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RESUMEN

Se estudio la accién de la hormona antidiurética (ADH) sobre la contraccion de
células mesangiales cultivadas de rata.

Los cultivos de células mesangiales se realizaron en condiciones estériles tras
digestion de las estructuras glomerulares con colagenasa. Las células mesangia-
les se incubaron a temperatura ambiente y, con el objeto de evidenciar variaciones
en su superficie de seccién inducidas por ADH, se incubaron con dicha hormona
y se realizaron microfotografias a lo largo del tiempo, que fueron analizadas por
un sistema computarizado.

La ADH provocé una disminucion progresiva del drea de seccion celular a lo
largo del tiempo. Esta disminucién fue también dependiente de la dosis, aumen-
tando a medida que se incrementaba ésta. Su efecto parece estar mediado por un
aumento de la concentracién de calcio libre intracitosélico debido a dos mecanis-
mos: liberacién de calcio de las organelas mtrac:top/asmrcas y entrada de calcio
desde el exterior celular.

Estos resultados sugieren que la ADH puede maodificar el filtrado glomerular
induciendo cambios en la superficie de filtracién y, por tanto, en el coeficiente de
ultrafiltracion (Kf).

Palabras clave: Células mesangiales. Hormona antidiurética. Calcio libre intraci-
tosélico.

EFFECT OF ANTIDIURETIC HORMONE ON THE CONTRACTILITY OF
CULTURED GLOMERULAR MESANGIAL CELIS

SUMMARY

We investigated the effect of Antidiuretic Hormone (ADH) on the contractility
of cultured glomerular mesangial cells, and the possible involvement of calcium in
this action.

Mesangial cells were cultured after treatment of glomeruli with collagenase.
They were incubated at room temperature and several microphotographs were
taken. Computer-assisted image analysis was employed to measure mesangial cell
cross-sectional area.
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ADH Y CELULAS MESANGIALES

ADH induced a decrease in cellular cross-sectional area with time related to
the concentration employed. The mechanism of action of ADH seems to involve
an increase in the intracellular free calcium, which is dependent on an increase in
the liberation of this ion from intracellular stores and an increased entry of calcium

from the extracellular space.

These results suggest that ADH could modify the glomerular filtration
rate-through the contraction of mesangial cells by calcium-dependent

mechanisms.

Key words: Cultured rat mesangial cells. Antidiuretic Hormone. Intracellular free

calcium.

Introduccion

La hormona antidiurética (ADH) se sintetiza en el
hipotdlamo y tiene una importancia trascendental en
la regulacion de la osmolaridad plasmaética, actuando
sobre el tibulo colector y modificando la excrecién
de agua libre por el rifién ' 2.

Por otro lado, la ADH es capaz de modificar la
filtracion glomerular. Los experimentos de micropun-
‘ciéon han demostrado que la infusién de ADH provo-
ca un aumento de la diferencia de presién hidraulica
transcapilar glomerular; este fenémeno estd condi-
cionado porque al producir un aumento de la per-
meabilidad tubular al agua, desciende la presién in-
tratubular y, por tanto, también desciende la presion
hidrostatica en la capsula de Bowman 3. Sin embar-
go, la ADH, a pesar de aumentar la diferencia de
presién hidrdulica transcapilar glomerular, no condi-
ciona un aumento del filtrado glomerular porque ori-
gina simultdneamente una disminucién del coeficien-
te de ultrafiltracion (Kf). No obstante, no estd estable-
cido si la ADH modifica la superficie de ultrafiltra-
ci6én (S) o la permeabilidad hidrdulica efectiva (k), los
dos componentes del Kf.

Las células mesangiales tienen receptores para
ADH vy se contraen en respuesta a esta hormona®, y
esto sugiere que sus acciones glomerulares estén me-
diadas al menos en parte por sus efectos sobre estas
células. En la actualidad se piensa que la contraccién
de las células mesangiales puede originar variaciones
en la morfologia y. propiedades de los capilares glo-
merulares > ©. La hipétesis mas aceptada es que la
contraccién de las células mesangiales puede origi-
nar una disminucién de la superficie de filtracion glo-
merular que conllevaria una reduccién del Kf y, por
tanto, una reduccién del filtrado glomerular. No se
conoce, sin embargo, si la contraccion de estas célu-
fas puede modificar la permeabilidad hidraulica efec-
tiva (k).

Nuestro objetivo ha sido confirmar los efectos de
la ADH sobre la contractilidad de las células mesan-
giales, estudiando a la vez los mecanismos intracelu-
lares por los que actda. Para ello se han utilizado

cultivos primarios de células mesangiales y se han
analizado los cambios en la morfologia de las mis-
mas en respuesta a esta hormona.

Material y métodos

Cultivo de células mesangiales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 150 g, alimen-
tadas con una dieta estandar y agua ad libitum, que
fueron obtenidas del animalario de la Fundacién Ji-
ménez Diaz.

El cultivo de células mesangiales se basa, en esen-
cia, en el aislamiento de glomérulos de rata, que son
colocados en cajas de cultivo después de haber sido
sometidos a un tratamiento con colagenasa. Las célu-
las glomerulares crecen y se multiplican hacia la pe-
riferia del glomérulo, adhiriéndose a la caja de culti-
VvO.

Para cada cultivo se utilizaron 10 ratas. Se utiliza-
ron ratas jévenes, ya que la capacidad mitética de
sus células renales es mayor que en las adultas. Des-
pués de ser anestesiadas con éter etilico, se realizé
laparotomia media y se extrajeron los rinones, que
fueron colocados en 20 mi de dulbecco estéril man-
tenido a 4°C (CINa, 137 mM; CIK, 2,6 mM;
PO,HNa,, 8 mM; PO,H,K, 1,5 mM; glucosa, 5,6
mM; pH, 7,2), que contenia penicilina G sédica (50
U/ml, Laboratorios Level, S. A., Barcelona, Espafia) y
sulfato de estreptomicina (50 pg/ml, Antibioticos, S.
A., Madrid, Espana).

Los pasos siguientes se realizaron en campana de
flujo laminar vertical (Campana TC-48, Gelaire, Cul-
tek. Flow Laboratories, Reino Unido) y con material
estéril.

Los rifnones fueron decapsulados y colocados en
una placa de Petri con medio de Hanks sin calcio ni
magnesio (Flow Laboratories, Woodcock Hill, Reino
Unido). Con unas tijeras se aisld la corteza y se tro-
ced en pequenos fragmentos, que se colocaron en
otra placa de Petri con Hanks sin calcio ni magnesio.

Estos pedazos se pasaron a través de un primer ta-
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miz de acero de 150 pm de diametro de poro, reco-
giéndose la pasta que pasé a su través y colocandola
posteriormente sobre un segundo tamiz de 50 um
de didmetro de poro. Esta pasta se lavé varias veces
con una jeringa con una jeringa con medio de Hanks
sin calcio ni magnesio y luego se recogié en un tubo
de Falcon (Falcon Plastics, Oxnardm, CA, USA) de
50 ml. Se centrifugd a 1.000 rpm durante un minuto y
se descart6 el sobrenadante.

Al sedimento se anadieron 3.000 U de colagenasa
tipo IA (Sigma, St. Louis, Mo, USA) disueltas en 10
ml de dulbecco estéril y se incubé durante 30 minu-
tos en un bano (Unitronic 320. P-Selecta, Barcelona,
Espana) a 37°C con agitacién continua. Al final de la
incubacién se anadieron 35 ml de medio de cultivo
compuesto por RPM! 1640 (Roswell Park Memorial
Institute Medium, Flow Laboratories) enriquecido
con 10 % de suero de ternera fetal (Flow Laborato-
ries) y que contenia L-glutamina (1 mM, Merck-
Igoda, Barcelona, Espana), penicilina G sédica (0,66
ug/ml) y sulfato de estreptomicina (60 pg/ml), tampo-
nado con HEPES (acido N-2-hidroxi-etil-piperazi-
na-N’-2-etanosulfénico, Flow Laboratories) 20 mM.
Este medio se habia mantenido a 4°C con el fin de
detener la accidn enzimética de la colagenasa.

La suspensién de glomérulos y células se llevé pos-
teriormente a un tamiz de 25 uym de didmetro de po-
ro, lavando varias veces con medio de cultivo para
eliminar la colagenasa. Se recuperé el material que
habia quedado en el tamiz y se colocé en un tubo de
Falcon con medio de cultivo. Se centrifugé a 1.800
rpm durante 10 minutos, se descarté el sobrenadante
y al sedimento se anadieron 50 ml de medio de culti-
vo. Después de resuspender el sedimento se tomaron
alicuotas de 5 ml y se colocaron en cajas de cultivo
(Tissue Culture Flask, Costar, Cambridge, Mass.,
USA), mantenidas horizontalmente y herméticamente
cerradas en una estufa de cultivo a 37°C (Heraeus
B-5060, Pacisa, Barcelona, Espana). En esta primera
«siembra» se utilizaron 10 cajas. Con el fin de au-
mentar el rendimiento del método y aprovechar los
glomérulos y células no adheridos al plastico después
de las primeras 24 horas se realizo una «resiembra».
Para ello se recogieron los sobrenadantes de las 10
cajas de cultivo en un tubo de Falcon. Se centrifugo
a 1.800 rpm durante 10 minutos, se descarté el so-
brenadante y se anadieron 50 ml de medio de cultivo
al sedimento. Se tomaron alicuotas de 5 ml y se colo-
caron en otras 10 cajas de cultivo. El medio de culti-
vo se cambi6 cada 48 horas. Los glomérulos y célu-
las aisladas se adhieren al plastico de la caja de culti-
vo. Al cabo del tiempo, las células se multiplican al-
rededor de los glomérulos formando nidos celulares
(fig.1). -

El aislamiento de un tipo celular esta basado en la
capacidad diferencial de crecimiento de las células,
de modo que las epiteliales constituyen la mayoria
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en los primeros seis dias del cultivo y las mesangiales
representan casi el 100 % de las células al dia 18 de
cultivo. Los experimentos se realizaron los dias 21 vy
22, no detectandose células epiteliales en las cajas
de cultivo en este momento.

La identidad celular se establecié con criterios
morfolégicos, funcionales e histoquimicos. Con mi-
croscopia de contraste de fases, las células tienen un
aspecto alargado y estrellado. Con microscopia elec-
trénica de transmisién se observan microfilamentos
en su citoplasma y un nacleo grande. Las células me-
sangiales se contraen en presencia de iondforo
A23187 y angiotensina Il. Con técnicas histoquimi-
cas se observod que contienen fibras de actomiosina y
que carecen de factor VIII (a diferencia de las células
endoteliales). Ademas, no tienen actividad de enzi-
ma conversora de angiotensina !l. '

Incubacion de las células mesangiales

Antes de cada experimento se vacié el medio de
cultivo y se realiz6 un lavado con 5 ml de tampdn
tris-glucosa (Tris, 20 mM; CINa, 130 mM; CIK, 10
mM; acetato sédico, 10 mM; glucosa, 5 mM; pH
7,4). Luego se anadié de buevo este tampén con 2,5
mM de Cl,Ca, manteniéndose durante 30 minutos, .
posteriormente se anadieron el agonista y/o antago-
nista a estudiar.

Se realizé la observacion directa de las células me-
sangiales en sus mismas cajas de cultivo a temperatu-
ra ambiente con un microscopio invertido de con-
traste de fases Olympus IMT2. Se hicieron microfoto-
grafias seriadas antes y después de anadir las sustan-
cias a estudiar (una fotografia por cada tiempo), ana-
lizindose 10-15 células por fotografia.

Estudio de la respuesta de las células mesangiales
en cultivo de rata frente a diferentes mediadores

" En primer lugar se realizé un experimento dosis-
respuesta, incubando las células mesangiales en pre-
sencia de dosis crecientes de ADH (rango entre
107"y 1077 M), de modo que se utiliz6 una caja de
cultivo para cada concentracién. El tiempo de incu-
bacién fue de 30 minutos.

Posteriormente se realiz6 un experimento tiempo-
respuesta, incubando las células mesangiales en pre-
sencia de ADH 107° M durante 60 minutos, reali-
zdndose microfotografias a los tiempos 0, 8, 15, 30,
45 y 60 minutos.

Finalmente, y con el objeto de estudiar la influen-
cia del calcio en la accion de la ADH, las células
mesangiales se preincubaron durante 10 minutos con
el bloqueante de los canales lentos del calcio verapa-
mil (107> M, Knoll Ibérica, Madrid, Espafa), el anta-
gonista de la liberacidon de calcio de las organelas
intracitoplasmicas TMB-8 (10™* M, Sigma, St. Louis,
Mo, USA) o ambos. En los tres casos se anadio poste-



riormente ADH 107> M vy se analizaron las variacio-
nes de la morfologia de las células mesangiales a lo
largo de 30 minutos.

Andlisis de imdgenes

El area de seccion celular de las células mesangia-
les (ASC) se determiné sobre las fotografias, utilizan-
do una técnica de planimetria computarizada en un
equipo Cardio 80 (Kontron Medical, Munich, Alema-
nia Federal). Con un lapiz éptico se marcaban sobre
un panel magnético los contornos celulares y el orde-
nador calcula el drea de seccién de cada estructura a
partir de su perimetro. Las dreas de seccidn reales se
calcularon teniendo en cuenta la magnificacién del
microscopio y de las microfotografias. Las medicio-
nes fueron realizadas por dos investigadores diferen-
tes que no conocian las sustancias anadidas a las pre-
paraciones.

Meétodos estadistico

Los valores del- ASC se expresan como porcentaje
de variacién respecto al valor inicial. Todos los resul-
tados se expresan como media % error estandar de la
media {(x £ EEM). La normalidad de las distribucio-
nes estudiadas se comprobo con el test de Kolmogo-
rov-Smirnov. Para analizar las variaciones del ASC a
lo largo del tiempo se utilizé el test de la t de Student
para muestras pareadas. Cuando se analizaron varios
grupos de valores se utiliz6 un anélisis de varianza
de doble entrada, seguido de una prueba de compa-
racion maltiple de medias (Scheffé).

En todos los casos se consideré que existian dife-
rencias estadisticamente significativas si la p era me-
nor de 0,05.

ADH Y CELULAS MESANGIALES”

Fig. 1.—Células mesangiales
en cultivo de rata.

Resultados

Los valores del ASC expresados en porcentajes si-
guen una distribucién normal. Aplicando una t de
Student para datos pareados, no encontramos dife-
rencias significativas en ninguna incubacion entre las
mediciones realizadas por los dos observadores. Se
considerd que una célula se contrajo cuando se re-
dujo su ASC al cabo de 30 minutos de incubacién
mas de un 10 % con respecto a la inicial,

Aunque una pequena proporcién de células (infe-
rior al 10 %) se contraen espontineamente, la incu-
bacién en condiciones control no modificé la forma
de la mayoria de ellas y la media del ASC no cambié
durante un periodo de 60 minutos, como se observa
en la figura 2 y en la tabla I.

La adicién de ADH 1072 M indujo un descenso
significativo del ASC desde el minuto 30 de incuba-
cion, que fue aumentando a lo largo del tiempo (fig.
2). Al cabo de 30 minutos se habian contraido el
66 % de las células. El efecto contrictil fue depen-
diente de la concentracién de ADH presente en el
medio de incubacién, como se observa en la figura
3.

La incubacién de las células con verapamil 107°
M, TMB-8 10™* M o ambos no modificé significati-
vamente el ASC a lo largo de un periodo de incuba-
cidon de 30 minutos, como se observa en la tabla |. El
verapamil y el TMB-8 bloquearon parcialmente la re-
duccién del ASC inducida por la ADH y la preincu-
bacién con ambos abolié6 completamente el efecto
contractil de la ADH (fig. 4). Cuando se preincuba-
ron las células mesangiales con verapamil antes de
anadir la ADH se contrajeron el 37 % de las células
al cabo de 30 minutos; sin embargo, cuando se
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Tabla I.  Variaciones del ASC de células
mesangiales de rata en cultivo, incubadas
en condiciones controles y en presencia
de los distintos moduladores
farmacolégicos utilizados sin afadir
ADH.

Tiempo (min.)
8 15 30

Control .............. 102+33 101 +6,3 100+ 4,0

Verapamil ............ 104+ 4,3 10543 100+ 5,9

TMB-8 ............... 104 £43 102........ 4,3

100 £ 5,9
Verapamil + TMB-8 ... 101 £2,3 103+25 101+ 2,5
o C
e ADH
100 .-%--'%"“--- —— ;
! *
90 1
80 1
8 15 30 45 60

Fig. 2.—Ffecto de la ADH sobre el ASC de células mesangiales
de rata en cultivo. Las células se incubaron en condiciones
control (circulos blancos) o en presencia de ADH 1072 M
(circulos negros) a lo largo del tiempo. Cada punto representa la
media de cuatro cajas de cultivo, con un niimero medio de
10-15 células por caja. Las estrellas representan diferencias
significativas del ASC de las células mesangiales respecto al valor
basal. El asterisco representa la existencia de diferencias
significativas entre las células incubadas en condiciones control y
las incubadas en presencia de ADH.

preincubaron con TMB-8 se contrajeron el 46 %. Fi-
nalmente, cuando se preincubaron con verapamil y
TMB-8 sélo se obtuvo una contraccion en el 24 % de
las células.

Discusion
Hemos obtenido cultivos primarios de células me-

sangiales de rata mediante una técnica similar a la de
otros autores ’- 8, con el objeto de estudiar los efectos
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Fig. 3.—Efecto dosis-respuesta de la ADH sobre el ASC de
células mesangiales de rata en cultivo. Las células se incubaron
en presencia de varias concentraciones de ADH al cabo de 30
minutos. Cada punto representa la media de cuatro cajas de
cultivo, con un niimero medio de 10-15 células por caja. Las
estrellas representan la existencia de diferencias significativas
entre los valores basales y los obtenidos tras 30 minutos de
incubacion. .

e ADH
A ADH +V
® ADH + TMB-8
0 ADH + V + TMB-8
ASC (%) AD
100 —d ]
-l »
90 \ ;J
3
80 1
:‘; T LN
8 15 30
Tiempo (min)

Fig. 4.—kfecto de los bloqueantes del calcio sobre la contraccion
de células mesangiales de rata inducida por la ADH. Las células -
se incubaron durante 10 minutos con TMB-8 (10™% M,
cuadrados), verapamil (107> M, tridngulos) o ambos (circulos
blancos), afiadiéndose posteriormente ADH 107 M y )
realizdndose microfotografias seriadas, Taambién se muestran los
efectos de la ADH 107? M sola (circulos negros). Cada punto
representa la media de cuatro cajas de cultivo, con un ndmero
medio de 10-15 células por caja. Los asteriscos representan la
existencia de diferencias significativas entre alas curvas.



de la ADH sobre su morfologia y conocer los meca-
nismos por los que actda esta hormona.

Ya en 1980, Ausiello y cols. demostraron de un

. modo cualitativo que la ADH es capaz de provocar
la contraccién de células mesangiales cultivadas de
rata*. Con nuestra metodologia podemos analizar de
un modo cuantitativo las variaciones en el ASC de las
células mesangiales.

Hemos demostrado que la ADH 107> M provoca
un descenso progresivo del ASC a lo largo del tiem-
po, que fue significativo desde el minuto 30 en rela-
cion con el ASC basal. Ademas, la reduccién del
ASC fue directamente proporcional a la concentra-
cién de ADH presente en el medio de incubacién.

Aunque no esta demostrado con absoluta certeza,
cada vez existen mds pruebas de que la contraccion
mesangial puede originar una reduccién del didmetro
glomerular y de la superficie del ovillo capilar. Al
menos tedricamente, la contracciéon de las células
mesangiales puede tener varios efectos sobre los de-
terminantes del filtrado glomerular. En primer lugar,
podria originar una disminucién de la superficie dis-
ponible para la filtracién, a través de una disminu-
cién global de la superficie del ovillo capilar o del
estrangulamiento de parte de los capilares, que po-
dria producir a su vez un descenso del Kf. En segun-
do lugar, podria condicionar una redistribucién del
flujo sanguineo dentro del glomérulo, con reduccién
del mismo en algunos segmentos. Finalmente, aun-
que se ha estimado que la resistencia al flujo sangui-
neo en los capilares es muy escasa®, la contraccion
mesangial podria provocar un aumento de la resis-
tencia capilar y una disminucién del flujo sanguineo
glomerular. En definitiva, la contraccion de las célu-
las mesangiales, a través de un descenso del Kf y del
flujo sanguineo glomerular, produciria en Gltima ins-
tancia un descenso del filtrado glomerular.

Los mecanismos por los que la ADH provoca una
contraccién de las células mesangiales no son bien
conocidos, aunque nuestros resultados apoyan de un
modo indirecto la intervencion del calcio en este
proceso. La contraccion de las células mesangiales se
blogueé parcialmente tras la preincubacion con vera-
pamil o TMB-8; el descenso provocado por el vera-
pamil fue significativamente mayor que el provocado
por el TMB-8 (ademds, en el primer caso se contraje-
ron el 27 % de las células y en el segundo el 46 %).
La preincubacién con ambas sustancias practicamen-
te anulé la respuesta contractil de la ADH y redujo el
porcentaje de células contraidas (sélo se contrajeron
el 21 %, a diferencia del 66 % con la ADH). Estos
resultados sugieren que en la contraccién de las célu-
las mesangiales inducida por la ADH interviene prin-
cipalmente la entrada de calcio desde el exterior ce-
lutar a través de los canales dependientes de receptor
y, en menos medida, la liberacién de calcio de las
organelas intracitosolicas. ‘

ADH Y CELULAS MESANGIALES

Se sabe que existen dos tipos de receptores celula-
res para ADH; el V,, que esta acoplado al sistema
mensajero del calcio, y el V,, que esta acoplado a la
adenilatociclasa '°. Los receptores V, estan presentes
a diversos niveles en el rifién: las células musculares
lisas de la pared de los vasos, las células intersticiales
renomedulares y las células mesangiales. Se ha de-
mostrado que la ADH no provoca un aumento de |a
actividad adenilatociclasa en células mesangiales ' y
que la contraccién de las mismas se bloquea con un
antagonista del receptor V; '2, lo cual sugiere que los
receptores en la célula mesangial son exclusivamente
de tlpO V].

En la actualidad se pueden conocer las variaciones
de calcio libre intracitosélico utilizando marcadores
fluorescentes, sustancias capaces de penetrar en las
células y de cambiar las caracteristicas de la emision
de fluorescencia, dependiendo de la concentracién
de calcio presente en el medio. Bonventre y cols. !,
utilizando los marcadores Quin-2 y Fura-2, demos-
traron-que la ADH aumenta la concentracion de cal-
cio intracelular en la célula mesangial y que este
efecto se bloqueé con un antagonista del receptor
V,. Este aumento se debié fundamentalmente a la li-
beracién de calcio de las organelas intracitoplasmi-
cas (ya que se produjo incluso cuando se redujo la
concentracion de calcio fuera de la célula) y, en me-
nor medida, a la entrada de calcio desde el exterior
celular. De modo similar, Hassid y cols. '3, utilizan-
do Fura-2, demostraron en cultivos primarios subper-
fundidos de células mesangiales que la ADH provocé
un aumento transitorio e intenso del calcio intracelu-
lar seguido de un aumento secundario de menor
cuantia. El aumento de la concentracion de calcio
libre intracelular fue dependiente de la concentra-
ciéon de ADH presente en el medio de incubacién,
siendo significativo a 5partir de concentraciones de
ADH superiores a 107> M.

La aparente discrepancia entre nuestros hallazgos y
los obtenidos con marcadores fluorescentes quiza es-
té relacionada con que estos Gltimos analizan modifi-
caciones del calcio libre intracitosélico a muy corto
plazo (la concentracién maxima de calcio libre se al-
canza en pocos segundos y persiste elevada durante
dos minutos), y en nuestros experimentos el tiempo
de incubacién es mucho mayor y es posible que esta
circunstancia no permita analizar adecuadamente las
respuestas muy precoces de las células mesangiales a
la accién de la ADH, aunque, sin embargo, permi-
ten estudiar los mecanismos involucrados en el man-
tenimiento de la contraccion a largo plazo.

En la actualidad se esta empezando a conocer el
nexo de unién entre las variaciones del calcio intra-
celular y los efectos celulares, como la contraccién.
De hecho se ha demostrado que la ADH pueda ori{g'-
nar en distintos tipos celulares, como hepatocitos '#,
células musculares lisas vasculares '° y plaquetas '®,
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la degradacién de polifosfoinositidos de la membrana
celular, que a su vez generan segundos mensajeros
que condicionan las respuestas celulares. Troyer y
cols. '2 han demostrado que la ADH 107 '° M provo-
¢6 una degradacién répida (evidente en segundos)
del fosfatidil inositol-4-5 bifosfato de la membrana
-celular, con un aumento en la concentracion de dia-
cil-glicerol (DG) y de inositol-fosfatos solubles en
agua (concretamente el inositol 3-4-5 trifosfato o IP3).

Los principales metabolitos derivados de la degra-
dacién de los polifosfoinositidos son el IP5 y el DG,
que tienen funciones de mensajeros intracelulares de
las respuestas. El IP5 es soluble en agua y difunde
desde la membrana plasmatica al reticulo endoplas-
mico, donde, probablemente a través de su union
con un receptor intracelular espeaﬁco cond|c10na la
liberacién de calcio de esta organela'”” '8, El calcio
libre intracitosélico se une a la calmodullna, forman-
do un complejo Ca-calmodulina que puede activar
varias kinasas intracelulares, entre ellas la kinasa de
la cadena ligera de la miosina, que fosforila la misma
9 El DG permanece en la membrana plasmatica y
favorece la activacion de la C-kinasa, que fosforila
varias proteinas celulares de modo independiente a
las kinasas y que activa el complejo Ca-calmodulina,
incluyendo la kinasa de la cadena ligera de la miosi-
na y la propia cadena ligera de la miosina®

La fosforilacion de la cadena ligera de Ia miosina
constituye un paso clave en la iniciacion de las inte-
racciones actina-miosina y, por tanto, en la contrac-
cién celular.

En definitiva, la ADH provoca la contraccion de
las células mesangiales por un mecanismo depen-
diente de calcio. La hipdtesis mas aceptada es que la
unién de la ADH a los receptores V4, de las células
mesangiales provoca una rapida degradacion de los
polifosfoinositidos de la membrana celular, con ge-
neracion de segundos mensajeros (fundamentalmen-
te DG e IP3), que provocan un aumento de la con-
centracion de calcio intracitosélico y la activacién de
enzimas celulares claves para el proceso de la con-
centracion.
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