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Resumen

La rama gruesa ascendente del asa de Henle reabsorbe el 30% del cloruro de sodio
(NaCl)j filtrado por el glomérulo. Aproximadamente 60% del i6n sodio (Na*) es reabsorbido a
través del transporte activo transcelular. Como resultado del transporte activo de solutos, existe
un voltaje luminal positivo en esta segmento, que favorece la reabsorcion del Na* restante a
través de la via paracelular. El 6xido nitrico (NO) promueve natriuresis y diuresis, en parte debido
a la inhibicién del transporte de solutos en la rama gruesa ascendente del asa de Henle. Se sabe
gue el NO inhibe la reabsorcion transcelular de sal, pero se desconocen sus efectos sobre la via
paracelular. Para evaluar el efecto del NO en la selectividad de esta Ultima, comenzamos por
medir los potenciales de dilucién causados por la reduccion de la concentracion de NaCl en la
solucion del bafio basolateral a 64/56, 32/24 6 16/8 mM Na*/Cl en tubulos de la rama gruesa
ascendente del asa de Henle aislados y perfundidos. A partir de los diferentes potenciales de
dilucion calculamos el radio de permeabilidad Na*/Cl- (Pna*/Pcr). Dicho radio es una medida de
permeselectividad paracelular, y encontramos que era ~2 en todos los casos. Estos datos indican
que la via paracelular en este segmento del nefron es més selectiva para Na* que para el ion
cloro (CI) por un factor de 2, e indican que el transporte transcelular no se alter6 de manera
significativa por la dilucién de NaCl en el bafio basolateral. En los experimentos siguientes
empleamos la solucion conteniendo 32/24 mM de Na*/Cl. Al utilizar dos dadores de NO
guimicamente distintos o el sustrato para la produccién endégena de NO, L-arginina, se observo
una disminucién de Pna'/Pcr. Estos resultados demuestran que NO tiene un efecto sobre la
selectividad de la via paracelular, pero no indican especificamente como las permeabilidades
absolutas de cada ion se ven afectadas. Para investigar el efecto del NO sobre Pna' y Pcr
individualmente, es necesario medir tanto Pna*/Pc como la resistencia transepitelial (Rt).

La Rt refleja solamente las vias de transporte conductivas y, en la rama gruesa
ascendente del asa de Henle, representa mayormente la resistencia de la ruta paracelular. Bajo
condiciones control, el valor de Rt hallado fue 7700 ohm-cm. Cuando se agreg6 L-arginina, la Rt
disminuyo, y dicho efecto fue bloqueado por el inhibidor de NOS, L-NAME. Estos resultados
demuestran que el NO disminuye la funcién de “barrera” de la ruta paracelular.

A continuaciéon medimos una vez mas el efecto del NO producido de manera endégena
sobre los potenciales de dilucién y Pna'/Pci. Con estos datos y los valores de Rt obtenidos,
calculamos Pna" y Pcr individualmente, hallando que el NO incrementé Pna" un 40% y Pcr un
~100%.

La mayoria de las acciones del NO en el tubulo proximal y la rama gruesa ascendente
del asa de Henle estan mediadas por guanosin monofosfato ciclico (GMPc). Es por esto que
investigamos si este segundo mensajero esta mediando los efectos del NO sobre la via
paracelular observados en nuestro modelo. EI GMPc disminuy6é Pna*/Pcr y Rt, provocando el
aumento de Pna" y Pcr de manera similar al NO. Estos datos sugieren que GMPc esta mediando
el efecto final del NO sobre las permeabilidades absolutas.

El GMPc puede activar dos mediadores posteriores en la via de sefializacion, la proteina
guinasa dependiente de GMPc (PKG) y la fosfodiesterasa 2 (PDE2). Por lo tanto, evaluamos cual
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de ellos esta mediando las acciones del NO. En presencia del inhibidor de PKG, KT5823, el dador
de NO no tuvo efecto significativo sobre el potencial de dilucién. En contraste, cuando repetimos
este experimento utilizando un inhibidor de PDE2, el dador de NO disminuy6 el potencial de
dilucién, de manera similar a lo descripto anteriormente para aquellos experimentos donde
solamente utilizamos un dador de NO. Estos datos indican que PKG, y no PDE2, es el mediador
del efecto del NO sobre la ruta de transporte paracelular.

La Rt y la selectividad ionica de la via paracelular estan reguladas por una familia de
proteinas llamadas claudinas. La rama gruesa ascendente del asa de Henle expresa claudina-
19, que ha sido anteriormente relacionada con la regulacion de la permeabilidad de Na*. Ademas,
la claudina-19 puede formar combinaciones heteroméricas y heterotipicas con las claudinas-3 y
-16 en este segmento. Para evaluar si los efectos de NO sobre la via paracelular estdn mediados
por un poro del cual al menos la claudina-19 forma parte, medimos los potenciales de dilucién en
presencia o0 ausencia de un anticuerpo contra un dominio extracellular de la claudina-19 o contra
la proteina Tamm-Horsfall (control). Cuando el anticuerpo anti-claudina-19 estaba presente, ni el
dador de NO, ni el sustrato para la produccion endégena de NO -L-arginina- tuvieron efecto sobre
los potenciales de dilucién. En presencia del anticuerpo anti-Tamm-Horsfall, el dador de NO
disminuy6 el potencial de dilucion. Estos datos sugieren que los efectos del NO sobre la via
paracelular son mediados por un poro formado al menos por una unidad de la claudina-19.

Finalmente, modelamos matematicamente el efecto del NO sobre la concentracion
luminal de Na*a lo largo de la rama gruesa ascendente del asa de Henle basandonos en nuestros
resultados. Bajo condiciones control, en ausencia de NO, la concentracién luminal de Na* decae
exponencialmente a 22.4 mM al final de dicho segmento. Cuando consideramos el efecto del NO
sobre la via paracelular inicamente, la concentracién luminal de Na* al final del tibulo es 33.9
mM, mas alta que en control, indicando que se absorbe menos Na*. Al tener en cuenta el efecto
del NO sobre la via transcelular solamente, la concentracién luminal de Na* al final del tibulo es
46.2 mM, y al considerar su efecto sobre ambas vias combinadas, 52.5 mM. Por lo tanto, el efecto
del NO sobre la ruta paracelular provoca una reduccidn en la reabsorcion neta de Na*. La
magnitud de dicha reduccién es similar a aquella resultante de NO actuando sobre la ruta
transcelular, pero el efecto del NO sobre ambas vias combinadas tiene una dindmica de
antagonismo.

Palabras clave: rama gruesa ascendente del asa de Henle, 6xido nitrico, via paracelular,
reabsorcion de Na*, claudina-19




Abstract

Regulation of the paracellular transport of sodium in the thick ascending limb of Henle’s
Loop by nitric oxide.

Thick ascending limbs reabsorb 30% of the NacCl filtered by the glomerulus. About 60% of
the Na* is reabsorbed through active, transcellular transport while the remainder is reabsorbed
via the paracellular pathway, or shunt, due to the luminal-positive voltage created as a
consequence of active transport. Nitric oxide (NO) causes natriuresis and diuresis in part due to
inhibition of thick ascending limb transport. NO inhibits active transcellular salt reabsorption, but
the effects of NO on the paracellular pathway are unknown.

We first evaluated the effect of NO on the selectivity of the shunt by measuring dilution
potentials caused by reducing bath NaCl to 64/56, 32/24 or 16/8 mM Na*/Cl- and then calculating
Pna*/Pci (2 measure of paracellular permeability) in isolated, perfused thick ascending limbs. We
found that the Pna/Pc was about 2 when calculated from the three different dilution potentials.
These data indicate that the paracellular pathway is selective for Na* over CI by a factor of 2, and
indicate that transcellular transport was not significantly affected by diluting the NacCl
concentration of the bath. We used a bath Na*/Cl- concentration of 32/24 mM in all subsequent
experiments. Two chemically distinct NO donors reduced Pna/Pcr. The substrate for endogenous
NO production, L-arginine, reduced Pna'/Pc These data show that NO can affect the selectivity
of the shunt.

The afore-mentioned data indicate that NO alters the shunt but do not indicate specifically
how the absolute permeabilities are affected. To investigate the effect of NO on absolute Pns* and
Pcr individually, it is necessary to measure both Pna*/Pci and transepithelial resistance (Rt). Rt
only reflects conductive transport pathways and is primarily reflective of the resistance of the
shunt in thick ascending limbs. We found that Rt was about 7700 ohm-cm under control
conditions. When L-arginine was added Rt decreased, and this effect was blocked by the NOS
inhibitor L-NAME. These results show that NO is reducing the barrier function of the shunt. We
again measured the effect of endogenously-produced NO on dilution potentials and consequently
Pna*/Pci . Using these values and the values for Rt we calculated absolute Py, and Pci. We found
that NO increases Pna* by 40% and P by nearly 100%.

NO exerts most of its effects via cGMP. Thus we tested whether cGMP mediates the
effects of NO on the paracellular pathway in our model. cGMP decreased Pna"/Pci and Rt. Thus,
it increased both Pna" and Pci in @ manner similar to NO. These data suggest that the second
messenger mediating the final effect of NO on absolute permeabilities is cGMP.

cGMP can activate two downstream mediators, cGMP-dependent protein kinase (PKG)
and phosphodiesterase 2 (PDE2). Thus, we next tested which of these mediates the actions of
NO. We found that in the presence of the PKG inhibitor KT5823, the NO donor had no significant
effect on dilution potentials. In contrast, when we repeated this experiment using a PDE2 inhibitor,
the donor decreased the dilution potentials similar to the donor alone. These data indicate that
PKG, but not PDE2, mediates the effect of NO on the shunt.



Rt and the ionic selectivity of the shunt are regulated by a family of proteins called claudins.
Thick ascending limbs express claudin-19 which has been reported to regulate Na* permeability.
Claudin-19 can interact to form homomeric and homotypic combinations with claudin-3 and 16.
To test whether the effects of NO on the shunt are mediated by a pore formed by at least one
claudin-19, we measured the effect of NO on dilution potentials in the presence or absence of an
antibody against an extracellular domain of claudin-19 or Tamm-Horsfall protein as a control. We
found that with the claudin-19 antibody, neither a NO donor nor the substrate for endogenous NO
production L-arginine decreased dilution potentials. In the presence of the Tamm-Horsfall protein
antibody, the NO donor still reduced the dilution potential. These data suggest that the effects of
NO on the shunt are mediated by a tight junction pore formed by at least one claudin-19.

Finally, we modeled the effect of NO on luminal Na* concentration along the length of the
thick ascending limb based on our results. Under control conditions in the absence of NO luminal
Na* falls exponentially to 22.4 mM by the end of the thick ascending limb. When the effect of NO
on only the shunt was considered, the Na* concentration by the end of the tubule was 33.9 mM,
higher than in the control, indicating that less Na* was reabsorbed. When the effects of NO on the
transcellular pathway only was considered, the luminal Na* was 46.2 mM, and 52.5 mM when
both transcellular and paracellular pathways were taken into account. Thus the effects of NO on
the paracellular pathway reduce net Na* reabsorption and the magnitude of the reduction in net
Na* reabsorption caused by the effect of NO solely on the shunt is similar to that of NO acting on
the transcellular route. The effect of NO on both routes combined follows an antagonistic dynamic.

Key words: thick ascending limb of Henle’s loop, nitric oxide, paracellular pathway, Na*
reabsorption, claudin-19
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Abreviaturas

a

AV

pM
[Clexd]
[Clin]
[Na*ex]:
[Nain]

8-br-GMPc
Ab

AEBSF
AMPc

AQP1
BAY-60-7550

BSA

Ca2+

Cl

CO;
db-GMPc¢
E64
ECL
ECL1
ECL2
eNOS

F

FHHNC
G

GHK
GMPc
HEK293T
HEPES
lgG-HRP
iINOS

Factor de correccion alfa

Cambio o diferencia (“delta”) de voltaje
Micromolar

Concentracién de CI en el bafio basolateral
Concentracién de CI en el lumen.
Concentracién de Na* en el bafio basolateral
Concentracién de Na* en el lumen

8-bromo-guanosin monofosfato ciclico

Anticuerpo

Clorhidrato de 4-(2-Aminoetil)-benzolsulfonil fluoruro
Adenosin monofosfato ciclico

Acuaporina-1

2-[(3,4-dimetoxi fenil) metil]-7-[(1R)-1-hidroxi etil]-4-fenil butil]-5-metil-
imidazo[5,1-f][1,2,4]triazina-4(1H)-ona (Inhibidor de PDE2)
Seroalbumina bovina

I6n calcio

I6n cloro

Di6xido de carbono

Dibutiril- guanosin monofosfato ciclico

Trans-Epoxi succinil-L-leucil amido(4-guanidino) butano
Reforzador de quimioluminiscencia

Primer rulo extracelular de una claudina

Segundo rulo extracelular de una claudina

Oxido nitrico sintasa endotelial (también llamada NOS-3)
Constante de Faraday

Hipomagnesemia hipercalcidrica familiar

Conductancia (1/Resistencia)

Goldman-Hodgkin-Katz

Guanosin monofosfato ciclico

Linea celular de riidbn embrionario humano

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanosulfénico
Inmunoglobulina G unida a peroxidasa de rabanito

Oxido nitrico sintasa inducible (también llamada NOS-2)



i.p.

J

Ja

Jp

K*

KCI
kDa

Km
KT5823

L
L-arg
L-NAME
LPS

M
MDCKII
M92+
mM
mOsm
mV
Na*
nA
NacCl
NHE
NaH>PO4
NKCC2
nNOS
nm
NMDG
NO
NOS
NTG
02

Intraperitoneal

Tasa de reabsorcién (o transporte) de Na*
Transporte activo transcelular

Transporte pasivo paracelular

I6n potasio

Cloruro de potasio

Kilodaltons

Constante de Michaelis-Menten
2,3,9,10,11,12-hexahidro-10R-metoxi-2,9-dimetil-1-ox0-9S,12R-epoxi-1H-
diindol[1,2,3-fg:3’,2’,1’-kl]pirrol[3,4-i][1,6]benzodiazocina-10-acido carboxilico,
ester metilico (inhibidor de PKG)
Longitud del tabulo

L-arginina

N-Nitroarginina metil ester
Lipopolisacérido

Molar

Linea celular de rifion canino Madin Darby
I6n magnesio

Milimolar

Miliosmoles

Milivoltios

I6n sodio

Nanoamperes

Cloruro de sodio

Familia de intercambiadores de Na*/H*
Fosfato sédico monobésico
Cotransportador Na*-K*-2CI

Oxido nitrico sintasa neuronal (también llamada NOS-1)
Nanometros

N-metil-D-glucamina

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Nitroglicerina

Oxigeno



OK
OONO-
PDE2
PKG
Pci-
Pna+
Pna+/ Pci.
pS

Q

R

Rt

rpm
ROMK
SDS
SDS-PAGE
SEM
sec
SPM

T

Tmax
TrisCl
TTBS

Superoxido

Linea celular de rifién de zariglieya
Peroxinitrito

Fosfodiesterasa 2

Proteina quinasa dependiente de GMPc
Permeabilidad de CI

Permeabilidad de Na*

Radio de permeabilidad Na*/ClI-
Picosiemens

Flujo a lo largo del tubulo

Constante ideal de gases

Resistencia transepitelial especifica
Revoluciones por minuto

Canales de K*

Dodecilsulfato de sodio

Gel de poliacrilamida con SDS

Error estandar de la media

Segundo

EsperminaNONOato

Temperatura en grados Kelvin
Velocidad méxima
2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
Buffer Tris salino con agregado de Tween.
Voltios

Voltaje registrado en el extremo proximal del tubulo
Voltaje registrado en el extremo distal del tubulo

Componente activo del voltaje

Voltaje transepitelial

Velocidad méxima en la cinética de Michaelis-Menten
Componente pasivo del voltaje

Valencia iénica
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La hipertension es una condicion médica en la cual la presion arterial, es decir, la tensién
ejercida por la sangre sobre las paredes de las arterias, esta consistentemente elevada. Esta
afeccién conlleva a un deterioro de las arterias y predispone a un nimero de condiciones como
la arterioesclerosis, trombosis, hipertrofia ventricular izquierda, aneurismas y muerte. La
incidencia de la hipertensién en Argentina es del 32,3% (17) y su prevalencia esta en aumento.
Estos valores coinciden con aquellos reportados para América Latina en su conjunto (35%) (73)
y Estados Unidos (33%) (118).

Los rifilones juegan un rol clave en la regulacion de la presion arterial, ya que mantienen
el volumen del fluido extracelular constante en el cuerpo, ajustando la excrecion de sal y agua
en la orina de acuerdo a la ingesta (33, 79).

Una seccion longitudinal del rifién nos permite identificar dos capas principales: la corteza
y la médula (que a su vez tiene una parte interna y otra externa). Ocupando parte de ambas

estructuras podemos encontrar el nefrén, la unidad funcional del rifién (Figura 1).

Tabulo Tubulo
proximal ~ Capsula de Tabulo  conector
Bowman distal /

\Glomérulo

cortez?

Arteria Renal

Médu‘a

Rama
gruesa
ascendente

Asa Rama
de delgada
Henle descendente

=)

Tubulo
colector —&

Rama l
delgada
ascendente A

uréter

Figura 1. Esquema del rifion y de las estructuras que conforman el nefrén.
Adaptado de: http://igbiologyy.blogspot.com/2014/03/human-excretion-structure-of-kidney.html y
http://www.paxala.com/los-rinones. (Febrero, 2017).
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Cada rifidn en el ser humano contiene aproximadamente un millon de nefrones (~32000
en la rata adulta). El nefron se compone de un glomérulo (estructura compuesta por una compleja
red de capilares), responsable de la produccién del ultrafiltrado plasmatico, y un tubulo
(estructura de origen epitelial) que convierte el ultrafiltrado en orina mediante diferentes procesos
de reabsorcion y secrecion. El componente vascular y epitelial se unen en la denominada capsula
de Bowman, y en ese espacio el filtrado comienza a transitar por los diferentes segmentos del
tubulo. Dichos segmentos son: el tubulo proximal (segmento contorneado y segmento recto), el
asa de Henle (que comprende una rama delgada —descendente y ascendente- y una rama
gruesa ascendente), tabulo distal, tibulo conector y tibulo colector inicial. Este Gltimo conecta
con el tibulo colector (cortical y luego medular), que recibe la orina en formacién proveniente de
varios nefrones. Cada una de estas estructuras se caracteriza por su funcion altamente
especializada en funcién de su capacidad para reabsorber moléculas especificas y secretar otras
gue pueden tener funciones regulatorias sobre otros segmentos posteriores o ser desechadas a
través de la orina.

Podemos determinar dos poblaciones de nefrones: los corticales, cuyos glomérulos se
ubican en la region mas externa de la corteza, con asas de Henle relativamente corta que se
extienden a lo largo de la parte externa de la médula; y los juxtaglomerulares, cuyo glomérulo
nace en la regién corticomedular y cuyas asas de Henle se extienden hasta la profundidad de la

porcion interna de la médula (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de las dos poblaciones de nefrones presentes en el rifion.
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Adaptado de: Knepper and Rector. Urine concentration and dilution. The Kidney. Fifth Edition,Capitulo 13, pagina
535, 1996 (Febrero, 2017).

La rama gruesa ascendente del asa de Henle reabsorbe un 25-30% del cloruro de sodio
(NaCl) filtrado por el glomérulo y es impermeable al agua, por lo tanto en este segmento lleva a
cabo la dilucion de la orina en formacion. Adicionalmente mantiene la osmolaridad instersticial
en los niveles necesarios (hipertonica) para el mecanismo de multiplicacion contracorriente y
reabsorcién de agua en el tibulo colector. Alrededor del 60% del i6n sodio (Na*) es absorbido
por la via transcelular (atravesando secuencialmente las membranas apical y basolateral de las
células epiteliales que conforman las paredes del tabulo, y eventualmente de vuelta al torrente
sanguineo), y el 40% restante lo hace de manera paracelular (a través del espacio entre células
adyacentes). La via paracelular esta favorecida por el potencial positivo en el lumen generado
por el transporte activo y es mas selectiva para Na* que para CI', con un radio de permeabilidad
Na‘/Cl- de aproximadamente 2 (9, 28, 40).

Las paredes de este tabulo estan conformadas por células epiteliales polarizadas. Su
superficie apical esta orientada hacia el lumen del tlbulo, y la superficie basolateral esta en
contacto con el fluido intersticial. A continuacion se detalla una lista de los transportadores y
canales presentes en cada membranay la dinamica entre ambos tipos de transporte, transcelular

y paracelular.
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Transporte Transcelular

El transporte transcelular en este segmento ocurre a través de transportadores y canales
distribuidos a lo largo de las membranas apical y basolateral de las células que lo conforman.

Los mismos se listan a continuacion:

Transportadores vy canales apicales

e Na™-K*-2Cl- (NKCC2): Es un cotransportador electroneutro que ingresa simultaneamente
Na*, K"y 2CI desde el lumen hacia el interior de la célula. El 50% del Na* reabsorbido en la rama
gruesa ascendente del asa de Henle ingresa a través este cotransportador.

Hay tres isoformas de NKCC2 en la rama gruesa ascendente del asa de Henle, con
valores de Km para CI y distribucién variables: A (30 mM, afinidad variable; médula y corteza),
B (10-15 mM, alta afinidad; corteza) y F (110-130 mM, baja afinidad; médula) (3). La entrada
apical de Na* tiene lugar gracias al gradiente generado por la extrusion de este catién a través
de la bomba Na*-K*-ATPasa en la membrana basolateral, por lo tanto la actividad de NKCC2 es

dependiente de la funcién de la bomba (37). Esta Ultima esta descripta mas abajo.

e La familia de transportadores electroneutros NHE median el intercambio de Na*/H*. Na*
ingresa a la célula y un protén H* citosdlico egresa. Al menos uno de los nueve miembros de esta
familia (NHE1-9) se expresa en casi todas las células del cuerpo. Entre otras funciones, la familia
NHE participa en la regulacion del pH intracelular, la reabsorcion de Na+, el volumen celular, etc
(25). En la membrana apical de las células que conforman la pared de la rama gruesa ascendente
del asa de Henle (medular) podemos encontrar al intercambiador de Na*/H* de tipo 3 (NHE3),
gue transporta alrededor del 10% del Na* reabsorbido en este segmento. Su actividad de este
intercambiador depende del amplio gradiente de Na* existente entre el lumen y el interior de la

célula, y por lo tanto, de la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa.

e FEl| K* se recicla constantemente, saliendo de la célula a través del canal luminal ROMK.
Estudios inhibiendo este canal o utilizando ratones knockout para el mismo (ROMK-/-) han
demostrado que el 80-90% de la reabsorcion de NaCl a través de NKCC2 depende de la actividad
de ROMK (38, 114).
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Transportadores v canales basolaterales

¢ Labomba Na'-K*-ATPasa en la membrana basolateral expulsa 3 Na* del interior de la célula
hacia el intersticio y permite el ingreso de 2 K* en direccidén contraria. Es un tipo de transporte
activo que utiliza ATP. Su inhibicion elimina la reabsorcion transcelular de NaCl y el voltaje
luminal positivo que favorece el transporte paracelular de Na* y otros cationes divalentes (37,
75).

o Canales de K* y canales de K*-Cl- (KCC4; electroneutros) en la membrana basolateral.
Ademas de transportar K*, ayudan a mantener el potencial de membrana necesario para la salida
pasiva de CI (41).

o EI CI' sale de la célula hacia el intersticio a través de canales de CI (CIC-Kb en roedores,
CIC-K2 en humanos) que requieren coexpresion de la proteina Bartina para ser funcionales
(112). La salida de CI es mayor en proporcién que la entrada por el intercambiador CI/HCO3

presente en la misma membrana.

o Intercambiador de Na‘/H® de tipo 1 (NHE1l) en la membrana basolateral. Es un
transportador electroneutro que permite el ingreso de Na* a la célula desde el intersticio, y el

egreso de H*.

e Intercambiador de CI/HCOS3  en la membrana basolateral. El CI ingresa del intersticio a la
célulay el HCO3 egresa.

e Acuaporina-1 (AQP1) es un poro formado a partir de proteinas de membrana que funciona
como un canal de agua (94), y transporte de gases como CO-(78) y NO (43). Nuestro laboratorio
comprobd la expresién de AQP-1 en la membrana basolateral de células de la rama gruesa
ascendente del asa de Henle y que este canal media gran parte de la permeabilidad al agua en
dicha membrana (10). Su funcién y regulacion no han sido estudiadas en profundidad, pero la
evidencia sugiere que AQP-1 tendria un rol en la regulacion del volumen celular frente al estrés
osmotico y podria actuar como canal de salida para que el NO localmente producido ejerza
funciones paracrinas, quizas con propésitos anti-hipertensivos.

Nuestro laboratorio reporté previamente que en ratones knockout para acuaporina-1 el flujo
basolateral de agua se reduce solamente un 50%, lo cual indica que hay al menos una

acuaporina adicional que aun no ha sido identificada (10).
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En la figura 3 se puede observar la funcién y disposicion de los distintos transportadores.
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Figura 3. Esquema de los transportadores transcelulares en la rama gruesa ascendente del
asa de Henle. Como resultado del transporte activo se genera un potencial luminal positivo que

favorece el pasaje pasivo a través del espacio paracelular.

Transporte Paracelular

Los tejidos epiteliales pueden ser mas o menos permeables dependiendo de la
resistencia (o al inverso, la conductancia) que las uniones estrechas entre las células que lo
conforman ofrecen al pasaje de solutos. En términos generales, la permeabilidad del epitelio
tubular va en disminucién, siendo mayor en el tibulo proximal, y menor en el tabulo colector.

La figura 4 muestra el esquema eléctrico de una célula epitelial de la pared de la rama
gruesa ascendente del asa de Henle. Los canales apicales y basolaterales de K* y CI" se

representan como resistencias en serie, la bomba Na*-K*-ATPasa como una bateria (se sabe
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gue genera alrededor de +10mV) y la ruta paracelular se representa como otra resistencia. La
ruta transcelular ofrece alta resistencia (y por ende, baja conductancia) y la ruta paracelular, baja
resistencia/alta conductancia. Baja resistencia eléctrica (alta conductancia) es sinébnimo de alta

permeabilidad y viceversa.

Canal apical de K+

Ruta = Na+/K+ ATPasa Ruta
paracelular transcelular
Canales de
K+y Cl-

basolaterales

Figura 4. Esquema eléctrico de una célula de la rama gruesa ascendente del asa de Henle.

Los valores de resistencia transepitelial reportados en la bibliografia para la rama gruesa
ascendente del asa de Henle varian entre 11-50 ohm cm? en ratén (39) y ~24-35 ohm cm? en
conejo (9, 28). Hasta el momento no se han reportado mediciones de esta variable en rata.

Como se mencioné anteriormente, 40% del Na* reabsorbido en la rama gruesa
ascendente del asa de Henle transita por la ruta paracelular. Este segmento tiene un voltaje
transepitelial positivo que varia entre +3 y +10 mV (29). Dicho voltaje genera la fuerza necesaria
para reabsorber Na*, Ca?" y Mg 2* del lumen a través del espacio entre las células. En todos los
demas segmentos del nefron (con excepcién de la ultima porcion del tibulo proximal), esta fuerza
es negativa, y por lo tanto se favorece una difusion de este ion del intersticio al lumen.

Dos células epiteliales contiguas estan unidas a través de una serie de uniones
intercelulares especializadas en sus paredes laterales. La porcibn méas apical de este complejo
de anclaje esta organizada en fibras que proveen una unién estrecha y conforman una barrera
con propiedades de selectividad i6nica y de tamafio que impiden la difusion libre de agua y
solutos por el espacio (20, 93).

Si bien hay una variedad de proteinas integrales de membrana presentes en las uniones
estrechas, las claudinas son las principales determinantes de su permeabilidad y selectividad.
Estas proteinas fueron descubiertas en 1998 por Furuse et al (22), en la Universidad de Kioto.
Hasta la fecha se han identificado 27 claudinas diferentes en mamiferos y las diferencias en el
patron de expresion de las mismas podrian explicar las diferencias de permeselectividad
paracelular de los distintos tejidos y estructuras donde se expresan.

Las claudinas tiene un peso que varia entre 21 y 28 kDa y su estructura cuenta con cuatro

20


https://es.wikipedia.org/wiki/Universidad_de_Kioto

dominios transmembrana, dos rulos extracelulares (ECL1y ECL2), y extremos N- y C- terminales
citosodlicos (Figura 5). Estudios estructurales/funcionales han demostrado que la selectividad de
las claudinas se debe a la disposicion de cargas positivas y negativas presentes en el primer
rulo extracelular, ECL1, ya que el reemplazo de amino4cidos acidicos por basicos o neutros
puede revertir la preferencia por cationes a aniones o eliminarla completamente (12, 13). Una
claudina puede interactuar con otra en cis (claudinas en la membrana de la misma célula) o trans
(claudinas en las membranas de células adyacentes entre ellas). Las interacciones en cis pueden
formar combinaciones homotipicas o heterotipicas, y las trans pueden formar homémeros o
heterémeros (58), pero no todas las combinaciones entre claudinas distintas es posible y es
altamente dependiente del modelo en el que se estudia. Al menos dos claudinas en células
opuestas son necesarias para formar un poro funcional independiente, y el ECL2 es el punto de
unién entre ellas (89).

ECL1
ECL2
Espacio extracelular

Citoplasma C

Figura 5. Esquema de la estructura de una proteina claudina.

La primera evidencia de que las claudinas podian jugar un rol importante en la
permeabilidad i6nica paracelular del rifién, fue la descripcion que la claudina-16 estaba mutada
en la hipomagnesemia hipercalcitrica familiar (FHHNC) y que esto se debia a un defecto en la
reabsorcion paracelular de calcio y magnesio en la rama gruesa ascendente de Henle (101).

El patrén de expresion de las claudinas varia a lo largo del nefrén. La rama gruesa
ascendente del asa de Henle de raton, rata y humano expresa claudina-3, -10 (mas
especificamente la variante de splicing alternativo, claudina-10b), -11, -16 y -19 (31, 32, 56, 77,
110). Todas ellas, a excepciéon de claudina-11, han sido sefialadas como reguladoras de la

absorcion de Na*® en este segmento. La claudina-3 forma una barrera que reduce la
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permeabilidad tanto a ClI- como a Na*, pero su sobreexpresion en células de rifibn canino Madin
Darby (MDCKII) evidencié que esa reduccion es preferencial para Na* (71). Braiderhoff et al
demostraron que la delecién de claudina-10 en la rama gruesa ascendente conlleva a una
reduccion de la permeabilidad de Na* y a un incremento anormal de la permeabilidad relativa de
Ca?" y Mg?* (8). Las claudinas -16 y -19 son claramente requeridas para la reabsorcion
paracelular de cationes divalentes (45, 57, 101), pero existe evidencia de que ambas participan
en la formacién de poros selectivos a sodio en la rama gruesa del asa de Henle (47-49).

Un estudio reciente de Milatz et al. report6 que la expresion de las claudinas en la porcion
externa de la médula y corteza de la rama gruesa ascendente del asa de Henle en tubulos
aislados de rata y raton tiene caracteristicas de mosaico (70). Utilizando la técnica de
inmunotincién y microscopia laser confocal, observaron que mientras que las claudinas -3,-16 y
-19 colocalizan completamente en las uniones estrechas, la claudina-10b est4 exclusivamente
localizada en aquellas uniones donde las demas claudinas no se expresan. El rol de la claudina-
3 en la dinamica entre las claudinas -16 y -19 aun no ha podido ser determinado, pero podria
interactuar con ellas formando un complejo funcional claudina-3/claudina-16/claudina-19, por
asociacion en cis con la claudina-19. Estos autores no vieron tincién positiva para claudina-11

La importancia de esta separacién espacial de la expresion de ciertas claudinas aiun no
esta clara, pero podria deberse a que formando las paredes de este tlbulo renal podemos
encontrar dos tipos de células epiteliales, las células R (del inglés “rough” o rugososas, por sus
interdigitaciones y microvellosidades) y las S (del inglés “smooth” o lisas).

Angelow et al. habian reportado anteriormente una completa colocalizacion de las
claudinas -16 y -19 (2). Mientras que la claudina-19 puede formar homdmeros y asociaciones
homotipicas, la claudina-16 no puede ni formar homdmeros, ni asociaciones homo/heterotipicas
(48, 70), pero si heterémeros con la claudina-19. Un reporte de Hou et al. sugiere que la correcta
funcién de estas dos proteinas depende de dicha asociacion, ya que el knockdown de claudina-
19 conlleva a la pérdida de claudina-16 en las uniones estrechas, sin afectar su expresion, y
viceversa (48). Milatz et al., sin embargo, observaron que en ratones knockout para la claudina-
16, la claudina-19 permanece expresada en las uniones estrechas. Ambos estudios fueron
realizados en rifion de raton, y si bien la razon de la discrepancia entre ambos resultados no
gueda clara, se sabe que la claudina-19 tiene la capacidad de interactuar en cis y trans con otras
unidades de la claudina-19. Por lo tanto, si bien la claudina-16 necesita indefectiblemente de la
claudina-19 para funcionar (de hecho todo indica que necesita un poro formado por al menos dos
proteinas en la membrana de la misma célula), la claudina-19 tendria una funcién independiente.

Mas estudios funcionales son necesarios para ver las implicancias sobre las propiedades de
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selectividad de dichas uniones estrechas.

La selectividad de las claudinas puede ser regulada de manera aguda por modificaciones
postrasduccionales como fosforilacion o palmitolacién (16, 62, 106, 107, 121), pero muy pocos
estudios se han focalizado en su relevancia fisiolégica. Dada la importancia de la via paracelular
en la reabsorcién de Na* en la rama gruesa ascendente del asa de Henle, una mejor comprension

de los factores que pueden regular dicho proceso es necesaria.

El Oxido Nitrico (NO)

El NO es una molécula gaseosa de vida corta, con una vida media de 30 segundos en
soluciones acuosas. El mismo contiene un electrén libre, por lo tanto es considerado un radical
libre perteneciente a las especies reactivas de nitrégeno. Los estudios iniciales sobre el NO se
focalizaron en sus efectos toxicos, pero hoy en dia sabemos que este gas de produccién
enddégena desempefia un rol de gran importancia como una molécula de sefializacion,

participando tanto en procesos fisiol6gicos como patoldgicos.

El NO es producido por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) a partir de L-arginina. Hay
tres isoformas de NOS: NOS-1, NOS-2 Y NOS-3, anteriormente denominadas NOS neuronal
(NNOS), NOS inducible (iNOS) y NOS endotelial (eNOS), respectivamente, debido a las
condiciones y tejidos en las que fueron caracterizadas inicialmente. Todas ellas se expresan en

el rifién, sin embargo su patron de expresion varia a lo largo del nefrén:

¢ Laisoforma NOS-1 se expresa en macula densa (5), rama gruesa ascendente del asa de
Henle (50), tubo colector y pelvis renal.

e Sibien la expresién de NOS-2 aumenta en presencia de factores pro-inflamatorios (LPS,
citoquinas, isquemia-reperfusion, etc), y de alli su nombre original de isoforma “inducible”,
se ha detectado expresion basal de esta isoforma en tlbulo proximal, rama gruesa
ascendente del asa de Henle medular y tabulo colector de la franja interna de la médula
(74, 76).

e NOS-3 se ha descripto en glomérulo, tabulo proximal, rama gruesa ascendente del asa
de Henle, tubo colector y células endoteliales de la vasa recta (red de capilares rectos

situados en paralelo al asa de Henle) y arterias aferentes/eferentes (109).

Las acciones del NO en el rifion incluyen una variedad de efectos anti-hipertensivos (14, 92,

95, 96) entre los cuales podemos destacar la induccién de natriuresis y diuresis (68, 69, 83). Un
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incremento anormal en la reabsorcién de NaCl en la rama gruesa ascendente de asa de Henle
causa hipertensién, mientras que la disminucién en el transporte de este soluto induce
hipotension (15, 33, 79), por lo tanto muchos estudios se han enfocado en el rol de NO en la
regulacién de este proceso en dicho segmento.

Nuestro laboratorio demostré previamente que NO inhibe la reabsorcién neta de NacCl
(23, 88) y bicarbonato de sodio (80) en tubulos de rama gruesa ascendente del asa de Henle
aislados y perfundidos., al menos en parte, por sus efectos inhibitorios sobre el cotransportador
Na*/K*/2Cl (85) y el intercambiador Na*/H* (24), respectivamente. La inhibicion de Na*/K*/2CI
esta mediada por un incremento de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), activacion de
fosfodiesterasa 2 (PDE2) y una disminucion subsecuente de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) (82). Por otra parte, en la inhibicion del intercambiador Na*/H* se observa un incremento
de GMPc y una activacion subsecuente de una proteina quinasa G (PKG) dependiente de GMPc
(80). En esos experimentos no se investigo si el NO tenia algun efecto sobre la via paracelular.

Se sabe que el NO puede aumentar o disminuir la permeabilidad paracelular en
numerosos sistemas, dependiendo del contexto (patoldgico o fisioldgico) en el cual fue producido
(11, 35, 36, 53, 54, 59, 99, 104, 105). Esto es discutido con mayor profundidad en la seccién de
Discusion de este trabajo. Reportes adicionales relacionan un incremento de la actividad de
distintas isoformas de NOS y produccién de NO con la regulacién de la expresion de diferentes
claudinas, y cambios en las propiedades de la barrera paracelular (65, 122). En el contexto de
nuestro proyecto, NO podria regular la reabsorcibn de Na' a través de la via paracelular
ejerciendo algun efecto sobre las proteinas claudinas presentes en las uniones estrechas entre
las células que forman la pared del tubulo. Basandonaos en evidencia publicada de la participacion
de la claudina-19 en la formacion de poros selectivos a Na* en este segmento (2, 46, 49), sumado
al hecho de que esta claudina puede formar una variedad de poros (claudina-19/claudina-19,
claudina-19/claudina-3, y complejos claudina-16/claudina-19 y/o claudina-3/claudina-
16/claudina-19) en las uniones estrechas, decidimos explorar si dicha proteina esta involucrada

en el efecto regulacion de NO sobre la via paracelular.
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Hipotesis

EI NOreduce laselectividad de la via paracelular de absorcion a Na*, disminuyendo

el transporte de dicho soluto, y estos efectos estan mediados por claudina-19

Objetivos

A. Estudiar los efectos del NO sobre el radio de permeabilidad Na*/Cl" (Pna+/Pci.),
medida de permeselectividad paracelular, en tubulos aislados provenientes de
rama gruesa ascendente del asa de Henle de rata y la cascada de sefializacion
involucrada.

B. Evaluar los efectos del NO sobre la resistencia transepitelial de dichos tibulos.

C. Evaluar los efectos del NO sobre la permeabilidad absoluta de Na* y CI-.

D. Determinar si la proteina claudina-19 esta involucrada en el efecto del NO sobre
la permeselectividad de la via de transporte paracelular en la rama gruesa

ascendente del asa de Henle.

E. Analizar el efecto del NO sobre la reabsorcion paracelular de Na* a través de un

modelo matematico utilizando los resultados hallados en nuestros experimentos.
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Materiales y Métodos



1. Materiales y reactivos

1.1. Reactivos generales

El dador de 6xido nitrico, esperminaNONOato y el inhibidor de fosfodiesterasa-2, BAY-
60-7550, fueron adquiridos en Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EEUU). La esperminaNONOato
fue preparada inmediatamente antes de ser utilizada. El dibutiril-GMPc y el inhibidor de PKG,
KT5823, fueron adquiridos en Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, EEUU). La nitroglicerina, la
L-arginina, el inhibidor de NOS L-NAME, el manitol y sales/acidos de uso cotidiano fueron
comprados en Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EEUU). El agar fue obtenido en BD (Franklin
Lakes, NJ, EEUUV). El elastémero de silicona Sylgard 184 fue adquirido de Dow Corning (Midland,
MI, EEUU). La ketamina y la xilacina fueron provistas por el Centro de Recursos Animales de
Case Western Reserve University (Cleveland, OH, EEUU). El reactivo Coomasie Plus para
cuantificacion de proteinas fue adquirido en Thermo Scientific (Hercules, CA, EEUU).

1.2. Material de plastico y vidrio

El material de plastico descartable de uso cotidiano y las placas de 96 pocillos fueron
adquiridos en Corning Incorporated (Corning, NY, EEUU). Las tuberias de polietileno (PE10-190),
TYGON vy tuberias plasticas para bombas de precisibn Masterflex fueron obtenidas en BD
(Franklin Lakes, NJ, EEUU), Fisher Scientific (Hampton, NH, EEUU) y Cole Palmer (Vernon Hills,
IL, EEUU), respectivamente, Las unidades filtrantes descartables ZAPCAP-CR de nylon (poros
de 0.2 pm) fueron obtenidas en Maine Manufacturing (Sanford, ME, EEUU). Las varillas
uniformes de vidrio para la fabricacibn de pipetas de microperfusion fueron obtenidas en
Drummond Scientific (Broomall, PA, EEUU).

1.3. Animales de laboratorio

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 120-150 gr de peso en todos los casos,
excepto en el protocolo de obtencion de una suspension enriquecida de tubulos de la rama
gruesa ascendente del asa de Henle, donde las ratas tenian 250-350 gr de peso (simplemente
para obtener mayor cantidad de proteina). Las mismas fueron alimentadas con una dieta
conteniendo Na" 0.22% y K*1.1%, adquirida en Purina (Richmond, IN, EEUU) por al menos
cuatro dias. Todos los protocolos de trabajo fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso
y Cuidado Animal (IACUC) de Case Western Reserve University, de acuerdo con las Guias del

National Institute of Health (NIH) para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
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1.4. Soluciones

La solucién salina fisiolégica utilizada para perfundir y bafar los tubulos estuvo
compuesta por: NaCl 130 mM, KCI 4 mM, NaH.PO,4 2.5 mM, MgSQO,4 1.2 mM, L-alanina 6 mM,
citrato trisddico 1 mM, glucosa 5.5 mM, lactato de calcio 2 mM, y HEPES 10 mM, con pH 7.4, a
37°C. Las concentraciones finales de Na* y CI" en dicha solucion fueron de 142 y 134 mM,
respectivamente. En los experimentos de potencial de dilucion, la concentracién de Na*/Cl en la
solucion del bafio basolateral (solucion en la cual los tubulos aislados estaran sumergidos) se
redujo a 16/8, 32/24, 6 64/56 mM segun se indique, mientras que los compuestos restantes se
mantuvieron idénticos a la solucién de perfusion. La osmolaridad de todas las soluciones fue
ajustada a 290 + 3 mOsm/kg H.O, medidas por osmometria de presion de vapor, utilizando

manitol.

1.5. Instrumentos para las mediciones de electrofisiologia

Los electrodos de calomelanos marca Accumel empleados fueron adquiridos en Fisher
Scientific (Hampton, NH, EEUU). Se utilizaron dos voltimetros: uno modelo Axoprobe-1A de
Molecular Devices (Sunnyvale, CA, EEUU), y otro modelo Neuroprobe Amplifier 1600 de A-M
Systems Inc (Sequim, WA, EEUU). El sistema de integracion de sefial y software utilizado fue
Power Lab 4/30 de AD Instruments (Colorado Springs, CO, EEUU).

1.6. Reactivos de electroforesis

Los geles de poliacrilamida Mini-protean TGX (12%), la membrana de PVDF, los
marcadores de peso molecular Precision Plus Protein dual color, los soportes y la cuba para la
corrida electroforética y transferencia fueron adquiridos en BioRad Laboratories (Hércules, CA,
EEUU). El 2-mercapto etanol, el Tween 20, el azul de bromofenol, la glicina, TrisCl, el buffer de
lisis Cellytic M y el cocktail de inhibidores de proteasas fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(Milwaukee, WI, EEUU). El ditiotreitol (DTT), el dodecil sulfato de sodio (SDS) y el metanol fueron
obtenidos en Fisher Scientific (Hampton, NH, EEUU). Las placas de autoradiografia Hyblot CL
fueron obtenidas en Denville Scientific Inc (Holliston, MA, EEUU). El cassette de autoradiografia

fue comprado en Amersham Biosciences.

1.7. Muestras control y anticuerpos

Los controles positivo y negativo de expresion de claudina-19 utilizados en el ensayo de
Western blot fueron obtenidos en Novus Biologicals (Littleton, CO, EEUU). Los anticuerpos anti-
claudina-19 (sc-162688) y anti-IlgG-HRP de cabra (sc-2020) fueron obtenidos en Santa Cruz
Biotechnology Inc (Santa Cruz, CA, EEUU).
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2. Métodos

2.1. Disefio, fabricacién y montaje del sistema de pipetas de perfusidn

Todas las pipetas de vidrio empleadas fueron moldeadas de manera artesanal a partir de
varillas uniformes de vidrio comerciales, empleando dos maquinas que permiten dilatar el vidrio
con filamentos (platino 90%, iridio 10%) calentados eléctricamente con distinta intensidad de
calor. Utilizando pesas de diferentes tamafios es posible manipular la manera en que el vidrio se
elongay la forma que tendra el producto final. Las dimensiones y formas varian de acuerdo a la

funcioén de cada tipo de pipeta. Se disefiaron cuatro tipos de pipetas:

a) Pipeta de sostén de perfusion: Por un sistema de presion negativa, esta pipeta succiona el

extremo proximal del tubulo, y gracias a su constriccion interna, el tibulo se queda atascado en
la constriccién interna de esta pipeta. Para fabricarla, se parte de una varilla base con un diametro
externo de 0.084” y un diametro interno de 0.071”. La misma se moldea hasta alcanzar las
siguientes dimensiones finales: diametro en la punta y en la seccién paralela, 44 pum; diametro
en la constriccion, 22 um; longitud de la seccion paralela, variable entre 1 mm aproximadamente.

La longitud total de la pipeta completa es 8 cm.

b) Pipeta de perfusién: Es la que avanza a través de la pipeta de perfusion, penetra el extremo

proximal del tibulo y permite el ingreso de la solucién de perfusion al mismo. Para fabricarla, se
parte de una varilla base con un diametro externo de 0.047” y un diametro interno de 0.040”. La
misma se moldea hasta alcanzar las siguientes dimensiones finales: seccion paralela, 11 um de
didmetro, 1 mm de longitud (considerando desde el cuello a la punta). La longitud total de la

pipeta completa es 11 cm.

c) Pipeta de intercambio: La misma se apoya en el interior de la pipeta de perfusion (sobre el

cuello, antes del angostamiento), y est4 conectada en su extremo superior al reservorio que
contiene la solucion de perfusiéon que se desea utilizar. Para fabricarla, se parte de una varilla
base con un diametro externo de 0.018” y un diametro interno de 0.012”. Sus dimensiones finales
son: diametro en la punta, 1/3 del diametro de la pipeta de perfusién a la altura del cuello. La

longitud total de la pipeta completa es 13.5 cm.

d) Pipeta colectora: Esta pipeta cumple la funcién de recoleccion de fluido perfundido, succiona

el extremo distal del tubulo y lo contiene durante todo el experimento. Se fabrica de manera
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similar a la pipeta de perfusion, pero carece de constriccidon. El diametro en su punta es de ~33
um, para asegurar que no hayan pérdidas de voltaje durante las mediciones eléctricas; y la
longitud de la seccién paralela (considerando desde el cuello a la punta) es de ~0.7 mm. A
continuacion, la punta y primer tercio de la seccién paralela son sometidas a un proceso quimico
con un elastémero de silicona denominado Sylgard 184 que tras un golpe de calor endurece y

provee un sellado eléctrico adicional.

silicona

Figura 6. Esquema del sistema de pipetas concéntricas de microperfusion. (a) Pipeta de sostén

de perfusién, (b) pipeta de perfusién, (c) pipeta de intercambio y (d) pipeta colectora.

2.2. Obtencion de tubulos aislados de la rama gruesa ascendente del asa de Henle renal
Las ratas fueron anestesiadas con ketamina y xilacina (100 y 20 mg/kg peso i.p.,
respectivamente). A través de una incision se expuso la cavidad abdominal y se extrajo el rifién
izquierdo. ElI mismo fue colocado sobre una plancha acrilica previamente refrigerada. A
continuacion se removioé la capsula y se realizaron cortes coronales a manera de laminas finas.
El tejido cortical fue descartado y se procedio a la diseccién de los tubulos de la rama ascendente
del asa de Henle ubicados en la médula externa, trabajando en un estereomicroscopio a 4—10°C.
Los tubulos aislados (0.5-1.0 mm) fueron transferidos a una camara acrilica en un microscopio
modificado. Alli, los tdbulos permanecieron sumergidos en una solucién (a partir de aqui
denominada “bafo basolateral”) con reposicidn constante (es decir, con entrada y salida continua

de solucién) a un flujo de 1 ml/min y temperatura controlada (37 + 1°C). Los tubulos fueron
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contenidos y perfundidos a través del sistema de pipetas concéntricas descriptas en el Protocolo

2.1 de esta seccion.

2.3. Medicion de potenciales de dilucién en tabulos aislados de larama gruesa ascendente
del asa de Henle renal y calculo de Pna*/Pcr

En estos experimentos, nuestra plataforma de trabajo montada sobre el microscopio
contd con dos electrodos de calomelanos sumergidos en KCI 3M. El primero fue conectado a
través de un puente de agar 4% en NaCl 150 mM al sistema de pipetas de perfusién por un
extremo, y a un voltimetro (y sistema de integracion de sefal) por el otro. El segundo fue
conectado a través de un puente de iguales caracteristicas al bafio basolateral por un extremo,
y con conexion a tierra por el otro. El sistema de integracion de sefial conectado al software

permitié registrar el trazo continuo de voltaje durante la totalidad del experimento.

Previo al aislamiento del tdbulo de la rama gruesa ascendente del asa de Henle, se
estabiliz6 la linea de base con solucién salina fisiolégica de idéntica composicién en el lumen y
bafio basolateral (conteniendo entre otros, 142/134 mM Na*/Cl, como se describié en 1.4). El

flujo del bafio se fij6 en 1 ml/min y la temperatura se mantuvo a 37 +/- 1 °C.

Rapidamente se procedié a la diseccion, aislamiento, transferencia y perfusion de un
tubulo, de la manera descripta en el Protocolo 2.2 de esta seccion. Después de una
preincubacion de 15 minutos para llegar al equilibrio, se procedié a medir el voltaje transepitelial
por 6 a 12 minutos, dependiendo del protocolo especifico (en los experimentos del Objetivo A los
periodos fueron de 12 minutos, mientras que en los experimentos de los Objetivos C y D, el
tiempo de cada periodo se redujo a 6 minutos porque se vio que era suficiente para completar la
transicion de voltaje). A continuacién se reemplazé la solucién del bafio basolateral por una con
una concentracion reducida de NacCl (16/8, 32/24, o 64/56 mM Na*/Cl' y se mantuvo el contenido
de los demas compuestos idénticos.) durante 6 a 12 minutos de acuerdo a lo descripto en 1.4.
La diferencia de voltaje generada, medida tres minutos después de introducir este gradiente, fue
considerada como el “potencial de diluciéon” control. La Figura 7 grafica la técnica de medicion
del voltaje. Cumplido el tiempo, se permitié un periodo de recuperacion, en el cual se volvié a las
condiciones iniciales (soluciones simétricas dentro y fuera del tibulo) durante 12 minutos. Este
proceso se repitid en presencia del compuesto a evaluar. La Figura 8 esquematiza el trazo
representativo del protocolo de medicién de potenciales de dilucion. A los valores de potencial

de dilucion obtenidos se les resto el potencial de union liquida, que es el potencial que nace de
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la interfase entre dos soluciones de diferente concentracion (localizada en la punta del puente de

agar).

+Voltaje

Figura 7. Esquema de un tabulo perfundido y técnica de medicién de voltaje

Na/Cl en el 142 142 142 142
lumen (mM)
Na/Cl en baio 142 32 142 32
(mM)

Compuesto a evaluar

mV

tiempo

} Av2

AVl

Figura 8. Esquema y trazo representativo del protocolo de medicion de potenciales de

dilucién.
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A partir del potencial de dilucion de cada periodo, se calculé Pna+/Pc- segun la

ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz.

Donde, AV: diferencia de voltaje (entre la condicion de potencial de dilucibn —donde la
concentracion de NaCl en la solucién del bafio esta reducida-, y la condicién inicial — donde tanto
el lumen como el bafio tienen solucién salina de 142 mM Na*/ 134 mM CI-); R: constante ideal
de los gases;T: temperatura en Kelvin; F: constante de Faraday; z: valencia iénica; Pna+ Yy Pci-:
permeabilidad de Na* y CI respectivamente; [Na‘ex]: concentracion de Na* en el bafio; [Na*i]:
concentracion de Na* en el lumen; [Clex]: concentracion de CI en el bafio ; [Cli,]: concentracion

de CI  en el lumen.

2.4. Medicion y calculo de la resistencia transepitelial especifica (Rt) en tibulos aislados
de larama gruesa ascendente del asa de Henle renal

El voltaje se midié de manera constante tal como se describe en el Protocolo 2.3 de esta
seccion, excepto que se agregd un tercer electrodo, conectado por un puente de agar a la pipeta
colectora por un extremo, y a un segundo voltimetro por el otro.

Previo al comienzo del experimento se inyectaron cuatro pulsos de +100/-100 nAy 1s
de duracion, en ausencia de tubulo, para medir el artefacto del sistema. Este procedimiento se
repiti6 al finalizar el experimento, tras liberar el tabulo.

Rapidamente se procedid a la diseccion, aislamiento, transferencia y perfusion de un
tubulo de la manera descripta en el Protocolo 2.2 de esta seccion. Luego de un periodo de
preincubacion de 14 minutos para llegar al equilibrio, se inyectaron tres pulsos de +100/-100 nA
de 1 s de duracion, dentro de un periodo de 1 min. Al cambio de voltaje promedio generado por
las inyecciones de corriente se le sustrajo la linea de base de ese periodo y el artefacto de la
inyeccion para obtener el valor corregido del cambio de voltaje del periodo control. Este

procedimiento se repitié en presencia del compuesto a evaluar.
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Los valores de cambio de voltaje corregidos se utilizaron para calcular Rt para cada

periodo, implementando la teoria de cable:

L V
— =cosh™(=2),
P (V )

1

VoA L
=—""tanh| =
R I (ﬂj

0

Donde, L: longitud del tubulo; A: constante espacial; VO: voltaje registrado en el extremo
proximal; Vl: voltaje registrado en el extremo distal; R resistencia transepitelial especifica; IO:

corriente inyectada en el extremo proximal.
Cabe aclarar que el término “resistencia transepitelial especifica” hace referencia al valor

de resistencia transepitelial normalizado a unidad de longitud.

2.5. Célculo de las permeabilidades absolutas de Na* (Pna") y Cl" (Pcr)
A partir de los valores de Rt y Pna*/Pcr se calcul6 la permeabilidad absoluta de Na*y CI.

Para esto se implemento6 la ecuacién de Kimizuka-Koketsu (52, 55):

o &)
PNaJr

a(l+p)
IDCI’ = PNa*ﬂ

Donde, Pna" ¥ Pci: permeabilidad de Na® y CI; G: conductancia (1/resistencia); R:
constante ideal de gases; T: temperatura en grados Kelvin; F: constante de Faraday; a:

concentracion de NaCl; B: Pci/Pna’.
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2.6. Obtencion de una suspensién enriquecida de tabulos de la rama gruesa ascendente
del asa de Henle

Previamente al comienzo del procedimiento quirdrgico se prepardé una solucion de
colagenasa 1 mg/ml diluida en solucioén fisiol6gica oxigenada (O2 100% por al menos 15 min) a
la cual se le agregd 0.1 ml de heparina y se mantuvo en hielo. Las ratas fueron anestesiadas con
ketamina y xilacina (100 y 20 mg/kg peso i.p., respectivamente). Adicionalmente fueron
inyectadas con 0.1 ml de heparina. A continuacion se realizd una incision en forma de “U” para
exponer la cavidad toracica-abdominal. Utilizando hisopos se desplazaron las visceras hacia la
derecha para exponer la arteria aorta/vena cava (en su tramo inferior, con respecto a los rifiones)
y se disgreg6 el tejido conectivo rodeando a las mismas. Utilizando una pinza angulada se
separaron la arteria aorta y la vena cava del musculo posterior y se introdujo un hilo de sutura
alrededor de ambas. Se ajusto el hilo con un nudo y de esta manera el flujo de sangre quedo6
bloqueado en este punto. Luego, se colocé un clamp en la aorta (mas 0 menos 3 cm mas arriba
gue el hilo de sutura) y se hizo un pequefio corte en la pared arterial con una tijera Westcott para
introducir una canula. Al remover el clamp, pudo verse flujo de sangre subiendo por la canula.
Seguidamente, se localizé la arteria submesentérica y se la anudd con un hilo de sutura, y se
colocé una pinza hemostéatica obstruyendo la arteria y vena cava proximales para circunscribir la
zona a perfundir. Se prendié la bomba de perfusiéon y la solucién de colagenasa comenzé a
circular y los riflones comenzaron a tornarse de color amarillo claro. Se hizo una incision en la
vena cava como ruta de salida.

Una vez finalizada la perfusion, los rifiones fueron removidos y decapsulados. Con una
hoja de afeitar se realizaron cortes coronales a manera de laminas gruesas, de las cuéles solo
se conservo la porcidn externa de la médula. La misma fue picada y colocada en un tubo plastico
de 2 ml conteniendo solucién de colagenasa 1 mg/ml preparada en solucion fisiolégica, en un
bafio térmico a 37°C. Cada 5 min el contenido del tubo fue agitado con una pipeta con un tip
ancho (con un orificio de 1.8 mm de didametro interno para evitar dafiar los tibulos) y oxigenado
con 100% O.. A continuacién, el tubo fue centrifugado a 800 rpm en una microcentrifuga
refrigerada a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1 ml de solucion
fisiologica. Se agreg6 un iman dentro del tubo, que fue colocado en un vaso de precipitado con
hielo sobre un agitador magnético por 30 min. Cumplido este paso, la suspensién fue filtrada a
través de una malla de nylon de 250 um. El contenido recuperado fue centrifugado a 800 rpm
por 2 min, y el pellet resuspendido en 1 ml de solucion fisiolégica para ser centrifugado una vez
mas en iguales condiciones. El nuevo pellet fue resuspendido en 0.5 ml de buffer de lisis con

agregado de un cocktail comercial de inhibidores de proteasa (conteniendo AEBSF, aprotinina,
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bestatina, E64, leupeptina y pepstatina). El lisado fue agitado primero con una pipeta con tip
ancho (llevando el contenido hacia arriba y hacia abajo 4 veces) y luego con el vértex (1 s de
duracién, 10 veces). A continuacion la suspension fue centrifugada 5 min a 13200 rpm vy el
sobrenadante, enriquecido en tubulos de rasa gruesa ascendente del asa de Henle fue
transferido a un nuevo tubo. Se separ6 una alicuota para la cuantificaciéon de proteinas por el
método de Bradford y el remanente se utilizé para el ensayo de Western blot.

Este protocolo permite obtener suspensiones de rama gruesa ascendente del asa de Henle
de ~95% de pureza.

2.7. Cuantificacion de proteinas
La concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford (7), utilizando BSA
como estandar. Las mediciones se realizaron en placas de 96 pocillos, registrandose las lecturas

de absorbancia a 595 nm en un lector de ELISA (Spectra Max 340, Molecular Devices).

2.8. Electroforesis de proteinas en matriz de poliacrilamida

Las proteinas en la suspensiéon enriquecida de tubulos de rama gruesa ascendente del
asa de Henle fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Cada muestra se prepar6 combinando el volumen de suspension de tabulos
correspondiente a la cantidad deseada de proteina mas buffer de siembra 6x (0.375M Tris pH
6.8, 12% SDS, 60% glicerol, 0.85 M 2-mercapto etanol, 0.06% azul de bromofenol) y calentando
a 100°C por 5 min. Las mismas fueron sembradas en un gel de poliacrilamida 12%. El buffer de
corrida utilizado fue Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 0.5%, pH 8.3. La corrida electroforética
se realiz6 a 80 V por los primeros 25 min, y 100 V durante el tiempo restante.

A continuacion, el gel fue equilibrado en buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM
glicina, 20% metanol, pH 8.3). Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
previamente activada en metanol. Se empled un sistema de electrotransferencia himeda, a 30
V durante 16 hs.

2.9. Deteccién de proteina de interés y revelado

La membrana fue incubada en un buffer de bloqueo conteniendo BSA 5% en TTBS (NaCl
140 mM, KCI 3 mM, Tris 25 mM, Tween 20 0.1%) por 1 h, para evitar que los anticuerpos se unan
a sitios inespecificos.

En seguida se procedio a la incubacion de la membrana con el anticuerpo primario, anti-
claudinal9, durante 1 h. Se utilizé una dilucion 1/2000 preparada en BSA 5% en TTBS. Finalizado

este paso, la membrana fue sometida a enjuagues sucesivos con TTBS durante 30 m. Luego se
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procedi6 a la incubacién de la misma con el anticuerpo secundario, anti-lgG de cabra unido a la
enzima peroxidasa, durante 1 h. La dilucién utilizada de este anticuerpo fue 1/2000 preparado en
BSA 5% en TTBS.

El resultado de la reaccion se evidencid6 con el reactivo de deteccion de
guimioluminiscencia ECL. La sefal se obtuvo exponiendo la reaccién en placas de
autoradiografia por tiempo variable. Paso siguiente, las placas se sometieron a una fijacion

quimica.

2.10. Modelado matemético de la concentracion luminal de Na* alo largo de larama
gruesa ascendente del asa de Henle.

Este protocolo se realizé en colaboraciéon con la Dra Rosanna Occhipinti, PhD en
Matemética e Investigadora del Departamento de Fisiologia y Biofisica de la Facultad de
Medicina en CWRU.

Se desarroll6 un modelo matemético sencillo de la concentracion de Na* presente en el
lumen [Na']i a lo largo de la rama gruesa ascendente del asa de Henle siguiendo el enfoque de
Layton et al (61) y Layton y Edwards (60). El modelo se basé en las siguientes supuestos: a) el
segmento en cuestion es rigido, extendiéndose desde la base de la porcion mas externa de la
médula (x = 0) hasta el final de la region cortical del tibulo rama gruesa ascendente del asa de
Henle (x = L) y que la unién cortico-medular esta situada en X = X" (x* = 0.18cm, equivalente al
30% de la longitud total (L) del tibulo, que en nuestros experimentos es 0.6 cm); b) x es positiva
en la direccién del flujo constante (Q) a lo largo del tabulo; ¢) la concentracion de Na* en el lumen
(Q-[Na*]) varia a lo largo del tubulo dada la tasa de reabsorcién de Na* (J). Por lo tanto, la
ecuacion de conservacion de soluto para [Na*]i (luminal) a lo largo de la rama gruesa ascendente

del asa de Henle en estado de equilibrio esta dada por la ecuacion diferencial de primer orden:

Q%([Na*]i) —2ar-1, o

Donde, r: radio del tubulo.

Ya que J depende de: 1) transporte activo transcelular (Ja) mediado por el cotransportador
apical Na*-K*-2ClI" y la bomba Na*-K*-ATPasa basolateral; y 2) el transporte a través de la via

pasiva paracelular (Jp) mediada por el voltaje luminal positivo (Vim), se puede definir:
J=J,+J;, 2
Donde Ja sigue una cinética de Michaelis-Menten
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[Na"]

A= maxm’ ©))

Se asumid una velocidad maxima Tmax de 400 pmol/mm/min de manera similar a un
reporte previo (61). De esta manera se alcanza un valor de [Na*]i de ~25 mmol/L al final del
tubulo, semejante al valor fisioldgico (6). El valor de Kmn es 30 mmol/L, un promedio de los distintos
Kn para CI~ de las isoformas de NKCC2 presentes en la capa externa de la médula y en la
corteza, dado que CI™ es cotransportado obligatoriamente con Na* y es el ibn limitante para la

reabsorcion de este ultimo.

Jp sigue la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK)

3 -p PV ([Na*]i ~[Na*], exp(-FV,, / RT)J_ @

Na" RT 1-exp(-FV,_/RT)

Donde: Pna* F, R, T tienen el mismo significado previamente descripto. [Na*], es la concentracion
de sodio intersticial. Como [Na*], depende del transporte y Ja decae exponencialmente,
asumimos que [Na*], decae exponencialmente a partir de la concentracion basolateral inicial de
Na* ([Na*]o,niciar) (€N X=0) a su concentracion intersticial final ([Na*]o.ina)), alcanzada en (x = L), de

acuerdo a la ecuacion

[Na'], = ([Na+]o,initial _[Na+]o,ﬁnal)exp(_X/0'05) +[Na+]o,ﬁnal' Q)

Considerando que la osmolalidad en la capa externa de la médula es aproximadamente
350-400 mOsm/kg HO (42), se tom6é 175 mmol/L como valor de [Na*]einiia. EN la corteza,
basandonos en los experimentos realizados en esta tesis, la osmolalidad es de 290 mOsm/kg de
H20O y por ende, se tomé 140 mmol/L como valor de [Na*]ofina. Dada la alta tasa de perfusion en
la corteza, [Na*], alcanza su valor minimo de 140 mmol/L ([Na*]ofina)) €N la unién corticomedular
(en x = X"). El valor de la tasa constante 1, considerada 0.03, garantiza que [Na'], alcance su

valor minimo de 140 mmol/L en x* = 0.18cm (30% de la longitud total del tubulo).

Finalmente, se asumio el voltaje luminal positivo, Vm, esta influenciado tanto por el

transporte activo como pasivo. Por lo tanto, se determiné:

V, =V, +dV,, (6)
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Dado que el componente activo del voltaje Va, se debe al transporte activo Ja, y que este
sigue una cinética de Michaelis-Menten, se asumié que Va también sigue una cinética de este

tipo, de acuerdo a la ecuacion:

_ [Na']

A = Vinitial m , (7)

Con un Kn,igual al de Ja, y un voltaje luminal positivo maximo (Vmax) de 10 mV medido al comienzo

del tubulo donde Ja esta estimulado al maximo.

El componente pasivo del voltaje, Vp, esta dado por la ecuacion de Nernst

3 RT [Na"],
V, =2.303 = IOgm([Na*]i J (8)

Dado que en el modelo no se incluy6 CI7, su efecto sobre Vm, y en particular sobre el
componente pasivo del voltaje, Ve, fue compensado introduciendo un factor de correccion a. La
eleccion del factor de correccion se hizo con la siguiente logica: en nuestros experimentos de
potencial de dilucién, si Na* fuera el Gnico ion permeable, e hiciéramos un andlisis utilizando la
ecuacion de Nernst considerando las concentraciones 142 mmol/L para [Na*']iy 32 mmol/L para
[Na*]o (que son las que se utilizaron en los protocolos de potencial de dilucion), calculariamos un
voltaje de ~-40 mV. Sin embargo, experimentalmente, el voltaje que medimos y calculamos con
la ecuacion de GHK (considerando ademas los valores de 134 mmol/L para [CI7]i y 24 mmol/L
para [Cl ], utilizados), fue ~-11 mV ya que CI~ también es permeable con una selectividad Na*/ClI~
de ~2. Entonces el a es calculado como el radio entre el voltaje calculado por GHK para Na* and
CI, Vprk, Y €l predicho para Na* solamente con la ecuacion de Nernst, Vpnemst. El valor de a

calculado es 0.28, y la ecuacion es la siguiente:

P _.[Na‘],.+P. [CI].
2.303RT|0910( = +]°‘ ol ]"J
Voo _ F P,..[Na']l.+P_ [CI'],. a
\% ernsf Na+ * |
PNermst 2.303R" jog,, INa'],..
F [Na'};.

Donde [Na']i» = 142 mmol/L, [Na*]o» = 32 mmol/L, [CI7]i» = 134 mmol/L, and [Cl ]o» = 24 mmol/L.
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Asumiendo que [Na*]i = 175 mmol/L al principio del tubulo (x = 0), r = 10 um y Q = 10
nL/min, la ecuacién diferencial inicial (1) se resolvié utilizando el software Matlab usando la

herramienta para resolucion de ecuaciones diferenciales “stiff’, ode15s.

Se realizaron cuatro simulaciones para predecir la concentracién luminal de Na* al final
del tibulo bajo las siguientes condiciones: 1) control; 2) considerando los efectos del NO sobre
la via paracelular unicamente; 3) considerando el efecto del NO sobre las via transcelular
Unicamente, y 4) considerando el efecto de NO sobre las vias paracelular y transcellular

combinadas.

Para la simulacion de la condicion control se utilizaron los valores del Pna* y Pci obtenidos
experimentalmente en este trabajo y un a = 0.28. A continuacion, el efecto de NO sobre la via
paracelular inicamente fue simulado asignando los valores de Pna* y Pcr calculados en presencia
de L-arginina y un a = 0.22. El efecto de NO sobre la via transcelular tnicamente fue simulado
reduciendo el valor de Tmax un 30%, es decir Tmax = 280 pmol/mm/min, asignando los valores de
Pna® y Par utilizados para el caso control y un a = 0.28. Finalmente, el efecto de NO sobre ambas
vias combinadas se simulo reduciendo el valor de Tmax un 30%, asignando valores de Pna*, Pcr
y a iguales a aquellos utilizados en la simulacién en la que testeamos el efecto de NO sobre la

via paracelular Gnicamente.

2.11. Estadistica

Para los experimentos de resistencia, potenciales de dilucion y Pna'/Pci utilizamos el
programa de andlisis estadistico GraphPad Prism 6 y aplicamos el test de Student para
experimentos apareados. Para el andlisis estadistico de las permeabilidades absolutas Pna* y
Pci se utilizé el método de bootstrapping para muestras no apareadas a partir de l0s Pna'/Pcr y
Rt obtenidos. En todos los casos, los resultados se presentan como los promedios + SEM. Se

consider6 como significativo un valor de p<0.05.
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Resultados



Objetivo A
Estudiar los efectos del NO sobre el radio de permeabilidad Na*/Cl (Pna+/PcL),
medida de permeselectividad paracelular, en tabulos aislados provenientes de
rama gruesa ascendente del asa de Henle de rata y la cascada de sefalizacién

involucrada.

1. Efecto del NO sobre permeselectividad paracelular en la rama gruesa

ascendente del asa de Henle

1.1. Determinacion de las condiciones a utilizar durante los experimentos de potencial de
dilucion

Con el objetivo de determinar las condiciones 6ptimas para los experimentos siguientes,
evaluamos los potenciales de diluciébn generados a partir de la sustitucion de la solucion
fisiolégica del bafio lateral por otra conteniendo 16/8, 32/24, o 64/56 mM Na*/CI. Los potenciales
de dilucion fueron -13.6 + 2.2 mV (n=5), -10.8 £+ 3.0 mV (n=6), y -6.1 + 0.9 mV (n=4),
respectivamente. Los valores de Pna'/Pcr calculados fueron 2.0 + 0.2, 2.2 + 0.5,y 1.9 + 0.2.
Decidimos proceder utilizando la solucién conteniendo 32/24 mM Na*/Cl, ya que esta fue la
concentracion mas alta de NaCl a la que pudimos observar valores con menos variabilidad y que

nos permitiria apreciar luego un efecto claro de los compuestos a evaluar.

1.2. Efecto de dos dadores de NO sobre la permeselectividad de la via paracelular en
tibulos de larama gruesa ascendente del asa de Henle

Comenzamos evaluando el efecto del dador de NO esperminaNONOato a una
concentracion de 200 uM sobre el potencial de dilucion generado por el remplazo de la solucion
basolateral inicial por otra conteniendo 32/24 mM Na*/CI. Durante el periodo control, el potencial
de dilucion fue -11.1 + 2.1 mV. Luego de agregar esperminaNONOato en el bafio basolateral, el
potencial de dilucién registrado fue -6.5 + 1.6 mV, indicando una reduccion de la magnitud del
mismo de un 41.4% (Figura 9A; p<0.004; n=9). El Pna*/Pcr calculado en el periodo control fue

2.2 £ 0.4, mientras que en presencia de esperminaNONOato fue 1.5 £ 0.2 (p< 0.04).
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Figura 9. Efecto del dador de NO esperminaNONOato (SPM) sobre (A) los potenciales de

dilucién provocados por 32/24 mM Na*/Cl y (B) Pna'/Pcr calculado. Se muestran experimentos

individuales y medias con error estandar de la media (n=9).
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Se realizaron experimentos control donde se evalu6 que el tiempo no fuera una variable
gue afectara a los potenciales de dilucién. Durante el periodo control 1 el potencial de dilucion
fue -10.8 = 3.0 mV, y durante el periodo control 2 fue -8.8 + 2.6 mV (Figura 10; n=6). No se
encontraron diferencias significativas. Estos resultados sugieren que el NO regula la

permeselectividad paracelular.
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Figura 10. Efecto de la variable tiempo sobre los potenciales de dilucion provocados por 32/24
mM Na*/Cl". Se muestran experimentos individuales y medias con error estandar de la media
(n=6).

Para asegurar que estos resultados se debieran a las acciones del NO y no a
subproductos de la descomposicion quimica de esperminaNONOato, utilizamos un dador de NO
alternativo y quimicamente distinto, nitroglicerina (200 uM). El potencial de dilucién en el periodo
control fue -11.6 £ 1.7 mV. Tras agregar nitroglicerina, el potencial de dilucién fue -9.5 £ 1.5 mV,
indicando una reduccién de la magnitud de esta variable del 18.1% (Figura 11; p<0.02; n=5). El
Pna*/Pci calculado durante el periodo control fue 2.1 £ 0.2, mientras que en presencia de
nitroglicerina fue 1.8 = 0.2 (p< 0.025). De manera conjunta, estos resultados indican que el NO

reduce la permeselectividad de la via paracelular en la rama gruesa ascendente del asa de Henle.
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Figura 11. Efecto del dador de NO nitroglicerina (NTG) sobre (A) los potenciales de dilucion
provocados por 32/24 mM Na*/Cl'y (B) Pna'/Pci” calculado. Se muestran experimentos

individuales y medias con error estdndar de la media (n=5).

1.3. Efecto del NO producido de manera enddgena en la permeselectividad de la via
paracelular en tubulos de la rama gruesa ascendente del asa de Henle

La rama gruesa ascendente del asa de Henle produce NO a partir de L-arginina. Por esto,
decidimos evaluar si los efectos inhibitorios observados con los dadores de NO ocurren con el

NO producido de manera enddgena. Durante el periodo control, el potencial de dilucion fue -11.0
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+ 1.7 mV. Cuando se agreg0 L-arginina (0.5 mM) para estimular la produccién de NO, el potencial
de dilucién registrado fue -8.0 = 1.0 mV (Figura 12; n=6; p<0.03), evidenciando una reduccion
del mismo de este pardmetro del 27.3%. El Pna'/Pcr calculado fue 2.0 + 0.2 en el periodo control

y 1.6 £ 0.1 tras la adicion de L-arginina (p<0.05).
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Figura 12. Efecto de L-arginina (L-arg) sobre (A) los sobre los potenciales de dilucion
provocados por 32/24 mM Na*/Cl'y (B) Pna'/Pci” calculado. Se muestran experimentos

individuales y medias con error estdndar de la media (n=6).
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2. Cascada de sefializacion mediando los efectos observados del NO sobre la via
paracelular de la rama gruesa ascendente del asa de Henle

La mayoria de las acciones del NO en tubulo proximal (34, 97, 113) y rama gruesa
ascendente del asa de Henle (23, 27) estan mediadas por GMPc, por lo tanto decidimos evaluar
si este segundo mensajero esta participando en sus efectos sobre Pna'/Pci. Encontramos que
durante el periodo control, el potencial de dilucién fue -13.4 + 2.9 mV, y en presencia del analogo
permeable de GMPc, dibutiril-GMPc (500 puM), el potencial de dilucién fue -7.5 + 1.8 mV,

evidenciando una reduccién de dicho parametro del 44% (Figura 13; p< 0.02; n=6).
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Figura 13. Efecto del segundo mensajero GMPc sobre los potenciales de dilucion provocados
por 32/24 mM Na*/Cl. Se muestran experimentos individuales y medias con error estandar de

la media (n=6).

El GMPc puede activar dos mediadores posteriores en la cascada de sefiales, PKG (80)
y fosfodiesterasa 2 (82). Por lo tanto, analizamos a continuacion cuél de ellos esta involucrado
en las acciones del NO en nuestro modelo.

Primero estudiamos el efecto del inhibidor de PKG, KT5823 (4 uM). Durante el periodo
control, en presencia de KT 5823, el potencial de dilucién fue -8.6 £ 0.1 mV. Cuando
esperminaNONOato fue agregada, el potencial de diluciéon fue de -7.1 £ 0.9 mV, sin mostrar

diferencias significativas (Figura 14, n=6).
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Figura 14. Efecto de esperminaNONOato sobre los potenciales de dilucion provocados por

32/24 mM Na'/CI en presencia del inhibidor de PKG dependiente de GMPc, KT5823. Se

muestran experimentos individuales y medias con error estandar de la media (n=6).

Adicionalmente, realizamos experimentos control para descartar que KT5823 afectara los
potenciales de dilucion por si mismo. Durante el periodo control, el potencial de dilucion fue -12.1
+ 2.6 mV, y en presencia de KT5823 fue -11.9 + 2.6 mV (Figura 15; n=4).
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Figura 15. Efecto del inhibidor de PKG dependiente de GMPc, KT5823, sobre los potenciales
de dilucién provocados por 32/24 mM Na*/Cl. Se muestran experimentos individuales y medias

con error estandar de la media (n=4).
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No hubo diferencias significativas entre el periodo control y el de tratamiento, indicando

gue el inhibidor empleado no tiene efectos sobre la via paracelular.

A continuacién evaluamos el efecto del inhibidor especifico de fosfodiesterasa 2,
BAY60-7550 (10 uM). El potencial de dilucion del periodo control en presencia de BAY60-7550
fue -7.0 £ 0.5 mV. Tras la adicion de esperminaNONOato (200 pM), el potencial fue de -4.1 £ 0.5
mV (Figura 16; n=6; p<0.005), evidenciando una reduccién del 41.4%.

BAY60-7550 (10 pM)
BAY60-7550 (10 uM) + SPM (200 uM)

Potencial de diluciéon (mV)

p<0.005

_10 -
Figura 16. Efecto de esperminaNONOato sobre los potenciales de dilucion provocados por

32/24 mM Na'/Cl" en presencia del inhibidor de fosfodiesterasa 2, BAY60-7550. Se muestran

experimentos individuales y medias con error estandar de la media (n=6).
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A manera de control, evaluamos si BAY60-7550 tenia algun efecto por si mismo sobre
los potenciales de dilucion. En el periodo control, el potencial de diluciéon fue -12.1 + 1.6 mV.
Luego de agregar el inhibidor de fosfodiesterasa 2, el potencial de dilucion fue -11.5 + 1.1 mV.
(Figura 17; N=4). No se encontraron diferencias significativas entre el control y el tratamiento,

descartando que BAY60-7550 tuviera un efecto per se sobre la variable medida.

0 Control BAY60-7550 (10uM)

S
E
c -5=
©
o
=
T .10+ p
o } E
-
©
g -15 4
2
o
o

_20 -

Figura 17. Efecto del inhibidor de fosfodiesterasa 2, BAY60-7550, sobre los potenciales
de dilucién provocados por 32/24 mM Na*/Cl. Se muestran experimentos individuales y medias

con error estandar de la media (n=4).

Estos resultados indican que PKG estd mediando los efectos del NO sobre la via
paracelular, basandonos en el hecho de que el efecto del NO fue prevenido en presencia de
inhibidor de PKG. En contraste, cuando utilizamos un inhibidor de fosfodiesterasa 2, el efecto del

NO sobre el potencial de dilucidn igual tuvo lugar.
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Objetivo B

Analizar los efectos del NO sobre la resistencia transepitelial de dichos tubulos.

1. Efecto del NO de produccion enddgena sobre la resistencia transepitelial en

tubulos de larama gruesa ascendente del asa de Henle

Es posible que las permeabilidades cambien sin generar un impacto sobre las
propiedades eléctricas de la via paracelular, por eso decidimos estudiar el efecto de NO sobre la
resistencia transepitelial. Para ello, medimos este parametro en tlbulos aislados de la rama
gruesa ascendente del asa de Henle y como se ve afectado en presencia del NO. Actualmente
no hay evidencia bibliogréfica de los valores basales de la Rt en este segmento.

La Rt ese determin6 midiendo la diferencia de voltaje proximal y distal generadas por una
inyeccién de corriente en presencia o ausencia de L-arginina. Durante el periodo control la Rt fue
7722 £1554 ohm-cm, y 6318 + 1757 ohm-cm luego de agregar L-arginina para estimular la
produccion enddégena de NO (Figura 18, n=10, p<0.05).
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Figura 18. Efecto de L-arginina sobre la resistencia transepitelial especifica en la rama gruesa
ascendente del asa de Henle. Se observan experimentos individuales y medias con error

estandar de la media (n=10).

Para confirmar que el efecto de la L-arginina sobre la Rt se debiera al NO, repetimos esta
medicion en presencia del inhibidor de NOS, L-NAME. El valor de la Rt obtenido en el periodo
control (L-NAME solo) fue 7924 + 1964 ohm-cm. Al agregar L-arginina en presencia de L-NAME,
la Rt fue 8463 + 1725 ohm-cm. No se encontraron diferencias significativas entre las dos
condiciones (Figura 19, n=6). El L-NAME bloque6 la habilidad de la L-arginina de disminuir la
resistencia transepitelial, sugiriendo que el NO es el mediador de los efectos de la L-arginina. Se
realizaron experimentos control donde corroboramos que el L-NAME per se no tiene efecto sobre
la Rt.
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Figura 19. Efecto del inhibidor de la NOS, L-NAME, sobre la resistencia transepitelial
especifica. Se observan experimentos individuales y medias con error estandar de la media
(n=6).
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2. Efecto del GMPc sobre Rt

Investigamos el efecto del GMPc sobre la resistencia transepitelial utilizando db-GMPc
en este segmento. Durante el periodo control, el valor de la Rt fue 7592 + 1470 ohm-cm. Tras
agregar db-GMPc, la misma disminuy6 a 4796 + 847 ohm-cm (Figura 20, n=10, p<0.04).
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Figura 20. Efecto del db-GMPc sobre la resistencia transepitelial especifica. Se observan

experimentos individuales y medias con error estandar de la media (n=10).
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Objetivo C

Evaluar los efectos del NO sobre la permeabilidad absoluta de Na* y CI-.

1. Efecto del NO sobre las permeabilidades absolutas de Na* y ClI- en tubulos de la

rama gruesa ascendente del asa de Henle.

1.1. Medicién de potenciales bi-iénicos utilizando un dador de NO.

Nuestro primer acercamiento al estudio de las permeabilidades absolutas de Na*y CI
consistié en llevar a cabo experimentos de potenciales bi-ibnicos. En estos experimentos se
utilizan soluciones donde el Na* 6 el ClI son reemplazados por N-metil-D-glucamina* (NMDG) 6
gluconato, respectivamente, y se miden los potenciales generados tras establecer un gradiente

de concentracion para dicha molécula entre el lumen y el bafio basolateral.

El principio detras de este experimento es el siguiente. Tomando como ejemplo el
experimento de reemplazo de Na*, si bien en el lumen la concentracion de NMDG era mucho
mayor que en el bafio basolateral (~142 vs 32 mM), lo cual favoreceria su pasaje, nuestra
prediccion era que la permeabilidad de una molécula con el peso molecular del NMDG deberia
ser extremadamente baja, y su contribucién al voltaje medido seria despreciable. Si esto fuera
asi, entonces el potencial bi-iénico obtenido seria primordialmente debido al pasaje de ClI, y por
lo tanto podriamos realizar un analisis utilizando la ecuacion de Nernst para determinar su
permeabilidad absoluta (en presencia y ausencia de NO). Sin embargo, cuando realizamos este
experimento, encontramos que el potencial bi-idbnico bajo condiciones control fue -5.2 £ 1.0 mV
y-7.4 + 2.3 mV en presencia de esperminaNONOato (n=6; sin diferencias significativas). No s6lo
no se encontraron diferencias significativas, sino que ademas la magnitud de los potenciales
obtenidos fue mucho menor de lo pronosticado por el andlisis de Nernst asumiendo que la
permeabilidad de CI seria predominante por sobre la del NMDG y el Na*. Lo mismo ocurrié
cuando repetimos el experimento utilizando una solucion donde el CI fue reemplazado por
gluconato". El potencial bi-i6nico fue -5.1 + 1.6 mV durante el periodo control y -4.1 + 1.4 mV en
presencia de esperminaNONOato (n=3; sin diferencias significativas). Estos resultados sugieren
gue el NMDG Yy el gluconato™ son capaces de transitar libremente por el espacio paracelular y no

son Utiles para la medicién de las permeabilidades absolutas. Por este motivo decidimos emplear
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una estrategia alternativa: es posible calcular los valores absolutos de Pna"y Pc a partir de
Pna/Pcr vy Rt.

1.2. Efecto del NO producido de manera endégena sobre Pna"y Per

El segundo acercamiento para poder dilucidar el efecto de NO sobre las permeabilidades
absolutas, consistié en la aplicacion de la ecuacion simplificada de Kimizuka-Koketsu (52, 55),
detallada en la seccién 2.5 de Materiales y Métodos. Para esto se necesitan los datos
experimentales de Pna'/Pc y Rt. Como estas dos variables se estudian en animales distintos,
decidimos repetir las mediciones de potencial de dilucién y célculos de Pna*/Pcr en presencia o
ausencia de L-arginina para que fueran contemporaneas de los experimentos de Rt y eliminar

asi variabilidad extra.

Durante el periodo control, el potencial de dilucién fue -11.0 + 1.1 mV. Luego de la adicién
de L-arginina en el bafio basolateral, el potencial de dilucion fue -9.0 + 1.3 mV (Figura 21, n=9,
p< 0.05). El Pna'/Pcr calculado fue 2.0 £ 0.2 durante el periodo control y 1.7 £ 0.1 en presencia

de L-arginina (p< 0.04).
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Figura 21. Efecto de la L-arginina (L-arg) sobre (A) los potenciales de diluciéon provocados por
32/24 mM Na*/Cl'y (B) Pna'/Pcr calculado. Se observan experimentos individuales y medias

con error estandar de la media (n=9).
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Con los datos de Pna'/Pcr y los de Rt, procedimos entonces a calcular las permeabilidades
absolutas. Encontramos que durante el periodo control, los valores de Pna" y P calculados
fueron 3.52x 10°+ 0.2 x 10°cm/sy 1.81 x 10° £ 0.1 x 10° cm/s, respectivamente. En presencia
de L-arginina, Pna" fue 6.65 x 10° + 0.69 x 10° cm/s (p<0.0001 vs Pna* control) y Pe 3.97 x 10°
+ 0.44 x 10° cm/s (Figura 22, p<0.0001 vs P¢i control). Estos resultados sugieren que el NO
provoca un aumento de Pna" Yy Pcr, pero que el aumento de Pc seria aun mayor. Esto es
consistente con los resultados obtenidos previamente que indicaban que el NO disminuye el valor
de Pna*/Pcr.

p<0.0001

p<0.0001

5

Permeabilidad absoluta x 10 (cm/s)

Control L-arg
(0.5m M)

Figura 22. Efecto de L-arginina (L-arg) sobre las permeabilidades absolutas de Na* (Pna") y CI

(Pcr). Se observan experimentos individuales y medias con error estandar de la media (n=50).

2. Efecto del GMPc sobre Pna*y Pcr

Como previamente demostramos que el segundo mensajero en la cascada de
sefializacion del NO es el GMPc, decidimos calcular su efecto sobre las permeabilidades
absolutas a partir de los datos de Rt y Pna'/Pci. Como los experimentos de resistencia y
potenciales de dilucién fueron realizados en distintos animales y espaciados en tiempo,
decidimos repetir el protocolo de potencial de dilucion y célculo de Pna*/Pcr. Encontramos que

durante el periodo control, el potencial de dilucion fue -9.8 + 1.0 mV, y en presencia del analogo
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permeable del GMPc, dibutiril-GMPc (500 uM), el potencial de dilucién fue -7.5 £ 1.1 mV (Figura
23A; p< 0.02; n=6). El Pna*/Pcr calculado fue 1.8 £ 0.1 en el periodo control y 1.6 + 0.1 luego del
tratamiento con dibutiril-GMPc (Figura 23B, n=6, p<0.03).
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Figura 23. Efecto del segundo mensajero, GMPc, sobre (A) los potenciales de dilucion
provocados por 32/24 mM Na*/Cl'y (B)Pna'/Pci” calculado. Se observan experimentos

individuales y medias con error estdndar de la media (n=6).
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Con estos datos calculamos entonces el efecto de db-GMPc sobre Pna' y Por , de la
misma manera que lo hicimos para el NO. Durante el periodo control, Pna" y Pcr fueron 4.58 x
10° + 0.80 x 10° cm/s y 2.66 x 10° + 0.57 x 10° cm/s, respectivamente. Luego del tratamiento
con db-GMPc, dichos valores incrementaron a 9.48 x 10° + 1.63 x 10° cm/s (p<0.007 vs Pna*
periodo control) y 6.01 x 10° + 1.05 x 10° cm/s (p<0.005 vs P¢ periodo control), respectivamente
(Figura 24, n=50).
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Figura 24. Efecto del db-GMPc sobre las permeabilidades absolutas de Na* (Pna*) y CI* (Pcr).

Se observan experimentos individuales y medias con error estandar de la media (n=50).
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Objetivo D
Determinar si la proteina claudina-19 esta involucrada en el efecto del NO sobre
la permeselectividad de la via de transporte paracelular en la rama gruesa
ascendente del asa de Henle.

Participacion de claudina-19 en las acciones del NO sobre la via paracelular en la

rama gruesa ascendente de asa de Henle.

La claudina-19 se expresa en el asa de Henle. Particularmente en la rama gruesa
ascendente, esta proteina formaria un poro selectivo de cationes (2, 46, 49). A diferencia de las
otras claudinas que se expresan en este segmento, la claudina-19 patrticipa en la formacién de
una variedad de poros (claudina-19/claudina-19, claudina-19/claudina-3, y complejos claudina-
16/claudina-19 y/o claudina-3/claudina-16/claudina-19) y por lo tanto representa un buen blanco
para un primer acercamiento al estudio del efector o de los efectores de las acciones de NO
sobre la via paracelular (si se bloquea claudina-19 se pueden afectar multiples poros). Ademas,
a la fecha, la claudina-19 es la Unica que tiene un anticuerpo comercial dirigido a uno de sus
dominios extracelulares. Esta caracteristica era una condicién necesaria para realizar los

experimentos de potencial de dilucion en tubulos aislados y perfundidos.

Este protocolo siguié el mismo disefio experimental general descripto en la seccion de
Métodos, pero se realizo en presencia constante de un anticuerpo anti-claudina-19 (1/200) o anti-
proteina Tamm Horsfall (control) en la solucién de perfusion. En el periodo de tratamiento se
agregé NO (de manera exdgena o facilitando su produccion endégena). El anticuerpo anti-
claudina-19 utilizado esta dirigido especificamente contra un epitope de un dominio extracelular
de claudina-19. La proteina Tamm-Horsfall estd presente Unicamente en el lumen de la rama
gruesa ascendente del asa de Henle y es utilizada como marcador de localizacién de este

segmento.

El potencial de dilucién en el periodo control, donde solo el anticuerpo anti-claudina-19
estaba presente, fue -12.7 + 2.1 mV. Al agregar esperminaNONOato en presencia del anticuerpo,
el potencial de dilucion fue -12.9 + 2.4 mV (Figura 25A; n=6; sin diferencias significativas).
Cuando el anticuerpo bloqueé el loop extracelular de claudina-19, el efecto del NO sobre la
permeselectividad desaparecio, sugiriendo que dicha proteina tiene un rol n las acciones de NO
sobre la via paracelular. Este fendmeno no se observé cuando realizamos este experimento en

presencia continua del anticuerpo anti-Tamm Horsfall. Durante el periodo control (anticuerpo
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solamente), el potencial de dilucion fue -9.7 £ 1.0 mV. Al agregar esperminaNONOato en
presencia del anticuerpo anti-Tamm Horsfall, el potencial de dilucion fue -6.3 + 1.1 mV (Figura
25B, p<0.006, n=6). Estos datos demuestran que claudina-19 participa de las acciones de NO

sobre la via paracelular.
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Figura 25. Efecto del NO exdgeno sobre (A) los potenciales de dilucién en presencia de un
anticuerpo anti-claudina-19 6 (B) anti-proteina Tamm Horsfall. Se observan experimentos

individuales y medias con error estandar de la media (n=6 para cada caso).
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Para los experimentos con NO producido de manera enddgena, se agregd L-arginina
(sustrato de NOS). Durante el periodo control (s6lo el anticuerpo anti-claudina-19 estaba
presente), el potencial de dilucién fue -10.1 = 0.9 mV. Luego del tratamiento con L-arginina (500
MM) en presencia del anticuerpo, el potencial de dilucion fue -10.1 + 1.0 mV (Figura 26, n=9), sin

diferencias significativas.

Ab Ab anti-claudina-19
anti-claudina-19 +L-arg (0.5m M)

ol d :

Dilution potential (mV)

-15 =

Figura 26. Efecto de la L-arginina (L-arg) sobre los potenciales de dilucion en presencia de un
anticuerpo anti-claudina-19. Se observan experimentos individuales y medias con error

estandar de la media (n=9).

Para asegurarnos de que el anticuerpo anti-claudina-19 empleado estuviera
efectivamente uniéndose a la proteina claudina-19 presente en nuestros tubulos, realizamos
Western blots. Para esto obtuvimos suspensiones enriquecidas de tlbulos de la rama gruesa
ascendente del asa de Henle como se describi6 en la seccién de Métodos, medimos el contenido
de proteinas y sembramos un control negativo, un control positivo y concentraciones crecientes
de dicha suspension de tubulos en un gel de poliacrilamida. Los controles consistieron de un
lisado de células HEK293T con (positivo) o sin (negativo) un plasmido de sobreexpresion de
proteina claudina-19.

Luego de la corrida electroforética y la transferencia, procedimos a revelar el resultado en
placas radiogréaficas. Detectamos la proteina de interés en las muestras de rama gruesa

ascendente del asa de Henle, representada por una doble banda a la altura de la linea de peso
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molecular de ~23 kDa. La misma doble banda fue identificada en el control positivo, y no asi en

el control negativo (Figura 27).

~23kDa — "m " - m

-ctrl  +ctrl 30 7.5
10 ug ug de suspensionde
tubulos

Figura 27. Deteccion de claudina-19 en suspensiones enriquecidas de rama gruesa
ascendente del asa de Henle con el anticuerpo previamente utilizado en los experimentos de

potencial de dilucion.

Estos datos nos permiten concluir que las acciones de NO sobre la
permeselectividad paracelular de la rama gruesa ascendente del asa de Henle estan mediadas

por un poro en el que la claudina-19 esta presente.
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Objetivo E
Analizar el efecto del NO sobre la reabsorcion paracelular de Na* a través de un

modelo matematico utilizando los resultados hallados en nuestros experimentos.

Modelado matemaético de la hipétesis

Los cambios en las permeabilidades de Na* y CI' causados por el NO podrian cesar el
efecto inhibitorio de este compuesto sobre el transporte transcelular incrementando el flujo de
NaCl a traves de la via paracelular 6 aumentar el efecto inhibitorio reduciendo la reabsorcion a
través de esta via. Para poder contestar esta pregunta, disefiamos un modelo matematico para
predecir el efecto de NO sobre la concentracién luminal de Na*. Los valores considerados para
cada parametro fueron los presentados experimentalmente en este proyecto y otros previamente
reportados. Las Figuras 28, 29 y 30 muestran las predicciones del modelo en funcion de la
longitud del tubulo considerando los efectos de NO sobre la via paracelular solamente o sobre
las vias paracelular y transcelular combinadas.

En la condicion control en ausencia del NO, la concentracion luminal de Na* cayo6
exponencialmente a 22.4 mM al final de la rama gruesa ascendente del asa de Henle. Cuando
se considero el efecto del NO sobre la via paracelular solamente, la reabsorcién de Na* aumenté
en el primer tramo del segmento, pero hacia el final del tubulo la concentracion de Na* fue de
33.9 mM, mucho mayor que en la condicion control. Al considerar el efecto de NO sobre la via
transcelular Unicamente, la concentracién luminal de Na* fue 46.2 mM, y al tener en cuenta su

efecto sobre ambas vias de reabsorcion (paracelular + transcelular) combinadas, 52.5 mM.
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Figura 28. Modelo matematico del efecto del NO sobre la concentracion luminal de

sodio a lo largo del tibulo de rama gruesa ascendente del asa de Henle.
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Figura 29. Simulacién del efecto delfr NO sobre el valor de Jr (componente paracelular del

transporte) a lo largo del tibulo de rama gruesa ascendente del asa de Henle.
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Figura 30. Simulacién del efecto del NO sobre el valor de Vi (voltaje luminal) a lo largo del
tubulo de rama gruesa ascendente del asa de Henle.
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Como se menciond en la introduccion, el NO reduce la reabsorcion transepitelial neta de
NaCl (88, 91) y la actividad del cotransportador Na*/K*/2Cl" (85) en la rama gruesa ascendente
del asa de Henle. Sin embargo, sus efectos sobre la ruta paracelular, que es responsable de
hasta el 50% de la reabsorcién de Na*, se desconocen. Nuestra hipotesis inicial era que el NO
reduce la selectividad de la via paracelular de absorcién a Na*, disminuyendo el transporte
de dicho soluto, y estos efectos estan mediados por claudina-19.

El punto de partida para abordar nuestra hipétesis, fue estudiar los efectos del NO sobre
la selectividad de la ruta paracelular midiendo potenciales de dilucion y calculando el radio de
permeabilidad Na*/Cl'. Los potenciales de diluciéon son producto del movimiento de los iones a
través de las uniones estrechas intercelulares a favor del gradiente de concentracién. El mismo
depende de la selectividad de carga y el impedimento estérico del espacio paracelular.

En nuestros experimentos encontramos que Pna*/Pci era ~2 bajo diferentes condiciones
y que no cambio significativamente con el tiempo. Nuestro resultado es comparable con otros
publicados previamente e indica que la via paracelular en la rama gruesa ascendente del asa de
Henle es mas selectiva para Na* que para Cl- por un factor de 2 (9, 28, 40).

El hecho de que Pna'/Pc se mantuviera estable a lo largo del tiempo indica que la
viabilidad celular se sostuvo durante la totalidad del protocolo experimental. Esto es consistente
con datos previos de nuestro laboratorio que demuestran que los tabulos de la rama gruesa
ascendente del asa de Henle aislados y perfundidos son viables por 85-90 minutos (80, 82, 90,
100).

Nuestros datos demuestran que el dador de NO esperminaNONOato disminuye la
magnitud del potencial de dilucion y el Pna*/Pcr calculado. Un efecto similar se observé al utilizar
nitroglicerina. El hecho de que dos dadores de NO quimicamente diferentes redujeran Pna*/Pcr
de manera semejante, representa una fuerte evidencia de que el efecto observado fue debido al
NO y no a un subproducto de metabolismo/degradacion alguno de esos compuestos. El efecto
inhibitorio de la esperminaNONOato fue mayor pese a haber utilizado concentraciones
equimolares de ambos dadores de NO, y esto puede explicarse por el hecho de que mientras
gue este compuesto espontaneamente comienza a degradarse liberando NO con una vida media
de 40 minutos en solucién acuosa, la nitroglicerina necesita ser metabolizada para producir NO.
La concentracion utilizada de esperminaNONOato produce una concentracion de NO de
alrededor de 1.6 uM. Este valor esta comprendido dentro del rango fisiolégico de NO previamente
reportado para la médula renal, 0.6 to 9 uM (51, 124).

Los resultados observados utilizando NO agregado de manera exdgena, sumado al

hecho de que la rama gruesa ascendente produce NO, nos llevo a evaluar si el mismo efecto
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podia observarse con NO producido de manera enddégena a partir de arginina agregada al medio,
por accion de la NOS. En efecto, el NO enddgeno disminuyé significativamente los potenciales
de dilucién y los Pna*/Pcr.

Cabe aclarar que en todos los protocolos se utilizaron soluciones libres de L-arginina en
el lumen y en el bafio basolateral, y solo se agregé el precursor para la biosintesis de NO (o los
dadores de NO) durante la etapa de equilibrio en el bafio basolateral. Esto se debe a que los
transportadores de aminoacidos cationicos que movilizan L-arginina hacia adentro de la célula
también pueden expulsarla hacia afuera de ella si el gradiente favorece su salida. Debido a que
el bafio basolateral estaba siendo intercambiado constantemente, la concentracion de L-arginina
en el mismo era ~0, favoreciendo su expulsién de la célula. Al agregar L-arginina a la solucion
del bafio, la produccion de NO comienza ya que NOS esta siendo activada por el flujo y ahora
tiene el sustrato que faltaba (84).

Nuestro descubrimiento de que la adicion de L-arginina en el bafio reduce Pna*/Pcry la
conclusioén de que esto se debe al NO se basa en un trabajo publicado anteriormente por nuestro
grupo que demuestra que: 1) L-arginina estimula la produccién de NO (81); 2) L-arginina inhibe
la reabsorcion neta de NaCl y que este efecto desaparece al tratar con el inhibidor de NOS, L-
NAME; 3) D-arginina no tiene el mismo efecto que L-arginina sobre la reabsorcién neta de NacCl
(92). Si fuera la L-arginina per se en vez del NO la que afecta la ruta paracelular en nuestros
experimentos, su efecto también habria sido evidente en los experimentos de medicién de
reabsorcién neta de NaCl, pero no habria sido bloqueado en presencia del L-NAME y la D-
arginina posiblemente habria tenido un efecto similar al de la L-arginina.

La concentracion de L-arginina en la médula externa del rifidn no ha sido claramente
determinada. Recientemente se publicd un reporte que sugiere que su concentracién en rifion
total puede llegar a ser de hasta 0.5 mM (103). Tomando dicho valor como referencia, uno
esperaria que la concentracion de L-arginina en la médula externa sea considerablemente mas
alta, y por lo tanto, la concentracion utilizada en nuestro experimento (0.5 mM) se aproxima a los
niveles fisiologicos (86).

En nuestro disefio experimental el flujo luminal sirve como estimulo para la produccion
de NO (84, 86). En el nefrén, dicho flujo no es estatico, sino que oscila (19, 44, 98), y en algunos
segmentos hasta puede detenerse periddicamente (19, 98). En consecuencia, es posible que la
via de sefalizacién del NO también oscile, y aunque el efecto de NO presumiblemente esta
presente todo el tiempo, quizas sea variable.

Si bien nuestro laboratorio previamente demostré que el NO inhibe la reabsorcion activa,

transcelular de NaCl (24, 85, 92), la misma presumiblemente tendria un efecto despreciable
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sobre los potenciales de dilucion dada la naturaleza de nuestro disefio experimental. La dilucion
de NaCl se hizo en el bafio basolateral en lugar de en la solucién de perfusion, para que la
actividad del cotransportador Na*/K*/2CI" no disminuyera y, en caso, de verse afectada, lo que
observariamos seria un aumento. Esto ultimo llevaria a una subestimacion del verdadero
potencial de dilucién, por lo que podriamos decir que nuestro disefio es conservador. De todos
modos, los Pna/Pcr calculados son consistentes con los descriptos en la bibliografia (9, 28, 39,
40).

Los datos obtenidos con esperminaNONOato, nitroglicerina y L-arginina indican que NO
regula Pna* Y Pc de manera diferencial, pero no proveen informacién acerca de cémo las
permeabilidades absolutas estan afectadas por este compuesto. Las mismas pueden resolverse
a partir de la ecuacién de Kimizuka-Koketsu, para lo cual es necesario conocer el valor de Rt.

A continuacién estudiamos el efecto del NO sobre Rt, que refleja principalmente la
permeabilidad paracelular a iones en este segmento. La Rt en la rama gruesa ascendente del
asa de Henle de rata y el efecto del NO sobre ella se desconocian hasta el momento.
Encontramos que la Rt en este segmento era de 7700 ohm-cm (~46 ohm-cm?) durante el periodo
control y que disminuy6 al agregar L-arginina. Este efecto fue bloqueado por el inhibidor de NOS,
L-NAME. Estos resultados indican que el NO induce cambios en la funcién de barrera de las
uniones estrechas intercelulares.

Los valores de Rt y de Pna*/Pci obtenidos, nos permitieron calcular las permeabilidades
absolutas de Na* y CI'. Encontramos que el NO provocé un aumento en ambas permeabilidades,
pero que el aumento de Pcr fue mayor. Este es el primer reporte mostrando que el NO tiene un
efecto sobre Pna™ ¥y Pcr en un segmento del nefrén. Como el NO tiene un efecto mayor sobre Pcr
, comparado con Pya*, su efecto sobre la via paracelular probablemente provoca una reduccién
del potencial luminal positivo generado por el transporte activo normalmente presente en la rama
gruesa ascendente del asa de Henle.

En nuestros experimentos asumimos que el cambio en Rt observado en presencia del
NO se debié a cambios en la permeabilidad iénica paracelular y no a resistencia transcelular.
Esta asuncién se basé en las siguientes lineas de evidencia:

1) En nuestros experimentos, el NO redujo el Pna*/Pcr. Esto solo puede ocurrir debido a cambios
en la via paracelular, dado que no hay conductancia a Na* o Cl en la membrana luminal de la
rama gruesa ascendente del asa de Henle;

2) Nuestro laboratorio ha demostrado previamente que dentro de la ventana temporal de nuestros

experimentos, el NO no altera la actividad de la bomba Na*/K*-ATPasa (111);
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3) Hay un reporte de Wu et al. (120) que describe un efecto inhibitorio del NO sobre el canal de
Cl de 10 pS en tabulos corticales de la rama gruesa ascendente del asa de Henle de raton.
Nuestros estudios fueron realizados en tabulos de la porcién medular de dicho segmento, por lo
cual dicho efecto no puede ser extrapolado directamente a nuestro modelo. Guinamard et al. (30)
sugieren que el canal de CI~ de 10 pS es el principal tipo de canal de CI- presente en los tubulos
corticales de rama gruesa ascendente del asa de Henle basandose en el porcentaje de
identificaciones positivas obtenidas mediante la técnica de patch-clamp. Sin embargo, ese
parametro no necesariamente se corresponde con abundancia de canales, dado que una
identificacion positiva individual mediante patch-clamp puede contener mdaltiples canales en si
misma. Ademas, dicha técnica no considera otras caracteristicas inherentes al funcionamiento
de dichos canales, como la probabilidad de apertura, regulacion, etc. Aun considerando los
porcentajes de identificacion positiva reportados para los canales de CI descriptos en los tubulos
corticales (7-9 pS and 45 pS), si calculamos la conductancia total para cada uno, observamos
gue la de los canales de 45 pS es ligeramente superior, sugiriendo que el efecto del NO sobre
los canales de 10 pS no tendria un impacto critico sobre la medicién total de la resistencia.
Adicionalmente, Winters et al. (117) reportaron un canal de CI de 80 pS en tubulos medulares
de la rama gruesa ascendente del asa de Henle, por lo tanto no queda claro si el canal de 10 pS
esta presente en esta porcion;

4) Existe escasa evidencia de que el NO puede estimular los canales de K* (ROMK) en la
membrana luminal en este segmento (67, 115). Si el NO tuviera un efecto estimulatorio sobre
ROMK e inhibitorio sobre los canales de CI- de 10 pS de manera similar al descripto en la
bibliografia, y los incorporamos a nuestros calculos de Rt, los mismos se cancelarian (por ser
opuestos) o resultarian en un cambio muy pequefio sobre dicha variable. Tanto Pna" como Per
aun aumentarian y, por lo tanto, si bien habria un sutil cambio cuantitativo, la conclusién
cualitativamente seria la misma.

La Rt calculada en nuestros experimentos se encuentra entre los valores reportados en
la bibliografia para ratén (11-50 ohm cm?) (39) y conejo (~24-35 ohm cm?) (9, 28), y aunque no
fue discutido en la seccién de resultados, lo mismo es cierto para la constante espacial A (~100
um). La diferencia entre los valores de Rt entre ratdn y rata en este segmento podria deberse a
gue son distintas especies 0 a la variabilidad entre las técnicas empleadas para calcular este
parametro.

Este proyecto es el primero en investigar si el NO regula la permeselectividad paracelular
especificamente en tlibulos aislados y perfundidos de rama gruesa ascendente del asa de Henle

(tejido nativo); adicionalmente, no existen muchas evidencias al respecto en otras partes del
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rifidn. En nuestro conocimiento, hay un solo reporte de Liang et al (64), donde se demuestra un
efecto dosis-dependiente de NO sobre la permeselectividad paracelular en cultivos de células
OK, comunmente utilizadas como modelo de células de tubulo proximal in vitro. En este estudio,
concentraciones elevadas del dador de NO, nitroprusiato de sodio, producen un incremento en
el flujo de manitol-D-3[H], peroxidacion de lipidos y una reduccién en los niveles de ATP. Dada la
larga duracion de los tiempos de incubacion que realizaron y el hecho de que los efectos fueron
revertidos por la enzima superoxido-dismutasa, no esté claro que los resultados sean debidos al
NO per se 0 a ONOO-, que resulta de la reaccion entre NO y Oz . Ademas, no midieron los
efectos del nitroprusiato sobre los valores absolutos de Pna* y/0 Pcr.

El NO puede regular la permeabilidad de la ruta paracelular en numerosos otros sistemas
fuera del rifibn. Se ha demostrado que el NO puede tanto aumentar como disminuir la
permeabilidad en células epiteliales del tracto gastrointestinal (11, 35, 36, 53, 54, 59, 99, 104,
105). La explicacién de estos resultados contradictorios no ha sido precisada, sin embargo podria
estar relacionada a la fuente de NO, y por ende a su concentracion. La mayoria de los estudios
gue involucran la activacion de NOS constitutivas (NOS-1 y NOS-3), reportan que el NO
disminuye la permeabilidad (72). En contraste, cuando la enzima NOS inducible (NOS-2) es
activada, el NO produce un incremento en la permeabilidad (11, 35, 36, 72, 105). Se sabe que
las NOS constitutivas producen niveles bajos de NO, mientras que NOS-2 es una enzima de alto
rendimiento involucrada en muchos desérdenes patofisioldgicos (21, 87). Por lo tanto, los niveles
bajos de NO producidos por las NOS constitutivas juegan un rol crucial en el mantenimiento y
regulacién de la funcién normal intestinal, mientras que defectos en la actividad de estas enzimas
0 una actividad excesiva de NOS-2 conducen a un estado inflamatorio (72).

El GMPc media los efectos del NO sobre el transporte de Na* tanto en tlbulo proximal
(34, 97, 113) como en la rama gruesa ascendente del asa de Henle (23, 27). Nuestros datos
demuestran que el analogo permeable de GMPc, db-GMPc, reproduce los efectos observados
con el NO en todas las variables evaluadas: disminuye el radio de permeabilidad Na* y CI,
disminuye la Rt y provoca un aumento en Pna* y Pcr. Esto indica que dicho segundo mensajero
esta mediando el primer paso de la cascada de sefalizacion y es consistente con datos previos
publicados por nuestro laboratorio mostrando que el NO via GMPc actian sobre la reabsorcion
neta de NaCl y sobre el transporte transcelular (82).

La magnitud de la reduccidon de los potenciales de dilucién fue mayor en presencia de db-
GMPc (comparado con el NO), posiblemente debido al hecho de que se utilizé una concentracion
relativamente alta de este segundo mensajero para asegurar un resultado visible en caso de que

hubiera un efecto.
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En la bibliografia se pueden encontrar antecedentes de cambios en la permeabilidad de
diversos tipos celulares mediados por vias dependientes de GMPc, asi como vias independientes
del mismo. Se ha demostrado de manera consistente que los niveles elevados de AMPc ayudan
a preservar la integridad de la barrera paracelular (1, 4, 123). Especificamente en el rifidn, se ha
demostrado que AMPc actia como mediador de los cambios en la permeabilidad paracelular en
tubulo proximal, lo cual conlleva a cambios en transporte (66). La relacion entre GMPc y los
cambios en la permeabilidad paracelular no estan claros, ya que niveles elevados de dicho
segundo mensajero han sido relacionados tanto con un incremento como con una disminucién
de la permeabilidad y permeselectividad en diferentes tipos celulares (18, 26, 99, 102, 108, 116)
Nuestros resultados estan en linea con reportes que indican que la cascada de NO/GMPc esta
involucrada con una disminucion de la permeabilidad en células endoteliales (18, 116), asi como
permeabilidad y permeselectividad de la barrera intestinal (99, 108). Trischitta et al demostraron
gue utilizando 8-br-GMPc, otro analogo permeable de GMPc, redujo los potenciales de dilucion
en intestino de anguila, sugiriendo que este segundo mensajero podria estar reduciendo Pna",
aumentando P¢i, 0 afectando ambos parametros en distinta proporcion/direccion. Lee et al
descubrieron que mientras que 8-br-cGMP 4 umol/L aumentd Rt en células de Sertoli, y por lo
tanto promoviendo el ensamblaje de las uniones celulares estrechas, una concentracion mayor
de entre 0.1-1 mmol/L tuvo el efecto contrario. Estos resultados indican que GMPc tiene un efecto
bifasico en el cual concentraciones bajas disminuyen la permeabilidad i6nica y concentraciones
altas la aumentan (63). En el estudio de Liang mencionado anteriormente, no queda claro si
GMPc es parte del mecanismo de accién de los efectos de NO observado en las células OK (64).
La incubacion de estas células con un inhibidor de guanilato ciclasa no pudo prevenir el
incremento en permeabilidad, pero tampoco logré abolir el incremento en los niveles de GMPc.
Estos resultados pueden estar indicando que la droga no estaba cumpliendo su rol de inhibir la
produccion de GMPc, y por lo tanto no se puede obtener una conclusion al respecto.

Los efectos del NO sobre la via paracelular en otros tipos celulares estan mediados por
PKG; sin embargo, el NO inhibe la reabsorcion de NaCl en la rama gruesa ascendente del asa
de Henle via PDE2. Por lo tanto, evaluamos cual de ambos esta mediando las acciones del NO
sobre la permeselectividad de la via paracelular en este segmento. Al utilizar un inhibidor de
PKG, el efecto del NO desaparecié. En contraste, al utilizar un inhibidor de PDE2, el NO redujo
el potencial de dilucién. Estos indica que PKG, y no PDE2 esta mediando el efecto de NO. Estos
resultados son consistentes con nuestro reporte previo de que NO reduce la reabsorcién de

bicarbonato via PKG en este segmento, pero difiere de aquel que demuestra que PDE2 media
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el efecto inhibitorio del NO sobre la reabsorcion de CI'. Otros autores han sefalado a PKG como
un mediador cascada debajo de los efectos del NO sobre la permeabilidad paracelular (63, 119).

Numerosos estudios en los Ultimos afios apuntan a la familia de proteinas claudinas como
determinantes de la selectividad de la ruta paracelular. Varios estudios demuestran que la
claudina-19 participa en la formacion de poros con selectividad de cationes y de Na* (2, 46, 49).
En este trabajo encontramos que las acciones del NO sobre la via paracelular en la rama gruesa
ascendente del asa de Henle involucran un efecto sobre los poros selectivos de las uniones
estrechas donde la claudina-19 est& presente. Dicho de otra manera, el NO actuando directa o
indirectamente sobre la claudina-19 u otra de las claudinas que se asocian con ella (claudina-16
o claudina-3) estaria alterando su estructura de manera tal que la via paracelular se vuelve
menos selectiva a Na*, y al mismo tiempo provocando un incremento en la permeabilidad
absoluta tanto de Na* como de CI-.

Esto podria explicarse a través de distintos escenarios. Una posibilidad es que el NO esté
modificando postrasduccionalmente (por ejemplo, fosforilando) a la claudina-19 y alterando las
cargas en su rulo extracelular de manera tal que el poro que conforma con la claudina en la célula
adyacente cambia en estructura (por ejemplo distancidndose y generando un espacio mas amplio
para el pasaje ibnico). Alternativamente, el NO podria estar afectando a otra claudina que esté
asociada a la claudina-19. Se sabe que claudina-16 no forma homémeros ni combinaciones
homotipicas, pro si homomeros con la claudina-19. Esto sugiere que tanto la claudina-16 como
la claudina-19 son blancos de la regulacién del NO. La claudina-3 pude formar un poro
independiente por asociacién homotipica. Seria interesante ver la proporcion de expresion de
poros independientes claudina-3/claudina-3 y aquellos de claudina-3/claudina-19 (asociacion cis,
MAs una asociacién con otra claudina-19 en la membrana adyacente). Si el NO estuviera
modificando a la claudina-3, al bloguear las acciones de claudina-19 en nuestro experimento no
nos estariamos deshaciendo de todos los poros de los cuales claudina-3 forma parte. Sin
embargo, esto estaria en linea con los resultados obtenidos experimentalmente en este trabajo
si los poros claudina-3/claudina-3 tuvieran significativamente menos expresion que los de
claudina-3/claudina-19. Mas estudios funcionales son necesarios para determinar la naturaleza
de la interaccion NO/claudinas en este segmento del nefrén.

Alternativamente, el NO podria estar mediando cambios en el patron de expresion de
claudina-3, claudina-16 o claudina-19 y alterando las propiedades de permeselectividad de las
uniones estrechas. Esto estaria en linea con evidencia en la bibliografia que describe la

participacion de la via NOS/NO en la reduccién de la expresion de claudina-5 por bradikininas en
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la barrera sangre-tumor, con una disminucion de la resistencia transendotelial (65) o por
hemoglobina en la barrera sangre-cerebro (122).

Finalmente, desarrollamos un modelo matemético simple para investigar el efecto del NO
sobre la concentracién luminal de Na* a lo largo de la rama gruesa ascendente del asa de Henle
basandonos en nuestros resultados. En el punto mas profundo de la porcion externa de la médula
renal (al comienzo del tibulo), cuando solo se considera el efecto del NO sobre la via paracelular,
el modelo predice una concentracion luminal de Na* menor (indicando que mas cantidad de Na*
esta siendo reabsorbida) comparado con la condicion control. Esto se debe a la alta tasa de
transporte transcelular que crea un voltaje luminal positivo elevado -pero al mismo tiempo un
gradiente transepitelial de Na* relativamente pequefio-, y a un incremento de la permeabilidad
causada por el NO. Sin embargo, en la ultima porcién del mismo segmento, ya en la corteza, el
modelo predice una concentracion luminal de Na* mayor (indicando que menos Na*® es
reabsorbido) en presencia de NO. Esto se debe a: 1) el transporte activo creando un alto
gradiente transepitelial de Na* que favorece su entrada al lumen desde el intersticio (reflujo); 2)
el aumento de la permeabilidad paracelular causado por NO; 3) la reduccién en Pna'/Pc que
disminuye el potencial luminal positivo (28% menor que el control al considerar el efecto del NO
sobre las vias para- y transcelular combinadas). Mientras que todas las condiciones exhiben
reflujo, al analizar Jp (componente paracelular del transporte), podemos observar que al tener en
cuenta el efecto de NO sobre la via paracelular anicamente el reflujo mas temprano y mas
pronunciado durante la longitud restante del tubulo, consistente con la reduccion en Pna*/Pcr.

Cuando el efecto del NO en ambas vias de transporte, trans- y paracelular- son
considerados, los resultados son diferentes. Ahora, la concentracién luminal de Na* en presencia
de NO es siempre mayor a lo largo del tibulo, comparado con la condicién control. Esto se debe
a: 1) una directa inhibicion del transporte activo; 2) una reduccion del voltaje luminal positivo que
ocasiona una disminucion de parte de la fuerza que impulsa la reabsorciéon paracelular de Na*;
3) el aumento en la permeabilidad paracelular que permite un mayor reflujo de Na* del intersticio
al lumen. Mientras que el efecto del NO sobre cada via analizada individualmente muestra una
inhibicion de la reabsorcién de Na* que conlleva a una mayor concentracion luminal de dicho ion
al final del tubulo (49% mas al considerar el efecto del NO sobre la via paracelular Unicamente y
99.6% al considerar su efecto sobre la via transcelular), no se observa un efecto sinergistico o
aditivo al considerar ambos componentes (para- y transcelular), sino mas bien un efecto
antagonista (el efecto del NO sobre ambas vias resulta en una concentracion luminal final de Na*

127% mayor que en los controles).
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Una de las limitaciones de este modelo es que asumimos que el NO tiene el mismo efecto
sobre el transporte trans- y paracelular en tabulos de la rama ascendente del asa de Henle
corticales y medulares. Esto puede o0 no ser una suposicion valida, porque si bien tabulos
corticales y medulares responden diferencialmente en presencia de ciertos factores reguladores,
en nuestro conocimiento, los efectos del NO sobre la reabsorciéon de NaCl no han sido estudiados

en tUbulos corticales.

En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion nos permiten

generar el siguiente mecanismo de accion (esquematizado en la Figura 30):

El NO producido de manera local en las células epiteliales que conforman las
paredes del tubulo induce la produccién de GMPc por la enzima guanilato
ciclasa soluble. El segundo mensajero activa a la proteina quinasa dependiente
de GMPc (PKG). ElI NO o alguno de los componentes de su cascada de
sefalizacién, de manera directa o indirecta, regulan la estructura y selectividad
de los poros presentes en las uniones estrechas entre células adyacentes, de
los cuales al menos la proteina claudina-19 forma parte. A partir de estos
eventos, se observa una reduccién en la permeselectividad y resistencia
transepitelial, por un aumento en las permeabilidades absolutas de Na* y CI (el
efecto es mayor para CI). Nuestro modelo matemético predice que los efectos
del NO sobre la via paracelular provocan un reflujo de Na* del espacio
basolateral al lumen mas temprano y prolongado que deriva en una menor

reabsorcién paracelular de este catién.

Los hallazgos que nacen de esta investigacion son pioneros en el estudio de la regulacién
del NO sobre la reabsorcion de Na* a través de la via paracelular en tabulos renales nativos.
Ademés proveen evidencia de un mecanismo novedoso que contribuye a la mejor comprension

de los efectos anti-hipertensivos del NO.
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Figura 30. Esquema del mecanismo de accion de los efectos de NO sobre la via paracelular en
la rama gruesa ascendente del asa de Henle.

Conclusiones
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Objetivo A

Estudiar los efectos del NO sobre el radio de permeabilidad Na*/Cl(Pna+/PcL),
medida de permeselectividad paracelular, en tabulos aislados provenientes de
rama gruesa ascendente del asa de Henle de rata y la cascada de sefializacion

involucrada.
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Conclusiones

. En nuestros experimentos observamos que el radio de permeabilidad
Na*/Cl en tubulos aislados y perfundidos de rama gruesa ascendente del asa de
Henle medido bajo distintas condiciones tiene un valor de alrededor de 2.

. Observamos que tanto los dadores de NO utilizados, como el NO de
produccion endogena (producido a partir de L-arginina, por accion de la enzima
NOS) reducen el radio de permeabilidad Na*/Cl-.

o Las acciones del NO sobre la permeselectividad paracelular en este
segmento estdn mediadas por una cascada de sefializacion que involucra a
GMPc/PKG y no a PDE2.

Estos resultados han sido parcialmente publicados en Marzo de 2015:

“Nitric oxide decreases the permselectivity of the paracellular pathway in thick ascending
limbs”. Monzon CM, Garvin JL. Hypertension. 2015 Jun;65(6):1245-50.

Objetivo B

Analizar los efectos del NO sobre la resistencia transepitelial de dichos tabulos.

Conclusiones
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Objetivo C

Objetivo D

Objetivo E

o Utilizando L-arginina como sustrato, observamos que el NO disminuye la
resistencia transepitelial en la rama gruesa ascendente del asa de Henle. Dicho
efecto es inhibido en presencia de L-NAME.

o GMPc media las acciones del NO sobre la resistencia transepitelial en este

segmento.

Evaluar los efectos del NO sobre la permeabilidad absoluta de Na* y CI-.

Conclusiones

. El NO aumenta la permeabilidad absoluta de Na* y CI', pero el aumento es
mayor para CI-.

° Dichos efectos estan mediados por GMPc.

Determinar si la proteina claudina-19 esté involucrada en el efecto del NO sobre
la permeselectividad de la via de transporte paracelular en la rama gruesa

ascendente del asa de Henle.

Conclusioén

o La proteina claudina-19 es al menos una de las efectoras de las acciones
del NO sobre la permeselectividad paracelular de la rama gruesa ascendente del

asa de Henle.

Analizar el efecto del NO sobre la reabsorcion paracelular de Na* a través de un

modelo matemético utilizando los resultados hallados en nuestros experimentos.
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Conclusiones

. El modelo matematico disefiado predice que el NO inhibe la reabsorcion
paracelular de Na* en la rama gruesa ascendente el asa de Henle.

. Este efecto inhibitorio de la via paracelular es similar a la que el NO ejerce
sobre la via transcelular. El efecto de NO sobre ambas vias combinadas es menor

a la de la suma de ambas inhibiciones individuales.

Al momento de impresion de esta tesis, los resultados obtenidos en los Objetivos B, C y E fueron
aceptados para su publicacién en la revista cientifica American Journal of Physiology — Renal

Physiology, con fecha exacta a determinar en Marzo de 2017.

El titulo de dicho manuscrito es:

“Nitric Oxide Reduces Paracellular Resistance in Rat Thick Ascending Limbs by
Increasing Na® and Cl- Permeabilities”. Casandra M. Monzon, Rossana Occhipinti, Omar P

Pignataro, Jeffrey L. Garvin.
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