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RESUMEN

Estudios en pacientes diabéticos tanto insulino dependientes como
independientes sugieren que hay una produccion disminuida de dopamina renal que
estaria asociada a los cambios en el manejo del Na+ presentes en esta patologia. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la produccion de dopamina (DA) renal en ratas
diabéticas por tratamiento con estreptozotocina (S1Z) y los mecanismos que regulan la
produccion de la misma. Se estudiaron ratas Wistar macho de 3 y 12 meses de edad.
Los animales jovenes se trataron con STZ (65 mg/kg, ip; n=6) o con vehiculo (n=6) y
los viejos con STZ (40 mg/kg; ip; n=6) o con vehiculo (n=6) en el dia 1. En los dias 6,
13 y 22 post- tratamiento se recolecto orina de 24 hs en jaula metabolica para
determinacion de Dopa, DA, acido dihidroxifenilacético (DOPAC) por HPLC-EC, Na+
y glucemia. En las ratas jovenes tratadas: las glucemias (p<0.01), la excrecion de Na+
(p=0.01) y el volumen urinario (p<0.01) fueron mayores que en los controles durante
todo el estudio; la excrecion de DOPA fue mayor (p<0.02) en los dias 13 y 22; las
excreciones de DA y DOPAC fueron similares a las de los controles en todos los dias
del estudio. En las ratas viejas tratadas: las glucemias fueron mayores (p<0.01) que en
los controles durante todo el estudio; la excrecion de Na+ (p<0.02) y el volumen
urinario (p=0.02) fueron mayores en los dias 13 y 22; la excrecion de DOPA fue mayor
(p=0.03) en el dia 22; las excreciones de DA y DOPAC fueron similares a las de los
controles durante todo el estudio. Estos resultados muestran un incremento en la
excrecion de DOPA, probablemente debido a un aumento del filtrado glomerular, que
no se acompana por cambios significativos en la excrecion de DA, sugiriendo que la
sintesis de DA renal esta disminuida en estos animales y que es regulada por factores
diferentes de la disponibilidad de DOPA en el tibulo.

En células aisladas de tubulos contorneados proximales renales de animales
normales se determino el efecto de concentraciones crecientes de glucosa (Glu) en el
medio sobre la captacion de DOPA y la sintesis de DA. Las concentraciones de DOPA
intracelulares y la produccion de DA al medio fueron determinadas por HPLC-ED. En
medios con Glu 3.4 mM la captacion de I-DOPA (100nM-100uM) fue dependiente de la
concentracion de I-DOPA. La produccion de DA al medio mostro una curva similar. El

andlisis de las curvas de saturacion con DOPA mostro dos sitios de transporte: uno de



alta afinidad (Vmax 1.20 pmol/mg prot/min y Km 320 nM) y uno de baja afinidad
(Vmax 2.45 pmol/mg prot/min y Km 1530 nM). El aumento de Glu en el medio inhibio
la captacion de DOPA. A Glu 18.4 mM, la captacion de I-DOPA estaba disminuida
40%. El estudio del efecto de la Glu sobre el sitio de transporte de alta afinidad mostro
una disminucion en el Vmax sin cambios en el Km, sugiriendo que la disminucion en la
produccion de DA en animales diabéticos es en parte atribuible a una disminucion en
la captacion del precursor, debida al aumento de la concentracion luminal de Glu.

Las células tubulares renales poseen receptores a 'y [ adrenérgicos y estos
receptores han sido involucrados en la regulacion del transporte de aminodcidos en
hepatocitos. Se determino el efecto de agonistas ay [ sobre la captacion de I-DOPA y
la sintesis de DA. La captacion de I-DOPA (200nM) fue inhibida por la presencia en el
medio (10-6M) de agonistas B (Isoproterenol, 50%, Terbutalina, 50%) o de agonistas
mixtos (Noradrenalina, 40%, Adrenalina, 30%) y no fue afectada por agonistas a. La
inhibicion de la captacion de DOPA por Isoproterenol fue dosis dependiente. Los
efectos de Isoproterenol, Noradrenalina y Terbutalina (agonista [2), tanto sobre la
captacion de I-DOPA, como sobre la produccion de DA, fueron revertidos
completamente por la presencia en el medio de ICI 118.551 (10-7M), un antagonista
p2. Estos resultados sugieren una regulacion (2 adrenérgica de la captacion de I-
DOPA en células tubulares renales, que también podria estar involucrada en la
disminucion de la produccion renal de DA observada en los animales diabéticos ya que
se sabe que, por lo menos en ciertas condicones, éstos tienen un tono adrenérgico

aumentado.



INTRODUCCION

... Llegara una época en la que una investigacion diligente y
prolongada sacara a la luz cosas que hoy estan ocultas. La
vida de una sola persona, aunque estuviera toda ella
dedicada al cielo, seria insuficiente para investigar una
materia tan vasta... Por lo tanto, este conocimiento solo se
podra desarrollar a lo largo de sucesivas generaciones.
Llegara una época en la que nuestros descendientes se
asombraran de que ignoraramos cosas que para ellos son
tan claras... Muchos son los descubrimientos reservados
para las épocas futuras, cuando se haya borrado el
recuerdo de nosotros. Nuestro universo seria una cosa muy
limitada si no ofreciera a cada época algo que investigar...
La naturaleza no revela sus misterios de una vez para
siempre...

SENECA, Cuestiones Naturales, libro 7, Siglo I



Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es un sindrome caracterizado por hiperglucemia cronica y
disturbios del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas asociados con
deficiencias absolutas o relativas en la secrecion de insulina y/o accion de la insulina. El
sintoma primario de la diabetes mellitus es la hiperglucemia, que va frecuentemente
acompafiada de glucosuria y poliuria y, en casos mas graves, con cetonuria y acidosis.
Esta enfermedad puede ser reconocida clinicamente por la presencia de sintomas
caracteristicos como excesiva sed, hiperfagia, poliuria y pérdida de peso (Bennet PH,
1994).

Se ha demostrado que la deficiencia fundamental del metabolismo de la glucosa,
inducida por la insuficiencia insulinica, reside principalmente en un transporte defectuoso
de este azucar a través de la membrana plasmatica de musculo esquelético y de otros
tejidos dado que rara vez han sido detectadas fallas en los sistemas enzimaticos de
utilizacion de la glucosa. La aceleracion de la gluconeogénesis a partir de aminoacidos y
la inhibicion de la sintesis de acidos grasos a partir de la glucosa indican que el
metabolismo del organismo diabético esta inducido para mantener la mayor
concentracion posible de glucosa en la sangre, a pesar de que su glucemia pueda exceder
en mucho el umbral renal para la glucosa (Levine R, 1970).

La deficiencia insulinica de los diabéticos puede ser debida a varias causas
diferentes. Las deficiencias posibles incluyen anormalidades en el mecanismo de sintesis
de insulina, en su almacenamiento y en su liberacion. Altenativamente, el defecto puede
residir en la utilizacion de la insulina. Por ejemplo, interaccion anormal del complejo
insulina-receptor o alteraciones de la internalizacion del complejo hormona-receptor
(Stryer L, 1975).

La diabetes mellitus ha sido clasificada en 4 subgrupos: diabetes mellitus
insulino dependiente (DMID), diabetes mellitus insulino independiente (DMII), diabetes
mellitus relacionada con malnutricion y otros tipos de diabetes asociados con sindromes
caracteristicos (Bennet PH, 1994). Debido a que esta tesis utilizara como modelo

experimental al de DMID, se procedera a realizar una breve descripcion del mismo.



Diabetes mellitus insulino dependiente (DMID)

Esta definida por la presencia de sintomas clasicos de diabetes como
pronunciada hiperglucemia, polidipsia, hiperfagia, poliuria, pérdida de peso. A menos
que los pacientes estén recibiendo tratamiento insulinico, presentan elevados niveles de
glucemia y cuerpos cetonicos séricos que conducen a glucosuria, cetosis y cetonuria. Si
los cuerpos cetonicos séricos son lo suficientemente elevados, se puede producir acidosis
metabolica que puede conducir a coma diabético y en algunos casos a la muerte. El
diagnostico de DMID usualmente esta hecho en base a estos sintomas y a parametros
bioquimicos. En todos los pacientes con DMID hay disminuciones marcadas en la
secrecion de insulina que conducen a profundos déficits en la accion de la misma (Bennet
PH, 1994).

Las causas mas comunes de la DMID resultan de la reduccion de la masa de los
islotes de Langerhans funcionales, como también ocurre en algunos tipos de pancreatitis,
carcinoma pancreatico y pancreotomia. So6lo una minoria de sindromes genéticos
asociados con diabetes resultan en DMID. Es sorprendente que ningin desorden
molecular en la estructura de la insulina o su procesamiento, ni en la estructura del
receptor de insulina han sido asociados con DMID (Bennet PH, 1994)

En la DMID las células B de los islotes de Langerhans del pancreas pierden la
capacidad de producir insulina. Se ha demostrado que la diabetes insulino dependiente se
origina por una respuesta autoinmune en la cual las células B son blanco de ataque
inmunologico por parte de los linfocitos T citotoxicos. Por lo tanto, la inmunidad
mediada por células mas que por anticuerpos, seria la principal causa del desarrollo de la
DMID (Andrzej J., 1987). Los factores que inician la destruccion autoinmune de las
células B pancreaticas son desconocidos. Se han sugerido que varios virus y toxinas
quimicas pueden actuar como agentes iniciadores (Bennet PH, 1994). La exposicion a un
antigeno foraneo que imite algun péptido constituyente de las células B se ha propuesto
como desencadenante de la DMID en individuos genéticamente predispuestos. Como
consecuencia del procesamiento y presentacion antigénica en el contexto de las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase II en macrofagos y otras
células presentadoras, estos antigenos son reconocidos por linfocitos T cooperadores
que inician la expansion clonal de linfocitos especificos, desencadenando una respuesta

inmune especifica y prolongada. El torrente sanguineo transporta las células inmunes



estimuladas, asi como los anticuerpos especificos hacia el pancreas. Estos anticuerpos se
unen a las células B de los islotes provocando que sean blanco del ataque de linfocitos T

citotoxicos y macrofagos con la consecuente insulitis e inflamacion de los islotes B (Todd

J, 1990).

Modelo Animal de DMID inducido por estreptozotocina

La utilizacion de modelos animales de diabetes ha permitido develar algunos
mecanismos involucrados en el proceso de deterioro y destruccion de las células 3. En la
actualidad se cuenta con modelos en los cuales la DMID es inducida experimentalemente
por drogas [-citotoxicas (como aloxano y estreptozotocina) y con animales que
presentan diabetes espontanea (rata BB y raton NOD).

La estreptozotocina es un antibiotico de amplio espectro producido por
Streptomyces achromogenes, que administrado a ratas en dosis adecuadas permite el
desarrollo de un modelo de DMID humano, caracterizado por inflamacion de islotes y
muerte de células 3, resultando en una deficiencia insulinica e hiperglucemia (Kolb H,
1993). Las células a y el tejido exdcrino no sufren cambios (Junod A, 1967; Rerup CC,
1970).

Se ha sugerido que los transportadores de glucosa presentes en las células 3 de
roedores (GLUT 2) median el ingreso de la estreptozotocina al interior de estas células
(Schnedl WJ, 1994). La estreptozotocina produce metilaciones en el ADN de las células
del islote, induciendo mecanismos de reparacion que disminuyen el contenido del
nicotinamin-adenin-dinucleodtido, afectando asi funciones claves de la célula B y
disminuyendo la produccion de insulina “in vitro” (Eizirik DL, 1989; Okamoto H, 1981).

La inyeccion de estreptozotocina en ratas y ratones produce: un incremento de
la glucemia a las 2 horas, una posterior hipoglucemia que se hace mas pronunciada a las
10 horas y luego una hiperglucemia que se hace permanente. En la rata, el contenido
pancreatico de insulina comienza a disminuir a partir de las 7 horas, llegando a menos de
un 5% del normal después de las 24 horas (Junod A, 1967 ; Rerup CC, 1970).

Durante el desarrollo de la inflamacién, la estreptozotocina produce dafio
parcial de células B, donde los macrofagos son las primeras células en atacar, mientras
que los linfocitos lo hacen en estadios posteriores. El influjo de los macrofagos es

esencial para el desarrollo de la diabetes tardia porque estimulan la insulitis linfocitica.



Por lo tanto, la existencia de una inflamacion inespecifica temprana de los islotes es
llevada a cabo principalmente por los macrofagos y es independientes de células T (Kolb
H, 1993).

Alteraciones renales en la Diabetes Mellitus

Las modificaciones renales que se pueden observar junto con la aparicion de la
diabetes, se pueden separar en un periodo subclinico con microalbuminuria y un periodo
clinico con microproteinuria. En diabéticos insulino dependientes se observa un aumento
del tamaiio renal, aparte del aumento del filtrado glomerular de hasta 40% y del flujo
plasmatico renal de hasta el 18% en etapas iniciales (Chistirnsen JS, 1982). El aumento
del flujo plasmatico renal y de la presion intraglomerular son los principales
determinantes en la etapa inicial.

En pacientes con enfermedad de larga evolucion se pueden describir lesiones
intercapilares nodulares en los glomérulos. El cuadro clinico de estas alteraciones
comprende proteinuria, sindrome nefrético, insuficiencia renal e hipertension arterial.

Los cambios iniciales que se producen en la diabetes estan influidos por
alteraciones metabdlicas y hormonales. Se ha comprobado la accion de la hiperglucemia
sobre el sistema tubulo-glomerular, y de éste sobre el flujo plasmatico renal y el filtrado
glomerular (Woods L, 1987).

La filtracion glomerular es un proceso finamente regulado que tiende a
preservarse en diferentes circunstancias fisiologicas y patologicas. Esta regulacion fina es
llevada a cabo tanto por hormonas como por sustancias vasoactivas. La hormona de
crecimiento, el glucagon y el péptido natriurético atrial aumentan el filtrado glomerular y
el flujo plasmatico renal. La angiotensina y la noradrenalina son sustancias vasoactivas
que pueden producir una reduccion del flujo plasmatico renal por aumento de la
resistencia arteriolar aferente y eferente (Blantz R, 1987). La prostaglandina El, la
acetilcolina, la bradiquinina y la histamina producen aumento del flujo plasmatico renal
por vasodilatacion de las arteriolas. Por lo tanto, a nivel de glomérulo hay un interjuego
entre las sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras que tiende a preservar el filtrado
glomerular dentro de niveles normales en diferentes situaciones patologicas.

Las alteraciones funcionales en los pacientes diabéticos se pueden atribuir a

modificaciones de los niveles circulatorios o a la respuesta vascular inapropiada a



diferentes sustancias vasoactivas. Los niveles de renina plasmatica, angiotensina y
aldosterona pueden encontrarse normales o disminuidos (Christlieb RA, 1978), mientras
que la cetoacidosis y la hiperosmolaridad los aumentan. El glucagon y la hormona de
crecimiento se hallan elevados en diabéticos descompensados. El glucagon eleva el
filtrado glomerular y el flujo plasmatico renal. La hormona de crecimiento tiene los
mismos efectos (Hirschberg R, 1989). También se hallaron alteraciones en los niveles de
renina y aldosterona frente a distintos estimulos (Barretta-Piccoli C, 1981). Se han
reportado alteraciones en la degradacion y sintesis de renina (De Leiva A, 1976),
interaccion ineficiente entre angiotensina II y los receptores glomerulares de animales
diabéticos inducidos por estreptozotocina. En estos animales se observo disminucion del
nimero de receptores a la angiotensina II en el glomérulo (Ballerman BJ, 1984). Se ha
reportado aumento de la enzima convertidora (Toop MJ, 1986).

Se han reportado alteraciones en la sensibilidad de la respuesta a la
noradrenalina (Weidman P, 1985). También se han encontrado alteraciones en el sistema
autonomo simpatico con disminucion del efecto de las catecolaminas, sustancias que
normalmente estimulan la secrecion de renina a través de los receptores 3 adrenérgicos
del rifion (Tuck ML, 1979).

Se ha sugerido que la alteracion hemodinamica producida por la hiperglucemia
es mediada por prostaglandinas. En ratas diabéticas se ha detectado la influencia de las
prostaglandinas sobre el filtrado glomerular y el flujo plasmatico renal, inhibiéndolas con
indometacina (Koch Jensen P, 1986). Otros autores han hallado aumento de la sintesis de
prostaglandinas en el glomérulo de ratas diabéticas (Schambelan M, 1985). Cualquiera
fueran los mecanismos de supresion de las sustancias vasoconstrictoras, una reduccion
de las mismas contribuira a una elevacion del flujo plasmatico renal. Este mecanismo se
obtendria con aumento de las prostaglandinas u otras sustancias vasodilatadoras,
produciéndose hiperfiltrado (Bank N, 1991).

Se han mencionado multiples alteraciones de ambos sistemas en los enfermos
diabéticos insulino dependientes. Se puede suponer que en dichos enfermos hay un
desequilibrio entre el sistema renina-angiotensina (vasoconstrictor) y el sistema
prostaglandina (vasodilatador). A consecuencia de este desequilibrio, se ve favorecida la
vasodilatacion glomerular con aumento del flujo plasmatico renal y de la presion

intraglomerular (Dunn M, 1987).



Tal vez menos aparente, es el importante rol que juega la insulina en la
homeostasis de K+ a través de la regulacion de la actividad de la bomba Na+/K+
ATPasa. La insulina estimula la bomba promoviendo la captacion de K+ en el masculo
durante el periodo postprandial, simultaneamente a la estimulacion de la captacion de
glucosa. Estas acciones tienen el propoésito de limpiar de la circulacion la repentina
ganancia de K+ y glucosa y almacenar el ion y el aziicar en el tejido muscular (Ewart HS,
1995). El tamafio y la estructura de la insulina permiten su pasaje sin dificultad por la
membrana basal glomerular. Tanto la insulina como los inhibidores de la aldosa reductasa
elevan los niveles de la Na+/K+ ATPasa glomerulares (Terukayashi H, 1989).

La insulina es la principal hormona anabolica que juega un rol importante en la
homeostasis de K+, provocando una disminucion en el K+ plasmatico. Musculo, higado
y corazon son los principales organos de captacion activa de K+ (Bia MJ, 1981). Esta
accion ha sido principalmente asociada a una estimulacion rapida de la bomba Na+/K+
ATPasa (Moore RD, 1973) y en musculo esquelético esto ocurre, acompafiando a una
disminucion inducida por insulina, en el eflujo pasivo de K+ (De Mello WC, 1967).

Se han postulado tres mecanismos por los cuales la insulina induce el aumento
en la actividad de la bomba:

1) Elevacion en el [Nat]i:

En algunos tejidos la insulina activa la Na+/K+ ATPasa secundariamente a una
elevacion, inducida por insulina, del Na+ intracelular. La estimulacion de la bomba es el
resultado de un aumento en el [Na+]i debido a la estimulacion previa del intercambiador
Na+/H+ por la hormona. El incremento en el [Nat]i y la estimulacion insulinica de la
actividad de la bomba Na+/K+ es impedida por la adicion del amiloride. Puesto que el
amiloride no bloquea la entrada de Na+ o el efecto estimulatorio de la insulina sobre la
bomba se ha sugerido que un canal transportador de Na+ sensible a insulina es el
responsable de la elevacion del [Na+]i (Brodsky JL, 1990).

2) Sensibilidad incrementada al [Na+]i:

La estimulacion insulinica de la bomba Na+/K+ ATPasa ha sido atribuida a un

incremento en la afinidad de ambas subunidades al y a2 por el Na+, asi como a un
incremento en la Vmax de la subunidad a2. Se ha propuesto que la union de un
componente celular desconocido a la subunidad a2 inhibe la actividad de la enzima y que

este componente es removido por tratamiento con insulina (McGill DL, 1991).



Por otro lado, hay moléculas fisiologicamente relevantes que parecen modular la
afinidad de la Na+/K+ ATPasa por el Na+. “In vitro” esta enzima parece estar estimulada
por acidos grasos de cadena larga, aparentemente a través de la interaccion con el sitio
regulatorio de union al Na+ (Huang W, 1989). Recientes evidencias demuestran que la
insulina activa la bomba en el tubulo contorneado proximal del rifién por incremento de
su afinidad por el Nat intracelular (Feraille E, 1994). Estas células probablemente
expresan solo la subunidad a1. Si estas modificaciones en la afinidad son producidas por
cambios en la fosforilacion o por unién a una molécula regulatoria esta todavia por ser
determinado.

3) Translocacion de las subunidades de la bomba a la membrana plasmatica:

Se ha propuesto un tercer mecanismo de estimulacion de la actividad de la
bomba por insulina que consiste en la translocacion de subunidades de bomba a la
membrana plasmatica desde un compartimiento intracelular (Grinstein S, 1974).

Recientes estudios han provisto evidencia de un incremento en los sitios de
union a ouabaina en la superficie de células musculares de rata en respuesta a la hormona
(Erlij D, 1981). Las fibras de musculo esquelético expresan las subunidades a1, o2, 1y
2, no sélo en membrana plasmatica, sino también en fracciones de origen intracelular.
Para examinar la translocacion de subunidades de bomba especificas, las ratas se trataron
con insulina previamente al aislamiento del musculo y preparacion de las fracciones
subcelulares de membrana. La insulina condujo a un incremento de las isoformas o2 y 31
en fracciones de membrana plasmatica, mientras que redujo la abundancia en las
membranas de los compartimientos internos (Hundal HS, 1992). En contraste, no hubo
ningun cambio en la abundancia de las subunidades al o B2 en cualquiera de las
fracciones de membrana.

Por lo tanto, la insulina actiia “in vivo” conduciendo a una redistribucion de la
moléculas de Na+/K+ ATPasa dentro de las células de muisculo esquelético de rata. La
expresion de la isoforma B1 pero no de la 2, sugiere que la subunidad B1 pueda jugar
un rol en la direccion de la localizacion de la bomba y puede participar en el control

hormonal de la distribucion subcelular (Ewart HS, 1995).



El sistema DOPA/dopamina renal como efector de la homeostasis de volumen

La dopamina, una vez considerada simplemente como un precursor de la
noradrenalina y adrenalina, juega un rol importante en la regulacion fisiologica fuera del
sistema nervioso central. El significado fisiologico de la dopamina periférica de fuentes
no neurales esta ahora firmemente establecido. Actualmente esta demostrado que el
rifion puede producir dopamina y que esta sustancia puede actuar intrarrenalmente,
autocrina y paracrinamente, como una hormona natriurética y se han identificado
receptores altamente selectivos para dopamina no solo en la vasculatura renal y en
sectores tubulares sino tambien en arteriolas periféricas y mesentéricas y en ganglios

simpaticos (Lee MR, 1982).

Sintesis de dopamina en el rifién

Al menos, tres fuentes potenciales de la dopamina en la orina pueden ser
consideradas. 1) la dopamina en el plasma que es filtrada a través del rifion (Lee MR,
1982); la dopamina liberada de los nervios renales (Bell C, 1978); 3) la dopamina que se
forma en las células tubulares renales por accion de la decarboxilasa de aminoacidos
aromaticos y luego es secretada al lumen tubular (Ball SG, 1977), habiéndose
demostrado recientemente en ratas (Grossman E, 1992) y humanos (Wolfovitz S, 1991)
que la mayoria de la dopamina que se excreta en la orina proviene de sintesis de la misma
en estructuras no neuronales del rifion. De estos tres posibles origenes de la dopamina en
la orina, los dos primeros han sido descartados. El primero porque la cantidad de
dopamina en la orina es mucho mayor que la cantidad de dopamina que puede ser filtrada
del plasma. Tanto en el hombre como en animales experimentales la dopamina libre
circulante no es, en condiciones fisiologicas, mayor de 150 pg/ml (Puyo AM, 1986). El
segundo porque la existencia de nervios dopaminérgicos renales ain no esta comprobada
y su papel funcional no es claro.

La DOPA es un constituyente normal del plasma y sus niveles exceden mucho
los de las catecolaminas circulantes. La DOPA plasmatica no deriva de la tirosina o de la

DOPA de la dieta. Una cantidad importante de la DOPA en el plasma deriva de tejidos



con inervacion simpatica y se relaciona con el recambio de las catecolaminas. Se ha
demostrado recientemente que aproximadamente el 95% de la dopamina que se excreta
en la orina proviene de sintesis de la misma en estructuras no neurales del rifion
(Grossman E, 1990). La inyeccion de [*H] I-DOPA a tubulos proximales en rifiones de
ratas inervados y denervados ha demostrado que la I-DOPA es convertida activamente
en dopamina que aparece en la orina, y que esta conversion es independiente de la

inervacion (Baines AD, 1980).

CELULA TUBULAR
LUMEN PROXIMAL PLASMA
B 2
DOPA 3 E S
. DCAA
Na DA

H WZ
Hi
Na' Na Ne'
Na/H' Na'/K'ATPasa

Figura 1: Esquema del funcionamiento del sistema DOPA/DA renal. La I-DOPA es

reabsorbida por la célula tubular proximal con cotransporte de Na', y es transformada por

la DCAA en DA, quien inhibe tanto la bomba Na'/H' como la Na' /K’ ATPasa.

La decarboxilacion de I-DOPA en dopamina, es producto de la actividad de la
decarboxilasa de aminoacidos aromaticos, una enzima que se estd ampliamente
distribuida en muchos tipos celulares. La decarboxilasa de aminoacidos aromaticos ha
sido localizada en cortes de corteza renal cuando éstos fueron estudiados por técnicas de
histofluorescencia (Hagege J, 1985). Estudios bioquimicos ademas sugirieron que la
mayoria de la dopamina formada se origina en los tubulos contorneados proximales
(Baines AD, 1980; Stephenson RK, 1982). Usando segmentos de nefron
microdisecados, se ha mostrado que la mayoria de la decarboxilasa esta localizada en los
tubulos proximales y que su actividad es mas alta en el tibulo contorneado proximal que
en la parte recta del tabulo (Hayashi M, 1990). Este hallazgo ha sido confirmado en

fracciones citosolicas de células corticales de rifidon de rata, y en células medulares se ha



detectado un 6-8% de formacion de dopamina renal. En glomérulos aislados no pudo ser
detectada la produccion de dopamina a partir de DOPA (Baines AD, 1985).

Se ha sugerido que la produccion de dopamina es influenciada por cambios en la
actividad de la decarboxilasa de aminoacidos aromaticos. La inhibicion de la
decarboxilasa por carbidopa disminuye la excrecion urinaria de dopamina (Ball SG,
1977). Sin embargo, la regulacion rapida de la enzima no ha sido descripta y hay
consenso en aceptar que no es la actividad de la enzima lo que regula la sintesis de
dopamina en el riiidn (Eklof AC, 1997).

La conversion del aminoacido I-DOPA en dopamina por células intactas, es
funcion no solamente de la actividad intracelular de la decarboxilasa, sino también de la
captacion y liberacion del precursor y del producto (Baines AD, 1985). La captacion de
1-DOPA por la célula proximal, se ha propuesto como uno de los pasos limitantes de la
sintesis de dopamina (Lee MR, 1993). El nefréon reabsorbe casi por completo los
aminoacidos que se filtran por el glomérulo, ocurriendo esta reabsorcion principalmente
en el tubulo proximal. Se ha demostrado en rata, que la I-DOPA es reabsorbida
rapidamente en el tubulo proximal y que este proceso de captacion tiene una gran
especificidad estructural (Chan W, 1976). Mas todavia, este proceso de captacion no
esta afectado por inhibidores de la decarboxilasa, sugiriendo que no depende de
mecanismos intracelulares de decarboxilacion (Lee MR, 1982).

El rifion parece tener suficiente actividad de decarboxilasa como para producir
dopamina ante amplios incrementos en la I-DOPA plasmatica, sugiriendo que la
conversion a dopamina es fuertemente dependiente de la concentracion de sustrato. La
reabsorcion proximal de aminoacidos es determinada por la velocidad de captacion
activa de la membrana apical de las células tubulares (Foulkes EC, 1990). Esto podria
reforzar la sugerencia previa de que la captacion de I-DOPA dentro del tibulo proximal
es el paso limitante para la conversion de I-DOPA en dopamina y que este paso podria
ser dependiente de la concentracion de Na+.

Existen otras posibilidades para la regulacion de la sintesis de dopamina en el
rifion aparte de la liberacion de I-DOPA al tubulo. Se ha demostrado que la reabsorcion
proximal de I-DOPA y otros aminoacidos a través de la membrana apical celular, es un
proceso activo dependiente de la concentracion de Na+ en el tubluo proximal (Fox M,
1964, Ullrich KJ, 1974). La absorcion neta depende del transporte activo de la célula a

través de la membrana apical por un transportador de aminoéacidos Na+ dependiente y a



través de la membrana basolateral, por otro mecanismo mediado por un transportador.
Existen diversas proteinas transportadoras de aminoacidos Na+ dependientes, cada una
responsable del transporte de una clase diferente de aminoacidos (Ever JH, 1976;
Hammerman MR, 1977). Este podria ser uno de los mecanismos por los cuales
concentraciones de Na+ (y Cl-) en el rifion podrian regular la conversion de I-DOPA en
dopamina (Lee MR, 1982).

Varios estudios han revelado el papel del Na+ en la sintesis de dopamina en
rifion de rata, sugiriendo que su sintesis tubular puede depender de la concentracion de
Na+ presente en el liquido tubular. La formacion de dopamina en cortes renales cargados
con DOPA exogena es dependiente en parte de las concentraciones de NaCl en el medio
y sensible a la inhibicion de la enzima Na+/K+ ATPasa y a la activacion de mecanismos
que no utilizan el transporte tubular de Nat+ (Soares-da-Silva, 1993). El péptido
natriurético auricular, la ouabaina y el GMPc, todos ellos efectivos inhibidores del
transporte tubular de Na+, disminuyen la disponibilidad de I-DOPA intracelular en cortes
de rifion de rata y reducen la formacion de dopamina renal (Soares-da-Silva P, 1990,
Soares-da-Silva P, 1991, Soares-da-Silva P, 1992).

Las enzimas que intervienen en la degradacion de la dopamina son la
monoamino oxidasa y catecol-O-metil transferasa. La monoamino oxidasa interviene en
la deaminacion oxidativa de dopamina con la correspondiente produccion de acido
dihidroxifenilacético y esta presente en la cara interna de la membrana externa de las
mitocondrias. La catecol-O-metil transferasa cataliza la O-metilacion de la DOPA.

El principal metabolito de la dopamina en el rifion parece ser el acido 3,4-
dihidroxifenilacético. En incubaciones de cortes de corteza renal, el acido
dihidroxifenilacético es el principal metabolito de la dopamina recientemente formada y
la inhibicion de la enzima monoaminoxidasa produce acumulacion de dopamina en el
medio (Soares-da-Silva P, 1990). Sin embargo, en cultivos de células epiteliales
provenientes de tubulos proximales incubados con I-DOPA, no se ha podido demostrar
la acumulacion del acido dihidroxifenilacético en las células ni en el medio, liberandose al
medio toda la dopamina formada y sugiriendo que la degradacion del acido
dihidroxifenilacético no se produce en las células tubulares (Dawson Jr. R, 1994).

Resultados recientes sugieren que la COMT, que convierte la dopamina en su
metabolito O-metilado, la 3-metoxitiramina, puede tener un papel importante en la

metabolizacion de la dopamina producida en el rifién. La administracion de nitecapone,



un inhibidor periférico de la COMT a ratas, aumenta significativamente la excrecion de
Na+, efecto que esta asociado a la inhibicion de la actividad de Na+/K+ ATPasa, tanto
en tubulos contorneados proximales como en la pars recta del los mismos (Eklof AC,
1997). Estos resultados propondrian que los efectos natriuréticos de la dopamina renal

pueden ser modificados por cambios en la O-metilacion de la misma.

Acciones de la dopamina en el rifion

En dosis farmacologicas, la dopamina es un potente agente vasodilatador y
natriurético (McDonald RH, 1964). Los mecanismos de la accion natriurética parecen
ser multiples: la dopamina incrementa el flujo plasmatico renal y la tasa de filtracion
glomerular, induce a una redistribucion del flujo sanguineo renal (Chapman BJ, 1980) e
inhibe el transporte tubular de Na+ (Davis BB, 1968). La infusion de dopamina ademas
incrementa la excrecion de AMPc urinario en el hombre y este efecto se correlaciona con
una excrecion incrementada de Na+ al fluido tubular (Vlachoyannis J, 1976).

Las acciones de la dopamina exdgena sobre la hemodinamia renal son claras.
Numerosos estudios en animales y en el hombre muestran que la infusion de dopamina
produce un aumento dosis dependiente del flujo plasmatico renal y del filtrado
glomerular (Hayashi M, 1990). Estos efectos han sido adjudicados a vasodilatacion tanto
de las arteriolas aferentes como de las eferentes y son mediados por receptores DA1
(Edwars RM, 1986). El papel de la dopamina de sintesis renal en la hemodinamia renal es
controvertido. Sin embargo, evidencias recientes, algunas de nuestro laboratorio
(Aguirre J, 1996), sugieren un rol importante de la dopamina de origen renal en el
control de la hemodinamia renal.

La dopamina sintetizada en los tubulos proximales del rifion juega un rol
importante en la natriuresis. El bloqueo de los receptores DAl “in vivo” tiene un
pronunciado efecto antinatriurético (Sigary HM, 1989). Esto sugiere que la dopamina
tiene una accion paracrina dentro del rifién, reduciendo la reabsorcion tubular de Na+, un
efecto atribuido en parte, a la inhibicion sobre la bomba Na+/K+ATPasa en el lado
basolateral del tibulo contorneado proximal (Aperia A, 1987, Aperia A, 1990),
segmento grueso de la rama ascendente del asa de Henle y segmento cortical del tubulo

colector (Takemoto F, 1992).

Receptores renales dopaminérgicos




La dopamina actua en receptores dopaminérgicos especificos localizados en la
vasculatura renal y en el parénquima renal para producir cambios en la funcion renal.
Los receptores dopaminérgicos periféricos han sido subdivididos en dos tipos:
Dl-like y D2-like (Goldberg LI, 1978). Los estudios de union a receptores D1-like en
membranas preparadas de homogenatos de corteza renal (Felder RA, 1988 ; Hugues AD,
1989), tubulos proximales purificados (Felder CC, 1990), lineas celulares derivadas de
c€lulas renales (Bates MD, 1991) y cultivos primarios han mostrado que el perfil
farmacologico de los receptores dopamiénrgicos renales es muy similar al de los
receptores centrales (Bryson SE, 1992). Las constantes de disociacion para los ligantes
D1 selectivos son mayores en homogenatos de rifion que en preparaciones de membranas
de cerebro (Sidhu A, 1990). Sin embargo, las constantes de disociacion de la union de
ligantes D1 selectivos a receptores D1 en la linea celular OK son mayores cuando el
receptor es expresado endogenamente en la membrana celular de esta linea que cuando el
receptor es transfectado en células de la linea COS (Bates MD, 1991 ; Nash SR, 1993).
Esto sugiere que hay algun factor, independiente de la secuencia primaria de la proteina,
que es responsable de la menor afinidad de los receptores renales.
Los receptores DA activan la adenilato ciclasa en cortex renal de rata (Felder
RA, 1984). La adenilato ciclasa es estimulada por la dopamina o los agonistas
dopaminérgicos en preparaciones renales (Felder CC, 1989(a);, Dinerstein RJ y cols.,
1979) con un orden de potencia de los agonistas similar al de la adenilato ciclasa
dopamina-dependiente en membranas del nucleo estriado, aunque la eficacia de todos los
agonistas parece estar reducida de dos a cinco veces en las membranas renales
comparadas con las cerebrales (Felder RA, 1989(a)). La dopamina y los agonistas
especificos D1 también pueden estimular la hidrolisis de (PI) fosfatidil inositol en los
tubulos proximales por un mecanismo independiente del AMP ciclico (Felder CC,
1989(a) ; Felder CC, 1989(b)). Los receptores DI-like han sido identificados en las
arteriolas aferente y eferente glomerulares (Edwards RM, 1985), dentro del aparato
yuxtaglomerular donde han sido ligados con la habilidad del fenoldopam en estimular la
secrecion de renina de tejidos corticales renales (Antopillai I, 1989 ; Kurtz A, 1988), en
tubulos proximales (Felder CC, 1989(c)), en el asa de Henle (Meister BJ,1989) y en
tubulos colectores corticales (Ohbu K, 1991; Takemoto F, 1992).
Estudios de union con ligandos radioactivos identificaron sitios de union de alta

y baja afinidad para el haloperidol en homogenatos de corteza renal y sitios de alta



afinidad para el spiroperidol en células aisladas de tabulos proximales. El sitio de alta
afinidad muestra un perfil farmacolégico muy similar a del receptor central D2 (Beck
KD, 1984). Los estudios de autoradiografia utilizando *H-spiroperidol han sido usados
para caracterizar el receptor D2-like en cortes renales, que ha sido denominado D2K. El
perfil farmacologico de este receptor en el rifion parece ser inico, sin embargo los datos
para una comparacion satisfactoria con los receptores D3 y D4 clonados son
insuficientes (Seeman P, 1994). La dopamina inhibe la adenilato ciclasa en glomérulos
aislados (Felder RA, 1984) y en membranas de corteza renal (Ricci AW, 1991). En
células de los tubulos colectores el receptor D2K ha sido ligado a la produccion de
prostaglandina E2 por la fosfolipasa A2 y a la mobilizacion del calcio intracelular por una
via ligada a la proteina G (Huo TL, 1991). Los receptores D2-like en el rifion han sido
identificados en tubulos proximales (Felder CC, 1989(c)), en tubulos colectores donde ha
sido ligado con el bloqueo dopaminérgico de la accion de la vasopresina (Koyama SM,

1985; Muto SK, 1985) y en los tibulos colectores intramedulares (Hou T, 1991).

Factores que afectan la excrecion de dopamina

El Na+ de la dieta parece ser un factor muy importante en la regulacion de la
sintesis de dopamina renal. En circunstancias normales hay una estrecha relacion entre el
Na+ urinario y la dopamina urinaria (Cuche JL, 1972; Lee MR, 1986). La ingesta de
Na+ en el hombre y en animales experimentales incrementa la excrecion de dopamina
(Baines AD, 1980; Lee MR, 1986; Alexander RW, 1974). En contraste, dietas con bajo
Na+ resultan en disminuciones en la excrecion urinaria de dopamina (Hayashi M, 1990,
Carey RM, 1981).

Se ha demostrado en sujetos normales que cambios de dietas con baja sal a
dietas con alto contenido de Na+ producen un aumento similar en la excrecion urinaria
de dopamina y DOPA, en tanto que la I-DOPA plasmatica permanecioé sin cambios
(Goldstein DS, 1989). Sin embargo, resultados posteriores empleando otras técnicas,
mostraron que las ingestas salinas resultan en un incremento de la liberacion de I-DOPA
al plasma y que, por lo tanto, el aumento en la excrecion de dopamina en las dietas con
alta carga de sal podria deberse al aumento de entrega de DOPA al fluido tubular de un
pool no neural de la misma (Grossman E, 1990).

Otros estudios han indicado que las dietas proteicas aumentan la excrecion

urinaria de dopamina en animales (Kaufman LN, 1985) y en el hombre (Williams M,



1986), mientras que la restriccion proteica en ratas produce una disminucion de la
dopamina urinaria (Young JB, 1985). El aumento de dopamina urinaria inducido por
proteinas se redujo por la administracion de carbidopa, aportando asi evidencia adicional
a la conclusion de que el aumento de dopamina por ingestion de proteinas refleja la
decarbaxilacidn de DOPA circulante y sugiere un aumento de la entrada de DOPA a la
circulacion, esto ultimo representaria una respuesta endogena a la ingestion de proteinas
(Williams M, 1986). Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, los niveles
plasmaticos de DOPA no fueron afectados por la alimentacion (Rasmussen DD, 1983;
Williams M, 1986). Pareceria que tanto la ingesta de sal como la de proteinas pueden
estimular de forma independiente la produccion renal de dopamina.

En ratas el agregado de CIK y CINH, a la dieta aumentan la excrecion urinaria
de dopamina, sugiriendo que el ion Cl- es de considerable importancia en la produccion
de dopamina en el rifion (Lee MR, 1993; Ball SG, 1978). Sin embargo, en el hombre el
CIK no afecta la excrecion de dopamina (Harvey NJ, 1985). El hecho de que la excrecion
de dopamina disminuya en respuesta a la administracion de HNaCOs esta en contra de un
simple efecto de expansion de volumen, producida por el Na+ en la respuesta urinaria de
dopamina (Ball SG, 1978). Esta afirmacion es también apoyada por el hecho que la
expansion de volumen intravascular producida por la administracion intravenosa de
albimina en humanos no produce aumentos en la excrecion urinaria de dopamina
(Faucheux B, 1977).

Otros factores que se sabe son capaces de modificar la excrecion de dopamina
son algunos diuréticos. Asi, se ha descripto que la administracion de furosemida aumenta
la excrecion urinaria de dopamina en el hombre (Kuchel O, 1977) y en la rata (Nowicki
S, 1993). Sin embargo, no hay acuerdo en que medida la dopamina contribuye al efecto
natriurético del diurético. En sujetos normales, la natriuresis inducida por furosemida
permanece constante cuando la produccion de dopamina es reducida por la
administracion de carbidopa (Jeffrey RF, 1987), mientras que en ratas normohidratadas,
la respuesta natriurética inducida por la droga fue significativamente menor en animales
tratados con benserazida (Nowicki S, 1993).

Trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que algunas hormonas
son capaces de afectar la excrecion de dopamina y han sugerido un papel de la dopamina

urinaria en los efectos renales de estas hormonas.



La administracion de una dosis de dexametasona (0.5 mg/kg) a ratas Wistar de
3 meses produce un aumento de la diuresis, la natriuresis, el flujo plasmatico renal y la
excrecion urinaria de DOPA, sin modificar la excrecion de dopamina. En los dias
sucesivos, el Na+ y la dopamina urinaria disminuyeron significativamente con respecto al
basal, disminucion que coincidié con una disminucion significativa de la actividad de
decarboxilasa de aminoacidos aromaticos en cortes de corteza renal. Una segunda dosis
de dexametasona produjo un aumento del volumen, Na+, DOPA y dopamina urinaria y
aumentos significativos tanto de la tasa de filtrado glomerular como del flujo plasmatico
renal. La administracion de inhibidores de la decarboxilasa de aminacidos aromaticos o
de haloperidol, un antagonista de los receptores dopaminérgicos, previo a la segunda
dosis de dexametasona, disminuyé significativamente el incremento del volumen, de la
respuesta natriurética y bloqueo el aumento del filtrado glomerular y del flujo plasmatico
renal. Estos resultados sugirieron que el sistema dopaminérgico renal no neural esta
involucrado tanto en la accion retentora de Na+ de los glucocorticoides como en su
accion sobre el filtrado glomerular y proveen evidencia de efectos de la dopamina
endogena sobre la hemodinamia renal (Aguirre J, 1996; Aguirre J, enviado a publicar).

El tratamiento de animales normales con T3 (10 ug/kg/d) produjo aumento la
excrecion urinaria de DOPA vy acido dihibroxifenilacético urinarios y la actividad de
Na+/K+ ATPasa renal, sin modificar la excrecion de dopamina o de Na+, mientras que la
tiroidectomia quirurgica produjo una disminucion del volumen urinario, de las
excreciones de Na+, DOPA, acido dihidroxifenilacético y la actividad de Na+/K+
ATPasa renal. La administracion de tiouracilo, un inhibidor de la sintesis de hormonas
tiroideas, produjo esencialmente los mismos resultados que la tiroidectomia. Estos
resultados sugirieron un aumento en la sintesis de dopamina renal en las ratas
hipotiroideas. La administracion de haloperidol a ratas tratadas previamente con
tiouracilo mostr6 que el aumento de la dopamina renal podria tener un papel
compensatorio de los efectos tubulares y/o hemodinamicos descriptos en el

hipotiroidismo (Del Compare, enviado a publicar).

Efectos de la dopamina sobre los transportadores de Na+

La Na+/K+ ATPasa es una enzima de membrana altamente conservada que es
esencial para la homeostasis celular (Jorgensen PL, 1980). Su rol en el mantenimiento de

bajas concentraciones de Nat+ y altas de K+ en el medio intracelular es crucial para la



preservacion del potencial de membrana de todas las células. Ademas la Na+/K+ ATPasa
tiene un rol central en el control del volumen celular, flujo activo de iones y procesos que
utilizan gradientes de Na+ para transportar sustratos y otros iones. La importancia de
esta bomba es mayor todavia si se considera que es la unica ruta de extrusion de Na+
disponible en las células bajo condiciones fisiologicas (Ewart HW, 1995).

Los pasos de sefalizacion que activan las quinasas correlacionan con la
inhibicion de la actividad de la bomba Nat+/K+ ATPasa, mientras que los pasos que
activan fosfatasas correlacionan con la estimulacion de la actividad de esta enzima. Esto
sugiere que la bomba Na+/K+ ATPasa puede ser regulada por fosforilacion reversible de
su subunidad catalitica (Ewart HW, 1995).

El efecto natriurético de la dopamina es mediado, en parte, por sus acciones
inhibitorias sobre la Na+/K+ATPasa tubular (Aperia A, 1987) y sobre el intercambiador
Na+/H+ (Felder CC, 1990). Este doble efecto de la dopamina seria importante para
mantener la homeostasis en las células tubulares: el aumento en el contenido celular de
Na+ producido por la inhibicion de la Na+/K+ATPasa seria contrarrestado por una
inhibicion simultanea del intercambiador Na+/H+, el principal mecanismo de entrada de
Na+ desde el lumen tubular. Se ha encontrado que la dopamina también inhibe la
actividad de la Na+/K+ ATPasa en la rama ascendente del asa de Henle y en el tubulo
colector cortical (Meister D, 1989).

La inhibicion de la Na+/K+ ATPasa se asocia con un aumento en el Km por el
K+, sugiriendo que la dopamina produce un cambio conformacional en la molécula de la
bomba (Aperia A, 1987). Esta inhibicion puede ser bloqueada por un inhibidor de la
decarboxilasa de aminoacidos aromaticos, sugiriendo que la I-DOPA debe transformarse
en dopamina para actuar (Aperia A, 1987). Estudios farmacologicos muestran que es
necesaria la estimulacion simultanea de los receptores DAl y DA2 para inhibir la
Na+/K+ ATPasa tubular y que esta inhibicion puede ser bloqueada tanto por
antagonistas DA2 como DA1 (Bertorello A, 1988).

Se ha demostrado que la dopamina también regula la actividad del
intercambiador Na+/H+ en las membranas en ribete en cepillo del tubulo proximal
activando sobre receptores dopaminérgicos DA1 (Felder CC, 1990). El efecto inhibitorio
de la dopamina sobre el transportador fue bloqueado por drogas que inhibieron la

adenilato ciclasa y la proteina kinasa dependiente de AMP ciclico (Felder CC, 1990).



El receptor DA1 esta estrechamente asociado a una fosfoproteina de 32 kDa
regulada por dopamina y AMP ciclico, llamada DARPP-32 y esta ampliamente aceptado
que el efecto natriurético de la dopamina involucra a esta fosfoproteina. La DARPP-32
es considerada un tercer mensajero intracelular para la dopamina. La forma fosforilada
de la DARPP-32 es un potente inhibidor de la fosfoprotein-fosfatasa 1 (Hemmings HC,
1984) y esto impide la desfosforilacion que activa la Na+/K+ ATPasa (Aperia A, 1994).
Se ha demostrado inmunorreactividad y presencia de ARNm para esta fosfoproteina en
areas especificas del tubulo renal, sobre todo en segmentos medulares y corticales del
segmento grueso de la rama ascendente del asa de Henle (Meister D, 1989). Una débil
inmunorreactividad a la DARPP-32 ha sido observada en el citoplasma de las células del
tubulo proximal y corteza renal (Meister D, 1989). El mecanismo de acciéon de la
dopamina puede no ser idéntico en todos los segmentos a lo largo del nefron (Satoh T,
1993). Estos autores propusieron que la proteina kinasa C regula la actividad de la
bomba en el tubulo cortical proximal, mientras que la proteina kinasa A regula la
actividad en el nefron distal.

En preparaciones de ductos colectores corticales aislados, la union de dopamina
provoca una elevacion en el AMP ciclico y reduce la actividad de la bomba alrededor de
un 50 % (Satoh T, 1992). Ademas de la via proteina kinasa A-AMP ciclico, la
fosfolipasa A2 ha sido implicada en la accion de la dopamina en el tibulo colector
cortical. En particular, inhibidores de la fosfolipasa A2 impiden la inhibicion de la bomba
por dopamina, fenoldopam o agentes que eleven el AMP ciclico (Satoh T, 1992; Satoh
T, 1993). Si y como el AMP ciclico y el acido araquidonico interactuan en la respuesta

de dopamina debe ser dilucidado.

Produccion de renal de dopamina en DMID

Los pacientes diabéticos tienen una deteriorada capacidad de excretar Na+
luego de una carga salina intravenosa (Ronald JM, 1986) y esto ha sugerido que la
reabsorcion tubular de Na+ es uno de los primeros cambios funcionales que ocurren. Se
ha estudiado la formacion de dopamina intrarrenal luego de una infusion de NaCl en
diabetes no-insulino dependiente. La excrecion de dopamina se encontro disminuida en
pacientes tanto insulino dependientes como no dependientes (Patrick AW, 1990,

Murabayashi S, 1989) con microalbuminuria y fue relacionada con el dafio renal existente



en estos pacientes. En sujetos controles, la infusion de NaCl resulté en un pronto
incremento en la natriuresis, la cual fue acompafiada por el correspondiente incremento
en la excrecion de dopamina urinaria. En contraste, los pacientes diabéticos presentaron
una natriuresis disminuida y no se observé ninglin incremento significativo en la
excrecion de dopamina urinaria (Stenvinkel P, 1991). Estos resultados sugieren un déficit
en la produccion de dopamina renal en este tipo de patologia que podria contribuir a la

retencion de Na+ y agua que presentan los pacientes diabeticos.



OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la diabetes insulino-
dependiente sobre el sistema dopa/dopamina renal para ello se utilizo un modelo en
ratas. Los resultados obtenidos al determinar estos efectos nos llevaron a estudiar los

factores que regulan la produccion de dopamina por células tubulares proximales en

éstas condiciones.



MATERIALES Y METODOS

...Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; desde el
punto de vista intelectual estamos en una pequefa isla en
medio de un océano ilimitable de inexplicabilidad. Nuestra
tarea en cada generacion es recuperar algo mas de la tierra.

T.H. Huxley,
1887



MATERIALES YMETODOS

Animales
Se utilizaron ratas Wistar macho de tres meses y 12 meses de edad criadas en nuestro

bioterio y mantenidas a 22°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 hs. Los animales tuvieron libre

acceso a agua y comida (pellet con un 25% de contenido proteico) durante todo el experimento.

Procedimiento experimental

0 6 13 2
Dia | : : :
ESTREPTOZOTOCINA RECOLECCION DE ORINA DE 24
3 meses: 65 mg/kg, ip (n=6), vehiculo (n=6) HS EN JAULA METABOLICA
12 meses 40 mg/kg, ip (n=6), vehiculo (n=6) SANGRE PARA GLUCEMIA

Figura 2: Esquema experimental utilizado

En el dia cero los animales experimentales fueron inyectados con estreptozotocina por via
intraperitoneal, mientras que los animales controles recibieron una inyeccion del mismo volumen de
vehiculo (buffer citrato). La dosis de estreptozotocina fue de 65 mg/kg para las ratas de 3 meses y
de 40 mg/kg para las ratas de 12 meses. En los dias 6, 13 y 22 posteriores a la administracion de la
droga o del vehiculo, se extrajo sangre de la cola para la determinacion de glucemia y se recolectd
orina de 24 hs en jaula metabolica. Luego de la recoleccion del dia 21, los animales se sacrificaron
por decapitacion y se extrajeron los rifiones.

En las orinas se determino Na' por fotometria de llama, la concentracion de glucosa por
método enzimatico y las concentraciones de noradrenalina, adrenalina, dihidroxifenilglicol, DOPA,
dopamina y acido dihidroxifenilacético por HPLC con deteccion electroquimica. En las muestras de
plasma se determiné la glucemia.

En homogenatos de corteza renal se determiné el contenido endégeno de noradrenalina,

DOPA y dopamina también por HPLC con deteccion electroquimica.



MATERIALES YMETODOS

Determinacién de la produccién de dopamina por cortes de corteza renal

La produccion de dopamina en cortes de corteza renal de ratas de 3 meses fue
determinada segin Soares-da-Silva P, 1990. Brevemente, cortes de corteza renal fueron
incubados en solucion salina con buffer 30 mM fosfato pH 7,4 conteniendo 1-DOPA
(concentracion final 0.5 uM) y pargilina, un inhibidor de la MAO (concentracion final 100 puM)
durante 15 minutos a 37°C. Luego de la incubacion, los cortes se lavaron con solucion salina, se
homogeneizaron en 4cido perclorico 0.3 N y se determin6 el contenido de dopamina como se

describe en Determinacion de catecoles.

Determinacion de la captacion de I-DOPA por células proximales aisladas

Aislamiento de células de tubulos proximales de rifién
Las células fueron aisladas de ratas de 3 meses. Los animales fueron sacrificados por

decapitacion y se extrajeron los rifiones. Inmediatamente y trabajando sobre hielo se separaron las
cortezas renales que fueron disgregadas usando una hoja de bisturi. La papilla asi obtenida fue
incubada en un medio Eagle modificado (Dulbecco, Sigma, USA) conteniendo buffer HEPES,
bicarbonato de sodio y 0.7 mg/ml de colagenasa tipo V (Sigma) a pH 7,4. La digestion se realizod
durante 30 min en un bafio a 37°C bajo burbujeo con carbogeno. Al finalizar la digestion, la
suspension fue colocada en bafio de hielo durante 10 min y filtrada a través un juego de membranas
Nytex de tamafio de poro 180, 75 y 53 en orden descendente. La suspension obtenida por
filtracion se centrifug6 en frio durante 3 min a 400 rpm y se descart el sobrenadante. El pellet
obtenido se lavo dos veces con medio fresco sin colagenasa y se efectio un tercer lavado con
solucion Krebs (5 ml). El altimo pellet se resuspendi6 en solucion de Krebs fria, separandose una

alicuota de este pellet para la determinacion de proteinas.

Captacion de I-DOPA por las células proximales

Se incubaron alicuotas de la preparacion celular en medio Krebs (conteniendo una
concentracion de glucosa de 3,4 mM), 3-hibroxibenzilhidracina, un inhibidor de la decarboxilasa de
aminoacidos aromaticos en una concentracion final de 250 uM vy diferentes concentraciones de

glucosa o las drogas a probar.
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