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“Angiotensina ll intrarrenal como factor de inflamacion intersticial y
vasoconstriccion cortical renal en un modelo experimental de hipertension sensible
asal”

José de Jesus Vergara Sanchez *, Martha Franco Guevara °.
! Residente de Tercer Afio de Nefrologia,  Jefe del Departamento de Nefrologia Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

Antecedentes: La hipertension sensible a sal se presenta en el 50% de los pacientes
menores de 30 afios y en el 80% de sujetos mayores de 50 afios con hipertension
esencial. EI mecanismo responsable del desarrollo de la sensibilidad a sal no se ha
establecido con precision.

Objetivo: Evaluar el papel de Angll en las alteraciones hemodinamicas glomerulares en
la hipertensién sensible a sal mediante el bloqueo agudo de los receptores AT1 de Ang Il
con candesartan, después de 5 semanas de dieta alta en sal y determinar el papel de la
infiltracién inflamatoria tubulointersticial en la vasoconstriccion cortical y produccion de
Angll intrarrenal, al administrar micofenolato de mofetilo .

Material y métodos: Se utilizaron 4 grupos de ratas Sprague Dawley macho: 1.Angll
(n=10), 2.Angll+candesartan (n=9). 3.Angll+micofenolato (n=9) y 4. Sham control (n=10) a
las que se les administré angiotensina Il durante 2 semanas por via subcutadnea mediante
una bomba miniosmotica en el dorso del animal a los grupos experimentales. El dia 14 la
minibomba fue retirada y se permitié la recuperacion de las ratas por 5 dias con dieta
normal en sal (0.4% NaCl). Posteriormente, se les administrd dieta alta en sal (4% NaCl)
por 5 semanas al final de los cuales llevaron a cabo los estudios de micropuncién y
microdialisis para determinar la concentracion de Angll renal. Se realiz6 medicion de la
presion arterial sistélica en periodo basal, cada semana durante las dos primeras
semanas y cada dos semanas el resto del estudio y estudios de hemodindmica
glomerular. En siete ratas de cada grupo, se obtuvieron cortes coronales del rifidn
izquierdo al momento de sacrificarlas, determinandose la infiltracion de macréfagos y
linfocitos.

Resultados: Las ratas a las que se les infundié Angll desarrollaron hipertension sistélica,
disminuyendo al suspender la infusién; al alimentarles con dieta alta en sal desarrollaron
nuevamente hipertension. Las ratas que recibieron MMF durante la infusion de Angll,
desarrollaron hipertensién durante la infusion de angiotensina, y se mantuvieron con
hipertensiéon limitrofe durante la dieta alta en sal . Las ratas Sham no desarrollaron
hipertensién durante la administracion de la dieta alta en sal. También se demostro
aumento en la infiltracion intersticial de células inflamatorias en el grupo de Angll, asi
como disminucién en éstas en las ratas a las cuales se les administr6 MMF; el
candesartan no modificé la infiltracion celular.

Conclusiones: Demostramos que los niveles de Angll intrarrenal se encuentran elevados
en este modelo y que existe correlacion con la presencia de inflamacion intrarrenal,
misma que puede ser evitada por el MMF, con lo que disminuyen los valores de
angiotensina intrarrenal, asi como la vasoconstriccion renal puede ser revertida por un
bloqueador de los receptores AT1 de angiotensina.



INTRODUCCION

La hipertension arterial es una enfermedad cuyo impacto médico y en

materia de salud publica va en aumento. La prevalencia de hipertension aumenta

con la edad; mas de la mitad de las personas de entre 60-69 afios y

aproximadamente tres cuartas partes de aquellos mayores de 70 presentan

presion arterial alta.®

Se ha reportado que la mortalidad en hombres y mujeres sin hipertension es de

90% de los 55-65 afios hasta los 81-83 afos. (Figura 1)
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Fig.1l Sobrevida de hipertensién en mujeres y hombres de 65 afios.

Datos de estudios observacionales que involucraron a mas de 1 millén

de pacientes han indicado que la muerte por cardiopatia isquémica (Cl) y evento

vascular cerebral (EVC) aumenta progresiva y linealmente a partir de cifras de



130/90 mmHg. El mayor riesgo esta presente en individuos de los 40 a los 89
afos. Por cada 20 mmHg de aumento en la presion sistdlica o 10 mmHg en la
diastodlica, la mortalidad se eleva al doble tanto por CI como por EVC (Figuras 2 y

3).
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Fig.2 Mortalidad por EVC en cada década de la vida contra presion sanguinea al

inicio de cada década.
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Fig.3 Mortalidad por cardiopatia isquémica (Cl) en cada década de la vida contra

presioén arterial normal al inicio de cada década.

De acuerdo al USRDS (United States Renal data System Annual Report),
2006, la hipertension es causa de por lo menos la tercera parte de los casos de

insuficiencia renal crénica en Estados Unidos®. (Figura 4)
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Fig.4 Incidencia e indices ajustados de insuficiencia renal crénica avanzada por

diagnéstico primario.

Dada la alta incidencia de hipertension en la poblacion general y la alta
morbi-mortalidad que presenta por las complicaciones como cardiopatia
isquémica, EVC e insuficiencia renal, es importante el estudio de su fisiopatologia,
con el fin de esclarecer los mecanismos por los cuales se desarrolla y establecer
puntos especificos para su tratamiento.

En individuos jévenes menores de 30 afios © la hipertension sensible a sal
se presenta en el 50% de los pacientes con hipertension esencial y en sujetos
mayores de 50 afios, mas del 80% tienen hipertension sensible a sal. Ademas,
con la edad se acentua la sensibilidad de la presion a la ingestion de sal. Esta
caracteristica esta presente en cerca de la mitad de los pacientes con hipertension

arterial esencial. Estudios realizados por Weinberger y Cols. demostraron que



sujetos entre 20 y 30 aflos de edad, el cambio en la ingesta de sal produjo un
incremento de 5 mmHg de TAM, en cambio en sujetos mayores de 60 afios el
aumento observado en la TAM fue superior a 18 mmHg 44,

Desde el punto de vista clinico, la hipertension sensible a sal se
caracteriza por un mayor riesgo cardiovascular y la frecuencia de eventos
coronarios y cerebrovasculares es mayor en estos pacientes. Asi mismo, la
presencia de nefropatia © y retinopatia es mas elevada ©. La hipertensién arterial
sensible a sal (HTSS) se define como el incremento en la presion arterial media
mayor de 10 mmHg al ingerir una dieta alta en sodio después de recibir una dosis
de diurético y dieta hiposoddica. EI mecanismo responsable del desarrollo de la
sensibilidad a sal no se ha establecido con precision, aunque se ha sugerido que
pueden estar involucrados factores vasoactivos y natriuréticos como el 6xido
nitrico, el factor natriurético auricular y el sistema cininas-calikreina " .

Independientemente de las alteraciones fisiopatoldgicas antes
descritas, la sensibilidad o dependencia de la presion arterial a la ingesta de sal
indica necesariamente una alteracion en la relacion entre presion arterial y
excrecion renal de sodio, o “ natriuresis de presion”. En condiciones normales, un
aumento en la presion de perfusion renal se traduce en mayor excrecion de sodio
y agua lo cual disminuye gradualmente el volumen circulante y eventualmente la
presion arterial. Este proceso constituye el sistema de regulaciéon mas eficiente de
la presion arterial a largo plazo. En hipertension arterial, la curva de natriuresis de
presion esta desplazada a la derecha, es decir se requiere una presion arterial
mas alta para mantener la excrecion de sodio normal, lo cual implica la existencia

de un defecto en la excrecion renal de sodio y agua; ante un aumento en la
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ingesta de sal, se requiere un nivel mas alto de presion arterial para mantener el

balance de sodio (Figura 5).
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Fig.5. Natriuresis de presion en hipertension arterial

En condiciones normales, los cambios de presion arterial no alteran la
funcién renal gracias al mecanismo de autorregulacion renal que mantiene
constantes el flujo y la filtracion glomerular. Esto se debe por una parte a la
capacidad intrinseca que poseen los vasos preglomerulares de contraerse o
dilatarse ante cambios de presion de perfusion para conservar el flujo constante, y
por otra, al sistema de autorregulacion tubuloglomerular que regula el tono de la
arteriola aferente en respuesta al aporte de sodio al tubulo distal (macula densa).
Este mecanismo de autorregulacién opera predominantemente en la corteza renal,

en la médula renal la capacidad de autorregulacion es menos eficiente que en la

11



corteza, lo cual determina la natriuresis por aumento de presion arterial. A mayor

presion de perfusion el flujo sanguineo a la médula renal aumenta, lo que se

traduce en mayor presion y disminucion de la osmolaridad en el intersticio lo que

limita la salida de sodio y agua de la rama descendente del asa de Henle hacia el

intersticio y en consecuencia aumenta el aporte de sodio a la rama ascendente de

Henle y a los segmentos tubulares distales y por ende, la excrecion urinaria.

(Figura 6)
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De acuerdo con lo anterior, la hipertension sensible a sal implica la
existencia de una alteracién en el mecanismo de natriuresis de presion, es decir
una alteracion en la capacidad del riidbn para aumentar la excrecién de sodio en
respuesta a una elevacion de presion arterial ® .

En estudios experimentales en ratas con hipertension por estenosis
unilateral de arteria renal se ha observado que el rifion contralateral desarrolla
alteraciones histoldgicas caracterizadas por hipertrofia de vasos preglomerulares y
lesiones tubulointersticiales focales y mientras mas acentuadas son estas
lesiones, mayor es la posibilidad de que la hipertension persista después de liberar
la estenosis © .

Se ha observado que la infusion cronica de angiotensina Il en ratas
produce hipertension grave y cambios histologicos similares a los descritos
anteriormente. Después de suspender la infusion, la presion arterial disminuye a
cifras cercanas a las normales, sin embargo, la administracion de una dieta alta en
sal produce una elevacion progresiva de la TA, es decir hipertension sensible a sal
©)

Estas observaciones sugieren que las alteraciones histolégicas juegan
un papel fundamental en la generacion de hipertension arterial y en la sensibilidad
a sal. Por otra parte, en series grandes de pacientes con hipertension arterial
esencial en los que se estudid la histologia renal, los cambios histoldégicos son
muy semejantes a los observados en el rifidn contralateral de ratas con
hipertensién renovascular . El mecanismo por el cual la sensibilidad a sal se
establece en el curso de la hipertension esencial y se acentta con la edad no se

ha establecido con precision, sin embargo se ha sugerido que ésta puede ser el

13



resultado de alteraciones estructurales producidas por la hipertensién que
eventualmente comprometen la excrecion de sodio.

En el curso de la hipertension esencial la sensibilidad a sal se
establece gradualmente como resultado de los cambios estructurales y alteracion
de mecanismos fisiopatoldgicos mencionados. En las etapas iniciales existe una
hiperactividad adrenérgica. En estos pacientes, la presion arterial tiende a
elevarse en forma intermitente, sin embargo a largo plazo desarrollan hipertension
persistente. Johnson y Schreiner sugieren que las elevaciones intermitentes de TA
pueden ser el mecanismo inicial de dafio renal en esta etapa en que la
hipertension es mediada por catecolaminas, el rifidn es normal y el mecanismo de
natriuresis de presion se mantiene intacto. Sin embargo, se desarrolla lesion
microvascular y tubulointersticial, la hipertensidon se hace persistente y se
desarrolla la sensibilidad a sal V. El grupo del Dr. Johnson ha demostrado en
varios modelos experimentales la relacion entre lesiones tubulointersticiales e
hipertension sensible a sal, tales como en nefropatia por ciclosporina A, el
envejecimiento en ratas, en nefropatia hipokalémica y en nefropatia por
hiperuricemia.

Con objeto de conocer las alteraciones de la microcirculacion glomerular
asociadas al desarrollo de hipertension sensible a sal inducida con infusion crénica
de angiotensina Il en ratas y su relacion con las alteraciones histologicas renales,
se han realizado estudios de micropuncién renal. La infusion de angiotensina Il
produce hipertension arterial marcada y a nivel glomerular vasoconstriccion de la
arteriola aferente, disminucion del flujo y la filtracibn glomerular, asi como del

coeficiente de ultrafitracion. El desarrollo de hipertension sensible a sal después

14



de suspender la infusion de angiotensina se asocia con persistencia de las
alteraciones en la microcirculacion renal. Aunque en menor grado, persistio el
aumento en la resistencia aferente, la disminucion del flujo y la filtracion glomerular
y del coeficiente de ultrafiltracion en nefronas corticales. Desde el punto de vista
histolégico los cambios mas sobresalientes fueron hipertrofia de arteriolas
aferentes, ausencia de alteraciones glomerulares, zonas focales de atrofia tubular,
rarefaccion capilar e infiltrado inflamatorio intersticial compuesto por linfocitos y

macréfagos. (Figuras 7 y 8)

Fig. 7. Infiltrado inflamatorio y dafio tubulointersticial
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Fig.8 Engrosamiento de arteriola aferente en rata tratada con Ang |l

En éste modelo se ha demostrado mediante inmunohistoquimica la
presencia de células inflamatorias capaces de producir angiotensina Il y radicales
libres de oxigeno? 42,

En estudios adicionales se ha evaluado la contribucién de las células
inflamatorias en la generacién de hipertension sensible a sal y en las alteraciones
hemodinamicas glomerulares. Con este objeto se administré a las ratas
micofenolato mofetil (MMF), un agente inmunosupresor que inhibe la activacion
de células T por supresion de la sintesis de novo de purinas y previene la
infiltracion de células inflamatorias. La administracion de MMF durante el periodo
de infusién de Ang Il no evitd la elevacion de presion arterial, sin embargo si
previno la hipertension durante el periodo de dieta alta en sal, ademas previno la
hipertrofia de vasos preglomerulares, disminuyd la elevacion de la resistencia

aferente, mejor6 el flujo plasmatico glomerular y la filtracibn glomerular por

16



nefrona. Ademas disminuyé la infiltracién local de linfocitos y macréfagos, asi
como el dafio tabulointersticial, el nimero de células positivas para angiotensina Il.
Estos resultados sugieren que los cambios hemodinamicos observados pueden
contribuir a la generacion de hipertension sensible a sal a través de varios
mecanismos. El incremento en la resistencia aferente producido por la hipertrofia
de vasos preglomerulares, la disminucion de la filtracion glomerular cortical y la
disminucién del coeficiente de ultrafiltracion modifican la relacion entre presion
arterial y excrecion de sodio favoreciendo el desplazamiento de la curva de
natriuresis de presion a la derecha y en consecuencia contribuyen a la generacion
de hipertension sensible a sal. Por otra parte, los estudios con MMF sugieren que
las células inflamatorias pueden contribuir a la HTSS a través de generacion local

de angiotensina ™. (Figura 9)
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Fig.9. A.Cambios estructurales posteriores a la infusion de Angll con dafo focal,
dilatacion tubular y ensanchamiento intersticial esclerético. B. Biopsia de rata con
AngllI+MMF, en el cual se muestra el tejido renal de caracteristicas normales .E.

nfiltracién linfocitica (anti-CD5). F. Disminucion del inflitrado con MMF.

En la Figura 10 se esquematizan los mecanismos que participan en la
patogenia de la hipertension sensible a sal, ante una elevacién de la presion
arterial, producida experimentalmente por angiotensina, o como resultado de la
hiperactividad adrenérgica caracteristica de las etapas tempranas de la
enfermedad. La elevacidon de la presion arterial se trasmite a los capilares
peritubulares produciendo isquemia y eventualmente dafio tabulointersticial, a

nivel de la microcirculacion glomerular hay aumento de resistencia aferente,

18



disminucién de la filtraciébn glomerular y del flujo sanguineo, lo que acentda la
isquemia las lesiones tubulointersticiales.

La activacion de células inflamatorias presentes en el tubilointersticio
produce liberacion local de factores vasoactivos, citocinas y radicales libres de
oxigeno que contribuyen a los cambios vasculares. Estos cambios alteran la
natriuresis de presion y propician el desarrollo de hipertension sensible a sal. En
pacientes con hipertension esencial, la sensibilidad a sal afecta al 50%, aunque es
mas frecuente y mas acentuada en pacientes de mayor edad. Ademas se asocian

mayor dafio cardiovascular y renal ©.

Infusion —_— * TA = HT Labil?

Ang ll |
PG Hipertrofia
/I\ Lesion capilar vascular
Isquemia
¥  AnglickFc ‘l' Ang Il Ck FC \lf
\l/ KF &——— Células Inflamatorias —_— ’]\ RA
> \J, Natriuresis de Presion P
HTSS

Fig.10 Esquema de los mecanismos que participan en el desarrollo de la

hipertension sensible a sal.
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Como se mencionod previamente, se ha demostrado que la hipertension
sensible a sal resulta de dafio renal leve, que altera la habilidad renal para
excretar sal *¥. Un modelo experimental en el cual esto ha sido demostrado es el
de infusién temporal de angiotensina Il ©*¥. En este modelo, la infusién transitoria
de angiotensina Il provoca hipertension con vasoconstriccion renal y desarrollo de
dafio microvascular y tabulointersticial ©. De manera relevante, las ratas
desarrollan hipertension sensible a sal posterior a la suspension de la angiotensina

(1213) | os cambios

a pesar de mantener la filtracion glomerular total normal

hemodinamicos estan asociados con inflamacion tubulointersticial, la cual consiste

en inflitracion de linfocitos y macréfagos *!51%173)  De manera importante,

mediante técnicas de inmumohistoquimica, muchas de las células inflamatorias
. . . (12,18) .o . s .

son positivas con para angiotensina |l . La administracion de micofenolato de

mofetilo (MMF) previene el desarrollo de hipertensién sensible a sal ‘819,

Un aspecto importante son los niveles de angiotensina Il en este
modelo. Habitualmente la dieta alta en sal se asocia con expansion del volumen
sanguineo y reduccidn de la activacion del sistema renina-angiotensina. Sin
embargo, se ha descrito que el sistema RAA intrarrenal, funciona como un

. : : (20, 21, 42) . .
compartimiento independiente . Mas aun, Ruan et al reportaron que la
dieta alta en sal aumenta la respuesta vasoconstrictora a angiotensina Il en
arteriolas aferentes por aumento de la expresion intrarrenal de receptores 2.
En este trabajo, postulamos que un aumento en la angiotensina Il intrarrenal

producida por las células del infiltrado intersticial puede ser responsable de la

vasoconstriccion cortical observada en este modelo.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es posible que en el modelo de hipertension renal inducido por administracion
temporal de angiotensina (14 dias) la vasoconstriccion renal observada después
de 5 semanas con dieta alta en sal, se deba a un una elevacién de la angiotensina
Il intrarrenal producida por las células del infiltrado intersticial debido a una

alteracion del balance del SRA?
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JUSTIFICACION

Es fundamental conocer los mecanismos fisiopatologicos involucrados en
mantener la hipertension arterial, dada la importancia de ésta como un problema
de salud publica y causa importante de muerte debido a sus complicaciones. Se
ha considerado que su origen es multifactorial, participando factores genéticos,
medio ambiente y alteracion de los mecanismos reguladores de presion arterial.

El desarrollo de hipertensién arterial estd intimamente relacionado con
ingesta de una dieta alta en sal. Se ha observado que hasta un 50 a 60% de los
pacientes con hipertension arterial esencial son susceptibles del efecto perjudicial
de la sal, ademas la sensibilidad a sal es un factor de riesgo independiente para
una mayor morbimortalidad en comparacién con los pacientes que no son
sensibles a sal 2.

Dado que los mecanismos involucrados en el desarrollo de la hipertension
sb6lo se conocen parcialmente, el desarrollo de un modelo experimental de
hipertension sensible a sal permitira estudiar los mecanismos responsables de la
disminucién en la excrecidon renal de sal que conduce al desarrollo de
hipertension; especificamente participacion de mediadores vasoactivos capaces
de alterar lo hemodindmica glomerular como la Angll en un periodo tardio,

después de 5 semanas de dieta alta en sal.
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HIPOTESIS

1. El mediador responsable de los cambios hemodindmicos glomerulares
(vasoconstriccion cortical) en el modelo de hipertension sensible a sal es la Angll
intrarrenal, por lo que el bloqueo del receptor AT1 de Angll con candesartan
corregira la vasoconstriccion cortical observada en el modelo de hipertension

sensible a sal.

2. De manera similar, la administracion de micofenolato de mofetilo disminuira la
infiltracion inflamatoria tabulointerstical, con lo cual se producird menor cantidad
de Angll intrarrenal. En consecuencia sera posible prevenir el desarrollo de
sensibilidad a sal, la vasoconstriccion cortical y los cambios hemodinamicos

glomerulares en este modelo.
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OBJETIVOS

1.- Evaluar el papel de Angll en las alteraciones hemodinamicas glomerulares en
la hipertension sensible a sal mediante el bloqueo agudo de los receptores AT1 de

Ang Il con candesartan, después de 5 semanas de dieta alta en sal.

2.- Evaluar el papel de la infiltracion inflamatoria tdbulointersticial en la

vasoconstriccion cortical y produccion de Angll intrarrenal, al administrar

micofenolato de mofetilo .
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MATERIAL Y METODOS
Protocolo experimental

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho (350 g) a las que se les
administré angiotensina Il (Sigma, St. Louis, MO) (435 ng/kg/min) durante 2
semanas por via subcutdnea mediante una bomba miniosmotica (Alzet model
2002, Alza Corp. Palo Alto CA) implantada en el dorso del animal '?. El dia 14 la
minibomba fue retirada y se permitié la recuperacién de las ratas por 5 dias con
dieta normal en sal (0.4% NaCl). Posteriormente, se les administré dieta alta en
sal (Harlan Co, 4% NaCl) por 5 semanas al final de los cuales llevaron a cabo los
estudios de micropuncion y microdidlisis (Figura 11). El cuidado de los animales
se llevdo a cabo de acuerdo a los lineamientos del Instituto Nacional de

Cardiologia.

Protocolo Experimental

Fig.11. Protocolo experimental
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Se realizaron 2 grupos de experimentos:

1. Experimentos de micropuncion. Incluyeron los siguientes grupos:
- Grupo Angll (n=10). Este grupo recibié angiotensina Il 345 ng/Kg/min. Estas
ratas recibieron vehiculo (0.5 ml de solucién salina) 30-40 minutos antes de las
mediciones hemodinamicas glomerulares durante la micropuncién.
- Grupo AngllI+CAND (n=9). De manera similar, este grupo recibié angiotensina Il
345 ng/Kg/min. Ademas recibieron una dosis unica de 0.25 mg/kg de candesartan
diluido en 0.5 ml de solucion salina, 30-40 min antes de la medicion de
hemodinamica glomerular durante la micropuncién (24),
- Grupo Angll+MMF (n=9). Estas ratas recibieron la angiotensina Il como los
grupos previos, pero concomitantemente se administré6 MMF 20 mg /kg peso por
sonda gastrica durante la infusion de angiotensina Il. Los estudios de
micropuncién como en el grupo |.
- Grupo Sham control (n=10). A estas ratas se les efectud la cirugia ficticia para
la colocacion de la bomba y recibieron 5 semanas de dieta alta en sal. La

micropuncién se efectué como en el grupo 1.

Medicién de presidn arterial

Las mediciones de la presién arterial sistélica (PAS) se llevaron a cabo en
ratas concientes, colocadas en jaulas de restriccion y mediante pletismografia con
un manguito colocado en la cola (Narco Biosystems, Austin, TX). Las ratas fueron
condicionadas dos veces antes de que la presion arterial fuera medida en periodo
basal, cada semana durante las dos primeras semanas y cada dos semanas el

resto del estudio.
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Experimentos de micropuncién

Para los estudios de micropuncion (Figura 12), las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sdédico, (30 mg/kg, intraperitoneal), administrando
dosis suplementarias a requerimiento. Se colocaron 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 rindn izquierdo mediante incision de
lumbotomia, se colocd en una capsula de lucita y se sellé con agar al 4%. Se
cubrié con solucion salina tibia y se iluminé con fuente de luz fria. La presion
arterial media (PAM) se monitorizé continuamente con un transductor de presion
(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 infusién de plasma isoténico a
10 ml/kg de peso, seguido de infusion de polifructosan al 10% (Inutest, Laevosan-
Gesellschafft, Austria) en solucién salina al 0.9% a 2.5 ml/hr. Después de 60 min.
de equilibrio se tomaron 7 muestras cronometradas de liquido tubular del
segmento proximal para determinar el flujo tubular y la concentracion de
polifructosan. Se midieron la presion hidrostatica intratubular al flujo libre y con
bloqueo de flujo y las presiones capilares peritubulares en otros tubulos
proximales con un equipo “servo-null” (Servo-Nulling Pressure System,
Instrumentation for Physiology and Medicine Inc., San Diego, CA), como se ha
descrito previamente (25 Se tomaron muestras de sangre periédicamente cada

45-60 min para calcular las concentraciones de polifructosan y se repuso el
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volumen con sangre de una rata donadora, se recolecto la orina por periodos de
60 min.

La presion coloidosmotica glomerular fue estimada en la sangre obtenida
de la arteria femoral y de las arteriolas eferentes. Las concentraciones de
polifructosan se determinaron por la técnica de Davidson et al. 38 El volumen de
liquido colectado de un tubulo proximal individual fue estimado por la longitud de la
columna de liquido en un capilar de calibre uniforme y diametro interno conocido.
La concentracién de polifructosan tubular se midié por el método de Vurek y
Pegram ). La concentracion de proteinas en las muestras de la arteriola eferente

se etermino por el método de Viets et al 4739,

Fig.12 Montaje para micropuncion
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Se midié la filtracion glomerular por nefrona (SNGFR), la presion
intratubular con flujo libre (FF) y con bloqueo de flujo posterior a bloquear el lumen
tubular con una columna de aceite (SFP, mmHg). Se calcularon: la presion
hidrostatica del capilar glomerular (PGC), la presién capilar peritubular (PTCP), la
presion oncotica aferente (nA), la presidn oncética eferente (nE), la presién
hidraulica transcapilar (AP), la fraccion de filtracién por neurona, el flujo sanguineo
por neurona, (Qa), el flujo plasmatico (GPF), las resistencias aferente (AR) y
eferente (ER,) el coeficiente de ultrafiltracion (Kf, nl/s/mmHg). Se calculé la PGC

en el método de bloqueo de flujo de acuerdo a la siguiente ecuacion:PGC = SFP +

A (28.29)
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Célculos de los estudios de micropuncion renal

Presion oncatica ()

1.76 C+0.28 C?

Filtracion Glomerular por nefrona (SNGFR)

nl/min

(TF/P)In Ve

Presion capilar glomerular (Pcg) mmHg

SFP +z*a

Presioén efectiva de filtracion (PEF)

(Pgc - ma - FF) + (Pgc — me —FF)

2
Coeficiente de permeabilidad (Kf) SNGFR/60
nl.s.mmHg PEF
Fraccion de filtracion por nefrona (SNFF) 1-CA
CE
Flujo plasmatico por nefrona (Qa) nl/min SNGFR
SNFF
Flujo sanguineo por nefrona (GBF) nl/min QA
1- Hcto

Resistencia aferente (Ra) dyn.s.cm ™

MAP-PGC x(7.962)

GBF

Resistencia eferente (Re) dyn.s.cm ™

PGC-PGC x (7.962)

GBF-SNGFR

Presién Hidraulica transcapilar (A P) mmHg

Pce- Pr
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C= Concentracién de proteinas

FF = Presion tubular

TF/P = Relacién tubulo/plasma de polifructosan

SFP = presion tubular con flujo detenido ( presion capilar glomerular)
CA= Concentracion de proteinas aferente

CE= Concentracién de proteinas eferente

QA= Flujo plasmatico

GBS = Flujo sanguineo glomerular

Pc = Presion hidrostatica en los capilares peritubulares

Determinaciones de angiotensina Il renal
La concentracién de Angll renal se determiné en la corteza renal por
microdialisis (Figuras 13 y 14), de acuerdo al método descrito por Nishiyama et al.

y Fox et al. (3021,

Para este procedimiento, grupos adicionales de 9 ratas cada
uno se estudiaron al final del seguimiento (7 semanas); las ratas normales en dieta
estandar se incluyeron para determinar los valores de Angll en nuestro laboratorio.
La preparacion quirurgica de los animales fue idéntica a la decrita previamente en
los estudios de micropuncion ®* 2 Ademas, se coloco una sonda de polisulfona
para microdialisis de 10 mm de longitud (Fresenius Medical Care, USA) en la
corteza renal superficial, con un coeficiente de difusion transmembrana de
33,000-DA ?"2?)_ Se insertaron mini agujas de acero en ambas terminaciones de
la fibra. La entrada de la sonda se conecté a un tubo de polietileno (PE-10) y de

ahi a una bomba de microinfusiéon (Harvard apparatus, USA). La sonda se

perfundié con solucion Ringer la cual contenia albumina sérica bovina al 1% (pH
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7.4) a una velocidad de infusion de 1.5 pl/min. El dialisado fue colectado
directamente de la salida de la sonda en un tubo que contenia una solucion de
inhibidores (30 pl de EDTA 500 mM, 15 ul de enalaprilat 1mM y 30 pl de o-
phenantrolene 125 M y pepstatin A 0.2 mM in 95 % etanol ), para permitir al liquido
dialisado mezclarse inmediatamente con los inhibidores. Después de 90 minutos
de la implantacion de la sonda, se tomaron 3 muestras cada 60 min.
Inmediatamente después, cada muestra fue agitada vigorosamente y 100 pl de la
solucién se transfirieron a un tubo con 1 ml de metanol al 100% refrigerado. Las
muestras se almacenaron a -70°C hasta ser analizadas. La eficiencia de la sonda
de microdialisis se determind in vitro, a una tasa de perfusion de 1.5 ul/min, la tasa
de equilibrio relativa fue de 66 + 2% .

La determinacion de Angll se llevd a cabo por inmunoenzayo
competitivo vinculado a enzima (competitive enzyme-linked immunoassay; ELISA)
usando un kit comercial (SPI Bio, Bertin Group, France), siguiendo las
recomendaciones de uso del fabricante y de acuerdo al método descrito por

(2021) | as muestras de liquido dializado en metanol

Nishiyama et al. y Fox et al.
se evaporaron con nitrégeno, se reconstituyeron con buffer y se estudiaron
posterior a la extraccion en cartuchos de fenilo; se usé una curva estandar de 8
puntos (0 to 125 pg/ml). Las variaciones intra e inter estudio fueron de 3.93+0.56 y

5.10.70£0.58, respectivamente. Los resultados se expresaron en pg/ml. No hubo

reactividad cruzada con Ang |, Ang 1-7, Ang 3-8 o Ang lIl.
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Fig.13. Montaje de microdialisis

* 1.5 pl/min

Caracteristicas de la sonda:
-Polisulfona

-Coeficiente transmembrana 33, 000
- 12 mm longitud
-Sol dialisis : albumina 1% en

Sol. Ringer, pH 7.4

Fig.14. Técnica de microdialisis
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Estudios histolégicos

En siete ratas de cada grupo, se obtuvieron cortes coronales del riidn
izquierdo al momento de sacrificarlas. Los fragmentos se fijaron en formalina al
10% y se incluyeron en parafina. La infiltracién de macréfagos y linfocitos se

7. 30) Los tejidos fueron lavados e

estudié con técnica de inmunoperoxidasa (
incubados sucesivamente con 20 ml de ExtraAvidin (2.5 mg/ml; Sigma, St, Louis
MO) y en 30 ml de biotina al 0.001% en solucion salina con buffer fosfato (PBS).
Posteriormente, los tejidos se incubaron por 2 hrs a 37°C con 50 ml del anticuerpo
monoclonal correspondiente (ver abajo), diluido 1:30 en buffer Tris salina (TSB), a
pH de 7.8. Posterior al lavado en TSB por 15 min, los tejidos se incubaron por 1 hr
con 30 ml de fragmentos unidos a biotina de IgG antiratéon (ab’) con minima
reactividad cruzada con proteinas séricas humanas, equinas y murinas (Accurate
Chemical Corp. Westbury, NY). Finalmente, se incubaron con 60 ml de Extravidina
conjugada con peroxidasa por 30 min. Después del lavado final, los tejidos se
incubaron por 15 min con diaminobenzidinay H,O, en TBS.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti CD5 (anticuerpo monoclonal
murino anti-linfocito de rata) y anti ED-1 (anticuerpo monoclonal murino anti-
macrofago de rata), comprados de Biosource International (Camarillo, CA). La
inflitracidn celular se evalud en areas tubulointersticiales y expresada como células

positivas por seccidon transversa glomerular o células positivas por milimetro

cuadrado (mm?).
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DISENO DEL ESTUDIO

Experimental, prospectivo, longitudinal

ANALISIS ESTADISTICO

o Los grupos se evaluaron con analisis de varianza de una via (one way
ANOVA) seguida de postprueba de Tukey-Kramer
o La significancia estadistica se definié con una p < 0.05.

o Los resultados en tablas y figuras se expresan como la media + EEM.
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RESULTADOS
La hipertension sensible a sal se asocia con un aumento en la Angll intrarrenal e
inflamacion tabulointersticial.

Las ratas a las que se les infundié Angll durante 14 dias, desarrollaron
hipertension sistélica, la que disminuy6 al retirar la minibomba; al alimentarles con
dieta alta en sal desarrollaron nuevamente hipertension como se ha descrito
previamente © 2. Las ratas control que recibieron MMF durante la infusién de
Angll, desarrollaron hipertension durante la infusibn de angiotensina, y se
mantuvieron con hipertension limitrofe durante la dieta alta en sal . Las ratas Sham
no desarrollaron hipertension durante la administracion de la dieta alta en sal

(Figura 15).
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+*<0.05 vs. Control Semanas + <0.5 vs MMF

Fig. 15
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Efectos del candesartan en la hemodinamica renal

Para evaluar el papel funcional de la Angll en la fase de hipertension
sensible a sal, se estudio la hemodindmica glomerular posterior a la administracion
aguda de candesartan.

La administracion de Angll seguida de una dieta alta en sal produce
vasoconstriccion cortical importante con aumento de las resistencias aferente y
eferente, asociado con una reduccion en el SNGFR y el flujo sanguineo, después
de 5 semanas de suspendida la angiotensina y a pesar de la dieta alta en sal.
Estos hallazgos se encuentran significativamente disminuidos en ratas tratadas
con MMF (Figura 16). La administracion aguda de candesartan, a pesar de que
disminuye la presion arterial produce una disminucion de las resistencias aferente
y eferente, asociado con un aumento del flujo sanguineo y de la filtracion
glomerular por nefrona. (Figura 16). De manera similar, el coeficiente de
ultrafiltracion (Kf) se redujo en el grupo de Angll (grupo Angll = 0.027+0.001, vs
Sham = 0.034%0.001, p<0.05) pero se incrementd significativamente en ratas
tratadas con MMF (0.033+£0.002) y en el grupo de Angll que recibio el bolo agudo
de candesartan (0.033+0.001). De hecho, el aumento en el Kf en estos grupos fue
similar al observado en el grupo control (0.034+0.001).

En contraste a las ratas que recibieron Angll, en las ratas con
AngllI+MMF la administracion de candesartan se asocio a una falta de respuesta
de las resistencias aferente y eferente, que tuvieron valores las ratas Angll+MMF
que reciben vehiculo. Sin embargo, la disminucién de la presion arterial media se
asocié a una caida del flujo plasmatico, la PCG, la SNGFR y el Kf (26, 13, 22y 20

% respectivamente), comparado con el grupo Angll+MMF+vehiculo. Efectos
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similares se observaron en las ratas control. (Tabla 1, Figura 16).

Resistencia arferiola aferente
Flujo sanguineo

AW ] x
|_|"_|  —

Arteriola eferente

t et

Fig.16 Cambios en la hemodinamica glomerular en los grupos de ratas

estudiados.
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Infiltracion tabulointersticial

La Tabla 1 muestra los resultados de los estudios de inmunohistoquimica
realizados para valorar la infiltracion de células inflamatorias (CD5+ linfocitos; ED-
1+ macrdéfagos) en glomérulo e intersticio renal. Nuestros resultados demostraron
un aumento significativo en la infiltracion de células inflamatorias en el grupo de
Angll, principalmente en intersticio; ademas, se observo disminucién en las células
inflamatorias tanto CD5+ como ED-1+ en las ratas a las cuales se les administré

MMF: el candesartan no modifico la infiltracion celular ¢ 7.

Células CD-5+/corte transversal Células ED-1+ /mm?2
glomerular

Glomeérulo Intersticio Glomeérulo Intersticio

Grupo

0.65+0.05% | 45.41+1.3* 30.87+ 1.2%

Ang Il + Cand 0.56 £0.08* | 45.03 £1.7* (.32 =049 20,98 £ 2.1~

Angll + MMF | 0375040 | 19.68+0.9 021£0.67 | 1552+08
Sham (control) | 0.28+0.07 | 19.92+1.9 22.00 £ 0.7

* p< 0.05 vs. Sham

Tablal. Infiltracién de células inflamatorias glomerulares e intersticiales después
de 5 semanas en ratas con dieta alta en sal con hipertension sensible a sal, ratas

con MMF y ratas control.
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Angiotensina Il intersticial

La concentracion de Angll en liquido intersticial renal después de 5
semanas de dieta alta en sal se muestra en la Figura 17. Los niveles de Angll
intrarrenal se encontraron muy elevados en ratas con infusion de angiotensina Il;
en las ratas con angiotensina Il tratadas con MMF la angiotensina se redujo
significativamente, aunque permanecieron mas altos comparado con las ratas

control.
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Angll  Angl+MMF  Sham Normal

* p<0.001 vs todos los grupos
° p<0.001 vs todos los grupos
+ p>0.001 Vs Angll y Angll+MMF

Fig.17 Concentraciones de Angll en los grupos estudiados
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Los niveles de Angll intrarrenal se correlacionaron con el grado de hipertension
(Figura 18), asi como con el numero total de células CD5+ (Figura 19) cuando

todos los grupos fueron combinados.
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Fig.18 Correlacion entre la concentraciéon de angiotensina Il y el desarrollo de

sensibilidad a la sal.
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Fig.19 A: Concentraciones de Angll en los grupos estudiados. B: Células

intersticiales CD5+ en los grupos estudiados.
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DISCUSION

La sensibilidad a sal contribuye a elevacién de la presién arterial en una
gran proporcion de pacientes con hipertensién esencial*?. Esto sugiere una
alteracion en la capacidad del rifidn para excretar sodio y por lo tanto, requiere una
mayor presion de perfusion. Dicha alteracion puede ser producida por cambios
funcionales y alteraciones estructurales .

Se ha propuesto que la lesion microvascular y el dafo inflamatorio
intersticial de minima intensidad son capaces de inducir hipertensién sensible a
sal. Desde el punto de vista clinico, la ciclosporina utilizada en trasplante renal, la
edad avanzada, las dietas bajas en potasio, la raza negra, la obesidad y la
diabetes, son algunos de las entidades en las que se ha observado hipertension
sensible a sal &9,

Desde el punto de vista experimental existen varios modelos de hipertension
sensible a sal, como el de infusién cronica de fenilefrina y de angiotensina II,
bloqueo del 6xido nitrico con L-Name etc. que producen cambios estructurales y

funcionales en el rifién que inducen hipertensién dependiente de sal © 131719

30’40’41).

Un hallazgo clave en estos modelos es la presencia de isquemia renal y la
infiltracion de linfocitos y macréfagos capaces de producir radicales libres de
oxigeno y Angll (6 2431323339 'pa hecho, el bloqueo de la infiltracién de células
inflamatorias con agentes tales como MMF 218 ¢ |a inhibicion de radicales libres
de oxigeno ©, puede mejorar la hipertensién sensible a sall.

Se ha reportado que el contenido de angiotensina Il intrarrenal en el liquido del

tubulo proximal e intersticial es mucho mayor que los niveles circulantes de esta
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hormona ?%??

. Esta alta concentracién de angiotensina Il es responsable de la
regulacion del transporte tubular.

Las concentraciones en el liquido tubular y en el intersticio son mayores de 3-10
pmoles/ml. En estados hipertensivos, existe acumulacién intracelular de
angiotensina Il mediada por endocitosis dependiente de receptor tipo 1 de
angiotensina “® . Cuando la concentracién de Angll intrarrenal se eleva como
resultado de estimulos inapropiados, contribuye a una retencion excesiva de agua
y sodio, con el consecuente desarrollo de hipertension y efectos proliferativos que
a largo plazo, causan dafio renal “°.

Aunque se ha propuesto un papel importante de la Angll intrarrenal en este
proceso, basado en la presencia de células positivas para angiotensina Il, no se
habia realizado un estudio formal para comprobar esta hipétesis. En este trabajo
examinamos el papel de la Angll en un modelo de hipertension sensible a sal en el
cual el dafio renal es inducido por exposicion breve a angiotensina Il.
Especificamente, la infusion de Angll por dos semanas resulta en el desarrollo
agudo de hipertension con dafio microvascular y tabulointersticial.

Mientras que la suspension de la infusion de Angll provoca resolucion de la

hipertension, la exposicion subsecuente a una dieta alta en sal resulta en una

rapida reaparicion de la hipertension. Este mecanismo mostré estar asociado con

(12) (12, 13)

vasocontriccion cortical *“’ y con infiltracion de células inflamatorias
La administracion de MMF fue capaz de prevenir la hipertension sensible a sal, la
vasoconstriccion cortical y los cambios inflamatorios intersticiales renales, lo cual

concuerda con resultados obtenidos previamente, en los cuales el MMF no
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modifica la hipertension inducida por la administracion aguda de Angll exdgena,
pero si previene el desarrollo de HTASS 213,

Con el fin de evaluar el papel funcional de la Angll en el modelo de hipertensién
sensible a sal, estudiamos los efectos de la administracion aguda de candesartan.
Como se muestra en la figura 16, el candesartdn fue capaz de revertir la
vasoconstriccion cortical sugiriendo que este estado fisiopatolégico esta mediado
por el receptor AT1 2. Se observaron efectos similares con el Kf, en el cual hubo
una correccion casi completa como la observada en los controles. Este estudio
proveé también evidencia de que la angiotensina Il intrarrenal juega un papel
fundamental en el mantenimiento de la vasoconstriccion cortical y la retencion de
sodio. Se han observado hallazgos similares en experimentos de expansion de
volumen @Y y en nefritis intersticial *°.

En este estudio demostramos que este modelo se asocia con un aumento de los
niveles de angiotensina Il renales. Ya que estos animales recibieron una dieta alta
en sal con lo que se suprime el sistema renina-angiotensina sistémico, los
hallazgos representan un ejemplo de como la angiotensina intrarrenal puede estar
disociada de la plasmatica.

La posibilidad de que la angiotensina Il intrarrenal sea la responsable de la
vasoconstriccion cortical se apoya en parte, en la alta correlacion entre el nivel de
angiotensina Il, la presion sanguinea (Figura 18) y la respuesta inflamatoria
intersticial. Mientras que la produccién de angiotensina Il por parte de células

tubulares como respuesta a reactividad inflamatoria no ha sido estudiada, una

fuente probable de angiotensina Il intrarrenal son las células inmunes del infiltrado
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inflamatorio, lo cual ha sido demostrado en estudios previos por
inmunohistoquimica positiva para angiotensina Il 318,
La observacion de que los niveles de Angll renal se reducen por MMF (no
obstante que las ratas recibieron la misma dosis de Angll) descarta la posibilidad
de que la angiotensina Il intrarrenal represente a la angiotensina Il exégena
administrada 6 semanas antes.

Nuestros resultados sugieren que la Angll renal es la responsable de los
cambios hemodinamicos glomerulares en la hipertension inducida por sal que
sigue a la administracion exdgena de angiotensina, y que ésta pueda ser

producida por las células del infiltrado tubulointersticial. La participacién potencial

de una supresion incompleta de la Angll circulante no fue evaluada®®.
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CONCLUSIONES

En conclusion:

Demostramos a nivel funcional, que la vasoconstriccion renal observada en el
modelo de hipertensidn sensible a sal puede ser revertido por un bloqueador de
los receptores AT1 de angiotensina, o que nos sugirié a la angiotensina como el
posible mediador.

Demostramos que los niveles de Angll intrarrenal se encuentran elevados en este
modelo y que existe correlacion con la presencia de inflamacién intrarrenal, misma
que puede ser evitada por el MMF, con lo que disminuyen los valores de
angiotensina intrarrenal.

Estos estudios concuerdan con la hipétesis de que el sistema angiotensina
intrarrenal local juega un papel fundamental en este modelo de hipertension

sensible a sal.
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