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RESUMEN

Determinamos los valores basales de factor natriurético auricular (ANF), activi-
dad renina plasmdtica (ARP) y aldosterona, sodio y potasio séricos en 12 indivi-
duos sanos normotensos. A ocho de éstos se realizé una infusién salina aguda co-
rrespondiente al 5 % de peso corporal durante dos horas, y se volvieron a determi-
nar los mismos pardmetros. Se midié la presién arterial y frecuencia cardiaca con-
vencionalmente. ,

El ANF se determiné por radioinmunoandlisis (RIA) previa extraccién del anti-
geno en minicolumnas Sep-Pak C,g (Waters). El valor basal de ANF en los 12 indi-
viduos sanos fue de 5,8 + 3,2 (2,5-12,7) pmol/l. Se encontré una correlacién ne-
gativa entre los niveles de ANF y frecuencia cardiaca (r = —0,742, p < 0,01), al-
dosterona sérica (r = —0,662, p < 0,01). ‘

En el subgrupo de ocho individuos, los valores pre y postinfusién salina de
ANF aguda fueron 6,2 + 3,8 vs 12,6 + 6,1 pmol/l (p < 0,02).

También se incrementaron significativamente la presién arterial sistélica (p <
0,02) y el potasio sérico (p < 0,001); por el contrario, disminuyeron significativa-
mente, por efecto de la infusién salina, la ARP (p < 0,001) y la aldosterona sérica
(p < 0,001). Después de la infusion salina se observo una correlacién negativa en-

" tre los niveles de ANF y aldosterona sérica (r = —0,640, p < 0,05).

Nuestros valores basales de ANF en normotensos se corresponden con los de la
literatura mundial utilizando un RIA con extraccién.

Una infusion salina aguda durante dos horas (5 % peso corporal) es suficiente
para estimular el FNA y suprimir el sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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Correspondencia: Dr. josé Mora Macia.

Servicio de Nefrologia.
Fundacién Puigvert.
Cartagena, 340-350.
08025 Barcelona.

261



J. MORA y cols.

ATRIAL NATRIURETIC FACTOR AND RENIN-ANGIOTENSIVE-ALDOSTERONE
SYSTEM IN NORMOTENSIVES. EFFECT OF AN ACUTE SALINE INFUSION

SUMMARY

We measured the basal levels of atrial natriuretic factor, PRA and serum aldos-
terone, potassium and sodium in twelve normotensive subjects, In eight of these
we performed an acute saline infusion (five per cent of the body weight) during
two hours and the same parameters were measured again. We measured the blood
pressure and heart rate conventionally. The ANF was measured by radioimmu-
noassay-after extraction in minicolumns SepPack C'g(Watters).

The basal level of ANF in the twelve subjects was 5.8 + 3.2 (2.5-12.7) pmol/l.
We found a negative correlation between the levels of ANF and heart rate (r =
—0.742, p < 0.01), serum aldosterone (r = —0.590, p < 0.05) and serum potas-
sium (r = —=0.662, p. < 0.01). In the subgroup of eight subjects the levels of ANF
before and after the acute saline infusion were 6.2 + 3.8 vs 12.6 = 6.1 pmol/l (p
< 0.02). There was a significant increase in the systolic blood pressure (115 £ 17 v
132 + 20 mmHg, p < 0.02) and seric potassium (4.0 + 0.4 v 4.6 = 0.3 mmol/l,
p < 0.001) and a significant decrease in PRA (2.4 + 2.0 v 0.83 * 0.62 ng/ml/h, p
< 0.001) and serum aldosterone (0.57 £ 0.39 v 0.21 + 0.09, p < 0.001). After
the acute saline infusion we observed a negative correlation between the levels of
ANF and serum aldosterone (r = 0.640, p < 0.05). v

Our basal levels of ANF in normotensives are consistent with those of other
investigators who used a method with pre-extraction of the peptide from plasma
before RIA. Acute saline infusion during two hours (5 % body weight) is enough to

stimulate ANF and to suppress the renin-angiotensin-aldosterone system.

Key words: Atrial natriuretic factor. Renin-Angiotensin-Aldosterone.

Introduccion

Hace unos veinte anos que se inicié la badsqueda
de un factor natriurético que regulase la homeostasis
del sodio, al comprobarse que la natriuresis impor-
tante que se producia tras la expansion del volumen
del liquido extracelular no se explicaba ni por un au-
mento de la cantidad filtrada ni por una reduccién de
la secrecién de aldosterona'. Por una parte, se ha
encontrado circulando en plasma una(s) sustancias)
flamada hormona natriurética que se caracteriza por
presentar una reaccién cruzada con el radioinmu-
noanélisis de la digoxina e inhibir el sistema enzima-
tico de transporte sodio-potasio ATP-asa de la misma
forma que lo hace la ouabaina ?, que es otro glucosi-
do digitdlico. Esta hormona natriurética probable-
mente se produce en el hipotilamo y no se trata de
un péptido; puede que esté relacionado con los aci-
dos grasos 2. Por otra parte, desde que De Bold? de-
mostré una relacién clara entre el estado de granula-
cion de los cardiocitos auriculares y el grado de ex-
pansion del volumen extracelular, se ha(n) podido
aislar, purificar y sintetizar un{os) péptido(s) con mar-
cadas propiedades natriuréticas que recibe el nombre
de factor natriurético auricular (ANF) o péptido na-
triurético atrial (ANP). La Sociedad Internacional de
Hipertension, la Asociacién Americana de Cardiolo-
gia y la OMS proponen utilizar el término péptido

262

natriurético auricular (ANP) o factor natriurético auri-
cular con el prefijo «<h» de humano o «r» de rata,
seguido de la secuencia de aminoacidos®. En el
hombre, la forma circulante mayoritaria es el h-
ANP99-126.

El objetivo de este trabajo es determinar los valores
normales de ANF circulante en plasma en voluntarios
sanos normotensos y observar la respuesta de este
péptido y del sistema renina-angiotensina-aldostero-
na (SRAA) después de realizar una expansién volu-
métrica (infusién salina aguda durante dos horas), vy,
por otra parte, cuantificar la interrelacién entrte el
SRAA vy el ANF después de dicha expansion.

Material y métodos

Protocolo

A doce individuos voluntarios sanos, normotensos,
con dieta sodica libre, de dieciséis-sesenta y cinco
afos, nueve mujeres y tres varones, se les canulé la
vena antecubital entre las 8.30 y 9.00 horas en posi-
cion de sentado. Treinta minutos después se realiza-
ron tomas de sangre para determinacién de niveles
de factor natriurético auricular (ANF), actividad reni-
na plasmatica (ARP) y aldosterona (Aldo,), sodio vy
potasio séricos.



A continuacién, a ocho de los 12 individuos ante-
riores, cinco mujeres y tres varones, de edades com-
prendidas entre dieciséis y cincuenta y cinco anos, se
les practicé una infusién salina aguda durante dos
horas, con una cantidad de suero fisiolégico corres-
pondiente al 5 % de'su peso corporal, permanecien-
do en la misma posicién de sentado durante la infu-
sién. Finalizada la infusién se realizaron de nuevo
tomas de sangre para determinar los mismos parame-
tros bioquimicos anteriores.

Todos los individuos recogieron orina de 24 horas
el dia anterior a la prueba para determinacién de al-
dosterona (Aldo,), sodio y potasio urinarios.

Se midié la presion arterial (PA) y la frecuencia
cardiaca (FC) tres veces durante el reposo previo a la
primera toma de muestra y cada quince minutos du-
rante la infusién, utilizdindose como PA y FC basales
las medias de las dos dltimas lecturas anteriores a la
infusién y como valores postinfusion las medias de
las dos lecturas mas altas durante la misma.

Determinacion de ANF plasmaético

Se recogieron 5 ml de sangre en tubo fric conte-
niendo EDTA Na, (1 mg/ml) y aprotinina (500
KIU/ml).

Se separé el plasma por centrifugacion a 4°C y se
almacené a —20°C hasta el momento de la valora-
cion del ANF.

El ANF plasmatico se determiné por radioinmu-
noandlisis (RIA) previa extraccién en minicolumnas
Sep-Pak C,5 (Waters). Dos ml de cada muestra de
plasma, a los que se anadieron 6 ml de acido acético
al 2 % y 1.000 dpm de 1'*> ANF, se aplicaron a las
minicolumnas previamente activadas con etanol ab-
soluto (10 ml) y agua destilada (10 ml). A continua-
cién, las minicolumnas se lavaron de nuevo con
agua destilada (5 ml) y se eluyeron con 4 ml de
etanol/ac. acético 2 % (86:14). La recuperacién del
ANF fue del 70-90 %.

RIA de ANF: se utiliz6 un RIA-Kit de la firma
Amersham, Los extractos de ANF evaporados bajo
corriente de nitrégeno se redisolvieron con 300 pl de
tampon fosfato 0,025 M pH = 7,8. Cien pl de cada
muestra y 100 Ul de estandar sintético h-ANF (1-
32 fmol/tubo) por duplicado se incubaron 24 horas a
4°C con 100 ul de anticuerpo (antisuero de conejo
obtenido frente a h-ANF). A continuacion se
anadieron a todos los tubos 100 pl de trazador 1'%°

h-ANF (marcado en posicién 3 del radical tirosi-
lo terminal) y la incubacion siguié 24 horas més a la
misma temperatura. El tercer dia del ensayo se ana-
dieron 250 ul del segundo anticuerpo (antisuero de
caballo obtenido frente al suero de conejo) y, des-
pués de una incubacién de 10 minutos a temperatura
ambiente, se separd la fraccion libre de la ligada por
centrifugacién. La radiactividad de esta Gltima se
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ley6 en contador de particulas gamma y los resulta-
dos se obtuvieron por comparacién con la curva es-
tandard después de su correccién de acuerdo al coe-
ficiente de recuperacién de la extraccion.

La sensibilidad del RIA fue < 1 fmol/tubo (equiva-
lente a < 2 pmol/l plasma), y la precisién intraensayo
expresada como coeficiente de variacion (CV) fue del
11,9 % para un valor medio de 16,2 pmol/l (N = 9).

Otros métodos analiticos

La ARP se determiné por RIA de angiotensina | de
la casa Sorin (modificado) ®, previa reaccién enzima-
tica.

La Aldos se valoré por un RIA-Kit DPC que mide la
aldosterona libre del suero.

La Aldo, se midi6é por un RIA-Kit Sorin que valora
el componente 4cido débil de la orina previa hidréli-
sis acida de la misma.

El sodio y el potasio se determinaron por fotome-
tria de llama.

Valoracion estadistica

En el primer grupo de.12 individuos normotensos
se utilizo la recta de regresion para hallar 1a correla-
cion entre el ANF y los demds parametros.

En el subgrupo de ocho individuos a los que se
practicé la infusién salina aguda se utilizé la T de
Wilcoxon para observar la significacion estadistica
de los incrementos o decrementos pre y postinfusion
y la recta de regresién para correlacionar los mismos
parametros en las dos situaciones.

Resultados

Todos los parametros valorados en el grupo de 12
individuos y en el subgrupo de ocho se hallan esque-
matizados en las tablas | y 1.

En el grupo de 12 individuos, el nivel de ANF
M + DE (rango) fue de 5,8 + 3,2 (2,5-12,7) pmol/l.
Se encontré una correlacién negativa con significado
estadistico, entre los niveles de ANF y la FC, la Aldo,
y el potasio sérico: r = —0,742, p < 0,01; r =
—0,590, p < 0,05, yr = —0,662, p < 0,01, respec-
tivamente (fig. 1).

No se hallé significacion estadistica para las corre-
laciones de ANF vs edad, PA sistélica, PA diastélica,
potasio sérico y ARP, ni tampoco para ANF vs sodio
y potasio urinarios. La correlacion entre ANF y Aldo,
fue mas estrecha, aunque tampoco fue significati-
va, r = —0,523.

En el subgrupo de ocho individuos, el nivel basal
de ANF fue de 6,2 £ 3,8 (2,4-12,7) pmol/l, y des-
pués de la infusiéon fue de 12,6 £ 6,1 (2,3-23,1)
pmol/l; este incremento fue significativo estadistica-
mente (p < 0,02) y se acompand de incrementos sig-
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Tabla I. Grupo de 12 individuos normotensos.
Valores basales M + DE

Edad ........... ... ARos 37 £ 12
Presion arterial sistolica ......... mmHg 108 £ 17
Presion arterial diastélica ..... ... mmHg 70 £ 12
Frecuencia cardiaca ............ ppm 76 £ 14
Factor natriurético atrial ......... pmol/! 5,8+ 3,2
Actividad renina plasmatica ... ... ng/mi/h 2618
Aldosterona sérica .............. nmol/l 0,55 £ 0,33
Aldosterona urinaria ............ nmol/24 h 48,6 = 28,5
Sodio SErco .. ... mmol/l 139 £ 1,4
Potasio $rico .........cooov.n.. mmol/l 42 +0,4
Sodio urinario ................. mmol/24 h 153 £ 38
Potasio urinario ................ mmol/24 h 59 + 14

nificativos de la PAS (p < 0,02) y del potasio sérico
(p < 0,001) y de decrementos también estadistica-
mente significativos de 1la ARP (p < 0,001) y de la
Aldo,, (p < 0,001). T Wilcoxon (figs. 2, 3, 4, 5y 6).

Las recetas de regresién que correlacionan estos
parametros en las dos situaciones, basal y postreple-
cion, se hallan representadas en las mismas figuras.

En este grupo de ocho individuos, en situacion ba-
sal, el ANF se correlacioné negativamente con los
mismos parametros del grupo mas amplio de 12 indi-
viduos, o sea con la FC, la Aldo, v el potasio sérico (r
= —0,744, p < 0,05; r = —0,628, p < 0,05, y r
=-0,716, p < 0,05, respectivamente); sin embargo,
en situacion de replecion salina el ANF sélo se co-
rrelacioné negativamente con la Aldo,: r = —0,640 p
< 0,05 (fig. 7).

Discusion

La existencia de una hormona natriurética parti6
inicialmente de la observacion de que tras una ex-
pansién del volumen sanguineo se produce una na-
triuresis, incluso cuando la tasa de filtracién glome-
rular no varia’. Actualmente estd demostrado que en
esta natriuresis interviene el ANF, pues tanto en ratas
como en seres humanos el aumento del volumen in-

travascular desencadenado por una infusion salina
intravenosa se acompana de un aumento de los nive-
les plasmaticos de ANF& 1,

Los valores normales de ANF en nuestro grupo de
normotensos es de 5,8 + 3,2 pmol/l. Estos valores
son del mismo orden de los obtenidos por algunos
autores. Sin embargo, el rango de normalidad halla-
do en la literatura mundial es extremadamente am-
plio, 0,7-250 pmol/l 2 %  Esta gran dispersion de
valores se debe a la falta de estandarizacién en la me-
todologia. Por un lado, la posicién del paciente en el
momento de la toma de muestra '°; por otro lado, las
condiciones de reposo o deambulacién. Algunos au-
tores han descrito una correlacion entre los niveles
de ANF y la edad '® '7. Este aumento de ANF con la
edad podria reflejar una respuesta compensatoria a
una pequena deficiencia en la capacidad renal para
excretar sodio que se observa con la edad, o bien ser
consecuencia del aumento gradual de la presion au-
ricular que también se observa con la edad. Efectiva-
mente, una disminucién de la distensibilidad ventri-
cular origina un aumento del trabajo auricular vy,
consecuentemente, un aumento de las presiones au-
riculares. Este hecho se observa con el envejecimien-
to y en la hipertension arterial, de manera que se ha
sugerido que un incremento de los niveles de ANF
puede ser un indice de disfuncion de la distensibili-
dad ventricular en la hipertensién arterial 3. Final-
mente, y quiza este sea el factor mas importante y
también puede influir en el resultado, las condicio-
nes del plasma en el momento de practicar el RIA de
ANF. Algunos autores utilizan plasma completo sin
modificar '®, obteniéndose valores mas elevados de-
bido a reacciones cruzadas del péptido con otras sus-
tancias plasmaéticas. Otros autores utilizan un extrac-
to purificado de ANF y de esta manera obtienen valo-
res mas bajos. Nosotros nos hallamos entre estos Giti-
mos, ya que estda demostrado que asi se logra una
mayor exactitud en la medida de la concentracion
del ANF.

El incremento del volumen intravascular debido a

Tabla Il.  Subgrupo de ocho individuos normotensos. Valores pre y postinfusion salina aguda M + DE
Pre Post
Edad ... ... Afos 39 £ 13 —
Presion arterial sistélica .......... ... .. .. . ..., mmHg 115+ 17 132 £ 20
Presién arterial diastélica ........ ... i mmHg 76 £ 10 79 £ 14
Frecuenciacardiaca .............. ... i ppm 75 + 16 73 £ 12
Factor natriurético atrial ............. .. . ... .. e pmol/l 6,2 +3,8 12,6 + 6,1
Actividad renina plasmatica ............. .. ... . ..o ng/mi/h 2,4%2,0 0,83 + 0,62
Aldosterona sérica ... ... S, nmol/l 0,57 + 0,39 0,21 + 0,09
~Aldosterona urinaria . ............cie e nmol/24 h 41,0 + 30,8 —
SOIO SEFICO . . oottt mmol/l 140 + 1,2 141 + 1,6
POasio SEMCO . ... .o or it i mmol/l 4,0 0,4 4,6 +0,3
Sodio UFINAIO ... .. mmol/24 h 166 *+ 29 —
POtasio UMINAMO ..\t vt e tetie et iin e mmol/24 h 62 + 14 —
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Fig. 1.—Correlaciones del factor natriurético auricular con la fre-

cuencia cardiaca, la aldosterona y el potasio séricos en un grupo-

de 12 individuos normotensos.

una infusién salina aguda aumenta la secrecién de
ANF. En nuestro grupo de ocho sanos normotensos,
después de administrar durante dos horas una canti-
dad de suero salino isotonico correspondiente al 5 %
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Fig. 2.—Valor basal y postreplecién salina aguda de ANF en ocho
normotensos. Recta de regresién que correlaciona esre parametro
en las dos situaciones.
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Fig. 3.—Valor basal y postreplecién salina aguda de presién arte-
rial sistélica (PAS).

del peso corporal, el ANF pasa de 6,2 = 3,8 a
12,6 = 6,1 pmol/l (p < 0,0025). este aumento agu-
do del volumen intravascular se acompania de una
supresion del sistem renina-angiotensina-aldosterona,
que se expresa en ura disminucion sugmflcatlva de la
ARP (p < 0,02) y de la aldosterona sérica (p < 0,02).

La secrecién de ANF en respuesta a una expansion
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Fig. 5.—Valor basal y postreplecién salina aguda de ARP en ocho
normotensos. Recta de regresién que correlaciona este pardmetro
en las dos situaciones.

de volumen se debe a un aumento de la presién auri-
cular '°. Este hecho se pone de manifiesto en manio-

bras que producen una redistribuciéon del volumen

del liquido intravascular desde la periferia al espacio
tordcico, como la inclinacién de la cabeza hacia
abajo o la inmersién del cuerpo en agua 2%22, El au-
mento de la presién auricular se debe a una accién
directa de la presién sobre los miocitos atriales mas
que a una accién neurorrefleja 3.
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Fig. 7.—Correlacion entre el ANF y la aldosterona sérica en ocho
normotensos después de una replecién salina aguda.

Después de la repleciéon salina hemos observado
una correlacién negativa entre el nivel de ANF y la
aldosterona sérica (r = —0,640, p < 0,05), pero no
se ha observado una correlacién con la ARP. Este ha-
llazgo apoya la hipétesis de que el ANF inhibe la
secrecion de aldosterona independientemente de la
ARP. Este hallazgo apoya la hipétesis de que el ANF
inhibe la secrecién de aldosterona independiente-
mente de la ARP. Se ha comprobado que la excre-
cién de sodio provocada por el ANF no se debe sélo
a una accién directa sobre el rifién, sino también a
una inhibicién de la producciéon de aldosterona 2%
26 La disminucién de los niveles plasméticos de al-
dosterona en respuesta a una infusién de ANF se ob-
serva incluso ante valores normales o elevados de re-
nina?7°, lo que sugiere una accién directa inhibito-



ria czisel ANF sobre las células de la glomerulosa adre-
nal .

La infusién salina aguda en individuos normoten-

sos se ha mostrado lo suficientemente potente para
provocar un aumento de la secrecion de ANF. Cree-
mos que este tipo de test podria utilizarse para identi-
ficar en sujetos hipertensos aquellos que responden
con un aumento de su presion arterial a una sobre-
carga salina (sal sensibles) de los que no (sal no sen-
%i()k)les), con una repercusion terapéutica importante
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