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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN LA TESIS

AQP = ACUAPORINAS
AQP1 = ACUAPORINA UNO

AQP2 = ACUAPORINA DOS

AQP4 = ACUAPORINA CUATRO

TFG = TASA DE FILTRACION GLOMERULAR

FSR= FLUJO SANGUINEO RENAL

FPR = FLUJO PLASMATICO RENAL

Cap glom. = CAPILARES GLOMERULAR

Cap pernit = CAPILAR PERITUBULAR

Pcg = PRESION HIDROSTATICA CAPILAR GLOMERULAR
Pcb = PRESION HIDROSTATICA CAPSULA DE BOWMAN

IT cg = PRESION ONCOTICA CAPILAR GLOMERULAR

IT cb = PRESION ONCOTICA CAPSULA DE BOWMAN

Lp = PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA GLOMERULAR
S = AREA DE SUPERFICIE DE LOS CAPILARES GLOMERULARES
s = COEFICIENTE DE REFLEXION

MA = MEMBRANA APICAL

MB = MEMBRANA BASOLATERAL

TP = TUBULO PROXIMAL

TCC = TUBULO COLECTOR CORTICAL

TCM = TUBULO COLECTOR MEDULAR

PTH = HORMONA PARATIROIDEA

OBU = OBSTRUCCION BILATERAL URETERAL

OUU = OBSTRUCCION UNILATERAL URETERAL



I RESUMEN

“DETERMINACION DE ACUAPORINAS RENALES EN CONEJOS CON
OBSTRUCCION EXPERIMENTAL DE AMBOS URETERES”

Es de gran nterés en los ulimos afios el papel que han tomado los canales de agua

llamados ACUAPORINAS en la regulacion del medio interno Este trabajo de
investigacion se centra en la identificacion en la expresion de las acuaporinas y su
papel en la regulacion del metabolismo del agua Se utiizaron como ammales
experimentales conejos albinos Newzeland del Bioteno de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Panam4. A los conejos se les realizd una lesion renal bilateral con
higadura de ambos uréteres con el fin de producir hidronefrosis bilateral y observar en
forma cualitativa y semicuantitativa s1 se reduce la expresion renal de acuapormnas en
los nifiones de estos conejos Se utilizd la técnica de anticuerpos policlonales contra
acuaporinas como marcadores para determinar la densidad de estos canales de agua en
los rifiones de los conejos Mediante la técmca de microscopia de luz se evaluaron los
cambios estructurales en los rifiones de estos conejos y se compararon los resultados
con conejos controles a los cuales no se le ligaron los uréteres Este estudio es de
trascendental importancia por la gran utihidad clinica que resulto en la manipulacién
biofisiofarmacoldgica en la expresion de estos canales de agua.
En nuestro medio, Panami, no se ha realizado mingin estudio para evaluar la
expresion de estos canales de agua, m1 en situaciones fisioldgicas, m fistopatologicas,
m mucho menos en la practica clinica. Al hacer las biopsias renales en Panama no se
realizan técmcas biomoleculares para determinar el papel de las acuapornas en
diferentes situaciones fisiopatologicas Estamos seguros que este trabajo de
investigacion, dejara un aporte dé gran valor a la comumdad cientifica, tanto a mivel
de las ciencias bésicas, como para el especialista clinico y sobre todo, el poder aplicar
esta técnica, en nuestro medio, Panama.



SUMMARY

“DETERMINATION OF RENAL AQUAPORIN IN RABBITS WITH
EXPERIMENTAL BILATERAL URETERAL OBSTRUCTION”

It 1s of great interest to observe the role undertaken 1n the last years by the water
channels called AQUAPORIN 1n the regulation of the “milieu intérieur” This
investigation 1s centered on the role of the aquapornn in the regulahon of water
metabolism Albinic rabbits from the bioterium of the Faculty of Medicine of the
University of Panama were used as experimental subjects The rabbits were
subjected to bilateral renal lesion by ligation of both ureters with the purpose of
causing bilateral hydronephrosis and to observe qualitatively and semi quantitatively
if the renal expression of aquaporins 1s produced 1n the kidneys of these rabbits The
techmque used was the polyclonal antibodies against aquaporns as markers to
evaluate the density of these channels of water 1n the kidneys of rabbits Through the
technique of hght microscope the structural changes 1n the kidneys of the rabbits were
evaluated and the results compared with control rabbits that did not have their ureters
higated Ths study 1s of transcendental importance due to the great clinical utility
resulted 1n the biopharmacologic mampulation 1n the expression of these water
channels

In our media, Panama, no studies have been conducted to evaluate the expression of
these water channels, on physiologic or physiopathological circumstances, hardly less
in the chnical pracice When renal biopsies are done 1n Panama, no biomolecular
techmques are done to determune the role of aquaporins 1n different
physiopathological situations We are positive that this research project will be of
great value to the scientific community, both at the basic science level and for the
clinical specialist, and mainly enabling the application of this technique in our media,
Panama.



I INTRODUCCION

El conocimiento de la fisiologia renal es de vital importancia para el fisidlogo y el
médico clinico Con respecto a la regulacién del medio mterno, Los conceptos
mmpartidos por Walter Cannon y Claude Bernard estin vigentes en el presente Segun
Claude Bernard todas las actividades del organismo son dependientes de un medio
mterno constante y el medio interno es aquel liquido que rodea a las células Seguin
Walter Cannon el medio mnterno es regulado en margenes estrechos y esta constancia
del medio interno l1a llam6 HOMEOSTASIS Garndo (2002 ) El término homeostasis
mplica una variedad de procesos dentro de un organismo viviente con el fin de
mantener el equihbno fisiolégico Una de las funciones homeostaticas mas critica es
la regulaci6n de la composici6n quimica de los fluidos corporales Esta funcion, en los
vertebrados, es realizada primordialmente por los niiones
El manterumiento del balance hidrnico implica 1gualar la ganancia y 1a pérdida de agua.
La principal fuente de ganancia de agua en la mayoria de los mamiferos se encuentra
en la dieta, también se forma agua como resultado de la oxidacion de las moléculas de
nutrientes Se pierde agua en las heces y en la orina, por la respiracion y a través de la
piel Aunque la cantidad de agua absorbida y eiiminada puede vanar notablemente de
un ammal a otro y también de un momento a otro en el mismo animal, el volumen de
agua del cuerpo permanece constante Los principales compartimientos donde se
distnibuye el agua corporal son el plasma, los fluidos intersticiales (incluyendo a la
linfa), y los fluidos intracelulares El peso de un ser humano adulto promedio es de 70

Kg y de este peso aproximadamente el 60% es agua, es decir tenemos



aproximadamente 42 litros de agua s1 nuestro peso fuera de 70 Kg, a su vez, el agua
corporal total se distnbuye de la siguiente manera en un 40% ( 28 litros ) a mvel
intracelular, un 20% ( 14 htros ) extracelular y de este 20%, el 15% se encuentra en el
liquido ntersticial, y el restante 5% se distribuye en un 4 5% en el espacio
intravascular y el restante 0 5% en los liquidos transcelulares ( liquido intraocular,
liquido pertoneal, espacio sinovial, pericardio y los liquidos conteidos en 6rganos
huecos, sistema respiratorio, genitourinario y digestivo ) Rose (2002 )
El pnincipal factor que determina el intercambio de agua entre los compartimientos
del cuerpo es el potencial osmético que se relaciona directamente con la presion
osmética que es la presion necesana que mmpide la emugracion del solvente La
presi6n osmoética causa movimiento de fluido en ambas direcciones simultineamente
La vanacién de concentracién de solutos causa mayor movimiento en una direccidn,
sin anular el movimiento en la otra direccion Pefialba y Garndo ( 2007 )
El nfién participa en la homeostasis a través de sus tres funciones basicas
1 ) Reguladora regula la osmolanidad, el volumen, la composiciéon y el pH del
flmdo extracelular, mediante la excrecién de agua, sodio, potasio, cloro,
bicarbonato, idrogeniones, fosfatos y otros solutos
2 ) Excretora excretan productos finales del metabolismo como urea, creatinina,
acido unco, productos finales de la hemoglobina, hormonas, sustancias
quimicas exdgenas ( drogas ) y sus metabolitos
3) Endocrina  sintetizan y liberan remina, entropoyetina, prostaglandinas,
bradiquininas, calcitriol, urodilatina, dopamina y endotelina.
Garnido (op cit )
La unidad funcional del nfién es el nefrén. Cada nefrén estd formado por un tubulo

largo, unudo a un bulbo cerrado, la capsula de Bowman, que contiene un racimo de



capilares retorcidos, el glomérulo Cuando el filirado efectda su largo viaje a través
del nefrén, las células del tubulo renal reabsorben selectivamente moléculas del
filtrado y secretan otras moléculas en €l El exceso de agua y los productos de desecho
son excretados del cuerpo como ornna. La conservacion de agua en los mamiferos es
posible por la capacidad de excretar una orna que es hiperténica en relacién con la
sangre, debido al mecanusmo de contracorniente que ocurre en las asas de Henle

La funcién del nefrén es influda por hormonas, sobre todo, a mvel del nefron distal
donde actuan hormonas claves como la aldosterona y la hormona antidiurética. En
este trabajo mencionaremos en el marco teérnico el rol de la hormona antidiurética
( ADH ) y su relaci6n con los canales de agua, sobre todo, con la acuaporma 2
(AQP2)

Es nteresante conocer como el nfién participa en la regulacién del medio intemo al
igual que el sistema neuroendocrino y el sistema cardiovascular, a su vez estos
mantienen una perfecta sincromzacién que mantiene el equilibnio del medio mterno,
que rodea a las células Este liquido que rodea a las células se llama LEC (liqudo
extracelular) y para mantener todos los componentes del liquudo extracelular en
equilibrio se requiere de un gran trabajo renal El conocimiento de como el sistema
renal regula los diferentes parametros homebstisicos renales es de gran interés
histonico, desde mediciones macroscopicas realizadas en el pasado (cualitativas —
cuantitativas) hasta evaluactones microscépicas, termunando con evaluaciones
bromoleculares sobre los diferentes mecanismos de regulacion de volumen y del
medio mterno por el niién. Hay incremento en el numero de estos estudios, en los
iltimos affos Podemos mencionar como gjemplo el aporte de la Biologia Molecular
con el descubnmiento de las acuaponnas (AQP) por Peter Agre, que respondi6 la

incognita de como el agua penetra las células spitehiales con uniones estrechas ( tight



Junction ) y lo hace a través de estos canales de agua llamados acuaporinas en
presencia de hormona antidiurética (ADH) Agre ( 1993 ), Knepper (1994), Nielsen y
Agre (1995), Selding ( 2000 ) Es sorprendente en la actualidad que el conocimiento
de las diferentes disregulaciones a través de estos canales de agua intervienen en una
gran variedad de patologias como 1) cirrosis hepatica 2 ) sindrome nefrético 3)
falla cardiaca congestiva 4 ) diabetes insipida nefrogénica. Selding ( sup cit ),
Bedford ( 2003 ), Lee et al ( 2003 ), Costello-Boering et al ( 2003 ), Fernindez
(2003 ), Gold (2005 ) La diabetes insipida nefrogénica es explicada por tres posibles
mecanismos €l primero por cambios estructurales en el mismo canal de agua, el
segundo por alteracién en su via de traslocacién a la membrana apical y por altimo el
tercer mecanismo es por anomalia en el mismo receptor V2 de la hormona anti
diurética( ADH ) Nielsen (2000 )

En el afio 2002 se realizé, en el Laboratorio de Fisiologia de la Facultad de Medicina
de la Umversidad de Panami, un trabajo experimental sobre la mediciones de
parametros renales en conejos con ligadura bilateral de ambos uréteres demostrando
un sindrome poliirico en estos conejos y se correlacionaron con el dafio tubular
ocasionado por la 1squemia de las células tubulares, secundario al aumento de la
presion intratubular debido a la igadura de ambos uréteres Amador (2002 ) De este
trabajo surgi6 la 1dea de investigar acerca de la expresion de las acuaporinas renales,
ya que estos cambios en los parametros renales se podrian deber a la dismunucién de

la expresion renal de los canales de agua “ACUAPORINAS”

AMADOR, CE, GARRIDO, DR. 2002 Determinacién de pardmetros renales en
conejos con obstruccién experimental de ambos uréteres Trabajo realizado en la
asignatura de Fisiologia Avanzada del programa de maestria. Universidad de Panamé,

Panam4a, Panama. | 24 pags



En este trabajo de mvestigacion se evaluara la expresion de estos canales de agua,
en conejos con ligadura de ambos uréteres (grupo expenmental) y en conejos sin
ligaduras (grupo control) para responder las siguientes interrogantes
JHay disminucion en la expresion de las acuaponnas renales en los conejos con
ligadura de los uréteres?

JHay correlacién entre los hallazgos histopatolégicos y estructurales obtenidos
mediante microscopia de luz en los conejos con ligadura bilateral de uréteres?

,Cudl es la diferencia observada entre los conejos con ligaduras y sin ligaduras de
ambos uréteres con respecto a la expresion de las acuaporinas ( AQP )?

Finalmente, el papel central de esta tesis es el realizar el montaje de la técnica de
inmunohistoquimica con anticuerpos policlonales contra las AQP1, AQP2 y AQP4,

para poder contestar las interrogantes, anteriormente enunciadas



Il FUNDAMENTO TEORICO

En un corte histologico de niion se observan diferencias regionales, en su porcién
mas extemna, esta la corteza renal, donde se localizan los glomérulos, tubulos
proximales, distales, segmento conector y colector cortical Una region méis interna
que es la médula renal en donde se encuentran las asas de Henle y los tibulos
colectores medulares ( Fig 1)

La unidad funcional del rifién es el nefrén y hay aproximadamente 1 — 1 3 mullones de
nefrones en los nfiones humanos De acuerdo a la localizaci6n del glomérulo en la
corteza renal los mamiferos tienen tres tipos de nefrones Rose (op cit)

1) Nefrones Superficiales o Corticales Representan el 85% de las nefronas
Tienen sus glomérulos ubicados en las zonas externas de la corteza. Se
caracterizan por tener asa de Henle cortas que terminan en las capas mas
externas de la médula renal

2) Nefrones Intermedios Corticales Los glomérulos se localizan en la zona
intermedia de la corteza renal

3 ) Nefrones Yuxtamedulares Los glomérulos estan en la parte mas mnterna de la
corteza, localizados en la unién de la corteza y la médula renal Estas nefronas
tienen sus asas de Henle largas que profundizan en la médula renal y llegan
hasta la papila renal Importantes en el mecanismo de contracorrtente y la

concentracioén de la ormna.



-9 .

Figura 1

Anatomia regional: desde la corteza renal a la médula renal.
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En el capilar glomerular se lleva a cabo el proceso de Filtracién Glomerular Que es el
paso de solutos y agua de los capilares glomerulares al espacio de Bowman. Esto es
un proceso pasivo y es determinado por las Fuerzas de Starling
Las presiones que comandan el movimiento de liquidos a través de la pared del capilar
glomerular son las prestones o Fuerzas de Starling
Podemos resumur que la filtracién glomerular es un proceso pasivo que depende de la
presién artenal media que se transmite al glomérulo El grado que se transmite esta
presi6n, depende de la resistencia del lecho renal Garndo (op ct )
Hay dos factores que basicamente determinan la formacién del ultrafiltrado
glomerular

1) El Coeficiente de Filtraci6n Glomerular ( Kf)

2 ) Las Fuerzas Fisicas de Starling ( Pf) ( presi6n de filtracién )
Debemos considerar el coeficiente de filtraci6n, que representa la permeabilidad al
agua de la pared de los capilares glomerulares Los 2 factores que contribuyen en el
coeficiente de filtraci6bn son la permeabilidad por umdad de superficie ( Lp ) y la
superficie total (S )
La TFG es la velocidad en ml/min a la cual los niiones forman el ultrafiltrado Se
calcula con la sigutente férmula.

TFG =Kfx Pf

El valor normal de Kf = 12 S ml/mun, donde Kf es una medida de que depende de la
permeabilidad de la membrana (Lp) y la superficie de los capilares glomerulares (S)
Desglosando la formula antenor podemos describir mejor, en forma matematica la
TFG, asi

TFG = LpS ( A presion hidrostatica — A presion oncética )
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TFG=LpS (Pcg—Pcb)-s(mcg—mch)
En términos simples podemos decir que hay fuerzas que hacen que el liquido se
desplace fuera del capilar y otras que hacen que se mantenga dentro del capilar, lz

resultante de estas fuerzas se denomma Presion Efectiva de Filtracion ( Pf)

Fuerzas que lo desplazan fuera del capilar: 1.) Presién hidrostdtica del
capilar (45 mmHg ).
2.) Presion oncética de la cipsula

de Bowman (0 ).

Fuerzas que lo mantienen dentro del capilar: 1.) Presién oncética del capilar
(25 mmHg ).
2.) Presion hidrostitica del espacio

intersticial ( 10 mmHg ).

Los cambios en la resistencias de las arteriolas tanto aferentes o eferentes producen
cambios de las fuerzas de Starling Por ejemplo, al contraerse la arteriola eferente,
aumentara la presion hidrostatica del capilar glomerular, con lo que aumentara la
filtraci6n glomerular En cambio s1 se contrae la artenola aferente, caera la presion
hidrostatica capilar, y por ende disminuira la filtracién glomerular

La presion Hidrostatica Glomerular y la presion Hidrostitica de la Cépsula de
Bowman se mantienen constante a lo largo del capilar durante el proceso de filtracion
glomerular La presion neta de filtraci6n es de 10 mmHg en el extremo aferenite y cae

a cero en el extremo eferente
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Tenemos el equilibrio de filtracién, que es el punto donde la Presion Neta de
Filtracion ( Pf ) es de cero y se alcanza a la mitad del capilar glomerular En
condiciones normales el equilibrio se alcanza cuando se ha filtrado el 20 % del Flujo
Plasmatico Renal ( FPR ) El equilibno de filtracién varia con el FPR de la siguiente
manera si1 aumenta el FPR, el equilibrio de filtracién se desplaza hacia el extremo
eferente del capilar glomerular, lo que aumenta la TFG S1 el FPR disminuye, se filtra
menos del 20%, lo que determina una menor TFG y el equlibrio de filtracién se

desplaza hacia el extremo aferente del capilar Garndo (op cit )
8 = Es el coeficiente de reflexion de las proteinas a través de la pared del capilar

que varia desde O s1 es completamente permeable, a 1 s1 es impermeable
Puesto que el filtrado estd principalmente libre de proteinas, t cb =0y s =1 De este
modo tenemos la ecuacion final del proceso de filtracion glomerular
TFG=LpS (Pcg—Pcb-ncg)
De este modo tenemos que el valor normal de la TFG es

TFG = 12.5 ml/min ( 45SmmHg - 10mmHg - 25SmmHg ) = 125 ml/min.

Como resultado de la filtraci6n glomerular se producen aproximadamente en 24 horas
180 Iitros de ultrafiltrado de plasma, s1 este ultrafiltrado se excretara sin modificacion,
se perderia una cantidad equivalente en términos de orma. Estas modificaciones
ocurren en los tibulos renales, se llevan a cabo mediante la reabsorcion y mediante la
secrecién de algunos sustancias desde la sangre capilar hacia la orina.

El transporte de cualquiera sustancia por los tibulos renales se puede realizar por dos
vias 1) La Via Celular o Transepitelial Es el paso de la sustancia por la membrana

apical y basolateral del epitelio renal

2) La Via Paracelular Es el paso de la sustancia a través de la unién estrecha.
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La apancion de una sustancia en la orna es lo que llamamos Excrecién. Hay tres
procesos que anteceden a la excrecion y que son consideradas las tres funciones
basicas de la nefrona. (Fig 2)

Figura 2

Las tres funciones basicas de la nefrona

arterndia
arter«a afercnte camtar
/ glomerutar
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M e
<
encrecion
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Fuente Rose y Post ( 2002)

Figura 2

1 - Filtracién Glomerular Es el movimiento de agua y solutos del capilar
glomerular ( Cap glom ) al espacio de Bowman

2 - Secrecion Tubular Es el movimento de la sustancia desde el capilar
perntubular, al intersticio renal, luego a la célula tubular y finalmente llegando
hasta el lumen tubular ( fluido endotubular )

3 - Reabsorci6n Tubular Es el movimiento de agua y solutos desde el lumen
tubular, a la célula epitehial, luego al intersticio y finalmente al capilar
peritubular Este proceso puede ser pasivo o activo Puede seguir la via celular
o paracelular
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El contenido del filtrado glomerular puede modificarse en su paso por los tubulos
renales, mediante los procesos de reabsorcién y secrecién tubular De este modo,
pueden extraerse sustancias del fludo endotubular por el proceso de reabsorcién y
pueden adicionarse sustancias al fludo endotubular, que no fueron filtradas, por el
proceso de secrecién tubular

La reabsorcion de agua a lo largo de la nefrona varia de acuerdo al segmento de la
nefrona involucrado, es diferente la reabsorcion de agua a nivel del nefrén proximal,
que en el distal Esta diferencia es producida por las caracteristicas de permeabilidad
de las diferentes células al agua y es modificada por factores como carga de sodio,
velocidad de flujo tubular, descarga simpatica y efectos hormonales sobre todo a nivel
del nefrén distal

Egquilibrio del Sedio y agua: Es conocido el efecto osmético que ejerce el sodio, que

favorece el movimuento del agua y su reabsorcion a lo largo de la nefrona. Por lo
tanto, la reabsorcion de sodio es una de las funciones mas importantes del niién El
Nat es el principal catién del liquido extracelular (LEC), y su cantidad determina el
volumen de este compartimento Por lo tanto, los mecanismos que regulan la
filtraci6n y reabsorci6n de sodio, tienen importancia decisiva para conservar en rangos
normales los volimenes del LEC y el sanguineo, y ademas la preston arterial

Normaimente la cantidad de Na+ que ingresa al cuerpo, debe ser 1gual a la que se
excreta. Cuando el equilibrio se hace posttivo, 0 sea aumenta la cantidad de Nat en el
LEC (mayor ingreso que excrecién), se produce una expansién del LEC con el
concomitante aumento del volumen sanguineo y de la presién artenal y puede

aparecer edema (acumulacién anormal de liquido en el espacio intersticial)
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La excreci6n de sodio es menor del 1% del total que se filtra por el glomérulo (cargs
filtrada) La mayor reabsorcién de Na+ se produce en el tibulo contorneado
proximal (60 - 65% de la carga filtrada), y es acompaiiada de reabsorcién de agua.
La rama gruesa ascendente de Henle reabsorbe un 25% de la carga filtrada, pero a
diferencia del tubulo proximal, a este nivel el tiibulo es impermeable al agua.

Las porciones terminales del nefron (tabulo distal y tabulo colector), reabsorben un
8% de la carga filtrada. Especial mencidén merece la porciéon termunal de los tabulos
colectores corticales y medulares que reabsorben un porcentaje relativamente bajo de
la carga filtrada (3%), pero que es regulado hormonalmente por la aldosterona y el
factor natriurético atnal ( FAN )

Mencionaremos la relacién del sodio y agua a lo largo de la nefrona con las células
involucradas ( Fig. 3)

Pnimera porcién del tubulo contorneado proximal o segmento (S1) A este mivel se

reabsorben varios solutos acoplados al Na+ (glucosa, aminoacidos, lactato, fosfato,
citrato y HCO3-) mediante mecanismos de cotransporte y de contratransporte

Porci6n Termunal del tibulo contorneado proximal o segmento (S2) El liquido que

llega a este mvel, difiere bastante del filtrado glomerular onginal, ya que carece de
glucosa, aminoacidos y tiene una carga baja de HCO3-, y a su vez contiene una carga
elevada de Cl- Por lo tanto, a este mvel predomunantemente se reabsorbe Na'Cl’, ya
sea por mecamsmo transcelular, como por mecanismo paracelular ( las uniones
intercelulares “no son tan estrechas™ y permiten el paso de este amon entre las

células ) Todo esto es acompafiado de una reabsorcién isosmética de agua, ya que
cada vez que los solutos se desplazan al interior de las células, el agua sigue al soluto
por gradiente osmoético y se conserva la 1sosmolanidad El segmento S3 del tabulo

proximal no es contorneado, sino recto por lo cual, es llamado pars recta.
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El segmento S; del tibulo proximal se continua con el segmento descendente del asa
de Henle

Equiibrio glomerulotubular Es el principal mecanismo de regulacién de la

reabsorcién a mvel del tibulo proximal En términos generales podemos decir que
este equilibrio, permite una reabsorcién de una fraccién constante de la carga filtrada
(60% - 65%)

Asa de Henle Altamente permeable al agua en su segmento descendente
Impermeable al agua en sus segmentos ascendente: delgado y grueso Se
reabsorbe el 25% del sodio filtrado

Rama Descendente es altamente permeable al agua y moderadamente permeable a
solutos pequefios como NaCl y urea. Se reabsorbe el 20% del agua filtrada.

Rama Ascendente delgada es altamente permeable al NaCl, moderadamente
permeable a la urea.

Rama Ascendente gruesa Impermeable a sodio, cloro y urea. La reabsorcién de
1ones a este nivel es por mecanismos activos A este nivel en la membrana luminal se
encuentra un cotransportador triémico (Na'™- 2 CI'- K*), el que produce reabsorci6n
neta de Na’, K" y CI' gracias al gradiente electroquimico del Na™ Estas células son
mmpermeables al agua, por lo tanto se produce reabsorcién neta de solutos sin agua
(segmento diluyente) En la membana luminal existe un anti-portador Na™ - H' que
reabsorbe Na' y secreta H', lo que permte la reabsorcién de HCO3™ En la membrana
basolateral est4 la bomba ATP asa-Na'- K" que saca achvamente el sodio de la célula
Tubulo Distal Es impermeable al agua y no es afectada por la accién de la ADH

El tiibulo distal en la membrana basolateral tiene ATP asa-Na'- K’y un canal de CI
La membrana luminal tiene un cotransportador de Na' - CI' que interviene en la

reabsorci6n de sodio y es dependiente de la oferta tubular de sodio al tibulo distal y
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varia importantemente con el flyo unnario Este cotransportador es inhibido por
dwréticos tiazidicos al competir por el sitio del cloro en €l cotransportador de Na™ - CI’

en la membrana lummal

Segmento Conector Es la porcion entre el tibulo distal y el imcio del tibulo colector
cortical Tiene caracteristicas de ambos Al i1gual que el tibulo distal Es
impermeable al agua ain en presencia de ADH Reabsorbe activamente calcio, es
afectada por PTH y calcitriol Al 1gual que el colector cortical reabsorbe activamente
sodio por una canal de sodio y secreta pasivamente potasio por acciéon de la
aldosterona.

Tubulo Colector Cortical Encontramos 2 tipos de células, las células pnncipales que

se encargan de Ia reabsorcion de Na” y secreciéon de K™ y las células intercalares tipo
A o alfay tipo B o beta, que tienen que ver con el equlibrio 4cido-base Estas células
intercalares son relativamente impermeables al agua en estado basal y no son
sensibles a la ADH Las células pnincipales son sensibles a la aldosterona
(reabsorcién de sodio y secrecidn de potasio) y ADH (reabsorcién de agua) Las
células principales tienen canales de Na” y K* en la membrana luminal y ATP asa-
Na’'- K* en la membrana basolateral Gracias a los canales de Na+ y K+ que se
encuentran en la membrana luminal, es posible el desplazamiento de estos 1ones,
mediante el gradiente electroquimico, que es mantenida por la bomba Na/K ATPasa
basolateral La Aldosterona, hormona esteroidal sintetizada en la corteza suprarrenal,
actiia directamente en las células principales donde a mivel del DNA estimula la
sintesis de proteinas de los canales de Nat+ y de la bomba Na-K-ATPasa, con un
efecto neto en aumento de la funcién de este sistema y por ende aumento de la

reabsorcion de Na+ y de secrecion de K+ ( Fig 3)
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A este nivel del tubulo colector renal se reabsorbe alrededor del 3% de la carga
filtrada de sodio, y es justamente a este nivel donde hay una regulacion mas fina del
equilibno

Finalmente, la reabsorcién de agua a este nivel del fibulo colector es controlada
por la hormona antidiurética ADH, la que se secreta en la hipdfisis postenor y
produce un aumento de la permeabilidad del tabulo colector (estmulando la fusién de
vesiculas con la membrana plasmatica, las que contienen AQP2, canales proteicos que
permuten el paso de agua a través de ellos) (Fig 3)

Tubulo Colector Medular Tenemos el Colector Medular externo y el Colector

Medular mterno Los tabulos colectores medulares externos, intervienen
principalmente en la acidificacién de la orna y en la excrecién de amonio Los
tabulos colectores medulares internos son mas importantes en la concentracion de la
ormna.

Tubulo Colector Medular Externo La mayoria de las células en el tubulo colector

medular externo son células intercalares, de manera que tienen en su membrana
luminal abundantes bombas de ATP asa- K' - H' y ATP asa- H' y en su membrana
basolateral el cotransportador CI'- HC03" que favorece la reabsorcién de bicarbonato
Es impermeable al agua en estado basal, pero en presencia de ADH aumenta
importantemente la permeabilidad al agua, lo que permite un equilibrio osmético
con el intersticto medular, por lo que es importante también en la concentracion de la
orma.

Tabulo Colector Medular Intemo Tienen células similares en funcion a las células

principales y células intercalares Son mas importantes en la concentracién de la ormna.
Este segmento es muy importante en la reabsorcién de agua y la excrecion de una

orna concentrada. La ADH aumenta la permeabilidad al agua, lo que permite un
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equuibrio osmético con el intersticio medular e interviene en la concentraciéon de

orma Rose (po cit)

Pelvis Renal, Uréteres v Vejiga Cambios minimos ocurren en la composicién de

orna, una vez que sale el fludo endotubular del colector medular mas interno La
pelvis, uréteres y vejiga son moderadamente permeables a la urea y el agua
Garndo (op cit )

Figura 3

Mecamismos de transporte de solutos en los diferentes segmentos del nefron.

Célula principal- Tubulo distal cotector

— Y
B
-
Amarcasidos I sangre capllar
L] | peritubuiar
Foafass, ttaln

Tubulo proximal

Rama ascendente gruesa

Figura 3 Células involucradas en el transporte de solutos y agua, en los diferentes
segmentos del nefrén. ( ver texto armba )
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Concentracién y dilucién de la orina

La osmolandad de liquidos corporales es alrededor de 290 mOsm/L, y su regulacion
es un proceso ntegral y muy fino ( cambios pequefios en la osmolandad causan
reacciones que tienden a volver a la osmolandad a rangos normales )

En este contexto, los tubulos colectores corticales y medulares son los lugares donde
se ejerce el equilibrio del agua (tal como sucede con el Nat+ y el K+) Las vanaciones
en la reabsorcion de agua producen cambios en la osmolandad de la ormna, la que
puede vanar desde 50 mOsm/L ( omna dilwida ) hasta 1200 mOsm/L ( ormna
concentrada ) (Fig 4)

Ante una pérdida continua de agua, se produce una concentracién y un aumento de la
osmolandad plasmatica. La osmolarnidad plasmatica es constantemente censada por los
Osmorreceptores del hipotdlamo anterior Ante un aumento de la osmolandad, la
estmulaciéon producida en los osmorreceptores tiene dos efectos principales

Generacion de la sed, y aumento de la secrecién de ADH (hormona antidiurética o
vasopresina) por la hipofisis posterior La concentracién y dilucién de la orina
depende de la accién de la ADH y 1a tonicidad medular.

La accion de la ADH a través de su receptor VoR a nivel renal, se resume en lo
siguiente

- Aumenta la permeabilidad del agua en los tubulos colectores corticales y medulares,
mediante la expresidn de acuaporinas ( AQP2 ) en las superficies lumnales Con esto
aumenta el paso del agua a través de los tabulos hacia los capilares peritubulares y por
consiguiente mayor reabsorcion de agua.

- Incrementa la actividad del cotransportador Na'-2CI"K" en el segmento grueso del

asa de Henle
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~ Aumenta la permeabilidad de la urea en los tibulos colectores medulares internos
Estas 2 ultimas acciones tienen como fin aumentar también la reabsorcién de agua. El
aumentar la permeabilidad al agua en los tubulos colectores, por si sola no determina
una mayor reabsorcién de agua, también se necesita una fuerza osmoética que logre
desplazar el agua

La ADH aumenta la reabsorcién de otros solutos que funcionan como osmoles activos
en el intersticio medular renal y sirven de motor para el desplazamiento del agua
(NaCl y Urea)

La participacién de las Acuaporinas en el proceso de reabsorcién de agua a lo
largo de 1a nefrona

La AQP1 es el canal de agua responsable en el movimiento transcelular de agua en el
tabulo préximal y en el asa descendente de Henle Las 1soformas de AQP2, AQP3, y
AQP4 estén presentes en las células principales de los tiibulos colectores corticales y
medulares internos La AQP2 est4 en la membrana apical y es la base de la regulacién
por la ADH en la permeabilidad al agua en estos segmentos tubulares La AQP3 y
AQP4 se encuentran en la membrana basolateral de las células principales, donde
intervienen en la salida del agua hacia el capilar pentubular La AQP2 tiene
regulacién a corto plazo y a largo plazo La regulaciéon a corto plazo es mediada por la
ADH, via AMP ciclico, causando que las vesiculas que contienen los canales de agua-
AQP2 se fustonen con la membrana apical, como resultado el niimero de canales y la
permeabilidad al agua aumenta en forma importante En la regulacién a largo plazo, la
ADH aumenta la transcripciéon del Gen AQP2, aumentando la abundancia de la
proteina AQP2 en las células principales de los tubulos colectores corticales y

medulares internos
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Figura 4

Transporte de NaCl y difusién pasiva de agua a lo largo de la nefrona durante
antidiuresis y diuresis acuosa.

ANTIDIURESIS (IURESIS ACUOSA
£

O

Ausancia
de ADH

Maduia

qTransporte de CINa
VDitusion pasiva de H.0

Figura 4. Resumen del transporte de NaCl y agua; durante una antidiuresis ( orina
concentrada o hiperténica ) y diuresis acuosa ( orina diluida o hipoténica ). Las
concentraciones del fluido tubular se expresan en mmol/L. Los nimeros grandes en
los cuadros representan el porcentaje de filtrado glomerular que permanece en el
tubulo en cada sitio. Se indica que la composicion y el volumen del fluido tubular son
esencialmente los mismos al final del asa de henle, ya que la excrecién de orina
concentrada o diluida se define principalmente en lo tibulos colectores.

Rose y Post (2002 )
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Mencionaremos los aspectos fisioldgicos mas relevantes de la ADH o Arginina
Vasopresina.
Estructura. Es un nonapéptido formado por la sigwente secuencia de aminoacidos

Cys - Tyr - Phe - GIn - Asn - Cys - Pro - Arg - Gly -NH2
Hay dos puentes de disulfuro conectados a los dos residuos de cisteina
Sintesis Este polipéptido es sintetizado en los micleos supradptico y paraventricular
del hipotdlamo En humanos y en la mayoria de los mamiferos, la hormona anti
diurética es la Arginina Vasopresina, la cual es codtficada por el RNA mensajero para
la preproneurofisina II ( preprohormona ) Después de la separacion del péptido sefial
( ocurre en el reticulo endoplasmico ), la prohormona resultante contiene arginina
vasopresina, neurofisina IT y un ghcopéptido La separacién de estos tres compuestos
ocurre en los granulos secretonos del aparato de Golgt Mutaciones de la neurofisina
II deteriora la secrecién de la Arginina Vasopresina, suginendo que neurofisina II
participa en el proceso de secrecion de la ADH Los mveles circulante de ADH
dependen de la tasa de liberacion en la neurohipéfisis y de su tasa de degradacion
La vida media de la ADH es 18 minutos y su degradacion ocuire en el higado y
nfiones Las enfermedades hepaticas y renales puede deteriorar la degradacion de la
ADH y favorecer la retencién de liquidos Boron y Boulpaep (2003 )
Transporte Los granulos secretorios procedentes del aparato de Golgi se mueven por
transporte axonal hacia la termunal nerviosa. El transporte desde los cuerpos celulares
hasta las terminaciones axénicas dura aproximadamente 10 horas Las neurofisinas
son importantes en el transporte, almacenamiento y liberacion de la ADH.
Estimulos 1 ) Hiperosmolandad 2 ) Hipovolemia.
Funci6n pnmana Regula la osmolandad de los liquidos corporales

Funci6n secundana Regula el volumen intravascular
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La produccion de ADH esta regulada por mecanismos osmoéticos (osmoreceptores) y
no osmoticos (baroreceptores) Los osmoreceptores se encuentran en células del
hipotdlamo anterolateral, basta una vanaciéon de 1% de la osmolandad del liqudo
extracelular para que se libere ADH Cuando la osmolandad plasméatica se encuentra
por debajo de 280 mOsmo/l, estas neuronas ( osmorreceptores ) se encuentran en
estado de reposo y la secrecion de ADH es mimma. Cuando la osmolandad plasmatica
se eleva por arnba de este valor umbral, las células osmorreceptoras se estimulan para
hiberar ADH Los baroreceptores se activan a través de vanaciones en el tono del
sistema nervioso auténomo, es menos sensible y requiere de cambios entre 5 a 10%
del volumen sanguineo para que actue en la hberacién de ADH El mejor ejemplo de
su accion es la hemorragia aguda, en que sin cambio osmolar, se produce antidiuresis
La concentracion plasmatica de ADH se determmna por radioinmunoanalisis,
considerando normales cifras de 0 a 5 pg/ml En el ultimo tiempo se han descrnto
mediadores nerviosos centrales para la lhiberacion de ADH, en respuesta a los
estimulos osmoéticos y no osmoéticos como catecolaminas, agentes anticolinérgicos,
angiotensina I, prostaglandinas y calcio Fammacos y otros estimulos actian
gierctendo un efecto directo sobre las neuronas involucradas en el sistema de
secreci6n de ADH, por giemplo, el alcohol y el frio inhiben la secrecién de ADH y se
acompaftan de duresis, la nicotina, la morfina, ciertos anestésicos, la emocién y el
vomito se cree que producen directamente secrecion de ADH y conducen a la
antidiuresis, a este respecto cabe destacar el importante rol de las nduseas como
estimulo de ADH, probablemente el no osmético més potente, llegando a elevar hasta

en 500 veces los mveles circulantes de ADH Rose (op cit )
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Mecamismo de Accidn y Efectos en el Orgamismo Los dos efectos mas importantes de

la ADH son mediados a través de dos tipos de receptores, los VR ( efecto
vasoconstrictor ) y V,R ( efecto antidiurético )

Desde el 16bulo postenor de 1a hipdfisis, la ADH pasa a la circulacién general y se une
los receptores VR en la membrana baso-lateral de los tubulos colectores,
desencadenando una serte de reacciones en presencia de magnesio y catalizadas por
ademlciclasa, que transforma ATP en AMP ciclico Esta enzima es inhibida por
prostaglandina E El AMP ciclico estimula una proteinkinasa, que fosforilada favorece
la apancion de estructuras denominadas microtibulos y microfilamentos, que
aumentan la permeabilidad al agua en las células del lumen, formando canales
acuosos llamados acuaponnas, siendo la acuaporma 2 el mas importante
Recientemente se han medido mveles unnanos de acuaporina 2  por
radioinmunoanahsis especifico, usando anticuerpos policlonales humanos Los miveles
de acuaporina 2 en orna aumentan en respuesta al aumento de la ADH plasmatica
permitiendo diferenciar la diabetes insipida tipo I (central) de la I (nefrogénica) en
que la funcién del receptor V, esta alterada. Kanno et al ( 1995 ) El receptor V.R
también se encuentra en el endotelio vascular y produce vasodilatacion mediado por
oxido nitrico ( NO )

Ademas del receptor VR, la ADH se une a otros tipos de receptores como son ViR,
V3R y OTR. El receptor ViR se encuentra en los vasos sanguineos e induce
vasoconstricci6n, via fosfolipasa C, fosfatidilinositol y aumento de calcio intracelular
También produce Liberaci6n de prostraglandinas a nivel del intersticio medular

El receptor ViR a ntvel endotelial produce vasodilataci6n mediado por NO Holmes et

al (2001)
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Rose ( op cit ) El receptor ViR media los efectos de la ADH en la pituitana,
aumentado el AMP ciclico, lo que faciita Ia liberacibn de la hormona
adrenocorticotrépica ( ACTH)

El receptor OTR ( receptor de oxitocina ) se encuentra en el utero, glandulas
mamanas Produce constriccién mediado por fosfolipasa C y aumento de calcio
intracelular Los receptores OTR se encuentran también, en el endotelio vascular y
producen vasodilatacién mediado por el oxido nitrnco (NO ) Holmes etal (po cit )

Otros_efectos de la ADH La ADH actuando sobre receptores VR estimula la

liberaci6n de los factores VIII y Von Wilenbrand desde el endoteho vascular La
admunustraciéon de ADH es eficaz en la mejoria transitoria de la tendencia hemorragica
de ciertas patologias que incluyen la hemofihia, la enfermedad de Von Wilenbrand y la
insuficiencia renal avanzada. Bichet et al ( 1988)

ACUAPORINAS

Es indispensable comprender la importancia de estos canales de agua llamados
acuaponnas debido a que el agua es el prnncipal componente de los seres vivos, la
capacidad que tienen las células para absorberla y liberarla puede ser considerada
como una propiedad fundamental de las células vivas El agua puede atravesar las
membranas hpidicas por difusion Sin embargo, las membranas plasmaticas exhiben
permeabilidades diferentes al agua y esto da lugar que en la década de los 50s se
pensara en la existencia de los canales de agua. Sidel ( 1957 ) A pesar de las multiples
evidencias, no fue hasta hace 15 afios que se determn6 la estructura molecular de los
poros de agua, muentras se punficaba un componente del antigeno del grupo
sanguineo Rh. A este canal se le denomm6 CHIP-28 (channel-forming integral protein
of 28 kDa), ahora conocida como AQP1 Agre ( 1993 ) La presencia de estas

proteinas en las diferentes membranas permuti6 establecer que estos canales
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constituyen una famiha de proteinas que se localizan en todas las células y que
participan en el transporte de agua, y de esta forma pudieran estar vinculadas con la
regulacion del volumen celular A esta familia de proteinas integrales de membrana se
le denominé por el Comuté de nomenclatura del Genoma Humano ACUAPORINAS
(AQP) Agre (1997)

Topologia y Estructura. Estdn formadas por 6 segmentos transmembranales y cuatro

suburudades Esquema detallado de la AQP-1 ( Fig 5 ) Puede verse que (a) AQP-1
es una proteina formada por 2 mitades en tandem (una tras otra) (b) Tiene 6
segmentos transmembranales, que se numeran del 1 al 6 Comenzando en el grupo
amno- terminal, la primera mitad del tandem est4 formada por los segmentos 1,2 y 3,
y la segunda, muy parecida, por los segmentos 4, S y 6 Termmando con el grupo
carboxi-termmnal (c) Cinco asas (denommnadas A, B, C, D y E) conectan los 6
segmentos (d) A, C y E son extracelulares, B y D intracelulares (e) Las dos asas
largas, B y E, se doblan hacia el intenor de la bicapa (B desde el lado citoséhco y E
desde el extracelular) y se enlazan para formar el filtro de selectividad ( FS ) (f) Hay
tres ammoacidos seguidos en el asa B y en la E, asparragina, N, prohina, P, y alanina,
A (uno tras otro), que caracterizan las proteinas integrales de la membrana y forman el
filtro de selecividad (g) Aunque la AQP-1 tiene vanas cisteinas, la cisteina 189
(C-189) que esta en el asa E, es el sit1io0 de accién del agente mercunal al que nos
hemos refenido antes (h) Cuatro moléculas de AQP-1 forman un tetramero en el que
cada molécula es permeable al agua, constituyendo un canal de agua independiente
Asi, el tetrAmero tiene 4 veces la permeabilidad del monémero

Actualmente se conocen las estructuras cnistalograficas de la acuaporina CHIP de
entrocitos de humano, de la acuaporma AQP1 de mamiferos ( Fig 6 ) y de la

acuagliceroporina GIpF de Eschenichia colt Walz etal (1997 ) Fuetal (2000)
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Una caracteristica inica de esta estructura es que los extremos NH 2 -terminal de las
hélices HB y HE se juntan en el centro de la membrana. Ambas hélices tienen una
secuencia de aminoacidos altamente conservada (NPA) en estos extremos, las cuales
interactuan a través de la prolina y la alanina de la hélice opuesta. El poro tiene un
vestibulo de forma cénica en la parte penplasmica. Este conduce a un canal selectivo
de 28 A de largo El valor més pequefio del radio de dicho canal esta a la mutad de
éste y es de 30 A’ Sorprendentemente, la mayor parte de las paredes mternas de este
canal son lidrofobicas, mas en el caso de la GIpF que en la AQP1 Cada uno de los
canales estd formado por seis hélices o transmembranales (H1-H6) y otras dos
pequeiias de longitud 1gual a la mitad del ancho de la membrana (HB, HE) Estas ocho
hélices forman un '*haz helicoidal a la derecha" con un poro en el centro

Murata et al ( 2000 ) proponen que la forma en la que el canal AQP1 conduce y
selecciona a las moléculas de agua es un mecamsmo en el que se forma una columna
de éstas a lo largo del poro hidrofébico haciendo puentes de hidrégeno con
aminoacidos polares especificos que se encuentra a lo largo del camimno de
permeabilidad En el centro del poro el valor del radio es un poco mayor al de una
molécula de agua ( 28 A°) Aunque la longitud de esta restriccion es sélo la de un
aminoacido, esto bloquearia el paso de solutos mas grandes y de 1ones, ya que el poro
no tiene la estructura necesana para liberarlos de sus capas de hidratacién. Debido al
campo electrostdtico positivo generado por los dipolos de las hélices HB y HE, el
oxigeno de una molécula de agua que se aproxima al centro de la membrana se ornenta
hacta el lado donde se juntan dichas hélices Los grupos amidos de las asparaginas de
las secuencias conservadas NPA en los extremos NH-termunal de estas hélices estan

onentadas hacia el eje del poro, lo que les permute hacer puentes de hidrdégeno con el
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oxigeno de la molécula de agua en dicha posici6n. Esta configuracion onenta el plano
de la molécula de agua perpendicularmente al eje del canal, evitando que sus
hidrégenos formen puentes con moléculas vecinas, rompiendo la estructura que
favoreceria la conduccién de protones Las acuaponnas excluyen absolutamente todo
tipo de 10nes y solutos cargados, incluyendo a protones y al 1on huidréxido Todas las
acuapornas son permeables a agua y las AQP3, AQP7 y AQP9 también son
permeables a glicerol En eucariotes, muchos de estos canales son regulados por
fosfonlaci6n ( principalmente por protemn kinasa A ), pH y osmolandad La mayoria
de las acuapornnas son inhibidas por compuestos mercuriales, pero no es una
caracteristica comun a todas, porque algunas pueden incluso ser activadas por éstos, el
sitio de mhibici6n por Hg’+ ha sido localizado en el loop C, Cysteina 189 y Alanmna
37 el cual no esta presente en todos los ipos Zhang et al (1993)

Su permeabilidad al agua es alta, en el orden de 3 x 10° moléculas de agua por
segunde, para la AQP1, y cifras cercanas para casi todas las demds Requieren una
energia de activacion bastante baja, en el orden de 5 kcal/mol o0 menores

Las acuaporinas son altamente selectivas al paso de agua, impidiendo incluso el paso
de protones, la estructura del poro acuoso impide que €l agua protonada (Hz0") sea
capaz de atravesar la barrera formada por el residuo Arg-195, el cual esta conservado
en todos los miembros de la famiha y ocupa una posicién preponderante en el poro
Existe una segunda barrera al paso de protones, formada por un fuerte dipolo en el
centro del poro formado por dos segmentos que contienen la secuencia NPA
(asparagina-prolina-alamina), el cual reomenta las moléculas de agua al pasar,
interrumpiendo las interacciones entre una molécula y la siguiente, lo cual elimna la

posibilidad del transporte de protones simultaneamente
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Figura 5

Esquema bidimensional topolégico de la acuaporina 1 ( AQP, )
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Figura 5 De i1zquerda a derecha se muestran el grupo amno-terminal (citosélico),
luego tres segmentos transmembranales 1, 2 y 3 que forman la mitad 1 del tandem,
que termmna con los segmentos 4, 5 y 6 (mutad 2 del tandem, en cierto modo
“invertida” en relacion a la mitad 1) Las asas B y E conteniendo las secuencias NPA
(ver texto), se introducen en la bicapa, desde el lado intra- (B) y extra-celular (E),
respectivamente, para formar el filtro de selectividad El agente mercunal actia en la
Cisteina 189 En el asa A se marca el sitio de glicosilacion y el polimorfismo de
Colton. Preston etal (1992)
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Figura 6

Estuctura cristalografica de la acuaporina 1( AQP; ).

Fuente: Sui et al. (2001 ).

Figura 6. En el lado izquierdo: observamos el monémero visto desde adentro de la
membrana, utilizando cilindros para representar las hélices a de la proteina. H,
contiene el grupo amino terminal y He el grupo carboxilo terminal, ambos en el lado
citopldsmico de la célula. La barra gris representa el ancho y localizacién de la
membrana célular. En el lado derecho: vista del tetramero desde el citoplasma, en el
que se aprecian los 4 poros; misma representacion que en el lado izquierdo, salvo el
mondmero superior, en el cual se utilizan radios de van der Walls. La flecha en la
parte inferior indica el punto de vista de la figura en el lado izquierdo. Las barras de
referencia a la derecha tienen 10 A° de largo.

En general, estos canales de agua tampoco permiten el paso de otros iones, porque el
tamafio del poro es aproximadamente de 2.8 A, el cual es mucho menor que el
didmetro de cualquier ion hidratado. La presencia de un residuo alternativo a
Histidina-180 ( His-180 ), como Glicina ( Gly ), estd asociada con un didmetro del
poro mayor, como sucede en las acuagliceroporinas, lo cual permite el paso de

glicerol y otros solutos. Fu et al. (op.cit).
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La AQP1, AQP2 y AQP3 forman tetrameros en la membrana. Sin embargo, la AQP4
en las células ghales y en la membrana basolateral de los tibulos colectores en las
células principales, se ensamblan en una estructura multimérica que visualizada por
mucroscopia electronica con fractura de congelacién, adquieren una forma de
particulas cuadradas intramembranales Nielsen et al (op cit )

Tipos de Acuaponinas De acuerdo a sus propiedades filogenéticas, su especificidad al
agua y otros solutos, las acuaporninas se han dividido en dos grupos 1) Grupo
Ortodoxo transporta selectivamente agua. 2 ) Grupo Cocktail ( Acuagliceroporinas )
transporta ademas de agua, otros pequefios solutos, como el ghicerol

Nielsen et al (2000 )

Estas acuapornas son canales de agua que se expresan en 11 1soformas ( Cuadro I ),
de las cuales 6 se expresan a mvel renal ( AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQP6 y AQP7)
Nielsenetal (opcit) ( Cuadroll)

Estos canales de agua, segun su localizacién han aumentado nuestra comprensién y
entendimzento sobre el transporte de agua a través de membrana celular de las células
epiteliales Ademas las acuaporinas de i1soformas renales se han asociado a una
variedad de situaciones fisiopatolégicas ( Cuadro III) Nielsen (op cit )

Isoformas Renales Es de conocimuiento que la AQP 1 es responsable de la
permeabilidad del agua en el tibulo proximal y asa descendente de Henle

Las AQP 2 a la AQP4 se expresan en los tiibulos colectores corticales y medulares
internos, en las células principales La AQP 2 se ubica en las células principales de los
tabulos colectores a nivel de 1a membrana apical y es regulada en términos de tiempo
en regulacién a corto plazo y a largo plazo, via arginina vasopresina / monofosfato de

adenostna ciclico (ADH /AMPc) (Fig. 7)
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La AQP3 se encuentra en la membrana basolateral de los tdbulos corticales y
medulares internos, favoreciendo la reabsorcién de agua en esta localizaci6n

Mientras que la AQP4 se encuentra a mvel de la membrana basolateral de los tibulos
colectores y no tiene regulacion a corto m largo plazo como la AQP2 Kwon ( 1998 )
La AQP6 se encuentra en los podocitos glomerulares, segmento S»-S; en los tabulos
proximales y células intercalares de los tibulos colectores medulares extemnos a mvel
de las vesiculas intracelulares

La AQP7 se encuentra en los tibulos proximales a nivel de la membrana apical
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Cuadro 1

SITIOS DE EXPRESION DE LAS ONCE ISOFORMAS DE ACUAPORINAS

SITIO DE EXPRESION COMENTARIO
AQP-0 | OJO CELULAS FIBRAS LENTES BALANCE DE LIQUIDOS - LENTES
AQP-1 | GLOBULOS ROJOS PROTECCION OSMOTICA
RINON TUBULOS PROXIMALES REABSORCION AGUA
0JO EPITELIO CILIAR PRODUCCION HUMOR ACUOSO
CEREBRO PLEXO COROIDEO PRODUCCION DE LCR
PULMON EPITELIO ALVEOLAR HIDRATACION ALVEOLAR
AQP-2 | RINON TUBULO COLECTOR REABSORCION DE AGUA - ADH -
CORTICAL Y MEDULAR INTERNO APICAL
AQP-3 | RINON TUBULOS COLECTOR | REABSORCION AGUA - BASOLATERAL
CORTICAL Y MEDULAR EXTERNO SECRECION AGUA DENTRO - TRAQUEA
TRAQUEA EPITELIO
AQP-4 | RINON TUBULOS COLECTOR | REABSORCION AGUA - BASOLATERAL
CORTICAL Y MEDULAR BALANCE FLUIDOS LCR
CEREBRO CELULAS EPENDIMALES OSMORECEPTORES ?
CEREBRO HIPOTALAMO SECRECION FLUIDO BRONQUIAL
PULMON EPITELIO BRONQUIAL
AQP-5 | GLANDULAS SALIVARES PRODUCCION SALIVA
GLANDULAS LACRIMALES PRODUCCION LAGRIMAS
AQP-6 | RINON MUY BAJA PERMEABILIDAD AGUA Y
OTRAS FUNCIONES 77
AQP-7 | RINON, ADIPOCITOS TRANSPORTE DE GLICEROL FUERA DEL
TESTICULOS Y ESPERMA ADIPOCITO
FLUIDEZ GONADAL
AQP-8 | TESTICULOS, PANCREAS E HIGADO DEFICIENCIA PRODUCE COLESTASIS
INTRAHEPATICA
AQP-9 | LEUCOCITOS, HIGADO, PULMON, Y | FUNCION ??
BAZO
AQP-10 | EPITELIO EN DUODENO Y YEYUNO POSIBLE PAPEL EN EL CONTROL

METABOLICO

Fuente Nielsen et al (2000 ) Hatakeyama et al (2001 )
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Cuadro II

ISOFORMAS RENALES DE ACUAPORINAS

Localizacion
Renal

Distribucion
subcelular

Regulacion

l.ocalizacion
Extrarenal

AQP1 TP segmento S,,S3 | Membrana Desconocida Endotelio,
apical plexo coroideo,
basolateral comea, epitelio

ciliar

AQP2 Células principales | Membrana ADH Testiculos

en los TCC y TCMI | apical corto plazo
vesiculas exocitosis
intracelulares Largo plazo
biosintesis
AQP3 Células pnincipales | Membrana ADH largo | Epitelio via
en los TCC y TCMI | basolateral plazo aérea,
conjuntiva,
. colon,
AQP4 Células principales | Membrana Desconocida Cerebro
enlos TCC y TCMI | basolateral Astrogha,
epéndimo,
epitelio
superficte  de
o i via aérea.
AQP6 Podocitos Vesiculas Compuertas Desconocida
glomerulares, intracelulares rapidas
TP Sz, S3 Células
intercalares TCME

AQP7 TP segmento S3 Membrana Desconocida Testiculos,
apical corazbn y tepdo

adiposo

Fuente Seldin y Giebisch ( 2000 )
TP = tubulos proximales

TCC = tibulos colectores corticales
TCME = tibulos colectores medulares externos
TCMI = tibulos colectores medulares internos

UNIVERSIDAD DE PANAMA

BIBLIOTECA
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teristi Funciones

AQPO Se llama asi, porque fue descnita antes de la AQP1 Se expresa en las células
fibnlares del cnstalino, en las cuales cumple un papel pnmordialmente estructural,
aunque su funcién aun estd lejos de ser comprendida completamente, fue llamada
LMIP (Lens Major Intnnsec Proten), debido a que es una de los péptidos mas
abundantes en estas células, constituyendo la muitad de todas sus proteinas, no es
inhibida por mercunales y su permeabilidad al agua es baja en proporcién con las
demas Parece que su funciébn mas importante es servir como proteina de adhesiéon
entre las células del cnistalino, lo cual se evidencia por la disrupcién de los contactos
intercelulares en individuos con mutaciones congénitas en el gen de AQPO, con la
consecuente desorgamizacién del tejido, generando la apariciébn de cataratas de
diferente gravedad Su actividad como canal de agua es activada por disminucién de
pH e nactivada por aumentos de calcio intracelular y da lugar a flujos de agua cuando
el gradiente osmético lo permute, lo cual puede jugar un papel importante en la
regulacién de la forma celular del cnstalino Mulders et al ( 1995)

AQP1 Es la acuaporina mas abundante en las membranas ammales y posiblemente la
de exprestén menos selectiva. Ha sido la acuaporina prototipo pues fue la primera en
ser descrita y por tanto es la mas estudiada hasta el momento, lo cual ha permitido
conocerla mejor que todos los demas muembros de la familia. Fue descubierta
micialmente en entrocitos, pero su presencia se ha demostrado en la mayor parte de
epitelios, sobre todo abundante en tibulo proximal renal (TPR) y segmento
descendente delgado (SDD) del asa de Henle en el nfién, en todos los tipos de
endotelio, en los epitelios de cristalino y cérnea y en los colangiocitos Existen otros
epitelios en los cuales se ha demostrado su ausencia como en la nefrona distal y las

glandulas salivales Sin embargo, parece estar presente en la mayoria de membranas,



-37-

aunque en muchas de elias su papel funcional es desconocido Agre et al ( 2002 )
Es la responsable de la alta permeabilidad al agua del tabulo proximal ( TPR ) y del
segmento descendente delgado ( SDD ) del asa de Henle, en los cuales es una de las
proteinas mis abundantes tanto en membrana apical como basolateral Su distribucion
parece ser diferente dentro del tubulo proximal, pues es mas abundante en el segmento
3 de éste, también es mas abundante en los segmentos descendentes delgados del asa
de Henle, el cual esta presente sobre todo en nefronas de asa larga. Nielsen et al
(2002 ) Esta acuaporina es critica para la reabsorcion renal de agua, pues el TPR es
responsable por la reabsorcion de las dos terceras partes de toda el agua filtrada, su
expresion defectuosa 0 su ausencia produce un rnifién incapaz de concentrar la onna en
forma eficiente, por la elevada carga de agua que debe manejar Ia nefrona distal,
ademas, la elevada permeabilidad al agua del SDD del asa de Henle es vital para el
mecanmismo de contracornente, fundamental para mantener el gradiente osmolar
medular, el cual es el fundamento principal para que se pueda dar la dilucién y
concentracion de orina. Su expresion en algunos lechos endotehales es regulada por
una diversidad de estimulos locales y sistémicos, aiun por dilucidar Por ejemplo, en el
lecho vascular pulmonar su expresion es incrementada en forma notable por
corticosteroides, lo cual ha sido implicado en la maduracién pulmonar inducida por
éstos Ademas, la AQP1 ha sido involucrada en la regulacion del flyjo de liquido en
casi todos los compartimientos del organismo, otorgandole un papel preponderante en
condiciones fisiolégicas como el intercambio de fluido capilar, la produccién de
liqwdo cefalorraquideo, el humor acuoso o la endohnfa, lo cual necesaniamente ha
dingido la atencién a buscar su papel en condiciones patolégicas relacionadas como el

edema cerebral, el edema pulmonar, el edema penfénco o el glaucoma



-38 -

AQP 2 Es expresada exclusivamente en membranas apicales en los tibulos colectores
corticales y medulares internos Es la responsable de la permeabilidad apical al agua
de este segmento de la nefrona, es inhibida por mercuniales y su actividad es
dependiente de hormona antidiurética (ADH) La AQP2 esti presente en vesiculas
intracelulares las cuales son inducidas a la fusion con la membrana externa por l¢
ADH, cuando la hormona no esté presente los segmentos de membrana con AQP2 son
reinternalizados, al parecer a través de un mecanismo similar a la reinternalizaciéon de
receptores hormona ejerce su efecto a través de la fosfonlacién mediada por protein
quinasa A (PKA), secundaria a la activacidn de su receptor de membrana acoplado a
proteinas G ( regulacién a corto plazo ), ademas de promover la expresién de la
proteina ( regulaci6n a largo plazo ) Diversas mutaciones congénitas en el gen que
codifica AQP2 y que inducen una alteracién en las propiedades fundamentales de la
proteina, pueden producir un tipo de diabetes wnsipida nefrogénica, condicién
caracterizada por pohuna e incapacidad para concentrar 1a onna, con las consecuentes
pérdida aumentada de liquidos y deshidratacién

AQP 3 Es expresada en membranas basolaterales de los tibulos colectores corticales
y medulares internos, coexistiendo con AQP2 en el mismo tipo de células, la funcién
de ambas acuaponnas esta acoplada, pues AQP3 es la responsable de la permeabilidad
al agua de la membrana basolateral También puede ser regulada por ADH, pero no es
dependiente completamente de su presencia como sucede con AQP2 Esta acuaponna
también ha sido encontrada en otros tejidos como epitehos de las vias aéreas, piel y
ojo, pero su funcién en estas células no ha sido estudiada suficientemente, aunque
también alli parece participar en la permeabihdad de membranas basolaterales
permutiendo el movimiento de agua que ha ingresado a la célula por otra acuaporina

apical, de manera simular como sucede en el nefrén distal Es permeable también a
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ghcerol, pero el papel fisiolégico de esta funcidn no es claro Es mactivada por
dismunucién de pH y puede ser regulada por fosfonlacion.

AQP4 Es la acuaporina mas abundante en el cerebro, donde fue aislada por primera
vez No es sensible a mercuriales y es activada por fosforilacién mediada por diversos
sistemas Es expresada en células astroghales, incluyendo células ependimarnas y
endoteliales, pero no ha sido identificada en neuronas Es muy abundante en regiones
osmosensibles, como el nucleo supradptico del hipotalamo, donde esté presente en la
regién que rodea las neuronas secretoras de ADH, por lo cual se cree que interviene en
la regulacion de su produccién. Interviene también en la producciéon de liqudo
cefalorraquideo, al parecer predominantemente en la absorcién por lo cual esta
mmplicada en la produccién de edema cerebral y otras condiciones relacionadas
También se encuentra en fibras musculares esqueléticas, sobre todo las de tipo rapido,
en las cuales se ha encontrado una clara asociaci6n con la funcién del citoesqueleto
Adicionalmente se ha encontrado en niién, sobre todo en médula, pero sélo en
membranas basolaterales de las células principales del tibulo colector, donde se
localiza con AQP3, no es sensible a ADH ni a ninguna otra hormona, alli parece
intervenir en el fluyjo basolateral de agua. Sanchez (2003 )

AQP 5 Esta localizada en la membrana apical de células epiteliales en multiples
glandulas, tales como las sudoriparas, lacnmales, salivares y submucosas
respiratonas, su principal papel fisiolégico consiste en regular el flujo de agua hacia la
luz glandular También han sido encontradas en los neumocitos tipo I y su disfuncion
estd relacionada con multiples enfermedades respiratonnas como el asma y la
bronquitis crénica. También es expresada en el epitelio corneal, donde contnbuye a la

hidrataciéon de la comea y al mantemmmuento de la transparencia de esta. Se han



encontrado defectos asociados con esta AQP en pacientes con sindrome de Sjogren,
aunque la asociaci6n con esta enfermedad aim no es clara.

AQP6 Se encuentra principalmente en el tibulo colector renal, aunque ha sido hallada
en otros tejidos, principalmente epiteliales Su expresion en rifién esta limutada a las
células intercaladas, en las cuales se encuentra en vesiculas intracelulares, localizada
con la H+-ATPasa, las cuales pueden incorporarse a la membrana por un estimulo
desconocido Su permeabilidad al agua es baja, no es inhibida por mercurio e incluso
puede ser activada por bajas concentraciones de éste Es regulable por pH, siendo
activada por acidificacién e inhibida por alcalinizacién y ha sido demostrado que
participa en la secrecion de H+ por las células intercaladas, importante en el proceso
de balance 4cido base renal, posiblemente regulando flujos de agua en respuesta a los
flyjos de protones y otros 10nes acompafiantes durante el proceso de regulacién del pH
intracelular También es permeable a algunos amones, aunque la sigmficancia
fisiologica de este hecho no es conocida. Yasw et al ( 1999) AQP7 Fueidentificada
inicialmente en tejido adiposo donde es expresada amplhiamente, aunque también
parece estar presente en muchos otros tejidos como espermatocitos y tibulo proximal
renal Es permeable a glicerol y parece ser una ruta alterna para la salida del glicerol
producido durante la lip6lisis

AQP8 Esta presente exclusivamente en membranas intracelulares, ha sido hallada en
células epiteliales del yeyuno, ileon, colon, bronquos y glandulas salivales, ademas
parece estar presente en hepatocitos y testiculo Es la unmica acuaponna que exhibe
permeabilidad a la urea, pero su funcién especifica aiin es desconocida.

Maetal (1997)

AQP9 Identificada en hepatocitos, células en las cuales parece cumphr su principal

papel Estambién permeable a otros solutos de bajo peso molecular y puede funcionar
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como una ruta de entrada para glicerol durante la gluconeogénesis Su funcién en
situaciones de control metabolico extremo podria ser importante para aumentar 1z
fuente de glicerol en el hepatocito, probablemente funcionando en concierto con la
AQP7 en tejido adiposo También es expresada en leucocitos, donde se ha encontrado
que es permeable a arsenita, un agente usado en quimioterapia para el tratamiento de
certos tipos de leucemia muelocitica, por lo cual su expresion en células tumorales
podria tener cierta significancia terapeutica

AQP10 Es la mas recientemente descrita, fue hallada en duodeno y yeyuno, pero al
parecer se encuentra en epitelios en forma nespecifica, se desconoce su significancia

funcional Hatakeyama et al ( 2001 )
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Cuadro IIT

DESORDENES EN EL BALANCE DE AGUA ASOCIADO A DISREGULACION
EN LAS ACUAPORINAS

Diabetes 1nsipida nefrogénica adquinda
Tratamiento con litio
Hipokalemia
Hipercalcemia
Nefropatia post-obstructiva
Obstruccién bilateral de uréteres
Obstruccion urilateral de uréteres

Defectos genéticos
Drabetes insipida central
Diabetes insipida nefrégenica hereditana j
Ligada al cromosoma X i
Mutaciones en el receptor de vasopresina 2 (V) ?r
No higado al cromosoma X ’
Mutaci6n en el Gen de acuaporina 2 ( AQP2)
Diabetes 1nsipida severa por incremento en los niveles de |
fosfodiesteresa — AMPciclico |

Enfermedades o condiciones que cursan con retencién de agua
Falla cardiaca congestiva
Sindrome nefrotico
Curosis hepatica
Embarazo

Otras enfermedades
Sindrome de secreci6n inapropiada de hormona antidrurética
Escape de vasopresina
Polidipsia primana ,
Falla renal créonica !
Falla renal aguda |
Dieta baja en proteinas
Reduccién en la capacidad de concentrar la orina por la edad

Fuente Nielsen 2000
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Figura 7

Regulacién de AQP2 en las células pnincipales de los tubulos colectores corticales y
medulares iternos

Microtubule .

Syntaxin4—>

Fuente Nielsen et al (op cit )



Figura 7

Regulacién del “trafficking” ( movimiento de la AQP2 desde las vésiculas
intracelulares hasta la membrana apical ) y expresibn de AQP2 en las células
pnncipales de los tubulos colectores corticales y medulares Arginina Vasopresina

( AVP ) actta en los receptores V> en la membrana basolateral A través de proteina
G; que activa la adenilciclasa, acelerando la produccién de AMP ciclico a partir del
ATP El AMP ciclico se une a la subumdad reguladora de la protein kinasa A ( PKA ),
cual activa la subunudad catalitica de la PKA La PKA fosforila AQP2 en las vesiculas
intracelulares y posiblemente otras proteinas de membrana o citosélicas En el cuadro
gris, se representa el aparato molecular responsable del “trafficking” La proteina
motora de los microtubulos la Dineina y la dinactina ( proteina asociada a la

dineina ), interaccionan con la muosina-1 ( proteina asociada a las vesiculas que
transportan la AQP2 ) En la membrana apical se encuentra la sintaxina-4 que
interacciona con dos proteinas asoctadas a la vesicula intracelular que transporta la
AQP2 y estas proteinas son 1 ) el receptor VAM-2 que est4 en las vesiculas cargadas
con AQP2 2) el receptor soluble NSF ( n-etilmaleimida-sensitive fusién protemn )
Esta interaccién de la proteina de membrana ( Sintaxina-4 ) con las proteinas
citoplasmaticas ( VAM-2, NSF ) producen la fusién y el anclaje de las vesiculas
saturadas con AQP2 a la membrana apical de las células principales de los tibulos
colectores El AMP ciclico, también puede participar en la regulacién a largo plazo,
aumentando la expresién de la AQP2 El AMP ciclico incrementa los niveles de la
subunidad catalitica de la PKA en el nicleo Se cree que factores transcripcionales

fosforilados como la proteina de umoén al elemento de respuesta del AMP ciclico
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( CREB ) y el c-jun/c-fos, incrementan la transcnipcion de gen AQP2, resultando en
aumento de la sintesis de la proteina AQP2, cual finalmente puede entrar al sistema de
“trafficking” ( sistema de lanzaderas o “shuttle hypothesis” ) en la regulacion a corto
plazo Nielsenetal (op ct )
Como mencionamos en la introduccion de esta tesis, el antecedente que nos motivo a
realizar este trabajo nace en el afio 2002, cuando realizamos en un modelo de
laboratorio, la determinacion de pardmetros renales en conejos con obstruccion
expenmental de ambos uréteres Este trabajo de investigacion se realiz6 en la
asignatura de Fisiologia Avanzada del programa de maestria en la Universidad de
Panama. Amador (op cit)
Es necesario resumir estd mvestigacion pionera de esta tesis, para poder interpretar
mejor los resultados y las conclusiones de este trabajo de tesis En el experimento
previo, en la asignatura de Fisiologia Avanzada, medimos una sene de paradmetros
renales, utilizando como sujetos a conejos Albinos Newzealand y los dividimos en dos
grupos el grupo control sin ligadura de ambos uréteres y el grupo expenmental con
ligadura de ambos uréteres Los parametros renales medidos, nos onentan a definur la
insuficiencia renal aguda y el desarrollo de sindrome politirnico ( excrecion de orina
aumentada ) ( CuadroIV)
Los objetivos especificos de este trabajo fueron
1 ) Determunar los valores de creatinina plasmatica, Na+ urinano, Na+ plasmatico,
fraccion de excrecion de sodio ( FENA ), Urea uninana, Urea plasmatica, flujo
unnario, Depuracion de agua libre, reabsorcion de agua libre, osmolandad
unnana, osmolandad plasmatica, relacién osmolarnidad o/p, tanto en el grupo

control como en el expenmental
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2.) Realizar la correlacién histopatolégica mediante microscopia de luz, en los
conejos del grupo control y experimental.

Cuadro IV.

PARAMETROS FUNCIONALES RENALES EN CONEJO SIN ( GRUPO
CONTROL) Y CON OBSTRUCCION BILATERAL DE URETERES ( GRUPO
EXPERIMENTAL ). PROYECTO RENAL.2002.

Control Obstruccion

Parametros Renales Ureteral bilateral

* (.8

* 41.35
* 51.69
307
* 1,000
*3.26
24
* 260
6
146
*0.08

*P<0.05

Fuente: Amador y Garrido ( 2002 ).
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Se encontr6 en este proyecto los siguientes resultados, que resurumos a continuacion
En el ( Cuadro IV ) se aprecian todos los pardametros renales medidos tanto en los
conejos del grupo control como en el grupo expenimental Se obtuvieron valores de
significancia estadistica entre el grupo control y expenimental en relacién con los
valores de creatimnas en o/p, Urea o/p, Na+ urinano, FENA, relacién Osmolandad
U/P, Osmolaridad urnana, depuracion y reabsorcién de agua libre

Con respecto a las alteraciones estructurales en los nfiones del grupo control y grupo
experimental también se observaron cambios draméticos en el conejo con higadura
bilateral de los uréteres, encontrandose en el conejo con higadura bilateral de los
uréteres, gran dilataci6n de tibulos colectores, tibulos proximales, edema glomerular
pero, en menor proporcién, que en los tibulos renales, compresién glomerular y
aumento del espacio capsular ( cipsula de Bowman ) Estos cambios fueron mas
severos en la médula que en la corteza renal

En este proyecto evaluamos la importancia del sistema renal en el manejo del medio
interno de los mamiferos ( conejos ) Pudimos observar que en los conejos que
ligamos ambos uréteres por 72 horas, luego de hiberar la ligadura y re-establecer el
flyjo urmario se demostraron alteraciones estructurales a mivel de las presiones
intratubulares ( aumento ), con gran dilataci6n de los tibulos colectores, tabulos
proximales y compresién glomerular ( aumento de la presién de la capsula de
Bowman ), lo que disminuyo la Tasa de Filtracién Glomerular mamfestandose por
aumento considerable de la creatimina plasmatica. Ademés al producirse alteraciones
tubulares estructurales se comprometi¢ el funcionamiento normal de los tibulos
renales en cuanto a sus propiedades de reabsorci6n de sodio y agua, provocando las
siguientes alteraciones el aumento en la excreci6n de sodio en onna, aumento en la

depuracion de agua libre de solutos en onna y disminucién de la reabsorci6n de sodio
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a mvel tubular Por (ltimo observamos el sindrome poliinco que desarrollaron los
conejos del grupo expennmental manifestado por un aumento en la excreciéon de orina
con respecto al grupo control En humanos adultos, se define la poliuria, como una
diuresis mayor de 3,000 ml/dia Walsh ( 2002 )

Este efecto desde el punto de wista histomorfologico se evidenci6 mas en las
estructuras de los tabulos colectores Segun la hiteratura este efecto de poliuria post
obstructiva se relactona a defectos en la expresién de proteinas en los tiibulos renales
tanto en la corteza como en la medula renal Estas proteinas son los canales de agua o
acuapornas Los mvestigadores han encontrado que se afectan las acuapormnas tanto
en la membrana apical como en la basolateral Kim et al (2001)

La recomendacion final y mas importante de este proyecto fue el poder realizar
estudios inmunohistoquimicos con marcadores policlonales contra las acuapornas y
poder demostrar la falta de expresion de las diferentes acuaporinas a mvel de los
tubulos renales tanto en la corteza como en la médula renal Este fue el objetivo
pnncipal de nuestro trabajo de tesis, el montaje de la técruca de inmunohistoquimica
con anticuerpos policlonales, con el fin de determinar s1 se expresan o no, los canales
de agua en los conejos expenimentales y compararlos con el grupo control

Las alteraciones fisiolégicas determinadas en este experimento en conejos, con
ligadura de ambos uréteres, tiene efectos notables sobre la Tasa de Filtracion
Glomerular y el Flujo Sanguineo Renal

La funcién basica del nfién es la formacidén de un ultrafiltrado que estd hibre de
proteina y contiene solutos y agua en concentraciones 1soosmolares al plasma. Este
ultrafiltrado sufre cambios a lo largo de la nefrona, secundario a los procesos de
reabsorcion y secreciéon tubular Una vez que estos procesos ocurren, las restantes

porciones de los tibulos renales, eliminan la orina formada y se excretara solamente el
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1 % de lo filtrado Cuando hay una resistencia al flujo de orina en cualquier lugar del
tracto urnnano, lo descnbimos como uropatia obstructiva. El término de nefropatia
obstructiva se reserva cuando hay dafio en el parénquima renal que resulta de la
obstruccién al flujo unmarto en cualquier lugar del tracto urmario El término
hidronefrosis es derivado del griego Hidro ( hydor — agua ), nefro ( nephros ~ nifién )
y osis ( condicion ) La hidronefrosis es generalmente defimda como la dilatacion de
la pelvis y calices renales resultado de la obstruccion del flujo unnano La dilatacion
de la pelvis y calices renales puede ocurmnr sin obstrucciéon, por lo tanto, esta
definici6n no es exacta. Entonces, el térmmno hidronefrosis debe ser usade como
una definicién descriptiva para nombrar la dilatacién de la pelvis y calices renales.
No debe ser usado como la causa de la dilatacién El término uropatia obstructiva e
hidronefrosis no debe ser usado en forma intercambiable Walsh (op cit )

Es bien conocido que la obstruccién bilateral del tracto urinario es una causa frecuente
de pérdida de la funcién renal Frokiaer et al ( 1996 ) Aunque la obstruccion es
potencialmente reversible con el tratamiento de la enfermedad de fondo

En humanos, como ejemplo, podemos mencionar a) En la uropatia obstructiva
secundario al crecimiento excesivo del tejido prostatico se produce compresién
extrinseca de la uretra prostatica. Hay aumento en las presiones dentro del tracto
urinario, productendo alteraciones funcionales importantes a mvel renal, con aumento
de la presion dentro de la capsula de Bowman y disminucidn notable de la presion de
filtrac16n glomerular y caida por consiguiente de la filtraciéon glomerular, alterando la
depuracion de creatimna ( dismunucién ) La excreciéon de Nat+ unnano aumenta por
efecto tubular donde disminuye la reabsorcién de Nat+ y también ocurren cambios

importantes en la depuracion de agua iibre ( aumento )
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En la obstruccién del tracto urinarnio al producirse la reversién del proceso hiberando la
obstruccién, se produce un marcado incremento en el fluyjo unnarno que a veces es
prolongado y que se asocia con deterioro en la capacidad de concentrar la orna
También es importante mencionar que entre los sujetos ( humanos ) con obstruccién
parcial y crénica del tracto urinario o sujetos con hiberacion parcial o completa de la
obstruccién del tracto urinaro, una disminucion en la capacidad de concentrar la orina
puede ser demostrada Ewald y Mckenzy ( 2002 )

En modelos experimentales de ratas se ha producido lesién renal obstruyendo un solo
uréter y se han encontrado cambios sigmficativos en la capacidad de concentracién de
la orina. Chen et al (2001 )

Después de la obstruccién bilateral ureteral, investigadores como Frokiaer et al

(op ct ), han encontrado disminucién en la expresién de la AQP 2 que explica la
disminucién en la concentracién de la orna que desarrollan estos conejos o en los
modelos de animales con obstrucci6n bilateral de los uréteres ( ratas )

Se han sometido analisis estadisticos en las diferentes mediciones de los parametros
renales para agrupar los diferentes tipos de falla renal aguda en tres clases

1) Insuficiencia renal aguda Pre-renal 2 ) Insuficiencia renal aguda. Renal 3)
Insuficiencia renal aguda Post-renal El parametro renal que tiene mayor sensibilidad
y especificidad para dividir los diferentes tipos o clases de insuficiencia renal aguda es
la fracci6n de excrecién de sodio a mvel urinario ( % FENA ) Como ejemplo de esto
tenemos que valores > 2 % del FENA es indicativo de nsuficiencia renal aguda de
origen renal o post-renal ) y valores < 1% es indicio de un componente pre-renal

( ggemplo deshidratacién, hipovolemia o bajo gasto cardiaco )

Ewald y Mckenzy (sup cit )
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Las bases fisioldgicas sobre la funcién renal explican las alteraciones encontradas en
cada uno de los parametros alterados en una situacién de ligadura bilateral de ambos
uréteres La hiteratura describe los cambios encontrados en animales experimentales
con obstruccién umlateral y bilateral de los uréteres En ambas situaciones podemos
decir que los eventos fisiopatologicos son diferentes Walsh (op cit )

Cambios fisiopatolégicos en 1a obstruccién bilateral ureteral ( OBU ) a nivel de:
Flujo Sanguineo Renal ( FSR ), Tasa de Filtracion Glomerular ( TFG ) y Presién
Ureteral ( PU)

El Flyjo Sanguineo Renal, disminuye en forma més significativa en las primeras siete
horas en los ammales con obstruccién bilateral de los uréteres ( OBU ) que en los
anmimales con obstruccién umlateral ureteral ( OUU ) La resistencia vascular renal,
aumenta en forma mas significativa en los ammales con obstruccién bilateral ureteral

( OBU ) en las pnimeras siete horas que en los ammales con obstruccién unilateral
ureteral (OUU ) Después de las 24 horas en ambos modelos de obstruccién, ya sea,
bilateral o umlateral ( OBU ) y ( OUU ), se observan cambios parecidos a nivel del
Fluyjo Sanguineo Renal y la resistencia vascular renal Estos cambios son disminucién
del FSR y aumento de la resistencia vascular renal En otras palabras después de las
24 horas, los cambios del fluyjo sanguineo renal y resistencia vascular renal en ambos
modelos de obstrucciéon son simulares Al comparar la presion ureteral ( PU ) en los
ammales con OBU y OUU, se demostré una significante diferencia después de la 24
horas de obstruccién, con una mayor preston ureteral en los ammales con obstruccién
bilateral ureteral (OBU ) Moody et al (1977 ) Al usar microésferas radioactivas, en
la OBU, se ha determinado que el FSR es mejor distribuido a nivel de los nefrones
corticales en un 55% que en las zonas mas internas del niién con solamente un 14%

del FSR. Jaenike ( 1972)
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Los animales con OBU pasan a través de una fase de vasodilatacién preglomerular y
después a una fase de vasoconstriccién postglomerular y permanece en este estado
Esto explica la progresiva y persistente elevacion en la presién ureteral a pesar de la
dismmucién del FSR y un aumento de la resistencia vascular renal En contraste,
durante la OUU, el niién pasa a través de tres fases 1) vasodilatacion preglomerular
2) vasoconstnccion postglomerular 3 ) vasoconstriccion preglomerular

La Tasa de Filtracion Glomerular ( TFG ) después de las 48 horas con OBU estd
significativamente dismununda ( 22 % de los valores controles ) en comparacion con la
TFG antes de la obstruccion ( preobstruccion ) Gulmi et al (1995)

Dal Canton et al ( 1980 ) Realiz6 técnica de micropuncién en ratas después de 24
horas con obstruccion bilateral ureteral Observaron una dismunucién de la TFG en
nefron inico, después de la liberacidén de la obstruccidn, en un 40% debajo del valor
basal con un aumento de la presion tubular de 14 a 30 mmHg Hubo pocos cambios en
la presion glomerular capilar de 46 a S0 mmHg, antes y después de la obstruccién
respectivamente  Hubo un 52% de aumento de la resistencia arteriolar aferente,
después de la liberacion de la obstruccién, produciendo este efecto, una disminucién
de la TFG en el peniodo post-liberacién de la obstrucciéon Por lo tanto en ambas
situaciones ( OBU/OUU ) hay una disminucién de la TFG después de las 24 horas

En la obstrucci6n unilateral ureteral la disminucién de la TFG se debe al aumento
notable de la resistencia arteriolar aferente Sin embargo, en la obstruccidn bilateral
ureteral la disminucién de la TFG se debe principalmente al aumento en la presién

intratubular, con pocos cambios en la resistencia arteniolar aferente ( Cuadro V)
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Cuadro V

COMPARACION DE LOS EFECTOS HEMODINAMICOS GLOMERULARES
ENTRE LA OBSTRUCCION UNILATERAL ( OUU ) Y BILATERAL DE LOS
URETERES (OBU).

| PP | P | FPAA Ra TFG |

| |
OUU24-hr  |= E 1 11 0 J

; | |
0BUZH |11 - - = W |
| | |

Fuente: Dal Canton et al. ( 1980).

FPAA = Flujo plasmatico de la arteriola aferente. OBU = Obstruccion bilateral
ureteral. OUU = Obstruccion unilateral ureteral. Pt = Presion intratubular.

P; = Gradiente de presion hidrostatica a través de los capilares glomerulares.
Ra = Resistencia arteriola aferente. TGF = Tasa de filtracion glomerular.

El mediador vasoactivo que explica estos cambios en la OBU a nivel de la
hemodinamica del capilar glomerular, tomando en cuenta las fuerzas de Starling del
capilar glomerular, es el Péptido Natriurético Atrial ( PNA ). El péptido natriurético
atrial tiene diversos efectos fisiolégicos como son: vasodilatacion, natriuresis, y
diuresis. Las acciones diuréticas y natriuréticas son desencadenadas por 1.) aumento
de la TFG a través de la vasodilatacion aferente y vasocontriccion eferente. 2.)
aumenta el coeficiente de ultrafiltracion ( Kf ) al producir relajacion de las células
mesangiales. 3.) inhibe la retro alimentacion tibulo-glomerular. Todos los cambios
observados en la OBU a nivel de el FPR, TFG y PU ( presioén ureteral ); son
explicados por 1a accion del PNA. Cogan ( 1990 ). Algunos investigadores, han
demostrado niveles elevados de PNA en ratas después de 24 horas de OBU, pero no
han encontrado estos valores elevados en ratas con OUU. Fried et al. ( 1987 ). El

estimulo que produce los niveles elevados de PNA pareciera ser el aumento del
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volumen intravascular Este aumento del volumen intravascular, fue determinado por
elevacién de la presion de oclusion del capilar pulmonar y el aumento de peso
corporal en caninos repletados con volumen, a los cuales se le realiz6 OBU

Gulmi et al (op cit )

Ademais del PNA, se han encontrado otros mediadores vasoactivos que ayudan a que
la caida de la TFG y FPR, no sea tan severa en ratas con OBU Estos agentes son

1) oxudo nitnco ( NO ) 2) factor activador plaquetario ( FAP ) 3) endotelina. 4)
vasopresina. Reyes et al (1992)

Hay diferencias en la funcion tubular después de la liberacion de la ligadura en
amimales con obstruccion bilateral ureteral ( OBU ) y obstrucci6n unilateral ureteral
(OUU ) (Cuadro VI') La OBU produce diuresis postobstructiva y natriuresis El
PNA est4 involucrado al igual que a mvel de la hemodinamuca del capilar glomerular
La diferencia est4 en las acciones del PNA a mvel tubular 1) inhube canales de sodio
en la membrana apical de las células principales de los tubulos colectores corticales
2) inhibe la reabsorcién de NaCl en el colector medular por accion directa a través de
GMP ciclico 3 ) inhibe la secrecion de remina y aldosterona. 4 ) inhibe la acci6n de la
angiotensina II sobre el intercambiador Na™-H" por lo que el PNA disminuye la
reabsorc16n proximal de Na* 5 ) En los colectores corticales disminuye la reabsorcién
de Na' ( nhibe la acci6n de aldosterona ) y de agua ( inhibe la acci6n de ADH )
En la OBU hay un aumento en la excrecién de potasio debido al aumento en la
disporubilidad de Na' , al aumento de la velocidad del fludo endotubular y a los
niveles de potasio en plasma. Durante Ia OBU ocurre un deterioro en la capacidad
de acidificar la orina La dismunucién en la reabsorcién distal de Na™ contribuye a la

incapacidad del niién a excretar 1ones hidrogenos
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En los riiiones con liberacién de ligadura después de OBU, pierden la capacidad
de concentrar la orina. Hay un aumento en la depuracién de agua libre En la OBU
después de quutar la obstruccién se produce un aumento en la excrecién total de
solutos Los sitios mas afectado en la OBU son el asa de Henle, los tibulos distales, y
tubulos colectores medulares internos Los mecanismos involucrados que explican la
disminucion en la capacidad de concentrar la orna son 1) La incapacidad del
intersticio medular en mantener la médula hiperténica. 2 ) la pérdida de la sensibilidad
de los tabulos colectores corticales y medulares mnternos a la ADH.

Hay una pérdida en la capacidad de reabsorber Na™ a nivel del segmento grueso del
asa de Henle, después de la OBU Esta afeccion imposibilita en mantener el intersticio
medular hiperténico, por lo cual, disminuye la reabsorcion de agua y se pierde la

capacidad de concentrar la orina. Walsh ( 2002)
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Cuadro VL

DIFERENCIAS EN LA FUNCION TUBULAR DESPUES DE 24 HORAS DE
LIBERADA LA LIGADURA EN LA OBSTRUCCION UNILATERAL (OUU ) Y
BILATERAL URETERAL ( OBU).

| Control | Unilateral | Bilateral
Biuresis piosaastructiva Ausente Presente
Porcentaje de filtracién excretada (V/TFG) 1% 1 0.5% 1 18%
Fraccion excretada de Na™ filtrado 0.6% | 0.4% 113%
Reabsorcion tubular proximal ] il
Reabsorcion tubular distal o | i
Fraccion de reabsorcién proximal 58% 74% 46%
Fraccién de reabsorcion distal 12% 34%
Fraccion de K” excretada 12.3% 1 7% 1 90%
Osmolaridad O 76 1.35 147

Fuente: Walsh (2002 ).

TFG = tasa de filtracién glomerular.

P = plasma.

O = orina.

V = volumen.

Definitivamente hay diferencias notables en los parametros fisiologicos, entre la
obstruccién unilateral y bilateral de los uréteres. Esta diferencia es mas marcada en
la obstruccion bilateral ureteral (OBU ).

La técnica que se utilizara en la deteccién de las acuaporinas renales es la tincién
inmunohistoquimica. La inmunohistoquimica se basa en la utilizacién de un
anticuerpo especifico, previamente marcado mediante un enlace quimico con una
sustancia que se puede transformar en visible, sin afectar la capacidad del

anticuerpo para formar un complejo con el antigeno. El complejo antigeno

anticuerpo, mediante la utilizacion de alguna de las técnicas especificas (peroxidasa,
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antiperoxidas, fluoresceina, etc), permite ser localizado e identificado dentro de la
muestra a estudiar

El fundamento de la inmunohistoquimica es la deteccién de antigenos expresados
en las células ( ya sea en su membrana, en el citoplasma o en el nucleo ) mediante
anticuerpos especificos marcados con un complejo enzimitico ( avidina-biotina,
peroxidasa o fosfatasa alcalina-estreptoavidina ) que cuando se expone a un
substrato en presencia de un cromégeno, el sitio de reaccién antigeno-anticuerpo
puede ser visualizado a través del microscopio de luz

La técnica de mmunohistoquimica ha sido utihzada para la mvestigacién desde hace
mas de 20 afios Varios métodos se han desarrollado para la visualizacién de los
antigenos, entre ellos los mas utilizados son el método ABC ( complejo Avidina-
Biotina ) y el de la fosfatasa alcalina. EI método ABC fue desarrollado por Hsu y
colaboradores en 1981 Este método aprovecha la gran afimdad que tiene la anidina
para unirse a cuatro moléculas de biotina y el complejo de tres peroxidasa umdas a
la avidina. El cromégeno utiizado como revelador en este método es la
diaminobenzidina ( DAB ), la reaccién positiva es de color marrén o café ocre la
cual puede vanar de intensidad y estar localizada en la membrana, citoplasma o en
el nucleo de la célula.

Descripcién de la técmca de inmunochistoquimica se realiza por etapas

1) Preparacién de las laminillas Las laminillas deberan de ser previamente
tratadas con algun adhesivo tisular ( poli-L-lisina, silano o Histo Bond que son
laminillas ya preparadas ), de lo contrario podria desprenderse el tejido, debido al
tratamiento a que es sometido la laminulla No se recomienda utilizar adhesivos

proteicos ( como es la gelatina ) ya que podria existir reacciones cruzadas y
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observarse tinci6n de fondo que afecte la tincién especifica.

2) Fijacién e inclusién Los fijadores son divididos en fijadores por coagulacion y
fijadores por tercambio Los pnmeros conservan bien la inmunoreactividad de las
proteinas como las inmunoglobulinas, los filamentos y los receptores, pero no
conservan las proteinas pequeflas, por lo que los aldehidos ( formaldehido y
glutaraldehido ) han probado ser mejores fijadores, ya que preservan las estructuras
e mmovilizan los antigenos El fijador mas utilizado es el formol al 10%
amortiguado

( formol bufferado ) a un pH de 74 Es importante mencionar que los tejidos no
deben ser sobre fijados, ya que esto causard deterroro de los determinantes
antigénicos ( 6 — 12 horas de fijacién es 6ptima para la mayoria de los tendos )

La nclusién de los tejidos en parafina se realiza en forma usual, temendo especial
cuidado de regular la temperatura de la parafina y de la platina a menos de 60°C, ya
que de lo contrano los antigenos se desnaturalizan. Es umportante que los cortes
sean desparafinados totalmente, ya que la parafina puede mterfenr con la reaccion
antigeno-anticuerpo

3 ) Hidratacién: No se debera dejar secar la laminilla, ya que para que se lleven a
cabo todas las reacciones siguientes, es necesana €l agua.

4) Recuperacién antigénica Debido a los procesos de fijacién e inclusién en
ocasiones el antigeno no puede ser detectado debido a la formacién de puentes de
hidrégeno como el caso de la formalina. En estos casos pueden utilizarse
recuperadores antigénicos los cuales son sustancias quimicas 0 enzimaticas que
provocaran la destruccion de estos puentes de hidrégeno devolviéndole sus

caracteristicas antigénicas
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5) Bloqueo enzimdtico Debido a que la peroxidasa y la fosfatasa alcalina son
enzimas que se localizan en casi todos los tejidos es necesario bloquearlas para
evitar reacciones 1nespecificas El bloqueo se lleva a cabo a través de su
inutilizaci6n, con un substrato especifico La peroxidasa es bloqueada con peroxido
de hidrégeno y la fosfatasa alcalina con levamusol

6) Deteccibn El método ABC ( complejo Avidina - Biotina ) utiliza para la
deteccion del antigeno presente en el tejido, un anticuerpo especifico ( anticuerpo
primario ), posteriormente se agrega un anticuerpo anti IgG el cual esta previamente
brotinilado ( anticuerpo secundario ), la biotina se une al complejo enzimético

( avidina — peroxidasa ) el cual va a activar en el cromégeno aplicador

( diamunobenzdina ) pudiendo observarse la reaccién en el microscopio de luz, con
una posttividad de color marrén o café ocre

Uso de controles el uso de controles positivos y controles negativos es la base para
determunar, s1 los anticuerpos en uso y el procedimiento son correctamente llevados
a cabo El control negativo es una secciodn de tejido 1gual que la del sujeto Estos
proveen de informacién con respecto a si, el teflido con inmunoperoxidasa es
especifico o solamente el tefiido, es debido alas propiedades contemdo en el tejido
El control negativo lleva todo el procedimento igual que el tejido en cuestion,
excepto el anticuerpo prnimario, usualmente se sustituye con suero normal de ratén o
conejo

Los controles positives son tejidos usados que contienen el anticuerpo en cuestion
y verifican la validez del anticuerpo y el procedimiento usado Cada anticuerpo
necesita un control positivo, ya que cada anticuerpo tiene afinidad por un antigeno

en particular Los controles positivos deben ser tejidos que han sido fijados
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adecuadamente para prevemur la destruccion de los antigenos y que haya mejor
afimidad al ser ligados con los anticuerpos Anderson y Torraza (2007 )

Esta técnica es importante implementarla en la tesis de maestria, debido a que el
objetivo principal en esta investigacion es el demostrar la presencia o ausencia de
canales de agua ( acuaporinas — antigeno ) en conejos, en una situacion
experimental luego de inducir una lesién renal Se debe evaluar si hay expresién de
estos canales de agua, en los nifiones del grupo control y experimental La técmca
inmunolégica escogida para detectar la reaccion antigeno — anticuerpo en esta tesis
es la tinci6n iInmunohistoquimica con anticuerpos policlonales contra AQP1, AQP2
y AQP4

Con respecto a los antlcuer})os pnmarios que se pueden utilizar en la técruca de
imunohistoquimica, pueden ser de ongen monoclonal y policlonal Un anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo homogéneo producido por una célula hibnda producto
de la fusi6n de un clon de linfocitos B descendiente de una sola y unica célula
madre y una célula plasmatica tumoral Los anticuerpos monoclonales, son
anticuerpos 1dénticos porque son producidos por un solo tipo de célula del sistema
inmune, es decir, todos los clones proceden de una sola célula madre Es posible
producir anticuerpos monoclonales que se unan especificamente con cualquier
molécula con caricter antigénico Este fendmeno es de gran utilidad en bioquimica,

biologia molecular, fisiologia, farmacologia y en medicina. Janeway et al (2001 )

ANDERSON, V, TORRAZA, I 2007 Manual de procedimientos de
mmmunohistoquimica. Servicto de Patologia, seccion de histologia. Instituto
Oncolégico Nacional , 13 pags
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Si una sustancia extrafia (un antigeno) se inyecta en el cuerpo de un ratén o un
humano, alguna de las células B de su sistema inmune se transformaran en células
plasmaticas y empezaran a producir anticuerpos que se umran a ese antigeno Cada
célula B produce un solo tipo de anticuerpo, pero diferentes linfocitos B, produciran
anticuerpos estructuralmente diferentes que se unen a distintas partes del antigeno
Esta mezcla fisioldgica natural de anticuerpos heterogéneos, es conocida como
anticuerpos policlonales.

Los anticuerpos monoclonales muestran una serie de ventajas sobre los anticuerpos
policlonales como 1) Mayor homogeneidad 2 ) Reproductibilidad de sus efecto,
como consecuencia de su homogeneidad 3) Mayor capacidad potencial de
seleccionar los mejores anticuerpos en afimdad y tipo de reconocimiento ( mas
especificos ) La desventaja de los anticuerpos monoclonales es su complejidad en
la técnica de elaboracién y su alto costo Al revisar la literatura, los anticuerpos
policlonales son los de mayor uso, en la deteccién de estos canales de agua, ya sea
utilizando la técmca de inmunohistoquimica o inmunoblot ( Western blot ) Kim et
al (2001) La explicaci6n inmunolégica del uso de anticuerpos policlonales es por
su versatilidad, debido a que permite interaccionar el anticuerpo con diversas partes
de los epitopos antigémicos de los canales de agua y ademis las vanaciones
filogenéticas de los aminoacidos que constituyen los canales de agua, en los
mamiferos es despreciable Hernandez et al ( 2002 ) Los anticuerpos policlonales
que utilizamos anti-AQP son extraidos de conejos y lo compramos en USA por

internet a la compafiia CHEMICON INTERNATIONAL Ver anexo (Fig 8),

(Fig 9)y(Fg 10)
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IV JUSTIFICACION

En Panam4, no se ha realizado ningun trabajo, en la determinacién de las acuaporinas
renales, n1 a mvel de las ciencias basicas, n1 a nivel de la clinica. Tampoco se han
realizados 1nvestigaciones sobre estas acuaporinas en modelos experimentales
considerando situaciones fisioldgicas y fisiopatoldgicas, por lo cual este serd el
pnimero

Desde el punto de vista de preparaciones de tejido renales en biopsias, no se realizan
montajes con anticuerpos policlonales para determunar la expresién renal de las
acuaponnas, por lo tanto, la técnica montada en este trabajo sera de gran utilidad en
nuestro medio

La importancia de las acuaponnas renales en su participacion en una ampha gama de
enfermedades justifica la realizacion de este trabajo con el fin de encontrar respuestas
en la fisiopatologia de dichas enfermedades

El aporte del conocimiento cientifico a 1a comunidad académuca desde estudiantes,
profesores y clinicos sobre la importancia fisiolégica de estos canales de agua sera de
gran valor, al promulgar o diseminar los resultados de este trabajo mediante
conferencias y publicacion del mismo

En nuestro medto en Panam4i, por las caracteristica epidemiologicas de nuestra
poblacién y la esperanza de vida al nacer cada vez son més frecuente el tratamiento de

enfermedades que afectan el metabolismo del agua y el medio interno como son la
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insuficiencia cardiaca congestiva, 1a curosis hepatica y la insuficiencia renal Lee et
al (2003) Fernandez (2003)

Este trabajo sobre acuaporinas abre la posibilidad del uso de los ACUARETICOS en
el contexto clinico para mejorar la calidad de vida de estos pacientes que no responde
al uso de diwuréticos convencionales y requieren el uso de medicamentos que afectan la
funcién de estos canales de agua a mvel renal, por lo cual este trabajo representa un
adyuvante al manejo de estas sttuaciones clinicas donde el paciente requiere mantener
un adecuado flujo unnario para evitar complicaciones y reducir la morbi-mortalidad
de estos pacientes Costel-Boerring et al (2003 )

Al evaluar los pro/contra de la técnica por inmunohistoquimica, debemos tomar en
cuenta el costo econébmuco elevado del montaje, utilizando anticuerpos policlonales
contra diferentes clases de acuaporinas Esta técnica es costosa por los reactivos que
se utillizan y el recurso humano capacitado e 1déneo que se requiere Pero si1 los
beneficios son mayores que los costos entonces se justifica realizar este trabajo de
tesis para demostrar la utiidad o no de la técnica.

En el afio 2003, el Dr Peter Agre investigador y hemat6logo de profesién se hizo
acreedor del premio Nobel de Quimica por el descubnmiento del canal de agua
llamado CHIP 28 ( channel forming — integral protein 28 KDa ) en los glébulos rojos
Este trabajo de tesis es de actualidad, considerando que el trabajo que nos mspiro a
determunar los canales de agua se realiz6 un afio antes del otorgamuiento del premio

Nobel de Quimica al Dr Peter Agre



V OBJETIVOS

5 1 Objetivos generales

511 ) Determunar la expresion de los canales de agua mediante la implementacion
de la técnuica de inmunohistoquimeca utihzando anticuerpos policlonales
5 12 ) Integrar la importancia de la expresion renal de las acuaponnas desde el

punto de vista fisiolégico y fisiopatolégico en conejos

52 Objetivos especificos

521 ) Observar las diferencias histolégicas entre el grupo control y el grupo
experimental mediante la técnica de microscopia de luz

5 22 ) Determnar la diferencia en la intensidad de la reactividad de los marcadores
Ant1-AQP1, anti-AQP2, anti-AQP4 en los nifiones del grupo control y
experimental

5 2 3 ) Evaluar la utihdad de la técnica de inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos policlonales en la determinacién de la reactividad de AQP1,
AQP2 y AQP4 en conejos del grupo control y experimental

52 4 ) Adquirir destrezas en el manejo expenmental de amimales en el laboratorio
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VI HIPOTESIS

6 1 Hipotesis nula

Ningun cambio significativo se observara tanto a mvel de microscopia de luz,
como en la densidad de receptores de AQP1, AQP2, AQP4 en el grupo control
( sin higadura de uréteres ) al compararlos con el grupo expenimental ( con

ligaduras de ambos uréteres )

6 2 Hipdtesis Alterna

Si encontraremos diferencias sigmficativas que se observaran tanto a mvel de
mucroscopia de luz, como en la densidad de receptores de AQP1, AQP2, AQP-
en el grupo control ( sin higadura de uréteres ) al compararlos con el grupo

experimental ( con ligaduras de ambos uréteres )



VII METODOLOGIA

61 Pobilacion de referencia

Se utilizaron 8 conejos de raza albina New Zealand obtenidos del bioterio en
la Facultad de Medicina de la Umversidad de Panama. (Fig. 11)
Grupo control cuatro conejos, sin higadura de los uréteres

Grupo expenimental cuatro conejos, con ligadura de los uréteres por 72 horas

6 2 Tipo de estudio

Expenimental y prospectivo

6 3 Tamafio de la muestra

Se utilizara la formula ( 22 )
N= _(plgl)+( p2q2) x f (alpha, power)
(pl-p2y°

pl= porcentaje esperado en grupo 1 = 60%
p2= porcentaje esperado en grupo 2 = 30%
ql=1-pl=40%
G2=1-p2=70%
alpha = mvel de significancia = 0 05
poder=08
f=79

N = 40 conejos por grupo ( Grupo control 40 y experimental 40 )
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Es importante mencionar que por convencidén internacional de la sociedad
protectora de ammales se utilizaron en nuestro experimento 8 conejos, cuatro en el

grupo control y cuatro en el grupo expenmental

6 4 Cntenos de seleccion

6 4 (a) Cntenos de inclusién

1 ) Conejos “sanos” obtemdos del bioterio

2 ) Conejos con un peso >2 4 Kg

64 (b) Cntenos de exclusién

1 ) Conejos enfermos

2 ) Conejos con un peso <2 4 Kg

6 5 Matenales

Utilizaremos equipo completo de diseccién anatébmica, mesa de diseccion
anatébmica, lampara de luz para iluminacién, gasas, algodon, jeringas de 3 ml con
agujas # 21-23, bisturi con mango, alcohol xylol al 70% para vasodilatar vena
marginal de la oreja del conejo, seda 0000 para ligadura de uréteres y seda 00 parz
suturar piel, canulas de polietileno( PE-10 ) para canular vena marginal de la oreja,
anestésicos ( ketamina, zylaxina ), lactato de nnger para hidratacion 1V, guantes
esténles , Ceftnaxone 50 mg/ Kg de peso ( antibiético I M. ), jaula para conejos con

alimento y agua para hidrataci6n oral ab-hbitum del conejo
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Se utilizaran frascos de formalina bufferada en donde se depositaran los nfiones de
los conejos sacnificados con el fin de realizar los cortes histoloégicos, evaluarlos en
microscopia de luz y luego realizarles las pruebas de inmunohistoquimica con

anticuerpos policlonales ( Fig 12)

6 6 Preparacion de conejos

Los conejos seran pesados previamente y s1 el peso es > 2 4 Kg, se procedera con
la aplicacién de anestesia I M con Ketamina a dosis de 50 mg/Kg de peso y Zylaxina
a dosis de 4 mg/Kg de peso , obtemendo anestesia profunda a los 15-20 minutos de
aplicada y s1 el animal requiere mas anestesia se le aplicara 25% de la dosis imcial por
vial V cada hora ( segiin la duracién de la cirugia )

Se procedera a rasurar el conejo en ambas orejas para exponer la vena margmnal de la
oreja, luego se rasurard el vientre del conejo, se realizard la cirugia via abordaje
abdomunal en donde se ligaran los uréteres y luego se cateterizara la vena marginal de
la oregja con una cénula PE-10 y se le conectara a una solucién Lactato de Ringer a

goteo lento (Fig 13 )y (Fig 14)

6 6 (a) Alimentacién

Previa cirugia seran alimentados por 1gual, el grupo control y expenmental, su
hidratacién también serd 1gual en ambos grupos Después de la cirugia al despertar de
la anestesia ambos grupos (control y expenmental) serdn manejados por 1gual con

respecto a su alimentacion e hidratacién ab-libitum
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66 (b) Anestesia

Ketamina 50 mg/Kg, Zylacina 4 mg/Kg IM y luego infusién / hora por vena

marginal de la oreja a una dosis del 25 % de la dosis imcial

66 (c¢) Técnica de hgadura de uréteres

Después de rasurado el abdomen y en plano profundo de anestesia, se procedera a
disecar por planos el abdomen del conejo hasta llegar al sitio anatémico de ambas
fosas renales, se procedera a ligar ambos uréteres con seda 0000 a mvel del 1/3
proximal de ambos uréteres y luego se procedera a cerrar el abdomen del conejo por
planos con seda 00 Se realizar4n dos mcisiones una en cada regién abdominal

(derecha e 1zquierda) para ligar sus respectivos uréteres ( Fig. 15)y (Fig 16)

66 (d) Recoleccton de muestras

Extraccion de los nilones de congjos ( Fig 17 ), (Fig 18 )y (Fig 19) Enla
recolecci6n de los nfiones del conejo experimental al cual se le ligaran ambos uréteres
se esperara 72 horas y luego se reoperaran para desligar ambos uréteres, finalmente se
sacrificara el animal con inyecci6n de KCL A los conejos del grupo control se les
sacnficara al musmo tiempo, para obtener sus nfiones y realizar los estudios
histopatolégicos e inmunohistoquimicos pertinentes Las muestras de los nfiones del

grupo control y experimental se sumergieron en un frasco con formalina bufferada.
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6 7 Técnica de inmunohistoquimica

Nos ayudara a determunar la reactividad de las AQP1, AQP2 y AQP4 en conejos
New Zealand utilizados como sujetos tanto en el grupo control y expenimental, con la
mntencion de evaluar la expresion de estas AQP en situacion normal y en una situacion
patologica. Se utilizarén anticuerpos policlonales anti-AQP1, anti-AQP2 y ant-AQP4

de marca CHEMICON INTERNACIONAL ( ver anexo ) (Fig 20)

Aspectos técnicos
Se realiz6 control negativo sin utilizar anticuerpo policlonal anti-AQP y solamente se
utthiz6 el anticuerpo secundario ( anti-IgG o antisuero de cabra ipo BIOTINYLATED
LINK)
Se real1zd control positivo utilizando la técnica de inmunohistoquimeca con anticuerpo

ant1-AQP y se demostr6 viabilidad de los anticuerpos policlonales

Dividimos el protocolo de inmunohistoquimica en tres fases
PRIMERA FASE PREPARACION DEL TEJIDO PRE-INMUNOHISTOQUIMICA
1) Se corta el tenndo que esta en formalina bufferada ( talla del tejido ) no mas de 2
cm cuadrados y no mas de 4-5 mm de espesor
2) Se coloca el tejido tallado en su respectivo cassette o anillo
3) Se coloca la muestra, en el procesador de tejido que es un aparato que contiene
formalina 10 % bufferada - alcohol 70- 80 y 95% - alcohol 1sopropilico ( alcohol
absoluto 100% ) — xalol ( sirve para que penetre la parafina al tejido ) — parafina Se

coloca en el procesador 12 horas ( overnight )
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Procesador de tejido, tiene las siguientes funciones a) Fyacién formalina bufferads
b ) Deshidratacién alcoholes en forma progresiva ¢ ) Aclaramiento se agrega xilol
para que penetre la parafina. d ) Infiltracién con parafina para hacer mas denso el
tendo

4 ) Se hace un bloque con parafina y se orienta el tejido Se usa parafina liquido previa
colocacién del tejido en el cassette o amllo, luego se deja enfnar, se solidifica la
parafina y luego se procede a realizar el corte en el micrétomo del tejido a un espesor
de 2 micras Parafina es cuando uno hace los cortes en el microtromo y es para
sostener y extender el tejido

5) Se coloca el tejido parafinado en agua destlada en el flotador de teido a una
temperatura de 39-40 grados centigrados

6 ) Se recoge el tejido parafinado en el flotador y se coloca en una laminilla polanizada
( carga positiva para evitar el desprendimiento del tejido de las laminillas durante el
proceso de inmunohistoquimica )

7) Se escurre la laminilla para eliminar el exceso de agua del tejido parafinado ( 30
minutos )

8 ) Se homea el tejido a 58 grados centigrados durante 30 minutos a una hora.

Funci6n de homear es fijar el tejido a la placa y desparafinar

9) Se deja enfniar y se procede a quutar los restos de parafina con varios cambios de
xilol y luego se rehidrata con cambios de alcohol absoluto ( 1sopropilico ) — alcohol al

95% - y finalmente hasta llegar al agua destilada.

SEGUNDA FASE RECUPERACION ANTIGENICA.
1) Recuperactén antigénica la formalina esconde los antigenos de los tejidos por su

propiedad quimica de aldehido que forman puentes de hdrégenos Para
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desenmascarar dichos antigenos usamos un recuperador de antigenos ( Epitope
Retrieval Solution ( ERS ) (x 10) — Dako® ) se prepara 25 cc ERS se afora con agua
destilada hasta 250 cc

Se coloca la solucién ERS preparada al 10% en el bafto de agua destilada hasta una
temperatura de 95 grados centigrados y luego se coloca las laminillas ya rehidratadas
dentro de la solucion ERS por 40 minutos

Enfriamiento Se saca el envase con ERS y las laminillas dejandolas enfriar por 20
minutos a temperatura ambiente

Se realizan lavados con soluciéon bufferada ( Wash Buffer x10, Dako®) con el
objetivo de mantener las laminillas en un pH 6ptima y a la vez lava la soluci6n ERS

(ERS es un citrato bufferado 0 1 mol/L)

TERCERA FASE PROCEDIMIENTO DE INMUNO TINCION

1) Se hace un tratamiento de 5 munutos con H,O, para bloquear la actividad endégena
de la enzzima peroxidasa. ( Una caracteristica propia de todos los tepdo es tener
peroxidasa, ya que deben ser bloqueadas estas enzimas para evitar reacciones
mnespecificas o falsos positivos)

2 ) Lavar con agua destilada

3) Lavar con el Wash Buffer Dako® por S minutos

4 ) Incubar con los anticuerpos AQP1 (CHEMICON, 1 200), AQP2 (CHEMICON,
1300) y AQP3 (CHEMICON, 1 300) por 30 minutos

1 200 gjemplo ( 5 microhtros de AQP1concentrado + 995 microlitros de Diluyente de
anticuerpos Dako® con reduccién de background)

1300 ejemplo ( 3 3 mucrolitros de anticuerpo concentrado + 996 7 mucrolitros de

Diluyente Dako®)
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5) Lavar con el Wash Buffer Dako® por 5 minutos
6 ) Incubar con BIOTINYLATED LINK (Biotinylated anti-rabbit, anti-mouse y anti-
goat inmunoglobulins en una solucién salina de fosfato buferada (PBS) contiene una
proteina estabihizadora y 0,015 mol/l de sodium azide, Dako) por 15 minutos
( sistema de deteccion que son dos  El biotimilado y el streptavidina )
7.) Lavar con el Wash Buffer por 5 minutos
8) Incubar con STREPTAVIDIN-HRP (Streptavidin conjugated to horseradish
peroxidase 1n PBS containuns stabilizing protein and an antimicrobial agent, Dako)
por 15 minutos
9) Lavar con el Wash Buffer Dako® por 5 minutos
10 ) Seguido de una incubacién de un substrato de peroxidasa de diaminobenzidina
(DAB, Dako) por 5 minutos ( cromdgeno )
11 ) Lavar con agua destilada.
12 ) Lavar con el Wash Buffer por 5 minutos
13 ) Contrastar con hematoxilina (Dako) por 8 minutos
14 ) Lavar con agua destilada.
15 ) Se deshidratan las laminillas con alcoholes degradados hasta llegar a xilol y se
procede a montar con Permount ( resina para fijar bien el portaobjeto a las laminillas )
Nota Método ABC ( complejo avidina-biotina ) Este método aprovecha la gran
afimdad que tiene la avidina para unirse a cuatro moléculas de biotina y el complejo
de tres peroxidasas umdas a las avidinas
CUARTA FASE MONTAJE FINAL

Se proced16 a montar las lamimllas o porta objetos con sus respectivas muestras y

con las tinciones inmunohistoquimicas realizadas para detectar la reactividad de los
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marcadores contra las diferentes AQP ( AQP1, AQP2 y AQP4 ) al microscopio de luz
con poderes de 10x y 40x ( ver anexo ) ( Fig 21)

Por ultimo, es importante mencionar que las muestras renales de los conejos controles
y expenmentales fueron evaluadas también, con tinciéon de hematoxilina - eosina por
medio del microscopio de luz con poderes de 4X, 10x, 20X y 40x (ver figuras 14, 15,
16 y 17) con el fin de observar los cambios estructurales presentados en los rifiones

sin ligadura (grupo control) y con ligadura (grupo expenmental) de los uréteres

6 8 Analisis de los datos

Las vanables cuantitativas se analizaron utilizando t-student por el numero de

muestra menor de 30
Se realiz6 una escala semicuantitativa a partir de una vanable cualitativa como es el
color marr6n Debido a que la intensidad del color marrén es vanable de acuerdo a la
inmunoreactividad especifica del anticuerpo policlonal contra AQP1, AQP2 y AQP4
Es importante mencionar en los analisis de los datos que cada anticuerpo policlonal de
congjo es tipo — especifico de acuerdo a la AQP contra la cual reacciona, manifestada
por un color marrén a mvel de las células involucradas que expresan los diferentes
tipos de AQP renales De manera que usamos tres tipos de marcadores en este
expenmento, que son los anticuerpos de conejos anti-AQP1, anti-AQP2 y ant1-AQP4
Segun la intensidad del color marrén asignamos la sigwente escala semicuantitativa

0 a+++ con las siguientes caracteristicas

0 = ausencia de reactividad del marcador

1+ = débil reactividad del marcador

2+ = moderada reactividad del marcador

3+ = fuerte reacttvidad del marcador
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Esta escala semicuantitativa tiene el objetivo de evaluar la reactividad de los
marcadores de AQP detectados con la técmca de inmunohistoquimica, tanto a mvel de
la corteza como en la médula renal
La reactividad del marcador es directamente proporcional a la intensidad del color
marrén obtemdo en los cortes histologicos de los niiones, en los conejos del grupo
control y expennmental

Los cambios estructurales se evaluaron de acuerdo a las alteraciones tubulo-
glomerulares observadas en el grupo control y expenmental con el microscopio de luz

y con la tinc16n de hematoxilina-eosina.
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VII RESULTADOS

Obtuvimos los diferentes pesos de los ocho conejos sin obtener sigmificancia
estadistica antes de la ligadura ureteral, entre el grupocontrol y el grupo experimental

conuna p =0 34 ( Cuadro VII )

Cuadro VII

PESO EN KILOGRAMOS EN LOS CONEJOS DEL GRUPO CONTROL Y
EXPERIMENTAL DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA FACULTAD DE
MEDICINA UNIVERSIDAD NACIONAL DE PANAMA. ANO 2006

(a) Grupo Peso ( Kg) (:«0) Grupo Peso (he )
control experimental

Congjo 1 25 Conejo 1 242

Conejo 2 217 Conejo 2 28

Conejo 3 217 Conejo 3 &

Conejo 4 28 Conejo 4 27
(@) p=034

Fuente Laboratorio de Fisiologia. Afio 2006
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En el grupo control, sin ligadura no se observé cambios morfopatoldgicos, de palidez,
congestion, edema y areas isquémicas; como se observo en el grupo experimental.

(Fig. 22).

Figura 22.

Vista macroscopica de la corteza, medula y papila renal en el conejo control
(sin ligadura). Proyecto Renal. 2002.

CORTERARENAL | MEDULA RENAL PAPILARENAL URETER

Fuente: Foto tomada en el Laboratorio de Fisiologia. Facultad de
Medicina. Universidad Nacional de Panama. Afio: 2002.

Nota: En las flechas se sefialan las diferentes partes anatomicas de un rifion de
conejo normal.
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Los cambios macroscopicos observados en el grupo experimental fueron
1) Hidronefrosis como se pudo observar al extraer el nfion en el grupo
experimental, a las 72 horas de la higadura. (Fig 18 )y (Fig 23)

2) Areas pahdas isquémicas mis acentuadas a mvel medular que cortical ( Fig 23)

Figura 23

Hidronefrosis con cambios i1squémicos en nfiébn de conejos del grupo
expenimental (con hgadura de 72 horas)

Fuente Foto tomada en el Laboratono de Fisiologia. Facultad de Medicina.
Umniversidad Nacional de Panamé. Afio 2006

Nota Los nifiones se observan ligeramente aumentados de tamafio, edematosos y
congestivos Al corte, la superfice brillante edematosa, congestiva que alterna con
dreas palidas 1squémicas Se observé mayor area de isquemua a mivel medular que
cortical

Al evaluar los cambios en microscopia de luz con tincién de hematoxilina y eosina se

observaron grandes cambios y diferencias estructurales entre los nifiones de los

conejos del grupo control y expenmental ( Fig 24 ),(Fig. 25),(Fig 26 )y (Fig. 27)
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Figura 24.
Histologia comparativa entre el grupo control y experimental a nivel de la corteza
renal con un poder en microscopia de luz de 10x.

Grupo control Grupo experimental (a)
(no ligadura) (con ligadura)

£y
LY | ‘
F

Fuente: Fotos tomadas en el Laboratorio de Patologia. CMN. Afio: 2006.

(a) Observe la pérdida en la arquitectura normal de la corteza renal en los rifiones
del grupo experimental (con ligadura de los uréteres). Tincion hematoxilina-
eosina

Grupo control: Se reconoce corteza renal con glomérulos de tamafio normal con
celularidad conservada. Los glomérulos estan rodeados por tibulos proximales
revestidos por células epiteliales tubulares con borde en cepillo conservado y
lumen tubular de didmetro normal. Se observan ademas tibulos distales de
apariencia normal. Tubulointersticio bien conservado sin atrofia tubular ni
fibrosis intersticial. Arterias y arteriolas bien conservadas.

Grupo experimental: Glomérulos conservan su tamafio normal; sin embargo, se
observa marcada dilatacion de los tibulos distales y proximales, hallazgo
histolégico que sugiere obstruccion (hidronefrosis).
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Figura 25.
Histologia comparativa entre €l grupo control y experimental a nivel de la corteza
renal con un poder en microscopia de luz de 20x.

Grupo control (a) Grupo experimental (b)
( sin ligadura) (con ligadura)

Fuente: Fotos tomadas en el Laboratorio de Patologia. CMN. Afio: 2006.

(a) Patrén histolégico normal a nivel cortical. Corteza renal con glomérulo de
apariencia, tamafio y celularidad normal. Ttbulos distales y proximales bien
conservados.

(b) Se observo gran dilatacion de los tibulos proximales, ligero edema intersticial
en el grupo experimental. Se observa cambios en el intersticio glomerular de
edema.
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Figura 26.

Histologia comparativa entre el grupo control y experimental a nivel de la
medula renal con un poder en microscopia de luz de 10x.

Grupo control (a) Grupo experimental (b)
( sin ligadura) (con ligadura)

gl'ifm 6;«:

r(»f' 4 z'l'

4i vy
o [, -
. L

— . TPTTTY S g i e s

Fuente: Fotos tomadas en el Laboratorio de Patologia. CMN. Afio: 2006.

(a) Patr6n histologico normal a nivel medular con tibulos colectores revestidos
por epitelio tubular normal. Intersticio bien consevado sin edema ni fibrosis.

(b) Se observé la pérdida de la arquitectura normal de la medula renal con
marcada dilatacion de los tibulos colectores distales, edema intersticial y
congestion vascular capilar.
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Figura 27.
Lesion tubular aguda a nivel de la medula renal en los conejos del grupo
experimental, con un poder por microscopia de luz de 40x.

Grupo experimental (a)
(con ligadura)

Fuente: Fotos tomadas en el Laboratorio de patologia. CMN. Afio: 2006.

(a) Se observd marcada dilatacion de los tiibulos colectores medulares y de los
vasos rectos. Intersticio con edema intersticial y congestion capilar. Hay
desprendimiento focal del epitelio tubular a nivel de los tibulos colectores
medulares (ver la flecha).

Al realizar los andlisis con la técnica de inmunohistoquimica y evaluar la

reactividad de los marcadores policlonales que son anticuerpos anti- AQP1, AQP2 y

AQP4 en los rifiones de los conejos del grupo control y experimental; observamos
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diferencias significativas con respecto a la intensidad de reactividad de los marcadore:
dependiendo de la clase de anticuerpos policlonales utilizados y del grupo de sujetos

estudiados ( Fig. 28 ), ( Fig. 29 ) y ( Fig. 30).

Figura 28.

Reactividad inmunohistoquimica del marcador anti-AQP1 en la corteza renal de
conejos a nivel de los tibulos proximales del grupo control y el grupo experimental;
con un poder por microscopia de luz de 40x.

Grupo control Grupo experimental
(sin ligadura) ( con ligadura)

dagy ¥
? £ 3

00‘ ) 0.';|
J 1 :‘--‘t‘

?“g. &

o |

Fuente: Laboratorio de Patologia del Hospital Oncolégico Nacional. Afio: 2006.

(a) Observe la intensidad del marcador anti-AQP1 en los tibulos proximales
( TP ) del grupo control, con una escala de 3+; ademas se puede ver la
intensidad en la MA y MB de los tibulos renales.

(b) Ausencia de reactividad e intensidad del color marrdn en el area de los tubulos
proximales y TP del grupo experimental con una escala de 0 de intensidad.

(c) Inmunoreactividad a nivel de los glomérulos renales en condiciones
patolégicas con una intensidad de 3+
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Figura 29.

Reactividad inmunohistoquimica del marcador anti-AQP2 en la medula renal de
conejos a nivel de los tibulos colectores corticales en el grupo control y experimental;
con un poder por microscopia de luz de 40x.

Grupo control Grupo experimental
(sin ligadura) ( con ligadura )

Fuente: Laboratorio de Patologia del Hospital Oncolégico Nacional. Afio: 2006.

(a) Observe la intensidad del marcador anti-AQP2 en los tubulos colectores
corticales ( TCC ) del grupo control con una escala de intensidad 3+; ademas
se puede ver la intensidad mayor en la membrana apical de los TCM.

(b) En el grupo experimental observamos ausencia de reactividad e intensidad del
color marrén en el area de los TCC con una escala de 0 de intensidad.

(c) Inmunoreactividad a nivel de escasos TCC 3/11 con una intensidad de 1+ y
sin poder diferenciar claramente el marcador a nivel de la membrana apical
(MA) y membrana basolateral (MB ).

(d) Observe la tincién de fondo marrén o “background” a nivel del intersticio
renal.
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Figura 30.

Reactividad inmunohistoquimica del marcador anti-AQP4 en la medula renal de
conejos a nivel de los tubulos colectores medulares en el grupo control y
experimental; con un poder por microscopia de luz de 40x.

Grupo control Grupo experimental
(sin ligadura) ( con ligadura )

Fuente: Laboratorio de Patologia del Hospital Oncoldgico Nacional. Afio: 2006.

(a) Observe la intensidad del marcador anti-AQP4 en los tubulos colectores
medulares ( TCM ) del grupo control con una escala de intensidad 2+; ademas
se puede ver la intensidad mayor en la membrana basolateral ( MB ) de los
TCM.

(b) En el grupo experimental observamos una débil reactividad e intensidad del
color marrén en el area de los TCM a nivel MB con una escala de 1+ de
intensidad.
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Cuadro VIII

REACTIVIDAD DEL MARCADOR ANTI- AQP1, AQP2 Y AQP4 DE ACUERDO
A LA LOCALIZACION RENAL DE LAS AQP EN LOS CONEJOS DEL GRUPO
CONTROL Y EXPERIMENTAL DEPARTAMENTO FISIOLOGIA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE PANAMA ANO 2006 (a)

GRUPO (bh) AQPI AQPI AQP2 AQP4
CONTROL. ()
EXPERIMENTAL (4) (¢) TP Glomérulo () 1YCC TCM
1 CONTROL 3+ 0 3+ I+
1 EXPERIMENTAL 0 3+ 1M 0-1+ 0-1+
2 CONTROL I+ 0 3+ 3+
2 EXPERIMENTAL 0 3+ 77 0-1+ 0-1+
3 CONTROL 3+ 0 I+ 3+
3 EXPERIMENTAL 0 3+ 7 0-1+ 0-1+
4 CONTROL 3+ 0 3+ 3+
4 EXPERIMENTAL 0 3+ 77 0-1+ 0-1+

Fuente Datos obtenidos del trabajo de tesis

(4) se refiere al nimero de poblacién en el grupo control y experimental

(a) 0 =no reactividad, 1+ reactividad débil, 2+ reactividad moderada y
3+ reactividad fuerte

(b) AQP = abreviatura de acuaporina

(c) TP = tibulos proximales

(d) TCC = tiabulos colectores corticales

(e) TCM = nibulos colectores medulares

(f) 77?7 = Desconocimuento cientifico de este hallazgo

Los resultados del ( Cuadro VIII ) se interpretan de la sigutente forma
1) Al usar anticuerpos policlonales contra AQP1 en el grupo control observamos

fuerte reactividad a nivel de los tibulos proximales con una intensidad de 3+
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En el grupo experimental observamos una ausencia de la reactividad de estos
marcadores anti-AQP1 en los tabulos proximales ( TP ) con una escala de
intensidad de 0 Hubo una excepcion en los glomérulos renales que marcaron
con anticuerpos anti-AQP1 con una intensidad de 3+ ( Fig 28)

2) Al utilizar anticuerpos policlonales anti-AQP2 en el grupo control observamos
fuerte reactividad en los tiibulos colectores corticales ( TCC ) sobre todo a
nivel de la membrana apical con una mtensidad de 3+ En el grupo
experimental se observo una ausencia o dismnucién de reactividad de estos
marcadores anti-AQP2 con una intensidad de 0 a 1+ ( Fig 29)

3 ) Finalmente al usar los anticuerpos policlonales anti-AQP4 en el grupo control
observamos fuerte reactividad en los tibulos colectores medulares sobre todo a
mvel de la membrana basolateral En el grupo experimental, se observod

reactividad débil del marcador de AQP4 con una intensidad de 1+ ( Fig 30)
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IX DISCUSION

Todos los conejos sobrevivieron durante las 72 horas necesarias del experimento
No hubo complicaciones durante la anestesia, en ninguno se desarrollo infeccién, m
comphicaciones relacionadas al procedimiento quirirgico de hgadura de los uréteres y
por ultimo, se extrajeron los rifiones de los conejos del grupo control y expennmental
sin complicaciones
Las diferencias macroscépicas observadas entre los nilones de los conejos del grupo
control y experimental, se debe al aumento de la presion hidrostatica intratubular
secundano a la ligadura de ambos uréteres donde observamos hidronefrosis
importante (edema severo del tejido renal) en los conejos del grupo experimental,
muentras en el grupo control no evidenciamos edema m hidronefrosis debido a la
ausencia de ligadura de ambos uréteres A nivel macroscopico se evidenci6 4reas de
isquemia en el tejido renal producto de la disminucién del flujo sanguineo renal,
secundario a la respuesta bifasica de la obstruccion ureteral bilateral con
vasoconstriccién postglomerular sostenida. Walsh ( 2002 )

Este experimento explica cientificamente las alteraciones que observamos en el
estudio prelimunar realizado en el afio 2002 en el laboratono de fisiologia donde
observamos un sindrome poliirico en el conejo expenimental luego de liberarlo de la
obstrucci6n ureteral bilateral mantemda por 72 horas Estas alteraciones se deben a la
ausencia o0 dismuinucién de los canales de agua llamados acuapornas, tal como lo

pudimos demostrar en nuestro expertmento, al inducir 1squemia renal debido al
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aumento de la presién intratubular, secundano a la obstruccton bilateral de los
uréteres, en donde la 1squeria renal disminuye la sintesis celular de estas proteinas
que se anclan en la membrana celular tanto a mvel apical (AQP2), como basolateral
(AQP4), en las células principales de los tabulos colectores corticales y medulares,
con el fin de faciitar el paso de agua a través de una via transcelular (desde la
membrana apical hasta la basolateral) y finalmente ser llevadas las moléculas del agua
al capilar tubular y de aqui a la circulacidn sistémica. Por supuesto esto no ocurre en
los conejos expenmentales y se desarrollard finalmente un sindrome poliarico al
liberarlos de la obstruccién ureteral Amador y Garndo ( 2002 ) Es importante
mencionar el papel de AQP1 a mivel de los tibulos proximales y segmento
descendente del asa de henle en la absorci6n de agua, como sabemos el 65 — 80% del
agua se absorbe a nivel de los tibulos proximales y esto ocurre gracias a la accién de
la AQP1 que se expresa tanto a nivel de la membrana apical como la basolateral de
estas células tubulares

Por lo tanto no es dificil comprender la importancia fisiolégica del papel de las
acuaporinas renales segun lo demostrado en este expenmento y es indispensable
conocer el papel de las acuaporinas renales en situaciones fisiopatolégicas como lo
observamos en nuestro expenmento al no haber reactividad sigmificativa de los
marcadores (anticuerpos policlonales) contra las AQP1, AQP2 y AQP4 en los conejos
del grupo experimental La razén fisiopatologica es que la 1squemia renal disminuye a
nvel genémuco la transcripcién de proteinas que juegan un papel importante en el
mecanismo de concentracién de la orina ( receptores V2R, protein kinasa A, protienas
intracelulares, canales de agua, transportadores y cotransportadores, bombas ATP asas

etc) Walsh(op ct )



La ausencia de reactividad se relaciona directamente a la falta de expresién del
antigeno ( AQP ) en el epitelio renal y la falta de expresidn de AQP, se relaciona
directamente por la lesidn 1squémica inducida por los mediadores ( vasoactivos )
involucrados en la obstruccion bilateral ureteral Frokiaer et al ( 1996 )

Como podemos ver la técnica utilizada mediante inmunohistoquimica nos ayudé 2
demostrar la reactividad de los marcadores ( anticuerpos policlonales ) contra AQP1,
AQP2 y AQP4 en los conejos del grupo control y experimental En el grupo control
siempre observamos reacttvidad de los marcadores expresados como un aumento de la
intensidad en el color marrén, con una escala semicuantitativa de +++ ( fuerte
mtensidad ) y en el grupo expenmental encontramos una ausencia o disminucidén
importante en la reactividad de los marcadores contra AQP1, AQP2 y AQP4

Una excepcién de reactividad fue el marcador anti-AQP1 en los glomérulos de los
conejos expenmentales registrada con una escala de intensidad fuerte 3+ La
explicaci6n de este hecho es desconocida debido a que en condiciones normales no se
expresa AQP1 a mvel glomerular y nosotros encontramos este hallazgo en una
situacion patologica, en los conejos con ligadura bilateral de los uréteres En una
revision reciente algunos autores han encontrado este hallazgo en las enfermedades de
glomérulo tales como la glomérulo-nefritis por Lupus Entematoso Sistemico ( LES )
y la glomérulo-nefniis mesangial IgA y ellos también desconoce la explicacion

cientifica de este hallazgo Bedford et al (2003 )
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X CONCLUSIONES

1 - Se encontré diferencia sigmificativa desde el punto de vista histologico en los
cambios estructurales visualizado por microscopia de luz en los mfiones de los

conejos del grupo control y experimental

2 - La reactividad de los marcadores anti-AQP renales en los conejos del grupo

control fue excelente en las AQP1, AQP2 y AQP4

3 - La reactividad de los marcadores contra las acuaponinas renales AQP1, AQP2 y
AQP4 estuvo ausente o débil en los conejos del grupo experimental a excepcion de

los glomérulos que marcaron con anti-AQP1

4 - Rechazamos la hip6tesis nula al concluir nuestro trabajo de tesis

5 - La técnica de inmunohistoquimica protocolizada, fue efectiva para determunar la
presencia o ausencia de reactividad de los marcadores (anticuerpos policlonales de

conejo) contra la AQP1, AQP2 y AQP4 a una dilucién de 1 200 y 1 300

6 - Observamos que al utihizar anticuerpos policlonales de conejo contra acuaporinas
de la misma especie, se obtiene demasiada tinciébn de fondo de color marrén

“background”
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7 - Demostramos que la mampulacién de los conejos albinos Newzealand, fue la

adecuada

8 - Determinamos la ubicacién a mvel cortical y medular de los canales de agua
AQP1, AQP2 y AQP4 en el grupo control y observamos la falta o baja expresion de
los mismos en el grupo expenmental donde estos cambios inciden en la funcién del

nefrén renal en el proceso reabsorcién de agua a mvel tubular cortical y medular
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X1 RECOMENDACIONES

1 - Al completar este estudio expennmental podemos recomendar implementar en
nuestro pais la técnica de nmunohistoquimica en la deteccién de los canales de agua
llamados acuaporinas realizada en este trabajo de tesis a mivel de investigacion en
ciencias basicas

2 - El detectar estos canales de agua es de gran importancia para continuar los planes
docentes en los diferentes laboratorios cientificos tanto a mvel de ciencias basicas
como a mvel climco, por lo cual recomendamos la divulgacion de estos resultados a
través de su publicacién en revistas cientificas

3 - Recomendamos continuar con estos estudios de acuapornnas renales utilizando
tejidos en humanos, a través de las biopsias renales que son realizadas con bastante
frecuencita en el campo climco y correlacionar su presencia o ausencia con las
diferentes enfermedades que afectan el sistema renal

4 - La utihdad clinica es inmensa por la gran variedad de enfermedades relacionadas
al metabolismo del agua por lo cual recomendamos realizar un seminario en el futuro
sobre las acuapornas y sus propiedades fisiologicas a mvel de los diferentes tejidos
corporales

5 - En este estudio obtuvimos bastante tinci6n de fondo “Background” debido al uso
de anticuerpos policlonales de conejos contra acuaporinas de conejos, es decir
anticuerpos contra la misma especie; por lo tanto nuestra recomendacion es que si se
realiza un nuevo experimento, debemos utilizar como sujetos, poblacién de ratas en

lugar de conejos
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6 - Obtuvimos reactividad del marcador anti-AQP1 a mvel glomerular en situacién
patolégica (hallazgo no esperado) por lo cual recomendamos realizar mas estudios en
diferentes enfermedades glomerulares con el objetivo de encontrar una explicacién

cientifica de esta observacion.
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XIII ANEXOS

Figura 8

Descripcién de los anticuerpos policlonales de conejos anti-AQP1

¥4\ CHEMICON’

A INTERNATIONAL

a Serologicals' Company
RABBIT ANTI-AQUAPORIN 1
POLYCLONAL ANTIBODY
CATALOG NUMBER AB3272-200UL QUANTITY 200 pL
LOT NUMBER CONCENTRATION 1 mg/mL (after reconstrtution)
SPECIFICITY Recognizes Aquaponn 1 (AQP1, CHIP28)
IMMUNOGEN Highly punfied peptide comesponding to residues 242-2680 of human Aquaponn 1
(SwrssProt accession number P29972)
APPLICATIONS Western blotting 1 500-1 1,000 on rat kidney membranes
immunohistochemistry on rat kidney sections
Dilutions should be made using a camer protem such as BSA (1-3%)
Optimal working dilutions must be determined by the end user
CONTROL ANTIGEN Included free of charge with the antibody 1s 40 pg of control antgen (lyophilized powder)

SPECIES REACTIVITY

FORMAT

PRESENTATION

STORAGE/HANDUNG

Reconstitute with 100 L of delonized water For negative control, preincubate 0 5 ug of
punfied peptide with 1 ug of antibody for one hour at room temperature Optmal
concentrations must be determined by the end user

Human and rat Reactivity with other species has not yet been tested The eprtope specific
for Aquaponn 1 1s identical in human, rodent, bovine and only slightly different in frog
(18/19 amino acids)

Punfied immunoglebuln

Lyophilized from PBS, pH 7 4, containing 5% sucrose and 0 025% sodium azide
Reconstriute with 200 ul. of stenle distilled water Centnfuge antibody preparation before
use (10,000 x g for 5 min)

Mamntain lyophilized matenal at -20°C for up to 6 months after date of receipt  After
reconstrtution maintain at -20°C in undiluted aliquots for up to 6 months  Avoid repeated
freeze/thaw cycles

Fuente CHEMICON INTERNATIONAL USA (2006 )
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Figura 9

Descnipci6n de los anticuerpos policlonales de conejos ant1-AQP2

4! CHEMICON®

|V INTERNATIONAL
8 Serologicals® Companty

RABBIT ANTI-AQUAPORIN 2
(AQP2, AQP-CD, WCH-CD)
POLYCLONAL ANTIBODY

CATALOG NUMBER' AB3274-200UL

LOT NUMBER.

QUANTTTY. 200 pL

CONCENTRATION. 0 8 mg/ml. (after reconstrtution)

SPECIFICITY: Recognizes Aguaponn 2

IMMUNOGEN: Highly punfied peptide comresponding to residues 254-271 of rat or mouse Aquaponn 2
(SwissProt accession number P34080)

APPLICATIONS Western blothng 1 200-1 600 using ECL on rat kidney membranes

Immunohistochemistry on rat kidney sections
Dilutons should be made using a camer protein such as BSA (1-3%)
Optrmal working diutions must be determined by the end user

CONTROL ANTIGEN" Included free of charge with the antibody 15 40 ug of control antgen (tlyophilized powder)
Reconstitute with 100 ul. of deionzed water For negative control, preincubate 1 ug of
punfied peptide with 1 ug of antibody for one hour at room temperature Optimal
concentrations must be determined by the end user

SPECIES REACTIVITIES. Human and rat The epitope specific for Aquaponn 2 I1s identical in rat and mouse and only
shghtly different in human (17/18 amino acids) Reactvity with other species has not yet

been tested

FORMAT Affinity purfied immunoglobulin

PRESENTATION Lyophilzed from PBS, pH 7 4, containing 1% BSA and 0 05% sodium azde Reconstitute
with 200 ul. of stenle distilled water Centnfuge antibody preparation before use (10,000 x g
for 5 min)

STORAGE/HANDLING Mantam lyophilzed matenal at -20°C for up to 6 months after date of receipt After

reconstitution mamtain at -20°C n undiluted aliquots for up to 6 months Avoid repeated
freezefthaw cycles

Fuente CHEMICON INTERNATIONAL USA. (2006 )
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Figura 10

Descripcién de los anticuerpos policlonales de conejos ant1-AQP4

¥4\ CHEMICON®

WA INTERNATIONAL

a division of Serofogtents® Corparation
RABBIT ANTI-AQUAPORIN 4
AFFINITY PURIFED
POLYCLONAL ANTIBODY

CATALOG NUMBER AB3594-200UL

LOT NUMBER"

QUANTITY 200 uL

CONCENTRATION 0 2 mg/mL (after reconstitution)

SPECIFICITY Recognizes Aquaponn 4 (AQP4, WCH4, Mercunal-Insensitive Water Channel)

IMMUNOGEN" GST fusion protein wrth residues 243-323 of rat Aquaponn 4 (SwissProt acces sion number
P47863)

APPLICATIONS Western blatting 1 500-1 1,000 using ECL on rat brain membranes
Immunohistochemistry on rat brain sections
Dilutions should be made using a carmer protein such as BSA (1-3%)
Optimal working diluttons must be determined by the end user

CONTROL ANTIGEN: Included free of charge with the antibody I1s 120 ug of control antigen (fyophihzed powder)
Reconstitute with 100 ul of PBS For posttive control, in Western blot use 20 ng of protetn
per Minigel lane For negatve control, preincubate 3 g of punfied peptide with 1 g of
antibody for one hour at room temperature Optimal concentrations must be determined by
the end user

SPECIES REACTIVITIES: Rat. Reactivity with other species has not yet been tested itis expected that the antibody
may also react with mouse (73/75), bovine (71/75), human (69/75) and rabbit (64/75) due
to sequence homology

FORMAT Affinity punfied immunoglobulin

PRESENTATION: Lyophilzed from PBS, pH 7 4, containing 1% BSA, 5% sucrose and 0 025% sodium azide
Reconstitute with 200 yL of stenle distilled water Centnfuge antibody preparation before
use (10,000 x g for 5 min)

STORAGE/MANDLING. Maintain lyophifized matenal at -20°C for up to 6 months after date of receipt After

reconstitution maintain at -20°C in undiluted aliquots for up to 6 months Avoid repeated
freeze/thaw cycles

Fuente CHEMICON INTERNATIONAL USA (2006)
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Figura 11.

Poblacién de estudio: conejos Albinos New Zealand

Fuente: Conejos del Bioterio de la Facultad de Medicina.
Universidad de Panama. Afio:; 2006.
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Figura 12.

Matenales utilizados

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.

Figura 13.

Rasurado de oreja y exposicion de la vena marginal en conejc

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.
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Figura 14.

Incisién via abordaje abdominal

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.

Figura 15.

Exposicion del uréter antes de su ligadura con seda 00.

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.
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Figura 16.

Cierre de herida quirirgica, luego de la ligadura de uréteres en los conejos del
grupo experimental.

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.

Figura 17.

Extraccion renal a las 72 horas de la ligadura en el grupo experimental.

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.
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Figura 18.

Vista macroscopica de la hidronefrosis a las 72 horas de ligadura en el conejo del

grupo experimental.
-_— e

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.

Figura 19.

Muestras de los rifiones extraidos en el grupo experimental al cumplirse las 72
horas de la ligadura.

Fuente: Laboratorio Fisiologia. Afio: 2006.
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Figura 20.

Frascos de anticuerpos policlonales de conejos anti-AQP, proporcionados por los
laboratorios CHEMICON INTERNATIONAL - USA. Utilizados en nuestro
experimento.

Fuente: Laboratorio de Patologia del Hospital Oncolégico Nacional. Afio: 2006.

Figura 21.

Portaobjetos con el montaje de la técnica de inmunohistoquimica en los rifiones
de los conejos del grupo control y experimental.

Fuente: Laboratorio de Patologia del Hospital Oncologico Nacional. Afio: 2006.



