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RESUMEN

Introduccién: La hipertension arterial es la responsable de doce millones de
accidentes cardiacos y vasculares diagnosticados en el mundo cada afio. La
busqueda de una causa Unica es todavia un reto para el mundo de las
investigaciones. Su fisiopatologia involucra diversos factores que orientan hacia un
origen multifactorial y surgen nuevos farmacos para su tratamiento. Métodos: Se
administraron dosis subterapeuticas de valsartan, un inhibidor especifico de los
receptores AT-1 de la angiotensina Il a sesenta ratas con presion arterial normal y se
obtuvo un modelo experimental de hipertension arterial. Se realizaron
determinaciones de la presion arterial a todos los animales al inicio del experimento
a los veinte, treinta y cinco y cincuenta dias de evolucién, tiempo que se
correspondio con las series A, B y C respectivamente. Se realizaron determinaciones
de la concentracién plasmatica, carga tubular, cantidad reabsorbida y cantidad
excretada de sodio, en animales experimentales y controles, en los dias establecidos
para el estudio. Resultados: Las cifras de presién arterial comenzaron a elevarse en
los grupos experimentales de las series B y C, después de la supresion de la droga,
desde quince dias y hasta cincuenta dias. En los mismos se constaté aumento de la
reabsorcion fraccional de sodio y disminucion de su excrecion, relacionado con el
aumento de las cifras de presion arterial sistdlica. Este hecho pudiera
corresponderse con una hipertrofia del tdbulo proximal. Conclusiones: Las
modificaciones encontradas en el intercambio renal del sodio coinciden con las
esperadas, respecto al mecanismo propuesto de retencion hidrosalina en la génesis
de la hipertension arterial de estos animales.

Palabras clave: sodio, hipertension, modelo de hipertension.

ABSTRACT

Introduction: Hypertension is responsible for twelve million heart and vascular
diseases diagnosed in the world every year. Searching for a single cause is still a
challenge for researches. The physiopathology of hypertension involves diverse
factors that point toward a polygenic origin, and new drugs arise for its treatment.
Methods: Subtherapeutic doses of valsartan (a specific inhibitor of AT-1 receptors of

the angiotensin Il) were administered to 60 rats with normal blood pressure, and an
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experimental model of high blood pressure (HBP) was obtained. BP levels were
determined in all the animals at the beginning of the experiment and at 20, 35 and 50
days of progress. Such moments corresponded with series A, B and C respectively.
Plasmatic concentration, tubular load, reabsorbed and excreted quantity of sodium
were determined in experimental and control animals on the 20, 35 and 50 days of
the study. Results: BP figures started to rise in the experimental series B and C after
the suppression of the drug, from 15 up to 50 days. In the experimental animals of
the series B and C the fractional reabsorption of sodium increased and its excretion
decreased, together with an increase of systolic pressure figures. This could be
related to a hypertrophy of the proximal tubule. Conclusions: The modifications
found in the renal exchange of sodium coincided with those expected according to
the proposed mechanism of hydrosaline retention in the origin of hypertension in
these animals.

Key words: sodium, hypertension, model of hypertension.

INTRODUCCION

En la fisiopatologia de la hipertensién arterial primaria resultan de mucha importancia
las variaciones del gasto cardiaco, sobre todo en las etapas iniciales y de la
resistencia periférica total, la cual generalmente aumenta. Aparentemente no hay
lesion renal, sin embargo, es conocido que la excrecion renal de sal y agua normales
se logra con el aumento del régimen de presiones, ya que esta descrita la
incapacidad del riién de mantener una excrecion adecuada a presiones normales®-
4)_

Los factores que aumentan la presion de la curva de excrecion renal pueden
producir hipertension. Se sefialan cambios en el nivel de activacién del sistema
renina-angiotensina, aldosterona, vasopresina y estimulaciéon nerviosa simpatica.
Existen otros factores propios del riibn como: la vasoconstriccion renal, la
disminucion del coeficiente de filtracion, la reduccion de la masa renal y el aumento
en la reabsorcion tubular. El incremento de la reabsorcién a nivel del tibulo proximal
puede ser el resultado de la hipertrofia de este segmento y debiera contribuir a la

elevacion de la presion arterial®4).
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Este cambio morfolégico descrito en estudios anteriores con nefrectomia unilateral y
administracion de inhibidores inespecificos de la angiotensina Il, se establece en los
animales experimentales relacionados con la elevacion de la presion arterial").

En el desarrollo de un modelo experimental de hipertension arterial tubulo
dependiente, se ha encontrado un aumento de la presion arterial posterior a
hipertrofia tubular renal, que se desarroll6 luego de la supresion de propanolol,
captopril y saralasina a estos animales. Los autores responsabilizaron el aumento de
la presién arterial a una posible retencidn hidrosalina, consecuencia de la hipertrofia
tubular demostrada®").

El efecto de la presion sanguinea sobre la excrecion de sodio y agua a través de dos
fendmenos: natriuresis de presion y diuresis de presion, es el mas potente
mecanismo de control del volumen sanguineo y del volumen del liquido extracelular,
asi como del mantenimiento del equilibrio del sodio y el agua. Esta retroaccion entre
los rifiones y el sistema circulatorio, desempefian un importante papel en la
regulacién a largo plazo de la presién arterial®8).

Actualmente existen bloqueadores de los receptores AT-1 de la angiotensina II,
acoplados a la proteina G. La unién de la angiotensina Il a este receptor activa a la
fosfolipasa C, la cual hidroliza al fosfatidil-4,5-bifosfato, formandose el inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG); el primero actia sobre receptores del reticulo
sarcoplasmico y aumenta la liberacion de calcio hacia el espacio intracelular, el DAG
activa y transloca a la proteina cinasa C hacia la membrana celular donde: estimula
la fosforilacion de proteinas, activa al intercambiador Na*/H*, a la fosfolipasa A2 y a
los canales de calcio voltaje dependientes. Finalmente se producen en las células
efectos como elevacion de las concentraciones de calcio en el citosol, si tenemos en
cuenta que a nivel de la membrana celular hay una disminucion de la actividad de la
bomba de calcio y el intercambio sodio y calcio transmembranal. Las
concentraciones de sodio intracelulares aumentan al disminuir la actividad de la
bomba de sodio potasio y ademas por el aumento de la permeabilidad de la
membrana para el sodio. EI pH del medio intracelular se eleva al aumentar la
actividad del intercambiador sodio hidrogeno, lo cual estimula el crecimiento celular y

la sintesis de proteinas. A través de este mecanismo la angiotensina Il actia sobre

256



tejidos tales como el sistema nervioso, los vasos sanguineos, el corazén, el rifion y
la corteza adrenal®-12),

El objetivo del presente estudio es provocar hipertension arterial en ratas
normotensas, utilizando un inhibidor especifico de la angiotensina Il y determinar el
comportamiento de la reabsorcion y excrecién renal de sodio en el modelo

experimental de hipertension arterial en ratas.

METODOS

Se estudiaron sesenta ratas hembras, blancas, normotensas de la linea Wistar con
un peso entre 200 gr y 300 gr que se agruparon en una muestra seleccionada al
azar, la cual se dividié en tres series A, B, y C. Cada una de ellas con veinte
animales de los cuales diez fueron experimentales y diez controles, por lo que en
cada serie se constituyeron dos grupos: uno experimental y otro control.
SeriesA,ByC

La solucion de valsartan se preparé con una concentracion de 5,6 mg por cada 70
ml de agua destilada, de manera que en 1 ml estuviesen contenidos 0.08 mg de
valsartan. La droga se obtuvo a partir del contenido de capsulas de 80 mg. Esta
solucion fue conservada a temperatura ambiente. Las dosis administradas fueron
subterapeduticas para evitar el descenso de la presion arterial sistélica de animales
normotensos, pero suficientes para producir relajacion vascular.

La administracién oral se realizé6 mediante la canulacion del es6fago de la rata, con
una canula preparada al respecto, acoplada a una jeringuilla de 5 ml.

A las ratas experimentales se les administr6 1 ml de la solucion por cada 100 g de
peso corporal y a las controles 1ml de agua comun por cada 100 g de peso corporal.
Todos los animales fueron pesados al inicio del experimento, después
semanalmente durante la administracién de la solucién para ajustar su dosis y antes
de finalizar el estudio.

A todos los animales se les midio la presion arterial sistolica (PAS) al inicio del
experimento y a los veinte, treinta y cinco y cincuenta dias del mismo,

aproximadamente a la misma hora.
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El estudio final consistio en cuantificar:
Intensidad de filtrado glomerular (IFG).
Concentracion plasmética de sodio (CPS).
Carga tubular de sodio (CTS).

Cantidad reabsorbida de sodio (CRS).
Cantidad excretada de sodio (CES).

Durante la realizacion de los experimentos se cumplié con las normas éticas para el
trabajo con animales de experimentacion. Los mismos estuvieron expuestos a
periodos regulares de luz y oscuridad, se mantuvieron con un adecuado
abastecimiento de agua y alimentos, se garantiz6 la higienizacion de cajas y

recambio de camas, se evit6 el hacinamiento y la exposicion a ruidos.

El procesamiento estadistico de los resultados se realiz6 mediante la confeccién de
una base de datos en soporte electronico que se proceso en el sistema SPSS.PC,
de Microsoft en el soporte Windows XP2007, donde se utiliz6 un andlisis de
observaciones repetidas para la variable presién arterial sistolica. Para la
comparacion entre las medias de dos grupos fue empleada la t de Student. En el
analisis del resto de las variables se empled un analisis de la varianza para estudios
transversales con el objetivo de realizar la comparaciébn entre varios grupos

independientes con respecto a variables continuas.

En el resultado final del analisis de la varianza se obtiene una f y una p para cada
una de los distintos estratos, la p<0.005 indicé una diferencia significativa entre al
menos dos grupos. Para conocer cuales grupos son distintos y la significacion de las

diferencias se realizaron comparaciones multiples y luego el ajuste de Bonferroni.

Se determind la PAS mediante la técnica de Riva-Rocci(1®),

La rata fue sometida durante treinta minutos a la accion de una lampara de rayos
infrarrojos de 250 watts, lo que provoco la dilatacion en la arteria de la cola,
facilitando la deteccion del pulso en el equipo. Una vez inmovilizada la rata en una
caja plastica, se ajusté el micrometro a la cola del animal hasta observar en la

pantalla del osciloscopio una oscilacién de alta frecuencia, lo que indica que la cola

258



del animal contacta correctamente con el material piezo-eléctrico, el cual es de gran
sensibilidad y capaz de detectar pequefios cambios en la presion del pulso de la
arteria de la cola del animal. Dicho material a su vez estuvo conectado a un pre-
amplificador que aumento la sefal detectada en el dispositivo de alta sensibilidad.

En la determinacion de la PAS se insuflé el manguito opresor hasta observar en el
osciloscopio la anulacién de la oscilacién de alta frecuencia. Después lentamente se
disminuyd la presion en el manguito hasta la reaparicion de la oscilacién, tomando el
valor de presion de ese momento como PAS.

Las concentraciones de inulina en plasma y orina fueron determinadas en filtrado
libre de proteinas por sulfato de cadmio, por el método directo de resorcinol sin
tratamiento alcalino®419),

Las determinaciones de las concentraciones de inulina se realizaron en
espectrofotometro de registro visible (W 160), Shimatsu. Los valores de aclaramiento

plasmético de inulina fueron expresados en ml/minuto/100 g de peso corporal.

Las concentraciones de sodio en el plasma y orina se midieron utilizando un

fotbmetro de llama Corning 400.

RESULTADOS
Como se muestra en la Tabla 1, todos los animales fueron normotensos al inicio del
experimento, incluso los animales experimentales tienen una media de presion

arterial inferior a los controles.

Tabla 1. Presion sistolica inicial en las ratas de las tres series.

PAS
Series Grupos n X
(mm de HQ)
E 30 110.33+/-3.511
A B, C
C 30 112.22+/-3.203

E- Experimental C-Controles.

Fuente: Modelo de recogida de datos.
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En la Tabla 2, se puede observar que la presion arterial comenzé a elevarse, a los
quince y treinta dias de supresion de la administracion de valsartan, en los animales
experimentales. Las diferencias entre los grupos experimentales de las series By C
tuvieron significacion estadistica respecto a sus controles.

Tabla 2. Evolucién de la presion arterial sistolica de las ratas en los diferentes

grupos.
Series/ PAS
Tiempo Grupos n X
(mmdeHgq)
E 10 122.22+/-9.39
A
20 dias C 10 110.58+/-8.81
E 10 151.11*+/-10.83
B
) 110.00+/-11.18
35 dias C 10
E 10 154.44*+/-19.43
C
) C 10 115.00+/-7.07
50 dias

*Grupos con diferencias significativas entre si (p < 0.001).

E- Experimental C-Controles.

Fuente: Modelo de recogida de datos.

En la Tabla 3, se muestra que existi6 un aumento de IFG en los animales
experimentales durante la administracion de valsartan, que se mantiene en los
periodos de supresion pero a magnitudes inferiores, con significacion estadistica en

las tres series entre los animales experimentales y controles.
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Tabla 3. Intensidad de filtracion glomerular de las ratas en los grupos.

IFG
Series Grupos n X
(m1/min/1009)
E 9 0.917*+0.032
A
C 9 0.634+0.041
E 9 0.705*+0.033
B
0.611+0.047
C 9
E 9 0.571*+0.083
C
C 9 0.574+0.0085

E- Experimental C-Controles.

Fuente: Modelo de recogida de datos.

La Tabla 4, permite observar que en los animales experimentales las cargas
tubulares, cantidades reabsorbidas y excretadas de sodio son significativamente

superiores a las de sus controles en las tres series.
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Tabla 4. Permeabilidad, cargas tubulares, cantidades reabsorbidas y excretadas de

sodio.

Series-

Grupos

PNa*
mEq/L

CTNa*
mMEQ/min/100gr-
rata

CRNa*
MEQ/min/100gr-ral

ENa*
mEQ/min/100gr-
rata

A-E

135.22+/-8.59

0.136*+/-0.016

0.122* +/- 0.006

1.126*+/-0.048

A-C

141.00+/- 11.84

0.072+/- 0.027

0.071+/- 0.002

1.085+/- 0.070

B-E

148.44+/- 15.33

0.102*+/- 0.006

0.092%+/-0.003

0.112*+- 0.037

B-C

143.44+/- 18.35

0.083+/- 0.008

0.070+/-0.004

0.131+/- 0.063

C-E

139.33+/- 12.34

0.131** +/- 0.007

0.091++/-0.003

0.113*+/- 0.031

C-C

147.44+/- 20.53

0.078+/- 0.006

0.071+/-0.005

0.106 +/- 0.022

PNa*

Permeabilidad al

sodio CTNa*-

cargas

reabsorbidas ENa*-cantidades excretadas de sodio
*Grupos con diferencias significativas entre si (p < 0.05).
*+Grupos con diferencias significativas entre si (p < 0.001).
Fuente: Modelo de recogida de datos.

tubulares CRNa*-cantidades
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DISCUSION

La administracion de la solucion de valsartan, inhibidor especifico de los receptores
AT-1 para la angiotensina Il, disminuyo el efecto de esta uUltima sobre los vasos
sanguineos, especialmente sobre la vasculatura renal, lo que provocé cambios en
las variables estudiadas.

El registro de la PAS al inicio de los experimentos demostré la condicion de
normotension en todos los animales incluidos en el estudio.

Las ratas estudiadas al concluir los veinte dias de tratamiento con valsartan,
mantuvieron su PAS sin variaciones importantes, con respecto a los controles y a
sSus propios registros iniciales. Sin embargo se comprobd una elevacion de la PAS
en los animales experimentales suprimidos durante quince dias de la droga (BE),
hecho que se mantuvo en la serie C, en la cual el tiempo de supresion fue de treinta
dias (CE).

Estas cambios guardan relacién con lo, establecido por otros autores™?, utilizando
otras drogas inhibidoras inespecificas del sistema renina-angiotensina, en las que
inicialmente se produce un blogueo competitivo de los receptores AT-1 para la
angiotensina Il, segun el mecanismo de accion del valsartan, que produce el
aumento del FPR y de la IFG por la vasodilatacion renal consecuente al bloqueo
antes mencionado, que se demuestra al comprobar que en el grupo experimental de
la serie A, se encontraron aumentadas la cantidad excretada y la excrecion
fraccional de sodio, lo cual apoya los cambios producidos en la nefrona durante esta
primera fase, cuyo estudio final coincide con el dia numero veinte de la
administracion del valsartan.

Puede inferirse que durante la administracion del inhibidor especifico de los
receptores AT-1 se encuentra la nefrona en un desbalance glomérulo-tubular a
preponderancia glomerular sin establecimiento de cambios tubulares. Este determina
la fase posterior, en la cual debe haberse establecido una sobrecarga tubular,
demostrada por las diferencias en cuanto a la carga tubular de sodio entre los
animales experimentales y controles de las series A, B y C, donde el grupo AE
aport6 el mayor valor de carga tubular de sodio. Esta sobrecarga tubular condiciona

un aumento del trabajo tubular reabsortivo, demostrado por la significacion
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estadistica de la cantidad reabsorbida de sodio en los animales experimentales de la
seria A.

Este hecho debi6 ser responsable de la aparicion de la hipertrofia tubular proximal,
descrita en los resultados de estudios morfométricos previos®7?) donde se constatd
su aparicion desde los veinte dias de evolucion y que persiste en el resto de los
animales experimentales de las series B y C. Este cambio tubular es la condicion
que lleva a la nefrona a un nuevo estado de equilibrio del balance glomérulo-tubular
donde la hipertrofia tubular compensa los incrementos del FSR y de la IFG, estos
cambios estan reflejados en los valores de la concentracién de sodio, que fueron
similares a los controles en los grupos experimentales de las tres series. Todos los
fendbmenos antes expuestos concuerdan con los valores normales de PAS en la
serie Ay con los aumentos de la misma en los grupos BE y CE.

A los veinte dias de tratamiento se inician los periodos de supresion de la droga que
en nuestro disefio experimental se corresponde con las series B y C con quince y
treinta dias respectivamente. En estos momentos se crea nuevamente un
desbalance glomérulo-tubular a predominio tubular, por la coexistencia de dos
hechos: la supresion de la droga que anularia su efecto vasodilatador renal y la
presencia de hipertrofia tubular proximal que aumenta la reabsorcion de sustancias a
este nivel, este hecho se encuentra en correspondencia con los aumentos de la
reabsorcion fraccional de sodio encontrados en los grupos BE y CE y con la
disminucién de la excrecion fraccional de este ion en estos mismos grupos, lo cual
crea condiciones que pudieran producir una retencién hidrosalina, que aunque no
fue comprobada en esta investigacion, si se observo en los valores aumentados de
volemia en ratas tratadas con saralasina, un bloqueador competitivo AT-1 y AT-2 de
la angiotensina Il, cuando este fue suprimido 15 dias, en el estudio realizado por
Barber MO() y que puede inferirse en nuestros experimentos por el aumento de la
presion arterial sistolica encontrada a los treinta y cinco y cincuenta dias de
evolucion (BE y CE).

Cuando la presion arterial se eleva se alcanzaria nuevamente un balance glomérulo

tubular, que se corresponden con quince y treinta dias de supresion, donde se
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encontraron concentraciones plasmaticas de Na+ en los animales experimentales
similares a los controles, pero con mayores cifras de presion arterial en los primeros.
Esta elevacion de la PAS podria responder a un aumento del volumen sanguineo en
estos animales, condicionado por una hipertrofia tubular proximal que aumenta la
reabsorcion de sodio y agua. Todos los fendmenos antes expuestos coinciden con
los valores elevados de PAS en los grupos BE y CE.

Los resultados de este estudio coinciden con los reportados por otros autores con el
uso de inhibidores del sistema renina angiotensina en otros biomodelos de
hipertension@629), Lo que ratifica la necesidad de continuar en la blsqueda de los

mecanismos de produccion de esta enfermedad.

CONCLUSIONES

Las modificaciones encontradas en el intercambio renal del sodio explican la
retencién hidrosalina en la instalacion de la hipertension arterial, fenébmeno que se
vincula a la posible existencia de desbalance glomérulo- tubular, en los animales
experimentales.

Se obtuvo un biomodelo de hipertension arterial mediante el uso de la solucion
valsartan en los animales experimentales a partir de treinta y cinco dias de

evolucion, condicién que persiste hasta los cincuenta dias.
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