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natriuresis no relacionada con un factor natriurético
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RESUMEN

Se ha sugerido que un factor natriurético humoral de origen cerebral podria
mediar la natriuresis que acompaia al aumento del contenido de sodio del liquido
cefalorraquideo. Por otra parte, se admite que el cerebro podria ser el origen de un
factor natriurético con propiedades similares a las de los glicésidos cardiotonicos.

En el presente trabajo hemos investigado la presencia de un factor plasmatico
capaz de desplazar la ouabaina tritiada fijada a eritrocitos humanos. Se han utiliza-
do plasmas procedentes de ratas control y ratas sometidas a infusion intracere-
bro-ventricular de liquido cefalorraqwdeo normal en sodio, rico en sodio y pobre
., en sodio.

Las ratas infundidas con mucho sodio excretan significativamente mas sodio
que las ratas control o las ratas infundidas con sodio normal. Las ratas infundidas
con poco sodio presentan una disminucion significativa de la natriuresis al compa-
rarlas con las ratas control y las ratas infundidas con sodio normal. En los plas-
mas de los cuatro grupos de ratas se detectd la presencia de un factor capaz de
desplazar a la ouabaina tritiada fijada a eritrocitos. No se hallaron diferencias sig-
nificativas en la cuantia de ese factor en ninguno de los cuatro grupos.

Nuestros hallazgos indican que la respuesta natriurética observada en ratas
sometidas a un incremento agudo del contenido de sodio del liquido cefalorraqui-
deo no parece relacionarse con el aumento de los niveles de un factor clrculante
con propiedades similares a las de la ouabaina.
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NATRIURES_’IS FOLLOWING INTRACEREBROVENTRICULAR INFUSION OF
SODIUM IS NOT RELATED TO A OUABAIN-LIKE FACTOR

SUMMARY

, It Is well known that intracerebroventricular infusion of sodium enriched cere-
brospinal fluid augments renal sodium excretion in several animal species. The
mechanism that mediates this natriuresis is unclear, but the natriuretic response
requires the anatomic integrity of the anteroventral third ventricle region. Further-
more, it has been postulated that this region may be the source of a natriuretic
hormone with properties similar to those of the cardiac glycosides. Therefore, we
have investigated the presence of a ouabain-like factor in plasma extracts from
phenobarbital anesthetized sham operated rats (group 1), rats submitted to intrace-
rebroventricular infusion of normal sodium cerebrospinal fluid (Na: 150.5 mmol/L.)
during two hours (group 2), rats subjected to the infusion of high sodium cerebros-
pinal fluid (Na: 350 mmol/l.) (group 3) and rats infused with low sodium (Na: 50.5
mmol/l.) (group 4).

To investigate the presence of a ouabain-like factor we have tested the potency
of plasma extracts to displace the binding of ouabain to human erytrocytes in the
presence of 2 x 10~° M H3-ouabain. This potency was measured as the ouabain
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binding displacement in the presence of 50 pl. of plasma extract. We expressed
this measurement as equivalent of ouabain concentration.
As figure 2 shows, group 3 rats excreted significantly larger amounts of sodium
. than rats from groups 1 and 2. Conversely, group 4 rats urinary sodium was signifi-
, cantly lower than those of groups 1 and 2. Nevertheless, no significant chan-
ges between the four groups were found in the measurement of the plasma ex-
tracts -potency to mterfere with ouabain binding (table II). ‘
Our findings indicate that natriuresis in rats submitted to an acute increase in
cerebrospinal fluid sodium content is not associated to increased levels of a

circulating ouabaln-llke factor.

\

INTRODUCCION

Diversas evidencias indican que la region anteroven-

tral del tercer ventriculo cerebral (AV3V) es esencial para
la produccion de ciertos efectos que siguen al incremen-
to agudo de la concentracion de Na del liquido cefalorra-

quideo (LCR) *. Ratas con lesiones electroliticas de la re-

gion AV3V muestran incapacidad para excretar Na
basalmente ® o tras aumentar-la concentracién de Na del
LCR “. Esos mismos animales no presentan en su circu-
lacion un factor natriurético inhibidor de la bomba de Na
"cuando son sometidos a una sobrecarga con CINa ®. To-
do ello sugiere que la regidén AV3V podria ser el lugar
que controla la liberacion de dicho factor natriurético 3
Por otra parte, un mecanismo mediado por un factor na-
triurético humoral se ha propuesto para explicar la natriu-
resis que se asocia a la infusion intracerebro-ventricular
de LCR rico en Na®.

Actualmente se admite que existiria un factor natriuréti-
co circulante con propiedades similares a las de los glicod-
sidos cardiotonicos, por ejemplo: desplazar la ouabaina
fijada a las membranas celulares . En este trabajo he-
mos investigado la presencia en el plasma de la rata de
un factor con propiedades similares a las de la cuabaina
con el fin de evaluar: a) la respuesta de dicho factor & la
modificacion del contenido de Na del LCR y b) su posible
participacion en la produccion de los cambios de la na-
triuresis. '

METODOS

Animales .

17 ratas Wistar, 10-12 semanas de edad y 200-250 gr. de
peso, fueron arbitrariamente divididas en cuatro grupos: Grupo
1: ratas control, anestesiadas con fenobarbital y operadas pero
no infundidas; grupos 2, 3 y 4: ratas sometidas a infusion de
LCR. Todas las ratas fueron colocadas en jaulas’ metabdlicas
individuales con acceso libre a una dieta estandar y a agua na-
tural durante las 96 horas previas al experimento.

Infusién de- LCR

Los animales de los grupos 2, 3 y 4, previa anestesia con
fenobarbital (30-40 mg/kg.) fueron sometidos a infusién de LCR
en el ventriculo lateral cerebral (acceso quirlrgico estereotaxico)
durante 2 horas y a una velocidad de 8,3 p/min. (bomba de
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infusion Travenol 5M117). La correcta colocacién de 1a aguja de
microinyeccion se verifico mediante técnicas histaldgicas.

Las soluciones de infusion se prepararon de acuerdo con la
composicién normal del LCR de la rata 7. En la tabla | se espe-
cifica la composicién de cada solucidn. Las ratas dél grupo 2 se
infundieron con LCR normal en Na; las de los grupos 3 y 4 con
LCR rico y pobre en Na, respectivamente.

Estudios urinarios

Las muestras de orina se obtuvieron por miccién espontanea
durante el procedimiento quirdrgico y por puncion veésical al final
del mismo. La concentraciéon de Na se determiné mediante foto-
metria de llama (fotdmetro Beckman, Klina Diluter 270).

Preparacion de extractos plasmaticos

Al finalizar la infusién intracerebroventricular de LCR ‘las
muestras de sangre se obtuvieron mediante puncidn cardiaca.
La sangre se recogié en tubos con heparina y se centrifugd a
3.000 g. durante 5 minutos. Cada plasma se almacené a
—20°C hasta su utilizacién. Los plasmas se hirvieron durante
15 minutos. La red proteica fue dislocada en fragmentos peque-
fios y centrifugada a 50.000 g. durante 15 minutos. Los sobre-
nadantes claros obtenidos se procesaron inmediatamente o se

- almacenaron a —-80° C hasta su analisis definitivo.

Fijacion de la ouabaina tritiada ‘ '
a los eritrocitos

La ouabaina->H (17-32 Ci/mmol.) se obtuvo de Amersham
(UK) en una mezcla de benceno y etanol (9/1) Los solventes
organicos se evaporaron en nitrogeno y el residuo se extrajo en
un tampén de trometamol-TRIS-CIH 10 mM, pH 7,4. La fijacién
dela ouabaina-*H se estudié en eritrocitos de sujetos normoten-
s0s y sin historia familiar de hipertensién.

Los eritrocitos fueron separados por centrifugacion, 3.000 g.
durante 5 min., y lavados cinco veces en un medio con la si-
guiente compasicion (en mmol/l.): CINa 130, sacarosa 20, glu-
cosa 10 y trometamol 10. El medio se tamponé a pH 7,4 con
CIH. Las células (hematécrito 1-3 %) se incubaron a 37°C du-

rante 5 horas en presencia de concentraciones de ouabaina-*H

variables entre 2 X 107°y 2,5 x 1078 mol/l. Se efectuaron incu-
baciones paralelas con adicion de un exceso de ouabaina no
marcada (10~* mol/l.) para medir la fijacién no saturable. La fija-
cion especifica fue considerada como la diferencia entre la fija-
cién de ouabaina-®H en ausencia y en presencia de ouabaina
no marcada. La radiactividad fijada y la libre se separaron me-
diante filtracion en filtros Whatman GFC, La radiactividad se
contd en presencia de Instagel acidificado tras tratamiento con
1 ml. de tolueno 350 (Packard) y 0,5 ml. de peréx1d0 de hidré-
geno.

Cada estudio de fijacién se realizé utilizando cinco concentra-
ciones de ouabaina y los parametros de fijacion se calcularon a
partir de la regresion lineal del test de Scatchard. En estas condi-
ciones la fijacion de ouabaina-®H a los eritrocitos se equilibro en

.



5 horas v la fijacién no-saturable supuso menos del 20 % de la
fijacion total. La fijacion especifica fue saturable y el analisis de
Scatchard mostré la presencia de una sola clase de sitios con
una constante de disociacién aparente de 2,1 + 0,8 x 10°°

moI/I y un numero de sitios por célula de 396 + 27. Estos valo-
res son similares a los obtenidos por otros [aboratorios & (Fig.

-1

Se realizaron estudios para valorar las variaciones de la cons-

tante de afinidad en presencia de concentraciones de K superio-

res a 1 mmol/l. Cambios significativos en la afinidad se obser-
varon para concentraciones de K superiores a 0,25 mmol/l. Da-
do que las concentraciones plasmaéticas de K variaron entre 2,5
y 6,5 mmol/l., los extractos plasmaticos se estudiaron a una dilu-
cién de 1/30. Se constaté asimismo que las concentraciones fi-
sioldgicas de Ca®* no modificaban la fijacién de la ouabaina.

Analisis estadistico
Los resultados se expresan como media + desviacién estan-
- dar. Los datos se han analizado estadisticamente mediante el

test «1» de Student no emparejado y mediante analisis de regre-
sion lineal.
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Fig. 1.—Curva de fijacién de la ouabaina a los eritrocitos en

ausencia de extractos plasmaticos. Los datos se expresan como

una funcion de la concentracién de ouabaina.-En el gréfico inte-

rior se representa el test de Scatchard aplroado a los mismos
datos.

RESULTADOS

INFUSION INTRACEREBROVENTRICULAR DE SODIO

las ratas del grupo 1 (0,319 %= 0,100 versus
0,321 £ 0,040, umol/min.). Por el contrario, las ratas del
grupo 3 excretan significativamt‘ante mas Na (p < 0,001)
que las del grupo 2 (0,967 + 0,292 umol/min.). Las ratas
del grupo 4 presentan una natriuresis significativamente
disminuida (p < 0,002) con respecto a las ratas del grupo
2 (0,100 + 0,050 pumo}/min.).

La figura 3 representa el débito urinario de los distintos
grupos de ratas expresado en pl/min. No se aprecian
cambios significativos entre el grupo 1 y el grupo. 2
(6,0 £ 1,0 versus 6,0 + 2,0). Las ratas del grupo 3 pre-
sentan un aumento no significativo del volumen minuto
(8,0 = 2,0), mientras que la diuresis de las ratas del
grupo 4 aparece disminuida no significativamente
(4,0 £ 2,0).

En la tabla Il se recoge la potencia de los diferentes
extractos plasmaticos para desplazar la fijacion de oua-
baina a eritrocitos humanos en presencia de ouabaina-
®H (2 x 107° M). Dicha potencia se ha medido como el

~ desplazamiento de cuabaina fijada en presencia de 50

ul. de extracto plasmético. Esta medida se expresa como
equivalente de la concentracion de ouabaina. No se |
aprecian cambios significativos en la potencia de los ex-
tractos plasmaticos de los distintos grupos de animales

estudiados.

La figura 2 muestra que Ias ratas del grupo 2 no excre-

tan una cantidad de Na significativamente distinta que

TABLA I

.MEDIDA DE LA POTENCIA PLASMATICA PARA
DESPLAZAR LA FIJACION DE OUABAINA-*H A

ERITROCITOS
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
2,14 =+ 0,57 2,71 £ 1,41 3,05 + 1,61 3,05+ 1,34

Los valores se e
baina (rango 10~
Todos los valores vnenen dados como media + DEM.

gresan como equivatente de la concentracién de oua-

Los estudios de regresién lineal no demuestran la exis-
tencia de ninguna correlacion estadisticamente significa-
tiva entre los diferentes parametros estudiados.

DISCUSION

1

La infusién intracerebro-ventricular de LCR rico en Na
aumenta la excrecion renal de Na en varias especies

TABLA |

COMPOSICION DE LAS DIFERENTES SOLUCIONES DE LCR EMPLEADAS EN LAS INFUSIONES
INTRACEREBROVENTRICULARES

Grupo de ! : : Osmola-
ra':as LCR Na final CiNa CIK Ci,Ca Ci;Mg CO;HNa PO,HNa, Glucosa lidad
*
2 Na normal 150,5 123,5 3 ~1,3 0.8 25 1 25 280
3 Na rico 350,0 323,0 3 1,3 0.8 25 1 2,5 570
4 Na pobre 50,5 23,5 3 1,3 08 25 105

25 1

Todos los valores se expresan en mmol/l.
(*) La osmolalidad se expresa.en mmolkg.
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Fig. 2—Valores correspondien'tes a la excrecion neta de Na '

(UnaV) de las ratas pertenecientes a los distintos grupos experi-
mentales. Los valores se expresan en umol/min. -

animales %3, Aunque no se conoce el mecanismo exac-
to mediador de la respuesta natriurética, se admite que
es necesaria la integridad de la regién AV3V ' Se ha
sugerido que la region AV3V puede ser el lugar que con-
trole la liberacién de un factor natriurético . Diversas evi-
dencias sugieren que el hipotdlamo seria el origen preci-
S0 de una sustancia natriurética con propiedades simila-
res a las de la ouabaina '**®. |.a concentracidn_hipotala-
mica de esa sustancia estaria incrementada en ratas so-
metidas a un estimulo natriurético, por ejemplo: elevada
ingesta de Na'’.

Nuestros resultados muestran que otro bien establem- '
do estimulo natriurético en la rata —un incremento en la.

concentracién de Na del LCR %'°— no se asocia a un
aumento significativo en los niveles circulantes de un fac-
tor natriurético que interacciona con la ouabaina por los
sitios de fijacién en la Na, K-ATPasa membranaria. Por
otra parte, €l incremento de los niveles observado en las
ratas en situacion natriurética no parece especifico, pues
un incremento similar se observa en las ratas en situa-
cion de antinatriuresis tras infusion con LCR pobre en
Na. ' . .

La discordancia entre esta observacion y los resulta-
dos anteriormente . resenados de ALAGHBAND-ZADEH y
cols. '’ puede deberse a las diferencias, en el modelo-ex-
perimental y en la metodologia empleada. Dichos auto-
res estudian la existencia de un supuestb factor natriure-
tico en extractos hipotalamicos de rata a través de la va-
loracion de dichos extractos por su capacidad para inhi-
bir la Na, K-ATPasa '’. En nuestro modelo se analiza la
capacidad del plasma de rata para desplazar a la oua-
baina de sus receptores en la membrana celular. En un
reciente trabajo KRACKE '® demuestra que dependiendo
de lo dptimo de las condiciones en que se desarrollen las
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respectivas pruebas es posible disociar la capacidad de un
supuesto factor natriurético cerebral para desplazar a la
ouabaina de un sitio receptor comun de la Na, K-ATPasa
y su capacidad para inhibir la actividad de dicha enzima.
El mismo autor propone que el factor natriuretico cere-

' bral podria inhibir el transporte de Na a través de su ac-

cion directa sobre la Na, K-ATPasa, pero que su capaci-
dad para desplazar a la ouabaina de su receptor en la
enzima podria estar interferida por el contenido de iones,
principalmente K, del medio en gue se efectla el test '©.
No parece ser este nuestro caso, pues los estudios de

afinidad se realizaron utilizando los extractos plasmati-

- COs a unas diluciones que permitian alcanzar unas con-

L~

centraciones de K inferiores a las concentraciones que
modificaban la constante de afinidad en nuestro test. En
este sentido hay que resefar que BUCkaLEW y GRuUBER "%’
indican en una reciente revision que bajo la denominacion
comun de «hormona natriurética» se incluyen probable-
mente diversos factores con el rasgo comun de inhibir el
transporte de Na, pero heterogéneos en sus caracteristi-
cas quimicas y bioldgicas. Ello podria explicar la discre-
pancia de los resultados obtenidos al intentar detectar la
presencia de dichos factores empleando situaciones ex-
perimentales y técnicas de deteccion no comparables '°.
El segundo resultado de nuestro trabajo muestra que
la natriuresis asociada al incremento del contenido de Na
del LCR de la rata no parece deberse a una aumentada
produccion de un factor con propiedades similares a las
de la ouabaina, pues niveles plasmaticos similares de di-
cho factor se detectan en los animales en situacion de
antinatriuresis previa infusién de LCR pobre en Na. Este
hallazgo no excluye la posible participacién en la produc-
cion de la respuesta natriurética de un factor humoral sin-
tetizado en la region AV3V como sugieren LEKSELL y
cols. °, pero sin propiedades similares a la ouabaina. En
efecto, en trabajos previos hemos mostrado que el au-
mento del contenido de Na del LCR de la rata cursa con
cambios en las células’del hipotalamo anterior que re-
flejan un aumento en la sintesis de una hormona (s) por

10-

VM
(pl/min)

Fig. 3.—Histogramas correspondientes al volumen minuto uri-
nario (UV) de los distintos grupos de -animales., E/ volumen se
expresa en u/min.
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esas células 2°. Esos mismos animales presentan altera-
ciones en la excrecion urinaria de prostaglandinas corre-
lacionables con la excrecion de Na y con la presencia en
el plasma de un factor(es) capaz de interferir el metabolis-
mo del acido araquidénico 2'. Por lo tanto, parece razo-
nable relacionar el aumento del contenido de Na del LCR
con una posible produccién hipotaldmica de un factor(es)
que modifica el metabolismo sistémico y renal de las
prostaglandinas y detectable en una situacion en la que

la excrecion de Na aumenta en correlaciéon con los cam-

bios en la excrecion de prostaglandinas.

Junto a la hipétesis humoral para explicar la natriure-
sis consecutiva al aumento del Na del LCR de la rata
cabe considerar también la hipdtesis neural. Observacio-
nes recientes de BEALER 2 sustentan la hipotesis de que
la citada natriuresis podria estar mediada por influencias
neurogénicas que inciden sobre la hemodinamica siste-
mica y sobre la hemodinamica renal. Dichas influencias
requieren la integridad de la region AV3V 2

En conclusién: Sobre la base de nuestras observacio-
nes puede afirmarse que la respuesta natriuretica obser-

vada en ratas sometidas a un incremento agudo del con-

tenido de Na del LCR no parece deberse al efecto de un
factor natriurético circulante con propiedades similares a
las de la ouabaina. Factores circulantes de posible ori-
gen hipotaldamico capaces de interferir el metabolismo
del acido araquidonico y/o mecanismos neurogénicos
centrales podrian estar implicados en.la mediacion de la
citada respuesta natriurética.
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