NEFROLOGIA EXPERIMENTAL

FUNCION RENAL EN RATAS CON CIRROSIS BILIAR
PRIMARIA. IMPLICACIONES DEL OXIDO NITRICO Y
PROSTAGLANDINAS.

Criado-Jiménez M., Flores O, Hidalgo F., Sdnchez-Rodriguez A’ Lopez-
Novoa JM.

Instituto Reina Soffa de Investigacion Nefrologica. Departamento de
Fisiologia y Farmacologfa. *Departamento de Medicina. Universidad de
Salamanca. Salamanca. Espaiia.

Tanto el 6xido nitrico (NO) como las prostaglandinas son
reguladores de la funcion tubular. EI objetivo del presente trabajo es
estudiar la posible interaccion de ambos mediadores en animales no
instrumentalizados normales (C) o con retencion renal de sodio inducida
por ligadura del conducto biliar (LCB).

Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas y se trataron
durante 5 dias con indometacina (INDO: 5Smg/Kg/dia) yfo L-NAME
(4mg/Kg/dia). Respecto al grupo C. los animales LCB  presentan
hipotension arterial, disminucion de la diuresis, natriuresis, kaliuresis y
un aumento en la excrecion urinaria de nitritos, sin cambios en el filtrado
glomerular. El tratamiento con L-NAME en ratas C no modificé la
natriuresis, mientras que en los animales LCB indujo una disminucion de
Ja natriuresis (de 0.03 £ 0.01 a 0.09 = 0.04 mEg/dia) y de la excrecion
urinaria de nitritos (de 3209 = 183 a l6l.1 * 6.1 nmol/24h). El
tratamiento con INDO no indujo cambios de la natriuresis en el grupo @
ni LCB. sin embargo, cn este dltimo se observé un aumento cn la
excrecion urinaria de nitritos. EL tratamiento con L-NAME + INDO
indujo en ambos grupos una marcada disminucion en la natriuresis (C: de
0.18 + 0.024 2 0.01 = 0.01; LCB de 0.03 £ 0.01 2 0.006 = 0.01) y en las
LCB una disminucién en la excrecién urinaria de nitritos (de 320.9 = 8.3
2 280.3 % 3.3), todo ello sin cambios en el filirado glomerular.

Estos resultados sugicren que el aumento de la produccion renal
de NO juega un papel fundamental en la regulacion de la excrecion de
sodio en animales control y sobre todo en LCB.

f

LA ANGIOTENSINA Il REQUIERE LA PRESENCIA DE PDGF-BB
O SUERO PARA INDUCIR LA SINTESIS DE ADN EN CULTIVOS
DE CELULAS MESANGIALES.

S. Higueruelo, R. Romero. Centro de Experimentacion Animal y Centro
de Investigaciones Sanitarias, Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona.

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el efecto de la angiotensina 11
(Ang II), sola o combinada con otros factores de crecimiento (PDGF-BB
(6 ng/ml), bFGF (6 ng/ml), insulina (5 ug)ml) y suero (10%)), en la
sintesis de ADN de cultivos de células mesangiales (CMs) sincronizadas.
Las CMs se cultivaron durante 48 horas en medio de quiescencia (0.5%
suero) y de proliferacion (10% suero) suplementado con los diferentes
factores de crecimiento citados anteriormente. Ademas se afadio Ang 11
(10°M) a la mitad de los cultivos. La sintesis de ADN se valoré midiendo
la incorporacion de BrdU.

Los resultados mostraron que la Ang 1L, por si misma, no maodificaba la
sintesi de ADN de los cultivos de CMs (0.24+0.01 vs 0.21+0.01), sin
embargo ejercia un efecto sinérgico a Ia estimulacion producida por el
PDGF-BB (0.52+0.01 vs 0.57+0.01, p<0.05) y por el suero presente en
el medio de proliferacién (0.740.03 vs 0.8120.02, p=0.09). El PDGI-BB
fue el estimulador de la sintesis de ADN mas potente, tante para las CMs
que crecian en medio de quiescencia (0.24+0.01 vs 0.52+0.01, p<0.05)
como de proliferacion (0.74:0.03 vs 0.86+0.03, p<0.05). EI bFGF y la
insulina estimularon de forma significativa la incorporacion de BrdU en las
CMs incubadas en medio de quiescencia (0.24+0.01 vs 0.3=0.01 y
0.31£0.02 respectivamente, p<0.05). Dicha estimulacién no se vio
alterada por la presencia de Ang 11 en el medio de cultivo.

Concluimos que para estimular la sintesis de ADN, la Ang Il requiere de
la presencia de PDGF-BB o suero en el medio de cultivo.
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COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA PRAVASTATINA EN
LA SINTESIS DE ADN DE CELULAS MESANGIALES
PREVIAMENTE SINCRONIZADAS Y EN PROLIFERACION.

S. Higueruelo, R. Romero.

Centro de Tnvestigaciones Sanitarias y Centro de Experimentacion Animal
Hospital Germans Trias y Pujol, Badalona, Espana

El objetivo de nuestro estudio consistié en comparar los efectos de los
inhibidores de la HMG-CoA reductasa {Pravastatina) en la sintesis de
ADN estimulada por el suero en cultivos de células mesangiales (CM) que
préviamente habian sido sincronizadas o no.

Las CMs sincronizadas (Syn) (24h en medio de cultivo suplementado con
¢l 0.5% de suero) y en proliferacion (Pro) (24h en medio de cultivo
suplementado con el 10% de suero) se estimularon durante 48h con medio
de cultivo rico en suero, 20% y 10% respectivamente, para inducir
mitogénesis. A la mitad de los cultivos se anadid diferentes
concentraciones de Pravastatina (P) (107, 10 y 10”M). La sintesis de
ADN se valord mediante la incorperacion de BrdU.

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Suero 10°M P 10°M P 10°M P
Syn 0.89+0.07 0.26+0.04%* 0.3740.04*% | 0.49+0.07*
Pro 1.10+0.0% 0.68+0.08 0.97+£0.08 0.96+0,09t

* p<0.05 vs medio rico en suero
T p<0.05, CMs sincronizadas vs praliferacion

Concluimos que las CMs que no se habian sincronizado requerian dosis
mas elevadas de Pravastatina que aquellas que habian sido sincronizadas.
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EFECTO DE LA CICLOSPORINA A (CsA) EN LA
PRODUCCION DE ENDOTELINA (ET-1) Y EXPRESION DE
PREPRO-ET-1 EN CELULAS ENDOTELIALES.

S. Lopez-Ongil. J.A. Ruiz-Ginés. G. Torrecillas, J. Lucio, L. Diez-Marqués,
D. Rodriguez-Puyol.

Dpto. Fisiologia y Farmacologia, UAH. Seccion de Nefrologia. Hospital
Principe de Asturias. Alcala de Henares. MADRID.

La CsA es un conocido agente inmunosupresor, ampliamente
utilizado, pero su mayor incovenicnie son sus dos principales efectos
secundarios, la nefrotoxicidad y la elevada incidencia de hipertension. El
objetivo en este estudio fué estudiar el mecasnismo responsable de esta
hipertension, valorando la capacidad de la CsA para modular fa sintesis de ET-
| en eélulas endoteliales de aorta bovina en cultivo (CLAB). [a CsA indujo un
aumento moderado, pero significativo, de la sintesis en ET-1 inmunoreactiva
en CEAB. evidente a alta concentraciones del farmaco de forma tiempo-
dependiente (CsA 1pM, 8h: 126=1%. CsA 1uM, 24c: 13542%. Datos
expresados en % de sus respectivos controles. *p<0.05 vs control). Con objeto
de analizar si este aumento era debido a una posible modulacion del gen de la
preproET-1 por parie de la CsA. se analizé. mediante técnicas de Northern-
blot, la expresion de dicha gen con distintas dosis y tiempos de CsA, pero no
se observo ninguna variacién, Teniendo en cuenta gue la pro-ET-1 se convierte
en ET-1 activa a través del enzima conversor de ET. se analizo la actividad de
dicho enzima en CEAB incubadas con CsA 1M durante 24h. encontrandose
un incremento significativo de la misma (136x10% con respecto al control),
que se correspondia con el aumento observado en la produccion de ET-1. En
conclusion, en la estirpe celular utilizado en el presente estudio, la CsA parece
estimular la sintesis de ET-1 mediante la modulacién del enzima conversor de
ET. sin modificar en absoluto la expresién del gen. Este incremento de un
péptido vasoconstrictor, junto con los restantes alteraciones que se producen a
nivel de la pared vascular, puede estar implicado en fa génesis de la
hipertension arterial inducida por la CsA.
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IMPORTANCIA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN EL
FENOTIPO DE LAS CELULAS MESANGIALES HUMANAS.

M.C. Iglesias, G. Torrecillas, 1. Trabado, R. ]. Bosch, I.]J.
Lucio, M.P. Ruiz. Dpto Fisiologia y Farmacologia. Universidad
de Alcala de Henares.

In condiciones fisiopatologicas, la composicion de la
matriz mesangial sufre importantes modificaciones, que
pueden condicionar cambios funcionales en las celulas
residentes glomerulares. Con objeto de estudiar las mismas, se
cultivaron células mesangiales humanas (pases 4-8) en dos
soportes diferentes, plastico (medio de cultivo estandar) y
colageno [ {soporte patologico), analizando la respuesta
contractil y proliferativa celular. El peroxido de hidrogeno
indujo una reduccion del drea de seccion celular (80+3 % vs
100 % del control, p < 0.05) y un incremento de la
fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (1628 % vs
100 % del control, p < 0.05) en las células cultivadas en
colageno, sin observarse modificaciones en los mismos
parametros en células en plastico. Esta ausencia de efecto
contractil no era debida a una hipocontractilidad
generalizada dependiente del plastico, ya gue las células en
este soporte se contralan con otros agonistas. Con respecto a

MECANISMOS IMPLICADOS EN LA RELAJACION
DEPENDIENTE DE GMPc EN CELULAS
MESANGIALES: PAPEL DE LA ACTIVIDAD DE LA
FOSFATASA DE LA CADENA LIGERA DE LA
MIOSINA.

G. Torrecillas, MP Ruiz-Torres, A. Parrado, R.J. Bosch, ML.
Diez-Marqués, M. Rodriguez-Puyol.

Dpto. Fisiologia y Farmacologia, Universidad de Alcala de
Henares.

La relajacion celular dependiente de GMPc ha sido ampliamente
estudiada. pero los mecanismos intimos responsables de la misma no
han sido totalmente explicados. Los presentes experimentos fueron
disefiados para analizar estos mecanismos. Se valord la contraccién
celular mediante la cuantificacién de la fosforilacion de la cadena ligera
de la miosina (CLM), en células mesangiales de rata en cultivo (CMR),
previamente marcadas y después inmunoprecipitadas con un anticuerpo
especifico.

Un andlogo del GMPc, el dibutiril-GMPc ( DB-GMPc) bloguea el
efecto de la angiotensina I1 (All, 10 nM) y de un ester de forbol (PMA,
0.3 uM) (C: 100 %, All: 227+18 % *, PMA: 169 =18 % *, DB-AIL:
122415 %, DB-PMA: 131+18 %* p<0.05 vs C). Este efecto en la
contraccion dependiente de All y PMA era mimetizado por la
somatostatina (ST), un estimulador exogeno de la sintesis de GMPc, y

la proliferacion celular, se observo tanto un incremento en
la celularidad (Plastico: 201.250+35.420, colageno:
472916+42.325) como en la incorporacion de timidina
(Plastico: 14.605+1.020, colageno: 25.573+1.226) en celulas
cultivadas en coliageno. Estos resultados demuestran un
comportamiento diferente de las células en matrices
patologicas, lo que podria ser relevante a la hora de explicar
la fisiopatologia de determinados procesos renales.

el zaprinast (Z), un bloqueante especifico de la fosfodiesterasa de
GMPc, potenciaba el efecto inhibitorio de bajas concentraciones de ST.
Ta caliculina A (CAL , 1 nM), un inhibidor especifico de fosfatasas,
abolia completamente el efecto del DB en la reduccién de la
fosforilacién de la CLLM en presencia de PMA (C: 100%, PMA:
170415 % *, DB-PMA: 135216%, CAL-DB-PMA: 177«18 % *
p<0.05 vs C) y de AIL (C:100 %, All: 222+16 % *, DB-AIL: 125+16
%, CAL-DB-AIL: 200£18 % * p<0.05 vs C). Estos resultados sugiern
un nuevo mecanismo intracelular responsable de la relajacién celular,
usando GMPc como segundo mensajero intracelular, activando la
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i LRI ACCION DE LOS RADICALES LIBRES EN LA . e . o » .
NAS PROLIFERACION DE CELULAS ENDOTELIALES DE - LA EXPRESION DE CICLOOXIGENASA ITES INDUCI
e AORTA BOVINA (CEAB). VITAMINA E EN CELULAS MESANGIALES HUMA
il M. (. Pérez de Lema, “T. Parra, 'G. de Arriba. "Susana Lopez €

Rodriguez Puyol. /1. Arribas.

JA. Ruiz-Ginés, S. Lopez-Ongil, C. Pérez Caballero. G. Pérez de Lema,
"Dept. Fisiologia y Farmacologia. Univ Alcala de Henares. #Servici
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ria inhibir Ia vitamina E (vit E) es un conocido antioxidante. y como tal pod

Henares. = !
ADO). La acciones mediadas por metabolitos activos derivados del oxigeno (M.

mcsang_@l Los efectos de los radicales libres (RL) en distintas estirpes ciclosporina A (CsA] es capaz de producir la contraccion de la célula
£iseegion celulares son completamente heterogéneos. pudiendo actvar como (CM) de una [oema-dosis dependienite (Csps 105 M reduce el arenc
. Q?Smta metabolitos toxicos y a la ver como moduladores intracelulares de factores celular en un 30%). alterando de esta forma la funcion glomerular. §
fj‘;"d'.por. de transcripcion. Teniendo en cuenta que se ha descrito previamente la que dicho cfe_ctn pndrlaesta.r mediado por M'\DQ‘ y de forma secun
b _VI‘t = capacidad de determinados RL para estimular la proliferacién de células de loda una serie de sustancias vasoactivas, pudiéndose esperar qu
¢lulas en maodificara la contractilidad mesangial. La preincubacion de estas «

estirpe mesenquimal. el presente estudio se realizo para evaluar este mismo
efecto en CEAB (pases 4-6). El peroxido de hidrogeno (H207),
administrado de forma puntual al principio de las incubaciones. no modifico
la capacidad proliferativa de las CEAB, mediada como incorporacion de

cultivo durante 24 h con Vit E previene de forma efectiva la cc
inducida por CsA . medida como reduccion de drea de seccion celular

ntraccion

9]90% v timidina y recuento celular, en los distintos tiempos (0-48 h} y a las dislintas ) Cont(ml Vit E 10-4v1 Vit qu:) M Vil
dosis (1 zM | mM) estudiados. Sin embargo, la suplementacion de los Etanol {30 min) 100 % 102 % 105 %
0% CsA (30 min 70 % 95 % 87 %

medios de incubacion con glucosa-oxidasa (1 mtl/ml), sustancia capaz de
generar de forma mantenida H,O,, indujo un estimulo de la proliferacion

celular-a-las 4-8 h-de incubacion. detectable como_un incremento en la Este efectode Ja vit E podriaestar mediado-porla sintesis de-prc

stanoides

\);;ifi: ::;: incorporacion de timiqina (17§ % 11 % con respecto al control) :\si como un :;]a:;d:(l)zi\ilgc:: is I::,:ﬁgﬁ::,r;in([]: Ii: rcﬁ:rl(:)som;c‘lg«lz?ﬁd\;gal :I(ZC(C;))((, T]Z))ﬂ :rli
expresion aumento en la celularidad (162 + 7 % con respecto al control). Este cf_ecto NETRCHEHIE d‘emoqzré T de VitE aumcma;a sioniﬁcalivamcm-c.ia
5% VLR desaparecia a las 24 hde incubacion y, en ningin caso, se detectd toxicidad de COX I (Contml: ]06]"/ uD CéX G \PDHh' VIt E 104 M- 63
milyimdas celular. Cuando se evalud ta capacidad de la glucosa oxidasa para fosforilar 10-5 M- ,,,74”'_ ViLE 10 ‘*nM'lS%’V' 1 '”E al x : e
T las proteinas celulares en residuos tirosina, se observo un incremento en la M dr b GRS sbaits sl asegncenizolones

en los anteriores experimentos, no aumentaba fa sintesis basal de trc

X 11 por ; incorporacion de fosfatos en proteinas con un_peso.moleular aparente
N3 84 similar al de las MAP kinasas, lo que podria constituir la base molecular del
entodela : efecto proliferativo descrito. En conclusién. los presentes resultados
L tiow demuestran la capacidad de los radicales libres para estimular la
v proliferacion de las CEAB. al menos en determinadas condiciones
experimentales. proponiendo una activacién de las MAP kinasas como uno
de los mecanismos celulares responsables de fa proliferacion.

B, inmunorreactivo (R1A). un potente vasoconstrictor producto de Ct
la via alternativa de la PGE, (Control: 3.71 ng/mg proteinas Vit 10~
ngimg ; Vit E 10-5 M: 3.48 ng/mg). Este resultado sugiere que el aum
actividad de COX I podria derivar en un incremento de la sintesis
que es la via cinéticamente mds favorecida. Esto justificaria el efecto
de la vit E sobre la contraccion mesangial inducida por Cs/
vasodilatacion que produci=ia un aumento de los niveles de PGEs.
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EFECTO DE LA INGESTA DE SAL SOBRE iA EXPRESION DE
GLICOPROTEINA-P INDUCIDA POR CICLOSPORINA A, EN LINFOCITOS
CIRCULANTES DE RATA.

Andujar M, Ramirez C, Vergara E, Gomez-Morales M, Osuna A*, Olmo A,

Servicios de Nefrologia® y Anatomia Patolégica de los Hospitales
Universitarios Virgen de las Nieves y San Cecilio. Granada, 18012, Espana.

La glicoproteina P170 (P-gp) es un sistema detoxicante relacionado con ia
multirresistencia farmacolégica de ciertos tumores (MDR)frente a
quimioterapicos. La P-gp expele sustancias hidrofobicas del interior de la
célula entre las que se encuentran agentes guimicterépicos e
inmunosupresores como la ciclosporina A (CsA). La exposicién del
parénquima renal a dosis terapéuticas de CsA induce una sobre expresion de
P-gp en este tejido que esta relacionado con fa presecia de depésitos del
tarmaco. Hemos desarrollamos un modelo de toxicidad crénica in ratas
Sprague-Dawley tratadas con 25 mg/Kg/dia de CsA duranie dos meses,
empleando una dieta de mantenimiente estandar y una dieta libre de sedio.
Estudiamos el porcentaje de células positivas y el canal medio de
fluorescencia en linfocitos circulantes, usando citometria de flujo y una
técnica deinmunofluorescencia indirecta (anticuerpc monoclonal JSB1 contra
P-gp). Los controles fueron tratados con Propilenglicol (PGL) y suerc
fisiolégico (SC). Fue detectada positividad en los linfocitos de todos los
grupos, con un marcado incremento del porcentaje (61.325%) y del canal
medio de fluorescencia (15.325) (ANOVA1 p<0.001 y 0.05, respectivamenite)
en el grupo tratado con CsA y dieta de mantenimiento. La mayoria de los
grupos con dieta exenta de sodio presentarcen valores mas bajos de ambos
parametros que los grupos con dieta estandar. En conclusién, se demuestra
que el tratamiento con CsA y dieta de mantenimienio induce incremenios
significativos de la expresién de P-gp en los finfocitos eirculantes de ratas.
Estos resultados sugieren un posible efecto de induccién osmética de la dicta
con un contenido normal de sodio, y un efecto potencialmente beneficioso
de la restriccion de sal en los pacientes trasplantados.
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CITRATURIA Y FORMACION DE DEPOSITOS DE OXALATO
CALCICO EN TEJIDO RENAL TRAS LA CIRUGIA DE EXCLUSION
DEL ILEON TERMINAL: ESTUDIO EXPERIMENTAL.

Font J, Gascén A, Iglesias E, Burdeus R, Monge JM, Ingelmo A.
Servicios de Urologia y Nefrologia. Hospital Obispo Polanco. Teruel.

La cirugia de exclusién del ileon terminal se ha utilizado desde 1963

como terapelitica ante casos de hipercolesterolemia severa. Los efectos
secundarios mas comunes de esta cirugia incluyen la diarrea crénica y la
nefrolitiasis. Se ha observado que en estos pacientes con exclusién del
ileon terminal el estado de diarrea cronica unido al paso integro de 4cidos y
sales biliares al colon, ademds de condicionar una hiperoxaluria,
desencadena otras alteraciones como puede ser la hipocitraturia, que junto
a una disminucidn del volumen urinario incrementan el riesgo de aparicion
de nefrolitiasis post-quirurgica. El objetivo del presente estudio se centra
en valorar en ratas Wistar las distintas alteraciones renales bioquimicas
inducidas por la cirugia de exclusién del ileon terminal y que pueden
condicionar una mayor incidencia de nefrolitiasis. Se estudiaron 70 ratas
Wistar de ambos sexos y con mds de 6 meses de vida. Los animales
fueron alimentados con una dieta rica en colesterol durante 6 meses antes
de laintervencidn quirurgica (reseccién o bypass del ileon terminal). A 30
ratas se les realiz6 reseccién del ileén terminal y a otras 30 ratas bypass del
ileon terminal. Estas ratas se sacrificaron, en grupos de 10 animales, a los
30, 90 y 180 dias de 1a exclusién del ile6n terminal, manteniendo durante
este tiempo la dieta rica en colesterol. Un grupo control de 10 ratas se
sacrificaron tras seis meses de dieta normal. Los resultados obtenidos
muestran una hiperoxaluria en todos los grupos de animales intervenidos,
no encontrando depositos de oxalato cdlcico en el tejido renal. En nuestro
estudio la hiperoxaluria no se acompafié de diarrea crénica, dato
interesante teniendo en cuenta los mecanismos de reabsorcién de oxalato
por la mucosa colénica. Sin embargo, los niveles de citraturia en orina de
24 horas se mantuvieron normales durante todo el estudio, probablemente
como consecuencia de la ausencia de diarrea. Asi mismo, no se han
observado alteraciones en los niveles de calcio ni de fésforo durante toda
la experiencia.
En conclusién, la hiperoxaluria resultante despues de la cirugia de
exclusion del ileén terminal en las ratas estudiadas, revaloriza el papel de
los dcidos y sales biliares como promotores del aumento de permeabilidad
de la mucosa colénica para los oxalatos. La ausencia de diarrea en los
animales intervenidos justifica la normocitraturia de nuestro estudio, asi
como la ausencia de depdsitos de oxalato célcico en el tejido renal.
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LA INTERACCION ENTRE TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF) Y
OXIDO NITRICO (NO), CONDICIONA LA APARICION DE
TROMBOSIS GLOMERULAR DURANTE LA ENDOTOXEMIA.

D. del Castillo, J. Guerra, E. Jaimes, G.J. Johnson, L. Raij. V.A. Medical
Center, Minneapolis, U de Minnesota y H.U. Reina Sofia, Cérdoba.

El exceso de produccion de NO y TNF han sido implicados en las
alteraciones tanto sistemicas (shock) como locales (dafio endotelial, trombosis
vascular) que aparecen durante la endotoxemia (LPS). Sin embargo la
inhibicion de la sintesis endogena de NO con L-NAME durante LPS produce
una trombosis glomerular difusa (JCI-92). E] proposito de este estudio fue
investigar si el TNF juega un papel central en ¢l desarrollo de la trombosis
glomerular en ratas tratadas con LPS en las que la sintesis de NO es inhibida.

Tres grupos de 6 ratas cada uno se estudiaron bajo el siguiente
protocolo: [- LPS (1 mg/Kg de peso ip), [I-LPS (1 mg/Kg de peso ip) + L-
NAME (0.75 mg/Kg de peso ip) 30 minutos antes y después de LPS, I1I-
LPS+L-NAME-+Pentoxifilina (PTFX, 200 mg/Kg de peso ip) 12 horas v 1
hora antes del LPS. Ha sido documentado que PTFX inhibe la
sintesis/liberacion del TNF tanto "in vivo" como "in vitro". Se¢ analizaron la
excreccion urinaria de NO2/NO3 (metabolitos de NO nmol/hr/100 gr de
peso); TNF en sucro (bioensayo con células de la linea 1.929)y el porcentaje
de glomerulos trombosados (histologia de 50 glomerulos por rata).
Resultados en A % comparado con los valores basales de NO2/NO3 y TNF.

NO2/NO3 TNF  Tromb. Glomerular %
LPS T 40+4% T 2049* 2+0.1
[LPS+L-NAME I 78+6% T 80+£25% 60+5(@)
LPS+L-NAME+PTFX bo1+7* 240.5 4+]

p=0.05 vs basal. @p<0.05 vs todos.

El efecto antitrombogenico de la PTFX no es atribuible a su efecto
antiplaquetario ya que tanto el namero de plaquetas como la respuesta de las
mismas al ADP, colageno y trombina en las ratas tratadas con PTFX no fue
diferente de la ratas control.

Estos estudios muestran que el balance entre el efecto
protrombogenico del TNF y el antitrombogenico del NO, condiciona ¢l
desarrollo de la trombosis glomerular durante la endotoxemia. Clinicamente
mecanismos similares pueden ser operativos en la sepsis ¥ en el sindrome
hemolitico urémico.

LESIONES HISTOLOGICAS RENALES INDUCIDAS POR LA DIETA
HIPERCOLESTEROLEMICA EN RATAS WISTAR: INFLUENCIA DE
LA CIRUGIA DE EXCLUSION DEL ILEON TERMINAL.
Font J, Gascén A, Iglesias E, Burdeus R, Yagiie A, Ingelmo A.
Servicios de Urologia y Nefrologfa. Hospital Obispo Polanco. Teruel.
Estudios experimentales han sugerido un papel importante de las
alteraciones del metabolismo lipidico como un factor modulador del dafio
renal progresivo. La cirugia de exclusion del ileon terminal se ha utilizado
como terapeutica para reducir la hipercolesterolemia severa desde 1963. Es
conocida la alta incidencia de nefrolitiasis que induce esta cirugia. Sin
embargo, no se han realizado estudios experimentales que valoren otras
posibles repercusiones sobre la histologia renal. El objetivo del presente
trabajo es analizar en ratas Wistar los efectos de la dieta
hipercolesterolémica y de la cirugia de exclusién del ileon terminal (by-
pass o reseccién parcial) sobre la histologia renal. Se estudian 70 ratas
Wistar de ambos sexos y con mds de 6 meses de vida. Los animales
fueron alimentados con una dieta rica en colesterol durante 6 meses antes
de la intervencion quirurgica (reseccién o bypass del ileon terminal). A 30
ratas se les realiz6 reseccion del ile6n terminal y a otras 30 ratas bypass del
ileon terminal. Estas ratas se sacrificaron, en grupos de 10 animales, a los
30, 90 y 180 dias de la exclusién del ileén terminal, manteniendo durate
este tiempo la dieta rica en colesterol. Un grupo de 10 ratas se las sacrificé
tras seis meses de dieta normal y sirvié como grupo control. Resultados: la
dieta rica en colesterol induce en seis meses un incremento significativo en
las cifras de colesterol sérico (68+9 versus 119x14 mg/dl, p<0.05).
Todos los animales experimentaron tras la cirugia de exclusion del ileon
terminal una reduccion importante del colesterol sérico, entre el 15y el
48%, a pesar de mantener una dieta rica en colesterol. Las lesiones renales
fueron nefropatia tubulointersticial, sin datos de glomerulosclerosis, en 8
de los casos estudiados. Estas lesiones fueron focales, bilaterales y no se
correlacionaron con el tipo de cirugia ni con el tiempo transcurrido despues
de la exclusién del ileén terminal. El 14% de las ratas presentaron
infiltracién lipidica a nivel de la aorta abdominal. En el grupo control no se
detectaron lesiones a nivel renal ni en los vasos.
En resumen: las lesiones histolégicas renales inducidas por la dieta
hipercolesterolémica y tras la exclusién del ileon terminal en nuestro
estudic son minimas, y se corresponden basicamente con nefropatia
tibulointerstitial. En nuestro estudio estas lesiones no desaparecieron
cuando se normalizaron las cifras de colesterol y pueden correlacionarse
con unos niveles de colesterol sérico no excesivamente elevados, y un
estadio precoz de dafio renal.
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LA THAPSIGARGINA INDUCE APOPTOSIS Y
FXPREQI()N DE OXIDO NITRICQ SINTASA INDUCIBLE
EN CELULAS MESANGIALES EN CULTIVO.

Rodriguez-Lopez A.M. & Lopez-Novoa J.M.

Instituto Reina Soffa de Investigacidn Nefroldgica. Departamento de
Fisiologia y Farmacologfa. Universisad de Salamanca.

Espana.

La apoptosis parece ser responsable de la reduccion del nimero de
células mesangiales que se ha observado en los procesos de
i.lnmemlumtrms y glomeruloesclerosis. Las sefiales dependientes de
calcio por una parte y la generacion de radicales libres, se han asociado
con fenémenos de muerte celular programada en diferentes modelos, pero
la relacion entre ambas vias precisa de mds datos experimentales.

El objetivo de este estudio ha sido determinar si un incremento
sostenido en calcio intracelular, inducido por thapsigargina, estd asociado
con procesos de apoptosis en células mesangiales en cultivo y la posible
implicacién del Gxido nitrico. Para el cultivo de células mesangiales se
utilizaron ratas Wistar y tras la caracterizacion del cultivo las células se
incubaron con thapsigargina (10-5M) durante 12Zh en un medio sin
factores de crecimicnto y en un medio suplementado con 10% de suero de
ternera fetal. Los procesos de apoptosis se detectaron por diversas
técnicas: lincidn con hematoxilina y con ioduro de propidio y otras
especiticas para detectar DNA fragmentado (TUNEL). La produccion de
nitritos se determind por el método de Griess y la expresion de iNOS por
Western blot.

Nuestros resultados indican un incremento significativo en la
frecuencia de células apoptéticas tras el tratamiento con thapsigargina en
un medio sin factores de crecimiento (17% de células en apoptosis), este
incremento no se detectd cuando utilizamos un medio suplementado con
factores de crecimiento y un 10% de suero de ternera fetal (2-3%).
Asimismo. se abservo un aumento en la produccién de oxido nftrico
(3.78 £ 1.54 vs 1.76 £ 0.44 uM), que coincide con la expresion de la
isoforma inducible de la enzima 6xido nitrico sintasa. La posible relacion
entre aumentos sostenidos en calcio intracelular y produccion de oxido
nitrico y su implicacién en procesos de apoptosis precisa mds estudios.

ACION DE AMINOACIDOS CON Y SIN 1
RiO DE SODIO.

Mijares, D Terin, I'Gamer M.

FECTOS DE LA ADMIN
ARGININA SOBRE EL MANEJO RENAL §

INTRODUCCION ¥ ORJELIVOS: El cfecto de ba in de m 5 (AA) sobre b ma
ha sido poco estudiade, se han propuestn como posibles mecanisums alter mes intr
tubnlar y balence tibule glomerular). Trabsjos reclentes han demasteads que ol 6
intervicne en of manejo renal de sodio. E propésito de nucstie trabajo fwe ainlizar de
efecto de dos soluciones de AN, 1na con L Argining, precursor del ON ¥ ofro sin 1. Arglinina,
renal de sodio.

MATERIAL ¥ METODOS: St cscopleron sicte sufetos sanos (36 | 3 atos) que 1o
AA, una con [, Arglnina {6.36 g/l) y ofra sin I, Arginina cn dos fases, sirvicndo ¢
sanos (37 1 3 witon) a quienes se los infundio una sotacion salina similar en osmolalidad 3 cantidad & 12 dr
aminoicidos.  El disefo foe realizado a doble ciego crurado. K1 mancjo remal de so fue deferminada
medlantc ¢f aclaramiento de litio, Tedos los pardmetros faeron corvegidos a 10wl de Filtvado glomernlar
3). Come parémetro de generacion endigena de ON se utilizé of GMI
de aquellos factoves hormonales (Factor natriwrético atrial{ FNA), Aldosterona,rent ina, dopanitnainsulina)
con posible influencla en ¢l manejo renal scgmentario de sodio.

RUSULTADOS: 1

. ngesta de sodio y profeicn fe sinflar en ambas fases del estudio. Después de b infusian
de I solaclim de L-Arginina se objetivé un ive de I con ion plasmitica de Ta
(LR vs 8219 pumollp<0.05).La actividad renina plasmética ¥ Ia concentrackin de aldosterona
disminuyeron significativamente tras Ja infustén de 1.-Argh com modificaciones
slgnificativas del resto de las hormonas rstudiadas La excree « tras Infusion de ln
sulucion de AE(I6775 £ BOO0 va 2008745189 rmlrUllHJ mIFC) y de ALAL Arginhnag IR1051 7075 vy
1725446429 pmol 10 mi FCG) no e L Cone snbns de AA se
ubjetivés un sumento de la carga filtrada de aminodcidos que sc acompaid de una clesackan pacatela de su
reabsorcion tubular por 1o que Ia excreciin urinaria de AA no se mod on ninguna de las soluclones
(AE:THS vs 15E6AFL-Arglnion: 1214 vs 103 jumol/min). Los parimetros del mancjo remal segmentavio
de sodlo se exponen en la sigulente tabla: X + (ES).

FARAMETRO CONTROLES AN ESENCIALES AAESINCIALES ¢ ]
rre Post Fre Post [ ARGININA |
. e Tt |
Achuramiento de Nat 70 (03) LI(02) |22 0y L7 (0 [ LT @) 25 (3"
(mbmin/1.73 m2) 3 I
Excreelon fracelomada Nak [ 2400 (0.3) 22(0.2) |22 (0.3} 2.3 (h2) 1.7 4y 2.5 (L3t
(%) s - S—
Reabsorcion  fracclonada | 92.9(1.9) 92.7(0.5) | 92.6(0.7) 9L6(0.7) [945(09) 253 (00
distal_de Na (%) . ]
Natruresks (junol/min) 83 (A7) 202 1) | M3 (1 373 S0 |20y 156 ()

<008 vs. pre. +* p < 0.0 va. pre.

CONCLUSIC S: 1) La administracién de o soluckon isosnlar e Isovolumétrica  de aminvicidos
esenciales Induce una respuesta natiiuréticn pavalela al aumenio del HGL

2) 51 Ia solucin de AA adminstrada contiene L-Arginina el efecto natvinétlco es masor
y en él participa ademés un componcnte tuhular sin evidencia de generacion ondégena de ON.

EFECTOS HEMODINAMICOS RENALES DE AMINOACIDOS PRECURSORES

Y NO PRECURSORES DE OX1DO NITRICO,
. Silgado Rodrigeer, ML AK Velasca, .. Payan, 1% Tordn, K. Perez Mijares, M. Ranios, P €omer. M
Almararz. Servicio de Nefrologia del Haspital del S.A.8 de Jerez de la Frantera,

INTRODUCCION ¥ QIRETIVOS: Es conacida que la mgesta piotetea produce enmbios hemodindnricos
renates caracterizados por un ammento del Flujo plasmitico renal (FFR) y v glome (G L

tracién Ly, de aminodcidos promneve mna respuesta renal propiita de cste trahajo fne
le forma comparativa ol efecto de dos {AA), na con 1 Arginina,
n de Oxido nurk..(u.\. ¥ otrasim 1, ,\r; L sabre la via del (N y sobre

MATERIAL Y METOIX
de dos soluclones 1y
Avgining (AL en dos fases. E1 grupo control se hizo con chica sujetos a los que se les administis una soluciin
salina de osmolalidad y cantidad siniilar a lns de los A F1 discilo fue a doble clego ¢rurndo. Se caleuld

1 FPR mediante ¢l aclaramiento de Pavasminhipmoto. A pat
rminaron la Fracelon de 1y I Reslstencln sascular
es ¢ infinencia de las diferentes ho
Tow niveles 3 urtnarios de

ILTADOS: La fngesta de sodlo y proteica fue simllar en ambnas fases. L da b

los niveles p de amis (2550 1 448 vs 1879 4279 junold, p = 0.
anluciin de AEAL Arginina solimente se observé un anmento de los niveles plasmiticos de este
(199 £ 8 B2 1+ 9 pmald, p < 0.05). La carga filieada de AL aumento significativamente con las dos
solucioncs. No obstante la reabsorcion tubular de AA también cxpetlmentd wn incremento paralcle
significativo, por o npn- In excrectén urinarda de estos no se modifice. Los valoves urinarios de GNIPe no

con Ia sotuckim de AE (16775 4 8140 vs 20087 # SR paol/ 100

il FG). Los valores de s p ¥ niveles ¢ cxpresa ~ siguicntes
(ablas:X 1 (ES).

PARANETRO ARINOACIDOS ESENCIALES | ANMINOACIDOS CIALES

1, AHGININA
Pee Post Pee Pt

FG (mbimin/1.73 m2) 102_(6) 1R (6) 103_16) 121 (6)

PR (ml/imin/1.73 m2) 831_(33) 837 (91) TS 169) T (%)

TF (%) 1) 15 (2) () 18 @)

RVR (mmllg/ml) 0.070 (0.01) 0.067 (0.01) 0073 (0.01) 0079 ((h01)

FG: itrado glomerular; FPRG: flujo plasmético renal, FF: fracclin de filtracton, RVK: vesistoncia
sascular renal; * p < 0.05 vs pre.

HORMONA AMINOACIDOS ESENCIALLS [ AMINOACH NCIALES
+ 1 ARGEININA
Pie Post rre Pust o
| RENINA (ng/mim) 0.33 (0.18) 0.62 (1L15) 135 (0.35) 0.73 (023}

ALL ONA (pe/ml) | 78_(7) 82 (6) 04 (9) A1 (5

INSULINA (uU/m) 15 @) 1= ) 152 17 )
‘AGON (pg/ml) 151 (74) 126_(23) WT (77) [E S

AL (jeU/mil 1.5 (08) 10 (12) 08 (0.3) 13 (0.5

GH: hormona del crecimiento; * p < 0.05 vs. pre.

1) La ndministracion de wna infusion isosmolar de aminodcidos que no genceen
en ¥ con n ns de b produce un aumento del
R por mecanismos no ben lllllnlrlm
un descenso de fa Actisidad de Renlna plasy

cambios det ¥
2) La om de 1-Arginina p
concentraclon de Aldosterona.

tien y de In
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REINFUSION DE LIQUIDO ASCITICO CONCENTRADO EN
PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA: EFICACIA DE UN
METODO SIMPLIFICADO. Albalate M, Lopez Garcia MD,
Viazquez A, de Sequera P, Marriott E, Ortiz A, Casado S, Caramelo C.
Fundacion Jiménez Diaz. Madrid.

OBJETIVO: Valorar un nuevo método de reinfusién de liquido ascitico,
utilizando una membrana de cuprofdn y practicade en una Unidad de
Diilisis. PACIENTES Y METODOS: Se realizaron 31 reinfusiones en
17 pacientes con cirrosis y ascitis refractaria y masiva. Se monitorizaron,
previamente al procedimiento y a las 24 hs, constantes clinicas,
hemograma, NUS, Cryp, Nagp, Kgop, proteinas plasmaticas y t° de
Quick. En 10 de estos pacientes se realizd un seguimiento de seis dias.
En el liquido ascitico se analizaron: leucocitos, albimina, proteinas
plasmaticas, complemento y se practic cultivo. Técnica de reinfusidn:
Se us6 una bomba Roller (Hospal), con un dializador de cuprofan (1,6
m?). Se realizé una paracentesis (aguja 14 G), drendndose el liquido a
bolsas de hemoterapia a un flujo de 200 mL/min, hasta completar 5
litros; el drenaje continud libremente hasta la evacuacién completa. Los
5 L se concentraron mediante circulacion en circuito cerrado con el
dializador, reinfundiéndose el concentrado por una vena periférica.
RESULTADOS: No ocurrieron cambios significativos en ninguno de los
parametros clinicos ni bioguimicos medidos en los tiempos analizados,
incluso en procedimientos repetidos (2 a 9 veces). No se produjeron
complicaciones relevantes relacionadas con el método. La media de
liquido ascitico drenado fue de 8.6 litros y la del reinfundido de 359,8
mL. EI tiempo total empleado fue de 248 min. El liquido infundido
contenia 4,7 gr/dL de albimina, y como ventaja potencial afiadida, una
cantidad significativa de globulinas y complemento. El coste medio de los
materiales utilizados fue 8.440 pesetas, cifra significativamente menor
que el coste equivalente de las infusiones de albtimina actualmente en uso
(39000 pesetas) y que un tratamiento diurético hospitalario.
CONCLUSIONES: Presentamos una técnica con eficacia equivalente y
ventajas significativas en costo y duracion para el tratamiento de la ascitis
refractaria.
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