, fué to-

. mada como un valor.

cAMP {{'.mol/mlgr de proteina)

Ratas sin ADH con ADH
normales 90 I 18 193 + 31
adrenalectomizadas 114 t 19 243 pa 39

p < 0,002 p < 0,01

Anflisis pareado
de la diferencia -24,1 Iis,T -495
p <0,01 p <0,01

1+

17,7
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TABLA II
Distribucifén del monofosfato de adenosina ciclico en
el medio de incubacién y tfibulos medulares de ratas

normales y adrenalectomizadas.

Las concentraciones de cAMP fueron medidas en el me.
dio + c&lulas y en el medio, en incubacibn contenien

do teofilina.

El CAMP intracelular fué calculado de los dos_ante-

riores medidas. ' .
i

Los valores son la media R4 SD de cuatro experimentos

por separado.

La significancia (normal versus adrenalectomizados):
p <0,002.

ADH = hormona antidiurética.

cAMP (p.mol/mlgr de proteina)

Ratas células Medio Total (medio +

tubulares c&lulas)
normales 55 £ 5 a1 ¥ 5 94 % o9
-ADH ‘
Adrenalec-
tomizadas 76 £ gt s2 ¥ 5 128 ¥fai3t
~ADH
Normales ' 136 ¥ 10 so¥ g9 185 ¥ 13
+ ADH
Adrenalec-
tomizadas 181 ¥ 313 sgt+ 10 239 % 28t

+ ADH

79.



TABLA III

Efectos de la administracidn de dexametasona "

in
vivo" a ratas adrenalectomizadas, sobre el monofos

fato de adenosina ciclico de los tfibulos medidlares.

, P :
Los valores en cada experimento, son la media - de -

tres incubaciones en presencia de teofilina.

A.- Ratas adrenalectomizadas.
B.- Ratas adrenalectomizadas a las que se di6 dexa-

metasona. |

Significancia de la diferencia de los valores en -

tGbulos de animales normales : p < 0,05.

ADH: hormona antidiuré&tica.

cAMP (p.mol/mlgr proteina)

Ratas de 1la : . :
exXperiencia. Sin ADH Con ADH

(1) Normal g2 ¥ ot 219 T 10
A 140 ¥ 11* 261 £ 117
B g6 = gt 182 £ 1*

(2) Normal 9g ¥ 198 1 16
A 120 ¥ ¢* 277 ¥ 1t
B 97 % 209 I 13

(3) Normal 73 £ 1607+ 6
A 91 ¥ gt 198 ¥ 12"
B 78 ¥ 156 ¥ 12
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TABLA IV

Cantidades de monofosfato ciclico de adenosina en
suspensiones de tfibulos medulares renales aislados
de ratas normales y adrenalectonizadas, en ausencia

de teofilina.

Cada valor es la media - SD de incubaciones por tri

plicado.
Significatividad (Normalv.Adrenalectomizadas).
p < 0,05

ADH = Hormona antidiurética.

cAMP (p.mol/mlgr proteina)

Experiencia

ratas Sin ADH Con ADH

(1) Normal 17,92 2,0 20,47 2,

Adrenalectomizadas 18,8 ha 0,9 21,8 : 2,8
+ +

(2) Normal 14,5 - 1,2 15,6 - 1,

Adrenalectomizadas 17,1 : l,O+ : 19,6 t 1,4+

(3) Normal 15,1 ¥ 1,5 16,7 < 1,

Adrenalectomizadas 18,1 t 0,8 19,2 ¥ ,9+
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FIGURA 4
Relacidn dosis-respuesta entre concentracién de hor-
mona antidiurética en el medio de incubacién y concen
tracidén de cAMP de t(bulos medulares aislados de ra-
tas adrenalectomizadas (0) y ratas control ( )

. . . . s
La media - SD de incubaciones por trlpllcado.‘ i

Los valores de P indican la significatividad de las di
ferencias entre concentraciones de cAMP de los tGbulos

de ratas adrenalectomizadas y ratas normales.
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Figura 4.

Relacibr Jdosis-respuesta entre concentracidén de hormona antidiuré-
tica <n el medio de incubacidn y concentracién de cAMP de tfibulos
madulares aislados de ratas adrenalectomizadas (o) y control (o).
Medias + SD de incubacicnes triplicadas. Valores de P indican la -
significatividad de las diferencias entre concentraciones de cicli
co AMP de tlbulos .de ratas adrenalectomizadas y normales.



caPITULO Y

Resultados cbtenidos.



Como se puede apreciar en las tablas I y II, construidas -
con las medias i SD de diez experiencias por separado, Y

cada valor obtenido por triplicado, conteniendo el medio -
de incubacidn teofilina; la concentracién de cAMP en los -
tGbulos medulares renales (media mds cé&lulas 6 células so-
las) de ratas normales y adrenalectomizadas, era significa

tivamente mis elevado en éstas que en las ratas control.

Lo mismo en presencia de una dosis submxima de ADH (3,3 -

U/1l), gue en ausencia de ADH.

Asi pues, como los cambios en la concentracidn de cAMP en-

contrados en las medidas realizadas en el medio m&s cé&lulas,

corresponde a la concentracibén de cAMP de las células tubu
lares renales, al aumentar la cantidad de ADH del medio de
incubacidn de t@ibulos medulares aislados de ratas control
vy adrenalectomizadas, la curva de dosis—respuesta‘construz
da con datos obtenidos por las medias : SD de determinacio
nes por triplicado, demuestran gque la concentracién (Fig.

1) de cAMP es m&s elevada en las ratas adrenalectomizadas.

Esta diferencia entre ratas normales y adrenalectomizadas
(con mayor concentracifn de cAMP)'desaparece cuando las -
ratas adrenalectomizadas reciben subcuténeamente inyeccio
nes de dexametascna (200 pg/k de peso corporal) durante -
los cuatro dias antes de ser sacrificadas. Sin embargo y

puestos en incubadoras, si les afadimos, "4in vitro" dexa-
metasona (10 mlg/l), ésta no tenia ningln efecto sobre -
las concentraciones de cAMP (no se resenan los datos ob-

tenidos).

Asimismo la presencia de teofilina influye en la concen-
tracidn de cAMP y asi los valores de cAMP tubulares medu-

lares eran mucho mas bajos cuando fueron incubados sin -
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teofilina, que los obtenidos cuando se adiciond el medio
teofilina (Tabla I y Tabla IV) tanto en ratas normales co

mo en adrenalectomizadas. .

Otro hecho que registramos, fué& el escaso efecto estimulan
te sobre la concentracidén de cAMP en los tfibulos medulares
renales, incubados sin teofilina, inducido por la adicién
de ADH (Tabla II y Tabla IV). '

Afin sin teofilina, la concentracién basal de cAMP en l¢s -
tGbulos medulares renales de ratas adrenalectomizadas, fue
ron significativamente (p < 0,05) mas elevados, que en los
obtenidos en los animales control en dos, de tres experien

cias. i

En cuanto a la adenil-ciclasa de los tfibulos medulares, no

se encontraron diferencias significativas entre ambos.

Asimismo, utilizando cAMP-fosfodiesterasa de elevada vy baja
km; se encontraron diferencias en la concentracidn de cAMP
de la mé&dula renal de las ratas control y de las ratas adre

nalectomizadas (estos datos tampoco se consignan).

El contenido de proteinas de la médula de las ratas, fué -
8,24 * 0,67 (n=8) y de 8,54 x 0,57 (n=8) mlg/l00 de peso

hGmedo, en ratas adrenalectomizadas, valores gue no resul-
taron significativamente diferehtes. El contenido de pro-
" teina -fué calculado después de corregir el espacio extra-

celular medido en "44Zices" medulares con C14 insulina.
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caPITULO VI

Comentarios a los
resultados obteni
dos.
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El resultado obtenido méis demostrativo, ha sido gue la con
centracidn de 3'5' cAMP en los tGbulos medulares aislados
de rata adrenalectomizada es significativamente m&s.- elevado
que en las ratas control; y ademds este resultado se obtie
ne en las otras circunstancias del experimento (con y sin
teofilina; con y sin ADH). Y que este incremento de 3'5'
CAMP habia gque atribuirloc a la adrenalecfomia se confirmd
cuando en un grupo de ratas adrenalectomizadas gue fueron
tratadas en los cuatro dias previos a su sacrificio, ccn
dexametasona (200 ug/klg peso himedo), no presentaron di-
ferencias en cuanto a la concentracién de 3'5' cAMP con -
las ratas control normales. En contraste con | ANG Y EDEL-
MAN ( 82), los cuales encontraron que la adrenalectomia

no tenia ningfin efecto sobre la actividad de la adenildi-
clasa renal, ni en la corteza ni en la mé&dula renal; pero
RAJERISON, MARCHETTI. RUY., BOCKAERT Y JARD (11l9)demostra
ron que la actividad de la adenilciclasa, inducida por -
la vasopresina de la m&dula renal, disminuia después de

la adrenalectomia; pero no modificaba la actividad enzi-
m&tica basal, o su concentracidn por la hormona parati-
roidea y el fluoruro s8&dico. La pequefia reduccidn indu-
cida en la vasopresina, no puede ser atribuida a la re-
duccién de la actividad del enzima, sino a una dificultad
en la eficacia del acoplamiento receptor-enzima. La dexa
metasona incrementa la eficacia del acoplamiento receptor-
"enzima en las ratas adrenalectomizadas; y en una menor -
cuantia en los animales control, y sugieren gque los corti-
coldes ejercen una accién doble sobre la adenil-ciclasa -
vasopresinfsensible del rindn: a) modulacidn del nlimeroc -
de sitios de los receptores y b) control de la sintesis -
de un componente, gque incremente la eficacia del acopla-
miento del receptor- enzima. En ninguno de los casos, mi-

den la cuantia del cAMP producido extracelularmente.



Por el contrario, la adici®én de dexametasona ".n vitro" -
(10 mgl/l) en el medio de incubacién de tbulos renales -
medulares de ratas adrenalectomizadas Yy en contacto con las
mismas durante 80 minutos {( los tfibulos mantienen estable -
las concentraciones de trifosfato de adenosina hasta el fi-
nal de 90 minutos de incubacidn a 37°C9)KUROKAWA, FRIEDLER
Y MASSRY (78)/no indujo ninglin cambio en la concentracidn
de 3'5' cAMP, debido quiz8 al escaso tiempo de incubacidn,
o a factores que pudieron intervenir en la incubacibn -

"in vitrno” y afectar al sistema adenil-ciclasa.

Las diferencias de concentracién encontradas de. 3'53' cAMP
entre ratas adrenalectomizadas Yy normales, no pudo ser, -
atribuido al contenido de proteinas de la médula renal, -
ya que el contenido de proteina por 100 mlgr. de peso hiG-
medo de tejido, fué semejante en las ratas adrenalectomi-
zadas y en las ratas control. Tampoco hubo élteraciones -
en el espacio extracelular medido en cortes renales medula

res con 14 C-inulina.

La adicién de ADH (Tabla I) al medio de incubacién incre-
menta ia produccién de 3'5' cAMP de una forma pareja tanto
en las ratas adrenalectomizadas como en las normales, pero
cuando se comparan los procentos de 3'5' cAMP producidoes 7
son ligeramente elevados en las ratas normales. La dosis -
de administracién de ADH fué submaximal de 3'3 unidades /
litro. Asf la adicifén de ADH a la suspensidn de tGbulos re
nalez medulares normales incubados con teofilina, incremen
ta la concentracidn de 3'5' cAMP (p. mol/mlg proteina)de

90 : 18 & 193 % 31, lo cual representa un incremento de un

114%; y en las ratas adrenalectomizadas, pasd de 114 : 19 &
+ L e .

243 - 39, lo gue significa un 113%, practicamente igual.

En otra experiencia en que se determind por separado el con

tenido en 3'5' cAMP (p. mol/mlgr proteina) en las células
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tubulares, los resultados obtenidos fueron: que la adicidn
de ADH en los procedentes de ratas normales, la concentra-
¢idn de 3'5' cAMP pasd de 55 Y55 136 % 10, lo que repre-
senta un incremento de 147%; y en las adrenalectomizadas de
76 £ 8 & 181 T 18 que representa un 138%. Cuando se consi-
derd el total (medium mis cé&lulas tubulares renales), los
incrementos inducidos por ADH, pasan en los normales de %0

: 9 & 185 : 13 que representa un 96%; y en las ratas adre-

nalectomizadas de 128 © 13 & 239 % 28, que resulta un incre
mento de un 86%. Esta experiencia viene a confirmar en par
te los hallazgos de RAJERISON, MARCHETTI, ROY, BOCKAERT Y
JARD (119)de que la sensibilidad del sistema adenilciclasa
a la ADH, disminufa algo despu&s de la adrenalectomia (Ta-

bla II).

Sin embargo esta diferencia desaparece, cuando contemplamos
la relacién dosis-respuesta entre la concentracidn de ADH

de los tfibulos medulares renales aislados de ratas adrena-
lectomizadas y normales. Se demuestra en ella que para -
una dosis dada de ADH, el 3'5! CAMP medular es mis elevado

en la rata adrenalectomizada que en los controles (Fig. 1).

Estas diferencias en la concentracién y respuesta a la ADH,
desaparecen, si previamente y durante cuatro dias se admi-
nistra dexametasona a las ratas adrenalectomizadas (Tabla
-I1I1).

Por otra parte, el contenido en 3'5' cAMP de los tQbulos -
medulares renales aislados, cuando fueron incubados sin teo
filira eran mucho mids bajos que cuando fueron incubados -
con teofilina; y asimismo en estas circunstancias en las =
ratas adrenalectomizadas, la concentracidn de 3'5' cAMP -
era mds elevada (184 p. mol/mgr' proteinas) gque en los nor
males.- (15,6 p. mol/mg de proteinas). El nuclebtideo 3'5' -



cAMP es degradado enzimdticamente a 5' AMP -un agente fisio
l8gicamente inactivo- por el nuclebtido ciclico fosfodieste
rasa. Se sabe que este proceso, es inhibido por varias me-
tilxantinas, entre ellas la teofilina (BUTCHER Y SUTHERLAND)
(18). La teofilina mimetiza la accibn de la vasopresina y
CcAMP por interferir 1la degradacién intracelular del nuclebti
do; y asi comprueban GRANTHAM Y ORLOFF (54), que la teofili-
na incrementa la neta absorcidn de agua. Y asi cuando la -
adicionan a un tfibuleo impermeable, la reabsorcidén de agua -
se incrementa. Y se sorprenden cuando afiaden a la solucién
que contiene tecfilina, PGE, que incrementa mis la reabsor-
cidn de agua, m8s del 55% del previsto por el efecto activo
de los dos (parece ser que PGE, ejerce su efecto inhibitorio
sobre la accidén de la vasopresina, por disminuir la activi-
dad de la adenilciclasa, que seria el convertidor de ATP a -
CAMP, quiz& por competir ambas; vasopresina y PGE por un -
mismo receptor). El que se produzcan pegqueilas elevaciones -
de la concentracidén de 3'5' cAMP sin teofilina en los tGbu-
los medulares renales, tanto en ratas adrenalectomizadas -
como normales, no excluye el posible papel de 3'5' cAMP -
como mediador intracelular de la ADH, ya que para inducir -
respuestas fisioldgicas celulares, son suficientes muy pe
quenas elevaciones de 3'5' cAMP (KUO Y DE RENZQ) (77), -
(NAGATA, SASAKI, KIMURA Y NAKANE) (106); y asi la mixima -
concentracién de ADH necesaria para inducir un efecto biold
- gico sobre la permeabilidad acucsa. causa tan solo una mini-
ma estimulacidn sobre la adenilciclasa de los tGbulos colec
tores (IMBERT.CHABARDES, MONTEGUT, CLIQUE Y MOREL) (65). La
concentraciébn basal es de aproximadamente 16—7; y la adi-
cibn de ADH la puede elevar de un 24 & 97%, QRLOFF Y HAN-
DLER (11l0).

Y asi para demostrar una clara estimulacidn del sistema ade_

nilciclasa-cAMP de los tGibulos medulares renales, Se nece-
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sita uns concentracidn de ADH, de 10 & 100 veces mis eleva
da que la que se necesita para inducir la mixima permeabi-
lidad de los tGbulos colectores (GRANTHAM Y ORLOFF) (54) -
(KUROKAWA Y MASSRY) (80), (RAJERISON, MARCHETTI. ROY, BO-
CKAERT Y JARD) (63).

La respuesta de los tfibulos medulares renales a la ADH, -
sin teofilina, era muy pequefia; asi después de la adicidn
de ADH a tQibulos renales medulares de ratas adrenalectomi-
zadas, pasa la concentracidn de 18 & 22 p. mol/mlgr. de pro
teinas, que representa un incremento del 11,5%; y en las ra
tas normales de 11,5 & 17,8 p. mol/mlgr. de proteinas, que

representan un incremento de un 11%. .

Estos hallazgos se correlacionan con los obtenidos en ;ﬁbg
los renales medulares de ratas aisladas sometidas a los -
efectos de catecolaminas (KUROKAWA Y MASSRY) (80), hormona
paratiroidea (KUROKAWA, LENCHNER Y MASSRY) (79), calcitonina
(KUROKAWA, NAGATA., SASAKI Y NAKANE) (8l) & toxina del cOle-

ra (KUROKAWA, FRIEDLAR Y MASSRY) (78), cuando miden el cAMP
en ausencia de teofilina, y encuentran tan sclo minimos o

transitorios incrementos de cAMP sin la teofilina.

Ya sabemos que la ADH incrementa la permeabilidad de los t@
bulos colectores renales, y que esta accidn estd mediatiza-
- da fisiolfgicamente por 3'5' cAMP, lo cual fu# sugerido pri
meramente por QRLOFF Y HANDLER (110), al comprobar gue cAMP
mimetizaba la accidn de la vasopresina scbre el transporte
de agua y sodio en la vejiga de la rana. Esto fué& confirma-
do por GRANTHAM Y BURG (52) utilizando fragmentos de tf{ibu-
los colectores renales de conejo blanco de Nueva Zelanda, -
disecados y perfundidos, y comprueban que la vasopresina y

CAMP cuando se ahaden a la solucidn gue baha la parte exter



na del tfibulo, incrementan tanto la absorcibén neta de agua
a lo largo de un gradiente osmbético, como la permeabilidad
difusional &l agua, medida con THO en ausencia de un gra-
diente osmético (cuando la vasopresina o cAMP, se ponen en
la solucidn gque baha la cara luminal de las cé&lulas son ine

ficaces).

La adenilciclasa vasopresin-sensible, gue es el enzima res-
ponsable para catalizar la formacidn de cAMP de ATP, se ha
encontrado en la mé&dula renal de gran nimero de mamiferos -

(BROWN, CLARKE., ROUX Y SHERMAN) (15), (MARUMO Y EDELMAN) -

(94), (DOUSA, SANDS Y HECHTER) (34). (NEER) (108), mide su
actividad en fracciones de membranas plasmiticas de células

de médula renal vasopresin-estimuladas, y encuentran gue el
Km para la vasopresina es de 4 x 15 x lO_gM, 6 sea gue es
sensible a muy bajos niveles( fué& medida claro es, -valoran-
do la actividad enzimé&tica después de la dilucidn de la ADH).
La disminucién por bajo de aquellos niveles, induce un des-
censo en la tasa de formacidn de cAMP, lo cual lo interpre-
tan como qgue la hormona esti en equilibrio con los recepto-
res, y que la unidn de hormona-receptor es rapidamente re-

versible.

KLEEMAN, CZACKES Y CUTLER (73), encontraron en perros, que -
- la adrenalectomiz dificultaba la diuresis, pero que no ha-

bia nunguna elevacidn de la ADH{ Y KLEEMAN., KOPLOWINTZ., -
MAXWEEL., CUTLER Y DOWLING (74)., tanto en sujetos normales -
cors en diabé&ticos insipidos, demostraron que la administra
cidén aguda 6 crbnica de esteroides adrenales, aumentaba en
sujetos normales la méxima diuresis significativamente, y
en diab&ticos insipidos no inducfa ninguna alteracidn en la
liberacidén, inactivacidén ni en la accifn tubular renal de -

la ADH, y afirman que parecia necesaria una cantidad normal



de esteroides adrenales, para él desarrollo de la méxima -
impermeabilidad de la nefrona distal al agua, incluso en =
ausencia de ADH circulante; y a esto se podia considerar -
como una accidn "permisiva" de los estercides cortisol-li-
ke. GREEN, HARRISON Y VALTIN (55), utilizaron ratas diabg&
ticas insipidas hipotalimicas hereditariaé (ratas Brattlebu
ro), las adrenalectomizaron, y trataron a unas con predniso
lona y otras con aldosterona, y a otras con prednisolona -
mis aldosterona; y al comprobar que los glucocorticoides o
mineralocorticoides sdlos, no podian neutralizar los efec-
tos de la insuficiencia adrenal, indicaron que ambos eran
necesarios, sin que ninguno de ellos indague en la intimi-
dad de los aconteceres celulares del tbulo renal medular.
La elevacibén de la concentracién de 3'5' cAMP encontrada en
los tGbulos medulares renales aislados de rata, los hacia
mucho m&s permeable al agua, tanto con y sin hormona antidiu
rética afiadida (si bi&n en ausencia total de ADH los tGbu-
los renales colectores son impermeables al agua). No sabe-
mos cual es el mecanismo, pero también es cierto que todavia
ignoramos la penetfacién y alcance de los acontecimientos -
puestos en marcha por el impacto ADH-receptor, e ignoramos -
asimismo el sitio o sitios, donde este agente especifico ini
cia los aconteceres que se traducen en los cambios fisiolégi

cos de la permeabilidad al agua.

COBB Y MACMANUS (20), observaron que el §cido etacrinico in-
terfiere con la respuesta de permeabilidad de ADH, en la ve
jiga de la rana, sin afectar a la teofilina 6 3'5' cAMP, po
siblemente por inhibir la actividad de la adenilciclasa; la
cual, aunque limita la respuesta de ADH y a teofilina no al

tera el 3'5' cAMP.

Otro hecho gue se nos escapa; es, porqué produce la adrena-

lectomia un incremento en la concentraciédn de 3'5' cAMP res
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pecto a las ratas normales. Nosotros hemos encontrado que

las actividades de la adenilciclasa, que cataboliza la for
macidn de cAMP de ATP, en las células en nuestras medicio-
nes ".in vitno” no estaba afectada por la adrenalectomia. -

"“"n

Tampoco encontramos alteraciones en las dosificaciones
vitrno" de la fosfodiesterasa que cataliza la hidrélisis de
3'5" cAMP & 5' AMP. No sabemos (y esto no excluye lo que -
pueda pasar en las cé&lulas tubulares renales "{m vdivo) si
las circunstancias "4n vitre", afectan a estas enzimas, que
precisan un complejo entorno, asi la fosfodiesterasa ésté
inactiva y precisa de un activador (CHEUNG) (27), que incre-
mente la afinidad del enzima (no la cuantia de é&sta) por el
substrato, y parece ser que el activador no estimula la ac
tividad de la fosfodiesterasa a través de una unidn direc-
ta del substrato, sino m&s bié&n se cree, que el activador -
induce un cambio conformocional del enzima, del cual resul-

ta una incrementada afinidad para el substrato.

El papel de 3'5' cAMP como mediador intracelular o "segundo
mensajero” de un gran nfimero de hormonas en los tejidos -
"targett", requiere algunos ajustes en nuestros puntos de
vistas relativo a que un solo agente 3'5' cAMP que ademés

es ubicuo en su distribucibén, pueda especificamente respon-
der a una determinada hormona. Esta respuesta depende del -
entorno intracelular, sobre el cual actfie el cAMP. Asi po-
dria suceder gue el incremento inducido por la adrenalecto-
mia, se debiera a una sensibilizacién de los esteroides cor
tisol-like por los mismos receptores que ADH, pero la respues
ta a ADH viene a ser semejante en las normales que en los
adrenalectomizados (aunque RAJERISON, MARCHETTI. ROY, BOCKAERT
Y JARD ) (119), encuentran un minimo descenso, por competi-
cibén por los receptores); o que la ausencia de estos esteroi-
des incrementa la actividad de la adenilciclasa -que "in vi-

tro"no pudimos evidenciar-, sin modificar la cuantia del en-



zima, pero por cambio conformocional incrementase la afini-
dad por el substrato v/o gque la fosfodiesterasa no fuera ac-
tivada (por su activador especifico), y se disminuyese por
eso, la catabolizacidn de cAMP 4 5 AMP.

0, que hubiera receptores ocupados e inhibidos por los cor-
ticoestercides, vy gque en su ausencia; podrian ser estimula-
dos espor&dicamente, pero diferentes de los receptores ADH,
puesto que &sta, én normales y adrenalectomizados, induce -

un incremento en la concentracidn de 3'5' cAMP.

Es cierto, gue las cé&lulas renales corticales, producen -
3'5' cAMP pero no a la vasopresina, sino a la hormona para-
tiroidea (CHASE Y AURBACH) (26) ; y por otra parte BOURGUET

Y MAETZ (13), encuentran en las cé&lulas epiteliales de la
vejiga de la rana dos receptores separados, para hormonas -
neurohipofisarias, y encuentran una disociacidn de efectos
de los an&logos de la vasopresina: oxitocina y arginina-va-
sotocina, sobre el transporte de agua y sodio; en cada uno
de los cuales involucra la produccidn de 3'5' cAMP en un -
sitio independiente. PETERSON Y EDELMAN (114)separan dos -
sitios de produccidn de 3'5' cAMP en la vejiga del sapo; el
formado en un sitic, es responsable del efecto estimulador

en la reabsorcidn de sodio, y el otro, en el aumento del -
flujo neto de agua. Con anterioridad BENTLEY (11), encon-
tré que el incremento en la concentracibn de calcio del bafio,
~disminuye el efecto hidroosmético de ADH, sin alterar su ca
pacidad de estimular el transporte de sodio; e indicaron -
que el 3'5' cAMP se forma en dos sitios distintos de la cé-
lula, ambos vasopresin-sensibles pero s6lo es uno, el que

controla el movimiento de agua, y es calcio-sensible,

ORLOFF Y HANDLER, especulan que hay dos sitios independientes

de generarse 3'5' cAMP presentes en la membrana basal; el -
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3'5' cAMP presentes en la membrana basal; el 3'5' caAMP -
relacionado con el movimiento del agua, estd relacionado -
. con productos especificos metabdlicos, gue difieren de los
formados en el sitio en el gque 3'5' cAMP controla el movi-
miento de sodio. O bié&n, proponen otra variante: la produc-
cién de uno de los 3'5' cAMP es sensible al calcio; y el -
otro no, é&ste 3'5' cAMP podria alterar especificamente la
permeabilidad de la superficie apical al agua, y otro, por
ej. el 3'5' GMP la permeabilidad al sodio.

En un paso mids, por alcanzar la intimidad de los acocntece-
_res metabélicos intracelulares, HANDLER. PRESTON Y ORLOFF

(58) encuentran que ciertos inhibidores metab&licos: dini-
trofenol, nitrbgeno, azidé vy &cido iodoacético interfieren
la respuesta a la ADH. QRLOFF Y HANDLER (110), examinan los

pasos de la glucogenolisis, midiendo sus intermediarios, y

encuentran cambios en la concentracifén de compuestos fosfora

dos de alta energfa, tales como creatin-fosfato, ADP & ATP;

el incremento de ciertos intermediarios de la glucogenolisis,
indican una incrementada actividad ".in aitu" de las enzimas:

fosfofruetokinasa, piruvato-kinasa y fosforilasa; y su meca-

nismo es desconocido. Y se ignora la relacidn de estos, so-

bre los efectos de permeabilidad inducidos por ADH.
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cariTULO VII

Conclusiones.



1° Revisamos el clisico concepto clinico de impedida elimi

20

30

ey 4O

nacién de agua en la insuficiencia suprarrenal (enfer-
medad de Addison), y las pruebas clinicas que la eviden

cian, y orientaban al diagn&stico.

Se revisa el efecto de la ADH sobre los tfibulos colecto
res renales; asi como la accién metabdlica de los gluco
corticoides; valorando, los argumentos del papel de la
ADH y‘del cortisol (o substancias"cortisol-like")sobre

la diuresis acuosa.

El impacto de ADH sobre el "xecepfor'" de los tGbulos co
lectores renales activa el sistema adenilciclasa, con -
generacidn de 3'5' cAMP; lo cual, se estima induce una
serie de acontecimientos celulares (que todavia se ig-
noran), que modulan la permeabilidad al agua de la cé€lu
la. En esta activacidn, se ha considerado que intervie-
nen diversos factores, y se han contemplado: activacidn
de la fosfodiesterasa, calcio, PGE, y aldosterona, pero
no la accibén de los glucocorticoides a este nivel. Afin
cuando estos impactan en el nficleo (activacidn de una
RNA-polimerasa; "de-iepresidn" de genes en el nficleo;
bloqueo de 1la transcripcién de mRNA), y se conocia el
"edecto peamisdlvo" de los mismos sobre acciones "meta-
béLicas" inducidos por otras hofmonas (que involucra-
ban la gé&nesis de 3'5' cAMP} no sabemos en que consiste

este mecanismo.

La hip6tesis de trabajo que nos planteamos fué, la deter

minacidn "in vitro" de la concentracidn de 3'5' cAMP en
tGbulos medulares renales aislados de ratas adrenalecto

mizadas y normales.

Se utiliza ratas Wistar, normales y adrenalectomizadas,

de las que se obtuvieron tfibulos medulares renales aisla
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dos; que se incubaron en medios adecuados, con y sin -
tecfilina, asi como con y sin ‘ADH; pot otro lado a ratas
adrena lectomizadas se administrd cuatro dias antes del
sacrificio dexametasona, y se determind la concentracidn
de 3'5"'" cAMP.

Se hicieron asimismo determinaciones de la actividad de

la adenilciclasa y de la fosfodiesterasa "{n vitro'.

Se aplicaron los métodos estadisticos, la T de Student
y el Test de T pareada.

La concentracidn de 3'5' cAMP en los tfibulos medulares -
aislados de ratas, incubadas con tecfilina, fué signifi-
cativamente mis elevada en las ratas adrenalectomizadas

gue en las normales.

Este incremento de la concentracién de 3'5' cAMP, en las
ratas adrenalectomizadas; se manifestaba, lo mismo en los
tfibulos renales incubados sin ADH, gue en presencia de -
una dosis submaximal de ADH (3,3, U/1); y tanto unos como

otros, respondian semejantemente a ADH.

La curva de dosis-respuesta a ADH, era ligeramente supe-

rior en las ratas adrenalectomizadas.

Esta diferencia de concentracién de 3'53' cAMP entre ra-
tas adrenalectomizadas y normales, desaparece cuando las
ratas adrenalectomizadas reciben subcutineamente inyec-
ciones de dexametasona (200 ugr/k de peso corporal) duran

te los cuatro dias antes de su sacrificio.

La adicidén ".in vitne" de dexametasona (10 mgr/l), incuba-
dos durante 60 minutos, no indujco ningfin efecto sobre las

concentraciones de cAMP.

Cuando fueron incubados en ausencia de teofilina, la con-
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centracién obtenida de 3'5' ¢cAMP en los tfibulos medula-
res renales aislados de rata, fueron mucho m8s bajos, -
que los obtenidos cuando se incubaron con teofilina y -
tanto en las ratas adrenalectomizadas comoc en las norma
les. Cuando se incubaron sin teofilina y se adiciond -
ADH, 1és respuestas fueron escasas tanto en las adrena-
lectomizadas como en las normales. Sin embargce las con-
centraciones de 3'5' cAMP conseguidas en estas condicio
nes, fueron dentro de la escasa magnitud, m8s elevadas

en los adrenalectomizados que en los normales.

Tanto en la determinacidn de la actividad de la adenil-

ciclasa come en la de fosfodiesterasa, no encontramos -

-alteraciones, a pesar de incrementarse la concentracidn

"de 3'5' cAMP. Como otros observadores, han obtenido en

otras circunstancias experimentales.

El contenido de proteinas de la mé&dula de ratas adrena-
lectomizadas.y las controles, fug semejante ; y por tan
to, no puede atribuirse las concentraciocnes de 3'5' cAMP
a alteracicnes en la cuantia de proteinas. El espacio -
extracelular medido con 14 C-inulina en cortes renales,

fué semejante en ambas series.

Consideramos gque el incremento de la concentracién de =~
3'5' cAMP, es el resultado de la adrenalectomia,'y quizé&
juegue un papel esta incrementada concentracidén de 3'5’
CAMP en la insuficiencia suprarrenal, en el aumento de

la permeabilidad tubular renal y retencidn (o impedida
eliminacién) de liguidos en la misma, cuya intimidad mo-
lecular se nos escapa; y tampoco podemos referirla a los
cambios modulatorios fisioldgicos de la permeabilidad, por
que se ignoran. Es posible, que este mecanismo sea el -
"efecto permisivo” de los glucocorticoides, en hormonas

en cuyo mecanismo efector se involucra la produccidn de -
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i'5' cAMP.
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