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Papel de un factor natriurético en la natriuresis
especifica inducida por la infusién intraportal de
salino hiperténico en perros *
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RESUMEN

Experiencias previas de nuestro laboratorio han demostrado que la infusion de
una pequena cantidad de salino hipertonico en la vena porta produce una diuresis
y natriuresis mucho mayor que la observada cuando la misma cantidad de salino
se infunde en una vena periférica.

El objetivo de los presentes experimentos fue estudiar los mecanismos que
median dicha natriuresis, en particular el papel de la denominada hormona natriu-
rética. Para ello se hicieron dos grupos de cinco perros. A uno de elios se infundié
salino hipertdnico en la vena porta y al otro en la vena cubital. Antes de la infusion
y durante el momento de la maxima natriuresis se tomaron muestras de sangre

" suprahepatica, arterial y orina. A partir de estas muestras se purificé por cromato-

grafia de exclusién molecular la fraccidn en la cual estd descrito que aparece la
hormona natriurética. La actividad natriurética de dicha fraccion fue bioensayada
mediante ia medida de la natriuresis que inducen en ratas despiertas, cronicamen-
te cateterizadas y previamente uninefrectomizadas.

La orina de los perros infundidos en la vena porta tenia una actividad natriuréti-
ca que no se encontré en las muestras obtenidas antes de ia infusion o en las de
los perros infundidos en la vena cubital. Asimismo, dicha actividad natriurética se
observé en las fracciones purificadas a partir de las muestras de plasma suprahe-
patico y arterial después de la infusién intraportal, pero no en las obtenidas antes
de la misma. No hubo diferencias entre la actividad natriurética de las muestras
suprahepadticas y arteriales.

De los resultados obtenidos puede deducirse que la denominada hormona na-
triurética parece jugar un papel importante en la natriuresis inducida por infusion
intraportal de salino. Asimismo, estos resultados no apoyan el origen hepatico de
dicha sustancia.

Palabras clave: Hormona natriurética. Natriuresis. Sistema porta. Territorio es-
placnico. |

ROLE OF A NATRIURETIC FACTOR IN THE SPECIFIC NATRIURESIS INDUCED
BY INTRAPORTAL INFUSION OF HYPERTONIC SALINE IN DOGS

SUMMARY

Previous experiment from our laboratory demonstrated that the infusion of
small amounts of hypertonic saline into the portal vein induced diuresis and natriu-
resis higher than those induced by the infusion of the same amount of saline into a
cubital vein.
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The purpose of the present experiments was to study the role of the so called
natriuretic hormone in this phenomena. For this purpose 2 groups of 5 dogs each
were infused with 855 mMo! NaCl, (0.05 mi/min/kg., 20 min), one group through the
portal vein and the other through the cubital vein. Samples of peripheral arterial
and suprahepatic blood and urine were obtained and the fraction described to con-
tain the natriuretic hormone purified by gel filtration chromatography. Its natriure-
tic activity was assayed by measuring the natriuresis induced by its infusion in
conscious uninephrectomized rats.

Urine from the dogs infused with hypertonic saline into the porta showed hig-
her natriuretic activity than those obtained before infusion a from the dogs infused
into the cubital vein. Also natriuretic activity was observed in the suprahepatic and
arterial plasma samples obtained after portal infusion but not in those obtained
before the infusion, There were no differences in natriuretic activity between su-

prahepatic and arterial samples.

These results suggest that the natriuretic hormone plays an important role in
the natriuresis induced by portal hypertonic saline infusion, and they do not sup-
port the hepatic origin of this substance.

Key words: Natriuretic hormone. Natriuresis. Portal system. Splanchnic area.

INTRODUCCION

La participacion de un factor humoral distinto a los tra-
dicionalmente conocidos, la denominada hormona natriu-
rética, en la regulacién del volumen extracelular, aunque
todavia despierte controversias, es ya mayoritariamente
reconocida '. Sin embargo, las caracteristicas fisico-
quimicas de esta hormona, su origen y su mecanismo de
accion preciso son todavia basicamente desconocidas.
Trabajos previos tanto de nuestro laboratorio #* como de
otros grupos 5*° han demostrado que la infusién de una
solucion salina en la vena porta induce un aumento en la
natriuresis que es mayor que el inducido por una infusion
similar. en una vena sistémica. Se ha sugerido que este
efecto podria estar mediado por un factor humoral de ori-
gen hepatico 3'°. El objetivo del presente estudio es tra-
tar de demostrar la participacion de la hormona natriuréti-
ca en la respuesta natriurética a la infusion intraportal de
salino, asi como su posible origen hepatico.

MATERIAL Y METODOS

a) Experiencias en perros. Estas experiencias se han reali-
zado siguiendo un protocolo de estudio similar al previamente
publicado #2. En perros anestesiados con tiopental sédico (Pen-
total, 40 mg/kg.) y preparados para técnicas de aclaramiento se
infundid, por medio de una vena mesentérica secundaria o una
arteria femoral, una solucion de CINa 855 mM (0,05 mi/min/kg.
de peso, 30 min.) y se extrajeron muestras de sangre para estu-
dio de actividad natriurética (10 ml. cada una) tanto de la vena
suprahepatica, mediante el catéter instalado en ella, como de la
arteria femoral, antes de la infusion hiperténica .intraportal y a
los 60 minutos de haber comenzado dicha infusién. Asimismo,
de las muestras de orina recogidas para los aclaramientos se
formaron dos grupos, uno previo y otro posterior a la infusién
portal.

b) Fraccionamiento de las muestras. Las muestras de san-
gre y de orina de estos perros se procesaron segun una modifi-
cacién del método de BurcoiGNiE y cols. ''. En resumen, las
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_determiné con azul dextranc y fue de 96 y 37 ml.,

muestras de plasma se fraccionaron en columnas cromatograti-
cas rellenas de Sephadex G25, fino (Pharmacia Fine Chem.,

" Suecia). Se utilizaron dos tamafios de columna K 16/100 para

muestras mayores de 4 ml. y K 16/40 para muestras menores
de esa cantidad. Las columnas se equilibraron y se eluyeron
con acetato de amonio 10 mM, pH: 6,4. El eluido se recogi6 en
fracciones de aproximadamente 3 ml. en un colector automatico
de fracciones. El volumen de exclusién (Vo) de las columnas se
respectiva-
mente. El volumen interno (Vi) determinado con '] fue de 200
y 84 ml., respectivamente. El flujo de eluido fue de alrededor de
20 ml/hora para la columna K 16/100 y de 35 mi/hora para la K
16/40.

Las alicuotas obtenidas del fraccionamiento se dividieron en
cuatro fracciones, de acuerdo con el criterio de BURGOIGNIE y
cols. "

I.: Contiene las moléculas de alto peso molecular.

F. Ill: Contiene el pico de las sales, y se caracteriza por su
elevada osmolaridad y alto contenido en electrolitos.

F. I: Fraccién que aparece entre la | y la lll con bajo conteni-
do en sales y proteinas.

F. IV: Fraccion que aparece inmediatamente detras del pico
de las sales y en la que se ha descrito la presencia del factor
natriurético '* y del inhibidor del transporte de sodio '2.

La fraccién IV fue inmediatamente liofilizada y el extracto seco
se guardd a 20° C hasta el dia del bioensayo. Ese dia se resus-
pendid en 3,5 mi. de VINa isotdnico y sebioensayo por duplica-
do en ratas despiertas.

¢) Valoracion de la actividad biolégica de esta sustancia. La
actividad bioldgica de la fraccién IV de las muestras de plasma y
de orina anteriormente descritas se medié midié mediante su
efecto sobre la excrecion renal de sodio en la rata. Para ello las
ratas fueron unilateralmente nefrectomizadas 15 dias antes de
las expriencias, y sometidas a una dieta con concentracion de
sodio mayor de tres veces la normal. En el dia de la experiencia
las ratas fueron preparadas para aclaramiento segln se ha des-
crito previamente “. En breve, tras ser ligeramente antestesia-
das con una baja dosis de nembutal (15 mg/kg.), se canuld una
arteria femoral, una vena yugular y la vejiga urinaria, llevando
los catéteres subcuténeamente hasta el dorso del cuello, un lu-
gar donde no puede morderse. El catéter arterial se conectd a
un transductor de presién, con una llave de doble paso para
toma de muestras. A través del catéter venoso se infundié cons-
tantemente salino isoténico (1,2 mlh.) que contenia inulina tritia-
da para medir la tasa de filtracién glomerular. La orina fue reco-
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TABLA |

CAMBIOS EN FUNCION RENAL INDUCIDOS POR LA INFUSION PORTA (P) O CUBITAL (C) DE
SALINO HIPERTONICO (855 mmol/t.)

Basal 30 min. 60 min. 90 min.
Uy P........ 79 07 155 +1,1 2 253 +19° 351 +21°
u/minkg. C........ 81 +14 161 +14° 243 *+20 2 221 +19 8b
NA P 0,71 = 0,08 1,35 + 0,122 1,61 £0,132 1,77 + 0,132
uEg/minkgC ... .. ... 0,79 + 0,08 0,98 £ 0,08%° 1,18 + 0,09%° 1,22 £ 0,118°
UaV P........ 0,61 + 0,07 0,92 + 0,08° 1,10 + 0,08° 1,21 £0,11°
MEq/minkg.C ... .. ... 0,67 + 0,07 0,79 + 0,082° 0,83 = 0,08 0,79 + 0,082°
FG P........ 2,12 + 0,31 2,96 * 0,33° 3,18 + 0,30° 2,87 £0,31°
mi/min/kg. C........ 2,18 + 0,16 2,22 +0,18° 2,46 £ 0,192 2,68 + 0,222
FPR P........ 6,96 + 0,7 73 07 72 *+07 72 *+07
ml/minfkg. C........ 6,91 £ 0,6 75 +0,7 74 +06 73 +06

a: p < 0,05 respecto al periodo basal; b: p < 0,05 respecto a los perros infundidos por la vena porta.

gida en tubos de plastico que contenian 0,5 ml. de aceite de
vaselina, previamente pesados. Una vez finalizada la cirugia los
animales fueron colocados en una caja que les permitia el libre
movimiento hasta que estaban completamente despiertos, y su
pulso y presidn arterial estaban estables (por lo menos 2 horas).
Entonces se hicieron tres periodos de aclaramiento basales de
30 minutos cada uno. Después se infundié 1,5 ml. de la solucion
de fraccion IV en CINa y se hicieron otros tres periodos de acla-
ramiento de 30 minutos cada uno.

El primer periodo experimental incluye la inyeccién del extrac-
to de fraccién IV (1,5 ml/15 min.) y se prolonga 15 minutos mas
hasta completar los 30 minutos habituales de cada periodo de
aclaramiento.

De acuerdo con los criterios utilizados previamente por inves-
tigadores como FavRe y cols. '3, CLARKSON y cols. '* '® y con
objeto de gue los resultados de nuestras investigaciones pue-
den ser comparables a los obtenidos por ellos, en nuestras ex-
periencias hemos conceptuado como «bioensayo positivo de
actividad natriurética» aquellos en los cuales la rata presenta
aumentos en la Uy,V mayores de un pmol/min/100 g. y aumen-
tos en la FEna superiores al 1 % durante los 90 minutos poste-
riores al comienzo de la infusién del extracto de fraccion IV.

d) Determinaciones en sangre y orina. Las concentraciones
de sodio, potasio y cloro se determinaron mediante un aparato
que utiliza electrodos selectivos (Stat-lon, Technicon Inst. Corp.
Tarrytown, NY). Las concentraciones de inulina y acido paraa-
minchipurico se midieron utilizando técnicas colorimétricas 2 y
las proteinas plasméticas por el método de Lowry '®. La osmo-
laridad se midi6 en un somdémetro Fiske (Fiske Associates, Ux-
bridge, Mass.). Los datos han sido analizados estadisticamente
mediante el test «t» de Student emparejado o no emparejado,
de acuerdo con el tipo de comparacion necesaria. Los datos se
expresan como media + error standard de la media.

RESULTADOS

Las alteraciones de la funcién renal como consecuen-
cia de la infusion intraportal o cubital de una solucién de
salino hiperténico en perros pueden observarse en la ta-
bla |. El flujo urinario y las excreciones de sodio y cloro
aumentaron de forma significativamente mayor en los
perros infundidos a través de la porta que en los infundi-
dos sistémicamente, sin que hubiera diferencias en el
flujo plasmatico renal (FPR) aunque si en el filtrado glo-
merular (FG).

La respuesta natriurética a la infusidn intravenosa en

rata de la fraccion IV obtenida de las diversas muestras
de orina de los perros infundidos con salino hiperténico
esta representada en la figura 1. Puede observarse que
la orina obtenida antes de la infusion de salino hipertdni-
co no tiene apenas actividad natriurética en ratas. La ori-
na producida por los perros infundidos por la porta tiene
mucha mas actividad que la de los perros infundidos por
una vena cubital. No hubo diferencias significativs en los
cambios de filtrado glomerular de las ratas infundidas en
ninguno de los extractos.

La respuesta natriurética a la infusion intravenosa en
ratas de la fraccidn IV obtenida de los diversas muestras
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Fig. 1.—Efecto natriurético de las fracciones obtenidas de la ori-
na de los perros en condiciones basales y después de una nfu-
sién de salino hiperténico en la vena porta (P) o en una vena
cubital (C).
UnaV = Excrecion neta de sodio. FE Na = Excrecion fraccional
de sodio. N = Numero de bioensayos positivos. * p < 0,05 res-
pecto a los valores basales. ** p < 0,05 respecto al grupo infun-
dido por la porta.
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de plasma de los perros infundidos en la vena porta esta
representada en la figura 2.

Puede observarse que la infusién de las muestras ob-
tenidas en los perros antes de la infusién de salino hiper-
ténico no tiene apenas efecto natriurético en las ratas,
mientras que las muestras obtenidas tras la infusion por-
tal tienen un potente efecto natriurético, no hay diferen-
cias significativas entre las muestras obtenidas de la su-
prahepética y las obtenidas de la femoral periférica.
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Fig..2.—Efecto natriurético de las fracciones obtenidas de la

sangre de una arteria periférica (A) o de la vena suprahepadtica

(S) en condiciones basales y después de una infusion de salin
hiperténico en la vena porta. )

UnaV = Excrecion neta de sodio. FE Na = Excrecion fraccional

de sodio. N = Numero de bioensayos positivos. *p < 0,05 res-
pecto a los valores basales.

DISCUSION

Experiencias previas de nuestro laboratorio ? demues-
tran que la infusién aguda de una pequena cantidad de
CiNa hiperténico en la vena porta de perros anestesia-
dos produce un aumento rapido y significativo de la ex-
crecion de sodio que es superior al que se observa al
infundir la misma solucién en una vena cubital. Este au-
mento de la natriuresis se encontrd asociado a un au-
.mento del fitrado glomerular, que no se observé cuando
la infusién era intracubital. Estos resultados coinciden

con los de DALY y cols. '®y STRANDHOY y cols. ° también en

perros anestesiados. Sin embargo, esta diferencia en ex-
crecién de sodio no ha sido encontrada por POTKAY y
GILMORE °. Es posible que la utilizacién de un pretrata-
miento con mineralocorticoides y vasopresina previo a la
experiencia puede situar al sistema hormonal en unas
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condiciones en que el efecto de un estimulo hiperténico
intraportal se vea enmascarado por estimulos mas per-
manentes e intensos causados por el tratamiento.

En posteriores experiencias observamos que una solu-
cién con la misma concentracion de cloro pero sin sodio
(clorhidrato de arginiha) producia también el mismo efec-
to de estimulacion natriurética si se infundia en una ve-

‘na porta. Experiencias similares con sulfato sédico no

permitieron obtener ninguna conclusion debido al efecto
natriurético del sulfato. El siguiente paso tdgico a dar era
la investigacion del mecanismo que pudiera mediar esta
natriuresis selectiva. Hasta ahora en la literatura se han
barajado una serie de mecanismos posibles:
HaBERICH 7 encontré que la mayor respuesta diurética
postinfusién de una solucién hiperténica en la porta de-
saparecia si seccionaban la pequefa rama hepdtica del
nervio vago que va del estdmago al higado. Mecanismos
de este tipo son apoyados por Niuma '8 y ApacHi '°
también encuentra que desaparece la respuesta des-
pués de la vagotomia. Los trabajos de electrofisiologia
también plantean la mediacion de mecanismos
nerviosos '°. En sintesis, este mecanismo consistiria en
que el trasvase de informacién entre el higado y el rifndn
se haria mediante el nervio vago hepatico, que integraria
las sefales en el SNC, posiblemente a nivel de los nu-
cleos hipotalamicos. La conexién con el érgano efector
—el rifdn—— podria llevarse a cabo mediante inervacion
renal directamente o mediante (a liberacién de una sus-
tancia hormonal de accion directa sobre el rifion 1°.

Otra serie de investigadores no encuentran que las
respuestas especificas a infusiones intraportales de CINa
hiperténico e isotonico desaparezcan con la vagotomia.
Este es el caso de DALY y cols. '°, STRANDHOY y col. ®,
PELMUTT y cols. ® y LENNANE y cols. 78 por lo que su-
gieren que la respuesta natriurética especifica después
de la infusién portal estd mediada por un factor humoral,
de posible origen hepatico, y que el estimulo para su libe-
racién es el cambio de la concentracion de Na+ en la
sangre portal. Este planteamiento viene apoyado por el
hecho de que MILIES 2! aisl6 y caracterizé parcialmente
una proteina globutar a partir de concentrados de higado -
perfundido, la cual producia natriuresis y diuresis al ser
inyectada en un perro.

Nosotros nos hemos centrado en el estudio de la hipo-
tesis de la mediacién de un mecanismo humoral como
responsable de la natriuresis especifica observada des-
pués de tas infusiones hipertonicas de electrélitos en la
vena porta, asi como de su posible origen hepatico. Por
ello nos hemos planteado estudiar su presencia en la
sangre que sale del higado (SH) después de una infusién
de CINa hiperténico en la vena porta y coincidiendo con
el momento de la maxima respuesta natriurética a la infu-
sidn hipertonica portal. Para ello en un trabajo previo 3, el
plasma de esta sangre se infundi¢ en la arteria renal iz-
quierda de perros anestesiados. Nuestros resultados de-
mostraron que el plasma suprahepatico, recogido des-
pués de una infusién intraportal de CINa hiperténico



(Shy), produce mayor natriuresis que el plasma (SH;) re-
cogido previamente a la infusion portal 3,

De estas experiencias plantamos la hipétesis de que la
infusion en la vena porta de una solucién de CINa hiper-
ténico puede causar un aumento de la concentracién de
una sustancia natriurética en el plasma suprahepatico.
Esta sustancia podria estar presente en el higado ya sin-
tetizada y almacenada, y por tanto también presente en
el plasma basal, de tal modo que la infusion salina portal
estimulase mayor liberacién. Otra posibilidad es que esta
infusién portal y el consiguiente aumento de la concen-
tracion de Cl y Na en la sangre, estimule la sintesis o
liberacion al torrente circulatoriode una sustancia, distinta
de la anterior, y de accion directa sobre el rifion.

Después de las experiencias anteriormente citadas se
hacia imprescindible una caracterizacién mas precisa de
la actividad natriurética presente en los plasmas SH re-
cogidos después de la infusion hipertdnica intraportal, asi
‘como estudiar si una actividad de caracteristica similares
estaba presente en el plasma sistémico y/o en la orina,
coincidiendo en el tiempo con la encontrada en el plasma
SH.

Para ello hemos aisiado y purificado por cromatografia
de exclusién molecular en columna de Sephadex G25
una fraccion de la que se ha descrito que tiene un poten-
te efecto natriurético cuando se obtiene de plasma u ori-
na de sujetos sometidos a expansion del volumen extra-
celular (fraccién 1V) 22 2,

El efecto natriurético de la fraccion se bioensayd en
ratas despierrtas, previamente uninefrectomizadas y con
una dieta de alto contenido en sodio, ya que ha sido de-
mostrado que estos animales son especialmente sensi-
bles a las estimulaciones natriuréticas 3 3'. Nuestros re-
sultados demuestran fehacientemente que en el plasma
y en la orina de los perros infundidos con CINa hipertoni-
co en la vena porta hay presente una importante activi-
dad natriurética en la fraccién IV extraida como anterior-
mente se describi6, y que esta actividad no esta presen-
te en las muestras tomadas antes de la infusion portal.
Otro resultado bésico es que la actividad natriurética en
el plasma suprahepatico no es mayor que la del plasma
arterial, lo que descarta practicamente su origen hepati-
co. El tercer resultado a destacar es la mayor actividad
natriurética presente en la orina de los perros infundidos
a través de la porta que en la orina de los infundidos en
una vena cubital.

De estos resultados puede deducirse que hay un factor
humoral, que por el volumen de elucion en la cromato-
grafia de exclusién molecular es de bajo peso molecular
y que parece jugar un papel clave en el mecanismo de la
natriuresis caracteristica de la infusion portal de CINa hi-
pertonico. Ademas este factor no parece ser producido
por el higado, ni en el territorio esplacnico. Sin embargo,
lo que si parece evidente es que el higado es el sensor
que detecta los cambios en las caracteristicas fisico-
quimicas de la sangre que lo atraviesa. Entonces, ¢cual
es el mecanismo por el cual informa el higado de estos
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cambios al centro productor del factor? Como hemos dis-
cutido previamente hay una cierta evidencia de que esta
informacién pueda ser conducida hacia el sistema ner-
vioso central por la rama hepatica del vago '7-%°. Tam-
bién se ha sugerido ?° que tras la integracién de las se-
fales en el SNC, posiblemente a nivel de los nucleos
hipotalamicos, el mecanismo efector seria la propia iner-
vacion renal (simpatica) o la liberacion de una sustancia
humoral de accion directa sobre el rifidn 2°. Asimismo,
hay una cierta evidencia de que esta sustancia puede ser
secretada por el propio hipotdlamo. Asi CORT?* y
BUCKALEW 2° han encontrado mayor actividad natriuretica
en la sangre procedente de una vena yugular que en la
periférica. Otros estudios han demostrado la presencia
de actividad natriurética en extractos de neurohipdfisis e
hipotalamo 2% 26-28, Nuestros estudios no pueden mas
que descartar el origen hepatico de este factor, de bajo
peso molecular sin proporcionarnos indicios de cudl pue-
de ser el drgano productor.

En conclusion, nuestras experiencias demuestran que
la mayor natriuresis producida por la infusién hiperosmo-
lar de CINa hiperténico en la porta que en una vena peri-
férica esta mediada por un factor natriurético con las ca-
racteristicas fisico-quimicas que han sido descritas para
la denominada «hormona natriurética» °.
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