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INTRODUCCION

RESUMEN

Durante el desarrollo de la hipertensién arterial, las interacciones entre las sobrecargas de
presion y de volumen conducen a diferentes patrones de hipertrofia cardiaca y a un aumen-
to de los péptidos natriuréticos (PN). Los perfiles de sintesis y secrecién de ANP y BNP se
han investigado en modelos de hipertensién arterial; sin embargo, atin no se ha estudiado la
evolucién diferencial de estos perfiles durante periodos agudos y crénicos de la hipertrofia
cardiaca producida por sobrecarga de volumen. Por este motivo estudiamos ratas Sprague-
Dawley con el modelo DOCA-sal a las 2, 4, 6 y 12 semanas, correlacionando la evolucién de
dichos perfiles con la hipertrofia cardiaca y la hipertension arterial.

El grado de hipertrofia cardiaca se correlacioné positivamente con la expresiéon del ANP en
el ventriculo izquierdo y con los niveles de ANP en plasma. La expresion del ANP aument6 a
las 4 semanas de tratamiento, mientras que la de BNP se increment6 recién a las 6 semanas.
Asimismo, el BNP plasmatico se incrementé sélo en el grupo con 12 semanas de tratamiento,
mientras que el ANP plasmético mostré un aumento a partir de las 2 semanas de tratamiento.
Durante el desarrollo de la hipertrofia cardiaca producida en el modelo DOCA-sal, la sintesis
y la secrecién de los PN responden en forma diferencial, con incremento precoz del ANP. Ade-
mas, el aumento de éste superé al de BNP en todos los grupos DOCA-sal, lo que permitiria
considerar al ANP como un marcador mas especifico de la sobrecarga de volumen.

REvV ARGENT CARDIOL 2011;79:493-499.

Péptidos natriuréticos auriculares - ANP - Hipertrofia cardiaca

ANP  Péptido natriurético auricular Pc  Peso corporal

ARNm Acido ribonucleico mensajero PC  Peso del corazén

BNP  Péptido natriurético tipo B PN  Péptido natriurético

CNP  Péptido natriurético tipo C PS  Presion sistdlica

DOCA Desoxicorticosterona PVD Peso del ventriculo derecho
DS DOCA-sal PVI Peso del ventriculo izquierdo
PAD  Peso de la auricula derecha RIA Radioinmunoensayo

PAI Peso de la auricula izquierda RV Renovascular

involucra cambios estructurales y funcionales que se

La hipertension arterial puede producir diferentes
patrones de remodelacion ventricular como resultado
de los procesos fisiopatolégicos desencadenados a
través de una interacciéon entre las sobrecargas de
presiéon y de volumen. (1-3) En su fase inicial, la hi-
pertrofia cardiaca implica un crecimiento adaptativo
de los cardiomiocitos frente al aumento de la demanda
funcional. (4) La transicién a la hipertrofia patolégica

acompanan de una reprogramacion molecular que
retrotrae al fenotipo cardiaco fetal, con una produccién
mayor de péptidos natriuréticos (PN) por el corazén
endocrino y paracrino. (5, 6)

La familia de los PN esta constituida basicamente
por tres hormonas peptidicas denominadas péptido
natriurético auricular (ANP), péptido natriurético tipo
B (BNP) y péptido natriurético tipo C (CNP). (7-9) Sus
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efectos fisiolégicos estan relacionados con la disminu-
cién de la presion arterial a través de la promocién
de diuresis, natriuresis y vasodilataciéon. También
gjercen efectos antiinflamatorios e inhiben la fibrosis
y el crecimiento hipertréfico del miocardio. (10-12)

La administracién de desoxicorticosterona (DOCA)
en combinacién con una dieta alta en sal mas nefrec-
tomia unilateral induce una forma de hipertensién
arterial con niveles bajos de renina, que conduce
a hipertrofia y remodelacién cardiacas, disfuncion
endotelial, proteinuria y glomeruloesclerosis. (13) La
hipertension desarrollada se caracteriza por expansion
del volumen sanguineo e incremento del volumen
minuto cardiaco con la consecuente sobrecarga de
volumen. (14)

La sintesis y la secrecién de PN se han estudiado
ampliamente en diversos modelos de hipertensién
arterial como el DOCA-sal (DS), la coartacién adrtica
y los modelos nefrogénicos, 2 rinones-1 clipy 1 rinén-1
clip. (15-23) Asimismo, se ha postulado su utilidad
como biomarcadores de sobrecarga hemodindmica y
de gravedad y evolucién en diferentes miocardiopatias.
(23-26) Sin embargo, no se han establecido claramente
los perfiles de expresion, sintesis y secrecién cardiaca
de los PN alo largo de la evolucién crénica del proceso
hipertensivo en el modelo DS, en el que predomina la
sobrecarga de volumen.

De acuerdo con estos antecedentes, el objetivo del
presente trabajo fue caracterizar en forma cronolégica
los perfiles de secrecion y la variacion de la expresion
del ARNm del ANP y el BNP en ese modelo, correlacio-
nando las modificaciones encontradas con la evolucion
de la hipertensién arterial y la hipertrofia cardiaca.

MATERIAL Y METODOS

Animales y procedimientos quirurgicos

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 180-200 g
de peso. Los animales se mantuvieron a temperatura con-
trolada (21 + 2 °C), con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas
(luz de 07:00 a 19:00) y con libre acceso a la bebida y dieta
estandar. Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con las normas internacionales recomendadas por la Aso-
ciacién Argentina de Ciencia y Tecnologia de Animales de
Laboratorio (AACyTAL).

Ratas sometidas a nefrectomia izquierda se estudiaron
con el modelo de hipertensiéon DOCA-sal (DS) a las 2 (DS2),
4 (DS4), 6 (DS6) y 12 (DS12) semanas de tratamiento a
través de la administracién semanal de desoxicorticostero-
na (DOCA, 30 mg/kg) por via subcutdnea y el suministro
de NaCl 1% como agua de bebida. También se estudiaron
sus respectivos grupos controles (sham), denominados Sh2,
Sh4, Sh6 y Sh12, a los que se les practicé el acto quirtargico
simulado de apertura y cierre por planos y se administré
vehiculo y agua como bebida.

Determinacion de la presion sistélica

La presion sistélica (PS) se determiné por el método indirecto
en la cola de ratas conscientes a las 2, 4, 6 y 12 semanas de
tratamiento (n = 10-19). Las determinaciones se realizaron
utilizando un poligrafo Grass 7B entre las 09:00 y las 13:00
horas luego de 3 dias de entrenamiento.

Procesamiento de las muestras de plasma y tejidos

Al cabo de las 2, 4, 6 y 12 semanas se recolectaron muestras
de sangre en tubos plasticos con EDTA 15% P/V, por puncién
de la vena cava inferior a nivel abdominal, para la posterior
obtencion del plasma. Luego, por esta via, se inyecté una
solucién de KCI 1M para inducir arresto diastélico. Se extir-
paron los corazones, se lavaron en solucion de buffer fosfato
(pH = 7,4), se secaron y se pesaron. Se disecaron las cavida-
des cardiacas, se pesaron y se conservaron a —70 °C hasta su
procesamiento. El septum interventricular y el interauricular
se incluyeron junto con las cavidades izquierda ventricular y
auricular, respectivamente (n = 10-19).

Para evaluar la hipertrofia cardiaca se determinaron
los pesos: corporal (Pc), del corazén (PC), de los ventriculos
izquierdo (PVI) y derecho (PVD) y de las auriculas izquierda
(PAI) y derecha (PAD). De esta manera se determinaron los
indices de hipertrofia cardiaca (PC/Pc) y los de hipertrofia de
cada cavidad (PVI/Pc, PVD/Pc, PAl/Pc, PAD/Pc).

Extraccion de ARN y analisis mediante Northern blot

El ARN total se extrajo con Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA) a partir de muestras de auriculas (n = 4-8)
y ventriculos (n = 4-8) y se analiz6 por Northern blot. (16) Se
utilizaron las siguientes sondas: 1) un fragmento de ADNc
HindIll/BamHI de 600 pb de ANP de rata, 2) un fragmento
de ADNc HindIII/Xbal de 600 pb de BNP de ratén y 3) un
fragmento de ADNc EcoRI de 1,2 kb de GAPDH humano.
Laintensidad de las bandas de ANP y BNP se normaliz6 con
respecto a la del ARNm de GAPDH.

Extraccion y radioinmunoensayo de ANP y BNP a partir
de las muestras de plasma

El ANP y el BNP plasmaéticos se extrajeron segin Sarda y
colaboradores (27, 28) (n = 4-8). El radioinmunoensayo (RIA)
se realiz6 utilizando kits comerciales para ANP y BNP-45 de
rata (Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Burlingame, CA, USA).

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como media =+ error estandar de la
media (EEM). El analisis estadistico se llevé a cabo mediante la
prueba de la ¢ para realizar las comparaciones entre las medias
de los grupos sham y los grupos DS a las distintas semanas de
tratamiento. Se empleé también el test de ANOVA de un factor
para comparar las medias de los distintos grupos experimentales
entre si (grupos DS a las distintas semanas) con el software
GraphPad InstatTM (GraphPad Software Inc., San Diego,
California, USA) y realizando la posprueba de Tukey-Kramer.
Para estudiar correlaciones se utiliz6 la correlacién de Pearson
(r). Se consideraron significativos valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Evolucion temporal de la hipertension arterial y de
la hipertrofia cardiaca

Se observé un incremento de la PS en los grupos ex-
perimentales con respecto a los sham a partir de las 2
semanas de tratamiento (153 mm Hg). Este aumento
fue variando hasta las 6 semanas, luego de lo cual se
estabilizo, con valores similares entre las 6 y las 12
semanas de tratamiento (Figura 1 a).

Si bien todos los grupos DS desarrollaron hipertro-
fia cardiaca a partir de las 2 semanas de tratamiento
(evaluada mediante la relacion PC/Pc), a partir de la
cuarta semana se observé un incremento dependiente
del tiempo (Figura 1 b).
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Fig. 1. Variacion de la presion sistolica (PS) (panel a) y variacion de la hipertrofia cardiaca, determinada por el indice peso corporal/peso
del corazén (PC/Pc) (panel b), en funcion del tiempo de tratamiento (n = 10-19). Panel a: Los valores estan expresados como la media
+ EEM. Panel b: Los valores estan expresados en porcentaje con respecto al sham correspondiente. * p < 0,01y *** p < 0,001 vs. sham
correspondiente; § p < 0,05 vs. DS2; # p < 0,05 vs. DS4; & p < 0,05 vs. DS6.

Cuando se determinaron los indices relativos de
crecimiento hipertréfico de las cavidades cardiacas
(Tabla 1), se observé que la respuesta hipertréfica en
el ventriculo izquierdo (PVI/Pc) se manifest6 tempra-
namente a partir de las 2 semanas, se mantuvo estable
alas 4y 6 semanasy se increment6 de manera notoria
a las 12 semanas. Respecto del ventriculo derecho, el
indice PVD/Pc tuvo un incremento mas tardio, obser-
vandose un aumento significativo recién a las 6 y 12
semanas, con valores mayores en el ultimo periodo.
Por su parte, la remodelacion auricular se manifesté
en la auricula izquierda (indice PAI/Pc) a partir de las
4 semanas y en la auricula derecha (indice PAD/Pc) a
partir de las 6 semanas; ambos indices mostraron un
aumento dependiente del tiempo (Tabla 1).

Expresion del ARNm del ANP y BNP en el ventriculo
izquierdo

El ARNm de ANP se incrementé en forma moderada
en el ventriculo izquierdo a partir de las 2 semanas y
alcanz6 valores estadisticamente significativos a las
4 semanas; a partir de este momento, la expresion
del ARNm evidenci6é un incremento dependiente del
tiempo (Figura 2 a). Por su parte, los cambios en la ex-
presién de BNP fueron mas moderados y se verificaron
més tardiamente con incrementos estadisticamente
significativos sélo en los grupos DS6 y DS12; la expre-
sion fue mayor a las 12 semanas (Figura 2 b).

Perfil de secrecion de ANP y de BNP en plasma

E1 BNP plasmatico aument6 significativamente en el
modelo DS sélo a las 12 semanas de tratamiento (Figu-
ra 3 a). Sin embargo, el incremento del ANP plasmatico
fue mas precoz, observandose aumentos a partir de las
2 semanas de tratamiento (Figura 3 b).

Tabla 1. Hipertrofia de las diferentes cavidades cardiacas

Hipertrofia de las cavidades cardiacas (expresado en %)

Grupos  PVI/Pc PVD/Pc PAI/Pc PAD/Pc

Sh2 100 +3,5 100 + 7,8 100 + 6,4 100+ 7,8
DS2 112+ 1,6 109 + 9,6 115+ 4,1 110 + 4,8
Sh4 100 + 3,5 100 + 4,8 100 + 3,7 100 £ 5,9
DS4  128+4,3" 102+4,2 125+5,9" 107 +4,6
Shé 100+ 1,9 100 + 3,2 100 + 3,7 100 + 5,6
DS6 130+6,9" 136+9,1* 144+6,7" 126 + 4,6
Sh12 100 + 2,6 100 £ 2,8 100 + 2,2 100 + 3,3

DS12 164+ 11,17 141+£99" 184+10,77% 173+ 11,3

Los valores estan expresados en porcentaje con respecto al sham corres-
pondiente como la media £ EEM. PVI/Pc: Peso del ventriculo izquierdo/
peso corporal. PVD/Pc: Peso del ventriculo derecho/peso corporal. PAI/Pc:
Peso de la auricula izquierda/peso corporal. PAD/Pc: Peso de la auricula
derecha/peso corporal. * p < 0,05, ** p<0,01y *** p <0,001 vs. sham
correspondiente; & p < 0,05 vs. DS6.

Correlaciones entre presion sistélica, hipertrofia y
expresion de péptidos natriuréticos

Cuando se determinaron las correlaciones entre el in-
dice de hipertrofia cardiaca, la expresion y la secrecién
de PN, se encontré una correlaciéon positiva durante
los periodos estudiados entre la hipertrofia cardiaca
y la expresion de ANP en el ventriculo izquierdo (r:
0,9923; p < 0,0008; Figura 4 a), asi como entre el indice
de hipertrofia cardiaca y los niveles de ANP en plasma
(r: 0,9716; p < 0,0057; Figura 4 b). Sin embargo, el
desarrollo de hipertrofia cardiaca no se correlacioné
con la expresiéon de BNP ni con sus niveles plasmaticos
(Figura4 cy d).
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Fig. 2. Expresion de péptidos natriuréticos en el ventriculo izquierdo (VI). Expresion de ARNm de ANP en el VI (panel a), expresion de
ARNm de BNP en el VI (panel b) en funcién del tiempo de tratamiento. Todos los valores estan expresados en porcentaje con respecto
a los sham correspondientes como la media + EEM (n = 4-8). * p< 0,05y *** p < 0,001 vs. sham correspondiente; # p < 0,05 vs. DS4; &

p <0,01 vs. DS6.
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Fig. 3. Concentracion de ANP (panel a) y BNP (panel b) en plasma en funcion del tiempo de tratamiento. Paneles a y b: Los valores estan
expresados en porcentaje con respecto a los sham correspondientes como la media = EEM (n = 4-8). * p < 0,05y *** p < 0,001 vs. sham

correspondiente.

DISCUSION

En el presente trabajo evaluamos el curso temporal de
la sintesis y la secrecion de los PN, ANP y BNP en re-
lacion con el grado de hipertrofia cardiaca desarrollada
en respuesta a la sobrecarga de volumen en el modelo
de hipertension DS. La elevacion de la PS inducida por
el tratamiento DS se manifest6 rapidamente y tuvo un
comportamiento dependiente del tiempo hasta las 6
semanas, observandose a las 12 semanas valores simi-

lares. Sin embargo, el grado de hipertrofia del corazén
aumento progresivamente y en forma dependiente del
tiempo hasta las 12 semanas. Estos resultados sugieren
que en este modelo experimental la hipertrofia cardiaca
desarrollada no est4 relacionada en su totalidad con el
incremento de la PS, lo cual concuerda con los datos
hallados por Brown y colaboradores, (29) quienes es-
tudiaron ratas con 4 y 8 semanas de tratamiento DS.

Se sugiere que el ANP ventricular se sintetiza y
segrega a la circulacién en proporcion al grado de hi-
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Fig. 4. Correlacion entre la hipertrofia cardiaca y la expresiéon de ANP en el VI (panel a), de ANP en plasma (panel b), de la expresion de
BNP en el VI (panel ¢) y de BNP en plasma (panel d). Cada punto del grafico representa la media + EEM para cada grupo.

pertrofia. (30) Coincidentemente, nuestros resultados
indican que a mayor tiempo de tratamiento se produjo
una hipertrofia mayor del corazén y un aumento mayor
en la expresion del ARNm de ANP en el ventriculo
izquierdo. Esto se evidenci6 por la correlacion positiva
entre la expresion ventricular de ANP y el indice de
hipertrofia cardiaca.

Por otra parte, ante la sobrecarga, el corazon
responde de manera diferencial en relacién con la
expresion y la secrecion de PN. Mientras que para el
BNP responde en forma tardia con cambios modera-
dos de la expresion, la respuesta del ANP no sélo se
manifiesta més precozmente, sino que alcanza una
magnitud mayor. En el ventriculo izquierdo, el ANP
comenzé a aumentar gradualmente a partir de las 2
semanas, alcanzé valores significativos a las 4 sema-
nas y se incrementé en forma dependiente del tiempo
hasta las 12 semanas. En cambio, el aumento de BNP
se manifest6 a las 6 semanas de tratamiento, con un
incremento mayor hacia las 12 semanas. En conse-

cuencia, la expresion de BNP no se correlacioné con
el grado de hipertrofia e hipertension desarrolladas,
como ocurrié6 en el caso del ANP.

Se describi6 que ante una sobrecarga de volumen
o de presion, el corazén endocrino responde con la
produccién y secrecién diferencial de PN, segin los
cambios sean subagudos, agudos o crénicos. E1 ANP
incrementd su expresiéon mas precozmente que el
BNP en el ventriculo izquierdo. A pesar de ello, como
la expresion del BNP se encuentra estrechamente re-
lacionada con la falla cardiaca, cuando el tratamiento
se extiende durante 12 semanas el BNP aumenta su
expresion, pero lo hace con valores mucho menores
que los registrados para el ANP. Por lo tanto, es posible
sugerir que el ANP responde en forma selectiva a la
causa etiologica, la sobrecarga de volumen, ademas de
relacionarse con la hipertrofia cardiaca. Al comparar
estos resultados con los obtenidos anteriormente,
(31) cuando estudiamos el modelo renovascular (RV)
1 rinén-1 clip (con predominio de sobrecarga de pre-
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sién), observamos que en el modelo RV la expresion
del BNP aument6 precozmente a las 2 semanas de
tratamiento, mientras que el ANP se incrementé en
forma significativa a las 6 semanas. Entonces, durante
la evolucidon del tratamiento hipertensivo, la expresién
de los PN responderia de un modo diferencial al tipo
de tratamiento aplicado, con un incremento precoz del
ANP en el modelo DS y del BNP en el modelo RV en
estadios tempranos.

Finalmente, el aumento de la sintesis y la secrecién
del ANP, en valores absolutos y porcentuales, superé a
los del BNP en todos los grupos DS; ello, sumado a que
dichos incrementos se produjeron mas tempranamente,
permitiria considerar al ANP como un marcador méas
especifico de la sobrecarga de volumen.

SUMMARY

Natriuretic Peptides Synthesis and Secretion Profiles
during the Evolution of Cardiac Hypertrophy in DOCA-
Salt Hypertensive Rats

The interactions between pressure and volume overload that
occur in hypertension lead to different patterns of cardiac
hypertrophy and to increase in natriuretic peptides (NPs).
The profiles of ANP and BNP synthesis and secretion have
been investigated in models of hypertension; however,
the different evolution of these profiles during the acute
and chronic periods of pressure overload-induced cardiac
hypertrophy is still unknown. For this reason, we studied
DOCA-salt treated Sprague-Dawley rats at weeks 2, 4, 6
and 12 and correlated the evolution of these profiles with
cardiac hypertrophy and hypertension.

Cardiac hypertrophy had a positive correlation with ANP
expression in the left ventricle and with ANP plasma levels.
BNP expression increased after 4 weeks of treatment while
ANP increased significantly after 6 weeks. In addition,
BNP plasma levels increased only in the group treated for
12 weeks, while ANP plasma levels increased from week 2.
NP secretion has a differential response in the early stages
of the development of cardiac hypertrophy induced by the
DOCA-salt model, with an early increase in ANP. As ANP
levels were exceeded to those of BNP in all the DOCA-salt
groups, ANP might be considered a more specific marker
of volume overload.

Key words > Atrial Natriuretic Peptides - ANP - Cardiac Hypertrophy
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