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RESUMEN

La hipertension arterial es un problema de salud publica, es una de las principales
determinantes de morbilidad cardiovascular y de progresién de insuficiencia renal. La
prevalencia de hipertensién arterial se ha incrementado durante las ultimas décadas,
debido a la adopciéon de la dieta occidental alta en sal. Existe evidencia de que la
hipertensiéon sensible a sal se acompafia de alteraciones estructurales renales como
dilatacion tubular, fibrosis intersticial en parches, expresion de osteopontina e infiltrado
tubulo intersticial de linfocitos y macréfagos, que impiden una excrecién urinaria de sodio
adecuada. De forma experimental se ha demostrado que la disminuciéon de estas
alteraciones estructurales disminuyen con compuestos inmunosupresores como mofetil
micofenolato (MMF). El presente estudio pretende determinar si el MMF mejora la presién
arterial mediante la normalizaciéon de la curva de natriuresis de presiéon. Se emple6 un
modelo de hipertensidon sensible a sal inducida con la administracion de NG-Nitro-L-
Arginina Metil Ester (L-NAME) y se dividieron a ratas Wistar en cuatro grupos: 1) Normal
con dieta normal (DNL) (n=5); 2) Normal con dieta alta en sal (DAS) (n=5), 3) L-
NAME+DAS (n=6) y 4) L-NAME+MMF+DAS (n=6). Se realizaron estudios de natriuresis de
presion con niveles de presién arterial media renal de 90, 110, 130 y 150 mmHg, asi como
estudios de inmunohistoquimica para valorar infiltrado intersticial de linfocitos y
macrofagos y su produccion de angiotensina II (ANG II). El grupo de ratas tratadas con L-
NAME+DAS desarroll6 hipertensiéon en comparacién con los grupos control (156+12 vs.

11946 mmHg de NL+DAS, p<0.001), por el contrario el grupo L-NAME+MMF+DAS tuvo una



presion arterial normal similar a los grupos control. La filtraciéon glomerular se mantuvo
constante en los grupos NL+DNL, NL+DAS y L-NAME+MMF+DAS, en cambio aumenté
significativamente para cada nivel de presion arterial en el grupo hipertenso (L-
NAME+DAS). La excrecion urinaria de sodio y la fraccién excretada de sodio fueron
significativamente menores (p<0.05) a 150 mmHg en L-NAME+DAS vs. NL+DAS y L-
NAME+MMF+DAS (0.58+0.18, 1.75+0.46, 2.28+0.32 para excrecién de sodio y 0.45+0.15,
1.32+0.38, 1.64+0.62 para fraccién excretada de sodio, respectivamente). El nimero de
linfocitos y macréfagos, asi como la sintesis de ANG II del infiltrado tdbulo intersticial
disminuy9 significativamente (p<0.001) en el grupo L-NAME+MMF+DAS con respecto a L-
NAME+DAS. Los resultados comprueban la hip6tesis de que MMF normaliza la curva de

natriuresis de presion debido a una menor resorcién tubular de sodio.



EFECTO DE MOFETIL MICOFENOLATO SOBRE LA NATRIURESIS DE PRESION EN UN

MODELO DE HIPERTENSION SENSIBLE A SAL.

ANTECEDENTES.

Epidemiologia

La hipertension arterial es un problema de salud publica que parece aumentar
conforme se incrementa la edad de la poblacion. Es el principal factor de riesgo para la

presencia de eventos vasculares cerebrales, enfermedad cardiaca e insuficiencia renal.

En Estados Unidos en el aflo 2000, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(NHANES, por sus siglas en inglés) report6 una prevalencia del 29%, es decir que cerca de
58.5 millones de individuos tienen cifras tensionales superiores a 140 mmHg (presion

sistélica) y/o 90 mmHg (presion diastélica) (1).

Las cifras en México son mas alarmantes puesto que la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) reporté que en el 2006 la prevalencia de Hipertensién Arterial
Sistémica era de 43.1% (5). El estado mas afectado era Sonora, con 58.4% de prevalencia,
mientras que el menos hipertenso era Morelos con 34.4%. Como puede observarse, incluso
el estado con menos sujetos afectados tiene una media superior a la reportada en las
estadisticas internacionales. Otro aspecto que es importante mencionar es que del total de
los pacientes hipertensos, sélo el 40% se conoce con el diagnoéstico, el 30% de éstos recibe

tratamiento y inicamente el 15% del total de individuos tratados esta bien controlado (5).



Como lo ilustra la Figura 1, durante las ultimas décadas se ha observado un aumento
en la prevalencia de hipertensién (16). Hay evidencia de que ese incremento se asocia con
la introduccion y adopcidn del estilo de vida y dieta occidentales (rica en grasas saturadas,

carbohidratos refinados y alto contenido de sal).
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Figura 1. Relaciéon entre la prevalencia de hipertensién arterial con la ingesta de sal

Hasta afios recientes habia discusion en cuanto al efecto que tiene la carga de sodio
sobre el control de la presién arterial debido a que no todos los sujetos muestran la misma

respuesta al ser sometidos a dieta alta en cloruro de sodio.



El grupo de Weinberg y colaboradores (18) fueron de los primeros investigadores
en establecer que la respuesta al sodio es diferente en sujetos jovenes y adultos/adultos-
mayores. Mediante la exposicion de los pacientes a una sobrecarga de sodio y
posteriormente a una deplecién del mismo, establecieron que los individuos mayores de 60
afios tenian una mayor sensibilidad de la presién arterial al sodio que los pacientes mas
jovenes: La presion arterial se modificaba mas de 10 mmHg al comparar las cifras
obtenidas tras la administracion de solucién salina con aquéllas encontradas después de la
deplecion de sal (18). Ademas de los resultados anteriores, Midgley y colaboradores, en un
meta-andlisis (19) demostraron que los estudios clinicos en los que se evaluaba el efecto de
la deplecién del sodio dietético sobre las cifras de presién arterial observaban resultados
diferentes en sujetos jovenes comparados con aquéllos encontrados en adultos mayores.
En promedio, por cada 100 mmol. de deplecién en la ingesta diaria de sodio, se encontraba
una disminucién de 6.3 mmHg en la presién arterial sistélica de los pacientes mayores de
60 afios y de 2.4 mmHg en los pacientes mas jovenes; de manera similar, la disminucién en
la presion arterial diastélica fue de 2.2 mmHg y 0.1 mmHg, respectivamente (19). La
hipertensiéon que se presenta por la ingesta de sal necesariamente requiere de la

participacién del rifién (20).

Definicion

La hipertension sensible a sal se define como el incremento en la presion arterial
media superior a 10 mmHg al ingerir una dieta alta en sodio en un contexto de deplecién de

sal inducido por diurético y/o dieta hiposédica (2).



El contenido de sodio extracelular determina el volumen de agua corporal total, y
por ende, del volumen plasmatico (1). Las modificaciones en el control de sodio del
organismo son muy importantes porque pueden llevar a alteraciones de la presion arterial,
de tal forma que la incapacidad para excretar este cation a través de la orina

invariablemente se asocia a hipertension arterial (2).

Una de las principales funciones del rifién es la regulacion del volumen extracelular
mediante la excrecion de sodio y agua, que se lleva a cabo mediante dos mecanismos: 1) el
sistema renina-angiotensina-aldosterona y 2) la modificaciéon en la excrecién de sodio
urinario secundaria a los cambios en la perfusiéon renal, mecanismo conocido como
natriuresis de presiéon (a mayor presion en la arteria renal, mayor excreciéon urinaria de

sodio) (3).

Natriuresis de Presion

El término natriuresis de presién se refiere al mecanismo por el cual los rifiones
controlan la presién arterial mediante la modificacion del volumen corporal. En
condiciones de balance, cuando la presién arterial aumenta, los rifiones incrementan la
excrecién de sodio y agua, disminuyendo el volumen plasmatico y ocasionando que la

presion regrese a valores basales.

La importancia de la natriuresis de presién en el control de la presién arterial se
puso en evidencia por primera vez mediante estudios realizados por AC Guyton y

colaboradores (4): Estos investigadores administraron el 30% del volumen sanguineo total
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a perros y observaron que el incremento del gasto cardiaco y la presion arterial,
ocasionaban también aumento del gasto urinario y de la excreciéon urinaria de sodio,
normalizandose las cifras de presién arterial a las dos horas de haber administrado la carga

de volumen.

En la Figura 2 se ilustran varios mecanismos que controlan la presién arterial
después de una modificaciéon subita. Como puede observarse, los mecanismos de control
nervioso (barorreceptores, quimiorreceptores y sistema nervioso central) son los primeros
en actuar para estabilizar la presion arterial. La excrecién urinaria de sodio tiene un papel
incipiente a los 60 minutos y preponderante y practicamente Unico después de las 8-16

horas de haberse llevado dicho el cambio de presién arterial. (21)
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Figura 2. Mecanismos inmediatos, mediatos y a largo plazo que participan en la regulacion de la

presién arterial.
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A partir de los 60 minutos la excrecién urinaria de sodio se considera un factor
primordial sobre el control de presion arterial (7): El incremento en la presién arterial
aumenta también el flujo sanguineo renal, que a su vez incrementa el flujo del liquido
tubular que pasa a través de la macula densa. En este punto se desencadena un mecanismo
de retroalimentacion entre macula densa y arteriola aferente consistente en la
vasoconstriccion de esta ultima e incremento de la resistencia vascular, teniendo como

efecto final la elevacidn de la resistencia renal total y disminucién del flujo sanguineo renal.

Ademas de los mecanismos anteriores, el aumento de flujo tubular a través de la
macula densa disminuye también la secrecién de renina y la formaciéon de angiotensina II
(menor actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona). Debido a que la
angiotensina Il también tiene un efecto vasoconstrictor sobre la arteriola eferente, la
reduccion en la concentracion del péptido se acompafia de disminucién en la resistencia

arteriolar y de menor filtracién glomerular (7).

La excrecion urinaria de sodio depende de la relaciéon de dos factores: la filtracion
glomerular y la resorcién tubular de sodio. Como se ha mencionado anteriormente, cuando
la presion arterial aumenta se llevan a cabo mecanismos que mantienen estable o
disminuyen la filtraciéon glomerular, por lo que la mayor eliminaciéon urinaria de sodio
depende de una menor resorcién tubular (22). Algunos estudios han encontrado que ésta
alteracion puede estar relacionada con aumento de la presion intersticial renal (22,23),

aumento del flujo sanguineo medular renal (13) e incremento de prostaglandinas y sistema
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kalikreina-kininas; (14) sin embargo el estudio de estos mecanismos estd fuera del

objetivo del presente trabajo.

En la Figura 3 se observa un esquema que describe los mecanismos que participan

en la natriuresis de presion.
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Figura 3. Mecanismos involucrados en el aumento de la excrecién urinaria de sodio ante un
aumento agudo de la presiéon de perfusién renal. La presiéon de perfusiéon renal tiene un papel
central en la regulacién de la excrecién de sodio urinario mediante la influencia sobre la presién
capilar glomerular, sobre el eje-renina-angiotensina-aldosterona, la presién intersticial y el flujo

sanguineo medular, entre otros.
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La natriuresis de presion, se representa graficamente mediante una curva
denominada curva de funcién renal (Figura 4). Esta figura registra en las abscisas la

presion arterial, y en las ordenadas la eliminacién urinaria de sodio (8).
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Figura 4. Curva de Funcién Renal. Esquema de la capacidad del riién para mantener la presién

arterial constante ante cambios en la ingestion de sodio a través de su excrecién urinaria.

En esta grafica se puede observar que conforme aumenta la presion arterial, llega a
un punto en el que la excrecién urinaria de sodio aumenta exponencialmente, de tal forma

que pequefios cambios de presién inducen grandes cambios en la excrecién urinaria de
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sodio. Del mismo modo puede observarse que en condiciones de balance la ingesta de sodio

hasta siete u ocho veces el valor normal, no modifica la presion arterial.

La figura 4 también se establece que la presion arterial estd relacionada con la
eliminacién urinaria de sodio y con la ingesta de sal, de tal forma que si la ingesta es
superior a la eliminacién de sodio y al gasto urinario, el volumen corporal se incrementa
junto con la presion arterial. Este hallazgo sugiere que en condiciones de balance, la
presion arterial se encuentra exactamente en el mismo punto en que la eliminacién

urinaria de sodio y la ingesta de sal se encuentran en equilibrio (8).

El punto en que tanto la excrecion urinaria de sodio como la ingesta de sal son
exactamente iguales recibe el nombre de punto de equilibrio, y se localiza graficamente en
el sitio donde ambas curvas se intersectan (curva de excrecién urinaria de sodio y curva de
ingesta de sal) (Figura 4). Este punto puede ser utilizado para predecir el valor de presién
arterial a largo plazo. Cuando existe un valor de presion arterial superior al punto de
equilibrio, tanto la eliminacion urinaria de sodio como el volumen urinario aumentan mas
que la ingesta de sodio; por el contrario, cuando el valor de presién arterial se encuentra
por debajo del punto de equilibrio, se produce una mayor ingesta de sodio en comparacién

con la eliminacién urinaria de sodio y el volumen de orina.

La natriuresis de presiéon permite un control muy exacto de la presién arterial y

estd regulado por un principio denominado Principio de Retroalimentacion de Ganancia

Infinita (8).
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El principio de retroalimentacién de ganancia infinita significa que este mecanismo
de control del volumen corporal siempre mantendra la presién arterial en su nivel basal
(punto de equilibrio), independientemente de la magnitud y direccién del cambio temporal

de las cifras de presion arterial. Este principio de ganancia infinita se sustenta en tres leyes

(9):

1) Es imposible modificar el control crénico de la tensién arterial a un valor
distinto sin alterar primeramente el punto de equilibrio.

1) Si el punto de equilibrio se modifica, lo hard también de manera subsecuente,
el nivel de presién arterial a largo plazo.

[II)  Las dos principales determinantes del control de la presién arterial a largo
plazo son la curva de funcién renal y la curva de ingesta de sodio, por lo tanto
s6lo aquéllos factores que modifiquen alguna de estas variables tienen la

capacidad de alterar la presién arterial

Curvas de Funcion Renal Anormales

La curva de funcién renal que representa a la hipertension sensible a sal es aquélla

en que la pendiente es menor con respecto a la curva normal y existe desviacion hacia la

derecha (11) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la modificaciéon de la curva de natriuresis de presién en condiciones

patolégicas.

Esta alteracién en la curva de funcién renal traduce una menor capacidad de
excrecion urinaria de sodio, defecto que se acompafia de cifras elevadas de la presién
arterial sistémica. Analizando esta grafica resulta evidente que conforme se incremente la

ingesta de sodio, aumentara también la presion arterial.

Algunos investigadores, entre ellos Kimura y colaboradores y Brenner vy
colaboradores (24, 25) consideran que este tipo de curva esta determinada por el
coeficiente de filtracion (Kf) y la tasa de reabsorcién tubular de sodio, por lo que la

disminucién en el primero o aumento en la segunda, ocasionan hipertension sensible a sal
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(24, 25); sin embargo aunque el Kf y la reabsorcion tubular son factores muy importantes,
no son los Unicos involucrados en la excrecion urinaria de sodio ni en las anormalidades de
la curva de natriuresis de presién. Se considera que alteraciones en la regulacion el sistema
renina angiotensina, la hiperactividad del sistema simpatico y la disminucién de nefronas

son los principales factores que modifican la curva de natriuresis de presion (2).

Génesis de Hipertension Sensible a Sal

Recientemente Johnson y colaboradores publicaron una teoria que explica los
mecanismos patogénicos que anteceden a la elevacion de cifras de presién arterial

secundarios a ingesta abundante de sal (13).

Segun su teoria, el desarrollo de hipertension arterial pasa a través de estadios en
los cuales la presion arterial se eleva episddicamente antes de mantenerse

persistentemente alta.

Las cifras de presion arterial, oscilan durante el dia, llegando a registrar presion
sistdlica de hasta 150 mmHg (28, 29), incluso en sujetos catalogados como normotensos. Es
probable que esta elevacién transitoria de presion arterial esté relacionada con
hiperactividad del sistema nervioso simpatico inducida por factores genéticos, ambientales
o familiares (27), y activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona; los individuos
que experimentan estos cambios de presion arterial son los llamados sujetos
hiperreactores (26). Estas oscilaciones representan la primera fase de la hipertensién

sensible a sal.
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El mecanismo de autorregulacion renal tiene como objetivo aumentar la resistencia
de la arteriola aferente para evitar que las elevaciones de presiéon arterial sistémica sean

transmitidas al glomérulo.

Esta autorregulacién renal comprende dos factores principales: el mecanismo
miogénico, propio de la mayoria de los lechos vasculares, y el mecanismo de

retroalimentacién tibulo glomerular (30).

La teoria del Johnson y colaboradores se fundamenta en que la autorregulacién no
es inmediata ni protege completamente; (13) al menos de una manera transitoria la
hipertension puede ser transmitida no tanto al glomérulo sino a los capilares peritubulares
post-glomerulares. Estos cambios hemodindamicos se asocian con incremento en la presién
capilar peritubular que ha sido corroborado en experimentos en que se infunde
norepinefrina y angiotensina II (31). Otros reportes sugieren que estos cambios
hemodinamicos son mas importantes en la region yuxtamedular (32). Un aspecto muy
importante de mencionar es que estos cambios de presion capilar no se acompafian de
incremento de flujo sanguineo local; por el contrario, hay evidencia de que en modelos de
hipertensiéon experimental por infusién de angiotensina II (33) se encuentra una

disminucién del flujo sanguineo, sobre todo del flujo medular y yuxtamedular renal.

La exposicién transitoria de los vasos sanguineos renales a presion arterial elevada,
en forma repetida y frecuente, facilita la transicién hacia un estado de hipertensién arterial
persistente y desarrollo de sensibilidad a sal. Los capilares glomerulares, a diferencia de los

post-glomerulares estan mejor adaptados a cambios de presién arterial debido a la
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existencia de podocitos y células mesangiales, estructuras que brindan soporte a la pared
capilar (13). Los capilares peritubulares, al estar desprovistos de células musculares y/o
pericitos, son mas susceptibles de experimentar cambios estructurales secundarios a
alteraciones hemodinamicas, como son la transformacion de fibroblastos a miofibroblastos
alrededor de los capilares peritubulares con la finalidad de proteger de los efectos de la

elevacion de presidn arterial (15).

Ademas de los cambios en los capilares peritubulares descritos previamente, existen
otras alteraciones estructurales encontradas en hipertension sensible a sal por infusién de
angiotensina II como son (15): proliferaciéon del musculo liso vascular (principalmente de
la arteriola aferente) (34), atrofia y dilataciéon tubular, fibrosis intersticial en parches,
rarefaccién capilar, presencia de osteopontina e infiltrado intersticial de linfocitos y

macrofago (15).

En estudios previos, Lombardi y colaboradores (35) infundieron dosis presoras de
angiotensina II a ratas durante dos semanas, lo que producia una elevacién my importante
de la presién arterial y proteinuria. Después de la suspensién del péptido, como era de
esperarse, la presion arterial elevada regresaba a valores cercanos a lo normal y la funcién
renal se recuperaba. El andlisis estructural corroboré los cambios histolégicos comentados

en parrafos anteriores.

La segunda fase de estos experimentos consistié en someter a las ratas a dieta baja y
alta en sal (cloruro de sodio al 0.1 y 4%, respectivamente) durante seis semanas. A las tres

semanas de iniciada la dieta, se observd que los animales con ingesta alta en sal
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desarrollaron nuevamente hipertension arterial, no asi los animales alimentados con una
dieta baja en sodio. De esta forma se corroboré que las alteraciones estructurales

intersticiales son capaces de inducir hipertension sensible a sal (35).

Como se ha mencionado previamente, la elevacién de la presiéon capilar peritubular
secundaria al incremento repetido de la presion arterial, produce cambios estructurales
intersticiales, hipoperfusién e isquemia, tanto de la regién medular como yuxtamedular,
que condicionan defectos en excrecidn urinaria de sodio, favoreciendo asi el desarrollo de

hipertension sensible a sal. (13)

Con estos postulados, Johnson y colaboradores han sido capaces de explicar las
diferencias de la respuesta encontrada después de la disminucién de sodio en la dieta de
sujetos jovenes, adultos y adultos mayores con hipertension. En los primeros, el
mecanismo de natriuresis de presion se encuentra integro y la hipertensiéon observada se
considera como resistente a sal; por el contrario, en los individuos mayores, en quienes la
elevacion repetida de la presién arterial ha producido el dafio estructural de los capilares
peritubulares, se observa incapacidad para eliminar eficientemente el sodio a través de la

orina (34).

Lesion Intersticial Renal e Hipertension Sensible a Sal

La lesion estructural que induce hipertensiéon sensible a sal se produce no solo por
angiotensina Il sino también con la administracion de fenilefrina (36), ciclosporina (37) e

inhibidores de 6xido nitrico (34).
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Tanto la hiperactividad del sistema nervioso simpdatico como del sistema renina-
angiotensina estdn involucradas en la primeras fases del desarrollo de la hipertensién
sensible a sal. En el caso de la hipertensiéon inducida por fenilefrina, el grado de

hipertension arterial se correlacioné con el grado de lesion intersticial (r2 = 0.744) (36).

El modelo de hipertensién sensible a sal obtenido mediante la administraciéon de un
antagonista del 6xido nitrico, NG6-Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME) durante 4 a 6
semanas a ratas, se acompafd de cambios estructurales y funcionales como son:
engrosamiento arteriolar, hialinizaciéon glomerular, atrofia tubular, fibrosis e infiltrado

inflamatorio intersticial (22,23,38).

Como se ha observado en la mayoria de los estudios, el infiltrado tibulo intersticial
renal es un hallazgo universal en los modelos animales de hipertension sensible a sal y un
elemento de importancia critica en la desviacion hacia la derecha de la curva de natriuresis
de presion (40), por lo que algunos investigadores, como  Rodriguez-Iturbe vy
colaboradores, sugieren que la disminucién del infiltrado tdbulo intersticial con
compuestos que eviten la acumulacién de células inflamatorias en el rifién previene el

desarrollo de hipertension sensible a sal (39).

La importancia del infiltrado tubulointersticial en la patogenia de la hipertension
arterial se puso en evidencia por primera vez en experimentos de Svendsen y
colaboradores (41) realizados hace casi tres décadas, quienes observaron que la
hipertension sensible a sal después de la administracién de desoxicorticosterona (DOCA)

no se presentaba en ratones sin timo y que los injertos de este 6rgano restauraban la
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hipertensiéon dependiente de sal. Estos resultados fueron corroborados de manera
contundente por Guzik (42) y colaboradores al infundir angiotensina II durante tres
semanas a ratas cuyas concentraciones de linfocitos B y T fueron modificadas mediante
ingenieria genética. Cuando la angiotensina II era administrada a animales carentes de
linfocitos B y T, no se presentaba hipertension arterial. Si la maniobra se repetia en ratas
con mayor poblacién de linfocitos B, la respuesta era la misma, es decir normotension. Por
el contario, cuando el experimento se realizaba en ratas con presencia de linfocitos T se

observaba desarrollo de hipertensién arterial (42).

Con la finalidad de establecer el papel del infiltrado intersticial en la génesis de
hipertensiéon sensible a sal, Quiroz y colaboradores (43) y Rodriguez-Iturbe y
colaboradores (45), observaron la respuesta tanto de la presién arterial como del infiltrado
intersticial encontradas con la administraciéon de mofetil micofenolato [inmunosupresor
que regula la sintesis de novo de purinas e inhibe la proliferacion linfocitaria, asi como la
produccién de moléculas de adhesion (44)] en un modelo de hipertensién sensible a sal con

L-NAME (43) (un inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico) y con angiotensina II (45)

La exposicion de la rata a la inhibicién de la produccién de 6éxido nitrico mediante
L-NAME produjo incremento de la presiéon arterial, incluso en presencia de mofetil
micofenolato (MMF). Sin embargo, después de la suspension de este bloqueador de las
sintasas de 6xido nitrico (NO) se observé que aquéllas ratas tratadas con MMF, cuando
eran alimentadas en una segunda fase con dieta alta en sal, no desarrollaban hipertensién

arterial (43). Este estudio concluyé que mofetil micofenolato evité el desarrollo de
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hipertension sensible a sal. Un hallazgo muy importante en esta serie de experimentos fue
que la administraciéon de este inmunosupresor no disminuyé la lesiéon tibulo intersticial
caracteristica de la infusién de L-NAME (definida como dilatacién tubular, formacién de
cilindros y/o expresién de osteopontina por parte de los tdbulos) pero si disminuyd
significativamente el infiltrado de macréfagos, linfocitos T, linfocitos T activados y

linfocitos T que expresan angiotensina II (43).

La importancia del infiltrado intersticial de linfocitos T y macréfagos, asi como y su
relaciéon con los niveles de presién arterial en un modelo de hipertension sensible a sal
(inducida por angiotensina II) se puso en evidencia por Franco y colaboradores (46)
mediante experimentos con técnicas de microdialisis. Estos autores, después de alimentar a
las ratas con dieta alta en sal, observaron que los niveles plasmaticos de angiotensina II
(determinados 40 dias después de suspender la infusién de ANG II) tenian una correlacién
negativa (P < 0.0001) con la presién arterial. Por el contrario, la concentracion intrarrenal
de angiotensina II, el infiltrado tubulo intersticial de linfocitos T - macréfagos, y la presiéon

arterial tuvieron una correlacion positiva (p<0.0001) (46).

La observacién que con la administraciéon de mofetil micofenolato la presion arterial
se mantenia cercana a limites normales, por razones éticas, ha sido dificil de evaluar en
grandes cohortes de pacientes hipertensos; sin embargo estudios clinicos con un ndimero
pequefio de pacientes sugieren que la disminucién del infiltrado intersticial renal tiene
traduccion clinica. Por ejemplo, en un grupo de ocho pacientes hipertensos con diagndstico

de artritis reumatoide o psoriasis, con indicacién para iniciar mofetil micofenolato como
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parte de su tratamiento, Herrera y colaboradores (56) documentaron menor presién
arterial durante los tres meses de duracién del tratamiento inmunosupresor, con elevaciéon

ulterior de la misma luego de la suspension de este inmunosupresor.

Por otra parte, la relaciéon que guarda el infiltrado intersticial de linfocitos T con la
hipertension sensible a sal y el efecto que tiene la administracion de mofetil micofenolato
sobre la proliferacion de linfocitos T y sobre el infiltrado intersticial nos hace considerar
que este inmunosupresor tiene accién indirecta sobre la natriuresis de presién, razén por
la cual planteamos la hipétesis de que mofetil micofenolato, al disminuir la inflamacién
tubulointersticial, normalizara la curva de funcién renal (representacién grafica de la

natriuresis de presiéon) en un modelo animal de hipertensién sensible a sal.
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JUSTIFICACION.

La hipertensién sensible a sal es consecuencia de un trastorno adquirido que se
caracteriza por la incapacidad del rifion para eliminar adecuadamente el sodio urinario

cuando se ingieren grandes cantidades de sal en la dieta (40).

La hipertension arterial, es un problema de salud muy importante (5), asi como la
progresion del dafio renal a estadios terminales por hipertension; la insuficiencia renal
secundaria a presién arterial elevada, contribuye en una alta proporcién al grupo de
pacientes con insuficiencia renal crénica, que representa otro gran problema de salud
publica (64). Es importante profundizar en los mecanismos fisiopatolégicos de la
enfermedad para derivar estrategias que eviten o retrasen la progresiéon del dafio renal. Es
crucial considerar que a pesar de que existen una gran variedad de antihipertensivos y
diversas combinaciones de tratamiento no se ha logrado disminuir en forma satisfactoria la

nefropatia por hipertension.

Un mecanismo fisiopatoldgico que se ha descrito recientemente y que contribuye en
forma importante en la progresion del dafio renal por hipertension es el infiltrado
tubulointersticial (13). Al respecto se ha demostrado que el infiltrado intersticial de
linfocitos y macréfagos encontrado en los modelos animales de hipertension sensible a sal
es fundamental en la génesis de esta enfermedad; por otra parte, la disminuciéon del
infiltrado mediante mofetil-micofenolato y otros compuestos, normaliza las cifras de

presion arterial y disminuye la lesion renal (43, 45, 54, 55)

En el presente estudio se pretende determinar si la disminucién del infiltrado tibulo

intersticial normaliza la excrecién urinaria de sodio en presencia de dieta alta en sal.
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HIPOTESIS.

La disminucion del infiltrado intersticial de linfocitos y macr6fagos mediante la
administraciéon de mofetil micofenolato en un modelo animal de hipertensién sensible a sal,

disminuira la presion arterial mediante la normalizacién de la natriuresis de presion.

OBJETIVO.

Evaluar el efecto de mofetil-micofenolato sobre la natriuresis de presiéon en un
modelo animal de hipertensién sensible a sal inducida por la infusiéon de NG-Nitro-L-
Arginina Metil Ester (L-NAME) y compararlo con la natriuresis de presién de los grupos

control.
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VARIABLES INDEPENDIENTES.

* Administracién de mofetil micofenolato. Variable cualitativa nominal

e Presion arterial media renal. Variable cuantitativa, continua, de razén

VARIABLES DEPENDIENTES

Filtracién glomerular. Variable cuantitativa, continua, de razén.

e Excrecion urinaria de sodio. Variable cuantitativa, continua, de razon.

* Fraccion excretada de sodio. Variable cuantitativa, continua, de razén

* Infiltrado tdbulo intersticial de linfocitos T y macréfagos. Variable cuantitativa,

continua, de razén
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como el promedio + error estandar. Para la comparacion
de mas de dos grupos se aplic6 ANOVA de una via, seguida de la via de Tukey. Se acepté un

nivel de significancia de P<0.05. El software empleado para el andlisis estadistico fue con

Prisma Version 3.
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MATERIAL Y METODOS.

Protocolo Experimental

Los estudios se realizaron en ratas Wistar macho con peso entre 250 y 320g. Las
ratas fueron divididas en cuatro grupos: grupo 1: animales normales con dieta normal
(NL+DNL, n=5); grupo 2: ratas normales con dieta alta en sal (NL+DAS, n=5); grupo 3:
animales con hipertension arterial y dieta alta en sal (L-NAME+DAS, n=6) y grupo 4: ratas
que recibieron mofetil micofenolato (L-NAME+DAS, n=6). Los animales se mantuvieron en
jaulas individuales. Los cuidados se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos del
Bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia.

El grupo de ratas normales con dieta normal (NL+DNL) no recibié alguna medida
dietética o farmacolégica especial. Fue alimentado con dieta al 0.4% de NaCl durante nueve
semanas y se considerd el grupo control.

El grupo de ratas normales con dieta alta en sal (NL+DAS) fue muy similar al
anterior, con la excepcién de que después de la quinta semana se alimentaron con dieta alta
en sodio al 4% de NaCl y se consider6 como control con dieta alta en sal.

El grupo de hipertensiéon arterial sensible a sal (L-NAME+DAS) fue preparado en
tres fases: inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico mediante la administraciéon de NGNitro
Metilester de Arginina (L-NAME, Sigma, St. Louis, MO) en el agua de beber (70mg/100 ml)
durante tres semanas, basados en estudios previos de Rodriguez-Iturbe y colaboradores
(43). El dia 21 (ver tabla de seguimientos) se suspendio la administracionde L-NAME, se

permitié la recuperaciéon de los animales durante una semana con dieta normal en sal
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(0.4% NacCl) y posteriormente se les administré dieta alta en sodio (Harlan Co, 4% NaCl)
durante 4 semanas.

El grupo de ratas hipertensas que recibieron mofetil micofenolato (L-
NAME+MMF+DAS) se indujo de manera similar que el grupo con hipertensién, solo que
durante la fase de administraciéon de L-NAME en el agua de beber, también recibié
20mg/kg de mofetil micofenolato (MMF, Roche Pharmaceutical) suspendidos en 500 ul de
agua, a través de sonda gastrica. El dia 21 se suspendié la administraciéon de L-NAME, se
inici6 dieta normal en sal (0.4% NaCl) y posteriormente se administré durante 4 semanas
dieta alta en sal (4% NacCl).

Al final del seguimiento se efectuaron experimentos para evaluar la natriuresis de
presion en todos los grupos. Los rifiones fueron extraidos para efectuar estudios

histolégicos e inmunohistoquimicos.

Medicion de Presion Arterial

La presion arterial sistélica (PAS) se determiné mediante pletismografia con un
manquito colocado en la cola del animal (Narco Biosystems, Austin, TX). Las ratas fueron
condicionadas antes del procedimiento y se dejaban pasar entre 10 y 15 minutos antes de
la determinacion de la presién. La presion arterial se midié cada dos semanas durante el

periodo de seguimiento del estudio.

Experimentos de Natriuresis de Presion
Para los estudios de natriuresis de presion, la rata fue anestesiada con pentobarbital

sdédico, (30 mg/kg, intraperitoneal), administrando dosis suplementarias a requerimiento.
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Se colocé en una mesa termorregulable y se mantuvo la temperatura a 37°C. Con tubo de
polietileno se cateterizaron la traquea (PE-240), ambas venas yugulares, ambas arterias
femorales (PE-50) y el uréter izquierdo (PE-10). Se expuso el rifién izquierdo mediante
incision de lumbotomia, se colocé en una capsula de lucita y se cubri6 con algodén
humedecido en solucién salina fisiolégica. Se localizo la aorta y se coloco un clamp
ajustable sobre el vaso, entre ambas arterias renales, el cual se fijo mediante un
micromanipulador. La presién arterial media (PAM) se monitoriz6é en forma continua con
un transductor de presiéon (Model p23 LX, Gould. Hato Rey, Puerto Rico, USA) y se graficé
en un poligrafo (Grass Instruments, Quincy, MA).

Las ratas se mantuvieron euvolémicas con infusiéon de plasma isoténico a 10 ml/kg
de peso, seguido de infusioén de inulina al 1% (Inulina Sigma Aldrich) en soluci6n salina al
0.9% a la velocidad de 30 pl/min. Después de 60 minutos de equilibrio, se modifico la
presion de la arteria renal (determinada a través del catéter femoral) y se recolectaron
muestras de orina durante niveles de presién arterial de 150, 130, 110 y 90 mmHg en
todas las ratas. En aquéllas ratas en que no se alcanzaron los niveles de presion arterial
media deseados, ésta se increment6 mediante la ligadura de las arterias carétidas.

La prension ejercida por el clamp sobre la aorta se modificé con la finalidad de
mantener la presion arterial media renal en los valores deseados. Se tomaron muestras de
sangre aproximadamente a la mitad de la recoleccion de orina para calcular las
concentraciones de sodio e inulina. Se repuso el volumen con la sangre de una rata

donadora. Se monitorizé intermitentemente el hematdcrito de la rata durante todo el
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experimento. La orina se recolecto por periodos suficientes para alcanzar un volumen de
400-500 pl.

El filtrado glomerular total (FGT) se calcul6 mediante la depuracién de inulina (62)
con la siguiente férmula:

(InulinaU)(VolU)
InulinaP

FGT =

(Ecuacién 1)

En que [nulinaU significa concentraciéon urinaria de inulina, VolU: volumen urinario
recolectado; InulinaP: concentracién plasmatica de inulina.

La concentracion urinaria de sodio se calcul6 mediante la siguiente férmula
UNaV = (NaU)(V) (Ecuacién 2)
En que NaU es la concentracién urinaria de sodio y V es el volumen urinario recolectado

La fraccién excretada de sodio (FENa) (63) se determiné mediante la siguiente
formula:

_ (Nau)(CrS)

FENa = ap)(cru)

(Ecuacién 3)

En que NaU significa concentracion urinaria de sodio; NaS: concentracién sérica de sodio;
CrU: concentracion urinaria de creatinina; CrS: concentracion sérica de creatinina.
La determinacion de sodio se realizé mediante flamometria (Flanoetro IL, modelo 943) y se

expres6 en mEq/L.

Histologia e Inmunohistoquimica
Al terminar el experimento de natriuresis de presidn, se extrajeron ambos rifiones,

se cortaron en forma coronal, se fijaron en paraformaldehido al 4% con pH 7.4 y se
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incluyeron en parafina. Los cortes se tifieron mediante las técnicas de acido periédico de
Schiff (PAS) y hematoxilina-eosina (HE). Todas la evaluaciones fueron realizadas
desconociendo el grupo al que pertenecia el rifién evaluado.

Para la deteccién de linfocitos (células CD5 positivas) y macréfagos (células CD68
positivas) se utilizaron anticuerpos marcados con avidina-biotina-peroxidasa. La
infiltracién celular fue evaluada por separado en glomérulos y regiéon tdbulo-intersticial
segln el numero de células positivas por cada corte glomerular o células positivas por cada
milimetro cuadrado, respectivamente.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti CD5 (anticuerpo monoclonal de
ratén contra linfocitos y timocitos) y anti CD68 (anticuerpo monoclonal contra monocitos y
macrofagos) (Biosource International Camarillo, CA).

La doble inmuno-tincién fue realizada para definir el porcentaje de células CD5+ y
CD68+ que tefifan positivamente para angiotensina II (células All positivas). La técnica ha
sido descrita previamente (59) y consiste en: i) incubacién con anticuerpos monoclonales
CD5 y CD68; ii) incubacién con fragmentos de anticuerpo [F(ab’)2 purificado con afinidad
a conjugados de rodamina] con minima reaccién cruzada a proteinas; iii) incubacién con
anticuerpos anti-angiotensina II; y iv) incubacién con anticuerpos conjugados con
fluoresceina (aminofluoresceina diclorotriazinil) contra IgG de ratén con minima reaccién

cruzada a proteinas.
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RESULTADOS.

Presion Arterial:

El efecto de L-NAME sobre la presion arterial sistélica se observd a partir de la
primer semana (dia 7) de administracién, en que se elevé a 156 +12 mmHg y se mantuvo

en valores similares (154+13 mmHg) durante todo el periodo de seguimiento (Tabla 1).

Tabla 1. Seguimientos de Presion Arterial (mmHg) Durante la Evolucion

TAS Basal Dia 7 Dia 14 Dia21  Dia28  Dia 35 Dia 42 Dia 49 Dia 56
NL+DNL 119210 113+14 121£10  123#4 116+7 11848 10719 11748 11945
NL+DAS 11846 11916 11947 11845 1177 12148 12149 12145 11942

L-NAME+DAS 11946 156+£12* 169+11* 171x10* 1249 143£17* 160£13* 158+11* 154£13*

L-NAME+DAS+

MMF 1197 12347 1237 122+6 12344 123+6 123+6 119+6 122+6

L-NAME: inhibidor de sintasa de 6xido nitrico, DNL: dieta normal, DAS: dieta alta en sal, MMF:
mofetil micofenolato. * P<0.001vs. L-NAME+MMF+DAS, NL+DNL y NL+DAS

El grupo L-NAME+DAS+MMF present6é menores cifras de presion arterial durante
todo el seguimiento (123+7 mmHg en dia 7 y 122+6 mmHg en dia 56), diferencia que fue
estadisticamente significativa (p<0.001) al compararse con el grupo L-NAME+DAS (Figura
6). Cuando se suspendié el inhibidor de las sintasas de 6xido nitrico en las ratas del grupo
L-NAME+DAS se observé una disminuciéon de la presion arterial durante el periodo de siete
dias en que recibieron dieta normal en sodio (hasta el dia 28), posteriormente, cuando
recibieron la dieta al 4% de NaCl (del dia 28 en adelante), la presién arterial aumentd

progresivamente hasta mantenerse entre 150 y 160 mmHg.

35



180.0

160.0

iﬁ 140.0

= )

g

=

£ 200 ~4—NL+DNL

5 NL+DAS

3 ~d=L-NAME+DAS

w

E 100.0 =>é=1-NAME+DAS+MMF
80.0
60.0

Basal 7 14 21 28 35 42 49 56

Dias Seguimiento

Figura 6. Curva de evolucidn de presion arterial durante el seguimiento. La presién arterial se
elevé a los 7 dias de iniciar el bloqueo de las sintasas de 6xido nitrico con L-NAME; posterior la
suspension de L-NAME (al dia 21), la presion arterial disminuyé en grupo L-NAME+DAS y se elevo
nuevamente al recibir dieta alta en sal.

*P <0.001 L-NAME vs. el resto de las ratas los dias 7 al 12 y 35 al 56.

L-NAME: inhibidor de sintasa de 6xido nitrico. NL+DNL: grupo normal con dieta normal, NL+DAS:
normal con dieta alta en sal, L-NAME+DAS: L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: L-

NAME con dieta alta en sal y administracién de MMF

Filtracion Glomerular

En la Tabla 2 se aprecia que en las ratas normales, tanto las alimentadas con dieta
normal como con dieta alta en sal, la filtracién glomerular a presiéon media de arteria renal

de 150, 130, 110 y 90 mmHg fue de 1.02+0.07, 1.05%0.05, 0.93£0.07 y 0.75+0.08 ml/min,,

36



respectivamente para las ratas normales y de 1.04+0.03, 1.03+0.13, *0.87%0.08 y
0.64%£0.04 ml/min., respectivamente para las ratas normales con dieta alta en sal. El
andlisis estadistico reporté que la tasa de filtrado glomerular era significativamente
diferente con presion arterial media de 90 mmHg (p<0.01 en grupo normal y p<0.05 en
ratas normales con dieta rica en sodio). La figura 7 representa el filtrado glomerular en las

ratas normales con dieta normal y las normales con dieta alta en sal.

Tabla 2. Filtraciéon Glomerular en los Grupos de Estudio

Filtracion Glomerular (ml/min.)
TAM NL+DNL NL+DAS L-NAME+DAS L-NAME+MMF+DAS
150 mmHg 1.02+0.07" 1.04£0.03" 1.26+0.09" 1.060.1*T
130 mmHg 1.05+0.05" 1.03+0.13" 1.03+0.1% 1.030.06™ T
110 mmHg 0.93+0.07" 0.87+0.08" 0.76+0.13" 0.84+0.1
90 mmHg 0.75+0.08 0.64+0.04 0.42+0.1 0.55+0.08

TAM: Presion arterial, NL+DNL: grupo normal con dieta normal, NL+DAS: grupo normal con dieta
alta en sal, L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME,
con dieta alta en sal y administracion de MMF. x = p<0.01 vs. 90 mmHg. + = p<0.05 vs. 90 mmHg.
#=p<0.0.5vs. 110 mmHg. § = p<0.05 vs. 130 mmHg. T = p<0.01 vs. 110 mmHg.
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Figura 7. Filtracién glomerular de grupos control.
NL: normal, DNL: dieta normal, DAS: dieta alta en sal. La filtracién glomerular se expresa en

ml/min.

La filtracion glomerular en las ratas de los dos grupos que recibieron L-NAME a la
presion arterial media de 150, 130, 110 y 90 mmHg fueron de 1.26+0.09, 1.03+0.1,
0.76%0.13, 0.42+0.1 ml/min. para el grupo L-NAME+DAS y de 1.06+0.1, 1.03+0.06, 0.84+0.1
y 0.55+£0.08 ml/min. de peso corporal para aquellas tratadas con mofetil micofenolato (L-
NAME+DAS+MMF) (Figura 8). En el grupo L-NAME+DAS, la filtraciéon glomerular en los
cuatro niveles de presién arterial fueron estadisticamente distintas entre si, por el

contrario, en el grupo que recibié mofetil micofenolato, sélo la filtraciéon glomerular a
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presiones bajas (90 y 110 mmHg) fue significativamente menor a 130 y 150 mmHg (Tabla
2, Figura 8). Estos hallazgos sugieren pérdida de la autorregulaciéon glomerular en aquéllos

animales que recibieron L-NAME.
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b - L-NAME+DAS
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Presion arterial media, mmHg

+ =P <0.001 vs L-NAME DAS 90 #=P <0.05vs L-NAME 150
x =P <0.01 vs L-NAME DAS 90 * =P <0.001 vs MMF 90

==P <0.001 vs L-NAME 110 o _
w =P < 0.05 vs L.NAME 110 = MMF. P < 0.01 vs MMF 90

Figura 8. Filtracién glomerular en grupos con bloqueo de las sintasas de 6xido nitrico.

L-NAME: N6-Nitro-L-Arginina Metil Ester, L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-
NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME con dieta alta en sal y administracion de MMF

En la Figura 9 se muestran los grupos que recibieron L-NAME y el grupo control con

dieta alta en sal (NL-DAS) para su comparacion
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Figura 9. Filtracién glomerular de los dos grupos que recibieron L-NAME y el grupo control con
dieta alta en sal. L-NAME: NG-Nitro-L-Arginina Metil Ester, L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta
en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME con dieta alta en sal y administracion de MMF, NL+DAS:

grupo normal con dieta alta en sal, MMF: mofetil micofenolato

Excrecion Urinaria de Sodio:

En la Tabla 3 se expresan los valores numéricos de la excrecion urinaria de sodio de los
grupos estudiados . En los grupos control (ratas normales con dieta normal y con dieta alta
en sal) se documenté que la eliminacién urinaria de sodio a las presiones medias de 150,
130, 110 y 90 mmHg fueron de 1.47+0.37, 0.74+0.34, 0.34+0.12, 0.28+0.09 mEq./min.,,
respectivamente para las ratas del grupo Normal; en grupo Normal+DAS los resultados

fueron de 1.75+0.46, 0.60+£0.076, 0.24+0.2, 0.093+0.01 mEq/min., respectivamente. Ambos
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grupos de estudio tuvieron eliminacién urinaria de sodio estadisticamente mayor a presién
arterial media de 150 mmHg (p<0.05 en comparaciones de 150 vs. 110 mmHg y 150 vs. 90
mmHg). En el resto de las presiones, las diferencias no fueron estadisticamente

significativas (Figura 10).

Tabla 3. Eliminacion Urinaria de Sodio en los Grupos de Estudio.

Excrecién Urinaria de Sodio (mEq/min.)

TAM NL+DNL NL+DAS  L-NAME+DAS  L-NAME+MMF+DAS
150 mmHg | 1.47+0.37+  1.75+0.46 0.58£0.18 NS 2.28+0.32
130 mmHg | 0.74£0.34  0.60+0.076  0.54+0.17 "% 1.52+0.24 §
110 mmHg | 0.34#0.12 x  0.24+0.2«  0.39:0.13"°  0.75:0.26 §
90 mmHg | 0.28+0.09  0.093+0.01° 0.15:0.01NS  0.27+0.07 §

TAM: Presion arterial, NL+DNL: grupo normal con dieta normal, NI+DAS: grupo normal con dieta
alta en sal, L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME,
con dieta alta en sal y administracion de MMF. + = p<0.05 150 mmHg vs. 90 mmHg, x = p<0.05 150
mmHg vs. 110 mmHg; ° = p<0.01 150 mmHg vs. 90 mmHg, * = p<0.05 150 mmHg vs. 110 mmHg oo
= p>0.05. Todas las comparaciones p>0.05. §=p<0.001. 150 mmHg vs. 90 mmHg, 150 mmHg vs. 110
mmHgy 130 mmHg vs. 90 mmHg
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Figura 10. Excrecién urinaria de sodio de los grupos normales. NL+DNL: grupo normal con dieta

normal, NL+DAS: grupo normal con dieta alta en sal. La filtracién glomerular se expresa en ml/min.

En el grupo L-NAME+DAS, se documento que la eliminacién urinaria sodio no se
modifico con la elevacién de la presion arterial de 150, 130, 110 y 90 mmHg (0.58+0.18,
0.54+0.17, 0.39£0.13, 0.15£0.013 mEq/min., respectivamente, con p>0.05 para todas las
comparaciones), es decir que el mecanismo de natriuresis de presiéon era anormal. Por el
contario, en el grupo de ratas L-NAME+MMF+DAS, la eliminacién urinaria de sodio en los

cuatro niveles de presion arterial media fue de 2.28+0.32, 1.52+0.24, 0.75+0.26 y 0.27+0.07
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mEq/min. (a presiones de 150, 130, 110 y 90 mmHg, respectivamente) (Tabla 3). El
andlisis mostré que solo habia diferencia significativa en la excrecién de sodio urinario en
las ratas con mayores cifras de presion arterial media (150 y 130 mmHg) con respecto a las
de 110 y 90 mmHg (p<0.001 al comparar de 150 vs. 90 mmHg, p<0.001 en 150 vs. 110
mmHg, y p<0.01 en 130 vs. 90 mmHg) (Figura 11). Al evaluar la excrecién urinaria de sal
entre los grupos que recibieron L-NAME se observ6 que las ratas que ademas recibieron
MMF (grupo L-NAME+MMF+DAS) tuvieron una mayor concentracién de sodio a presiones
arteriales medias de 150 y 130 mmHg en comparacién con los animales correspondientes
al grupo L-NAME+DAS (p<0.01 en ambas comparaciones). A presion arterial media de 110

mmHg, el valor de p perdi6 significancia estadistica.
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Figura 11. Excrecién urinaria de sodio en grupos que recibieron el bloqueador de las sintasas de
6xido nitrico. L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME,

con dieta alta en sal y administracion de MMF .
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La figura 12 muestra que las ratas pertenecientes al grupo NL+DAS, al ser
comparadas con el grupo L-NAME+DAS, tienen una curva de eliminacién urinaria muy
similar a presiones medias de arteria renal de 90, 110 y 130 mmHg, sin embargo a 150
mmHg, el grupo NL+DAS incrementa considerablemente el sodio urinario en comparacién

con el grupo L-NAME+DAS (p=0.01).

Es importante mencionar que las curvas de los grupos NL+DAS y L-
NAME+MMF+DAS no son completamente similares, difieren a presion arterial media de

130 mmHg (p=0.001) y son parecidas en el resto de los niveles de presion arterial media

(150,110 y 90 mmHg) (Figura 12).
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Figura 12. Excreciéon urinaria de sodio en los dos grupos que recibieron antagonismo de sintasas de
6xido nitrico y en ratas con dieta alta en sal. NL+DAS: grupo normal con dieta normal, L-
NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME, con dieta alta

en sal y administracién de MMF.
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Fraccion Excretada de Sodio

La Tabla 4 muestra los valores de la fracciéon excretada de sodio en los distintos

niveles de presion arterial media.

Tabla 4. Fraccion Excretada de Sodio en los Grupos de Estudio

Fraccion Excretada de Sodio
TAM NL+DNL NL+DAS L-NAME+DAS L-NAME+MMF+DAS
150 mmHg 1.30+038 1.32+0.38 0.451£0.15 1.6410.62
130 mmHg 0.7410.29 0.62+0.09 0.2810.09 0.9610.35
110 mmHg 0.4910.27 0.37+0.3 0.35%0.9 0.521+0.18
90 mmHg 0.27+0.07 0.26£0.1 0.30£0.09 0.3510.17

TAM: Presion arterial, NL+DNL: grupo normal con dieta normal, NL+DAS: grupo normal con dieta
alta en sal, L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME,
con dieta alta en sal y administracién de MMF. Las comparaciones dentro de cada grupo no fueron

significativas

Como se puede observar en la Figura 13, la fracciéon excretada de sodio es similar
entra las ratas normales con dieta normal y las normales+DAS, que responden con un

aumento en la fraccién excretada de sodio ante el aumento de presién arterial.
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Figura 13. Fracciéon excretada de sodio en los grupos control.

NL+DNL: grupo normal con dieta normal, NL+DAS: grupo normal con dieta alta en sal

En cambio, como puede observarse en la figura 14, existe una marcada diferencia
entre las ratas hipertensas que recibieron L-NAME, y las ratas que recibieron L-
NAME+MMF+DAS. La excrecion fraccionada de sodio es similar a la normal cuando se evito

el infiltrado tabulointersticial mediante la inmunosupresion.
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Figura 14. Fraccién excretada de sodio en los grupos que recibieron antagonismo de sintasa de
6xido nitrico
L-NAME+DAS: grupo L-NAME y dieta alta en sal, L-NAME+MMF+DAS: grupo L-NAME, con dieta alta

en sal y administracién de MMF

Cuando se compararon las diferencias de la fraccién excretada de sodio entre los
grupos de ratas L-NAME+DAS y NL+DAS (Figura 15) se encontré que a 150 y 130 mmHg el
valor de p<0.001. Esta misma diferencia se apreci6 en los grupos L-NAME+DAS y L-
NAME+MMF+DAS en las presiones arteriales medias de 150 y 130 mmHg (p<0.05). (Figura

14y 15).
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Figura 15. Fraccién excretada de sodio en los dos grupos que recibieron antagonismo sintasa 6xido

nitrico. L-NAME+MMF+DAS: grupo de L-NAME con dieta alta en sal y administracién de MMF

Infiltrado Tdbulointersticial

El infiltrado tabulo intersticial que caracteriza a la hipertensién sensible a sal y que
tiene un papel primordial en la génesis de esta entidad se encontré disminuido en el grupo
de ratas tratadas con mofetil micofenolato (L-NAME+MMF+DAS) comparado con el grupo
L-NAME+DAS (Tabla 5). La células positivas para CD5 traducen la presencia de linfocitos T
y las de CD68 de macroéfagos. Las diferencias entre los linfocitos, macréfagos y su
producciéon de angiotensina II entre las ratas de L-NAME+DAS y el resto de los grupos
fueron significativas (p<0.001). Las Figuras 16 a 19 son fotografias que muestran la

produccion de ANG II por parte del infiltrado intersticial de los cuatro grupos de estudio.
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Tabla 5. Células del Infiltrado Tubulo-Intersticial (niimero de células/mm?2)

CD5+ CD68+ ANG Il
NL+DNL 9.2+217 x 8.41 £ 1.58 x 8.81+26 x
NL+DAS 11.92 £2.82 x 9.7+14x 10.66 £ 2.24 x
L-NAME+DAS 50.82 +10.3 33.55+7.47 31.45 +9.06
L-NAME+MMF+DAS 28.21 £ 7.79 x 22.02 + 6-05 x 19.54 £ 4.11 x

CD5+ traduce linfocitos T, CD68+ macroéfagos. El nimero expresa el promedio de células positivas
por mm? de tejido intersticial analizado. ANGII (angiotensina II) expresa el promedio de células
CD5+ y CD68+ por mm? que mediante doble inmunotincidn, tifieron positivas para angiotensina II.
Las diferencias CD5, CD68 y ANG II de ratas L-NAME+DAS con el resto de los grupos fueron
estadisticamente significativas (x = p<0.001 vs. L-NAME+DAS)

.

Figura 16. Células CD68+ que expresan ANG Il en grupo NL+DNL
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Figura 17. Células CD5+ y/o CD68+ que expresan ANG Il en grupo NL+DAS

Figura 18. Células CD5+ y/o CD68+ que expresan ANG Il en grupo L-NAME+DAS
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Figura 19. Células CD5+ y/o CD68+ que expresan ANG Il en grupo L-NAME+DAS+MMF
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DISCUSION.

Las alteraciones del mecanismo de natriuresis de presion tienen una participacion
central en el balance de sodio que se produce como consecuencia de alteraciones en la
microcirculacién renal (20,34). En la hipertensién sensible de a sal la curva de la relacién
presion-natriuresis se aplana; como consecuencia se requiere de una mayor presién de
perfusiéon renal para mantener la excrecién urinaria de sodio dentro de limites normales,
por lo que la elevacién de la presién arterial es una respuesta adaptativa para mantener el
balance de sodio. Actualmente se considera que la inflamacién renal asociada a estrés
oxidativo y activacién del sistema renina angiotensina son un componente central en la
alteracion de la relacién presion-natriuresis (36,39). Esta entidad esta intimamente
relacionada con alteraciones en la arteriola aferente y disminucién de la red capilar
peritubular que puede reducir la capacidad de difusiéon debido a la acumulacién de células
inflamatorias y edema, que eventualmente produciran fibrosis en algunas areas del rifién

(36).

El infiltrado intersticial linfocitario es un hallazgo universal que acompana a los
modelos experimentales de hipertensiéon sensible a sal y otras nefropatias. Esta alteracién
se ha documentado tanto en animales genéticamente hipertensos (47) como en aquéllos

en quienes la hipertension es inducida experimentalmente (39,43,45).

Algunos investigadores (57) han postulado que el infiltrado tdibulo intersticial
encontrado en el rifién, junto con la actividad intrarrenal de la angiotensina y el estrés

oxidativo, representan una via comun que induce la retencién renal de sal.
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La presencia de infiltrado tdbulointersticial de linfocitos y macréfagos en la
hipertensién sensible a sal sugiere un fondo inflamatorio, de ahi que algunos estudios
basicos que emplean inmunosupresores como mofetil micofenolato han reportado que la
atenuacién del infiltrado tdbulo intersticial se acompafia de una disminucién de la presién

arterial.

El mofetil micofenolato es un medicamento que inhibe la sintesis de purinas de los
linfocitos al unirse de manera no competitiva y reversible a la enzima inosin-monofosfato-
deshidrogenasa. Esta enzima es fundamental para la formacién de monofosfato de
guanosina (GMP), un importante intermediario en la sintesis de DNA, RNA y glicoproteinas
linfocitarias. El efecto final de mofetil micofenolato es inhibir la proliferacién de linfocitos y

la formacién de moléculas de adhesién (65).

En este estudio se inhibié6 competitivamente la actividad de las sintasa de 6xido
nitrico mediante la administracién de L-NAME para inducir hipertensién sensible a sal. Las
diferencias en la presidén arterial de los grupos de estudios se hicieron evidentes a partir de
la primera semana de inhibiciéon de 6xido nitrico y se mantuvieron presentes durante las
tres semanas de exposicidon. Posterior a la suspensién del L-NAME, la presion arterial
disminuy6 a un valor cercano al basal, sin embargo, al alimentar a las ratas con dieta alta en
sal, ésta se elevo nuevamente hasta alcanzar valores de 160 mmHg (Tabla 1); este dato
indica que los animales desarrollaron hipertensién sensible a sal. Nuestros resultados

fueron similares a los obtenidos por Rodriguez-Iturbe y colaboradores (20,39 )
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Al igual que otros investigadores (43,53,54,55), observamos una disminucién de la
presion arterial en las ratas tratadas con L-NAME que recibieron mofetil micofenolato
(Tabla 1), efecto relacionado con la disminucién del infiltrado tdbulo-intersticial. Como se
menciono previamente el infiltrado de linfocitos y macréfagos en el intersticio esta

estrechamente relacionado con el desarrollo de hipertensién arterial.

La evaluacion de la relacién presion arterial - natriuresis incluye la determinacion
de la filtracién glomerular debido a que los cambios en ésta estan intimamente

relacionados con la excrecién urinaria de sodio.

En el analisis de la filtracién glomerular de los grupos estudiados se aprecia que las
ratas controles (tanto NL+DNL como NL+DAS) tuvieron los mismos valores a presiones
arteriales medias de 150, 130 y 110 mmHg (p<0.05 en ambos grupos); sin embargo,
cuando la presion arterial media renal fue de 90 mmHg se observé una caida en la filtracién
glomerular. Esta diferencia, al menos en el grupo control con dieta normal (NL+DNL) puede
deberse a que 90 mmHg estd muy cerca del limite inferior de autorregulacién renal y que
variaciones transitorias de la presion arterial sean las responsables de la disminucién de la
filtracion glomerular, ya que en algunas ratas fue técnicamente dificil mantener la presién
constante y ésta oscil6 entre 85 y 95 mmHg. Por otra parte, en el grupo normal con dieta
alta en sal, el incremento en la ingesta de sodio de manera crénica pudo haber modificado
el limite inferior de autorregulacion renal. Al respecto se ha sugerido que la dieta rica en

sal en forma prolongada puede alterar el mecanismo retroalimentarlo tdbulo glomerular,
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que es el componente mas importante del mecanismo de autorregulacién renal, efecto que

potencialmente podria disminuir su efectividad, (60, 61) y con ello modificar su lumbral.

Al evaluar la respuesta de la filtraciéon glomerular de las ratas pertenecientes al
grupo L-NAME+DAS se observé un incremento continuo (P<0.05) de la filtracién
glomerular conforme aumentaban las cifras de presion arterial, comportamiento que se
explica por la pérdida de autorregulaciéon renal; es bien conocido que la hipertensién
arterial de cualquier etiologia se caracteriza por un pérdida del mecanismo de
autorregulacion renal como lo demostraron Wang y colaboradores (58) al estudiar ratas
normales, infundidas con angiotensina II e infundidas con angiotensina Il mas losartan. En
este estudio se observo que el flujo plasmatico renal en los animales con hipertensién
sensible a sal (infusién de angiotensina II) era mayor conforme se incrementaba la presién
arterial media, sugiriendo asi que la autorregulacién renal en este grupo de ratas era
anormal (la pendiente del flujo plasmatico renal se modificada 0.4%+0.02% por cada
mmHg que aumentaba la presién por arriba de 100 mmHg en comparaciéon con
0.14%%0.03% de los otros dos grupos) (58). Actualmente se considera que la
autorregulacion deficiente es una de las causas de progresiéon de dafio renal en

hipertensién arterial.

Como se puede observar en la Figura 9, el grupo de ratas L-NAME+DAS+MMF tiene
una filtracién glomerular similar a la del grupo control con dieta alta en sal, hallazgo que
sugiere que el tratamiento inmunosupresor mejora la autorregulacion renal deficiente que

caracteriza a la hipertensién arterial, en este caso hipertension sensible a sal. Wang y
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colaboradores (58), en el estudio mencionado anteriormente, documentaron que el grupo
de infusién de angiotensina Il mas losartan, tenia una filtraciéon glomerular muy similar a
las ratas del grupo control. Los resultados obtenidos en este trabajo en el grupo L-
NAME+MMF+DAS son similares, pues la filtracién glomerular no cambi6 con la elevacién
de la presidn arterial y se recuperd la capacidad de excretar sodio urinario con los cambios
de presion. El hecho de que MMF y losartan tengan efectos similares sobre la natriuresis
sugiere una relacién entre el infiltrado intersticial y el sistema renina angiotensina que se

comentara mas ampliamente en su momento.

En la figura 10, donde se grafica la excreciéon urinaria de sodio de los grupos
control (tanto los que recibieron dieta normal, como dieta alta en sal) se observa una curva
normal de natriuresis de presién, es decir que el rifibn sano responde con mayor
eliminacién urinaria cuando se expone a cifras de presion arterial mas alta, sin cambios en
la filtracién glomerular. Esta diferencia alcanzo significancia estadistica cuando se compard
la excrecion urinaria obtenida a 150 mmHg con aquélla registrada a 90 y 110 mmHg

(p<0.05).

En la Figura 12 puede observarse que las ratas del grupo L-NAME+DAS tuvieron una
excrecién urinaria de sodio muy baja comparada con el resto de los grupos, dato que
traduce incapacidad para eliminar sodio urinario en respuesta al incremento de las cifras
tensionales. Se considera que la deficiencia del mecanismo de natriuresis de presién esta
determinada por la interacciéon entre actividad de angiotensina Il intrarrenal, estrés

oxidativo e inflamacidn intrarrenal (20). Navar y colaboradores han sido de los primeros en
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establecer que la angiotensina II tiene varios efectos intrarrenales que potencialmente
explican la retenciéon de sal: vasoconstriccion directa, aumento de la sensibilidad del
sistema retroalimentario tubulo-glomerular, aumento la resorcién tubular proximal y
distal de sodio, estimulacién de la actividad del exportador Na*/H* (NHE) y del
cotransportador NaHCO3 en tubulo proximal, y regulaciéon del canal del sodio sensible a
amilorida (66). Por otro lado, el estrés oxidativo disminuye la disponibilidad de 6xido
nitrico, sustancia que participa en la regulacion de la presion intersticial renal, que a su vez

controla la resorcion tubular de sodio.

Ademas la generacién de per6xido de hidrégeno y superéxido aumentan la actividad
de cotransporte Na/K/2Cl y NHE luminal (20). Podemos suponer que en este trabajo, la
incapacidad para eliminar adecuadamente el sodio urinario en las ratas del grupo L-
NAME+DAS pudiera deberse a alguno o varios de los mecanismos anteriormente descritos,

sin embargo el estudiar dichos mecanismos estuvo fuera de la intencién de este estudio.

Por otra parte, los animales del grupo L-NAME+MMF+DAS, tuvieron una excrecion
urinaria de sodio significativamente mayor a la del grupo L-NAME+DAS (p<0.01 a 130 y
150 mmHg con respecto a 90 y 110 mmHg), hallazgo que sugiere que la administracién de
este inmunosupresor tiene efecto benéfico sobre la relaciéon presion-natriuresis. Esta
respuesta confirma la hipo6tesis formulada y demuestra claramente que la disminucién en
la excrecién de sodio urinario es responsable de la elevacion de la presiéon arterial en este

modelo de hipertensién sensible a sal, y que la disminucién de la respuesta inflamatoria
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intersticial junto con la menor actividad intrarrenal de angiotensina II son importantes

para normalizar la curva de funcién renal.

En cuanto al mecanismo responsable de la disminucién de la excrecién de sodio en
las ratas con hipertensién, es importante mencionar que la fraccién excretada de sodio
permite estimar la carga filtrada de sodio, y debido a que existe poca variacién de las

concentraciones plasmaticas, define el manejo tubular de sodio.

La figura 11 muestra que la fraccién excretada de sodio en los dos grupos control
(NL+DNL y NL+DAS) se comportaron de manera similar: ambas incrementaban conforme
aumentaba la cifra de presiéon arterial media en ausencia de cambios en la filtracién
glomerular. Estos resultados son similares a los observados en la excreciéon urinaria: a

mayor presion arterial, menor resorcion tubular de sodio y mayor eliminacién urinaria.

Cuando se analizaron las curvas de la fraccién excretada de sodio en los grupos que
recibieron el bloqueador de las sintasas de 6xido nitrico, se observé que las ratas
hipertensas que no fueron tratadas con inmunosupresor (grupo L-NAME+DAS) tuvieron
valores menores que las ratas del grupo L-NAME+DAS+MMF (p<0.05 a presiones de 130 y
150 mmHg); este dato sugiere que la resorcién tubular de sodio se encuentra muy
aumentada a pesar de que la filtracién glomerular se increment6 en forma significativa en
cada uno de los niveles de presion (Figura 9). Como se observa en la Figura 10, la fraccién
excretada de sodio fue considerablemente mas baja con respecto a los otros tres grupos
(NL+DNL, NL+DAS y L-NAME+MMF+DAS). Ademads, se aprecia claramente como la

administracion del inmunosupresor normaliza la fraccion excretada de sodio, efecto debido
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a la disminucién del infiltrado tdbulointersticial y su menor produccién de angiotensina II

y citocinas inflamatorias. (68)

A este respecto, Wang y colaboradores demostraron en un modelo de hipertensién
sensible a sal inducida por angiotensina II, que la administracion de losartan, un
antagonista de los receptores de ANG II, normalizaba la presiéon arterial mediante el
aumento de la fraccion excretada de sodio (58) y la normalizacion de la curva de
natriuresis de presion. En el presente estudio, el hecho de que mofetil micofenolato haya
tenido el mismo efecto que los bloqueadores del sistema renina-angiotensina sobre la
presion arterial y la natriuresis, sugiere que la inmunosupresion efectivamente disminuye
angiotensina II intrarrenal al evitar la infiltracién de monocitos y macréfagos capaces de

producir el octapéptido (68)

La angiotensina Il se puede sintetizar en varios sitios, entre ellos el rii6n
(48,49,50,51), incluso existe evidencia de que la concentracion del péptido es
aproximadamente 1000 veces superior a la encontrada en la circulacion sistémica (52) en

capilares peritubulares y tibulo proximal.

Navar y colaboradores (66) han propuesto que el incremento de la angiotensina II
intrarrenal que acompafia a la hipertensién arterial se debe a dos principales mecanismos:
1) Endocitosis tubular de la angiotensina II sistémica, proceso mediado por receptores tipo
1 de ANG II; y 2) Generacion local de angiotensina Il a partir de la produccién intratubular

de angiotensinégeno, efecto demostrado en un modelo de constriccion unilateral de arteria
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renal en el que el rindén contralateral al rifién con estenosis mostr6é sobreproduccién de

novo de angiotensinégeno (67)

Franco y colaboradores (68) demostraron en un modelo de hipertensién sensible a
sal, que el infiltrado linfocitario tubulointersticial es capaz de producir angiotensina II
(aproximadamente 45 células positivas para ANG II por mm? de tejido tibulo intersticial,
en comparacion con 22 células/mm?2 del grupo control) y que este nimero de células
positivas para ANG II disminuye significativamente tras la administracion de mofetil

micofenolato (20 células/mm?, p<0.05) (68).

Al respecto, la relacion entre los niveles de presion arterial y la actividad intrarrenal
del sistema renina-angiotensina se puso en evidencia por Franco y colaboradores al
demostrar (mediante microdidlisis) que la elevacién de la presion arterial se asocia con una
elevacion tisular renal de angiotensina Il y una menor concentraciéon plasmatica a pesar de
que los animales estaban bajo una dieta alta en sal (46), que en teoria, deberia suprimir las

concentraciones intrarrenales del péptido.

En cuanto al estudio inmunohistoquimico se encontré que las ratas tratadas con
mofetil micofenolato tuvieron menor infiltrado intersticial tanto de linfocitos T (células
CD5+) como de macréfagos (células CD68+) en comparaciéon con el grupo de ratas
hipertensas que no recibieron MMF (valor p<0.001). También se observé que las células
del infiltrado tubulointersticial de las ratas L-NAME+DAS eran capaces de producir
angiotensina II; y que el tratamiento inmunosupresor, redujo significativamente el nimero

de células positivas para angiotensina II (Tabla 5, 31.45+9.06 en L-NAME+DAS, 19.54+4.11
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en L-NAME+DAS+MMF y 8.81+2.6 en NL+DNL, todas las comparaciones, p<0.001) (Figuras
16 a 19). Estos resultados concuerdan con los hallazgos de otros autores mencionados

previamente (46, 54, 57).

En resumen, podemos comentar que este estudio apoya la hipétesis de que el
mofetil micofenolato normaliza las cifras de presion arterial en la hipertension sensible a
sal mediante la disminucién del infiltrado tibulointersticial, probablemente al reducir las
concentraciones de angiotensina Il intrarrenal, lo que permite que la excrecién urinaria de

sodio retorne a valores cercanos a lo normal.

LIMITANTES

La limitante de este estudio es el nimero de la muestra estudiada. Consideramos
que al utilizar un mayor nimero de ratas, la diferencia en los resultados tendria menos

variacion.
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