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Capitulo I

INTRODUCCION

1. ACIDO y-AMINOBUTIRICO (GABA) Y DROGAS RELACIONADAS

1.1. GABA

La presencia de GABA en el sistema nervioso central de mamiferos
fue descripta por primera vez por Roberts y Frankel eh 1950. Aunque en un
primer momento se considerd que esta sustancia era un mero producto
" metabdlico, numerosos estudios revelaron la importancia de GABA como
neurotransmisor. El hallazgo de este rol funcional para GABA fue crucial
para el desarrollo del concepto general de la transmisién mediada por
aminoacidos (1).

La mayor parte del GABA encontrado en el cerebro deriva del acido
- glutamico. La conversién de glutamato a GABA es catalizada por la enzima
acido glutamico decarboxilasa (GAD); v el GABA es convertido a |
semialdehido succinico por la accion de la GABA transaminasa (GABA-T).
Ambas enzimas se encuentran asociadas a células GABAérgicas. El producto
de fransaminacién es oxidado a succinato en una reaccién catalizada por la
semialdehido succ_:inico deshidrogenasa (2). Otras lineas de evidencias
indican que la decarboxilaciéﬁ de glutamato no es la Unica via para la
formacién de GABA. Se ha informado una significativa formacién de GABA
in vivo a partir de putrescina. El primer paso de este camino biosintético es

catalizado por la diamino oxidasa, que convierte putrescina (1,4~



diaminobutano) en GABA aldehido (aldehido 4-aminobutirico). Una aldehido
deshidrogenasa forma GABA a partir del precursor (3). El esquema de las -

rutas biosintéticas alternativas y la principal via catabdlica se muestran en la

- Figura I-1.
- NH, NH,CH,CH,CH,CHNH,
HOOCCHICHZCH\ putrescina
COOH l diamina oxidasa
icido giutimico HOCC}IQCPIZC};N}IZ'
GABA aldehido
dcido glutdémico decarboxilasa
aldehido deshidrogenasa
HOOCCH,CH,CH,NH,
GABA

l GABA transaminasa

HOOCCH,CH,CHO
semialdehido succinico

l semialdehido succinico deshidrogenasa

BOOCCH,CH,COOH
dcido succinico

Figura I-1: Rutas metabélicas de GABA., Las enzimas involucradas se indican en
letra italica.

Una cantidad sigﬁiﬁcativa de GABA es almacenada en los terminales
nerviosos (1). Recientemente se ha caracterizado la proteina transportadora
de GABA vesicular (4). -

Numerosos estudios han demostrado que el GABA es liberado por un
proceso dependiente de calcio (1, 5). La modulacion del influjo de calcio (6) '
y de la liberacién de GABA (7) parccé estar mediada por receptores GABAR

presinapticos acoplados a una proteina G.



Como ocuzre con otros neurotransmisores, la mayor parte del GABA
liberado es reacumulado en el terminal nerviose por un proceso de transporte
activo, aunque una cantidad significativa también puede ser transportada
dentro de la glia (1). E1 GABA es depurado de la hendidura sinaptica por
transportadores especificos de alta afinidad dependientes de sodio y clioruro,
que se localizan en los terminales presixiépticos y células gliales vecinas. Este
transporte presenta una gran heterogeneidad, revelada por el ballazgo de
genes para cuatro transportadores distintos de GABA, denominados GAT-1,
GAT-2, GAT-3 y BGT-1 (8). Se han encontrado evidencias de que ¢l dxido
nitrico (NO) puede disminuir la velocidad de captacién de GABA,
probablemente debido a un colapso parcial de los gradientes i6nicos de los
terminales nerviosos (9).

E1 GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central de vertebrados. Las primeras descripciones de los efectos
inhibitorios de GABA fueron realizadas por Hayashi y Nagai en 1956,
quienes demostraron que el GABA aplicado topicamente inhibia la actividad
eléctrica de la corteza motora (10). Uno de los hallazgos mas importantes en
el estudio de la transmision GABAérgica fue el descubrimiento de
picrotoxiﬁa y bicuculina, agentes que fueron capaces de bloquear, de manera
considerablémente selectiva, las acciones electrofisiologicas de GABA., Estas
observaciones indicaron la presencia de receptores fisioldgicamente activos

en neuronas de mamiferos (1).

1.2. RECEPTORES GABA
La clasificacion de receptores GABA define al receptor GABAA como
sensible al antagonismo por bicuculina ¢ insensible a baclofen, mientras que

el receptor GABAR es insensible al antagonismo por bicuculina y es activado



por baclofen (10, 11). En la Figura I-2 se presenta la estructura quimica de
GABA vy de distintos agonistas y antagonistas de receptores GABA,

Los receptores GABA A y GABAR no sélo difieren en su
farmacologia, sino también exi su funcidn. Los receptores GABA A son
jonotrépicos y operan canales de cloruro. El incremento en la conductancia a
cloruro, y la consecuente hiperpolarizacién, inducido por GABA en la
membrana postsindptica representa el principal evento sinaptico inhibitorio
en el sistema nervioso central (12). También se ha descripto una respuesta
despolarizante a GABA, menos estudiada y que podria ser el resultado del
eflujo de cloruro (1). Actualmente se propone que la movilizacion del anién
bicarbonato también seria responsable de esta respuesta, y que el canal
involucrado podria ser el mismo que media la respuesta hiperpolarizante u
otro con mayor permeabilidad a bicarbonato (13). En el caso de receptores
GABAR, el sitio de reconocimiento de GABA esta ligado a un sistema
metabotropico, el cual, via segundos mensajeros, modula la operacion de
canales de calcio y de potasio (14). Ambos subtipos de receptores, GABAA v
GABAB, presentan localizacion pre y postsinaptica en neuronas (11, 14).

Actualmente se cuenta con evidencia suficiente para considerar que
GABA activa receptores que no se ajustan a la clasificacion de receptores
GABA /B, ya que estos receptores son insensibles a los efectos de baclofen
y de bicuculina. Estos receptores GABA se han denominado receptores
GABA(, y pueden representar una forma relativamente simple de canales de
jones activados por ligando. La farmacologia de este subtipo de receptores
GABA pareceria ser més simple que la de receptores GABAR, ¥ existen
diferencias sustanciales en cuanto a la especificidad de agonistas y
antagonistas. Los receptores GABA A, més complejos, podrian haber

evolucionado de los receptores mas simples, GABA( (15).
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Figura I-2: Formulas estructurales de distintos agonistas y antagonistas de
receptores GABA. GABA: agonista GABA 5 y GABAR; muscimol: agonista GABA4;
bicuculina: antagonista GABA 4 ; baclofen: agonista GABAR,; saclofen: antagonista
GABAR.




1.2.1. Receptores GABA

1.2.1.1. Estructura molecular

El receptor GABAA es un complejo receptor heterooligomér_ico en el
que se encuentran el sitio de reconocimiento para GABA de alta afinidad y
un canal cloruro, operado por GABA. En este complejo también estén
presente sitios de unién para moduladores endogenos que aumentan o
disminuyen la eficacia de GABA mediante mecanismos moleculares
alostéricos especificos (11).

Como miembro de la superfamilia de canales iénicos activados por
transmisores, el receptor GABA A presenta una estructura pentameérica
constituida por subunidades transmembrana y un poro central. Cada
subunidad est4 compuesta por un dominio extracelular N-terminal, que se
presume media las interacciones entre ligando y canal, cuatro dominios
transmembrana y un dominio intracelular que contiene sitios para
fosforilacion en la mayoria de las subunidades (16). La mayoria de los
receptores GABA A presentan tres tipos de subunidades: o, 8 y v, con una
estequiomét:ria que probablemente corresponda a 2a: 1B:2y (17). Otros
autores proponen la estequiometria 20.:283:1y (18). Se ha encontrado que dos
dominios homodlogos de la subunidad B son esenciales para la activacion del
canal por GABA (17). El sitio de unién a GABA también recibe contribucion
de la subunidad o (19). La heterogeneidad de receptores GABA A radica en fa
existencia de al menos 17 subunidades, que pueden ser agrupadas por el
grado de homologia de secuenciaen: 6 o, 4 3,4y, 1 8 y 2 p. La combinacién
de estas subunidades resulta en diversos subtipos de receptores (16). Esta
heterogeneidad provee flexibilidad en la transduccién de sefiales, cozitribuye
a la plasticidad mediante el intercambio de subunidades regulado
genéticamente y ofrece el potencial para el desarrollo. de drogas especificas

con accion sobre determinado tipo de células (20-22).



1.2.1.2. Subtipos de receptores

Receptores GABA 4 sensibles a benzodiazepinas: Aproximadamente el
80 % de los receptores GABA A contienen el clasico sitio de uni6n a |
benzodiazepinas, y son los de mayor relevancia farmacoldgica. Estos
subtipos de receptores se caracterizan por las combinaciones de subunidades:
alB2y2, a2B3y2 6 a3B3y2 (16).

La combinacién de subunidades o1B2y2 constltuye el 60 % de los
receptores GABAA sensibles a benzodiazepinas en el cerebro. Este tipo de
receptor no sdlo es el principal componente de la transduccidn de sefial -
GABAérgica, sino qﬁc también media el espectro farmacoldgico de los
ligandos clasicos de sitios de unidn a benzodiazepinas de alta afinidad. Los
~ receptores que presentan las subunidades a2 ¢ o3 representan
aproximadamente el 25 % de los receptores sensibles a benzodiazepinas; y se
encuentran en areas del cerebro donde la subunidad a1 esta ausente o se
expresa en niveles bajos. A diferencia de los receptores a1B2y2, que
presentan alta afinidad por zolpidem, los receptores con subunidades o2 6 a3
presentan baja afinidad para este ligando (16).

Otros receptores GABA A sensibles a benzodiazepinas, pero
considerablemente menos abundantes, son Ios que contienen las
combinaciones a5Bxy2 ¢ uxPxy28. La subunidad o5 pareceria conferir
insensibilidad a zolpidem, mientras que la presencia de la subunidad § resulta
en una afinidad particularmente alta para ciertos ligandos (diazepam, BCCM)
(16).

Receptores GABA 4 insensibles a benzodiazepinas: Estos receptores
no prevalecen en el cerebro, aunque pueden expresarse considerablemente en
ciertas neuronas en particular, Presentan las subunidades o4, a6 6 p. Los
receptores con subunidades a4 6 a6 son insensibles a diazepam, pero

- responden a ciertos ligandos no clasicos, como Ro 15-4513 ¢ bretazenil. Los



=

receptores que contienen la subunidad p se encuentran principalmente en

retina y se 'dcnominan receptores GABA( (16, 19).

1.2.1.3. Regulacion

Dentro de los requerimientos de adaptacién en el sistema GABA, las

~ -neuronas son capaces de modificar la funcién del receptor GABA A por

diferentes mecanismos. Durante la ontogenia, resulta particularmente
evidente la regulacion por el intercambio de subunidades. También se ha

demostrado que, bajo distintas condiciones (tratamientos farmacolégicos,

estrés, estimulos sensoriales), se produce un cambio en el nimero de

receptores GABA A (16). En la modulacién funcional por fosforilacién de
este receptor se han encontrado involucradas las siguientes cinasas; protein
cinasa dependiente de AMPc (PKA) (23, 24), protein cinasa dependiente de
Ca2t/fosfolipidos (PKC) (25) y protein tirosin cinasa (PTK) (26, 27).

1.2.1.4. Agonistas y antagonistas

Agonistas: Uno de los agonistas exdgenos de receptores GABA A mas
ampliamente usado es el isoxazol de origen natural, muscimol, que se
encuentra en el hongo Amanita muscaria y puede contribuir a las propiedades

psicoactivas de este hongo. Es una sustancia prototipo para el disefio y

- desarrollo de un importante rango de isoxazoles con distintas actividades

sobre el sistema GABA (incluyendo al inhibidor de captacién de GABA,
acido nipecdtico). El sistema neuronal de captacion dé GABA reconoce la
unidad 3-hidroxiisoxazol del muscimol, lo que le confiere una débil actividad
inhibidora sobre este transporte; pero no es inhibidor ni sustrato de fa GABA-
T. E1 §-(+)-dihidromuscimol es el agonista GABA A mas potente conocido
hasta el momento. Otro isoxazol, conformacionalmente analogo de muscimol
pero menos potente es ¢l 4,5,6,7-tetrahidroisoxazol |5,4-c]piridin-3-ol
(THIP). La isoguvacina (4acido 1,2,3,6-tetrahidropiridin-4-carboxilico)



presenta una estructura molecular en la que el grupo isoxazol del THIP se ha
reemplazado por un grupo carboxilo; y es equipotente con muscimol (10).

Antagonistas: Es probable que los antagonistas competitivos de los
receptores GABA 4 actilien en sitios de reconocimiento de GABA. Existen
evidencias que sefialan diferencias termodinamicas en .!a union de agonistas y
antagonistas. El antagonista GABA A competitivo, bicuculina, es un alcaloide
que se aislo j)or primera vez de la planta Dicentra cucullaria. Otros
alcaloides con propiedades antagonistas GABA A son la corlumina y la (+)-
hidrastina. Una serie de piridazinil derivados de GABA son potentes
antagonistas de receptores GABA, entre ellos el SR95531 (gabazina). El
esteroide RUS5135 es el antagonista GABA A competitivo mas potente
descripto hasta el momento (10).

Se ha descripto que la ciprofloxacina y el acido difenilacético son
antagonistas selectivos del receptor GABA A, una accion que puede
contribuir a sus efectos excitatorios in vivo (28). Recientemente, se han
encontrado evidencias de que la colchicina seria un anfagonista GABAA
competitivo, lo que podria explicar las acciones neurotoxicas de esta droga
(29).

El antagonista GABA A no competitivo mas conocido es la
picrotoxina. Esta sustancia es una mezcla equimolar de picrotoxinina y
picrotina, aislada de la Anamirta cocculus, Existen evidencias de que el sitio
de unién de picrotoxina estaria asociado a una conformacién “cerrada” del
canal cloruro (10).

El diurético inhibidor del transporte de cloruro, furosemida,
antagoniza selectivamente los receptores recombinantes expresados en
oocitos que contienen la combinacién de subunidades «632/3y2, tipica de
células granulosas de cerebelo. Se ha enconirado que furosemida actiia sobre

un sitio de reconocimiento que regula alostéricamente al canal cloruro. Por lo
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tanto, este diurético podria ser un modulador alostérico negativo, mas que un

antagonista (10).

1.2.1.5. Agonistas enddgenos

GABA es el agonista endégeno més importante, pero se han descripto
otros compuestos agonistas GABA A. El acido imidazol-4-acético es un
potente agonista GABA sensible a bicuculina (30), que se forma en la
periferia (31) y en cerebro (32) a partir de la oxidacion de histamina. Este
compuesto también es agonista parcial de receptores GABA( (10). La taurina
y la 3-alanina son capaces de activar receptores GABA 4. El acido y-amino-3 .
-hidroxibutirico (GABOB) es otro agonista GABA A que puede formarse en
cerebro a partir de 2-hidroxiputrescina (10).

L2.16. Moduladore& alostéricos

Los receptores GABA A poseen una variedad de sitios independiéntes
del sitio de unién a agonistas, y la activacién de dichos sitios puede modular
alostéricamente la actividad de los agonistas. El sitio modulador alostérico
mas estudiado es el sitio de unién a benzodiazepinas. La respuesta a GABA
puede ser aumentada o reducida por la accién de agonistas o agonistas
inversos, respectivamente, sobre este sitio modulador (seccién 2.1.1.1. de este
capitulo). Los agonistas, agonistas inversos y antagonistas de este sitio de
unién de benzodiazepinas también han sido denominados moduladores
~alostéricos positivos, negativos y neutralizantes, respectivamente, del
receptor GABAA. Segiin esta clasificacién, las B-carbolinas se han descripto
como agentes moduladores negativos del receptor GABA A (10, 33), aunque
algunos agentes de este grupo se comportan como moduladores alostéricos
positivos, en el caso del abecarnil, o como moduladores alostéricos

ncutralizantes, tratindose de ZK. 93426 (10).
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Oftro sitio de modulacién alostérica es el sitio de union a barbitaricos.
Estos agentes aumentan la funcion del receptor GABA A mediante el
incremento en el tiempo medio de apertura del canal cloruro (10). Distintos
esteroides naturales y sintéticos potencian las respuesta.s a GABA actuando
sobre un sitio diferente del de barbituratos (17). Este sitio de unién a
esteroides puede revestir particular significado fisiolégico, ya que la funcién
del receptor GABA A puede ser afectada por neuroesteroides sintetizados en
cerebro (17) o por los niveles circulantes de progesterona (34). El etanol (10,
35) y diversas drogas anestésicas (10) potencian las respuestas a GABA
mediadas por receptores GABAA.

1.2.2. Receptores GABAp

1.2.2.1, Estructura molecular

Las evidencias disponibles hasta el momento sugieren que los
receptores GABAR pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina
G, que se caracterizan por presentar siete dominios transmembrana. Estos
receptores ain no han sido clonados; y por lo tanto, su heterogeneidad sélo
puede ser inferida indirectamente sobre las bases de las diferencias en
potencia de agonistas y antagonistas, asf como tambiéh por las distintas vias

de transduccion (14).

1.2.2.2. Agonistas y antagonistas

Agonistas: El agonista GABAR prototipo es el B-p-clorofenil derivado
de GABA, baclofen, que presenta una afinidad 1000 veces mayor por
receptores GABAR que por receptores GABA 5 . Baclofen reduce la
liberacién de GABA en tejido cerebral (14). Se ha sugerido que una proteina

G seria el factor que vincula a los receptores GABAR con los canales de
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calcio dependientes de voltaje asociados a la exocitosis de GABA (6, 7).
Otros agonistas GABAR son el 4cido 3-aminopropilfosfinico (3-APA), su
metil homdlogo y el andlogo acido fosfonico (14).

Antagonistas: El faclofen es un $-p-clorofenil derivado del acido 3-
aminopropilfosfonico, que ha sido utilizado con éxito en la evaluacion del rol
de receptores GABAR en los potenciales postsinapticos inhibitorios
dependientes de potasio en distintas areas del sistema nervioso central. El
saclofen, y su derivado mds potente, 2-hidroxi-saclofen, resultaron de
cambios estructurales en la mélecula de baclofen. Otros antagonistas

GABAR, CGP35348 y CGP55845A, fueron sintetizados a partir de 3-APA
(14).

1.2.2.3. Agonistas enddgenos

El GABA no es el unico ligando enddgeno para receptores GABAR. .
El y-hidroxibutirato, un producto de degradacion del GABA, presenta
‘caracteristicas que satisfacen los criterios de un neurotransmisor. Este
compuesto no tiene efectos sobre receptores GABA A y se une selectivamente
a receptores GABAR. La hiperpolarizacion inducica por y-hidroxibutirato es
bloqueada por el antagonista GABAR, CGP35348 (14).

1.2.2.4. Subtipos de receptores

Existen numerosos datos experimentales que sugieren la
heterogeneidad de los receptores GABAR, pero los hallazgos descriptos hasta '
el momento en la bibliografia no permiten adoptar una clasificacién general
aplicable. La localizacion de receptores pre y postsinapticos puede sugerir
que pertenecen a subtipos diferentes, como ocurre en otros sistemas de
neurotransinisorcs. Dentro de las evidencias farmacolégicas, se ha descripto
que faclofen, pero no otros antagonistas més potentes, es capaz de diferenciar

entre receptores GABAR pre y postsinapticos. En base a algunos estudios de
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liberacién de neurotransmisores se ha propuesto un esquema de clasificacion
para receptores presinapticos. Se han diferenciado dos grupos principales de N
receptores presindpticos, los sensibles y los insensibles a baclofen. También
se ha sugerido una diferenciacion farmacoldgica entre auto y heteroreceptores
(14).

Los receptores GABAR pueden diferir con respecto a ias sefiales de
transduccién asociadas. Distintos experimentos sefialaron que ¢l acople de
receptores GABAR a canales de K+ 0 de CaZ+ estaria mediado por una
proteina G.._ Los receptores presindpticos también pueden estar acoplados a
canales de K* o de Ca2t, pero no hay un consenso de la participacion de una
proteina G en estas vias de transduccion (14).

Los receptores GABAR acoplados a adenilato ciclasa también median
sus acciones via protéina G (14). Se ha sugerido la existencia de subtipos

farmacolégicamente diferentes en la produccién de AMPc en cerebro (36).

1.2.3. Receptores GABAC

El receptor GABA( es un receptor homooligomérico formado por
subunidades p que constituye un canal cloruro insensible a bicuculina, pero
sensible a picrotoxina. El agonista selectivo prototipo de este receptor es el
acido cis-4-aminocroténico (CACA) (37). No se han encontrado hasta el
momento antagonistas selectivos GABA(, ya que los compuestos que
presentan esta propiedad también tienen importantes acciones sobre
receptoreé GABA, y (0) GABAR; sin embargo sus estructuras pueden
conducir al desarrollo de agentes maés selectivos (37, 38). El receptor
GABA(: no presenta sitios de modulacion alostérica (15, 37).

Se han acumulado evidencias convincentes del rol funcional del
receptor GABA( en retina, donde participa en la regulacion del proceso

visual (15, 37). Recientemente se ha sugerido la existencia de una diversidad
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de subtipos de receptores GABA( en células bipolares de retina de

mamiferos (39).

1.3. SISTEMA GABA EN LA PERIFERIA
En los Gitimos afios se han acumulado evidencias de la relevancia

funcional de GABA en distintos drganos periféricos.

1.3.1. Sistema gastrointestinal

Se ha demostrado la presencia de neuronas GABAérgicas en el plexo
mientérico, cuya presencia tiene importantes implicancias para el control
neuronal intrinseco de la funcidén gastrointestinal (40). En otros estudios se
encontraron sitios de captacion de GABA de alta afinidad en nervios
vasculares y plexos de la capa submucosa, lo que indica que el sistema
GABAd¢rgico podria estar involucrado en el control del flujo sanguineo y los
reflejos secretomotores (41). También se ha informado la presencia de
receptores GABAA (42) y GABAB (43) en el tracto gastrointestinal; y se
demostré la expresién de ARNm para la subunidad «1 del receptor GABA A
en neuronas mientéricas (44). Recientemente se ha descripto que el
modulador alostérico negativo, furosemida, inhibe las acciones de GABA en
ileon de cobayo (10).

La contractilidad de la musculatura gastrointestinal puede ser
| influenciada tanto por agonistas GABA 4 como por agonistas GABAR (45-
48). Algunos autores propusieron la participacion de GABA en la regulacién
de los componentes ascendente y descendente del reflejo peristaltico (49). Se
han encontrado distintos mediadores en los efectos inducidos por agonistas
- GABA sobre el miisculo liso gastrointestinal, entre ellos: acetilcolina (49),
- péptido intestinal vasoactivo (49) y NO (50). El hallazgo de la localizacion

de receptores GABA A en neuronas mientéricas que contienen NO sintasa
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(51) brindo las bases anatomicas para la via GABA-nitrérgica identificada
farmacolégicamente.
La participacién del sistema GABAérgico también se ha sugerido en la

regulacion de la secrecion acida (52) y del transporte epitelial de iones (53).

1.3.2. Sistema endé6crino

La secrecién hormonal de Ia hipofisis puede ser influenciada
significativamente por GABA y drogas relacionadas (3). Se ha demostrado la
presencia de GABA, GAD (54) y receptores GABA A (55) en hipofisis
anterior. Algunos estudios sugirieron que la activacion de receptores GABAA
inhibe 1a secrecién de prolactina y hormona del crecimiento (3) y estimula la
liberacién de hormona luteinizante (56).

En la glandula pineal se ha descripto la presencia de GABA en
pinealocitos (54). Se ha sugerido que GABA participa en la modulacion de la
sensibilidad a la luz en los proéesos de adaptacion luz-oscuridad y que esta
accion es mediada por receptores GABA (57).

En células cromafines de la médula adrenal se ha logrado visualizar
GAD y GABA-T, y se ha demostrado la captacién y liberacién de GABA
(54, 58) y la presencia de receptores GABAA (58, 59). Se ha propuesto que
GABA podria jugar un rol moduiador en la secre.ci(m adrenal de
catecolaminas (60-62).

En células neuroendécrinas pancreaticas se ha demostrado la secrecién
de GABA por una exocitosis regulada comparable a la de neuronas (63). En
células B se describi6 un transportador de GABA dependiente de H*/ATPasa
(64). La caracterizacién de la estructura molecular dei receptor GABAA en
células o y P pancreaticas, demostré que éste es potencialmente sensible a la
modulacién alostérica (65). La activacion de receptores GABAA conduce a

una despolarizacién de membrana y aumento de calcio citosélico (66). Por lo
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tanto, se ha propuesto que la estimulacién de receptores GABA por el
GABA liberado podria modular la secrecidén hormonal pancreatica (63, 66).
Wan y col. (67) describieron un aumento por traslocacion en el nimero de
receptores GABA A postsinapticos funcionales inducido por insulina,
indicando su potencial relevancia fisioldgica en el sistema nervioso central y
en la periferia.

GABA estimula la liberacién de gastrina, pero inhibe la secrecién de
somatostatina en !a mucosa antral, mediante la activacion de receptores
GABAA. Se podria asumir que los mecanismos GABAérgicos intrinsecos en

el estbmago pueden modular la funcién endécrina del 6rgano (54).

1.3.3. Sistema reproductor

Se ha identificado la presencia de GABA y actividad de GAD en
trompa de Falopio y en ovario de rata. Distintos experimentos sefialaron la
posibilidad de una inervacion GABAérgica extrinseca en oviducto pero no en
ovario (68).

La administracién local de GABA en ovario provocé un aumento en la |
liberacion de estradiol y una disminucién en la secrecion de progesterona, lo
que sugiere la participaci(m del sistema GABAérgico local en la regulacién
dela secre_cién hormonal ovarica (69). A su vez, los esteroides ovéricos
provocan un aumento, sensible a atropina, en la actividad de GAD en
oviducto de rata (70).

Se hd descripto que GABA estimula la contractilidad espontanea en
oviducto y utero (3). Otros estudios mostraron que GABA induce un aumento
en la respuesta a acetiicolina en trompa de Falopio y que esta accién depende
de las condiciones hormonales del animal (71). Las células epiteliales del
oviducto pueden acumular y liberar GABA (54), regulando sus niveles ¢n el

fluido luminal. En este senttdo, los autores que describieron la presencia de
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receptores GABA en la membrana de espermatozoides (72), sugirieron que
Jos niveles de GABA en el tracto reproductor femenino podrian modular
algunas funciones de los espermatozoides durante la fertilizacion.
Recientemente se ha demostrado que e} aminoécido excitatorio L-
giutamato modula las contracciones de vas deferens, mediante la conversién
enzimatica a GABA. El GABA forma;do puede actuar sobre receptores
GABAR e inhibir las contracciones a través de un meCimismo presinaptico

(73).

1.3.4. Otros sistemas

El sistema respiratorio puede ser modulado por GABA via receptores
" GABA A 0 GABAR en distintos niveles de la via refleja (3, 74-76). Se ha
descripto que la activacién de receptores GABAR periféricos inhibe Ia
broncoconstriccidn, lo que sefiala un posible rol modulador para estos
receptores en las vias aéreas (77).

En tejido cardiaco se ha detectado una significativa actividad de GAD
(3). Matsuyama y col. (78) sugirieron que GABA ejerceria un rof
neuromodulador en nodo sinusal mediante la inhibicion de la actividad de
neuronas adrenérgicas, debido a la estimulacion de neuronas colinérgicas via
receptores GABAA.

El mantenimiento de la presién arterial puede verse influenciado por
mecanismos GABAérgicos en distintas estructuras del sistema nervioso
central (79-82). También se informo la participacién de GABA en la
regulacion periférica del tono vascular (3). Se ha demostrado la inhibicion de
ia liberacién de catecolaminas mediante la activacion de receptores GABAR
en vasos de resistencia (83,84). La administracion local de GABA en ovario

provocd un aumento en el flujo sanguineo (69). La participacién del sistema
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GABAérgico en la modulacién del tono basal también se ha demostrado en

vasos sanguineos cerebrales (85).

1.4. UTILIDAD TERAPEUTICA Y PERSPECTIVAS CLINICAS

Debido a la presencia de circuitos GABA¢érgicos en el cerebro, varios
trastornos mentales y neurolégicos podrian estar relacionados con este
sistema de neurotransmisién. En la fisiopatologia de la epilepsia se ha
sugerido un déficit en la transmisién sinaptica inhibitoria GABAérgica, dada
la eficacia de drogas anticonvulsivantes que potencian la sinapsis
GABAérgica (17). El efecto anticonvulsivante de la vigabatrina se debe a su
capacidad de inhibir irreversiblemente a la GABA-T (86). Recientemente se
ha revelado que el sitio de accion del anticonvulsivante, tiagabina, es el
transportador GAT-1. La caracterizacion del rol de cada transportador de
GABA en la regulacidn de la transmision GABAérgica podria ser la base
para el disefio de inhibidores especificos que servirian como nuevos agentes
terapéuticos (8). Actualmente se estan desarrollando drogas precursoras de
GABA con potencial utilidad anticonvulsivante (87).

Distixitas investigaciones sefialaron que alteraciones en los receptores
GABA, pueden ser de relevancia para la fisiopatologia de las enfermedades
de Huntington y de Angelman (17).

El agonista GABAR, baclofen, es el farmaco mis eficaz para el
tratamiento de la espasticidad (88). Actualmente se esta investigando la
potencial utilidad de baclofen en el tratamiento de distonia (89), hipo
intratable (90), y como antitusivo (91-93). |

Un hallazgo reciente de particular interés fue la capacidad de
furosemida de antagonizar selectivamente ciertos subtipos de receptores
GABAA. Las acciones de GABA fueron antagonizadas por furosemida en

distintas preparaciones, incluyendo ganglio cervical superior de raya,
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sinaptosomaé cerebrales de rata e ileon de cobayo (10). La furosemida
atraviesa pobremente la barrera hematoencefélica, y por lo tanto sus acciones
no son prominentemente centrales, Sin embargo, se alienta la idea de que |
futuras investigaciones, basadas en las propiedades de furosemida, puedan
encontrar compuestos de importancia clinica, con acciones mas selectivas
sobre subtipos de receptores GABA 5, mediadas por sitios de union
diferentes a los de benzodiazepinas y barbitlricos (94)'. Desde otro punto de
vista, dada la relevancia del sistema GABA en la periferia, podria
considerarse la ventaja de furosemida u otros compuestos con acciones
selectivas sobre subtipos de receptores GABAA que no presentan efectos
centrales significativos. En este sentido, se ha propuesto que el mayor
conocimiento de la composicion de subunidades del receptor GABAA en el
sistema nervioso entérico puede proveer las bases para el desarrollo de drogas
m4s especificas que podrian modular la actividad gastrointestinal (44). Por
otro lado, la incapacidad de ZAPA (4cido Z-3-[(aminoiminometit)tio]propil-
2-enoico) de atravesar la barrera hematoencefalica resulta ventajoso, ya que
este agente tiene una potente accion GABA-agonista en nematodes. Estas
propiedades postularon al ZAPA para el liderazgo en el disefio de nuevos
compuestos antithelminticos (10).

El estudio de los mecanismos GABAérgicos en la periferia también ha
dado lugar a la bisqueda de nuevos métodos diagnosticos. En los altimos
afios se han acumulado evidencias de la posible participacidn del sistema
GABAérgico en la regulacién de la funcién endécerina del pancreas (63-66).
En base al hallazgo de que GAD es un autoantigeno en la diabetes mellitus
dependiente de insulina (95), se esta investigando la potencial utilidad de la
respuesta a GAD67 (aa 208-404) como marcador de diabetes en la fase
preclinica (596).
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2. BENZODIAZEPINAS

2.1. RECEPTORES A BENZODIAZEPINAS

Los sitios de unién a benzodiazepinas se han observado en distintos
tejidos y tipos celulares y se han separado en dos clases principales. El sitio
de umion llamado receptor central a benzodiazepinas (RCB) esta presente casi
exclusivamente en el sistema nervioso central, localizado en neuronas, y
media los efectos fmacolégicos de las benzodiazepinas (97). El otro sitio de
unién se denomina receptor periférico a benzodiazepinas (RPB), ya que se
descubrié en tejidos periféricos, cuando Braestrup y Squires (98) informaron
la unién de la benzodiazepina [?H]diazepam en rifi6n, higado y pulmdn de
rata. Posteriormente se demostrd la presencia de RPB en sistema nervioso
central. Estos sitios de union se distinguen de los RCB en cuanto a su perfil
farmacolégico, localizacion subcelular y localizacion regional en cerebro
(99). En la taﬁla I-1 se resumen las caracteristicas diferenciales de los RPB y
RCB; y la Figura I-3 muestra la estructura quimica de distintos compuestos
que actian sobre RCB y RPB.

Ademas de los RCB y RPB, se inform¢ la existencia de ofro sitio de
unién de benzodiazepinas. Este receptor de afinidad micromolar a
benzodiazepinas se ha identificado en sinaptosomas de tejido cerebral de rata,
y media la inhibicién de la captacién de Ca2t inducida por benzodiazepinas

(101).

2.1.1. Receptores centrales
El receptor a benzodiazepinas es un sitio modulador alostérico
mtrinseco del complejo receptor GABA a/canal cloruro que media las

principales acciones del neurotransmisor inhibitorio GABA (secciones
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Tabla I-1 : Caracteristicas de los receptores periféricos a benzodiazepinas y de
los receptores centrales a benzodiazepinas

Receptores periféricos Receptores centrales

Distnibucion tisular Distribucién ubicua en Neuronal
tejidos periféricos; y en glia
del sistema nervioso central

Localizacion subcelular Membrana mitocondrial Membrana plasmatica

extema y membrana

plasmatica

Ligandos sintéticos Isogquinolinas { PK11195), Benzodiazepinas
Benzodiazepinas (RO 5- {clonazepam, flumazenil,
4864, diazepam), aril-in diazepam}

dolacetamidas (FGIN 1-27)

Ligandos endogenos DBI y porfirinas DBI

Mecanismos efectores Transporte de colesterol, Regula el flujo de cloruro
modulacién del sistema modulando la unién de
inmune, proliferacién GABA al receptor GABA
celular

DBI= inhibidor de la union de diazepam {diazepam binding inhibitor)

Tomado de referencia 100.

1.2.1.1. y 1.2.1.2. de este capitulo). La subunidad a1 es la principal
subunidad a la que se une la benzodiazepina [3H]flunitrazepam. Ademés, se
requiere la presencia de una subunidad y para la modulacion funcional del
canal mediante benzbdiachinas (18), Recientemente se han identificado los
residuos aminoacidos de las subu_x_;idétdcs ol (18, 102) y y2 (103, 104) que
afectan la unién de ligandos al sitio de unién a benzodiazepinas. Se ha

postulado. que la regidn de unién a benzodiazepinas seria homéloga a la
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Figura I-3: Férmulas estructurales de distintos agonistas y antagonistas de
receptores a benzodiazepinas. Diazepam: agonista RCB y RPB; clonazepam: agonista
RCB; flumazenil: antagonista RCB; Ro 5-4864: agonista Ri’B; PK 11195: antagonista
RPB. "
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regién de unién a GABA, pero situada en la superficie de interaccion de
subunidades diferentes. El sitic de unién a GABA se encontraria entre las
subunidades B y o, mientras que el sitio de unién a benzodiazepinas se
encontraria entre las subunidades o y 7. Ambos sitios de unidn se localizan

en el extremo extracetular N-terminal de las subunidades (18).

2.1.1.1. Agonistas, antagonistas y agonistas inversos

El RCB tiene una singular importancia farmacolégica debido al rango
de eficacias que se observa. Ademés de agonistas' totales y parciales, algunos
compuestos que actian como agonistas inversos disminuyen la funcién del
canal, mientras que los antagonistas bloquean los efectos de los agonistas y
de los agonistas inversos. Los dominios para la unién de agonistas y
agonistas inversos solo llegan a superponerse parcialmente, y los
aminoacidos involucrados en la unién dependen del ligando utilizado (19).

' Los agonistas totales, como diazepam y midazolam, son ligandos de

RCB con actividad intrinseca positiva méxima. Son moduladores positivos
del complejo receptor GABA p/canal cloruro y su accion basica es aumentar
la frecuencia, sin alterar e} tiempo medio, de apertura del canal (97). Los
valores de. actividad intrinseca de los agonistas parciales se encuentran entre
los de los agonistas totales y los antagonistas puros. El agonista parcial
prototipo es el Ro 166028 6 bretazenil. Clonazepam, flurazepam y
clordiazep6xido también son agonistas parciales (105). Otros compuestos no
benzodiazepinicos, incluyendo las imidazopiridinas, como alpidem y
zolpidem, y las ciclopirrolonas, como zopiciona, se unen a RCB y tienen
efectos similares a las benzodiazepinas clasicas (106).

EI R6 15-1788 6 flumazenl es el primer antagonista de RCB utilizado
en la clinica. El antagonismo que ejerce es de tipo competitivo. Este
compuesto presenta una muy débil actividad agonista parcial que contribuye

a la seguridad de su uso en la reversion de los efectos de agonistas (107).
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Los agonistas inversos tienen alta afinidad por los RCB, pero su
actividad intrinseca adquiere valores negativos (entre 0 y -1), y producen
efectos que podrian ser considerados la “imagen especular” de los efectos de
las benzodiazepinas clasicas. Los primeros compuestos descubiertos con tal
actividad fueron las B-carbolinas. La benzodiazepina Ro 19-4603 es un
agonista inverso total y Ro 15-4513, un agonista inverso parcial. Estos
ligandos reducen la unién de GABA y, reciprocamente, GABA reduce la
unién de ellos. Al deprimir la funcién del receptor GABAQ, los agonistas
inversos inhiben la transmision siniptica GABAérgica (108).

En la Tabla I-2 se resumen algunas caracteristicas de los agonistas,

antagonistas y agonistas inversos de RCB.

Tabla I-2 ;: Clasificacién de ligandos a receptores centrales a benzodiazepinas

Propiedad Agonistas Antagonistas _ Agoniétas inversos
Perfil farmacoldgico  Tranquilizante, Sin actividad Ansiogénico,
anticonvulsivante intrinseca, bloqueo de  convulsivante,

efectos de agonistas y  estimulante

agonistas inversos

Efecto de GABA Potenciacion No se afecta Depresion
Union en presencia  Aumentada No se afecta Reducida
de GABA

Tomado de referencia 109,
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2.1.2, Receptores periféricos

Se han asignado distintos nombres a los RPB: “receptores a
benzodiazepinas mitocondriales”, debido a que se localizan
predominantemente en membrana mitocondrial; “receptores w”, siguiendo
una clasificacién propuesta para todos los receptores a benzodiazepinas ; y
“:éccptorcs mitocondriales al inhibidor de la unién de diazepam”, debido a
que el polipéptido DBI se ha identificado como ligando enddgeno para los
RPB (100). Sin embargo las denominaciones que mas cominmente se
encuentran en la literatura para estos receptores son. “receptores de tipo
pertférico a benzodiazepinas” o “receptores periféricos a benzodiazepinas_”,

siendo esta (iitima la adoptada en este trabajo.

| 2.1.2.1. Estructura molecular

El primer componente molecular asociado a RPB identificado fue una
proteina de 18 kDa, que fue especificamente marcada por la isoquinolina PK
14105 (110). Esta proteina se denominé proteina de union a isoquinelina
(IBP= isoquinoline binding protein). En base al perfil hidropético de la IBP,
se ha propuesto una topologia de membrana que consiste en: cinco dominios
transmembrana, un terminal carboxilico citosélico con dos sitios potenciales

"de fosforilacién por protein cinasa, y una importante regién citosélica entre
los dominios I y II transmembrana, que pareceria contener el sitio de
interaccion con isoquinolinas (111).

En preparaciones mitocondriales de rifton de rata se demostrd que la
proteina de 18 kDa est4 asociada a dos proteinas, de 32 y 30 kDa, las que se
identificaron como el canal aniénico dependiente de voltaje y el transpértador
de nucledtido de adenina, respectivamente. El canal aniénico se localiza en
membrana mitocondrial externa y el transportador de nucleétido, en
membrana interna; y el contacto de ambos constituiria un canal para sustratos

(112). La composicidn propuesta para el RPB incluye a la proteina de 18
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kDa, el canal aniénico y el transportador de nucledtido. En este complejo
ternario, el sitio de unién a isoquinolinas se encuentra en la subunidad de 18
kDa, mientras que la expresién del sitio de unién a benzodiazepinas requiere
de ambas subunidades, 1a proteina de 18 kDa y el canal aniénico dependiente
de voltaje (100, 113). Estudios mas recientes han identificado otra proteina
de 10 kDa que pareceria estar asociada al RPB (100).

2.1.2.2. Ligandos sintéticos

Distintos compuestos sintéticos, incluyendo quinolinas,
imidazopiridinas y benzodiazepinas, interactiian con RPB. Las
benzodiazepinas presentan baja afinidad (micromolar) en muchas especies,
" con excepcién de la mayoria de los roedores. El orden caracteristico de
potencias de unidén de benzodiazepinas a RPB de rata es: Ro 5-4864 (4’-
clorodiazepam) > diazepam > flunitrazepam >>> clonazepam, y los valores
de constantes de disociacién varian entre 6 nM para Ro 5-4864 y > 10 uM
para clonaze_pam. El orden de potencias es opuesto para RCB, siendo
clonazepam la benzodiazepina que tiene mayor afinidad por este tipo de
receptores (111). |

Las isoquinolinas carboxamidas difieren estructuralmente de las
benzodiazepinas y tienen mucha mayor selectividad por RPB que por RCB,
Este descubrimiento fue uno de los mayores avances en la caracterizacién
molecular y farmacolégica de los RPB. El derivado PK 11195 es uno de ios
ligandos mas utilizados en la investigacion de RPB (99). E1 PK 14105 es un
p-fluoronitrofenil analogo del PK 11195, que se une de manera irreversible y
no competitiva al RPB y marca especificamente a la proteina de 18 kDa
(111). El AHN 683 es un ligando fluorescente, estrucﬁjra]mente relacionado
con PK. 14105, que resulta adecuado en la caracterizacion de RPB (114).

Laé imidazopiridinas se unen tanto a RPB como RCB. A este grupo
pertenece el alpidem, uno de los ligandos a RPB de mayor afinidad, cuya
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constante de disociacién se encuentra en el rango picomolar. La
imidazopiridina zolpidem posee una constante de disociacién
significativamente mayor (99). En un estudio reciente se ha descripto la alta
selectividad por RPB en una nueva serie de ligandos pertenecientes a este
grupo (115). |

En base a la estructura quimica de las imidazopiridinas se ha
desarrollado una serie de compuestos, las 2-aril-3-indolacetamidas. El
prototipo de esta serie es el FGIN-1-27, que exhibe alta afinidad por RPB y
no se une a otros receptores (116).

Recientemente se ha sintetizado una nueva clase de ligandos RPB
selectivos, derivados de la pirrolobenzoxazepina (117).

Ademas de todos estos ligandos a RPB, muchos otros compuestos,
especialmente aquellos que contienen anillos aromaticos, se unen a estos
receptores con afinidad variable. Dentro de estos compuestos se encuentran:
insecticidas piretroides, dipiridamol, carbamazepina (99), dibidropiridinas
(118), lidocaina (119), diuréticos tiacidicos (120), y lindano (121).

La benzodiazepina Ro 5-4864 y la isoquinolina carboxamida PK
11195 son los dos ligandos a RPB mds estudiados. Termodinamicamente, PK
11195 fae clasificado como un antagonista, mientras que la benzodiazepina
Ro 5-4864, como un agonista. El significado funcional de esta clasificacion
termodinimica resulta ambigua, ya que PK 11195 y Ro 5-4864 tienen efectos

similares en algunos modelos fisiologicos (111).

2.1.2.3. Distribucidn tisular y subcelular

El cerebro contiene niveles relativamente bajos de RPB, y su
localizacion pareceria corresponder a las células de ia glia (100, 108, 122),
donde se ha sugerido la existencia de subtipos de estos receptores (122).
Entre otros tejidos, los RPB se han identificado en misculo liso vascular

(123, 124), misculo liso de estémago (124), pancreas (125), vejiga (126) y
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tracto genital masculino (127-131) y femenino (124, 132). También se han
identificado RPB en células del sistema inmune, como linfocitos (133-136) y
monocitos (136). Aunque los RPB se han encontrado en cast todos los tejidos
periféricos estudiados, el nivel de expresién puede variar ampliamente y se ha
encontrado una distribucién discreta dentro de algunos érganos (100),
Distintos estudios sugirieron que los RPB estan asociados a la
membrana mitocondrial externa (100, 137). Sin embargo, se ha informado la
localizacién de estos receptores en la membrana interna de mitocondria en
pulmon de cobayo (100). En subpoblaciones de células hepaticas se describid
la presencia de RPB en mitocondrias de hepatocitos y en una fraccidon no
mitocondrial de células del epitelio biliar. Este hallazgo de una localizacién
no mitocondrial de RPB coincide con Ia descripcion de la presencia de estos
receptores en gobulos rojos, células que carecen de mitocondrias (100). En
distintos estudios se identificé una localizacion en membrana plasmatica para
estos receptores (135, 138, 139). También se ha demostrado la existencia de

RPB a nivel nuclear (133, 140).

2.1.3. Ligandos endégenos

El cerebro y otros tejidos contienen un polipéptido de 11 kDa que
presenta la dapacidad de inhibir la unién de [3H]diazepam. Por lo tanto, este
polipéptido se denomind inhibidor de la unién de diazepam (DBI= diazepam
binding inhibitor) (141). En el sistema nervioso central y en distintos érganos
periféricos el DBI genera, por clivaje proteolitico, péptidos bioldgicamente
activos (142). Este polipéptido de 86 aminoéacidos presenta la misma afinidad
(micromolar) p01|' RCB y RPB. Distintos fragmentos de DBI, TTN (fragmento
17-50) y ODN (fragmento 33-50), presentan selectividad por RPB y RCB,

respectivamente (100). Un estudio reciente demostré la sintesis y liberacion
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de péptidos relacionados a ODN, que mediarian ia movilizacién de calcio por
‘un mecanismo dependiente de proteina G, en células de la glia (143). -

Rothstein y col (144) identificaron seis o siete moléculas similares a
benzodiazepina en cerebro humano y de rata. Dos de estas moléculas
desplazan competitivamente a Ro 5-4864 en fracciones mitocondriales. Estos
autores indicaron que estas moléculas podrian sintetizarse in vivo o provenir
de la dieta. Simultaneamente, Piva y col. (145) demostraron la sintesis de
sustancias similares a benzodiazepinas en cerebro de rata.

Se ha informado que distintas porfirinas naturales, entre ellas:
protoporfitina IX, mesoporfirina [X, deuteroporfirina IX y hemina, presentan
afinidad nanomolar por RPB. Se ha sugerido que el complejo RPB
mitocondrial media el transporte intracelular de porfirinas (146). Sin
embargo, las consecuencias funcionales de la interaccion entre RPB y estos
sustratos endégenos dependerian del estado energético de la mitocondria

(147).

2.2. EFECTOS PERIFERICOS DE BENZODIAZEPINAS

2.2.1, Sistema endécrino

La administracién de benzodiazepinas puede alterar la secrecién de
prolactina (148) y de las hormonas adrenocorticotrofica (99), del crecimiento
y luteinizante (149). El ligando Ro 5-4864 estimula la funci6n hipotalamica-
pituitaria-adrenal actuando principalmente sobre el componente central de
este eje, aumentando la liberacién de la hormona liberadora de corticotrofina;
mientras que PK 11195 actiia fundamentalmente a nivel hipofisario (150). Se
ha informado que los ligandos RPB inhiben la produccion de aidosterona en
células adrenales aisladas (151).
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A estos efectos sobre el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal se han
asociado evidencias que sefialan la participacién de RPB en la
esterotdogénesis. Los RPB se localizan primordialmente en la membrana
externa mitocondrial, y son extremadamente abundantes en células
esteroidogénicas (99, 152). Distintos estudios demostraron que la unién de
ligandos selectivos a RPB estimula la esteroidogénesis en diversos tipos
celulares (153, 154) y en mitocondrias aisladas (154). La formacién
endégena de TTN a partir de DBI, estimula la esteroidogénesis via RPB
(155). Se ha sugerido que la estimulacton de formacién de pregnenolona en
células adrenocorticales se debe a la translocacion de colesterol mediada por
' RPB desde la membrana externa hacia la membrana interna de la mitocondria
(99). Recientemente se ha desarrollado un modelo tridimensional de la
proteina de 18 kDa del RPB, utilizando simulacién de dinamica molecular,
Este modelo tedrico mostré que el RPB puede acomodar la molécula de
colesterol y funcionar como un canal (156). La expresion de esta proteina de
18 kDa en fibroblastos aumento la captacion mitocondrial de colesterol,
sugiriendd que se trata de una proteina transportadora/canal de colesterol
{156). Algunos autores sugirieron que mecanismos similares regularian la
sintesis de neuroesteroides en células de la glia (157, 158).

La regulacion hormonal de RPB sugiere una estrecha relacion entre
estos receptores y el sistema enddcrino. La densidad de RPB en ovario
humano y de rata aumenta proporcionalmente con ¢l grado de maduracion y
diferenciacion celular. En machos, la administracion de testosterona previene
la reduccion de RPB en el tracto genital inducida por castracion (159).
También se ha informado que la administracién crénica de tiroxina en ratas
resulta en una regulacién en mas de los RPB en corazén, rifién y testiculos
(160). |

Algunos autores estudiaron los efectos de diazepam sobre la funcion

de la glandula pineal. Los resultados obtenidos sugirieron que el efecto
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inhibitorio de diazepam sobre la sintesis de melatonina resultaria de la accion
directa de la droga sobre la glandula pineal (161). Tanto mecanismos
GABAérgicés como RPB podrian estar involucrados en este efecto de
diazepam (162).

Petit y col. (163) demostraron que el ligando RPB, 4’-clordiazepam
{(Ro 5-4864), inhibe .la secrecion de insulina inducida por glucosa por un
mecanismo independiente de la via adenilato ciclasa-AMPc. Otros autores
informaron que la hiperglicemia inducida por clonazepam no estaria mediada
por endorfinas (164). También se ha descripto que la secrecién de insulina
estimulada por glucosa es inhibida por DBI; y se ha sugerido unrol
- modulador local para este péptido (165).

2.2.2. Sistema cardiovascular

Los efectos de benzodiazepinas sobre la funcién cardiaca ha
despertado interés en distintos grupos de investigacién. Los resultados
obtenidos por Bolger y col. (166) sugirieron una asociacién funcional entre
los RPB y los canales de calcio operados por voltaje en auricula de cobayo.
Se ha descripto que Ro 5-4864 y diazepam provocan una disminucion de la
respuesta cronotrépica a noradrenalina en auricula aislada de rata,
probablemente por interaccién con la cadena de eventos ligada a AMPg que
resulta de la activacion de receptores $ (167). Distintos experimentos han
- indicado que diazepam afecta la contractilidad cardiaca, aunque existe cierta
com:roversia respecto a este efecto. Esta benzodiazepina provoca un efecto
inotropico negativo en el muasculo ventricular (168); sin embargo, potencia el
efecto inotropico positivo inducido por isoprenalina, probablemente por
aumento en la producciéon de AMPc (169). También se ha informado que
diazepam ejerce un efecto bifasico sobre la fuerza de contraccion del corazén

aislado de rata (170), cuyo componente positivo seria antagonizado por PK
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11195 (171). En otros estudios, los ligandos RPB, Ro 5-4864 y PK 11195,
exhibieron una actividad inotropica ﬁegativa (172, 173). Recientemente se ha
demostrado el efecto depresor de diazepam y midazolam sobre la actividad
contractil de miocitos ventriculares cultivados (174).

El efecto vasodilatador de benzodiazepinas fue observado en distintas
especies y en diferentes modelos experimentales, Ro 5-4864 y PK 11195
provocaron un aumento del flujo coronario en preparaciones de corazén
aislado de rata (175). Concentraciones micromolares de benzodiazepinas
fueron capaces de inhibir las contracciones inducidas por diversos
vasoconstrictores en preparaciones de aorta de rata (118, 176). Efectos
similares fueron descriptos para compuestos derivados de isoquinolina
carboxamida (118, 176) y B-carbolinas (177). La relajacion de la vasculatura
umbilical humana inducida por benzodiazepinas fue descripta por Elgoyhen y
col. (178). Entre los mecanismos propuestos para estos efectos mediados por
benzodiazepinas se encuentran la inhibicién del canal de calcio operado por

voltaje (118) y la inhibicién de actividad de fosfodiesterasas (176).

2.2.3. Otros sistemas

Ademas del efecto vasodilatador descripto en la seccidn anterior, las
benzodiazepinas son capaces de relajar otros musculos lisos, como vas
deferens (179, 180), duodeno (180), vejiga (181) y utero (182). Se ha-
demostrado que el pretratamiento con hormonas sexuales femeninas puede
modular el efecto de benzodiazepinas sobre la actividad contractil del atero
aislado de rata (183).

Distintas lineas de investigacion han evaluado la capacidad de
benzodiazepinas de afectar la proliferacién celular (99, 100, 184), la
respiracion mitocondrial (99, 100, 185) y las respuestas inmunes (100, 186).
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23. UTILIDAD TERAPEUTICA Y PERSPECTIVAS CLINICAS

Los .efectos terapéuticos de las benzodiazepinas. se producen por
acciones de estos farmacos en el sistema nerviosos central, y estdn mediados
por RCB. Los mas relevantes son sedacion, hipnosis, disminucion de la
ansiedad, relajacion muscular, amnesia anterégrada y actividad
anticonvulsiva. Aunque las distintas benzodiazepinas ejercen efectos
cualjtétivamente semejantes, las diferencias cuantitativas importantes en sus
espectros farmacodindmicos y sus propiedades farmacocinéticas han
- originado diversos patrones de aplicacion terapéutica (187). Otros
compuestos no benzodiazepinicos, que comparten algunas de las aplicaciones
-' terapéuticas de las benzodiazepinas, incluyen a las imidazopiridinas, como
alpidem y zo!pidem, y las ciclopirrolonas, como la zopiclona (106)‘ La
benzodiazepina flumazenil es un antagonista competitivo de RCB y es capaz
de prevenir y feverﬁr todos los efectos de las benzodiazepinas clésicas (107).
Estas propiedades farmacoldgicas han dado lugar al uso de flumazenil en el
tratamiento de sobredosificaciones de benzodiazepinas y para revertir los
efectos producidos por estos agentes durante la anestesia (187).

En los ultimos afios se han desarrollado distintas lineas de
investigacién sobre los potenciales efectos terapéuticos de drogas
relacionadas con receptores a benzodiazepinas que no son mediados por
acciones centrales. Recientemente se ha descripto que el extracto de Ginkgo
biloba deprime la expresién de RPB adrenocorticales y, por lo tanto,
disminuye los niveies circulantes de glucocorticoides, lo que justificaria los
efectos “antiestrés” y neuroprotector del extracto (188, 189).

La modificacién en la densidad de RPB se ha visto asociada a distintas
patologias, como encefalopeitia hepética (190-195), neurotoxicidad (196) y
distintos tipos de tumores (197-201). Algunos autores sefialaron la potencial
utilidad de los RPB como biomarcadores para el desarrollo de métodos

- diagnosticos (195, 196, 202). También se sugiri6 que la sintesis de ligandos
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con determinadas propiedades farmacol6gicas podria resultar en nuevas
alternativas terapéuticas (199, 200).

El diazepam se utiliza comilnmente para aliviar la ansiedad en el
tratamiento de pacientes con sindromes de isquemia aguda. Sin embargo, se
ha descripto que diazepam exhibe un efecto antiisquémico, probablemente
mediado por una reduccion en €l consumo de oxigeno en miocardio (203).
Recientemente se ha sefialado la potencial utilidad terapéutica del agonista
parcial de RCB, PNU-101017, en el tratamiento de la isquemia cerebral
(204).

3. ESTUD_IO DE SISTEMAS INVOLUCRADOS EN LA FUNCION RENAL

El estudio de los efectos de distintos agentes sobre la funcién del rifién
es uno de los pilares en la comprension de la fisiologia de este 6rgano, y en el
desarrollo de nuevos diuréticos u otras drogas con diferentes aplicaciones

terapéuticas.

3.1. MECANISMOS RENALES: BLANCOS EN EL DESARROLL.O DE

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

3.1.1. Diuréticos

~ Dentro de las drogas que afectan la funcién renal, los diuréticos son
las de mas amplio uso. Son agentes que aumentan las tasas de flujo urinario y
de excrecion de sodio. Ademas, modifican el mahejo renal de otros cationes,
aniones y acido urico. Estos farmacos se clasifican en: inhibidores de la

anhidrasa carbdnica, diuréticos del asa, tiazidas y diuréticos conservadores de
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potasio. Actualmente, se entiende razonablemente bien el mecanismo de
accién de cada grupo. Los diuréticos son medicamentos relevantes en el
tratamiento de diversas situaciones clinicas, entre ellas: hipertension,
insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal (205),

Uno de los principales desafios en el desarrollo de nuevos agentes es
el descubrimiento de diuréticos verdaderamente isocaliuréticos. En estudios
realizados con antagonistas de receptores de adenosina A1 se observo la
induccién de natriuresis, con efectos minimds sobre la excrecidn de potasio.
Se ha descripto que la adenosina endégena, via receptores Ay, inhibe la
adenilil ciclasa, disminuyendo los niveles de AMPc; como consecuencia,
aumenta la actividad del simporte Na*-HCOj3" basolateral. Este hallazgo
brinda las bases para la bisqueda de diuréticos con la ventaja, sobre los
disponibles en la actualidad, de no alterar la homeostasis del potasio (205).

Recientemente, se ha logrado clonar y expresar los canales de agua de
tubulos proximales y conductos colectores, denominados acuaporin-CHIP y
acuaporin-CD, respectivamente. Este logro es un aporte importante en la
comprension de la homeostasis del agua, y alienta la busqueda de inhibidores
especificos de estos canales. Los inhibidores de acuaporin-CHIP resultarian
diuréticos natriuréticos, y los inhibidores de acuaporin-CD evitarian la
reabsorcion de agua en los conductos colectores y serian diuréticos

acuaréticos (205, 206).

3.1.2. Vasopresina y firmacos relacionados

La arginina vasopresina (hormona antidiurética en seres humanos) es
la principal hormona involucrada en la homeostasis del agua. El sistema
hipotalamico-hipofisario controla ¢l componente central del mecanismo
antidiurético. El principal estimulo fisiologico para la liberacion de

vasopresina es un aumento ¢n la osmolalidad plasmatica, pero distintos
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mediadores enddgenos, farmacos y situaciones clinicas pueden modificar la
secrecion de la hormona. El componente anatémico periférico de la
antidiuresi_s' esta constituido, fundamentalmente, por el sistema de tubulos
colectores renales que responden a la vasopresina aumentando su |
permeabilidad al agua (207).

~ Los receptores a vasopresina son receptores acoplados a proteina G, y
se clasifican en: V14, ampliamente distribuidos en la periferia y en el sistema
nervioso central; V1, localizados en adenohipdfisis; y V7, ubicados
predominantemente en células principales de conductos colectores renales.
Cuando la vasopresina se une a receptores V1, sobreviene la activacién de
distintas fosfolipasas unidas a membrana, y los efectos biolégicos resultantes
incluyen: vasoconstriccién, glucogendlisis, agregacion plaquetaria, liberacion
de hormona adrenocorticotréfica y crecimiento de células de misculo liso
vascular. La unién de vasopresina a receptores V7 estimula a la adenilato
ciclasa, lo que aumenta los niveles intracelulares de AMPe. La activacién de
la protein cinasa dependiente de AMPc media los efectos hidroosméticos de
la vasopresina, La fosforilacion de proteinas induce un rapido aumento en la
permeabilidad al agua en células epiteliales del conducto colector, mediante
ia fusién de vesiculas que contienen canales de agua {(acuaporin-CD) a la
membrana apical (206, 207).

La respuesta antidiurética a la vasopresina puede verse modificada por
distintos farmacos. Se ha descripto que los antiinflamatorios no esteroides, la
carbamazepina y la clorpropamida aumentan los efectos antidiuréticos de
~ vasopresina. La respuesta a esta hormona puede verse inhibida por litio y el
antibidtico demeclociclina (207).

La sintesis de péptidos analogos de la vasopresina ha logrado la
obtencién de agonistas selectivos. El agonista de receptores V7,
desmopresina, introdujo Ia alternativa terapéutica de disponer de una droga

que ejerce el efecto antidiurético de vasopresina despojado de su actividad
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presora. Actualmente, la biisqueda de antagonistas selectivos es alentada por
la idea de que los antagonistas V| resulten beneficiosos en situaciones
clinicas donde la resistencia periférica total se halla aumentada, como
insuficiencia cardiaca congestiva e hipertensién. Mientras que los
antagonistas .Vz serian Gtiles cuando exista una excesiva reabsorcion de agua
libre de solutos, como en el sindrome de secrecidén inapropiada de hormona

antidiurética (207),

3.1.3. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula end6gena, sintetizada a partir
de L-arginina, responsable de la estimulacién de guanilato ciclasa soluble en
distintos tejidos. Ademas, el NO es un factor citotéxico liberado por
macréfagos activados por estimulo inmunoldgico. Estas propiedades
biolégicas diferentes derivan de la accién de distintas clases de NO sintasas.
Una NO sintasa, constitutiva, es dependiente de CaZt-calmodulina y media
la comunicacion intercelular; otra NO sintasa, inducib.le, es independiente de
Ca?™ ¢ inhibible por glucocorticoides, y est4 involucrada en la citotoxicidad
(208).

Los nitrovasodilatadores se han utilizado durante méas de un siglo para
e] tratamiento de la angina, y atn son empleados en distintas situaciones
clinicas. Estos compuestos se comportan como prodrogas, que ejercen sus
acciones farmacolégicas luego de ser metabolizados a NO. E1 NO liberado
activa la guanilato ciclasa en el misculo liso y aumenta la sintesis de GMPc
que promueve la relajacion de la vasculatura (209). Si bien el NO fue
identificado como el factor liberador dependiente de endotelio, que media los
éfectos de distintos vasodilatadores, existen lineas de invesﬁgacién_que

cuestionan esta conclusién (210).
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Los estudios regionales de lechos vasculares en perros, ratas, conejos
y humanos, entre otras especies, mostraron que la inhibicién del NO
endégeno induce un incremento en el tono vascular, especialmente en rifién
(211). Los efectos de inhibidores de la NO sintasa sobre la hemodinamia
renal indicaron que el NO puede jugar un importante rol en la regulacién
local del flujo (212-214) y en la modulacién de 1a reactividad vascular (215).
También se ha sugerido que, dui‘ante la reduccion de la presion arterial renal,
el NO part_icipa en la autorregulacion del flujo sanguineo de este drgano
(216). En investigaciones dirigidas a evaluar los mecanismos de accién de
drogas vasodilatadoras, se encontré que los efectos renales de acetilcolina
+(211) y bradiquinina (217) estarian mediados, al menos en parte, por NO.

Ademas de su participacién en la modulacién de los procesos
hemodinamicos, el NO desempeiia un rol en la facilitacién de la excrecién de
sodio, y este efecto es parcialmente independiente de su accion
vasodilatadora. Respecto al NO, Moncada y col. (218) hipotetizaron la
existencia de dos clases de hiperténsién. En una, el aumento de actividad de
vasoconstrictores incrementaria la generacién de NO como mecanismo
compensador; en esta situacién la excrecién de sodio estaria normal o
aumentada. En la otra clase de hipertension, habria un déficit en. la sintesis de
NO y estaria acompaitada por un manejo renal de sodio alterado. En ambas
situaciones, una alternativa que aumente la disponibilidad de NO resultaria
un tratamiento antihipertensivo. Una estrategia seria el desarrollo de
compuestos que causen una activacion de larga duracion de la via L-
arginina:NO. Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
activan indirectamente esta via al prevenir la degradacién de bradiquinina. En
este sentido, los inhibidores de la NO sintasa reducen el efecto

antihipertensivo de los inhibidores de la enzima convertidora (218).
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Otros estudios sefialaron que el incremento en la sintesis de NO, por la
administracién de L-arginina, seria potencialmente til en la prevencién de la

insuficiencia renal crénica (219) y la toxicidad por ciclosporina A (220).

3.2. SISTEMA GABA EN RINON

Numerosos estudios demostraron la presencia de distintos elementos
constitutivos del sistema GABA en el 1ifién. La presencia de GABA fue
detectada en tejido renal, predominantemente a nivel tubular, incluyendo la
paﬂ:e ascendente del tubulo distal y del asa de Henle, tibulos colectores
"'(células principales) y tubulos conectores (221), Una parte de este GABA se
forma a partir de putrescina, y otra parte provendria de la decarboxilacién de
glutamato, en base al hallazgo de actividad de GAD en rifién. Estudios
inmunoquimicos y bioquimicos revelaron que distintos tipos de GAD se
-encontrarian en neuronas cerebrales y en rifién (3). También se ha |
demostrado actividad de GABA-T a nivel renal (3).

Erdd y col. (221) estudiaron la capacidad del tejido renal de liberar
GABA enddgeno. La liberacidon basal de GABA resulté mas intensa en
médula que en corteza. Tanto el inhibidor de la ATPasa Na/K™, ouabaina,
como las altas concentraciones de potasio, provocaron un marcado aumento
en el eflujo de GABA en ambas regiones renales. Estos autores propusieron
que la liberacién de GABA inducida por estimulos sefiala una funcién
extramural para el GABA renal, por ejemplo la modulacién de la motitidad
de vejiga. En este sentido, se ha demostrado que GABA inhibe la motilidad
de la vejiga mediante la activacidon de receptores GABA 4 ubicados en
nervios colinérgicos (3). |

En un estudio realizado por Sidhu y Wood (222) se encontrd, en
vesiculas de membranas luminales de corteza renal de rata, dos sistemas de

captacion de GABA, uno de alta y otro de baja afinidad. Las caracteristicas
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de estos sistemas de captacion renal difirieron de las de los sistemas de
transporte de GABA en tejido cerebral. En un trabajo posterior se caracterizo
al transportador GABA/betaina (BGT-1) de rifibn humano. Este transporte de
GABA estaria acoplado a Na* y Cl- con una estequiometria 3Na*:2Cl-:1
GABA (223).

Mediante la combinacién de técnicas autorradjoéréﬁcas y de union de
radioligandos, se ha demostrado la presencia de receptores GABAA en
tubulos contorneados corticales y en tibulos colectores de rifién de rata
(224). Los receptores GABAR se encontraron concentrados en la corteza

renal (225).

3.3. RECEPTORES A BENZODIAZEPINAS EN RINON

La localizacion de receptores a benzodiazepinas en rifién de rata se
realizd mediénte técnicas autorradiograficas, utilizando _[3H]ﬂunitrazepam
como marcador. En los autorradiogramas, la marca se concentré en elementos
tubulares de la médula externa y la corteza, identificados por morfologia y
distribucién como la rama ascendente gruesa del asa de Henle y el tibulo
contorneédo distal. La identidad de los tdbulos marcados se confirmé por
localizacion inmunofluorescente de la proteina de Tamxh—Horsfall, marcador
especiﬁlc.o de estos segmentos tubulares. El orden de potencias de distintas
benzodiazepinas para desplazar [3H]flunitrazepam demostré que los
receptores identificados son RPB (226). En un estudio comparativo, Awad y
Gavish (227) mostraron que en membranas de rifion de rata la union de
[SHIPK 11195 es inhibida por PK 11195, Ro 5-4864 y clonazepam con
valores de Clsq de: 0.018, 0.027 y > 10 uM, respectivamente. |

Se ha informado que, en rifién de rata, los RPB se localizan en ia
membrana externa de una subpoblacién mitocondrial. Aquellas mitocondrias

que presentan altos niveles de RPB serian mas susceptibles al dafio osmético
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que las mitocondrias en las que los RPB estén ausentes o en bajos niveles
(137).

En un estudio de Calvo y Medina (228) se demostr6 que la
preincubacién de 'membr'anas de rifién de rata con CaZt a 37° C inhibe la
unién de [3H]Ro 5-4864. Estos autores sugirieron la presencia de un sitio de
reconocimiento del catién acoplado al RPB. |

Con el objetivo de investigar el rol de los RPB en rifién de rata, se
examiné el efecto de distintas clases de diuréticos sobre la unién de [3H]_Ro
5-4864 y [BHIPK 11195 en preparaciones de membranas. Los compuestos
tiacidicos desplazaron a estos ligandos con un orden de potencias similar al
\correspondiente a sus efectos natriuréticos in vivo. Estos autores sugirieron
que ¢l RPB seria, o estaria en estrecha asociacidn con el sitio de accién de
estos diuréticos (120). En otro trabajo se demostré que los haluros también
son capaces de desplazar radioligandos de RPB en preparaciones de
membranas de rifién de rata (229). |

La administracion crénica de diuréticos (230) o de benzodiazepinas
(231) provoca un incremento en la densidad de RPB en diferentes regiones
del rifién de rata. La densidad de los RPB en rifién también puede verse
alterada por tratamiento con progesterona, en hipertensién inducida por
unineﬁ'ecfonﬁa asociada a la administracién de sal y acetato de
desoxicortif:osterona, en ratas espontineamente hipertensas y en ratas
Brattleboro, con deficiencia de vasopresina. La adrenalectomia reduce la
densidad de RPB, y esta disminucidn se revierte por la administracion de
aldosterona (160). Se ha descripto que distintos modelos de estrés alteran la
.densidad de RPB en rifién de rata (152). Algunos estudios sugirieron que la
angiontensina Il podria ser un factor endégeno responsable de la régulacién

de RPB durante ¢l estrés (232, 233).
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4. OBJETIVOS

Actualmente, la utilidad terapéutica de las benzodiazepinas y de las
drogas relacionadas con el sistema GABAérgico se deben,
fundamentalmente, a los efectos de estos agentes mediados por acciones
sobre el sistema nervioso central. Sin embargo, los esﬁwrzos dirigidos en los
ultimos afios hacia la investigacion del rol en la periferia del sistema GABA y
de los receptores a benzodiazepinas, como asi también de los efectos de
drogas relacionadas, han logrado expandir las perspectivas clinicas de estos
agentes.

Lo.s. distintos elementos constitutivos del sistema GABAérgico
déscriptos en rifion, y la existencia de receptores a benzodiazepinas sensibles
a la modulacion farmacolégica y hormonal, sugieren la participacion de estos
sistemas en la regulacién de la funcion renal, y colocan a este érgano en un
blanco probable para las acciones de drogas GABAérgicas y

benzodiazepinas.
Los objetivos de este trabajo de tesis fueron:

. Caracterizar los efectos de agonistas GABAérgicos y benzodiazepinas

sobre la funcién renal.

. Evaluar algunos de los probables mecanismos involucrados en tales

efectos.
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Capitulo II

MATERIALES Y METODOS

|

1. TECNICAS DE CLEARANCE

1.1. CONCEPTO DE CLEARANCE

Debido a sus usos multidisciplinarios y aplicacién a una amplia
variedad de situaciones, el término "clearance” o "aclaramiento” ha sido
empleado en diferentes contextos con ligeras diferencias en su significado. La
definicién mas general de clearance es la que lo considera como una
constante de proporcionalidad que describe 1a relacion entre: la velocidad de
transferencia de una sustancia x, en cantidad por unidad de tiempo, y su
concentracién (Cx) en un fluido de referencia adecuado.

Clearancey = velocidad de transferencia / Cx

El clearance, entonces, posee la unidad de velocidad de volumen (v.g.
ml/min), y esto se expresa a menudo por el concepto de un volumen virtual
de fluido desde el cual la sustancia es completamente removida por unidad de
tiempo. Usualmente, el clearance se refiere mas a la eliminacién que ala
transferencia intercompartamental. La -eliminacién puédc llevarse a cabo
como resultado de procesos que ocurren en el rifion, el higado, el pulmén, y
otros organos. El clearance total es igual a la suma de todos los clearances

individuales que ocurren simultdneamente (234).
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1.2. CLEARANCE RENAL

Segﬁn_ los principios de balance de masa, en estado estacionario, la
velocidad instantinea de eliminacién de una sustancih X por rifién es igual a
la diferencia entre la velocidad de entrada de x al rifién en el influjo arterial y
su velocidad de salida en el eflujo venoso. Esta diferencia se iguala al
producto de la velocidad de perfusi6n renal (Q) por la diferencia de
concentracion arteriovenosa (Ax - V). Dado que la diferencia arteriovenosa
"normalizada" a la concentracién de influjo es igual a Ia fraccién de x que
entra en rifién y es removida durante su transito, o sea la fraccion de
extraccion (E); el clearance renal es equivalente al producto de la velocidad
de perfusion por la fraccién de extraccion. Entonces, el clearance renal (CR)
podria expresarse como: |

CrR=Q.(Ax-Vx)/Ax=Q.E

Si bien es posible estudiar el clearance renal mediante la
determinacion de los pardmetros de 1a ecuacidn anterior, los problemas
préacticos involucrados en estas metodologias generalmente excluyen su uso,
especialmente para estudios in vivo.

 El clearance renal puede determinarse directamente porque la
velocidad de excrecién (AEy / At) se obtiene a partir de datos urinarios.
Entonces:
CR=(AEx/At)/ Py,
donde A indica un incremento finito de cambio; Ey, la cantidad de x
excretada en orina; y Px, la concentracion de x en plasma en ¢l punto medio
del intervalo de recoleccion de orina. Los fisidlogos renales generalmente
expresan esta relacion como: |
Cr=V'o.Ox/Py,

donde V'o es la velocidad del flujo urinario y Ox es la concentracion de x en

orina (234).
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Conceptualmente, 1a definicién descriptiva mas empleada es la
propuesta por Homer W. Smith, que expresa: "el clearance renal de una
sustancia es el volumen de plasma requerido para proveer la cantidad de esa
sustancia que aparece en orina por unidad de tiempo". Es decir, que el valor
de clearance renal de una sustancia brinda informacién 'éuantitativa de la
capacidad del rifién para excretar esa sustancia en relacion a su concentracion

plasmatica a un tiempo dado.

1.3. ESTUDIO DE LA FUNCION RENAL MEDIANTE TECNICAS DE CLEARANCE

1.3.1. Consideraciones generales _

El concepto de comparar simultineamente las concentraciones en
orina y en plasma de un marc;ador dado como indice de funcion renal, parece
haber sido introducido por Gréhant en 1904. Las investigaciones
desarrolladas por numerosos autores, en los afios siguientes, abrieron el
camino para arribar al concepto actual de clearance, cuya férmula fue
sugerida por primera vez por Thomas Addis en 1917. La idea de que los
estudios de clearance podrian ser usados para medir funciones discretas del
rifion, tal como la velocidad de filtracién glomerular, debe ser acreditada a
publicaciones realizadas por Rehberg en 1926 (235).

Durante las décadas siguientes, las técnicas de clearance se han
aplicado a una amplia variedad de sistemas in vivo e in vitro, involucrando
tanto compuestos endégenos como exégenos. Cuando los resultados
obtenidos en estos estudios se interpretan adecuadamente, resultan dtiles en
la evaluacién de los efectos de factores sistémicos (presién arterial,
activacion neural, estado de hidratacién, niveles hormonales, etc.) o

sustancias exdgenas sobre la funcion integral del rifion.
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El adyenimiento de técnicas mas directas a nivel tubular, celular y
molecular, tendié a desplazar el empleo de las técnicas de clearance. Sin
embargo, estas ultimas siguen brindando valiosa utilidad, basada en su
capacidad de integrar la informacién obtenida con los estudios mas directos

en una descripcion coherente de la funcién renal total (236, 237).

1.3.2, Aplicaciones de Ias técnicas de clearance

1.3.2.1. Consideraciones técnicas

La exactitud de los métodos de clearance depende de la atencion
cuidadosa de diversos detalles técnicos, tales como la recoleccion de las
muestras de sangre y orina, y la infusién de las sustancias de referéncia.

El clearance renal generalmente se mide durante el mantenimiento de
una concentracion constante del material de referencia en plasma. Tanto las
consideraciones tedricas, como las evidencias experimentales, indican que las
técnicas de infusion continua son mas exactas y precisas que los métodos que
dependen del decaimiento de las concentraciones plasméticas después de una
inyeccion tnica de la sustancia de referencia. Cuando la concentracion
plasmética se mantiene constante, la recoleccién de la muestra de sangre
puede llevarse a cabo en cualquier momento durante el periodo de clearance,
ya que la orina se habré formado a partir de un filtrado giomerular idéntico.
Sin embargo, la'mayon'a de los investigadores utilizan la concentracién
plasmatica del punto medio del periodo de recoleccion para eludir posibles
variaciones. La recoleccion de sangre arterial, en lugar de sangre venosa, es

“un factor que también contribuye a la precision del método.

Los cambios rapidos en ¢l flujo urinario durante la recoleccion pueden

mtroducir errores significativos en la estimacion del clearance. Estos errores

se deben, en parte, a la retenci6n en la vejiga, al comienzo de cada periodo de
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clearance, de un volumen residual de orina en el cual la concentracién de la
sustancia en estudio difiere de aquélla de la orina formada con la nueva
velocidad de flujo urinario (235). Esta fuente de error es salvada, en practicas
realizadas en animales de experimentacion, cuando la recoleccién de orina se

realiza mediante canulacion de vejiga o cateterizacion de uréteres.

1.3.2.2. Méritos y limitaciones de las técnicas de clearance

La aplicacion de estos métodos resulta técnica y analiticamente simple
y precisa. Este hecho permite que los experimentos sean facilmente
reproducibles, y logra una importante concordancia entre los resultados
obtenidos pdr investigadores de diferentes laboratorios. |

Ademas, estas técnicas pueden practicarse en sujetos no anestesiados
ni sometidos a cirugia, por lo que pueden evaluar la funcién renal sin alterar
su estado fisiolégico basal. En estas condiciones resultan métodos inocuos y
adecuados para la evaluacion clinica. Estos estudios son lo suficientemente
seguros como para continuarse durante periodos prolongados y repetirse en el
mismo individuo.

Las técnicas de clearance son los imicos métodos que logran la
'cuantiﬁca_cién de ciertos aspectos de la funcién del rifion como un todo; y
esta informacion es relevante en ¢l andlisis de las actividades excretoras y
reguladoras del rifién en el organismo.
| El ﬁso de estas técnicas no permite distinguir las diferencias
funcionales entre los nefrones. Sin embargo, cuando se combinan con
estudios de micropuncién de superficie, permite inferir informacion sobre los
nefrones mas profundos. |

Dentro de las limitaciones de los métodos de clearance debe
considerarse la imprecision o imposibilidad de la localizacion de la funcién a
un sitio especiﬁco del nefrén. Ademds, si bien estas técnicas pueden describir

el mecanismo global de excrecién de una sustancia, no posibilitan la
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separacion de la reabsorcion y secrecion de sustancias que sufren ambos
procesos. Tampoco son capaces de definir los mecanismos de transporte.
Estas técnicas resultan apropiadas para la evaluacién de los efectos

renales de nuevas drogas (235, 237).

1.3.2.3. Estimacion de la velocidad de filtracidn glomerular

La informacidn que brinda la velocidad de filtracion glomerular (VEG)
no sélo es importante para evaluar la funcién renal, sino también para poder
interpretar el mecanismo por el cual una sustancia es excretada.

La estimacién de la VFG depende de la capacidad de la sustancia
marcadora de: ser fisioldégicamente inerte y no toéxica; no ligarse a proteinas
plasmaticas y filtrarse libremente a nivel giomerular; no ser reabsorbida ni
secretada; no estar sujeta a destruccidn, sintesis ni alynacenamiento dentro del
rifién; permanecer quimicamente incolume durante su paso por riiion; tener
un clearance constante dentro de un amplio rango de concentraciones
plasmaticas. La concentracion en plasma y orina de este marcador debe podér
medirse con precisién. La velocidad de filtracion de esta sustancia sera,
entonces, igual a su velocidad de excrecidn; y por lo tanto, su clearance sera
una medida de VFG (235).
| La inulina es un polimero de fructosa de peso molecular 5.200 daltons
que cumple con los requisitos anteriormente enumerados. Por lo tanto, el
clearance de inulina represcnta un indice adecuado de VFG. Usualmente, se
administra una dosis de carga de inulina que determina una concentracion
plasmatica de trabajo adecuada, y mediante infusién continua se mantiene
dicho nivel. Una vez alcanzado el estado estacionario {generalmente, 30
min), se comienzan los periodos de recoleccién de orina.

Otras sustancias que pueden ser utilizadas como marcadores de
velocidad de filtracién glomerular, son la creatinina y la urea. Actualmente se

dispone de sustancias marcadas con isétopos radioactivos (yodotalamato-
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1251 DPTA-99mT yy EDTA-51Cr) que permiten medir con precision el filtrado
glomerular (238).

1.3.2.4. Estimacion del flujo plasmdtico renal

La determinacién del flujo plasmatico renal (FPR) mediante las
técnicas convencionales de clearance se basa en la aplicacion del principio de
Fick a la desaparicion de una sustancia indicadora del plasmg su transito por |
el rifidn y subsecuente aparicién en orina. Si el indicador no es sintetizado ni
metabolizado por el rifidén, su velocidad de aparicién en orina se igualara a su
velocidad de extraccion desde el plasma. La velocidad de extraccion es igual
a la diferencia entre la concentracidn arterial y la venosa de la sustancia,
multiplicada por 1a velocidad del flujo plasmatico renal. Esta relacion se
expresa matematicamente por:

Ox.Vo=(Ax-Vyx) . FPR = FPR=(0x.V'0)/(E.Ay),
donde V'o es el volumen minuto de orina, E es Ia fraccion de ex:traccién, Ox
es la concentracién urinaria del marcador, Ay es su concentracién en plasma
arterial y V, en plasma venoso. |

Un indicador cominmente usado para la estimacion del FPR es el
acido p-aminohipurico (PAH). Como esta sustancia se secreta activamente
por los titbulos, la fraccién de extraccion en humanos varia entre 0.7 y 0.9.
En la rata este valor es préximo a 0.8. En la practica, la fraccién de |
extraccién se asume igual a la unidad, y 1a concentracién plasmatica del
indicador se mantiene constante por medio de infusion continua de PAH.
Bajo estas condiciones, el clearance de PAH (Cpapy) brinda un método
relativamente simple para estimar ¢l FPR. Esta técnica se ha usado
ampliamente tanto en la clinica como en estudios experimentales. Sin
embargo, debe considerarse que como la fraccién de extraccién es menor que

]a unidad, este método subestima ¢l flujo plasmético renal verdadero (239).
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L.3.2.5. Estimacion de la fraccidn de filtracién
La fraccion de filtracion (FF) se define como:
FF=VFG/Cpal
Esta relacion representa la fraccién del flujo plasmatico renal total que
es sometida al proceso de filtracion glomerular. Nor\malmente este parametro

adquiere valores proximos a 0.2.

1.3.2.6. Estimacidn del manejo renal de agua y electrolitos
La capacidad tubular de reabsorber agua y electrolitos puede ser

evaluada sencillamente por el empleo de técnicas de clearance.l Con este
proposito se determinan los siguientes parametros:

- Excrecién fraccional de sodio: Se calcula como la relacidn entre el
clearance de sodio y la VFG; y representa la fraccion de la masa de sodio
filtrada que se excreta en orina. Normalmente, el tibulo es capaz de
reabsorber practicamente el 99 % de la carga filtrada.

- Excrecion fraccional de potasio: Se calcula como la relacion entre el
-clearance de potasio y la VFG. El potasio filtrado es reabsorbido en casi su
totalidad antes de alcanzar el tibulo distal. El potasio excretado en orina
resulta, principalmente, de su secrecion en el nefrén distal.

- Excrecion fraccional de glucosa: Se calcula como 1a relacién entre el
clearance de glucosa y lIa VFG. En condiciones normales la glucosa filtrada
se reabsorbe completamente en el tabulo proximal.

- Excrecién fraccionél de agua: Se calcula como la relacién entre el volumen
minuto de onna (V'o) y la VFG.

- Relacién entre las osmolalidades urinaria y plasmatica (Uggm / Posm):
Brinda informacion sobre la capacidad de concentracion de la orina.

- Clearance osmolar (CQgm): Se define como el volumen de plasma qﬁe
contiene la misma cantidad de solutos osméticamente activos excretados en

orina por unidad de tiempo.
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- Reabsorcion de agua libre (TH,(): La reabsorcién neta de agua se lleva a

cabo en el tabulo colector, y se calcula como la diferencia entre CQgry v V'o.

2. ANIMALES Y TRATAMIENTOS GENERALES

En este estudio se utilizaron ratas Wistar adultas, hembras en los
estudios in vivo y machos en los experimentos de rifién aislado. Los animales
fueron mantenidos con dieta estandar (alimento rata-ratén Cargill), agua ad-
libitum y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas hasta el momento de su
utilizacién.

En 1os experimentos realizados in vivo, los animales fueron sometidos

a 16 hs de ayuno, pero con libre acceso al agua de bebida.

3. EXPERIMENTOS REALIZADOS CON EL ANIMAL INTACTO
3.1. TECNICAS CONVENCIONALES DE CLEARANCE

3.1.1, Preparacion de los animales

Los animales fiieron anestesiados en una campana de vidrio con
atmoésfera saturada en éter etilico. Durante la cirugia se mantuvo la anestesia
mediante un bozal conteniendo un trozo de algodon embebido en éter. Se
cateterizo la arteria femoral mediante un catéter PE 40 (Intramedic, USA)
para la recoleccién de muestras de sangre. La vena femoral fue cateterizada
con un catéter PE 50 (Intramedic, USA) para la administracién de drogas y
soluciones. Ambos catéteres fueron cargados previaménte con heparina

diluida en solucién fisiolégica (500 U/ml). Para la recoleccion de muestras de
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orina, mediaﬁte una incision suprapubica, se inserté una cinula de 3 mm de
diametro interno en vejiga, y se la afirmo6 mediante un lazo de hilo. Los
animales fueron ubicados en jaulas de restriccion, en dectbito ventral para
favorecer el drenaje de orina. Durante todo el periodo experimental se midio
la presién arterial mediante un manémetro conectado al catéter inserto en la

arteria femoral; y se brindé calor a los animales mediante una lampara (tipo

spot).

3.1.2. Disefio experimental

Luego de la preparacion quirirgica, y una vez recuperados de la
anestesia, los animales recibieron una dosis de carga de inulina y PAH
mediante 1a administracioén intravenosa de 2 ml/rata de solucién fisioldgica
conteniendo 9 mg/ml de inulina y 3 mg/ml de PAH. Inmediatamente se
comenzo la infusién, a través del catéter dispuesto en la vena femoral, de una
solucién de D-manitol (5 g/100 ml), a una velocidad de 5 mI/h mediante una
bomba de infusién continua (Unita Braun Melsungen, Alemania). Estas
 condiciones de infusién fueron utilizadas por otros autores para la evaluacién
de efectos de dl;ogas diuréticas (240). La solucién de infusién también
contuvo inulina (0.9 g/100 ml) y PAH (0.3 g/100 ml). Luego de una hora de
infusion, las concentraciones plasmaticas de inulina y PAH se mantuvieron
constantes, dentro de los limites de deteccitn de los métodos de dosaje
utilizados. Finalizado este periodo de equilibracion se procedio a la
recoleccion de orina durante dos periodos de 20 min cada uno. Se
recolectaron muestras de sangre, en el punto medio de cada periodo de

clearance, por medio del catéter dispuesto en arteria femoral.
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3.1.3. Tratamientos

3.1.3.1. Estudios de los efectos de diazepam sobre la funcién renal
| "in vivo" |

Estos experimentos se llevaron a cabo para evaluar los efectos de
distintas dosis tnicas de diazepam sobre la funci6n renal en el animal intacto.
En estos estudios, las dosis ensayadas fueron 0.1, 0.3, 3 y 10 mg/kg peso
corporal. Otros aﬁtorcs utilizaron la dosis de 3 mg/kg en la evaluacién de
distintos efectos in vivo provocados por el tratamiento agudo con diazepam
(161; 241). Cada dosis tmica fue administrada, mediante el catéter inserto en
la vena femoral, inmediatamente antes de comenzar el periodo de
equilibracién de una hora. Transcurrido este perfodo, como se describid enel .
item anterior, se recolectaron dos periodos de clearance de 20 min cada uno.

En otra serie de experimentos, se realizaron los controles
correspondientes. En un grupo se evaluaron los efectos del vehiculo de
diazepam, En otro grupo se estudi6 la funcién renal sin la administracion de

farmaco m vehiculo.

3.1.3.2. Estudios de los efectos de diazepam en presencia de desmopresina

Estos estudios se llevaron a cabo para evaluar la posibilidad de que el
tratamiento con diazepam altere la respuesta de estructuras tubulares a la
vasopresina,

Se evaluaron los efectos de diazepam en presencia del analogo de
vasopresina, 1-desamino-8-D-arginina vasopresina (DDAVP), desmopresina.
La sustitucion de la L-arginina por D-arginina reduce mucho la actividad
vasopresora sin reducir la antidiurética. Asi, 1a proporcién entre ambas
actividades para la desmopresina es unas 3.000 veces mayor que para
vasopresina (207). La dosisl de desmopresina utilizada en estos estudios fue

A

de 0.4 pg/rata, i.v.. En otra serie de experimentos se duplicé la dosis, sin



54

encontrarse diferencias en las relaciones Uggy/Posm entre ambos grupos.
Estos datos indican que la dosis de desmopresina seleccionada es capaz de
lograr la méxima capacidad de concentrar ia orina en ratas sometidas a
diuresis osmoética (manitol 5 %, 5 ml/h).

En un grupo experimental, luego de 15 min de administrada la
desmopresina, se inyect6 la dosis de diazepam y se comenzé la infusién
continua, segin se describié en el ftem anterior. La dosis de diazepam
seleccionada para este experimento fue de 0.3 mg/kg, dosis intermedia de las
ensayadas en el estudio anterior que fue capaz de manifestar todas las
alteraciones observadas sobre la funcién renal. En otro grupo, se evaluaron

los efectos de desmopresina en ausencia de diazepam.

3.2. ANALISIS DE LA FUNCION RENAL
3.2.1. Parimetros hemodingdmicos

3.2.1.1. Velocidad de filtracién glomerular
Como indice de VFG se estimé el clearance de inulina mediante la
férmula:
Cin=0in . V'o/Pj;,
donde Cin es el clearance de inulina expresado en ml . min-1 . IOIOg'1
Oin es la concentracién urinaria de inulina
Pin es la concentracion plasmatica de inulina

V'o es el volumen minuto de orina

3.2.1.2. Flujo plasmdtico renal |
El FPR se estim6 mediante el clearance de PAH, utilizando la formula:
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CPAH = OpAH - V'o/PpAH
donde CpAH es el clearance de PAH expresado en ml . min-1. 100g-1
OpAH es la concentracién urinaria de PAH

PpAy es Ia concentracién plasmatica de PAH

3.2.1.3. Fraccion de filtracién

La fracci6n de filtracién se calcul6 como la relacién entre el Cip y el

CpaH-

3.2.2. Parametros tubulares
La excrecién fraccional de agua (EFH,0) se expresd en %y se
calculé como : |
EFH,0 =100. V'o/ Cjp
Las excreciones fraccionales de sodio, potasio y glucosa se calcularon
mediante la férmuia:
EFyx = 100, Cx / Cig ,
donde x es Nats KT o glucosa, y EFy es la fraccién de excrecion expresada
en %.
También se midieron las osmolalidades en las muestras de plasma y
orina para calcular Ia relacién Uggm/Posm.
Se calculd el clearance osmolar seglin la formula;
Cosm = V'0 . Uosm/Posm ;
y la reabsorcion de agua libre: '

TcHzo = Cosm - V'O
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4. EXPERIMENTOS REALIZADOS CON EL MODELO DE RINON
AISLADO Y PERFUNDIDO

4.1. DESCRIPCION DEL MODELO DE RINON AISLADO Y PERFUNDIDO

4.1.1. Consideraciones generales

El modelo de rifién aislado y perfundido ha resultado adecuado en
numerosos estudios para la evaluacién de los efectos de drogas sobre ciertos
parametros de la funcion renal y el estudio de interacciones entre drogas a
este nivel (242). El érgano aislado preserva importantes caracteristicas
anatomicas, bioquimicas y funcionales del riiion intacto (236). En esta
preparacion se circunscriben factores extrarrenales, que influyen en la
informacidn obtenida en experimentos in vivo. Por lo tanto, las respuestas
observadas son especificas del rifién y la interpretacion de los datos es mas
precisa (243). Ademas, la utilizacion del 6rgano aislado permite el estudio de
la funcién renal bajo condiciones en las que las variables (v.g. composicion
de la solucion nutritiva, flujo o presién de perfusion) pueden modificarse de
manera controlada (236). El rifién aislado se perfunde, generalmente, con una
solucion Ringer-Krebs a la que se adiciona albumina bovina como agente
oncético y una mezcla de aminoacidos para mejorar la estabilidad de Ia
preparacién. En la Tabla II-1 se presentan los parametros funcionales de
preparaciohes controles perfundidas, en optimas condiciones, con albiimina
5%. Algunos autores han reportado el uso del polimero sintético dextran

como agente oncotico (243).

4.1.2. Caracteristicas hemodindmicas
Este preparado se caracteriza por un alto flujo de perfusién que se

debe, principalmente, a la baja viscosidad del medio de perfusién comparada
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Tabla [-1: Pardmetros funcionales del rifion aislado y perfundido de rata

Presion de perfusion (mmHg) : 928§
Flujo de perfusién (ml . min-1) . 32+6
Velocidad de filtracién glomerular (ul . min-1) 567 £ 89
Flujo de orina (ul . min-1) 610 £ 210
Excrecion fraccioﬁal de sodio (%) 8.6+2.6
Reabsorcion fraccional de glucosa (%) 948425

Estos valores representan a media + error estindar de 110 determinaciones para cada
parametro (10 rifiones aislados, 11 determinaciones por rifion).
Tomado de referencia: 243.

con la de la sangre, y a la ausencia de inervacion y/o sustancias
vasoconstrictoras circulantes. El flujo elevado es fundamental para el
adecuado mantenimiento de la oxigenacion del preparado. Sin embargo, debe
considerarse que en estas condiciones se somete al 6rgano a un importante
Javado medular, lo que disminuye su capacidad para concentrar la orina. El
alto flujo de perfusion, asociado a una VFG disminuida respedto a la del
animal intacto, resulta en una FF excesivamente baja, que no permite el
adecuado aumento de la presién oncética peritubular, con Ia consecuente
disminucién en la capacidad reabsortiva del nefron proximal. Algunos
investigadores salvaron esta dificultad aumentando la presion oncética del
medio de perfusién, mediante el incremento de la concentracion de albumina
(236). En estas condiciones se logra una mejoria en la reabsorcién proximal
de agua y electrolitos, asociada a una disminucion en la VFG. Debe
considerarse, ademas, que ia baja VFG en este modelo puede deberse, en
parte, a la ausencia de sustancias de circulacion sistémica con actividad sobre

la dindmica glomerular.
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El modelo de rifién aislado y perfundido resulta particularmente ttil
para acceder a un conocimiento, al menos inicial, a cerca de los sitios y
mecanismos globales de accién de sustancias vasoactivas. La simplicidad con
que puede manipularse experimentalmente el tono vascular renal inicial,
permite la evaluacion de efectos vasculares de una sustancia sobre un amplio
rango de resistencias vasculares renales (236). En la literatura, se encuentran
numerosos trabajos en los que se ha estudiado la reactividad de la vasculatura
renal mediante el empleo del modelo de rifién aislado y perfundido (244-
247).

4.1.3. Caracteristicas tubulares

En el rifién aislado y perfundido, la reabsorcién de glucosa es
practicamente completa, lo que explica la utilidad de este modelo en los
estudios de reabsorcion y captacidn de solutos organicos. La presion
intratubular proximal se encuentra dentro de los limites normales, pero la
presion tubular distal esta significativamente elevada. Este fenémcn_o se debe,
probablemente a una disminucién en la capacidad reabsortiva del Asa de
Henle (236). Alcorn y col. reportaron que la principal #nonnalidad
morfologica del rifién aislado reside en la rama ascendente gruesa del Asa de
Henle, con signos claros de anoxia y degeneracion celular (248). A pesar de
estas anormalidades, el transporte activo de NaCl en la rama ascendente
gruesa no estd completamente inhibido, ya que los diuréticos del Asa son
capaces de provocar una respuesta natriurética en esta preparacioén (236,
249). Ademés, la deplecion de los niveles de glutation durante la perfusion
podria contribuir a las anormalidades morfoldgicas y funcionales det Asa de
Henle (248, 250, 251). En este sentido, se ha reportado que el agregado de
aminoacidos precursores de la sintesis de glutation, al medio de perfusion,

estabiliza la funcién del rifion aislado (252). El tubulo distal es capaz de
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compensar, al menos en parte, la reabsorcion deficiente del Asa de Henle; y
conserva la capacidad de secretar potasio.

En base a las caracteristicas descriptas para este preparado, se puede
concluir que el modelo de rifién aislado y perfundido es adecuado para el
estudio de las propiédadcs funcidnales del tabulo contorneado proximal.
Aunque la evaluacion de las funciones del nefrén distal son mas
problematicas, no se excluye la utilizacién de esta preparacion para tal

proposito (236).

4.2, PREPARACION DE LOS ANIMALES

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (50 mg . kg-1,ip.)o
tiopental (70 mg . kg1, i.p.), segin la disponibilidad de anestésico. En
" nuestro laboratorio, se ha demostrado que ia funcion renal in vivo no difiere,
segin se utilice uno u otro barbitarico para lograr la anestesia del animal
(253). Se cateterizé ia vena femoral para la administracién de 2.5 ml de una
solucion de manitol al 5%, para aumentar la diuresis y asi facilitar ia
posterior cateterizacidn del uréter. Mediante una incisién se expuso la
cavidad abdominal y se procedié a la disposicidén de un catéter PE-IOI en el
uréter derecho. En la vena cava inferior, por debajo de la vena renal derecha,
se insertd una canula PE-100 cargada con solucion fisiologica heparinizada
(500 U/ml). En la artena renal derecha se dispuso una aguja metalica, via
arteria mesentérica superior y pasando por aorta abdominal. Inmediatamente
se comenzd la perfusién del rifidn y se mat6 al animal mediante la apertura
del torax. Se ligd,‘con un lazo de hilo, la vena cava inferior por encima de la
vena renal derecha, para forzar al efluente renal a seguir la direccién de la
canulaciéon. Luego de permitir el lavado del érgano se comenzo el drenaje en
el reservorio del medio de perfusion, lograndose asi un sistema de circulacién

cerrado. El medio de perfusion se mantuvo constantemente burbujeado con



60

una mezcla O2-CO7 (19:1). El volumen de perfusato recirculante fue de 100
ml. La perfusién in situ se llevé a cabo mediante una bomba peristaltica
(Masterflex, USA), manteniendo una velocidad de flujo constante que fue
medida por un flujimetro (Gilmont Instrument Inc, USA) dispuesto en la via
arterial. La presién de perfusion se midié constantemente en la salida arterial
mediante un transductor de presion (Gould P23 ID, USA) y fue registrada por
un registrador (Rikadenki, Japon). El medio de perfusion cqnsistié en una
solucion Ringer-Krebs (pH 7.4, 300 mosmoles/kg) conteniendo dextran (2%),
glucosa (10 mM), piruvato de sodio (5 mM), lactato de sodio (5 mM) y
creatinina (400 mg/1). En algunos experimentos, también se adicioné inulina
(300 mg/1). El medio fue enriquecido con cisteina (0.5 mM), acido glutamico
(0.5 mM) v glicina (2.3 mM) para prevenir Ia pérdida de glutation de
regiones especificas del rifién (252).

4.3, DISENOS EXPERIMENTALES Y TRATAMIENTOS

4.3.1. Estudios realizados en condiciones basales

Finalizado el procedimiento quirirgico, se comenzd la perfusién. La
estabilidad en los valores de presién y flujo de perfusion se alcanzo luego de
aproximada:ﬁentc 20 min. En estas condiciones se continué la perfusion
durante 10-15 min adicionales, lo que correspondié a un periodo de
equilibracién de 30-35 minutos. Desde este momento, y hasta finalizar el
tiempo experimental, el flujo de perfusion se mantuvo constante. Luego del
periodo de equilibracion, se procedié a la recoleccion de orina durante
periodos consecutivos de 5 minutos cada uno. El maximo tiempo de
recoleccion fue de ocho periodos (40 min). En el punfo medio de cada

periodo se obtuvo una muestra del perfusato mediante una via permisiva,
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colateral a la arterial. Al finalizar el experimento se extrajo el rifién, se lo
secd con papel de filtro y se lo peso.

Los pardmetros funcionales evaluados fueron: presién de perfusion,
velocidad de filtracién glomerular y excreciones fraccionales de agua, sodio y .
glucosa.

El promedio de los valores obtenidos en los dos primeros periodos,
para cada parametro estudiado, fue considerado el vé,lor control para cada

preparacion,

4.3.1.1. Estudio de la viabilidad y estabilidad de la funcion del rifion
aislado y perfundido | |
Luego del periodo de c(juilibracién, se evalu6 la funcién renal durante
8 periodos consecutivos de 5 min cada uno, en un grupo de rifiones que no

recibieron tratamiento farmacolégico.

4.3.1.2. Estudio de los efectos de distintos agonistas GABAérgicos
En estos estudios se realizé una serie de experimentos para la
evaluacion de cada agonista. Luego del tiempo de equilibracidn, se recolectd
- orina durante dos periodos controles de clearance. En los periodos
subsiguientes se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes del
agonista GABA. Estas concentraciones se lograron mediante el agregado de
cantidades a.cumu.lativas de la droga en estudio al medio de perfusién, al
inicio de cada periodo de recoleccién de orina.
Los agonistas GABAérgicos estudiados fueron:
* GABA, agonista GABA 5 y GABAR, en las concentraciones: 0.05, 0.5, 5,
50, 500 y 1000 uM
¢+ Muscimol, agonista GABA 4, en las concentraciones: 0.1, 1, 25, 50 y
75 UM. |
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o Baclofen, agonista GABAR, en las concentraciones: 0.05, 0.5, 10, 50, 200
v 500 M.
Las concentraciones de agonistas ensayadas en estos experimentos se
encuentran dentro del rango de concentraciones utilizadas por otros
- investigadores en preparaciones de distintos 6rganos atslados (45, 47, 48, 52,
71).

Los efectos de las concentraciones mas altas de muscimol y baclofen
empleadas en este trabajo, 75 y 500 uM, respectivamente, fueron evaluados
en otros grupos experimentales. En estos experimentos, luego de la
recolecci6n de los periodos controles, se agregd al medio de perfusion la
cantidad necesaria del agonista en estudio para alcanzar la concentracion
correspondiente. Los parametros de funcidn renal fueron evaluados, entonces,
durante tres periodos consecutivos de clearance. Estos estudios se ilevaron a
cabo para testear la influencia que podria tener el procesamiento renal de
estas drogas, como asi también la probabilidad de desensibilizacion o
taquifilaxia, en los ensayos de efectos de concentraciones acumulativas. La
preincubacion con agonistas GABA provocé desensibilizacién especifica y

cruzada en preparados de intestino aislado (45, 254).

4.3.1.3. ES_tudios de los efectos del antagonista GABA A bicuculina

- En estos experimentos, luego de 1a recoleccion de los dos primeros
periodos, se agreg6 bicuculina al medio de perfusién para alcanzar una |
concentraci6n 50 uM. Después de 15 min de perfusion con bicuculina, se
evaluo la funcion renal durante tres periodos consecutivos. |

La concentracién de bicuculina ensayada se encuentra dentro del

rango de concentraciones consideradas efectivas en ¢l antagonismo de los
efectos mediados por receptores GABAA en otros estudios realizados en
organos aislados (45, 53, 255). Generalmente, para la evaluacion de la

funci6n de la preparacién aislada en presencia de bicuculina (46, 255) u otros
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antagonistas no GABAérgicos (254), se permite un periodo de preincubacion

(5-15 min) con el antagonista estudiado.

4.3.1.4. Estudios de los efectos de GABA en presencia de bicuculina

Los efectos de concentraciones crecientes de GABA. fueron evaluadas
segtin se describi6 en el item 4.3.1.2.. En esta serie de experimentos, la
bicuculina fue adicionada al perfusato, para alcanzar una concentracion

50 uM, en el momento de iniciar la perfusion.

4.3.1.5. Estudios de los efectos de muscimol en presencia de atropina

La participacién del sistema colinérgico en las respuestas inducidas
por el estimulo de receptores GABAA fué descripta eﬁ ofros organos
periféricos (49, 71, 78). Para evaluar la posibilidad de esta interaccion a nivel
renal, se estudiaron los efectoé de! agonista GABA A muscimol en presencia
del antagonista colinérgico atropina.

La atropina fue agregada al perfusato para lograr una concentracién
1 pM en el momento de iniciar la perfusién. Luego del tiempo de
equilibracién y de la recoleccién de los dos primeros periodos de clearance,
se agregd muscimol al medio de perfusion, obteniéndose una concentracion
75 uM. En estas condiciones, se evalué la funcién renal durante tres periodos
consecutivos. Los resultados de estos experimentos se compararon con los
obtenidos en otro grupo de rifiones que recibieron idéntico tratamiento con
muscimol, pero en ausencia de atropina. | |

Los efectos de atropina sobre la funcion renal fueron evaluados en una
serie de pfeparacioncs perfundidas con atropina 1 uM desde el inicio de los
experimentos. Luego del tiempo de equilibracién se recolectaron cinco
periodos consecutivos de clearance. La concentracion de atropina utilizada en

estos experimentos se encuentra dentro del rango de concentraciones
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empleadas en otros estudios para ograr el bloqueo de receptores

muscarinicos en distintas preparaciones aisladas (49, 53, 78).

4.3.1.6. Estudios de los efectos de distintas benzodiazepinas
Estos estudios se llevaron a cabo para evaluar los efectos de
concentraciones crecientes de benzodiazepinas que difieren en sus
selectividades para RCB y RPB. Se realiz6 una serie de experimentos para
cada benzodiazepina estudiada, segin se describi6 para agonistas
GABAérgicos en la seccion 4.3.1.2..
Se evaluaron las respuestas a las siguientes benzodiazepinas:
+ Diazepam, benzodiazepina de accion mixta sobre RCB y RPB, en las
concentraciones: 0.05, 2, 54 y 230 pM.
¢+ Clonazepam, benzodiazepina agonista de RCB, en las concentraciones: 2,
25, 54, 100, 230 y 500 uM.
+ Ro 5-4864, benzodiazepina que se liga selectivamente a RPB, en las
concentraciones: 4, 20 y 40 uM. |
En una serie de experimentos se evaluaron los efectos del solvente de
benzodiazepinas, utilizando el rango de voliumenes correspondiente al
empleado en los experimentos descriptos.
Las concentraciones de benzodiazepinas utilizadas en estos
experimentos se¢ encuentran dentro del rango de concentraciones que

provocaron distintos efectos en otros drganos aislados (173, 180, 182, 256).
4.3.2. Estudios realizados en presencia de distintos vasoconstrictores
4.3.2.1. Consideraciones generales

Como se ha discutido en la seccion 4.1.2., el rifién aislado y

perfundido se caracteriza por un importante estado de vasodilatacion,
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respecto al rifién intacto. Estas condiciones experimentales resultan
adecuadas para poner en evidencia las propiedades vasoconstrictoras de
diversos agentes. Sin embargo, las respuestas a vasodilatadores se
manifiestan mediante la inhibicién de la contraccién del musculo liso
vascular inducida por vasoconstrictores, tales como NA o altas
concentraciones de K+ (257). Por este motivo, para profundizar el estudio de
las respuestas vasculares a las drogas que son objeto de este trabajo, se
evaluaron los efectos de las mismas sobre la vasculatura renal previamente
contraida.

En este trabajo, la mayoria de los experimentos se llevaron a cabo con
rifiones pretratados con NA. Las respuestas a diazepam fueron evaluadas
tanto en presencia de NA como de altas concentraciones de KT,

La contraccidn del miisculo liso vascular, provocada por altas
concentraciones de K*, resulta del aumento del influjo de calcio mediado por
la activacién de canales de calcio sensibles a voltaje. La NA es un agonista
adrenérgico. En el rifién de rata, la vasoconstriccién adrenérgica estd mediada
exclusivamente por el adreno-receptor a1, principalmente el subtipo a1 A
(258). Blue y col. (259) reportaron que este receptor aj A se encuentra
acoplado a canales de calcio sensibles a dihidropiridina, un bloqueador de
canales de calcio sensibles a voltaje tipo L (260). La contraccién del miisculo
liso vascular se debe principalmente al aumento en las concentraciones de
calcio citosdlico, seguido por el aumento en la fosforilacién de la cadena
liviana de miosina. Sin embargo, la NA también es capaz de aumentar la
sensibilidad al calcio de los elementos contractiles. En contraste las altas
concentraciones de K* s6lo pueden activar el aumento de la fosfonla01on de
la cadena liviana de miosina dependiente de calcio, sin modificar la
sensibilidad al calcio de este proceso (261). Tanto la NA, como las altas
concentraciones de K* inducen una contraccién sostenida en el masculo liso

- vascular (262).
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4.3.2.2. Disefio experimental

En estos estudios, se perfundieron los rifiones en condiciones basales
durante 40 min. Desde este momento, y hasta finalizar el experimento, el
flujo de perfusion se mantuvo constante. Luego del periodo basal, la
perfusién se continué en presencia del vasoconstrictor seleccionado hasta el
final del experimento. La estabilidad de la presion de perfusion se
reestableci6 dentro de los 5-7 min posteriores al agregado del vasoconstrictor.
Transcurrido un periodo de 15 min de perfusion en presencia del
vasoconstrictor, se evaluaron los efectos sobre la presion de perfusion de
concentraciones crecientes del agente en estudio. Estas concentraciones :se
lograron mediante el agregado de cantidades acumulativas del agente al
medio de perfusién, cada 5 min. Este tiempo resulté suficiente para que la
presion de perfusi6n, alcanzada con cada concentracion, logre un estado
estable. El méximo tiempo de evaluacion de efectos relajadores, en estos

experimentos, fue de ocho periodos (40 min).

4.3.2.3. Estudios de la respuesta vascular a agonistas GABAérgicos y

benzodiazepinas en rifiones pretratados con noradrenalina

4.3.2.3.1. Curva concentracién-respuesta para noradrenalina

En estos experimentos, luego del periodo basal de 40 min, se
evaluaion los efectos de concentraciones crecientes de NA (0.1-10 uM) sobre
la presion de perfusion a flujo consante. Estas concentraciones se lograron
por el agregado, al medio de perfusién, de cantidades acumulativas de NA a
intervalos que permitieron la estabilizacion de la respﬁesta inducidd por la

- concentracién anterior (5-7 min).
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La concentracién de trabajo seleccionada fue de 1 uM, que prolvocé un
70-85% de la respuesta contractil maxima. Esta situacién experimental
resulté adecuada para el estudio de los efectos de vasodilatadores sobre las
respuestas contrictiles a diversos agentes (118, 263, 264). Otros autores
utilizaron esta concentracion de NA, con propésitos similares a los de este

trabajo, en el modelo de rifién aistado (265) y en arterias aisladas (266, 267).

4,3.2.3.2. Estabilidad de la respuesta contrdctil a noradrenalina durante el
tiempo experimental _ |

Se realiz6 una serie de experimentos para comprobar la estabilidad de
' la presién de perfusién lograda con NA durante el tiempo en que se evaluaron
los efectos de las drogas en estudio.

Segin el disefio experimetal descripto en la seccion 4.3.2.2., luego del
periodo basal, se perfundieron las preparaciones durante 15 min en presencia
de NA, agregada al medio de perfusion para alcanzar una concentracion
IuM. La pérﬁlsién se continud en estas condiciones durante 40 min
adicionales, correspondientes al maximo tiempo de estudio de relajacion. Se
logrd una adecuada estabilidad de la presion de perfusion durante el tiempo
experimental mediante el agregado, al medio de perfusién, de una solucién de
NA 0.2 mM con una bomba de infusion continua (Harvard, USA), a una
velocidad de 2 mi/h. Estos ajustes experimentales se realizaron en forma

empirica.

4.3.2.3.3. Estudios de la respuesta vascular a agonisias GABAérgicos en
rifiones pretratados con noradrenalina
Siguiendo el esquema experimental descripto en la seccién 4.3.2.2,, se
evaluaron las potenciales respuestas relajadoras de la vasculatura renal a los
siguientes agonistas GABA¢rgicos:

+ GABA, en las concentraciones: 0.05, 0.5, 5, 50, 500 y 1000 uM.
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+ Muscimol, en las concentraciones: 0.1, 1, 10, 25, 50 y 75 uM.

4.3.2.3.4. Estudios de la respuesta vascular a benzodiazepinas en
rifiones pretratados con noradrenalina
Segin el disefio experimental descripto en la seccion 4.3.2.2., se
estudiaron las propiedades vasorrelajadoras de las siguientes
benzodiazepinas:

+ Diazepam, en las concentraciones: 0.5, 2, 10, 25, 54, 230 y 580 uM. En
otro grupo de rifiones se evaluaron los efectos de concentraciones
crecientes de diazepam, también alcanzadas de manera acumulativa en el
medio de perfusién, siguiendo el esquema: 2, 54, 230y 580 uM.

+ Clonazepam, en las concentraciones: 2, 23, 54, 100, 230 y 500 pM.

+ Ro 5-4864, en las concentraciones: 5, 25, 50, 100y 150 uM.

* Flumazcﬁi], en las concentraciones: 0.2, 2, 10, 25, 50, 200 y 500 aM.

En una serie de experimentos se evaluaron los efectos del solvente de
benzodiazepinas, utilizando el rango de volamenes correspondiente al

empleado en los experimentos descriptos.

4.3.2.3.5. Estudios de la respuesta vascular a diazepam y clonazepam
en presencia de flumazenil

Estos experimentos se llevaron a cabo para testear la posible
influencia de la benzodiazepina antagonista RCB, flumazenil, sobre los
efectos vasculares producidos por benzodiazepinas clasicas. Con este
objetivo, se evaluaron las respuestas a diazepam y clonazepam en presencia
de flumazenil. |

En estos estudios se siguié el disefio experimental descripto en la

" seccidn 4.3.2.2.. Flumazenil fue agregado al medio de perfusién, para

alcanzar una concentracion 10 uM, 10 min antes del agregado de NA. Esta
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concentracién de flumazenil fue utilizada por otros autores (178) con
propositos similares a los de estos estudios.

Las coﬁcentraciones de clonazepam ensayadas fueron similares a Ias
descriptas en ¢l item anterior. En el caso de diazepam, se adiciond un altimo

periodo en presencia de una concentracién 1200 uM de esta droga.

4.3.2.3.6. Estudios de la participacién del monaofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) en los efectos de diazepam sobre la vasculatura renal

El efecto vasodilatador de distintos compuestos se debe a un aumento
en los niveles de GMPc (257, 268, 269). El incremento de GMPc activa la
protein cinasa dependiente de GMPc y se promueve la fosforilacién de
distintas proteinas, que resulta en la inhibicién de la maquinaria contractil
(257). Se ha descripto que el azul de metileno inhibe los efectos de este tipo
de agentes, ya que inhibe la actividad de la guanilato ciclasa soluble y la
consecuente formacién de GMPc (257, 270).

Con el objetivo de evaluar la posible participacién de GMPc enla
vasodilatacion renal producida por diazepam, se evaluaron los efectos de
diazepam: 2, 54 y 230 uM, en presencia de azul de metileno. Estos
experimentos se realizaron segin el disefio descripto en el item 4.3.2.3.4.. El
azul de metileno fue agregado al medio de perfusion, para alcanzar una
concentracién 10 pM, 20 min previo a la administracién de NA. Este tiempo
de pretratamiento y esta concentracién de azul de metileno fueron utilizadas
por otros autores (264), con propdsitos sitilares a los de este estudio, en el

modelo de rifién aislado y perfundido.

4.3.2.3.7. Estudios de la participacién del éxido nitrico en los efectos de
diazepam sobre la vasculatura renal
ElI NO es un compuesto endégeno capaz de modular la actividad

contractil de las células del misculo liso. Esta accién se desarrolla por
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estimulacion de la guanilato ciclasa soluble (208, 270). Ademas de su
participacién en distintos mecanismos homeostaticos (218), incluyendo la
regulacion de la hemodinamia renal (212, 215, 271), se ha demostrado la
mediacion del NO en las acciones vasodilatadoras de distintos fairmacos y
agentes enddgenos (270, 272). El propésito de los experimentos que se
describen a continuacion fue investigar la posible participacién del NO en la
relajacion de la vasculatura renal inducida por la benzodiazepina diazepam.
En estos estudios se evaluaron los efectos de diazepam: 2, 54 y
230 uM, segin el disefio descripto en el item 4.3.2.3.4., en presencia de NC-
nitro-L-arginin;l (L-NNA). La L-NNA es un inhibidor de la sintesis de NO
(208). Se ha demostrado que este compuesto es capaz de inhibir la sintesis
basal de NO en rifién de perro (213). En estos experimentos, la L-NNA fue
adicionada al medio de perfusion, para lograr una concentracién 30 M, 20
min previo al agregado de NA. Esta concentracion de L-NNA se encuentra
dentro del rango de concentraciones consideradas efectivas, por otros autores,
en la inhibicién de la sintesis de NO en preparados de rifién (215, 217) y
aorta (273) aislados de rata y corazén (274) aislado de conejo. El tiempo de
pretratamiento con L-NNA en el presente estudio fue similar al informado

por los mismos autores.

4.3.2.4. Estudios de la respuesta vascular a diazepam en rifiones
pretratados con KCl

Para lograr la despolarizacién de la membrana celular del misculo
liso, pueden utilizarse dos tipos de soluciones conteniendo altas
concentraciones de K. Las soluciones hiperosmoticas, con el agregado de
KCl a una solucién fisiolégica normal, inducen pérdida de volumen celular,
inhibicion de las contracciones y atenuacién de los efectos de los
bloqueadores de canales de calcio. Las soluciones isoosmoticas, con

reemplazo de NaCl por KCl en la solucién fisiol6gica, inducen aumento de
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volumen celular, deficiencia de ATP y modificacion de la relajacién
muscular. Se ha reportado que las soluciones isoosméticas, conteniendo
concentraciones de KCl de hasta 60 mM, inducen una contraccién sostenida
en aorta aislada de conejo, sin suscitar los inconvenientes descriptos
anteriormente (257).

En estos estudios de la respuesta vascular a diazepam, los rifiones
fueron pretratados con KCl 40 mM. Luego del periodo basal, segun se
describid en la seccién 4.3.2.2., se continud la perfusion con solucién Ringer-
Krebs, conteniendo KCl 40 mM en reemplazo equimolar de NaCl. Esta
concentracién de KCl fue utilizada por otros autores en estudios de las
propiedades vasorrelajadoras de benzodiazepinas sobre distintos vasos
aislados (118, 178). Las concentraciones de diazepam ensayadas fueron: 2,
54,230y 580 pM.

En una serie de experimentos, se comprobo la estabilidad de la presion
de perfusién lograda con KCI 40 mM durante el periodo de estudio de

relajacion.

4.4. ANALISIS DE LA FUNCION RENAL

4.4.1. Filtrado glomerular

La velocidad de filtracion glomerular se evalué mediante el clearance
de creatinina. En algunos experimentos, con el objetivo de comparar los
resultados obtenidos con ambos marcadores, también se estimé el clearance
de inulina. En ambos casos, los clearance se calcularon segiin se describi6 en

el item 3.2.1.1..



72

4.4.2. Parametros tubulares
Las excreciones fraccionales de agua (EFH,0), sodio (EFNg) y
glucosa (EFGjy) se calcularon segun se ha descripto en el item 3.2.2..

4.4.3. Respuestas vasculares

Los efectos de los agentes estudiados sobre el tono de la vasculatura
renal fueron evaluados mediante el analisis de los cambios de la presién de
perfusion, mientras el flujo de perfusion se mantuvo constante. En estas
condiciones, los cambios en la presién de perfusion reflejan variaciones en la
resistencia vascular renal. Este método de evaluacién de las respuestas
vasculares del rifién aislado y perfundido fue utilizado por otros autores (244-
246, 275).

En los experimentos destinados a estudiar la capacidad vasorrelajadora
de distintas drogas, en rifiones pretratados con NA o altas concentraciones de
KCl, se consider6 100 % de relajacién a la inhibicién completa de la
respuesta vasoconstrictora. En estos estudios se calcul6 la concentracion
necesaria del agente ensayado para lograr una inhibiciéon del 35 % de la
respuesta vasoconstrictora, CE35. Se seleccioné este porcentaje de
' inhibicién; ya que se encontr6 incluido en el rango comprendido entre el 20 y
el 80 % del efecto maximo de todas las drogas ensayadas. Las CE35 fueron
calculadas a partir de la curva dosis-respuesta gradual mediante el programa

Pharmacologic Calculation System - Version 4.0.
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5. TECNICAS ANALITICAS

5.1, DETERMINACION DE INULINA

La inulina fue determinada por el método de Roe (276). La fructosa,
producto de la hidrélisis de inulina en medio acido y caliente, reacciona con
resorcinol dando un cdmpucsto coloreado que se determina por lectura

espectrofotométrica a 490 nm.

5.2. DETERMINACION DE CREATININA |

La creatinina se determiné utilizando un equipo comercial (Wiener
Lab, Rosario, Argentina), fundamentado en el método de Jaffé. La creatinina
reacciona con acido picrico en medio alcalino dando un complejo coloreado

que se cuantifica mediante lectura espectrofotométrica a 510 nm.

5.3. DETERMINACION DE ACIDO P-AMINOHIPURICO

El PAH se dosé mediante el método de Brun modificado por Waugh y
Beall (277'). El PAH, en solucion etanolica acida, reacbiona con el p-
' dimetilaminb benzaldehido generando un compuesto coloreado detectable a

450 nm.

5.4. DETERMINACION DE GLUCOSA

La glucosa se determiné con un equipo comercial (Wiener Lab,
Rosario, Argentina). La glucosa es oxidada enzimaticamente por la glucosa
oxidasa a 4cido glucdnico y agua oxigenada. El agua oxigenada en presencia

de peroxidasa produce la copulacion oxidativa del fenol con la 4-
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aminofenazona dando lugar a ia formacién de un cromégeno con absorbancia

méxima a 505 nm.

5.5. OTRAS TECNICAS

Las concentraciones de electrolitos se determinaron por fotometria de
llama (Wayers 2000).

Las osmolalidades de plasma y orina se determinaron utilizando un
osmometro de presién de vapor {Wescor 5100¢c, USA).

~ El volumen de orina se determiné por gravimetria.

6. DROGAS Y REACTIVOS

6.1. PROCEDENCIA |

Ro 5-4864 se obtuvo de Hoffman-La Roche (Basel, Suiza), y
clonazepam y flunitrazepam, de Productos Roche S.A. (Buenos Aires,
Argentina), El diazepam provino de Productos Roche S.A. y de Laboratorios
Northia (Argentina). No se observaron diferencias en las respuestas renales -
enttre los grupos tratados con diazepam proveniente de una u otra fuente; por
lo tanto estos resultados fueron incluidos en el mismo grupo experimental.

GABA, muscimol, baclofen, ioduro de N-metil bicuculina, clorhidrato
de noradrenalina y sulfato de atropina fueron obtenidos de Sigma Chemical
Co (St. Louis Mo, USA). Las demds drogas y reactivos utilizados en este
trabajo provinieron de la misma fuente, o fueron de la mejor calidad

disponible en el mercado.
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6.2. DISOLUCION |

Todas las drogas fueron disueltas inmediatamente antes de ser
utilizadas.

En los experimentos in vivo, la disolucién de diazepam (10 mg/mi) s
comenzé con alcohol etilico y se continué con el agregado de propilenglicol
(alcohol 1: propilenglicol 4), con intervalos de agifacion y reposo hasta
disolucién completa. Esta solucién fue diluida con el mismo vehiculo, segin
fue necesario para cada dosis, de manera de administrar un volumen
constante de 100 pl/lOO g de peso corporal.

En los experimentos de rifién aislado, el baclofen (4 mg/ml) se preparo
en agua bidestilada llevada a pH 7.6 con OHNa, y el muscimol (0.5 mg/ml),

“en agua bidestilada con el agregado de una alicuota de HC1 0.01 M. Las
benzodiazepinas dia.iepam (15 mg/ml), clonazepam (7 mg/mi, con el
agregado de una gota de OHNa 0.1 N), Ro 5-4864 (5 mg/ml) y flumazenil
(10 mg/m), se disolvieron en alcohol etilico. Las drogas restantes se
disolvieron en agua bidestilada o solucion Ringer-Krebs. En estos
experimentos, se comprobé que el agregado de las soluciones de drogas no

modificé el pH final del medio de perfusion.

7. ANALISIS ESTADISTICO
En todos los casos los valores presentados corresponden a Ja media +

el error estandar del grupo experimental.

7.1. EXPERIMENTOS REAL1ZADOS CON EL ANIMAL INTACTO

En estos estudios los datos fueron comparados mediante el test -
Student, 0 mediante un ANOVA y las técnicas de contrastes multiples de
Newman Keuls, segin result6 apropiado. |
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7.2. EXPERIMENTOS REALIZADOS CON EL MODELO DE RINON AISLADO Y

PERFUNDIDO
Los datos fueron analizados mediante el test ¢-Student, o mediante un

ANOVA v las técnicas de contrastes multiples de Tukey, segin resulté

apropiado.
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Capitulo III

FUNCION RENAL 2V VIVO Y EN ORGANO AISLADO

En este capitulo se discutira la viabilidad, segin las caracteristicas
funcionales, de las preparaciones logradas en este laboratorio para el estudio

de los efectos renales de las drogas que son objeto de este trabajo.

1. EVALUACION DE LA FUNCION RENAL EN EL ANIMAL INTACTO

Estos estudios se llevaron a cabo para evaluar la funcién renal in vivo,
mediante técnicas convencionales de clearance en ratas sometidas a infusion
continua con manitol 5% a una velocidad de 5 ml/h, como se describi6 en el
Capitulo II, 3.1.2.. Luego de una hora de infusién se recolecté orina durante
dos periodos de clearance de 20 min cada uno.

En una serie de experimentos se evaluaron los efectos de la infusién
sobre la composicién piasmatica de los animales (Tabla III-1). La
osmolalidad plasmética no se vi6 alterada por la infusion, mientras que el
hematocrito y las concentraciones plasmaticas de sodio y potasio sufrieron
una disminuci6n estadisticamente significativa, indicando que la infusién
provoco una expansion isoosmética del volumen plasmatico. El grado de
expansion no resulté lo suficientemente importante como para inducir

cambios en la presion arterial de los animales.
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Tabla III-1: Paridmetros plasmiticos y presion arterial antes y después de una
hora de infusion

Basal . Infusién
Presién arterial (mmHg) 1335 134 x4
[Na]p (meq/l) 1448+ 0.6 * 142.0+£04
[K]p (megq/l) 39402 A 3702
Paom (mosm/Kg) 299+ 4 3013
Hematocrito (%) ' ' 440x1.1 Ll 30806 -

En cada rata se determinaron los pardmetros plasmaticos y se midio 1a presion arterial antes
(Basal) y después de una hora de infusion (Enfusién). Las medias se comparafon por t-Test
para datos apareados.
Cada valor representa el promedio = error estandar de 4-5 observaciones.
[Na]p= concentracion plasmatica de sodio; [K]p= concentracién plasmatica de potasio;
P osm= osmolalidad plasmatica.
* p < 0.05 comparado con el Basal.
** p < 0.01 comparado con el Basal,

En la Tabla III-2 se presentan los pardmetros de funcién renal
evaluados mediante técnicas de clearance durante infusién continua. El valor
de VFG se encuentra dentro del rango de valores informados por otros
autores (278-280) que evaluaron la funcién renal en ratas intactas. La
fraccion de filtracion observada en estos experimentos es la descripta en la
bibliografia (281). Estos animales presentan una diuresis superior a la
descripta para animales normohidratados, debido a los efectos de las
condiciones de infusion. La capacidad de concentrar la orina, reflejada por la
relacion Uggm/Pogm, fue similar a la descripta en la bibliografia para ratas
sometidas a diuresis por manitol (282). La diferencia entre clearance osmolar

y volumen minuto de orina (T°H,0) indicd que, en estas condiciones
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expcrimentalés, los animales tienen capacidad de reabsorber agua libre de

solutos.

Tabla I11-2: Pargmetros de funcién renal en ratas i:itactas sometidas a técnicas

de clearance

Clearance .de PAH (ml/min . 100g) ' 342+036
Velocidad de filtracién glomerular (ml/min . 100g) 0.66 +0.16
Fraccién de filtracién ' 022+ 0.03
Volumen minuto de orina {ml/min . 100g) | 0.018 = 0.002
Excrecién fracciongl de agua (%) 3.01£0.29
Excrecion fraccional de sodio (%) | 057+0.13
Excrecion fraccional de potasio (%) | 11.76 £ 1.24
Excrecion fraccional de glucosa (%) 0.20 + 0.009
Ugsm / Posm . 1.93 + 0‘05;
Clearance osmolar (mi/min . 100g) 0.042 £ 0.004

* Reabsorcién de agua libre {ml/min . 100g) 0.028 & 0.002

Luego de una hora de infusion, se recolectd orina durante dos periodos de clearance. Para
cada parametro, se promediaron los valores obtenidos en ambos periodos.
Cada valor representa el promedio % error estandar de 4-6 observaciones,

De la evaluacion de la funcion renal en estos experimentos controles
se concluyd que la preparacién de los animales y las técnicas experimentales

aplicadas resultan adecuadas'para realizar los estudios in vivo propuestos en
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este trabajo, ya que los valores de los pardmetros funcionales concuerdan con

los informados en la bibliografia.

2. EVALUACION DE LA FUNCION DEL RINON AISLADO Y
PERFUNDIDO

2.1. CONDICIONES BASALES

El modelo de rifién aislado y perfundido brinda la posibilidad de
evaluar la funcién del 6rgano excluyendo las influencias extrarrenales. Para
estudiar la viabilidad y estabilidad de este preparado, un grupo de rifiones fue -
perfundido con solucién Ringer-Krebs, como se describi6 en el Capitulo If,
4.3.1.. Luego de un periodo de 30-35 min de equilibracion, se estudiaron
ocho periodos consecutivos de clearance de 5 min cada uno. |

En la Tabla III-3 se presenta, para cada pardmetro funcional evaluado,
el valor promedio de los dos primeros periodos de clearance.

Los valores encontrados para los parametros funcionales evaluados se
encuentran dentro del rango de valores informados por otros autores (283-
285). En la Tabla II-3 se reflejan las caracteristicas funcionales descriptas
anteriormente para el rifién aislado y perfundido (Capitulo II, 4.1.2., 4.1.3.).
Se puede observar un alto flujo de perfusién, asociado a una VFG disminuida
respecto a los valores encontrados en el animal intacto. El valor de excrecién
fraccional de glucosa, comparado con el referente de la bibliografia (243),
indica un adecuado mantenimiento de estos procesos de transporte en el
tibulo proximal. La elevada excrecion fraccional de agua y sodio, en
comparacién con la excrecion fraccional de glucosa, probablemente refleja el
daiio selectivo de los nefrones distales durante la perfusién, descripto por

Alcorn y col. (248). Ante la concordancia entre los resultados
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Tabla 1II-3: Parametros funcionales en el riiién aislado y perfundido

Flujo de perfusién (ml/min) 241
Presién de perfusiéﬁ (mmtig) 127+ 4
Velocidad de filtracién glomerular (ml/min . g) 0.29 £ 0.05
Excrecién fraccional de agua (%) 227+£36
Excrecion fraccional de sodio (%) 208+3.1
Excrecién fraccional de glucosa (%) 6915

Los rifiones fueron perfundidos con solucién Ringer-Krebs. Luego de 30-35 min de
equilibracién se estudi6 la funcién renal durante ocho periodos consecutivos de clearance.
Para cada parametro se calculd el valor promedio de los dos primeros periodos.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 7 experimentos.

obtenidos de estos experimentos controles y los informes de la bibliografia,
se concluyé que la viabilidad de este preparado resulta adecuada para el
estudio de los efectos directos de distintos agentes sobre la funcién renal.

En los distintos grupos experimentales que se describiran en este
trabajo, los valores promediados de los dos primeros periodos, para los
parametros estudiados, no difirieron de los presentados en la Tabla III-3.

Para analizar la estabilidad del preparado se calculé para cada
parametro, durante el tiempo de perfusién, el porcentaje de cambio relativo al
valor promedio de los dos primeros periodos. En la Figura ITI-1 se puede
observar que la funcién del rifién aislado y perfundido no suffrié

modificaciones significativas durante el tiempo experimental.
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Figura IlI-1: Evolucion de los
pardametros funcionales en el rifion
aislado y perfundido en experimentos
controles. Luego de la recoleccion de dos
periodos de clearance se estudié la variacién
de la funcion renal durante 6 periodos
consecutivos de 5 min cada uno. Las
variaciones se expresaron como porcentaje
de cambio relativo al valor promedio de los
dos primeros periodos.

Cada valor representa el promedio + error
estandar de 7 experimentos.
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En todos los experimentos realizados en este trabajo, luego de la
recoleccion de los dos primeros periodos de clearance, se agreg6 al medio de
perfusion la droga en estudio, cuyos efectos sobre los parélhetros funcionales
fueron evaluados a partir del porcentaje de cambio relativo al valor promedio
de los dos primeros periodos. Dada la estabilidad de la funcidn renal en los
experimentos controles descriptos en este capitulo, se puede concluir que las
variaciones en los pardmetros funcionales que se informan en los capitulos
siguientes son consecuencia de los efectos de las drogas ensayadas, 'y'no del

tiempo de perfusién.

2.2, RESPUESTA DE LA VASCULATURA DEL RINON AISLADO A DISTINTOS
VASOCONSTRICTORES
Para evaluar las potenciales propiedades vasodilatadoras de las drogas
ensayadas en este trabajo, se eétudiaron sus efectos sobre la vasculatura renal
previamente contraida con NA o altas concentraciones de KCl. En los
experimentos que se describen a continuacién se evaluaron las respuestas de

la vasculatura del rifion aislado y perfundido a dichos vasoconstrictores.

2.2.1. Respuesta contractil a noradrenalina

En un grupo de rifiones (n= 3) se estudiaron los efectos de
concentraciones crecientes de NA sobre la presidn de perfusién del rifién
aislado perfundido a flujo constante, como fue descripto en el Capitulo 11,
43.2.3, 1..'Lﬁcgo de un perfodo de estabilizacién de 40 min, se agregaron
cantidades acumulativas de NA al medio de perfusién para lograr las
congentraciones deseadas (0.1, 0.5, 1, 5y 10 uM), Estos agregados se

realizaron a intervalos que permitieron la estabilizacion de la respuesta
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inducida por la concentracién anterior (5-7 min). Los resultados obtenidos se

presentan en la Figura III-2,

Figura I1I-2: Respuesta de la

100 [ » vasculatura del rifién aislado a
- * noradrenalina. Luego de 40 min de
80 + ' ye r
| estabilizacién, se evaluaron los

efectos de concentraciones crecientes

contraceién (%)
3
I

4T de NA sobre la presién de perfusién a
.20 flujo constante. En cada experimento,
0 - A los resultados se expresaron como
0.1 1 10 porcentaje de la maxima contraccién

noradrenalina pM alcanzada con NA. La presién de

perfusion basal fue 126 + 4 mmHg, y la alcanzada con NA 10 uM fue 288 + 2 mmHg.
* p < 0.05 comparado con la concentracién anterior.
Cada valor representa el promedio * error estandar de 3 expemnentos

La concentracion de trabajo de NA seleccionada fue de 1 pM, con la
que se alcanzd una presion de perfusion de 237 & 16 mmHg, provocando un
77 + 6 % de la respuesta contractil maxima. Esta situacion experimental
resulté adecuada para el estudio de los efectos de vasodilatadores sobre las
respuestas contractiles a diversos agentes (118, 263, 264),

La estabilidad de la respuesta contractil a NA durante el tiempo
experimental se evalué segén fue descripto en el Capitulo I1, 43.2.3.2.. Enun
grupo de rifiones (n= 4), luego de 40 min de perfusién en coridiciones
basales, se agregd NA al medio de perfusion para alcanzar una concentracion
1 uM, y se permitié un tiempo de estabilizacion de 15 min. Se continud la
perfusion en presencia de NA durante 40 min, correspondiendo este tiempo a
la méxima duracién de los estudios de relajacién con las drogas ensayadas.
La estabilidad de la presion de perfusion durailte este tiempo se logré
mediante el agregado al medio de perfusion, por infusion continua, de una
solucién de NA 0.2 mM a una velocidad de 2 ml/h. En la Figura III-3 se
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observa la estabilidad de los valores de presién de perfusion en presencia de

NA durante el tiempo experimental.

250 Figura I1)-3: Estabilidad de la

I—I\I’I__I respuesta contrictil a

noradrenalina. Luego del periodo

.
3

[ basal, se comenzé la perfusion con
150 NA I uM. Se permitieron 15 min de

¢ k ’ estabilizacidn, y se evalud la

estabilidad de la presion de perfusién

20 -10 0 16 20 30 49 durante 40 min.

Tiempo Cada valor representa el promedio +
error estandar de 4 experimentos.

Presién de perfusién (mmHg)

g
[

La presion de perfusion alcanzada con NA 1 uM en estos
experimentos (222 + 17 mmHg) no difiri6 significativamente de los valores
observados (237 + 16 mmHg) con esta concentracidn de NA en los estudios

de concentracién-respuesta descriptos anteriormente.

2.2.2. Respuesta contractil a altas concentraciones de KCl

En un grupo de rifiones (n=3), luego de un periodo de 40 min de
perfusién en condiciones basales, se comenzé a perfundir solucién Ringer-
Krebs conteniendo KCl 40 mM, en reemplazo equimolar de NaCl, como fue
descripto en Capitulo 1I, 4.3.2.4.. Se permitié un tiempo de estabilizacién de
15 min, y 1uego se evaltié la presion de perfusion durar.ife un periodo de 30
min, correspondiente al tiempo de estudios de relajacién. En estos
experimentos la presion de perfusion basal fue 124 + 8 mmHg, y la alcanzada
con KC1 40 mM fue 233 + 14 mmHg. En la Figura IlI-4 se observa que la

presion de perfusion en presencia de KCl 40 mM se mantuvo estable durante

¢l tiempo de perfusion.
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Figura HI-4: Estabilidad de Ia
respuesta contrictil a KCl. Luego del
periodo basal, se comenzo la perfusién con
KCl 40 mM. Se permitieron 15 min de
estabilizacion, y se evalud la estabilidad de
Ia presién de perfusion durante 30 min.
Cada valor representa el promedio = error
estandar de 3 experimentos.

De los resultados presentados ¢n las Figuras 111-3 y I1I-4, puede

concluirse que la relajacion de la vasculatura renal pretratada con NA o KCl

que se describe en los siguientes capitulos, ante el agregado de las drogas

estudiadas, es consecuencia de las acciones de dichas drogas, y no del tiempo

de perfusion.
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Capitulo IV

EFECTOS DE AGONISTAS GABAERGICOS

Los efectos de distintos agonistas GABAérgicos sobre 1a funcién renal
fueron evaluados utilizando el modelo de rifién aislado y perfundido, que
permite obviar la influencia de efectos extrarrenales.

Los estudios realizados en condiciones basales se llevaron a cabo
segin fue descripto en el Capitulo I, 4.3.1.2.. Luego del tiempo de
equilibracién y de dos periodos controles de clearance, se evaluaron los
efectos de concentraciones crecientes de la droga en estudio. Los parametros
analizados en estos experimentos fueron: presion de perfusion, velocidad de
ﬁltracibn glomerular y excreciones fraccionales de agua, sodio y glucosa. El
promedio de los valores obtenidos en los dos primeros periodos, para cada
parametro estudiado, fue considerado el valor control para cada preparacion.
Los efectos de las drogas ensayadas se expresaron como porcentaje de
cambio relativo al valor control. |

Para algunos agonistas se estudiaron los efectos sobre la vasculatura

del rifién perfundido con NA. Este disefio experimental fue descripto en el

perfuston para alcanzar una concentracion 1 pM, y se permitié la
estabilizacién de la presioén de perfusién manteniendo el flujo constante. En
estas condiciones se estudiaron los efectos de concentraciones crecientes del

agonista sobre la presion de perfusion.
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1. EFECTOS DE GABA

En una primera etapa se estudiaron los efectos de GABA exdgeno
sobre los parametros funcionales del rifién aislado perfundido en distintas

condiciones experimentales.

1.1. EFECTOS DE GABA SOBRE LA FUNCION DEL RINON AISLADO Y
PERFUNDIDO EN CONDICIONES BASALES

1.1.1. Tratamientos

En un grupo de riffones (n= 5) se evaluaron los efectos de
concentraciones crecientes de GABA, segin se describid en el Capitulo 1I,
4.3.1.2.. Las concentraciones ensayadas fueron: 0.05, 0.5, 5, 50, 500 y
1000 pM.

1.1.2. Resultados

Cuando se analizaron los parametros hemodindmicos se observé que
el tratamiento con GABA provoca un aumento concentracion-dependiente de
la presién de perfusion renal. Este efecto vasoconstrictor de GABA sobre el
rifién aislado no se asocié a cambios estadisticamente significativos en la
velocidad de filtracién glomerular. Estos resultados se presentan en la Figura
IV-1. |

La funcidn tubular también se vio6 alterada por el agregado de GABA
al medio de perfusién. En la Figura IV-1 se observa que GABA induce un
aumento en las excreciones fraccionales de agua, sodio y glucosa de manera

dependiente de la concentracion.
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Figura IV-1: Efectos de GABA sobre
pardmetros funcionales del riiién
aislado y perfundide. Luegodela
recoleccién de 2 periodos controles, se '
evalud la funcién renal ante el agregado de
concentraciones crecientes de GABA. Las
variaciones se expresaron como porcentaje
de cambio relativo al valor promedio de los
2 periodos controles.

Cada valor representa el promedio * error
estandar de 5 experimentos.

& p < 0.05 entre las medias sefialadas.
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1.1.3. Discusién

Los resultados de este estudio demuestran que GABA, agonista comin
GABA A y GABAR, provoca modificaciones significativas en la funcion del
rifién aislado y perfundido.

Los efectos hemodinamicos de GABA sobre el rifién aislado se
caracterizaron por un aumento en la resistencia vascular. En otros lechos se
ha observado que GABA modifica ¢l tono vascular, interaccionando
directamente con receptores localizados en la vasculatura o influenciando Ia
liberacién de intermediarios neuronales (3, 85).

Los resultados obtenidos en el anlisis de la funcién tubular indican
una significativa disminucién en la capacidad reabsortiva de agua y sodio.
Estos efectos podrian ser secundarios al aumento inducido por GABA sobre
la presién de perfusién renal. Sin embargo, no pueden descartarse efectos
directos sobre estructuras tubulares. El incremento en la excrecion fraccional
de glucosa sefiala al tibulo contorneado proximal como blanco probable de
las acciones de GABA.

En la bibliografia se describe la existencia de receptores GABAA
(224) y GABAR (225) y de distintos elementos del sistema GABA (54) en
rifion de rata. La informacidn obtenida en ¢l presente estudio, debido a las
caracteristicas del modelo utilizado, indica que los efectos de GABA estarian
mediados por acciones directas sobre estructuras renales (por activacion de
receptores localizados en el tejido blanco o mediante la liberacion de
intermediarios end6genos). Estas evidencias, tomadas en conjunto, sugieren
la posibilidad de que GABA desempefie un rol en la modulacién local de la
funcion renal.
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1.2. EFECTOS DE GABA SOBRE LA VASCULATURA DEL RINON AISLADO
PERFUNDIDO CON NORADRENALINA

En los experimentos realizados en condiciones basales, en los que los
rifiones presentan una resistencia vascular disminuida respecto al rifion
intacto, se ha demostrado el efecto vasoconstrictor de GABA. En su andlisis
de las técnicas de perfusién del rifién aislado, Maack (236) describi6 la
capacidad de algunos agentes de contraer la vasculatura del rifién perfundido
en condiciones basales, y de contrarrestar el efecto de distintos
vasoconstrictores. Para testear la probabilidad de que GABA relaje la
vasculatura renal precontraida, se estudiaron sus efectos sobre el rifion
aislado perfundido con NA.

1.2.1. Tratamientos

Se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de GABA
sobre la presién de perfusion de rifiones pretratados con NA 1 uM (n=3),
segin fue descripto en Capitulo II, 4.3.2.3.3.. Las concentraciones de GABA
utilizadas fueron: 0.05, 0.5, 5, 50, 500 y 1000 uM.

1.2.2. Resuitados

En la Tabla IV-1 se observa que el tratamiento con GABA no
modifica significativamente la presion de perfusion del rifidn aislado
perfundido con NA.
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Tabla IV-1: Efectos de GABA sobre 1a presion de perfusion del rifién aisiado
pretratado con noradrenalina

GABA

(uM)
Control NA g.05 0.5 ] 50 500 1000
Presién de 133 . 226 227 228 230 232 228 229
perfusiﬁn + F P EY + + + Y
5 5 4

(mmHg) 7 8 7 4 4

Luego de un periodo basal, se permitié la estabilizacion de la presion de perfusion a flujo
constante en presencia de NA 1 uM. En estas condiciones se evaluaron los efectos de
concentraciones crecientes de GABA sobre la presién de perfusién. |

Los valores representan la media + error estandar de 3 experimentos.

1.2.3. Discusién

En los experimentos presentados en la seccion anterior se demostré la
accién constrictora de GABA sobre la vasculatura renal relajada. En el
presente estudio se ha observado que Ia vasculatura renal precontraida no
responde a la presencia de GABA. Estos datos indican que la vasoactividad
renal de GABA se caracteriza por un aumento en la resistencia vascular que

depende del tono basal.

2. EFECTOS DEL AGONISTA GABA A MUSCIMOL

Para profundizar el estudio de los efectos renales inducidos pdr
GABA, se evaluaron las respuestas mediadas por receptores GABA A

utilizando el agonista selectivo muscimol.
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2.1. EFECTOS DE MUSCIMOL SOBRE LA FUNCION DEL RINON AISLADO Y
PERFUNDIDO EN CONDICIONES BASALES

2.1.1. Tratamientos

Estos experimentos se llevaron a cabo segun se describi6 en el
Capitulo 11, 4.3.1.2.. En un grupo de rifiones (condicién 1, n=5) se estudiaron
los efectos de las siguientes concentraciones de muscimol: 0.1, 1, 25, 50y
75 pM. En otro grupo experimental (condicion II, n= 4), luego del periodo de
equilibracién y de los dos periodos controles, se agreg6é muscimol al medio
de perfusion para alcanzar una concentracién 75 uM. En estas condiciones se

estudiaron tres periodos consecutivos de clearance.

2.1.2. Resultados

En el grupo experimental, en el que se evaluaron los efectos de
concentraciones crecientes de muscimol (condicién I), se observd un
incremento concentracién-dependiente en las excreciones fraccionales de
agua y sodio. La minima concentracion de muscimol ensayada, 0.1 pM, fue
capaz de provocar un aumento significativo en estos parametros tubulares,
respecto de los controles. No se encontraron cambios en la excrecion
fraccional de glucosa, Las alteraciones observadas en la reabsorcion tubular
no se asociaron a modificaciones en los parametros hemodinamicos
evaluados. Estos resultados se presentan en la Figura I'V-2,

Cuando se agregd muscimol luego de los dos periodos controles al
medio de perfusion, para alcanzar una concentracion 75 pM (condicion 1I), se
observo que los parametros funcionales evaluados no presentan diferencias

significativas entre los tres periodos de clearance analizados en presencia de



Presién de perfusién

cambio (%)

"
-5
-10 " " . ,
0.1 i 10 100
Muscimol pM
Excrecién fraccional de agua

cambio (%)
8 & 8 B

<
rr-r

0.1 1 10 100
Muscimo! pM
0 Excrecién fraccional de glucosa
20
g 10
“§ 0
-10
20 b i e
0.1 I 10 100
Muscimol pM

94

Velocidad de filtracién glomervlar

40
30
g »
-_E 10
] 0
-10
-20
0.l 1 10 100
Muscimol uM
Excrecién fraccional de sodio
80
g “}
2 40 F
i [ ]
§ .
oL o e i
0.1 1 10 100
Muscimol uM

Figura 1V-2: Efectos de muscimol
sobre parametros funcionales del
riiidén aislado y perfundido. Luego de
la recoleccion de 2 periodos controles, se
evaluo la funcion renal ante el agregado de
concentraciones crecientes de muscimol.
Las variaciones se expresaron como
porcentaje de cambio relativo al valor
promedio de los 2 periodos controles.
Cada valor representa el promedio =+ error
estandar de 5 experimentos.
> p < 0.05 entre las medias sefialadas.

* p <0.05 comparado con cero.
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Figura IV-3: Efectos de muscimol 75 uM sobre parimetros funcionales del
rifién aislado en distintas condiciones de agregado al medio de perfusién. Luego
de dos periodos controles se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de
muscimol. Se agregaron cantidades acumulativas de muscimol al medio de perfusién, cada 5
min, para lograr las concentraciones 0.1, 1, 25, 50 y 75 uM (Condicién I, n= 5). En otro
grupo, luego de dos periodos controles se agregd muscimol al medio de perfusion para lograr
una concentracion 75 pM y se evaluaron 3 periodos consecutivos de clearance de 5 min cada
uno (Condicion II, n= 4). En ambos grupos las variaciones se expresaron como porcentaje de
cambio relativo al valor promedio de los 2 periodos controles. Para cada parametro se
promediaron los valores de los 3 periodos do clearance estudiados en condicién II. Estos
datos fueron comparados con los de muscimol 75 pM en condicién L.

Los valores representan la media + error estindar.
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esta droga. Para cada pardmetro evaluado, se promediaron Jos valores de los
tres perfodos de clearance. Estos resultados fueron comparados con los
encontrados con muscimol 75 pM en condicidén I (experimentos
concentracidn-respuesta). En la Figura 1V-3 se puede observar que los
efectos de muscimol 75 pM sobre la funcién del rifién aislado no presentan
diferencias entre la condicién I y la condicién II de agregado de la droga al
medio de perfusidn.

2.1.3. Discusién

Los resultados obtenidos en estos experimentos demuestran que el
agonista GABA A, muscimol, es capaz de inducir cambios en la funcién
tubular del rifi6n aislado. La magnitud de los efectos observados con las
concentraciones ensayadas de muscimol no fue modificada por la exposicién
previa a la droga, ni por el tiempo que la droga se mantuvo en recirculacién
(condicidn I vs. condicién II). Estos datos sugieren que el sistema en estudio
no sufre desensibilizacién a esta droga; y que el procesamiento renal de la
misma, dufa_nte el tiempo experimental, no condicionaria la magnitud de sus
efectos.

Los efectos tubulares de muscimol, que fueron caracterizados como
diuresis y natriuresis, no serian secundarios a cambios hemodinamicos, en
base a los datos de presién de perfusion y filtrado glomerular. Estos
resultados indican que es probable que las acciones de muscimol se ejerzan
directamente sobre los procesos involucrados en el transporte tubular. Se han
observado efectos similares de muscimol sobre el transporte intestinal. En
estudios in vivo se encontré que la administracion intraperitoneal de este
agonista GABA 4 inhibe la absorcion neta de agua (286). |

En riftén de rata se ha descripto la existencia de receptores GABAA

localizados en tibulos contorneados de la corteza y en tibulos colectores



97

(224). En base al hallazgo de niveles significativos de GABA y sus enzimas
relacionadas en tabulos corticales y de sistemas de transporte para GABA en
vesiculas de membrana luminal, Erdé y Wolff (54) propusieron la
localizacion de un sistema GABA no neuronal en el epitelio tubular renal.
Estas evidencias, asociadas a la informacion obtenida en el presenté estudio
sugieren la posibilidad de que GABA, via receptores GABAA, podria estar

involucrado en los mecanismos de control de transporte epitelial en rifién.

2.2. EFECTOS DE MUSCIMOL SOBRE LA FUNCION DEL RINON AISLADO Y
PERFUNDIDO EN PRESENCIA DE ATROPINA
Estos experimentos se llevaron a cabo para testear la posible
participacidn del sistema colinérgico en los efectos renales mediados por

muscimol.

2.2.1. Tratamientos

Los grupos experimentales estudiados fueron descriptos en el Capitulo
II, 4.3.1.5.. Los rifiones se perfundieron con atropina 1 uM desde el inicio de
los experimentos. Transcurrido el periodo de estabilizacién, los dos periodos
controles y el agregado de muscimol al medio de perfusién para alcanzar una
concentracién 75 pM, se evalué la funcién renal durante tres periodos
consecutivos de clearance (n= 5). Los resultados de este grupo fueron
comparados con los del respectivo control en ausencia de atropina (n= 4,
datos presentados en el item 2.1, de este capitulo: muscimol, condicién II).

Un grupo de preparaciones se perfundié con atropina desde el inicio
de los experimentos (n= 3) y luego del periodo de equilibracién, se

estudiaron cinco periodos consecutivos de clearance. -
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2.2.2. Resultados
En la Tabla IV-2 se presentan los valores de los parametros
funcionales de los periodos controles del rifién aislado perfundido con

atropina.

Tabla IV-2: Pardmetros funcionales durante periodos controles del rifién
aislado perfundido con atropina y porcentaje de cambio relativo luego del
agregado de muscimol al medio de perfusiéon

Control(®) Cambio (%)®)
Presion de perfusién (mmHg) 1252 12+£08
Velocidad de filtracién glomerular (ml/min . g) 0.24 £0.06 7.7+£45
Excreciéﬁ fraccional de agua (%) 229+ 1.8 ]3.9 6.5
Excrecion fraccional de sodio (%) 220419 11.1+63
Excrecién fraccional de glucosa (%) 9528 136

Los rifiones fueron perfundidos con atropina 1 pM desde el inicic de los experimentos con un
flujo estabilizado a 22 = 2 ml/min. Luego del periodo de equilibracion se evaluaron los
parametros funcionales durante dos periodos de clearance, cuyos valores promedios fueron
considerados como controles(?). Inmediataments después de estos dos primeros periodos, se
agregod muscimol al medio de perfusion para alcanzar una concentracion 75 pM y se
estudiaron 3 periodos consecutivos de clearance. Para cada parametro, se promediaron los
valores de los 3 periodos. Los efectos de muscimol fueron expresados como porcentaje de
cambio relativo al valor control(®),

Los valores representan la media + error estandar de 5 experimentos.

Luego de estos primeros periodos controles, se agregdé muscimol al
medio de perfusién para lograr una concentracion 75 uM. Los valores de los

pardmetros estudiados no presentaron diferencias significativas entre los tres
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periodos de clearance analizados luego del agregado de muscimol. Para cada
parametro, se promediaron los valores de los tres periodos. En estos
experimentos realizados en presencia de atropina, los cambios porcentuaies
relativos a los valores de los periodos controles no adquirieron signiﬁbado
estadistico con el agregado de muscimol al medio de perfusion (Tabla IV-2),
Estos datos fueron comparados con los obtenidos pard muscimol en ausencia
de atropina (muscimol, condicién II). En la Figura [V-4 se observa que el
pretratamiento con atropina previene del aumento en las excreciones
fraccionales de agua y sodio inducidas por muscimol.

En las preparaciones controles perfundidas con atropina desde el
inicio de los experimentos, los valores correspondient_cs a los periodos
controles no difirieron de los presentados en la TablaIV-2, y se mantuvieron

sin cambios significativos durante los tres periodos de clearance siguientes.

2.2.3. Discusién

En el presente estudio se ha demostrado que atropina resulta efectiva
en bloquear la disminucién de la reabsorcion de agua y sodie inducida por
muscimol.

A pesar de que no se han encontrado evidencias de inervacion

parasimpatica a nivel renal, se ha descripto un sisterna de captacién de colina

| de alta afinidad y la capacidad de convertir colina en acetilcolina via colina
acetiltransferasa. Dado que estas funciones no son afectadas por la
denervacion renal, pueden atribuirse a las células epiteliales del tibulo renal
{(258). Se ha informado la existencia de receptores muscarinicos en células
tubulares (258, 287). También se ha demostrado que, en el rifién denervado,
acetilcolina provoca un aumento en el volumen de orina, en la excrecion

fraccional de sodio y en el clearance de agua libre; y estos efectos fueron
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Figura IV-4: Efectos de muscimol sobre parimetros funcionales del riiién
aislado perfundido en ausencia y en presencia de atropina. En un grupo
éxperimental', luego de dos periodos controles se agregéd muscimol al medio de perfusién para
alcanzér una concentracién 75 pM y se evaluaron los parametros fincionales durante 3
periodos consecutivos de clearance (- atropina, n= 4), cuyos valores fueron promediados.
Otro grupo de rifiones recibio idéntico tratamiento pero en presencia de atropina'l pM desde
el inicio de la perfusion (+ atropina, n= 5). En ambos grupos las variaciones se expresaron
como porcehtaje de cambio relativo al valor promedio de los 2 periodos controles.

Los valores representan la media =+ error estandar.

** p < 0.01 comparado con los respectivos valores en ausencia de atropina.
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antagonizados por el antagonista muscarinico, atropina (288). Ante estas
evidencias, el hallazgo de que atropina bloquea la diuresis y natriuresis
inducida por muscimol, sugiere que en los efectos tubulares del agonista
GABA A podria encontrarse involucrado algin mecanismo colinérgico.

En otros érganos periféricos también se han descripto resultados que
indican la pérticipacién del sistema colinérgico en las respuestas mediadas
por receptores GABA A . En vesicula biliar (3), en musculo liso de colon (49)
y en nddulo sinusal (78) se ha encontrado que la estimulacién de receptores
GABA promueve la liberacion de acetilcolina. Fernandez y col. (71)
sugirieron que el aumento en las acciones de acetilcolina inducido por GABA
en oviducto de rata podria ser considerado un efecto modulador postsinaptico
mediado por receptores GABA A . Se ha descripto que el antagonista
GABA 4, bicuculina, es capaz de modificar el transporte de iones en
preparaciones de intestino aislado, interaccionando con mecanismos
colinérgicos en el plexo mientérico (53). Este hallazgo resulta
particularmente interesante en lo que respecta a esta discusion, debido a las
caracteristicas similares de los sistemas de transporte en enterocitos y en
células del epitelio tubular renal.

Ante estas evidencias puede proponerse la participacién del sistema
colinérgico en la modulacion, via receptores GABA 4, de los mecanismos de

transporte tubular.

2.3. EFECTOS DE MUSCIMOL SOBRE LA VASCULATURA DEL RINON
AISLADO PERFUNDIDO CON NORADRENALINA
En los estudios realizados en condiciones basales no se encontraron
efectos sobre la resistencia vascular renal con las concentraciones de

muscimol ensayadas. Para testear las potenciales acciones vasorrelajadoras de
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muscimol, se evaluaron sus efectos sobre la vasculatura de rifiones

pretratados con noradrenalina.

2.3.1. Tratamientos

Se analizaron los efectos de concentraciones crecientes de muscimol
sobre la presion de perfusién de rifiones perfundidos con NA 1 uM (o= 3),
segun fue descripto en Capitulo 11, 4.3.2.3.3.. Las concentraciones de
muscimol ensayadas fueron: 0.1, 1, 10, 25, 50y 75 uM.

2.3.2. Resultados

El tratamiento con muscimol no provoca cambios estadisticamente
significativos en la presion de perfusién del rifion aislado pretratado con NA.
Estos resultados se presentan en la Tabla IV-3.

Tabla IV-3: Efectos de muscimol sobre la presién de perfusion del rifién
aislado pretratado con noradrenalina

Muscimol
(M)
Control NA 0.1 1 10 25 50 75
Presion de 127 232 236 237 237 232 232 235
perfusién £ + x x + + * *
(mmHg) 3 18 15 13 12 12 12 14

Luego de un periodo basal, se permitié la estabilizacién de la presién de perfusion a flujo
constante en presencia de NA 1 uM. En estas condiciones se evalué el efecto de
concentraciones crecientes de muscimol sobre la presion de perfusion.

Los valores representan la media + error estandar de 3 experimentos.
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2.3.3. Discusién

En este estudio se ha demostrado que muscimol es incapaz de
modificar la resistencia vascular del rifién aislado perfundido con
noradrenalina. Cuando se evaluaron los efectos de este agonista GABAA en
experimentos anteriores, realizados con rifiones perfundidos en condiciones
basales, taxhpoco se detect vasoactividad. Estos datos indican que,
independientemente del tono basal, la vasculatura del rifién aislado no

responde al agregado de muscimol.

3. EFECTOS DEL ANTAGONISTA GABA 5 BICUCULINA

En secciones anteriores de este capitulo se ha demostrado que el
GABA exégeno y el agonista GABAA selectivo, muscimol, son capaces de
provocar respuestas en el rifion aislado y perfundido de rata. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la posibilidad de que la activacién endogena de

receptores GABA 5 contribuya a la funcién basal del rifién.

3.1. TRATAMIENTOS

Estos experimentos se llevaron a cabo como se describié en el
Capitulo 11, 4.3.1.3.. En un grupo de rifiones (n=5), luego de los dos
perfodos controles, se adicioné bicuculina al medio de perfusion para lograr
una concentracién 50 pM. Se continu6 la perfusion en presencia de
bicuculina durante 15 min y, seguidamente, se analizaron tres periodos

consecutivos de clearance.
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3.2. RESULTADOS

‘Cuando se evaluaron los pardmetros funcionales en presencia de
bicucullina'no se encontraron diferencias significativas entre los tres periodos
estudiados. Para cada pardmetro, se promediaron los valores de los tres
periodos.

En la Figura IV-5 se observa que el tratamiento con bicuculina
aumenta signiﬁcaﬁvamcnte la presion de perfusion y las excreciones
fraccionales de agua y sodio. _

La velocidad de filtrado glomerular y la excrecion fraccional de
glucosa (valores absolutos controles: 0.26 = 0.02 ml/min.gy 10.3 £2.2 %,
respectivamente) no sufrieron cambios significativos luego de la perﬁlsién

con bicuculina.

30

20

cambio (%)

10

Presién perfusién  EF agua EF sodto

Figura IV-5; Efectos de bicuculina sobre pardmetros funcionales del riiién
aislado y perfundido. Luego de dos periodos controles se agregd bicuculina al medio de
perfusion bﬁra alcanzar una concentracion 50 uM. Se ooiltinué la perfusion durante 15 min
y se evaluaron los parametros funcionales durante 3 periodos consecutivos de clearance,
cuyos valores fueron promediados, Las variaciones se expresaron como porcentaje de
cambio relativo al valor promedio de los 2 periodos controles.

Los valores representan la media + error estandar.

* p < 0.05 comparado con ceto.
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3.3. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio revelan la capacidad del
antagonista GABA 4, bicuculina, de alterar la funcién del rifién aislado
perfundido en condiciones basales, Este hallazgo sugiere la participacién del
GABA endoégeno en la modulacion de la funcién basal de estas
preparaciones.

El tratamiento con bicuculina provocd un incremento en la presion de
perfusion y en las excreciones fraccionales de agua y sodio. Es probable que
la natriuresis observada séa una respuesta a la presion de perfusion
aumentada.

El aumento en la resistencia vascular renal encontrado durante la
perfusion con bicuculina sugiere una accion vasodilata.dora mediada por
receptores GABA A. Sin embargo, en los experimentos dirigidos a evaluar los
efectos del agonista GABA o, muscimol, no se detectaron respuestas
vasculares en condiciones basales, ni en presencia de noradrenalina
(secciones 2.1. y 2.3. de este Capitulo). Hardcastle y col.(53) observaron
respuestas a bicuculina en preparaciones de intestino delgado de rata, aunque
GABA no fue capaz de provocar efectos. Como sugirieron est_q; autores ante
tales evidencias, es probable que la incapacidad de demostrar acciones

directas de los agonistas sea atribuible a que la presenbi_a de GABA__gpd{)_geno

réﬂ;ltap_’_a en la activacién maxima de estos procesos GABAéfEif??' En este -
sentido, se ha demostrado 1a liberacion espontinea de GABA en epitelio
tubular de nfidén de rata (221).

 Mediante técnicas autorradiograficas se ha demostrado que el 3H-
muscimol no se une especificamente a elementos vasculares del rifién de rata
(224). Por fo tanto, en las respuestas de la vasculatura renal mediadas por la
activacién enddégena de receptores GABA A propuesta en esta discusion, se

encontraria involucrado un mecanismo intermediario. Esta hipétesis resulta

congruente, dada la capacidad de acettlcolina de relajar la vasculatura renal
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(211, 269), con la participacién de mecanismos colinérgicos en efectos
inducidos por el estimulo de receptores GABA A descripta en este capitulo

' (2.2.). En base a estos datos podria especularse que la irﬂlibicién de las
acciones de acetilcolina, por el antagonismo GABA A ejercido por bicuculina,
contribuiria a la vasoconstriccién observada.

El efecto vasoconstrictor de bicuculina también fue descripto por otros
autores que investigaron las respuestas de la microvasculatura cercbral (85),
proponiéndose un rol para el GABA endogeno en la regulacion del tono
vascular. Estas evidencias, asociadas a las del presente estudio, sugieren ia
participacion de mecanismos GABAérgicos en el control ténico local de

distintos lechos vasculares.

4. EFECTOS DEL AGONISTA GABAg BACLOFEN

Este estudio se llevb a cabo para evaluar las respuestas del rifion
aislado y perfundido mediadas por el estimulo de receptores GABAR. Con

‘este propésito se utilizé el agonista selectivo baclofen.

4.1. TRATAMIENTOS

Estos experimentos se realizaron segin se describié en el Capitulo II,
4.3.1.2.. En un grupo experimental (condicién I, n= 4) se evaluaron los
efectos de las siguientes concentraciones de baclofen: 0.05, 0.5, 19, 50, 200 y
500 uM. En otro grupo de rifiones (condicién I1, n= 3), luego del periodo de
estabilizacion y de los dos periodos controles, se adiciond baclofen al medio
de perfusién para lograr una concentracion 500 uM y se estudiaron tres

periodos consecutivos de clearance. En este grupo se calculo el clearance de
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inulina, ademas del de creatinina, como indice de velocidad de filtracién
glomerular.

4.2. RESULTADOS

El analisis de la funcién hemodinamica en el grupo tratado en
condicién I mostré un incremento en la presién de pelfﬁsién renal asociado a
una disminucién en la velocidad de filtracién glomerular, La funcién tubular
también sufrié alteraciones, caracterizadas como aumento en las excreciones
fraccionales de agua, sodio y glucosa. Todos los parametros evaluados se
modificaron de manera dependiente de la concentracién de baclofen en el
medio de perfusion. Estos resultados se presentan en la Figura IV-6.

En el otro grupo experimental, luego de los periodos controles se
evaluaron los efectos de baclofen 500 uM (condicién II). Los parametros
funcionales evaluados no presentaron diferencias significativas entre los tres
periodos estudiados en presencia de esta droga. Para cada pardmetro, se
promediaron los valores de los tres periodos de clearance. Estos datos se
compararon con los obtenidos con baclofen 500 pM en condicién 1
(experimentos concentracién-respuesta). Los efectos de baclofen 500 uM
sobre la funcidn del rifién aislado y perfundido no presentan diferencias entre
1a condicién 1y la condicién II de agregado del agonista al medio de
perfusion. Estos resultados se presentan en la Figura IV-7.

En el grupo tratado con baclofen en condicién II, mediante la
determinacion del clearance de inulina, se corroboré la disminucion de la
velocidad de filtracién glomerular estimada a partir del clearance de
creatinina. En la Figura IV-7 se observa que los cambios porcentuales de

depuracion de creatinina y de inulina no difieren entre si.
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Figura 1V-6: Efectos de baclofen
sobre parimetros funcionales del
riiién aislado y perfundido. Luego de
la recoleccién de 2 periodos controles, se
evalud la funcion renal ante el agregado de
concentraciones crecientes de baclofen. Las
variaciones se expresaron como porcentaje
de cambio relativo al valor promedio de los
2 periodos controles.

Cada valor representa el promedio + error
estandar de 4 experimentos.

<> p < 0.05 entre las medias sefialadas.
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Figura IV-7: Efectos de baclofen 500 uM sobre parimetros funcionales del
rifion aislado en distintas condiciones de agregado al medio de perfusién. Luego
de dos periodos controles se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de baclofen.
Se agregaron cantidades acumulativas de baclofen al medio de perfusion, cada S min, para
lograr las concentractones 0.05, 0.5, 10, 50, 200 y 500 uM (Condicion I, n=4). En otro
grupo, luego de dos periodos controles se agregd baclofen al medio de perfusion para lograr
una concentracion 500 uM y se evaluaron 3 periodos consecutivos de clearance de 5 min
cada uno {Condicion 11, n= 3). En ambos grupos las variaciones se expresaron como
percentaje de cambio relativo al valor promedio de los 2 periodos controles. Para cada
parametro se promediaron los valores de los 3 periodos de clearance estudiados en condicion
I1. Estos datos fueron comparados con los de baclofen 500 pM en condicion 1.

Los valores representan la media = error estandar.

N.D.=no determinado
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4. 3. DISCUSION

Estos experimentos demuestran que la activacion de receptores
GABAp provoca modificaciones en la funcién basal del rifion aislado y
peffundido. La magnitud de los efectos observados con baclofen 500 uM no
depende de la exposicion previa a la droga, ni del tiempo que la droga se
mantiene recirculando en el sistema (condicién I vs. condicidn II). Estos
resultados indican que con baclofen no se desarrollarian fen6menos de
desensibilizacién en el sistema estudiado; y que el procesamiento renal de la
droga, en el tiempo experimental, no condiciona la magnitud de sus efectos.

El tratamiento con baclofen provocé un incremento en la resistencia
vascular renal. En la microvasculatura cerebral también se han observado
acciones vasoconstrictoras mediadas por este agonista (85). En la bibliografia
se han acumulado evidencias de efectos contractiles mediados por receptores
GABAR sobre otros tipos de musculos lisos, como ileon aislado de gato (45)
y oviducto de coheja (3). Sin embargo se ha demostrado que la activacion de
receptores GABAR induce relajﬁcién en colon distal de cobayo (48) y en
intestino humano (47). La aparente disparidad de estas observaciones podria
ser interpretada como una consecuencia de las diferencias entre las especies y |
tejidos estudiados; y (o) las acciones mediadas por receptores GABAR sobre
la liberacion de distintos neurotransmisores, como se ha demostrado en
algunos 6rganos periféricos (3).

El aumento en la presién de perfusién renal inducido por baclofen se
encontré asociado a una disminucién en lIa velocidad de filtracion glomerular.
Estos resulfados indican una accién preferencial sobre la vasculatura
preglomerular, glomerular, o estructuras funcionalmente relacionadas. Los
resultados obtenidos en estudios autorradiograficos sugirieron la posible
localizaci6n de receptores GABAR 2 nivel glomerular en rifion de rata

(225).
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Los cambios hemodinamicos descriptos podrian postularse como la
causa de la disminucién en la capacidad reabsortiva tubular observada
durante la perfusién con baclofen. Sin embargo, no pueden descartarse
acciones directas de la droga sobre células tubulares. Se ha descripto la
existencia de sitios de unién a baclofen en corteza de rifién de rata,
localizados en estructuras tubulares (225). El aumento en la excrecitn
fracc_ion_al de glucosa, también descripto en este capitulo (item 1.1.) para el
tratamiento c;,on GABA, sugiere un compromiso de la funcién del tibulo
contorneado proximal.

En secciones anteriores de este capitulo (1.1.) se ha descripto que el
‘agonista comiin GABA induce un aumento en la resistencia vascular del
rifién perfundido en condiciones basales, mientras que con el agonista
| GABAA, muscimol, no se detectaron respuestas vasculares (2.1., 2.3.). Estas
evidencias, asociadas a los resultados obtenidos en el presente estudio,
sugieren que la vasoconstriccién inducida por GABA estaria mediada por la

activacion de receptores GABAR.

5. EFECTOS DE GABA SOBRE LA FUNCION DEL RINON AISLADO Y
PERFUNDIDO EN PRESENCIA DE BICUCULINA

Estos experimentos se dirigieron a profundizar el estudio de la
participacion de los receptores GABA A y GABAR en los efectos renales
inducidos por GABA. Con este objetivo se evaluaron las respuestas del rifién

aislado a GABA en presencia del antagonista GABA 5, bicuculina.
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5.1. TRATAMIENTOS

Estos estudios se llevaron a cabo segtin fue descripto en el Capitulo II, -
4.3.1.4.. Se comenzaron las perfusiones en presencia de bicuculina 50 pM y
luego del periodo de equiiibracién y de los dos periodos controles, se
evaluaron los efectos de las siguientes concentraciones de GABA: 0.05, 0.5,
5,50, 500 y 1600 uM (n=4). En este grupo se calcul el clearance de
inulina, ademas del de creatinina, como indice de velocidad de filtracién
glomerular, |

Los resultados obtenidos en estos experimentos fueron comparados
con los del grupo tratado con GABA en ausencia de bicuculina (n= 5,

presentados en la seccion 1.1, de este capitulo).

5.2, RESULTADOS

El tratamiento con GABA en presencia de bicuculina provoecd un
aumento sobre la presion de perfusién, mientras que se encontrd un
decremento en la velocidad de filtracién glomerular. El andlisis de la funcién
tubular mostr6 un incremento en las excreciones fraccionales de agua, sodio
y glucosa. Todos los parametros evaluados se modificaron de manera
dependiente. de la concentracién de GABA.

Cuando se compararon los efectos de GABA en ausenciay en
presencia de bicuculina, se encontré que el incremento en la presién de
perfusién es mayor en los rifiones pretratados con el antagonista GABA 4. El
tratamiento con GABA solo no modificé la velocidad de filtrado glomerular,
mientras que ia perfusion previa con bicuculina disminuy6 este pardmetro de
manera conéentracién-dependiente, enconfrandose diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos estudiados. Los efectos de

GABA sobre los parametros tubulares evaluados no presentaron diferencias
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Figura 1V-8; Efectos de GABA sobre

pardmetros funcionales del rifion
aislado perfundido en ausencia y en
presencia de bicuculina. Luego de la
recoleccion de 2 periodos controles, se
evalud la funcién renal ante el agregado de
concentraciones crecientes de GABA. Un
grupo se perfundié en ausencia (-O-,n=135) -
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y otro en presencia ( -@-, n=4) de
bicuculina 50 uM desde el inicio de los
experimentos. Las variaciones se

expresaron como porcentaje de cambio
relativo al valor promedio de los 2 periodos
controles.

Cada valor representa el promedio £ error
estandar.

* p < 0.05 comparado con la respectiva
concentracion ¢n ausencia de bicuculina.
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significativas entre la ausencia y la presencia de bicuculina. Los resultados
descriptos se muestran graficamente en la Figura I'V-8.

En la tabla IV-4 se observa que los efectos de GABA en presencia de
~ bicuculina sobre la velocidad de filtracion glomerular no difieren segin este

pardmetro se haya estimado a partir del clearance de creatinina o de inulina .

Tabla IV-4: Efectos de GABA en presencia de bicuculing sobre el clearance de |
creatinina y el clearance de inulina en el rifién aislade y perfundido

cambio (%)
GABA (uUM) tlearance de creatinina clearance de inulina
0.05 - -3.9£52 63+438
0.5 -8.5+42 05+48
5 18335 -145+24
50 -206+46 -145£2.0
500 242439 255+52
1000 -272+3.8 -22.5+4.1

Los rifiones se perfundieron con bicuculina 50 uM desde el inicio de los experimentos.
Luego de la recoleccion de 2 periodos controles, se evalué la funcion renal ante el agregado
de concentraciones crecientes de GABA. Las variaciones se expresaron como porcentaje de
cambio relativo al valor promedio de los 2 periodos controles.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4 experimentos.

'5.3. DISCUSION

El pretratamiento con el antagonista GABA 5, bicuculina, modifica
siglﬁﬁcaﬁvmnente los efectos de GABA sobre los parametros hemodinﬁmicos
evaluados en este estudio. El bloqueo- de receptores GABA A indujo un
mayor aumento de la presion de perfusién y una disminucion concentracion-
dependiente de la velocidad de filtracion, no observada con el tratamiento

con GABA solo. Estos datos y las respuestas de la vasculatura renal a
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baclofen (presente Capitulo, seccién 4), en conjunto, refuerzan la hipotesis de
que la vasoconstriccién inducida por GABA estaria mediada por receptores
GABAB.

La influencia del pretratamiento con bicuculina sobre los efectos
vasculares de GABA sugieren que la activacion de receptores GABAA
contrarrestaria, en parte, 1a vasoconstriccion previniendo de la caida de
- velocidad de filtrado glomerular en los rifiones perfundidos con GABA solo.
La suposicidn de este rol para los receptores GABAA concuerda con los
resultados obtenidos con el tratamiento con bicuculina (seécién 3. de este
Capitulo), a partir de los cuales se sugirié una accion vasodilatadora mediada
por la activacion enddgena de estos receptores. |

La informacién obtenida en este estudio acumula evidencias de la
posible participabién del sistema GABA en la modulacién local del tono del

lecho vascular renal.
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Capitulo V

EFECTOS DE BENZODIAZEPINAS

1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE DIAZEPAM SOBRE LA FUNCION
RENAL IN VIVO

La benzodiazepina prototipo diazepam es una droga ampliamente
utilizada en la clinica con distintos fines terapéuticos. En una primera etapa
de este estudio, resulté de interés evaluar sus efectos sobre la funcién renal in
vivo. Estos trabajos se llevaron a cabo mediante técnicas convencionales de
clearance durante infusién continua. Este modelo permite someter a los
animales a una diuresis adecuada para lograr el estudio de efectos temprénos
de una droga sobre distintos parametros funcionales durante periodos cortos.
En estos exﬁelimcntos se evaluaron los efectos sobre la funcidén renal luego

de una hora de la administracién de diferentes dosis de diazepam.

1.1. EFECTOS DE DIAZEPAM

1.1.1. Animales y Tratamientos

En estos experimentos los animales recibieron una dosis finica i.v.
de diazepam una hora antes de comenzar la recoleccion de dos periodos de
clearance, como se describié en ¢l Capitulo 11, 3.1.3.1.. En cada experimento

se promediaron los valores obtenidos en ambos periodos para cada parametro
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estudiado. Las dosis de diazepam ensayadas fueron 0.1, 0.3, 3 y 10 mg/Kg de
peso corporal. Simultaneamente se evalud la funcion renal en un grupo
control; y e_n una serie de experimentos se analizaron los efectos del vehiculo

de diazepam. En cada grupo experimental se estudiaron 4-6 ratas.

1.1.2. Resultados |

En la Tabla V-1 se comprueba que el vehiculo de diazepam no
modifica los parametros funcionales evaluados en este trabajo.

~ Enla Tabla V-2 se presentan los valores de algunos pardmetros

plasmaticos en ratas controles y en ratas tratadas con diazepam. Los niveles
plasmaticos de sodio y de potasio no fueron modificados por la
administracién de las distintas dosis de diazepam utilizadas en este estudio,
respecto a los valores encontrados en los animales controles. Tampoco se
observaron diferencias en la concentracién plasmatica de glucosa. La
induccidn de hiperglicemia por Ia administracién de benzodiazepinas ha sido
descripta en raton (164). Sin embargo, en estos experimentos, a pesar de que
en algunos MMcs tratados se observaron niveles de glicemia superiores a
los valores controles, la comparacion de las medias no ai‘roj(’) diferencias
significativas entre los grupos. Los valores de osmolalidad plasmatica y
hematocrito de las ratas que recibieron diazepam no fueron diferentes de los
hallados en los controles.

Por lo tanto los efectos de diazepam sobre 1a funcién renal que se
describen a confinuacidn no serian secundarios a la m.odiﬁcacién de ninguna

de las variables presentadas en la Tabla V-2,
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Tabla V-1: Pardmetros de funcién renal en ratas controles y ratas que
recibieron el volumen correspondiente del vehiculo de diazepam

Control Vehiculo
Clearance de PAH (ml/min . 100g) 342+036 3.104£0.19
Velocidad de filtracién glomerular (ml/min . 100g) | 0.66+0.16 0.72+0.06
Fraccién de filtracién 0.22+0.03 0.23+0.01
Volumen minuto de orina (ml/min . 100g) 0.018 = 0.002 0.021 + 0.003
Excrecién fraccional de agua (%) 3.01 £0.29 3.10+0.14
Excrecién fraccional de sodio (%) 0.57+£0.13 0.66 + 0.20
Excrecién fraccional de potasio (%) 11.76 £ 1.24 13.80+ 1.70
Excrecion fraccional de glucosa (%) 0.20 = 0.009 0.21 £ 0.01
Unsm / Pasm 1.93 & 0.09 2.06 £ 0.03
Clearance osmolar (ml/min . 100g) 0.042 % 0.004 0.047 £ 0.005
Reabsorcidn de agua libre (ml/min . 100g) 0.028'.:I: 0.002 0.024 £ 0.003

En un grupo de ratas (Control), luego de un periodo de estabilizacidn de una hora, se

recolectaron dos periodos de clearance y, para cada parametro, se promediaron los valores

obtenidos en ambos periodos. En otro grupo (Vehiculo), antes de comenzar el periodo de

estabilizacion, los animales recibieron €l volumen correspondiente del vehiculo de diazepam

por via i.v..

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4-6 observaciones.
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Tabla V-2: Pardmetros plasmdticos a la hora de la administracién de distintas

dosis de diazepam

Diazepam

(mg/Kg)

Control 0.1 0.3 3 10

[Na]p (meq/l)

[K]p (meq/1)

[Glucosa]p (g/1)

Poem (mosm/Kg)

Hematocrito (%)

138+ 10 135+ 4 1334 134 £ 4 128+ 1

345016 435+£029 369+023 348+026 3.83+0.28

1.08+006 1.22+0.14 N.D. - ND. 1.16+0.13

3013 2971 294+ 3 2906 =2 3031

398x06 388+09 N.D. N.D. 405+09

Cada valor representa el promedio % error estandar de 4-6 observaciones.
[Na]p= concentracion plasmatica de sodio; [K]p= concentracién plasmatica de potasio;

[Glucosa]p= concentracién plasmatica de glucosa; Pogn= osmolalidad plasmatica;

N.D.= no determinado.

Como se observa en la Tabla V-3, el tratamiento con diazepam

provoco una disminucion estadisticamente significativa de la presion arterial

con todas las dosis ensayadas.
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Tabla V-3: Presion arterial a 1a hora de Ia administracién de distintas dosis de
diazepam '

Diazepam
(mg/Kg)

Control 0.1 0.3 3 10

Presidn arterial (nmHg) 134 x4 109+ 4 1176 1162 1055

X ® A ok

Los valores representan el promedio = error estandar de 4-6 observaciones.
* p <0.05 comparado con el control
** p < 0.01 comparado con el control

La hemodinamia renal no result afectada por la variacion de
presion arterial, segin los pardmetros evaluados en este trabajo. En la Figura
V-1 se observa que la VFG, el Cpaj v la fraccién de filtracion no se
modificaron con el tratamiento con diazepam, comparados con los datos de
los animales controles.

Cuando se evaluaron los parametros tubulares se encontré un
significativo aumento en las excreciones fraccionales de agua y sodio con las
dosis de diazepam ensayadas. La excrecion fraccional de potasio también se
vi$ aumentada, alcanzandose significado estadistico en el grupo que recibié
0.3 mg/Kg de diazepam, comparado con el grupo control. Estos dato$ se

presentan en la Figura V-2.
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En los grupos experimentales que recibieron 0.1 y 10 mg/Kg de

diazepam, también se calculd la excrecion fraccional de glucosa. Los

resultados presentados en la Tabla V-4 indican que la administracién de

diazepam no modifica la reabsorcion tubular de glucosa.
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Tabla V-4; Excrecion fraccional de glucosa en ratas controles y en ratas
tratadas con diazepam

. Diazepam
_ (mg/Kg)
Control 0.1 10
EF glucosa (%) 0.20 + 0.009 0.16 :0.015 0.20+ 0,036

Diazepam fue administrado por via i.v. una hora antes de comenzar los estudios de
clearance.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4 observaciones.

En la tabla V-5 se puede observar que la relacién entre EFK y
EFpg no presenta diferencias significativas entre los distintos grupos

experimentales.

Tabla V-5; Relacion entre la excrecién fraccional de potasio y la excrecion
fraccional de sodio en ratas controles y en ratas tratadas con diazepam '

Diazepam (mg/Kg)
Control 0.1 03 3 10

EFpotasio / EFsodio 195+25 16028 18639 155+2.1 149£33

Diazepam fue administrado por via i.v. una hora antes de comenzar los estudios de
clearance.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4-6 observaciones.
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El aumento en las excreciones fraccionales de agua, sodio y
potasio, observado con la administracién de dia.zepa:h, fue acompafiado por
una disminucion en la capacidad de concentrar la orina, segun fue reflejado
por el decremento en la relacién Uggm/Posm. Ademas, todas las dosis de
diazepam ensayadas provocaron una disminucién en la reabsorcién de agua
libre, comparada con los valores controles. El Cogy no presenté diferencias -
significativas entre los grupos estudiados. Estos resultados se muestran en la

Figura V-3.
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I il L3 £
L I ] os g,
[-N o l : —
T | 1 00 52
-} : * 4 0.04 ‘éu
] ] £
e LS5 ; Es
3 i ] ks
I 100 3t
E 1 F 7 83
£ - 1 o002 B8
% " : gg
- N 2
H = e i
2 90 3 oo °F
g : ;
8 [ .. ]
0 [ Al ] - | - - 0
Control 0.1 03 3 10
Dosis de diazepam (mg/Kg)

Figura V-3: Efectos de diazepam sobre la capacidad de concentrar la orina
Diazepam fue administrado por via i.v. una hora antes de comenzar los estudios de
‘clearance. |
Cada valor representa el promedio + error estindar de 4-6 observaciones.

* p < 0.05 comparado con el control. '
** p < 0.01 comparado con el control
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1.1.3. Discusién

La administracion intravenosa de diazepam (0.1-10 mg/Kg)
provocd una significativa disminucién de la presion arterial en los animales
estudiados. Este efecto también se ha descripto en humanos, luego de la
administracién de dosis preanestésicas (0.1 a 1 mg/Kg) de diazepam, y se
atribuye a la disminucién del trabajo del ventriculo izquierdo y del gasto
cardiaco (187).

| Los valores de CpaH v de VFG en las ratas que recibieron
diazepam no fueron diferentes de los valores controles. Estos datos indican
que la hemodinamia renal no estarfa afectada por acciones directas de la
droga ni por la caida de la presién arterial. Respecto a estos resultados, cabe
mencionar que la presion arterial entre los grupos experimentales varié
dentro del rango en el cual el rifidn conserva su capacidad de autorregulacion
de flujo sanguineo y filtrado glomerular (239, 289).

En los animales tratados con diazepam se observo un aumento en
Ias excrecioﬁes fraccionales de agua, sodio y potasio, mientras que la
excrecion fraccidnal de glucosa no presento diferencias respecto a los valores
hallados en los animales controles. Estos resultados sugieren que la
disminucion en la reabsorcion de agua y electrolitos podria atribuirse a
alteraciones en la funcion del nefrén distal, dado que se preserva el manejo
tubular de glucosa. '

La relacién EFK/EFNg no fue afectada por la administracion de
diazepam, de lo que se infiere que el aumento de la EFg podria deberse a un
incremento en la secrecidn de potasio ante la mayor liberacién de sodio al
tibulo distal y conducto colector. | |

Estos efectos de diazepam se encontraron asociados a una
disminucién en la relacién Uggm/Posm, indicando una pérdida en la
capacidad de concentrar la orina. Este hallazgo refuerza la hipétesis de que

las estructuras distales estarian comprometidas en las acciones de diazepam.
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Los valores de Cogm en los animales tratados no difirieron de los
encontrados en los controles. Por lo tanto, la carga de osmoles emergente del
asa ascendente de Henle no estaria modificada por la administracién de la
droga, indicando que es poco probable que los efectosl tubulares descriptos se
deban a alteractones en la funcion de este segmento del nefrén. En tanto que
la disminucién en la reabsorcién de agua libre provocada por diazepam
sugiere que el tibulo colector podria ser blanco de las acciones de esta
benzodiazepina.

Estos resultados, en conjunto, brindan evidencia de que diazepam -
provoca alteraciones en el manejo de agua y electrolitos en el nefrén distal,
no asociadas a cambios en la hemodinamia renal. Por lo tanto, es probable
que diazepam ejerza sus efectos actuando directamente sobre estructuras
tubulares. En estudios autorradiograficos realizados por otros autores (226)
se describi6 que el rifion de rata presenta una alta densidad de receptores a
benzodiazepinas, concentrados principalmente en la rama ascendente gruesa
del asa de Henle y en el tibulo contorneado distal, Ademds se ha demostrado
que distintos diuréticos, derivados del acido fenoxiacético y tiazidas, son
capaces de inhibir la unidn de ligandos especificos de RPB; en el caso de las
tiazidas, con un orden de potencias similar al descripto para sus efectos
natriuréticos in vivo (120). Estos hallazgos concuerdan con la propuesta de
que diazepam actuaria directamente sobre los tibulos renales. Sin embargo,
debe considerarse que la funcién renal en el animal intacto estd influenciada
por diversos factores sistémicos no evaluados en este trabajo, los cuales
podrian estar condicionados por las acciones de la droga. Dentro de las
variables estudiadas en estos experimentos, 1a presion arterial sufrié una
disminucién que puede liberar mecanismos reguladores con importantes

- consecuencias sobre la funcién renal. Ademas, las técnicas de clearance sélo
brindan Ia posibilidad de estudiar la respuesta global del rifién. Considerando
la heterogeneidad horizontal y vertical de la circulacion renal, es probable
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qlic diazepam provoque cambios territoriales de flujo no detectables por la
estimacién de Cpag v VFG, qué podrian afectar la funcion de ciertos
segmentos tubulares. |

Otra observacion a los resultados obtenidos en estos estudios es
que la magnitud de los efectos descriptos con la administracion de diazepam
no fue dependiente de la dosis empleada. Este hecho podria deberse, en parte,
a la complejidad del estudio de las respuestas renales en el aﬁimal intactoy a
los posibles mecanismos moduladores intervinientes, como se comento
anteriormente. Sin embargo, debe considerarse la posibilidad de que s¢ esté
trabajando con dosis supramaximas para los efectos evaluados. Otros autores
utilizaron la dosis de 3 mg/Kg en estudios realizados in vivo (161). Las
menores dosis ensayadas en este trabajo (0.1 y 0.3 mg/Kg) son dosis
administradas corrientemente a humanos, cuando se utiliza diazepam para la
induccién de anestesia (290). En medicina veterinaria se emplean dosis que
varian entre 0.1 y 10 mg/Kg, segun la especie tratada (291). Por lo tanto, se
considerd que el rango de dosis estudiadas en el presente trabajo fue

adecuado para obtener informacion en este modelo in vivo.

1.2. EFECTOS DE DIAZEPAM EN PRESENCIA DE DESMOPRESINA

La disminucion de la capacidad de concentrar la orina observada
con la administracién de diazepam podria ser consecuencia de acciones
directas sobre estructuras renales o de acciones indirectas de la droga. Se ha
descripto que, en ratas, ]a administracién intraventricular del agonista
GABA A, muscimol, reduce la concentracién plasmatica de hormona
antidiurética (ADH), tanito en condiciones basales como luego de la
estimulacion de liberacién de ADH por administracién de soluciéon
hipert6nica de sodio. Estos efectos, que fueron prevenidos por el antagonista

GABA A, bicuculina, indican la existencia de receptores GABA A en los
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axones del tracto hipotalamo-neurohipofisario (55). El receptor a
benzodiazepinas, en el sistema nervioso central, es un sitio modulador del
complejo receptor GABA A -canal Cl~ que media las acciones del
neurotranstisor GABA (292). Recientemente se ha descripto que la
benzodiazepina clordiazepéxido bloquea la liberacién de ADH (293). Ante
estas evidencias, cabe suponer que los efectos de diazepam sobre la
concentracién de la orina podrian deberse a acciones sobre la liberacion de
vasopresina.

Sin embargo, también debe contemplarse la .probabilidad de que
las acciones de diazepam modifiquen la respuesta renal a dicha hormona.
Con el objetivo de testear esta posibilidad, se estudiaron los efectos de la

benzodiazepina en presencia del andlogo de vasopresina, desmopresina.

1.2.1. Animales y tratamientos

Estos experimentos se llevaron a cabo como fue descripto en el
Capitulo I1, 3.1.3.2.. En un grupo de animales se administré una dosis de
desmopresina de 0.4 pg/rata, por via i.v. (DDAVP, n=4). Luego de 15 min
se comenzo la infusién con manitol al 5%, a una velocidad de 5ml/h, y al
término de una hora se estudiaron dos periodos de clearance de 20 min cada
uno. En otro grupo (n= 3) se duplicé la dosis de desmopresina y se sigui6 el
mismo disefio experimental.

En una serie de experimentos, luego de 15 min de la
administracién i.v. de 0.4 pg/rata de desmopresina, se inyectaron 0.3 mg/Kg,
i.v., de diazepam (DZ+DDAVP, n= 4} y se comenz6 la infusién continua.

En este estudio se calcularon los valores de Cosm Y T°H20 v se
compararon con los resultados obtenidos en experimentos anteriores para
animales controles y animales tratados con diazepam (0.3 mg/Kg) solo

(seccion 1.1. de este Capitulo).
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1.2.2. Resultados

_ En las ratas tratadas con 0.4 pg/rata de desmopresina los valores
de Ugsm/Posm (4.27 + 0.17, n= 4) fueron significativamente mayores alos
encontrados en animales controles (1.93 £ 0.09, n= 5, p<0.001). Con la
administracién de 0.8 pg/rata de desmopresina, la relacion Uqggm/Posm (4.44
+ 0.13, n=3) no presento diferencias significativas respecto al grupo que
recibi6 0.4 ug/rata. Estos datos indican que con la dosis 0.4 pg/rata de
desmopresina se alcanza la maxima capacidad de concentrar la orina, en las
condiciones de hidratacién y expansion a las cuales se encuentran sometidos
fos anjmales-en estos experimentos.

Como se obser_va en la Tabla V-6, la administracion de

desmopresina no provocéd modificaciones significativas de la presion arterial,
ya sea en ausencia o en presencia de diazepam, cuando se realiz6 la

comparacién con los controles respectivos.

Tabla V-6: Presi6n arterial en ratas controles y tratadas con desmopresina, en
ausencia y en presencia de diazepam

Control DZ DDAVP DZ + DDAVP
Presién arterial 134 £ 4 117£6 142+ 6 125+5
{(mmHg) " »

Diazepam (DZ) 0.3 mg/Kg fue administrado por via i.v. una hora antes de comenzar los
estudios de clearance. Desmopresina (DDAVP) 0.4 ug/rata fue administrada 15 min antes de
la inyeccién de diazepam. .

- Cada valor representa el promedio + error estandar de 4-5 observaciones.

* p < 0.05 comparado con su respectivo control en ausencia de diazepam.
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En la Figura V-4 se presentan los valores de Cogm ¥ TSH20
encontrados en los animales controles y tratados cont dlazepam, en ausencia y

en presencia de desmopresina.
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Figura V-4; Clearance osmolar y reabsorcién de agua libre en ratas controles y
tratadas con diazepam, en ausencia y en presencia de desmopresina

Diazepam (DZ) 0.3 mg/Kg fue administrado por via i.v. una hora antes de comenzar los
estudios de clearance. Desmopresina (DDAVP) 0.4 pg/rata fue administrada 15 min antes de
la inyeccion de diazepam.

Cada valor representa el promedio * error estandar de 4-6 observaciones.

** p < (.01 comparado con grupo control. |

aa p < 0.01 comparado con grupo DZ,

bb p < 0.01 comparado con grupo DDAVP.

Los valores de Cygm 1o presentaron diferencias significativas
entre los grupos estudiados. Como se habia descripto en experimentos
anteriores, la administracion de diazepani provocé una significativa
~ disminucién en Ia reabsorcién neta de agua, respecto a los animales

controles. El tratamiento con desmopresina aument$ significativamente el
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TCH>0 cuando se comparé con el grupo control. En las ratas que recibieron
diazepam en presencia de desmopresina, el T°H,(O aumento respecto a los
animales tratados con diazepam solo, pero este valor fue significativamente

menor al hallado en el grupo que recibid s6lo desmopresina.

1.2.3. Discusién

En;’:estos' estudios, los animales sometidos a infusién continua con
manitol 5%, a:: una velocidad de 5 ml/h, alcanzaron su maxima capacidad de
concentrar la orina mediante la administracion de desmopresina 0.4 pg/rata.
Estos efectos de desmopresina no se vieron asociados a un aumento
significativo de la presidn arterial. Esta propiedad de este analogo de
vasopresina, de inducir antidiuresis sin manifestar importante actividad
vasopresora, ha sido descripta anteriormente (207).

En las ratas tratadas con desmopresina 0.4 pg/rata, que recibieron
diazepam 0.3 mg/Kg, se encontrd una disminucién en la reabsorcion de agua
libre, respecto al grupo DDAVP. El valor de T°H,0 obervado en los
animales tratados con DZ + DDAVP fue mayor que el hallado en animales a
los que sélo se les administrd diazepam. De la informacion obtenida en este
estudio resulta impreciso discutir acerca de los efectos potenciales de
diazepam sobre la liberacion de ADH. Sin embargo, es evidente que la
administracion exdgena de una dosis maxima (para su efecto antidiurético en
estas condiciones experimentales) del analogo de vasopresina no previno la
alteracion en la reabsorcion neta de agua, inducida por diazepam. Estos
resultados indican que, si bien no se pucdc descartar una posible alteracion
en la liberacién de ADH, es probable que las acciones de diazepam
modifiquen la capacidad de respuesta de las estructuras tubulares a dicha |

hormona.
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2. ESTUDIOS DE LOS EFECTOS DE DIAZEPAM Y OTRAS
BENZODIAZEPINAS SOBRE LA FUNCION DEL RINON AISLADO Y
PERFUNDIDO |

En secciones anteriores de este capitulo se han descripto los

- efectos de diazepam sobre la funcidn renal en el animél intacto. Estos
estudios han brindado evidencias de la capacidad de diazepam de alterar las
funciones reabsortivas del tibulo renal. En los experimentos in vivo los
parametros evaluados pueden ser influenciados por efectos extrarrenales de la
droga. En los estudios que se describen a continuacién se ha empleado el
modelo de rifion aislado y perfundido, que resulta adecuado para el andlisis
de los efectos directos de diazepam y otras benzodiazepinas sobre la funcion

renal,

2.1. ESTUDIOS REALIZADOS EN CONDICIONES BASALES

- En estos experimentos, luego de la recoleccién de dos periodos
controles; se estudiaron los efectos de concentraciones crecientes de la -
bcnzodiazepina ensayada, como se ha descripto en el Cap'itulo 11, 4.3.1.6..
Los parametros evaluados en estos estudios fueron: presién de perfusion,
velocidad de filtracidn glomerular y excreciones fraccionales de agua, sodio
y glucosa. El promedio de los valores obtenidos en los dos primeros
periodos, para cada parametro estudiado, fue considerado el valor control
para cada preparacion. Los efectos de la benzodiazepina estudiada se
expresaron como porcentaje de cambio relativo al valor control.

En una serie de experimentos (n= 4) se evaluaron los efectos de

los volumenes del vehiculo de benzodiazepinas utilizados en estos estudios.

La estabilidad de la funcién renal durante el tiempo de perfusién no fue
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alterada por el agregado del vehiculo de benzodiazepinas al medio de
perfusion (Figura V-5).

20
O VFG

s 1 - PP

: E 0 1+ EF agua

=

5 & EF sodio
U - EF glucosa
.Zb -t 1 L 1 1 ] L ) ]

=5 0 5 10 15 20 25 30 35
tiempo (min)

Figura V-5: Efectos del vehiculo de benzodiazepinas sobre la estabilidad de
parimetros funcionales del rifién aislado y perfundido.'Luego de la recoleccién de
dos periodos controles se agregé al medio de perfusién, cada cinco minutos, cantidades
crecientes del vehiculo de benzodiazepinas, cubriendo el rango de volimenes utilizados en
los estudios de los efectos de benzodiazepinas. Las variaciones se eXpresaron como
porcentaje de cambio relativo al valor promedio de los dos primeros periodos.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4 experimentos,

VFG= velocidad de filtracion glomerular; PP= presién de perfusion; EF agua= excrecion
fraccional de agua, EF sodio= excrecién fraccional de sodio; EF glucosa= excrecién
fraccional de glucosa,

2.1.1. Efectos de diazepam

2.1.1.1. Tratamientos _

~ Estos experimentos se llevaron a cabo como se ha descripto en el
punto 2.1. de este capitulo. En un grupo de rifiones (n= 6) se estudiaron los
efectos de las siguientes concentraciones de diazepam: 0.05, 2, 54 y 230 uM.
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El rango de concentraciones 0.05-54 UM de diazepam incluye al rango de
concentraciones plasmaticas alcanzadas con la administracion de las distintas
dosis utilizadas en los estudios in vivo, seglin calculos teéricos asumiendo un

coeficiente de distribucién de 1.1 VKg (294).

2.1.1.2, Resultados

En la Figura V-6 se presentan los efectos de diazepam sobre los
pardmetros funcionales evaluados en el rifién aislado y perfundido a flujo
constante.

La resistencia vascular renal no fue afectada por el agregado de
diazepam al medio de perfusion, ya que la presién de perfusion se mantuvo
estable dui‘ante todo el experimento. La velocidad de filtracion glomerular
tampoco sufrié variaciones estadisticamente significativas.

En cuanto a la funcidn tubular, se observd un aumento
- concentracion-dependiente de las excreciones fraccionales de agua y sodio,
mientras que la excreci6n fraccional de glucosa no se modifico

significativamente con el tratamiento.

2.1.1.3. Discusion

Estos resultados brindan evidencia de efectos de diazepam sobre
la funcion renal que, debido a las caracteristicas de modelo experimental, no
serian consecuencia de acciones extrarrenales de la droga. |

En estos experimentos, donde el 6rgano se perfundio a flujo
constante, Ia presion de perfusién no sufrié cambios por ¢l agregado de
diazepam al medio de perfusion, por lo que se puede concluir que esta

benzodiazepina no modifica la resistencia vascular basal del rifién aislado. El
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Figura V-6: Efectos de diazépam
sobre pardmetros funcionales det
riiién aislado y perfundido. Luego de
la recoleccion de 2 periodos controles, se
evalug la funcion renal ante ol agregado de -
concentraciones crecientes de diazepam.
Las variaciones se expresaron como
porcentaje de cambio relativo al valor
promedio de los 2 periodos controles,
Cada valor representa el promedio + error
estandar de 6 experhﬁentos.

<> p < 0.05 entre las medias sefialadas.
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tratamiento con diazepam tampoco provoco modificaciones significativas
sobre la velocidad de filtracion glomerular. Como se ha discutido para los
estudios in vivo, en estos experimentos se analizé la funcion global del
érgano, y es probable que no se pongan de manifiesto posibles alteraciones
territoriales de la hemodinamia renal. Sin embargo, ¢l modelo de rifion
aislado presenta la ventaja de lograr una medida directa de la presién de
perfusién renal; y este parametro no se encuentra sometido a las influencias
de los cambios de presidn arterial y los mecanismos reguladores asociados,
que pueden condicionar la funcién renal en el modelo in vivo.

I;os efectos tubulares de diazepam se caracterizaron como un
aumento concentracién-dependiente de la diuresis y de la natriuresis. -
Coincidentemente con los resultados encontrados en el animal intacto, tales
defectos en la reabsorcién de agua y sodio no fueron acompatiados por
alteraciones en el manejo tubular de glucosa.

Estos hallazgos refuerzan la hipétesis, propuesta en secciones
anteriores, de que las alteraciones en la funcién tubular no responderian a
cambios hemodindmicos y se localizarian, principalmente, en estructuras
distales del nefrén.

2.1.2. Efectos de clonazepam y Ro 5-4864

El diazepam, cuyos efectos renales se han descripto en secciones
anteriores de este capitulo, es una benzodiazepina de accion mixta sobre
RCB y RPB. Para profundizar el estudio de los efectos mediados por
benzodiazepinas, se evalud la respuesta del rifién aislado y perfundido a
benzodiazepinas selectivas. En este sentido se estudiaron los efectos de

clonazepam, agonista RCB, y de Ro 5-4864, ligando selectivo RPB.
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2.1.2.1. Tratamientos

Estos experimentos se llevaron a cabo segin se ha descripto en el
item 2.1, del presente capitulo. En un grupo de rifiones (n= 4) se estudiaron
los efectos de las siguientes concentraciones de clonazepam; 2, 25, 54, 100,
230y 500 uM; y en otro grupo (n= 4), las siguientes concentraciones de Ro
5-4864: 4, 20 y 40 uM.

2.1.2.2. Resultados

Los efectos de clonazepam y Ro 5-4864, sobre los parametros
funcionales del rifién aislado y perfundido, se presentan en las Figuras V-7 y
V-8, respectivamente.

La presion de perfusion y la VFG no sufrieron cambios
significativos por el agregado de clonazepam o Ro 5-4864 al medio de
perfusion.

Ambas benzodiazepinas provocaron un aumento concentracion-
dependiente de las excreciones fraccionales de agua y sodio, sin modificar
significativamente la excrecién fraccional de glucosa. En la Figura V-9 se
presentan, simultineamente, los efectos de diazepam, clonazepam y Ro 5-

4864 sobre las excreciones fraccionales de agua y sodio.

2.1.2.3. Discusidn

Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que las
benzodiazepinas clonazepam y Ro 5-4864 son capaces de alterar la funcién
tubular del rifién aislado y perfundido. Estas alteraciones, que se
caracterizaron como aumento de la diuresis y de la natriuresis, no se
asociaron a cambios en los parimetros hemodindmicos evaluados. Ademas,
dada la conservacion en el manejo de glucosa, se esﬁma que tales efectos

tubulares se deberian a acciones sobre el nefron distal.
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Figura V-7: Efectos de clonazepam
sobre parametros funcionales del
riiién aislado y perfundido. Luego de
Excrecidn fraccional de glucosa la recoleccion de 2 periodos controles, se
0 evalud la funcién renal ante el agregado de
- 0 concentraciones crecientes de clonazepam.
% Las variaciones se expresaron como
"g 0 porcentaje de cambio relativo al valor
0 promedio de los 2 periodos controles.
.10 EL . o - ) Cada valor representa el promedio + error

i 10 100 1000 estandar de 4 experimentos.
Clonazepam pM <> p < 0.05 entre las medias sefialadas.
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Velocidad de filtracién glomerular
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Figura V-8: Efectos de Ro 5-4864
sobre parimeiros funcionales del
rifion aislado y perfundido. Luego de
la recoleccion de 2 periodos controles, se
evaluo la funcion renal ante el agregado de
concentraciones crecientes de Ro 5-4864.
Las variaciones se expresaron como
porcentaje de cambio relativo al valor
promedio de los 2 periodos controles.
Cada valor representa el promedio % error
estandar de 4 experimentos.

> p < 0.05 entre las medias sefialadas.
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Figura V-9: Efectos de diazepam, clonazepam y Ro 5-4864 sobre las
excreciones fraccionales de agua y sodio en el rifidén aislado y perfundido. Luego
de 2 periodos controles, se evalué la funcién renal ante el agregado de concentraciones
crecientes de la benzodiazepina en estudio. Las variaciones se expresaron como porcentaje
de cambio relativo al valor promedio de los 2 periodos controles.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4-6 experimentos.

Los efectos de diazepam sobre la funcién del rifion aislado son
mimetizados tanto por el agonista RCB, clonazepam, como por el ligando
selectivo RPB, Ro 5-4864. Este hecho sugiere la participacion de RCB y
RPB en los efectos mediados por diazepam. Otros autores informaron que Ro
5.4864 induce un aumento de flujo urinario in vivo; y este efecto es
bloqueado por el antagonista RPB, PK 11195 (295). Estos resultados
refuerzan la idea de la mediacién de RPB en los efectos tubulares observados

en el presente estudio.

2.2. ESTUDIOS REALIZADOS EN PRESENCIA DE DISTINTOS VASOCONSTRIC-
TORES
‘En las secciones anteriores se ha demostrado que las

benzodiazepinas ensayadas no modifican la resistencia vascular del rifién
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perfundido en condiciones basales. Para profundizar el estudio de las

~ potenciales propiedades vasoactivas de distintas benzodiazepinas, se
evaluaron sus efectos sobre la vasculatura de rifiones pretratados con agentes
vasoconstrictores.

Estos experimentos se llevaron a cabo segiin fue descripto en el
Cap. 11, 4.3.2.2.. La vasoconstriccion fue inducida con NA 1 uM o KCI
40 mM, Luego del periodb de estabilizacién en presencia dei vasoconstrictor,
se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de la benzodiazepina.
Para esto, se agregaron cantidades acumulativas de la benzodiazepina al
medio de perfusiéon cada 5 min.

En grupos controles adecuados se evaluaron los efectos de los
correspondientes volimenes del vehiculo de benzodiazepinas en presencia de
NA o KCL

Los efectos vasculares de las drogas se evaluaron a partir de los
cambios inducidos sobre la presion de perfusién, manteniendo el fiujo
constante. Se considerd 100% de relajacién a la inhibicion completa de la

respuesta vasoconstrictora.

2.2.1, Efectos de diazepam

En este estudio se evaluaron los efectos de la benzodiazepina
prototipo, diazepam, sobre la vasculatura del rifién aislado, perfundido con
NA o KCl.

2.2.1.1. Tratamientos

Los efectos de concentraciones crecientes de diazepam sobre la
vasculatura renal pretratada con NA 1 uM fueron evéluados en dos grupos
experimentales. En un grupo (condicién I, n=7) se agregaron cantidades

acumulativas de diazepam al medio de perfusién cada 5 min para lograr las
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concentraciones: 0.5, 2, 10, 25, 54, 230 y 580 pM, En otro grupo (condicién
I, n=7), el agregado de diazepam alcanzé las concentraciones: 2, 54, 230 y
580 uM, En el ltimo esquema de agregados, respecto al grupo anterior, se
lograron las mayores concentraciones de diazepam luego de un menor tiempo
de exposicion a la droga,

“En otra serie de experimentos (n= 4), se analizaron los efectos de
diazepam.sobre la vasculatura de rifiones pretratados con KCl 40 mM. Las

concentraciones ensayadas fueron: 2, 54, 230 y 580 pM.

2.2.1.2. Resultados

El tratamiento con diazepam provocé una relajacion
concentracion-dependiente de la vasculatura renal precontraida con NA
1 pM. En la Figura V-10 se presenta un registro tipico de los efectos de

diazepam sobre la presién de perfusién de un rifién pretratado con NA.

2 B4 230 580 uM DIAZEPAM

200 * + * +

180 |-

160
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Figura V-10: Registro de los efectos de diazepam sobre la presién de perfusién
de un rifién aislado perfundido con noradrenalina. Luego de registrar la presién
basal, se permitié un periodo de estabilizacitn en presencia de NA 1 M. Se agregaron
cantidades acumulativas de diazepam al medio de perfusion, cada 5 min, para lograr las
concentraciones 2, 54, 230 y 580 uM y se evaluaron sus efectds sobre [a presién de

perfusion a flujo constante.
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La Figura V-11 presenta la curva de relajacién de fa vasculatura
renal en funcién de la concentracidén de diazepam. El efecto maximo logrado
con diazepam correspondi6 a la completa inhibicién de la vasoconstriccién
inducida por NA (Figuras V-10y V-11).

La relajacion de la vasculatura renal, lograda con las
concentraciones ensayadas de diazepam, no presenté diferencias
estadisticamente significativas segiin se haya seguido la condicién I o la

condicién II de agregado al medio de perfusion (Figura V-11).
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Figura V-11: Efectos de diazepam sobre la vasculatura del rifién aislado
pretratado con noradrenalina. Luego de un periodo de estabilizacion en presencia de
NA 1 uM, se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de diazepam sobre la
presion de peifusién a flujo constante. Se agregaron cantidades acumulativas de diazepam al
medio de perfusion, cada 5 min, para lograr las concentraciones 0.5, 2, 10, 25, 54,230 y
580 pM (Condicién I, n=7) 0 2, 54, 230 y 580 pM (Condicion I1, n= 7). Se estudiaron los
efectos del vehiculo (n= 4). La inhibicion completa de la vasoconstriccién lograda con NA se
considerd 100 % relajacion. |

Los valores representan la media + error estandar.



144

En los rifiones pretratados con KCI1 40 mM, la adicién de
diazepam al medio de perfusién también provocd disminucion de la
resistencia vascular de manera dependiente de la concentracion. Estos

resultados se presentan en la Figura V-12,
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Figura V-12: Efectos de diazepam sobre la vasculatura del rifién aislado
pretratado con KCL. Luego de un periodo de estabilizacién en presencia de KCl 40 mM,
se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de diazepam sobre la presion de
perfusion a flujo constante. Se agregaron cantidades acumulativas de diazepam al medio de
perfusion, cada 5 min, para lograr las concentraciones 2, 54, 230 y 580 uM (n=4). Se
estudiaron los efectos de los correspondientes volimenes de vehiculo (o= 3). La inhibicién
completa de la vasoconstriccion lograda con KCl se considerd 100 % relajacién.

Los valores representan la media + error estandar. '

2.2.1.3. Discusién
La informacién obtenida en estos estudios demuestra que |

concentraciones micromolares de la benzodiazepina mixta, diazepam, ejercen
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una marcada accion relajadora sobre la vasculatura renal precontraida por
distintos mecanismos.

En la vasculatura perfundida con NA, la magnitud de la relajacion
lograda con las concentraciones ensayadas de diazepam no fue modificada
por la exposicion previa a la droga, ni por el tiempo que la droga se mantuvo
en recirculacion (condicion I vs. condicién IT). Estos resultados asociados a
la generaclon de curvas concentracién-respuesta, cuando se agregan
cantidades acumulativas de diazepam, brindan evidencias de que en el
sistema en estudio no se desarroliaria taquifilaxia a esta droga; y que ¢l
proceéanﬁento renal dé la misma, en el tiempo experimental, no modificaria
significativamente la magnitud de sus efectos.
| En mvestxgacmnes realizadas por otros autores se ha demostrado
que concentracwnes micromolares de benzodiazepinas son capaces de relajar
anillos de aorta de rata pretratados con distintos vasoconstrictores (118, 176).
Efectos similares se han observado con B-carbolinas (177). En preparaciones
de corazén aislado y perfundido de rata se ha encontrado que la
benzodiazepina Ro 5-4864 induce aumento del flujo coronario (175). La
accion vasorrelajadora de benzodiazepinas también se ha demostrado en
arterias y venas umbilicales humanas (178). Ademas del masculo liso
vascular, las benzodiazepinas son capaces de relajar otros masculos lisos,
como el de dtero (182), vas deferens (179, 180) y duodeno (180).

| " En este estudio se ha observado que diazepam es capaz de relajar,
en el mismo rango de concentraciones, la vasculatura del rifién aislado
perﬁmdido tanto con NA como con KCl. Estos resultados sugieren la
existencia de mas de un mecanismo de accién involucrado en la
vasorelajacion renal inducida por benzodiazepinas.

En estudios realizados por otros autores se han propuesto algunos
mecanismos en la mediacion de los efectos de benzodiazepinas sobre

diferentes tipos de misculos lisos. Se ha sugerido que los efectos relajadores
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de estos agentes en aorta aislada de rata podrian estar mediados porla
inhibicién de canales de calcio operados por voltaje (118). Otro grupo de
investigacién ha demostrado que distintos ligandos benzodiazepinicos de
receptores periféricos disminuyen la actividad de fosfodiesterasas, y el
consecuente aumento de nucledtidos ciclicos podria ser responsable de la
mnhibicién de las contracciones provocadas por NA (176). Se ha descripto
que, en vas deferens, las benzodiazepinas provocan inhibicién del sistema de

captacién de adenosina (179) y reduccién del influjo de calcio (180).

2.2.2. Participacién del GMPc en los efectos mediades por diazepam
sobre la vasculatura renal
En estos estudios se evalud el posible rol de GMPc en la

vasorrelajacion renal inducida por diazepam.

2.2.2.1. Tratamientos

Estos estudios se llevaron a cabo segln se describio en el
Capitulo 11, 4.3.2.3.6.. Luego del periodo basal y de lzi estabilizacion en
presencia de NA 1 pM, se evaluaron los efectos sobre la presion de perfusion
de las siguientes concentraciones de diazepam: 2, 54 y 230 uM. Durante el
periodo basal, una vez estabilizados el flujo y la presién de perfusion y 20
min previo al agregado de NA, se adicioné azul de metileno (n= 4) al medio
de perfusion para alcanzar una concentracion 10 pM.

Los resuitados de este estudio fueron comparados con los
obtenidos al evaluar los efectos de diazepam en ausencia de azul de metileno

(seccidn 2.2.1. de este Capitulo, diazepam condicion II, n= 7).
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2.2.2.2. Resultados
_ Durante la perfusién en condiciones basales, el agregado de azul
de metileno provocé un significativo aumento en la pre'.sién de perfusién
renal (Basal= 123 =+ 8; Azul de metileno= 149 =+ 12 mmHg; p< 0.05).
.Los efectos de diazepam sobre la vasculatur# precontraida del
rifién perfundido en presencia de azul de metileno se presenta en la Figura V-
13. El pretratamiento con este agente provocé una significativa disminucién

de la respuesta relajadora inducida por diazepam,

2.2.2.3. Discusion

El aumento de la presion de perfusién basal inducido por el
agregado de azul de metileno podria considerarse como una evidencia de la
inhibicién de actividad de guanilato ciclasa,

El pretratamiento con azul de metileno provocé una inhibicién
parcial de la respuesta relajadora inducida por diazepam. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en estudios realizados con aorta de rata, en los
cuales la presencia de azul de metileno disminuy? el efecto inhibidor de
ligandos RPB sobre las contracciones inducidas por NA (176).

La informaci6n obtenida en este estudio sugiere que un sistema
regulador dependiente de GMPc podria estar involucrado en la vasodilatacién

renal observada con diazepam.
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Figura V-13: Efectos de diazepam sobre la vasculatura del riitén aislado
perfundido en ausencia y en presencia de azul de metileno. Durante el periodo
basal, una vez estabilizados el flujo y la presién de perfusion y 20 min antes del agregado de
NA, se adicioné azul de metileno (+ azul de metileno, n= 4) al medio de perfusién para
alcanzar una concentracion 10 uM. Luego del periodo de estabilizacién en presencia de NA
1 uM, se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de diazepam sobre la presion de
perfusién a flujo constante. La inhibicion completa de la vasoconstriccion lograda con NA se
considerd 100 % relajacion. Estos datos se compararon con los obtenidos en ausencia de
azul de metileno (- azul de metileno, n= 7).

Los valores representan la media + error estindar.

* p < 0.05 comparado con el respectivo valor en ausencia de azul de metileno.

2.2.3. Participacién del NO en los efectos mediados por diazepam sobre la
vasculatura renal
El NO media las acciones vasodilatadoras de distintas drogas y
compuestos endégenos (270-272). Weissman y col. (296) informaron que el
3H-Ro 5-4864 es desplazado de RPB en membranas de corazén, rifién y
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cerebro de cobayo por nitroprusiato de sodio, a temperaturas que liberan NO.
Estas evidencias sugieren una posible interaccion entre los sistemas
benzodiazepinérgico y nitrérgico.

Estos experimentos se dirigieron a testear la posibilidad de que el
NO desempefie un rol en la vasodilatacién renal inducida por diazepam. Con
este propdsito se evaluaron los efectos de diazepam sobre la vasculatura renal

pretratada con NA en presencia de L-NNA, inhibidor de la sintesis de NO.

2.2.3.1. Tratamientos

Estos estudios se llevaron a cabo segin se describi6 en el
Capitulo 11, 4.3.2.3.7.. Luego del periodo basal y de la estabilizacion en
presencia de NA 1 uM, se evaluaron los efectos sobre la presion de perfusién
de las siguientes concentraciones de diazepam: 2, 54 y 230 uM. Durante ¢l
periodo basal, una vez estabilizados el flujo y la presion de perfusién y 20
min previo al agregado de NA, se adicioné L-NNA (n= 4), para lograr una
concentracion 30 uM en el medio de perfusién.

Los resultados de este estudio fueron comparados con los
obtenidos al evaluar los efectos de diazepam en ausencia de L-NNA (seccién

2.2.1. de este Capitulo, diazepam condicién II, n= 7).

2.2.3.2. Resultados

Durante el periodo basal, el agregado de L-NNA provoco un
significativo aumento en la presién de perfusion (Basal= 125 + 2; L-NNA=
141 = 5 mmHg, p< 0.05). |

La Figura V-14 muestra que la perfusion previa con L-NNA es
capaz de disminuir el efecto relajador sobre la vasculatura renal mediado por

diazepam.
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Figura V-14: Efectos de diazepam sobre la vasculatura del rifién aislado
perfundido en ausencia y en presencia de L-NNA. Durante el periodo basal, una vez
estabilizados el flujo y la presién de perfusion y 20 min antes del agregado de NA, se
adicioné L-NNA (+ L-NNA, n= 4) al medic de perfusion para alcanzar una concentracion
30 uM. Luego del periodo de estabilizacién en presencia de NA 1 uM, se evaluaron los
efectos de concentraciones crecientes de diazepam sobre la presién de perfusién a flujo
constante. La inhibicién completa de la vasoconstriccion lograda con NA se considero 100
% relajacién. Estos datos se compararon con los obtenidos en ausencia de L-NNA

(- L-NNA, n="7). |

Los valores representan la media + error estindar.

* p < 0.05 comparado con el respectivo valor en ausencia de L-NNA.

2.2.3.3. Discusion

En este estudio se ha evaluado la posible- participacion del
vasodilatador enddgeno, NO, en la relajacion de la Qasculatura renal inducida
por diazepam. La herramienta farmacoldgica utilizada con este propésito, L-
NNA, provocé un aumento de la resistencia vascular en los rifiones

perfundidos en condiciones basales. Estos resultados pueden interpretarse
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como una evidencia indirecta de la inhibicién de las acciones de NO en estas
preparaciones.

Cuando se evalud la respuesta de la vasculatura renal a diazepam
en presencia de L-NNA, se encontrd una disminucion en la capacidad
relajadora de esta benzodiazepina. Este hallazgo sefiala la probabilidad de
que el NO desempeifie un rol en las acciones que median el efecto

vasodilatador de diazepam sobre la vasculatura renal.

2.2.4, Efectos de clonazepam y Ro 5-4864
En estos estudios se evaluaron los efectos de las benzodiazepinas

selectivas clonazepam, agonista RCB, y Ro 5-4864, agonista RPB.

2.2.4.1. Tratamientos

Se estudiaron los efectos de concentraciones crecientes de
clonazepam (n = 4) 0 Ro 5-4864 (n= 4) sobre la presién de perfusion de
rifiones pretratados con NA 1 uM, segin se describié en Capitulo I,
4.3.2.3.4.. Las concentraciones ensayadas fueron: 2, 25, 54, 100, 230y
500 uM para clonazepam, y 5, 25, 50, 100 y 150 uM para Ro 5-4864. Los
resultados obtenidos con clonazepam y Ro 5-4864 fueron comparados con

los del agonista mixto diazepam.

2.2.4.2. Resultados

En la Figura V-15 se observa que ambas benzodiazepinas,
clonazepam y Ro 5-4864, son capaces de provocar una relajacién
concentracién-dependiente de la vasculatura del rifion aislado perfundido con

NA. En la misma figura se incluye la curva de relajacion lograda con

diazepam.
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Figura V-15: Efectos de diazepam, clonazepam y Ro 5-4864 sobre la
vasculatura del rifién aislado pretratado con noradrenalina. Luego de un periodo
de estabilizacion en presencia de NA 1 uM, se evaluaron los efectos de concentraciones
crecientes de diazepam (n= 7), clonazepam (u~= 4) y Ro 54864 (n= 4) sobre la presion de
perfusion a flujo constante. Se estudiaron los efectos del vehiculo (n= 4). La inhibicion
completa de la vasoconstriccion lograda con NA se considerd 100 % relajacion.

Los valores representan la media + error estandar.

Cuando se compararon los log CE33, se encontré el siguiente
orden de potencias para las benzodiazepinas estudiadas: diazepam >
clonazepam > Ro 5-4864 (Tabla V-7).

2.2.4.3. Discusion

Estos estudios demuestran que el agonista central, clonazepam, y
el agonista periférico, Ro 5-4864, son capaces de mimetizar, aunque con
menor potencia, el efecto vasorrelajador del agonista mixto diazepam. Esta

propiedad de las benzodiazepinas selectivas también se ha descripto para los
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Tabla V-7: Potencias relativas de diazepam, clonazepam y Ro 5-4864 para
relajar la vasculatura del rifién aislado pretratado con noradrenalina

CE3s
(log uM)
Diazepam 0.49 £ 0.04
Clonazepam 1.39+ 0.05 »»
Ro 5-4864 1.77£0.19 *~ f

Las CE34 fueron calculadas a partir de las curvas dosis-respuesta gradual mediante el
programa Pharmacologic Calculation System 4.0.

Cada valor representa el promedio = error estandar de 4-7 experimentos.

** p < 0.01 comparado con diazepam

J p <0.05 comparado con clonazepam

efectos diurético y natriurético (2.1.2.). Estos resultados sugieren la posible
participacién de ambos tipos de receptores, RCB y RPB, en los efectos
mediados por diazepam. En este sentido, se ha descripto la presencia de RPB
en musculo liso vascular de rata (123, 124). La afinidad de los ligandos
periféricos para estos sitios de unién se encuentra en el rango nanomolar, en
tanto que los efectos vasorrelajadores descriptos por otros autores (118, 176),
y en este trabajo, se manifiestan en el rango micromolar de concentraciones.
Una explicacién a este fenémeno podria ser la diferencia en las condiciones
experimentales entre los ensayos de unién de ligandos y los estudios
fisiolégicos. Gavish y Fares (297) demostraron que la congelacion y
descongelacion o el tratamiento con detergentes aumenta la afinidad de los
RPB en rifién de rata, sugiriendo un cambio conformacional de estos sitios de
unién o la liberacién de un ligando endogeno estrechamente unido a ellos.
Ademas se ha descripto que las temperaturas fisiologicas reducen la afinidad
de los RPB (298).
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2.2.5. Efectos de flumazenil |

La benzodiazepina flumazenil es el antagonista prototipo de RCB
(299, 300). Sin embargo, en algunas situaciones experimentales, se ha
descripto que este compuesto presenta actividad intrinseca positiva (301-
303).

En este estudio se evalu la respuesta a flumazenil de la

vasculatura renal precontraida con NA.

2.2.5.1. Tratamientos

Se estudiaron los efectos de concentraciones crecientes de
flumazenil (n= 4) sobre la presién de perfusion de rifiones tratados con NA
1 uM, segin se describié en el Capitulo 11, 4.3.2.3.4.. Las concentraciones
ensayadas fueron: 0.2, 2, 10, 25, 50, 200 y 500 uM.

2.2.5.2. Resultados

En la Tabla V-8 se presenta la respuesta de la vasculatura renal en
presencia de concentraciones crecientes de flumazenil, El tratamiento con
este agente no provocod modificaciones significativas en la resistencia
vascular del rifién pretratado con NA. La ausencia de efecto del vehiculo

puede observarse en las Figuras V-11y V-15.

2.2.5.3. Discusion

En secciones anteriores de este capitulo se ha descripto el efecto
vasorrelajador renal para distintas benzodiazepinas: diazepam, agonista
mixto, clonazepam, agonista central, y Ro 5-4864, agonista periférico. En
este estudio se demuestra que concentraciones micromolares de la
benzodiazepina flumazenil, antagonista RCB, no es capaz de reducir la

resistencia vascular en rifiones pretratados con NA. En experimentos



155

Tabla V-8: Efectos de flumazenil sobre iz vasculatura del rifién aislado
pretratado con noradrenalina

Flumazenil
(uM)
Control  NA 0.2 2 10 25 50 200 500
Presién de 126 233 232 232 232 233 227 231 230
perfusién x & x + + & £ + %
(mmHg) 3 4 5 5 7 6 4 8 5

Luego de un periodo basal se permitio la estabilizacion en presencia de NA 1 uM. Se
evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de flumazenil (n= 4) sobre la presién de
perfusion a flujo constante.

Los valores representan la media + error estandar.

realizados con otros tejidos periféricos, se ha descripto la incapacidad de
flumazenil para provocar los efectos observados con diazepam, Ro 5-4864 o
clonazepam (168, 178, 182).

El hecho de que el antagonista central flumazenil, compuesto con
nicleo benzodiazepinico en su estructura molecular, no mimetice los efectos
de las benzodiazepinas agonistas, acumula evidencias de que en la
vasorrelajacién renal inducida por benzodiazepinas estarian involucrados

sitios de unién especificos.

2.2.6. Efectos de diazepam y clonazepam en presencia de flamazenil
Ante la incapacidad de flumazenil de mimetizar los efectos de las

benzodiazepinas agonistas sobre ia vasculatura renal, resulté de interés

evaluar la posible influencia de este antagonista RCB sobre las respuestas a

diazepam y clonazepam.
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2.2.6.1. Tratamientos

Estos experimentos se realizaron segun fue descripto en el
Capitulo 11, 4.3.2.3.5.. Se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes
de diazepam (n= 4) o clonazepam (n=4) sobre la presion de perfusién de
rifiones pretratados con NA 1 uM. En estos experimentos se agregé
flumazenil al medio de perfusion, para alcanzar una concentracién 10 pM, 10
min antes del agregado de NA. Las concentraciones de diazepam ensayadas
fueron: 0.5, 2, 10, 25, 54, 230, 580 y 1200 uM,; y las de clonazepam: 2, 25,
54, 100, 230 y 500 uM. Los resultados de este estudio se compararon con los
obtenidos en los experimentos realizados con diazepam y clonazepam en
ausencia de flumazenil (secciones 2.2.1. y 2.2.4. de este capitulo,

respectivamente).

2.2.6.2. Resultados

La presién de perfusién basal (123 + 1 mmHg) de los rifiones
utilizados en estos experimentos (n= 8) no fue modificada por el agregado de
flumazenil al medio de perfusién (122 £ 3 mmHg).

En la Figura V-16 se presentan las curvas concentracién-respuesta
para diazepam y clonazepam, en ausencia y en presencia de flumazenil. Se
observa que el pretratamiento con flumazenil provoca un desplazamiento

hacia Ia derecha de ambas curvas.
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Figura V-16: Efectos de diazepam y clonazepam sobre la vasculatura renal en
ausencia y en presencia de flumazenil, Luego de un periodo de estabilizacién en
presencia de NA 1 uM, se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de diazepam
(n="7) y clonazepam (n= 4) sobre la presién de perfusion a ﬂujo‘oonstanbe. En otra serie de
experimentos se repitieron las curvas para diazepam (n= 4) y clonazepam (n=4) en presencia
de flumazenil, Flumazenil fue agregado al medio de perfusion, para alcanzar una
concentracién 10 uM, 10 min antes del agregado de NA. La ausencia de efectos del vehiculo
puede observarse en las Figuras V-11 y V-15. La inhibicién completa de fa vasoconstriccion
lograda con NA se considerd 100 % relajacién.

Los valores representan la mexia = error estandar.

Cuando se calcularon los log CE3s, para diazepam y clonazepam,
se encontrd un significativo aumento en los grupos pretratados con

flumazenil (Tabla V-9).
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Tabla V-9: Potencias relativas de diazepam y clonazepam para relajar la
vasculatura del rifion aisiado pretratado con noradrenalina, en ausencia y en
presencia de flumazenil.

CE3s
(log uM)}
.| Diazepam 0.49x0.04
Diazepam + Flumazenil 1.85 :I: 0.18 »*
| | Clonazepam 1.39 £ 0.05
Clonazepam + Flumazenil >3

Las CE35 fueron calculadas a partir de las curvas dosis-respuesta gradual mediante el
programa Pharmacologic Calculation System 4.0.

Cada valor representa el promedio + error estandar de 4-7 experimentos.

b P < 0.0]1 comparado con diazepam

2.2.6.3. Discusion

Estos experimentos demuestran que el antagonista RCB,
flumazenil, antagoniza la relajacion de 1a vasculatura renal inducida por
diazepam o clonazepam. En primera instancia este hallazgo sugeriria la
participacién de RCB en este efecto mediado por benzodiazepinas. Sin
embargo, Beaumont y col. (226), mediante estudios de unién de ligandos a
membranas de rifién de rata, demostraron la baja potencia de clonazepam
para desplazar a 3H-flunitrazepam, indicando que los autorradiogramas
obtenidos en ese trabajo representan la unién especifica de RPB. En otras
investigaciones se ha observado que, a pesar de la ausencia o baja densidad
de RCB en tejidos periféricos (110), el efecto inotrépico negativo de
diazepam es antagonizado tanto por PK 11195 como por flumazenil en

preparados de ventriculos de rata (168). Estas evidencias parecerian sefialar
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una discrepancia entre los resultados obtenidos en los estudios
farmacoldgicos y en los de caracterizacién de receptores. En la bibliografia
se describen distintas situaciones experimentales, para ensayos de saturacion
y desplazamiento de radioligandos, que limitan la deteccién de poblaciones
heterogéneas de receptores, o dificultan la estimacién de la proporciéﬁ real
de los receptores existentes (304). |
Ademas de los RCB y RPB, se ha descripto la existencia de otro
tipo de sitio de union a benzodiazepinas. Este receptor a benzodiazepinas de
baja afinidad (micromolar), que se ha identificado en cerebro de rata, regula
los canales de calcio sensibles a voltaje en preparaciones de sinaptosomas
(101). Estas evidencias permiten especular que algiin tipo de sitio de unién a
benzodiazepinas, diferente de los RPB descriptos en rifién (226), podria estar
involucrado en la relajacion de la vasculatura renal inducida por
benzodiazepinas. |
'La metodologia utilizada en este trabajo no permite testear esta
posibilidad. Sin embargo, la informacién obtenida, respecto a la capacidad de
flumazenil para antagonizar fos efectos de diazepam y clonazepam sobre la
vasculatura renal, refuerza la hipétesis de que las acciones de
benzodiaiépinas estarian mediadas por la interaccién con un sitio receptor

especifico,
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Capitulo V1

CONCLUSIONES

- 1. CONCLUSIONES GENERALES

- Los resultados obtenidos en estos estudios brindan evidencias que
permiten incluir al rifién en la lista de drganos periféricos que son blanco

para las acciones de drogas GABAérgicas y benzodiazepinas.

1.1. AGONISTAS GABAERGICOS

La evaluacion de los efectos de agonistas GABAérgicos sobre la
funcion renal se llevo a cabo mediante la utilizacién del modelo de rifién
aislado y perfundido. Los agonistas estudiados fueron: GABA (0.05-
1000 uM), agonista comun GABA A y GABAR; muscimol (0.1-75 pM),
agonista GABA ; y baclofen (0.05-500 uM), agonista GABAR. Las
concentraciones de muscimol y de baclofen ensayadas en este trabajo se
encuentran dentro del rango de concentraciones utilizadas en otros estudios
(45, 47, 48, 78), cuyos resultados fueron interpretados como efectos
mediados por receptores GABA A y GABAR, respectivamente. Ademas, se
estudiaron los efectos del antagonista GABA A, bicuculina (50 pM). |

El tratamiento con GABA provocé un aumento concentracién-
dependiente de la presion de perfusion del rifién aislado perfundido a flujo
constante. El agonista selectivo GABAR, baclofen, también indujo un

incremento en la resistencia vascular, a la que se asoci6 una reduccién en la
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velocidad de filtracién glomerular. El agonista GABA 5, muscimol, no
modificéd 1a hemodinamia renal en condictones basales, ni en rifiones
pretratados con noradrenalina. Estos resultados indican que la
vasoconstriccion inducida por GABA estaria mediada por la activacion de
receptores GABAR. El efecto de baclofen sobre la velocidad de filtracién
glomerular sugiere que la accién vasoconstrictora de este agente se ejerce
preferencialmente sobre la vasculatura preglomerular o glomerular. La
posible localizacién de receptores GABAR a nivel glomerular en el rifién de
rata (225) concuerda con esta sugerencia. El agonista comin GABA no fue
capaz de disminuir la velocidad de filtracién glomerular, como lo hizo ]
agonista selectivo baclofen. Cuando se evaluaron los efectos de GABA en
presencia del antagonista GABA A, bicuculina, se observé un mayor
incremento, respecto de Ia perfusion con GABA solo, en la presion de
perfusién y una disminucién concentracion-dependiente en la velocidad de
filtracién glomerular. Este hallazgo refuerza la hipétesié de la participacién
de receptores GABAR en ¢l aumento de la resistencia vascular renal inducido
por GABA. Ademas, sugiere que esta vasoconstriccion estarta contrarrestada,
en'parté, por la activacion de receptores GABA A, lo que evitaria la
disminucién de velocidad de filtracién glomerular cuando se perfunde con el
agonista comin GABA. Mediante técnicas autorradiograficas, no se
localizaron receptores GABA A en elementos vasculares de 1iiién de rata
(224). Por lo tanto, es probable que esta influencia dilatadora de receptores
GABA A esté mediada por algin agente intermediario.

En una serie de experimentos realizados en condiciones basales, el
agregado de bicuculina al medio de perfusion indujo un autmento en la
resistencia vascular renal. La capacidad del rifién de responder al bloqueo de
receptores GABA surge como evidencia de que el sistema GABAérgico

‘podria estar involucrado en el manteninﬁenfo de Ia funcion basal del 6rgano.
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Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la activaciéon endégena -
de receptores GABA A tendria un rol en la modulacién del tono basal de la
vasculatura del rifién aislado.

De los resultados descriptos en los parrafos anteriores surge que el
efecto vasoconstrictor de GABA sobre el rifién aislado y perfundido estaria
mediado por la activacién de receptores GABAR. La estimulacién de
receptores GABA A parece ejercer una accion moduladora que inhibiria
parcialmente esa vasoconstriccion. Este rol atribuible a los receptores
GABA se pone en evidencia por el bloqueo con el antagonista selectivo
bicuculina, en situaciones en que se encuentran activados ambos tipos de
receptores, GABA A y GABAR, ya sea por accién del GABA enddgeno o del
adicionado al medio de perfusion. Sin embargo, cuando se produce la
estimulacién selectiva de receptores GABA a, mediante el agregado de
muscimol al medio de perfusién en condiciones basales o en presencia de
NA, no se observan respuestas vasculares. El hecho de que muscimol no sea
capaz de modificar la resistencia vascular renal probablemente se debe, como
ha sido interpretado por otros autores (53) ante la obtencion de resultados
comparables a los del presente estudio, a que el GABA enddgeno es capaz de
alcanzar la estimulacién méxima de estos procesos GABAérgicos. En base a
esta hipétesis, si el GABA enddégeno lograra la activacién maxima de los
receptores GABA p, podria esperarse que las respuestas vasculares al GABA
exdgeno fueran comparables a las observadas con el agregado del agonista
GABAR, baclofen. Sin embargo, cuando se compara con los efectos de
GABA, baclofen provoca un aumento mas marcado de la resistencia vascular,
al que se asocia una disminucién en el filtrado glomerular. Estas evidencias
sefialan una influencia dilatadora mediada por receptores GABAA cuando se
perfunde con el agonista comin, GABA. Los resultados obtenidos con
baclofen y la incapacidad de la vasculatura renal de responder a muscimol

indican que la accion vasodilatadora via receptores GABA A no se infiere de
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las respuestas a agonistas selectivos. Estas evidencias, en conjunto, permiten
especular que la modulacién de la funcién vascular mediada por receptores
GABAA p’robablemente requiera la activacion comin de ambos subtipos de
receptores, GABA A y GABAR.

En el presente estudio se han acumulado evidencias que sefialan la
posible participacidn del sistema GABAérgico en los mecanismos de
modulacién local del tono de Ia vasculatura renal.

Ademas de los efectos sobre la vasculatura del rifién aislado, los
agonistas GABAérgicos provocaron modificaciones en los procesos de
transporte tubular. La diuresis y natriuresis inducidas por ¢l agonista comun
GABA y el agonista GABAR, baclofen, podrian ser consideradas como
respuesta a los efectos vasculares. Sin embargo, no se descartan probables
efectos directos sobre estructuras tubulares, independientes de los cambios
hemodindmicos provocados por estos agentes. Ambos agonistas, GABA y
baclofen, inhiben Ia capacidad reabsortiva de glucosa de manera
concentracidn-dependiente. Este transporte no es afectado por el agonista
GABA A, muscimol, lo que sugiere que la reabsorcion proximal de glucosa
estaria alterada por mecanismos mediados por reccptorés GABAR. En este
sentido, se ha informado la localizacién de receptores GABAR en estructuras
tubulares de la corteza de rifién de rata (225), |

Los efectos tubulares de muscimol se caracterizaron por un aumento
en las excreciones fraccionales de agua y sodio, sin alteraciones en el manejo
de glucosa. El tratamiento con este agonista no modificé los pardmetros
hemodinémicos_ estudiados. Por lo tanto, es probable que la disminucion de la
capacidad reabsortiva se deba a acciones directas de muscimol sobre los
mecanismos de transporte del nefrén distal. Debido a la presencia en células
epiteliales de niveles significativos de GABA y sus enzimas relacionadas, y
de sistemas de captacion de GABA, se ha sugerido la existencia de un

sisterna GABA no neuronal a nivel tubular (54). Mediante técnicas
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autorradiograficas se encontré que los receptores GABAA se localizan en
tiibulos contorneados corticales y tibulos colectores del rifion de rata (224).
Estas evidencias, en conjunto, permiten postular una posible participacion del
sistema GABAérgico en la modulacién, via receptores GABA, de los
mecanismos de transporte en el epitelio tubular renal,

La disminucion en la capacidad de reabsorber agua y sodio inducida |
por muscimol no se observé en los rifiones pretratados con el antagonista
muscarinico, atropina. Estos resultados sugieren la partictpacion de un
mccani_smb_ colinérgico en la modulacién del transporte tubular mediada por
receptorés GABAA. En este sentido, se ha descripto que acetilcolina ejerce
acciones diuréticas y natriuréticas (288). Otros autores (3, 49, 71, 78) han
encontrado evidencias del posible rol del sistema colinérgico en distintos
mecanismos periféricos dependientes de la activacion de receptores GABAA,
incluyendo la alteracién del transporte de iones en el epitelio intestinél (53).
Ademas de diurests y natriuresis (288), acetilcolina induce relajacion de la
vasculatura renal (211, 269). Estas evidencias permiten postular que
acetilcolina también podn’a actuar como el hipotético agente intermediario en
Jas acciones dilatadoras mediadas por estimulo GABAp, puestas de
manifiesto en los estudios realizados con bicuculina.

En los Gltimos afios se han acumulado numerosas evidencias de la
presencia de distintos elementos constitutivos del sistema GABAérgico a
nivel renal (Capitulo I, 3.2.). La capacidad de respuesta del rifién ante
distintos agonistas y antagonistas GABA, refuerza la idea de la participacién
del sistema GABAérgico en la regulacion de la funcion renal. Los resultados
de este trabajo, en conjunto, penniten sugerir la potencial relevancia del
sistema GABAérgico ante estimulos fisiolégicos (o fisiopatologicos) que
pudieran aumentar la disponibilidad renal de GABA, con el consecuente
incremento en la presion de perfusion renal, asociado a diuresis, natriuresis y

preservacion de la principal funcién glomerular. Un estudio més profundo de
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los mecanimos involucrados en estos efectos, y su posible significado en
distintas situaciones clinicas, podria brindar las bases para el desarrollo de
estrategias térapéuticas alternativas; o sefialar posibles precauciones en la
administracion de agentes GABAérgicos cuando se encuentra comprometida

la funcidn renal.

1.2. BENZODIAZEPINAS

Las respuestas renales a benzodiazepinas se evaluaron mediante el
empleo de distintos modelos experimentales. En una primera etapa se
- estudiaron-los efectos in vivo de la benzodiazepina prototipo diazepam (0.1-
10 mg/kg). La funcién renal se evalué mediante técnicas convencionales de
clearance durante infusién continua.

La administracion i.v. de todas las dosis ensayadas de diazepam
provocd una significativa dis:njhucién de la presion artenal, Este efecto, que
también se observa en humanos luego de la administracion i.v. de 0.1-1
mg/kg de diazepam, s ha atribuido a la disminuci6n del trabajo del
ventricu]o.izquierdo y del gasto cardiaco provocados por esta droga (187).

A pesar de la caida de la presion arterial, los valores de Cpaogy y
filrado glomerular no resultaron modificados por el tratamiento con
diazepam. Por lo tanto, los efectos de esta benzodiazepina sobre los
pardmetros de funcién tubular, manifestados como un aumento en las
excreciones fraccionales de agua, sodio y potasio, no serian consecuencia de
cambios en la hemodinamia renal. Esta alteracién en la reabsorcién de agua y
electrolitos pareceria estar mediada por influencias de la droga sobre los
mecanismos de transporte de estructuras distales, ya que se conserva la
capacidad de reabsorber glucosa. Debido a que la administracién de
diazepam no afect6 la relacion entre excrecion fraccional de potasio y

excrecion fraccional de sodio, podria interpretarse que el aumento en
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excrecion de potasio se deberia a una mayor secrecién del ion ante el
aumento en la carga de sodio que alcanza la luz del titbulo distal y conducto
colector.

Estas respuestas tubulares se encontraron acompaiiadas por un
decremento en la relacion Uggm/Pogm. Esta evidencia, que indica una
disminucidn en la capacidad de concentrar la orina, brinda apoyo a la
propuesta de que diazepam ejerceria sus acciones, preferencialmente, sobre el
nefron distal. El tratamiento con esta benzodiazepina no mddiﬁcé el Cogm, lo
que sugiere que es poco probable que se encuentre alterado el transporte a
nivel del asa ascendente de Henle. Sin embargo, la disminucion en la
reabsorcion de agua libre observada indica que diazepam podria con&icionar
la funcién del tdbulo colector, Este efecto podria ser cdnsecuencia de
acciones directas sobre estructuras renales o de acciones indirectas de la
droga. Una linea de evidencias sugiere que las acciones centrales de
benzodiazepinas inhiben la liberacién de ADH (55, 293), lo que explicaria
los efectos de diazepam sobre 1a concentracidn de la orina. Sin embargo, no
puede descartarse la probabilidad de que diazepam modifique los efectos de
vasopresina sobre el rifién. En una serie de experimentos realizados en el
presente estudio, se evaluaron los efectos de diazepam en presencia de una
dosis maxima del andlogo de vasopresina, dcsmopresiha. El pretratamiento de
los animales con desmopresina no previno la disminucién en la reabsorcién
de agua libre inducida por diazepam. Estos resultados sugieren que,
iﬁdependicntemcnte de los probables efectos sobre la liberacion de
vasopresina, las acciones de diazepam modificarian la respuesta tubular a esta
hormona.

Ot:rds autores evaluaron los efectos in vivo de distintas
benzodiazepinas sobre algunos parametros de funcion renal. Hathaway y col.
(305) informaron que clordiazepdxido disminuy6 €l volumen de orina, el

fiitrado glomerular y la excrecidn urinaria de electrolitos en el rifién
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inervado. Flurazepam fue capaz de provocar estos efectos en el rifién.
denervado, sugiriendo una accién renal més directa para esta benzodiazepina.
En otro estudio, realizado por Basile y col. (295), se estudiaron los efectos de
la admunistracion crénica de Ro 5-4864, PK 11195 y clonazepam. El
tratamiento con Ro 5-4864 indujo un aumento en el volumen de orina, en la
excrecion de sodio y cloruro y en la densidad de RPB en tejido renal. PK
11195 y clonazepam no alteraron ninguno de los pardametros estudiados. Sin
embargo la co-administracién de PK 11195 bloque_é todos los efectos
inducidos por Ro 5-4864, sugiriendo que dichos efectos requieren la
ocupacion de RPB. Mientras que clonazepam sélo suprimié parcialmente el
aumento en volumen de orina producido por Ro 5-4864; probablemente,
segun sugirieron los autores, por interaccidn a nivel de sistema nervioso
central de ambas beﬁzodiazepinas.
Los resultados deécriptos por estos autores, junto con la informacién
obtem'_da en el presente estudio, indican que los efectos de benzodiazepinas
~sobre la funcion renal in vivo dependerian de las condiciones experimentales
empleadas en los estudios. Sin embargo, cuando se ensayan los efectos de
distintas benzodiazepinas en el mismo modelo experimental, se observa que
la selectividad de las benzodiazepinas pareceria ser un factor determinante en
la induccién de cambios renales, lo que surge como evidencia de la
participacién de receptores a benzodiazepinas, probablemente RPB (295).
- Ademads, se advierte que las alteraciones en la funcién del rifién provocadas
por benzodiazepinas serian consecuencia de mecanis:ﬂos complejos, que
involucran acciones extrarrenales de estas drogas.

Con el objetivo de estudiar los probables efectos directos de
benzodiazepinas sobre la funcion renal, se utiliz6 el modelo de rifién aislado
y perfundido. En estos experimentos se evaluaron las respuestas del 6rgano a
diazepam (0.05-230 uM), clonazepam (2-500 uM) y Ro 5-4864 (4-40 pM).

El tratamiento con diazepam provoc un aumento conceniracién-dependiente
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en las excreciones fraccionales de agua y sodio, preservando la capacidad de
reabsorber glucosa. Los efectos tubulares no se asociaron a cambios en la
presién de perfusion, ni en la velocidad de filtracion glomerular. Estos
resultados, que concuerdan con los obtenidos en los estudios realizados en el
animal intacto, brindan apoyo a la idea de que las acciones tubulares de
diazepam no responderian a cambios hemodinamicos y se ejercerian sobre
estructuras distales del nefrén. La localizacién de RPB en elementos
tubulares del rifion de rata (226) refuerza la propuesta de acciones directas de
la droga a este nivel. Los resultados obtenidos en los estudios in vive
sefialaron al tibulo colector, cuya principal funcion es la concentracién de Ia
orina, como blanco probable de las acciones de diazepam. Dentro de las
caracteristicas tubulares del rifién aislado y perfundido se encuentra la
pérdida de la capacidad de concentrar la orina (236). Sin embargo, diazepam
es capaz de aumentar la diuresis y natriuresis en este modelo, lo que éugiere
que el tibulo colector no seria el imico segmento tubular sensible a las
acciones de diazepam. |

El agonista RCB, clonazepam, y el agom'sta RPB, Ro 5-4864
provocaron efectos sobre la funcién del rifién aislado similares a los
descriptos para el agonista mixto, diazepam. Una interpretacion de estos
resultados, cuya confirmacion requiere la evaluacion de antagonistas
selectivos, seria la participacion de RPB y RCB en los efectos tubulares
inducidos por diazepam. En concordancia con los resultados obtenidos en
este estudio, Basile y col. (295) observaron que la administracidn in vivo de
Ro 5-4864 provoca un aumento en el volumen de orina y en Ia excrecitn de
electrolitos. Sin embargo, el tratamiento con clonazepam fue incapaz de
modificar los parametros de funcién renal. Estos resultados, comparados con
la informacién obtenida en el presente estudio, sefialan la relevante influencia
de las acciones extrarrenales de benzodiazepinas sobre los efectos resultantes

a nivel renal. Los efectos in vivo de Ro 5-4864, observados por estos autores,
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fueron bloqueados por el antagonista RPB, PK 11195, lo que indirectamente
brinda cierto apoyo a la propuesta de la participacion de RPB en los efectos
observados con diazepam sobre la funcion del rifién aislado.

Cuando se evaluaron los efectos de diazepam sobre la vasculatura del
niién aislado pretratado con vasoconstrictores, se encontrd que esta
benzodiazepina provoca una inhibicién concentracion-dependiente de las
contracciones inducidas por NA 1 pM o KCl 40 mM. Estos resultados
indican que ﬂiacham es capaz de relajar la vasculatura renal previamente
contraida por distintos mecanismos de accion. El efecto vasodilatador de
concentraciones micromolares de benzodiazepinas también se ha observado
en aorta de rata (118, 176) y en vasos umbilicales hﬁmanos (178).

En este estudio se evaluaron algunos mecanismos probablemente
involucrados en la rélajacién de la vasculatura renal inducida por diazepam:.
En una primera etapa, se estudiaron los efectos de esta benzodiazepina en
presencia de azul de metileno, inhibidor de la guanilato ciclasa soluble. El
- pretratamiento de los rifiones con este agente provocé una inhibicion parcial

del efecto relajador de diazepam. Estos resultados sefialan la probabilidad de
‘que en las acciones de diazepam se encuentre involucrado algim mecanismo
dependiente de GMPc. Gimeno y col. (176) informaron que la presencia de
azul de metileno inhibe el efecto relajador inducido por benzodiazepinas en
anillos de aorta de rata. Estos autores también encontraron que las
benzodiazepinas inhiben Ia actividad de fosfodiesterasas. Estas evidencias,
tomadas en conjunto, sugieren que el aumento de los nilveles de GMPc podria
ser un mecanismo responsable de la relajacién del misculo liso vascular
inducida por benzodiazepinas.
En otra sene de experimentos se evalué la respuesta de la vasculatura

renal a diazepam en presencia de L-NNA, inhibidor de la sintesis de NO. En
este estudio se observd que el pretratamiento con L-NNA induce una |

disminucién de! efecto relajador de diazepam, lo que sugiere una posible



170

contribucién del NO en las acciones vasodilatadoras de la benzodiazepina.
Estas evidehcias, asociadas a los resultados descriptos en presencia de azul de
metileno, indican que la participacién facilitadora de NO propuesta en el
efecto vasorrelajador de diazepam estaria mediada, probablemente, por
activacién de la guanilato ciclasa y aumento de los niveles citosélicos de
GMPc.

De la misma manera que fue descripto para sus efectos tﬁbulares, la
accion vasodilatadora de diazepam es mimetizada por clonazepam y Ro 5-
4864. Estos resultados sugicren la posibilidad de que el efecto relajador de
diazepam esté mediado por RCB y RPB. Sin embargo, con la informacién
disponibie hasta el momento, no podria descartarse la posibilidad de ,
respuestas inespecificas a benzodiazepiﬁas. |

En una serie de experimentos se evaluaron los efectos de flumazenil,
compuesto con estructura benzodiazepinica pero que es antagonista RCB, en
condiciones basales y en rifiones pretratados con NA. Se observo que esta
benzodiazepina fue incaliaz de modificar la resistencia vascular renal en
cualquiera de las condiciones experimentales ensayadas. El hecho de que la
vasculatura renal responda selectivamente a benzodiazepinas agonistas,
refuerza la idea de que la accién vasodilatadora inducida por benzodiazepinas _
requiere la ocupacién de sitios receptores especificos. Las curvas relajacion
vs. concentracidn para el agonista mixto, diazepam, y el agonista RCB,
clonazepam, fueron desplazadas significativamente hacia la derecha cuando
los riﬁones_ se pretrataron con el antagonista RCB, flumazenil. Este hallazgo
sugiere que la ocupacion de RCB seria requerida para el efecto relajador de
benzodiazepmas.l Esta propuesta pareceria discrepar con la informacion
obtenida mediante técnicas autorradiograficas y de desplazamiento de
radioligandos, que sefiala que los receptores localizados en rifion de rata
serian de tipo periférico (226). Debe tenerse en cuenta que distintas

situaciones experimentales, en estos ensayos de saturacién y desplazamiento
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de radioligandos, podrian limitar la deteccién de heterogeneidad de
poblaciones y la estimacion de la proporcién de receptores (304). Ademas,
podria presumirse la presencia en rifién de otro sitio de unién a
benzodiazepinas diferente de RPB y RCB. En este senﬁdo, se ha descripto la
existencia de un receptor a benzodiazepinas de baja afininidad en cerebro de
rata, que regula los canales de calcio sensibles a voltaje (101). Un estudio
mas profundo de las caracteristicas de la poblacion de receptores a
benzodiazepinas en tejido renal podria contribuir a esclarecer este topico.
Aln asi, la informacién obtenida en los estudios funcionales del presente
trabajo brinda evidencias de que las acctones de benzodiazepinas sobre la
vasculatura renal estarian mediadas por la interaccién con ua sitio receptor
especiﬁcé.

En el Capituio I, seccién 3.3, se describié cémo' los receptores a
benzodiazepinas existentes en rifién son modulados por estimulos
farmacologicos y hormonales. En el presente estudio, y en trabajos realizados
por 6tros autores (295), se obtuvieron resultados que indicaron la capacidad
de respuesta selectiva del érgano ante distintas benzodiazepinas. Estas
evidencias, asociadas a la presencia de inhibidores de RPB en orina (306),
permiten suponer un rol fisioloégico para los receptores renales a
benzodiazepinas.

La informacion que surge de los estudios de efectos de
benzodiazepinas realizados en este trabajo sefiala que estas drogas son

capaces de disminuir Ia presion arterial, inhibir la reabsorcién tubular de agua
y electrolitos y relajar la vasculatura renal previamente contraida. La
obtenciéon de benzodiazepinas selectivas, que no atraviesen la barrera
hematoencefilica, probablemente permitiria evaluar la potencial utilidad de
estas drogas en el manejo farmacolégico de situaciones clinicas que afecten

la funcién renal o Ia presidn arterial.
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Capitulo VII

RESUMEN

La utilidad terapéutica de distintas drogas GABAérgicas, de las
benzodiazepinas clasicas y de la benzodiazepina antagdnista, flumazenil, se
debe a las acciones de estos agentes a nivel del sistema nervioso central. Sin
embargo, las evidencias acumuladas en los ultimos afios de la relevancia del
sistema GABAérgico y de los receptores a benzodiazepinas en la periferia
han ampliado las perspectivas clinicas de estos agentes.

E] objetivo planteado en el presente trabajo fue caracterizar los efectos
de agonistas GABAérgicos y benzodiazepinas sobre la funcién renal; y
evaluar posibles mecanismos involucrados. |

Los experimentos se realizaron con ratas Wistar adultas. La funcién
renal se evalu6 mediante técnicas de clearance, en el animal intacto sometido
a infusion continua o en el modelo de rifién aislado y perfundido. Los
parametros funcionales estudiados en los experimentos in vivo fueron:
clearance de PAH, como indice de flujo plasmatico renal; velocidad de
filtracién glomerular, estimada a partir del clearance de inulina; excreciones
fraccionhles de agua, sodio, potasio y glucosa; relacion Uggm/Posm. como
estimacion de la capacidad de concentrar la orina; clearance osmolar; y
reabsorcién de agua libre. En los experimentos realizados con el modelo de
rifion aislado se evalud la velocidad de filtracion glomerular, mediante el
clearance de creatinina o de inulina, y las cxcrcciongs_fraccionales de agua,

sodio y glucosa. Las perfusiones se realizaron manteniendo ¢l flujo constante;
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por lo tantb, los cambios observados en la presién de perfusién fueron :
considerados como variaciones en la resistencia vascular renal.

Las respuestas renales a agonistas GABAérgicos se estudiaron
empleando el modelo de rifién aislado y perfundido, que permite evaluar los
efectos directos de las drogas obviando las influencias extrarrenales. Los
agonistas ensayados fueron: GABA (0.05-1000 pM), agonista GABAA Y
GABAR; muscimol (0.1-75 uM), agonista GABA A ; y baclofen (0.05-

500 pM), agonista GABAR. También se evaluaron los efectos del
antagonista GABA  ,bicuculina (50 uM).

Cuandd se evaluaron las respuestas vasculares, se observé que el
tratamiento con GABA provocé un aumento concentracion-dependiente en la
presién de. perfusion renal. Baclofen también indujo un incremento en la
resistencia vascular, a la que se vié asociada una disminucién en la velocidad
de filtracién glomerular. El agonista GABA A, muscimol, no modificé los
parametros hemodinémicos en condiciones basales; tampoco provocéd
cambios en la resistenica vascular de los rifiones pretratados con NA 1 uM.
Estos resultados sugieren que el efecto vasoconstrictor inducido por GABA
estaria mediado por la activacién de receptores GABAR. La disminucion de
la velocidad de filtracion observada con el tratamiento con baclofen indica
que la accién vasoconstrictora de este agente se ejerceria, preferencialmente,
a nivel preglomerular o glomerular. La perfusién con_GABA en presencia de
bicuculina provocé un mayor incremento, respecto del tratamiento con
GABA solo, en la presion de perfusion, y una disminucién en la velocidad de
filtracion. Estos resultados refuerzan la idea de la participaci(in de receptores
GABAR en la vasoconstriceién inducida por GABA y sugieren una posible
accion vasodilatadora mediada por receptores GABA A. El agregado de
bicuculina al medio de perfusion, en condiciones basales, indujo un aumento

en la presion de perfusion, lo que indicaria que la influencia dilatadora
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- mediada por la activacion enddégena de receptores GABA A podria tener un
rol modulador en el tono vascular renal.

Los agonsitas GABAérgicos también provocaron alteraciones en los
procesos de transporte tubular. GABA y baclofen indujeron un aumento en la
diuresis y natriuresis que podria ser atribuido a las modificaciones observadas -
en la hemodinamia renal. Sin embargo, no pueden descartarse efectos
- directos sobre estructuras tubulares. Ambas drogas provocaron una
disminucidn en la capacidad de reabsorber glucosa, que no fue observada con
el tratamiento con el agonista GABA 4, muscimol. Estos resultados sugieren
que los mecanismos de transporte del tibulo proximal podrian ser alterados
por la activacién de receptores GABAR. La perfusion con muscimol provoco
un aumento en las excreciones fraccionales de agua y sodio, sin cambios en
la hemodinamia renal. Estas evidencias sugieren una accion directa de
muscimol sobre los mecanismos de transporte tubular, probablemente a nivel
distal, dada la conservacién del manejo de glucosa. Los efectos tubulares de
muscimol fueron bloqueados por ¢l antagonista muscarinico, atropina
(1 uM), lo que seftala la posibilidad de que el sistema colinérgico esté
involucrado en las alteraciones del transporte tubular mediadas por receptores
GABAA.

En una primera etapa del estudio de respuestas renales a
benzodiazepinas, se evaluaron los efectos de la benzodiazepina prototipo
diazepam (0.1-10 mg/kg) en el animal intacto. Todas las dosis ensayadas
provocaron una disminucién en la presién arterial. El clearance de PAH y el
filtrado glomerular no fueron modificados por el tratamiento con diazepam.
Los efectos tubulares se caracterizaron por un aumento en las excreciones
fraccionales de agua, sodio y potasio, sin cambios en la reabsorcién de
glucosa. Estos resuitados sugieren una probable accién directa de la droga,
independiente de cambios hemodinamicos, sobre estructuras distales del

nefrén, También se observo una disminucién en la relacién Uggm/Posm, 1o
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que indica una pérdida en la capacidad de concentrar la orina. Debido a que
el clearance 6smolar no fue modificado por diazepam, resulta poco prbbable
que estén alterados los procesos de transporte en el asa ascendente de Henle.
La disminucion en la reabsorcion de agua libre observada indica que podria
estar comprometida la funcién del tibulo colector. El pretratamiento con una
dosis méxima del andlogo de vasopresina, desmopresina, no previno la
disminucién en la reabsorcion neta de agua inducida por diazepam, Este
hallazgo sugiere que el tratamiento con esta benzodiazepina podria alterar la
capacidad de respuesta tubular a la vasopresina.

Los efectos directos de benzodiazepinas sobre la funcidn renal se
evaluaron utilizando el modelo de rifién aislado y perfiindido. El tratamiento
con diazepam (0.05-230 pM) no modificé la presion de perfusién, ni el
filtrado gl(.)merular.' Los efectos tubulares se caracterizaron por un aumento
concentracién-dependiente en las excreciones fraccionales de agua y sodio,
sin alteraciones en el manejo de glucosa. En concordancia con los resultados
obtenidos in vivo, estos hallazgos sugieren una probable accion directa,
independiente de influencias hemodindmicas, sobre estructuras distales del
nefrén. El agonista RCB, clonazepam (2-500 uM), y el agonista RPB, Ro -
4864 (4-40 pM), provocaron efectos sobre la funcién del rifidén aislado
similares a los descriptos para el agonista mixto, diazepam.

En rifiones pretratados con NA (1 pM) o KCl1 (40 mM), el agregado de
diazepam al medio de perfusion indujo una disminucién concentracion-
dependiente de la resistencia vascular renal. El efecto relajador de diazepam
sobre la vasculatura precontraida con NA fue inhibido por la presencia de
azul de metileno (10 pM), inhibidor de la guanilato ciclasa soluble. Estos
resultados sugieren que en las acciones vasodilatadoras de diazepam podria
encontrarse involucrado algin mecanismo dependiente de GMPc. La
relajacion inducida por esta benzodiazepina también se encontré inhibida por
el pretratamiento con L-NNA (30 uM), inhibidor de la sintesis de NO. Estas
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evidencias, en conjunto, sugieren una participacion facilitadora de NO en la
vasorrelajacion renal inducida por diaz'epam que estaria, probablemente,
mediada por la activacion de la guanilato ciclasa soluble y el consecuente
aumento en los niveles de GMPc.

El efecto relajador del agonista mixto, diazepam, sobre ia vasculatura
renal pretratada con NA fue mimetizado por las benzodiazepinas selectivas,
clonazepam ¥ Ro 5-4864. Por el contrario, la benzodiazepina antagonista
RCB, flumazenil, no fue capaz de relajar la vasculatura precontraida. En una
serie de experimentbs se observd que las curvas de relajacion vs.
concentracién de las benzodiazepinas agonistas, diazepam y clonazepam, se
desplazaron hacia la derecha cuando los rifiones se pretrataron con
flumazenil. Estas evidencias sugieren que la accién vasodilatadora inducida
por benzodiazepinas requiere la ocupacién de sitios receptores especificos.

La informacién obtenida en el presente estudio revela la capacidad de
distintas drogas GABAérgicas y benzodiazepinas de provocar efectos
directos sobre la funcién renal. Las respuestas del rifion a agonistas
GABAérgicos y las evidencias de un posible rol para el GABA endégeno,
puesto de manifiesto por el tratamiento con el antagonista, bicuculina,
refuerzan ia idea de la participacion del sistema GABAérgico en la
regulacion de la funcién renal. Por otro lado, se ha demostrado que las
benzodiazepinas provocan disminucién de la presion arterial, diuresis,
natriuresis y relajacién de la vasculatura renal. La capacidad del rifién de
responder SeIectivament’e a benzodiazepinas agonistas alienta la investigacion
de la potencial utilidad clinica que pudieran tener drogas anlogas que no

atravesaran la barrera hematoencefilica.
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