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EE= Error Estandar

FBG= Fenilbiguanida
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Gmax= Ganancia maxima del baroreflejo

HTRS= Hipertensién Resistente a Sal

HTSS= Hipertensién Sensible a Sal

INT= Denervacién Fingida

Na= Sodio

NTRS= Normotension Resistente a Sal

NTSS= Normotension Sensible a Sal




PAD= Presion Arterial Diastolica
PAM= Presion Arterial Media
PAS= Presion Arterial Sistolica
PP= Presion Pulsatil

PVC= Presion Venosa Central
RS= Resistente a Sal

S§S= Sensible a Sal



RESUMEN

Introduccion: El concepto de sensibilidad a sal (SS) eslabona el incremento de presion arterial con la
administracion de una carga de sodio elevada y se traduce en una disminucién en la pendiente de la
relacion presidn-natriuresis cronica. Desde un punto de vista clinico y epidemiologico, se ha encontrado
que la SS se presenta en ~ 25 % de los normotensos y en ~ 50% de los hipertensos esenciales (en
donde es un epifendémeno), considerandose un predictor de hipertension arterial asociado con la edad y
un predictor de muerte independiente de presion arterial. Por tanto, conocer la etiopatogenia y la fisio-
patologia de la SS resulta relevante. Experimentaimente, la SS se ha estudiado tanto en modelos
genéticos (cepa Dahl) como en el modelo inducido (quirargicamente) de denervacion sino-adrtica cro-
nica (DSA) més dieta alta en sal (DANa). En ambos modelos se ha sugerido que factores extrarenales
(independientes del genotipo renal), como lo es el aumento en la actividad nerviosas simpatica (ANS)
inducido por la sal, juegan un papel critico en la SS. Aunque el modelo Dahi ha sido ampliamente
usado para estudiar el fenémeno de la SS, el hecho de combinar factores renales y extrarenales, asi
como el presentar multiples anormalidades heredables (algunas conocidas y otras no) en diversos
sistemas ha hecho imposible explorar de manera especifica cual o cuales de ellas participan en la
etiopatogenia de la SS. Las ratas Dahl SS muestran ya desde las etapas pre-hipertensivas trastornos
de la funcion barorefleja. El hecho de que la DSA induzca SS sélo cuando se administra una DANa
indica que la desfuncionalizacion barorefleja arterial es condicién necesaria pero no suficiente para
inducir SS. Hasta la fecha se ha considerado que so6lo una DSA radical es capaz de inducir SS.
Hipotesis: 1) La denervacion baroreceptora arterial parcial y cronica (denervacion adrtica crénica =
DA) mas DANa es capaz de inducir SS. 2) El grado de SS se asocia a desfuncionalizacion progresiva
del sistema baroreflejo arterial. Objetivos: 1) Definir si existe interaccion entre denervacion barore-
ceptora y dieta en el determinismo de la presion arterial; 2) Evaluar la actividad barorefleja arterial y
cardiopulmonar remanente en deaferentacion crénica arterial progresiva (intacto—DSA) en DANa y en
dieta baja en sal (DBNa); 3) Intentar establecer una asociaciéon continua entre el grado de desfun-
cionalizacion barorefleja y el grado de SS. Disefo: Unidad experimental = rata. Estructura de disefo =
completamente al azar. Estructura de Tratamientos: factorial 3 x 2 (DA y DSA real o fingida, Dieta Alta o
Baja en sodio). Se midio Presion Arterial Pulsatil (PP), Presién Arterial Media (PAM), Frecuencia
Cardiaca (FC), Presion Venosa Central (PVC) y Actividad Nerviosa Simpatica Eferente Renal (ANSER).
Métodos: Animales con curva ponderal normal y nomotensas. DA y DSA real o fingida por el método
de Krieger. Régimen dietético (DANa = 8% Na, DBNa 0.04% Na) por 21 dias. Experimento agudo: En
estado alerta, medicion de PAM, FC y PP por 60 min pre y post denervacion. En estado anestesiado se
hizo evaluacién funcional de los baroreflejos arteriales (rampas de presion) y cardiopulmonares
remanentes antes y después de vagotomia cervical bilateral por evaluar el A%ANSER/PAM ajustado
por regresion logistica de 4 parametros. Analisis: Exploratorio y luego confirmatorio paramétrico usan-
do modelos de efectos fijos de 2 vias para evaluar interaccidn Denervacion*Dieta o no paramétrico
segun el caso. Nivel de a = 0.05. Resultados: Se realizaron 59 experimentos de 36 proyectados. El
analisis indico: 1) que no existe interaccion entre denervacion baroreceptora y dieta, pero si hay in-
fluencia de ambos factores en el determinismo de la PAM cuando se corrige por la covariable PAM Pre-
denervacion; 2) La DA mas DANa es un modelo de normotension sensible sal; 3) La funcién barorefleja
arterial remanente se ve afectada por el grado de denervacion baroreceptora pero no por la dieta, de
manera que mientras la DA no afecta la funcion barorefleja, la DSA la atenua; 4) La actividad baro-
refleja cardiopuimonar no compensa la pérdida progresiva del baroreflejo arterial; 5) La pendiente de la
relacion A%ANSER/PAM muestra interaccion denervacion*dieta, la cual desaparece con la vagotomia;
6) El grado de SS no se asoci6 a la desfuncionalizacion progresiva del sistema baroreflejo arterial, ya
que no se observd un aumento progresivo en el APAM conforme aumentd la radicalidad de la
denervacién (DA-> DSA) en los animales bajo una DANa. Conclusion: La denervacion aértica mas
dieta alta en sal constituye un modelo experimental inédito de normotension sensible a sal .



INTRODUCCION

El espectro de la Sensibilidad a Sal (SS)

La administracion crénica de una dieta alta en sodio (DANa) a mamiferos produce efectos que no estan
relacionados a la presion arterial. Ejemplo de ello son: la hiperreactividad del musculo liso bronquial
(Burney PGJ 1987), la resistencia a la insulina (Donovan y col 1993) y la fibrosis cardiaca y renal (Yu HCM
1998). Entonces, estrictamente hablando, estas respuestas constituyen una forma de sensibilidad a sal

(aunque no ampliamente reconocida) que es independiente del valor absoluto de presion arterial.

En 1961, Lewis K Dahl y col observaron que la administracion cronica excesiva de sal solo inducia
hipertension arterial en una sub-poblacion de ratas Sprague-Dawley que mostraban normotension cuando
se les administraba una dieta control “baja en sodio”. Suponiendo la heredabilidad del fenémeno, estos
autores generaron por cruzamiento selectivo las subcepas sensibles a sal (DahlSS) que desarrollaban HT
cuando se le sometia a una DANa (8% Na), y las resistentes a sal (DahIRS) que permanecian normo-
tensas cuando se les sometia a la misma DANa. Asi surgié un primer concepto de sensibilidad a sal (SS),
el cual eslabonaba el desarrollo de hipertension (HT) cor la administracién de una carga de sodio elevada,

por lo que también se le denomind hipertension arterial sensible a sal (HTSS).

Esta idea fue trasladada de manera modificada al terreno clinico por Kawasaki y col (1978), Campese y col
(1982), Weinberger y col (1986). En sujetos hipertensos esenciales, evaluaron el cambio de presion
arterial media (PAM) luego de administrar cronica o agudamente dos tipos de cargas de sal: una alta y otra
baja en sal. En principio, identificaron dentro de los hipertensos esenciales a tres subgrupos: los
hipertensos sensibles a sal (HTSS = cambio en PAM > 10 mmHg), los hipertensos resistentes a sal (HTRS
= no cambio o un cambio < 5 mmHg) y los hipertensos indeterminados (diferencia entre 6 y 10 mmHg). La
traduccion fenomenoldgica de lo anterior fue que las curvas presion-natriuresis cronicas tanto del HTSS
como del HTRS estuvieran desplazadas a la derecha, pero ademas que la del HTSS mostraran menor
pendiente. Weinberger y col (1986,1996 y 2001) ademas documentaron que este cambio en PAM, el cual
. mostraba distribucion normal, también podia observarse en algunos sujetos normotensos, a los cuales
denominaron normotensos sensibles a sal (NTSS), pero no en otros, a los cuales denominaron
normotensos resistentes a sal (NTRS). Fenomenologicamente, ello se tradujo en que las curvas presion-
natriuresis cronicas tanto del NTSS como del NTRS no mostraran desplazamiento a la derecha, pero
ademas que la del NTSS mostrara una menor pendiente. Asi, este grupo reportd que ~ el 25% de los
normotensos y el 50% de los hipertensos eran SS y dio lugar a un segundo concepto de SS (concepto



clinico), el cual eslabonaba el cambio en PAM (aunque no necesariamente en los rangos hipertensivos) a
la administracion de una carga de sodio elevada primero (replecion) y baja después (deplecion) e hizo

claro que en el hipertenso esencial, la SS asi definida, constituia un epifenomeno (Strazzullo, 2003).

Ahora se sabe que en el sujeto normotenso, la SS asi definida , es un predictor de hipertension arterial
asociado con la edad; que tanto en el normotenso como en el hipertenso esencial, la SS es un predictor de
muerte independiente de presion arterial (Weinberger , 2001) y que en el hipertenso esencial, la SS
constituye un factor de riesgo 3 veces mayor para la ocurrencia de eventos cardiovasculares (Morimoto y

col, 1997) y un factor de riesgo para el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda asi como de protei-
nuria (Bigazzi y col, 1994).

Recapitulando, aunque no existe una definicion universal de SS, se puede proponer que la SS es aquella
condicion en donde una ingesta cronica elevada de sal hace que los individuos susceptibles aumenten sus
valores de presion arterial media de manera sostenida. A la fecha es claro que mientras la presion arterial
media en la poblacion como un todo solo responde modesta e inconsistentemente a las incrementos en la
ingesta de sodio (Franco & Oparil 2006), algunos individuos manifiestan aumentos relativamente grandes y
sostenidos en presion arterial media. Estos individuos también manifiestan cambios relativamente grandes
en respuesta a la replecion-deplecion aguda o cronica de sal (Franco & Oparil, 2006) y son los asi
llamados sensibles a sal (SS), que pueden ser normotensos (NTSS) o hipertensos (HTSS) (Weinberger,
2001). Bajo esta perspectiva, no es descabellado proponer que existe un continuo de sensibilidad a sal en

el individuo susceptible en donde en un extremo esta la condicion de NTSS y en el otro extremo esta la
condicion de HTSS.

Relevancia de la SS

La raza humana esta programada genéticamente para consumir <1 g de sal/dia (17 mEq/dia) pero la
mayoria de las poblaciones humanas consumen entre 6 y 12 g de salldia (entre 100 y 200 mEq/dia), es
decir, el humano consume habitualmente una cantidad de sal por arriba de su requerimiento genético (de
Wardener HE y col 2002) y cercano a los limites que se usan para evidenciar clinicamente la SS en el
sujeto susceptible (250 mEq/dia), de manera que se puede proponer que es este consumo crénico el que
induce la SS en el humano susceptible, ya sea normotenso o hipertenso. La Encuesta Nacional de
Enfermedades Cronica (ENEC,1993) y la Encuesta Nacional de Salud (ENSA, 2000), indican que dentro de

los factores de riesgo cardiovascular en adultos mayores de 20 afios de edad en México el mas prevalente



(75%) de ellos es el consumo excesivo de sal (>de 6 g/dia), por arriba de todos los demas factores de
riesgo (HT = 30%, DM = 10.9%, Obesidad = 46.3%, Hipercolesterolernia = 9.%)

La SS en el humano ha ganado importancia clinica y epidemiologica en los ultimos 20 afios y los estudios
INTERSALT y Dash-Na son un reflejo de ello. Si se extrapolan las prevalencias tanto de NTSS como de
HTSS reportadas por Weinberger y col (1986,1996 y 2001) en poblacién norteamericana a nuestro
escenario nacional de salud, podemos decir que para el 2005 y dada la prevalencia de HT en adultos
mayores de 20 anos (30% , ENSA 2000), en México habia 18.3 millones de HT de los cuales la mitad
podrian ser HTSS y mas importante aln, habria 10.7 millones de NTSS ( 25% de 42.8 millones de NT).
De poderse detectar a tiempo estos Ultimos y de poderse adoptar medidas preventivas adecuadas podria
retrasarse o evitar la aparicion de hipertension arterial esencial en estos individuos. Asi y entonces, el

conocer la etiopatogenia y la fisiopatologia de SS es en extremo relevante.

ETIOPATOGENIA ; Qué se ha aprendido de los modelos experimentales de SS?

1) Modelo Genético de SS (Modelo Dahl)

La SS se ha estudiado experimentalmente de manera preponderante en la cepa de ratas Dahl. Los estu-
dios de transplante renal cruzado entre ratas sensibles a sal (ratas DahiSS) y resistentes a sal (DahIRS),
usando dietas tanto normales (0.3% Na) como altas (8% Na) en sodio (Dahl LK y col 1974; Morgan DA y
col 1990), pusieron de relieve dos hechos: por un lado, que la hipertension sigue al rifién y por tanto que la
disminucion en la capacidad innata de este érgano para excretar sodio juega un papel central en el
desarrollo de hipertension, y por otro, que factores extrarenales, independientes del genotipo renal (pero no
forzosamente independientes del rifidn) juegan un papel critico en el desarrollo de la SS. El corolario de
todos estos experimentos fue, entonces, que en la rata DahISS bajo DANa existen dos componentes
genotipicos que determinan el nivel de presion arterial, uno renal, que desplaza la relacion presion-
natriuresis a la derecha (a rangos hipertensivos), y otro extrarenal, que determina la caida en la pendiente

de la relacion (Grisk y col 2001) y que acentta la hipertension.

El efecto que ambos componentes (renal y extrarenal) en conjunto tienen sobre el balance de sodio fue
elegantemente estudiado por Greene y col en 1990, quienes mostraron que un cambio en el ingreso de
sodio de 20 veces (por via i.v.) produjo un cambio en el peso corporal y en el gasto cardiaco que fue

semejante entre las ratas DahlRS y DahISS, pero sélo estas ultimas fueron incapaces de disminuir su
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resistencia periférica total y por tanto desarroliaron hipertension. Cuando el mismo experimento fue llevado
a cabo pero impidiendo que el peso aumentara y por ende que el volumen extracelular se expandiera (por
servocontrolar el ingreso de agua), la [Na+]p aumentd pero la hipertensién no ocurrid. Estos hallazgos
ponen de relieve tres aspectos: a) que la respuesta hipertensiva en la rata DahlSS bajo DANa no
necesariamente es provocada por una mayor retencion de sodio y agua sino por una incapacidad para
poder reducir la resistencia periférica total; b) que el aumento de volumen es condicién necesaria pero no

suficiente para que se manifieste la hipertension y ¢) que el aumento en la [Nat+]p per-se, no induce
hipertension.

El hecho de que la simpatectomia quimica inducida (por 6-hydroxidopamina) en ratas DahISS, previo a
que se instaurara la DANa, evitara el desarrollo de hipertension sugiri6 (Takeshita y col 1979) que un
sistema nervioso simpatico intacto juega un papel esencial en el desarrollo de la HTSS y lo hizo fuerte
candidato a ser el componente genotipico extrarenal primario en la SS. A partir de estos experimentos se
ha venido acumulando evidencia (Lennen y col 2002) de que en la rata DahISS (vs la rata DahlRS) bajo
DANa el aumento en la actividad nerviosa simpatica basal puede constituir uno de los factores
extrarenales en la SS y que un deterioro en el control baroreflejo se asocia al mismo. Este deterioro,
también conocido como desfuncionalizacion barorefleja, aparentemente tiene un componente periférico
asi como otro central. La desfuncionalizacion barorefleja periférica se refleja en el hecho de que ya desde
la fase prehipertensiva (bajo dieta baja en sodio = DBNa) la rata DahlSS muestra un deterioro del control
baroreflejo arterial (Gordon y col. 1981) ylo cardiopulmonar (Ferrari A y col 1984) sobre la descarga
nerviosa simpatica. Esto ltimo hizo proponer que la desfuncionalizacion barorefleja periférica podria jugar
un papel patogénico en la SS (Gordon y col, 1984). Por otro lado, la desfuncionalizacion barorefleja central
se refleja en que bajo DANa existe: a) aumento en la descarga nerviosa simpatica basal (ANSb), b)
aumento en la respuesta simpatoexcitatoria al estrés del chorro de aire, ¢) atenuacion de la respuesta
simpatoinhibitoria al aumento de presién arterial media y/o presion venosa central (Huang & Leenen, 1998).
Finalmente, Osborn y col (1988) reportaron que la denervacion renal cronica era incapaz de atenuar o
retrasar la aparicion de la hipertension en las ratas DahlSS que consumen una DANa, indicando que el

_ desarrollo de la hipertension en este modelo es independiente de una inervacion renal intacta.

Aunque el modelo genético DahlSS ha sido ampliamente usado para estudiar el fenomeno de la SS, el
hecho de combinar componentes renales y extrarenales, asi como el de presentar multipies anormalidades

heredables (algunas conocidas y otras no) en los ambitos renal, vascular, neurohumoral, baroreflejo y de



permeabilidad en la barrera hematoencefalica (Osborn JW y col, 2005) ha hecho dificil explorar de manera

especifica cual o cuales de ellas participan en la etiopatogenia de la SS.

2) Modelos Inducidos de SS

2a) Modelo de Denervacion Sino-Adrtica Cronica (DSA) + Dieta alta en sal

Bajo el escenario del modelo genético DahlSS se hizo necesario desarrollar otros modelos que permitieran
explorar de manera selectiva potenciales factores que explicaran la SS. Con el objeto de explorar el papel
de los baroreflejos arteriales se desarrolld el modelo, experimentalmente inducido, de denervacion sino-
aortica (DSA) + DANa (Barres y col, 1992; Osborn y Engiand, 1990; Irigoyen y col, 1995), el cual tiene dos
fases claramente distinguibles.

La DSA inicialmente induce un aumento agudo en la presion arterial media, en la variabilidad de la presion
arterial media, en la frecuencia cardiaca y en la actividad nerviosa simpatica, producto de la desfun-
cionalizacion barorefleja. Sin embargo, a las 72 hs post-DSA, la presion arterial media , la frecuencia
cardiaca y la actividad nerviosa simpatica han retornado, por mecanismos todavia no bien esclarecidos, a
sus niveles pre-denervacion (Osborn y England, 1990; Barres y col 1992, Irigoyen y col,1995), de manera
que en su fase tardia no existe aumento de ninguna de estas tres variables aunque la variabilidad de la

presion arterial permanece aumentada (Barres y col 1992, Schreihofer y Sved,1994; Osborn y Hornfeldt,
1998).

Si a ratas con DSA en su fase tardia y alimentadas con una DNNa (0.4% de Na) se les somete a una
DANa (4% u 8%) por un periodo de 3 semanas gradualmente aumentan su PAM, es decir, muestran SS
(Howe y col, 1985; Osborn JW y Provo, 1992). Si luego de 3 semanas en DANa los animales con DSA son
regresados a la DNNa su presion arterial se normaliza en ~24 hs. Ello sugiere que al menos en este lapso
y en este modelo, la DANa y el consecuente aumento en PAM, no han producido un deterioro permanente
en cuanto a la capacidad renal para excretar sodio. Por lo que respecta a la SS inducida en este modelo,
se han invocado multiples mecanismos para explicarla, a saber: a) que la DSA real de alguna manera
reduzca transitoriamente la capacidad renal para excretar sai, de manera que ante una DANa ello daria
lugar a una expansion de volumen plasmatica preferencialmente mayor (y por tanto a un mayor aumento
de presion arterial) en los animales con DSA real que con DSA fingida (Osborn y Provo, 1992); b) que la
ingesta de una DANa resulte en un grado de expansion de volumen extracelular similar en animales con

DSA real y DSA fingida (con aumento de gasto cardiaco similar), pero que la respuesta presora al aumento
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de volumen plasmatico es aumentada en los animales con DSA real a consecuencia de una incapacidad
para reducir su resistencia periférica total (Osborn y Provo, 1992); ¢) que la ingesta de una DANa en
animales con DSA real y DSA fingida produzca un aumento en la concentraciones plasmaticas de
Hormona Antidiurética (HAD), por activacion de osmoreceptores esplacnicos, la cual aumentara la presion
arterial solo en los animales con DSA real pero no en aquellos con DSA fingida, ya que la DSA real
evitaria el efecto simpatoinhibitorio de la HAD mediado por los baroreceptores (Osborn y Provo, 1992); d)
que la ingesta de una DANa en animales con DSA cronica induce directa o indirectamente un aumento
cronico en el nivel de referencia central de la actividad nerviosa simpatica eferente basal, que ademas no
podra suprimir cronicamente ante el aumento de PAM dada la deaferentacion sino-aértica (Osborn y
Hornfeldt, 1998). En apoyo de este mecanismo, esta la evidencia aportada por Huang y col (1999a) en el
sentido de que, de manera semejante a lo que sucede en las ratas DalhSS + DANa, las ratas con DSA real
+ DANa exhiben un aumento en la respuesta presora y simpatoexcitatoria al estrés del chorro de aire
respecto a aquella observada en las ratas con DSA fingida + DANa; e) que la DSA cronica imposibilita al
animal a suprimir cronica-mente la actividad nerviosa simpatica cuando ingiere una DANa,
(independientemente del nivel de actividad nerviosa simpéatica basal) asi como también a suprimir

cronicamente los niveles de hormonas ligadas a la homeostasis de agua y sodio (Osborn y Hornfeldt,
1998).

El aumento en la variabilidad de la presidn arterial media (juzgada por la desviacion estandar de la presion
arterial media en un periodo de tiempo determinado) luego de la DSA parece ser el producto, por un lado,
del aumento (~ 8 veces) en la variabilidad espontanea y azarosa de baja frecuencia (0.005 - 0.27Hz) dada
por las conductancias vasculares regionales, las cuales no estan siendo amortiguadas por el baroreflejo
arterial y que explican el 70% de la variacién, y por otro, del mantenimiento de la variabilidad de la actividad
nerviosa simpatica basal central (independiente del baroreflejo) que explica el otro 30% (Zhang y col 1995).
Adicionalmente se sabe que la DSA atena importantemente (pero no absolutamente) la potencia espectral
(y por ende la variabilidad) tanto de la presidn arterial media como de ia actividad nerviosa simpatica en el

rango de frecuencia intermedia - 0.27 a 0.74 Hz- (Julien y col 2003). El calculo de las funciones de

~ coherencias en este rango de frecuencia intermedia, indica que los ritmos de presion arterial media y

actividad nerviosa simpatica estan linealmente relacionadas tanto en el animal intacto como en aquel con
DSA y ello es consistente con la propuesta de que las fluctuaciones de presion arterial media dentro de
este rango son principalmente, sino no es que exclusivamente, mediadas por el sistema nervioso simpatico
central. Por otro lado, Osborn y Hornfeldt (1998) reportaron en este modelo (DSA) que la DANa o la DBNa

no modifican la variabilidad circadiana de la presion arterial media (0.00001Hz = ultra baja frecuencia), sin
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embargo la DANa, exagera el aumento de presion arterial media que se da en la fase nocturna activa de la
rata asi como el valor nadir de presién arterial media cuando se compara con ratas con DSA fingida bajo la
misma dieta. Aunque no se conoce si en este modelo la DANa modifica la variabilidad de la presion arterial
media en los rangos de frecuencia baja o intermedia, la pregunta de como la DANa aumenta la presion
arterial permanece incontestada. Como ya se mencion6, se ha sugerido que los baroreceptores arteriales
juegan un papel critico en la regulacion a largo plazo de la PAM y por otra que su eliminacion deja al
descubierto y sin contrapeso el mecanismo central que define el nivel de referencia de la actividad nerviosa

simpatica y de la presion arterial media a largo plazo y que aparentemente es activado por DANa (Osborn
JWy col 2005).

En la rata no existen quimioreceptores abrticos (Franchini y col 1994, Van Viiet y col.1999) y el
procedimiento quirurgico de DSA como es llevado a cabo en la mayoria de los laboratorios del mundo,
incluye la eliminacion de los cuerpos carotideos (quimiorreceptores periféricos), de manera que la DSA
elimina, ademas, la influencia excitatoria que éstos ejercen sobre el centro ventromedular rostral del bulbo.
Ha sido demostrado por Franchini y cols (1992,1994) que tal eliminacion en el animal con DSA bajo DNNa
y respirando aire ambiental induce hipoventilacion alveolar con el consecuente desarrollo de hipoxemia e
hipercapnia, y que cuando se resuelve por oxigenoterapia propicia que la presion arterial media aumente
entre 10 y 15 mmHg. Torres-Rodriguez (2004) mostroé que esta condicion de hipoxemia e hipercapnia
persiste en animales con DSA y DANa, de manera que dicha deaferentacion quimioreceptora puede ser
una de las razones por las que la actividad nerviosa simpatica retorne a su nivel basal luego de la DSA
aguda, asi como también el que no se manifieste un mayor incremento de presion arterial media cuando el
animal se somete a DANa, Cabe mencionar que se ha demostrado que la deaferentacion quimioreceptora
selectiva no aumenta la vanabilidad de la presion arterial en animales con denervacion aortica aislada o en
animales en los que sus senos carotideos y su arco aortico estan intactos ( Franchini & Krieger, 1992).
Hasta donde nos fue posible indagar, no se ha reportado en la literatura el efecto de la denervacion renal

cronica sobre la evolucion de la presion arterial en los animales con DSA real (vs DSA fingida) bajo DANa,

2b) El modelo de Denervacion Adrtica (DA) mas dieta alta en sal

A la fecha se considera que la Unica manera de inducir experimentalmente SS es a través del producir una
DSA real lo mas radical posible seguida de una DANa (Schreihofer AM & Sved AF 1994). Dado que en las
etapas prehipertensivas del modelo de ratas DahlSS existe una desfuncionalizacion parcial de los

baroreceptores arteriales ello nos indujo a plantear la hipotesis general de que una denervacion



baroreceptora arterial menos extensa como podria ser la denervacion aortica (DA) méas una DANa pudiera
ser capaz de inducir SS. El modelo de DA no tiene el inconveniente que tiene el modelo de DSA de inducir

hipoxemia e hipercapnia y la sobrevida posquirtrgica, por otro lado, es mucho mayor.

La denervacion adrtica cronica bilateral (DA real) ha sido clasicamente considerada como un modelo de
hipertension neurogénica que en etapas agudas (primeras 24 hs) muestra un pico hipertensivo (30 mmHg)
que dura 72 hs y que se asocia a un aumento en la actividad nerviosa simpatica. Posteriormente la presion
arterial tiende a regresar a sus valores control pero aparentemente no los alcanza (quedando ~ 5 mmHg
por arriba del valor pre-denervacion) (Fink y col 1980,1981; Patel y col 1981; Werber y col 1981; Kline y col
1983,) Ademas, en este modelo: a) la variabilidad de la PAM es mucho menor que en el caso de DSA real,
de manera que este parametro se ha usado como criterio de denervacion baroreceptora arterial progresiva
(Osborn & England, 1990); b) no se han detectado diferencias conmensurables en volumen extracelular
entre los animales con DA real o fingida cronica y c) el bloqueo autonémico total (atropina, propanolol y
fentolarnina) reduce la PAM a valores similares a los observados en animales con DA fingida (Fink GD y
col 1980). Finalmente, se ha reportado que la denervacion renal cronica previene (si se realiza antes de la

DA) o revierte (si se realiza después de la DA) el incremento de PAM observado luego de la DA real (Kline
y col 1983).

Desfuncionalizacion barorefleja y SS

El sistema barorefiejo juega un papel muy importante en el control de Ia funcion cardiovascular. Dicho
sistema es de tipo inhibitorio y en los mamiferos, el hombre incluido, poseen dos grandes divisiones: uno
arterial y otro venoso. Del subsistema arterial forman parte tanto los baroreceptores de los senos
carotideos, cuyas aferentes viajan por los nervios del seno carotideo e ingresan al SNC a través de los
nervios glosofaringeos, como los baroreceptores aorticos cuyas aferentes viajan por sendos nervios
depresores adrticos e ingresan al SNC a través de los nervios vagos. Del subsistema venoso forman parte

los baroreceptores hepaticos y los cardiopulmonares con la mayoria de sus aferentes viajando por los
nervios vagos.

Previamente se ha hecho mencion de que en el modelo genético DahiSS se ha documentado tanto
desfuncionalizacion barorefleja periférica, que es aparente desde la fase prehipertensiva, asi como también
desfuncionalizacion barorefleja central inducida por la DANa. La deaferentacion del sistema baroreceptor
arterial induce desfuncionalizacion del baroreflejo arterial, la magnitud de la cual es funcion del grado de

deaferentacion. Ya se ha mencionado que tanto la DSA aguda como la DA aguda aumentan inicialmente
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la actividad nerviosa simpética basal y que luego de 72 hs dicha actividad desciende a sus valores basales
(DSA) o muy cercanos a ellos (DA). El poner a prueba la hipétesis de que una denervacion baroreceptora
arterial parcial, como podria ser la denervacion aortica (DA), mas una DANa pueda ser capaz de inducir
SS, a parte de ser una idea no previamente sugerida y ni documentada en la literatura (cero citas en Pub-
Med como: aortic barodenervation and salt sensitivity), constituiria un pieza de evidencia para proponer que
un posible mecanismo de SS en individuos normotensos podria ser la desfuncionalizacion barorefleja

parcial, heredada o programada fetalmente (Alexander B, 2006) o adquirida postnataimente.

La capacidad de amortiguamiento baroreflejo puede ser juzgado al conocer los parametros de la funcion
de transferencia sigmodial del baroreflejo global descrito por la relacion %A Actividad Nerviosa Simpatica
Eferente Renal y la PAM ( %AANSER / PAM). Clasicamente, el conocer las magnitudes de las mesetas
superior e inferior, del rango, del valor de PAM al 50% del rango y de la ganancia maxima de esta funcion
antes (baroreflejo arterial y cardiopulmonar operativo) y después de vagotomia cervical bilateral (baroreflejo
arterial operativo aislado) permiten comparar la capacidad de amortiguamiento de los baroreflejos
asociados a los baroreceptores remanentes operativos bajo condiciones de integridad baroreceptora, de
DAy de DSA y evaluar si dicha capacidad es modificada por la ingesta dietética de sal (DANa o DBNa). En
adicion, la substraccion de la ganancia maxima antes y después de la vagotomia permite obtener una idea
de la participacion del baroreflejo cardiopulmonar en la respuesta simpatoinhibitoria remanente en las
diversas condiciones de barodenervacion e ingesta de sal. En este Ultimo caso, sélo hay que asegurar que

las magnitudes basales y los cambios de PVC sean semejantes en las diversas condiciones de
barodenervacion vy de dieta.

Con base en estos antecedentes nos planteamos las siguientes hipétesis:

HIPOTESIS
1) La denervacion adrtica cronica mas DANa es capaz de inducir SS.

2) El grado de SS se asocia a desfuncionalizacion progresiva del sistema baroreflejo arterial.

. OBJETIVO GENERAL

Definir si la denervacion baroreceptora arterial progresiva en la rata es capaz de inducir sensibilidad a sal
cuando ésta se expone a una dieta alta en sodio por tres semanas y evaluar el comportamiento funcional
del baroreflejo arterial y cardiopulmonar remanente bajo deaferentacion cronica arterial progresiva
(intacto>DSA) en dieta alta y baja en sodio, asi como intentar establecer una asociacion entre el grado de
desfuncionalizacion barorefleja y el grado de SS.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Definir si existe interaccion entre denervacion baroreceptora y dieta en el determinismo de la presion
arterial en el animal con denervacion aortica cronica.

2.- Evaluar la actividad barorefleja arterial y cardiopulmonar remanente en deaferentacion cronica arterial
progresiva (intacto>DSA) en dieta alta y dieta baja en sal.

3.- Intentar establecer una asociacion continua entre el grado de desfuncionalizacién barorefieja y el grado
de SS.

MATERIAL Y METODOS

MANEJO PRE-DENERVACION:

Ratas Wistar macho recién destetadas y con peso entre 70 y 100 g , fueron colocadas en jaulas de acrilico
individuales dentro de la Unidad Metabdlica del laboratorio 3.2 localizada en el Bioterio General de la
Facultad de Medicina de la UASLP. Esta unidad cuenta con ciclos de luz y oscuridad de 12 hr y control de
humedad y temperatura. A partir de entonces los animales fueron pesados diariamente y expuestos ad
libitum a una dieta normal en sodio (Na = 0.1709 mEq /g = 1.0%, LabDiet 5P14, PM! Nutrition International,
Inc., Brentwood, MO, EUA ) y a solucién salina isotonica (0.9%) como liquido de bebida hasta alcanzar un
peso cercano entre los 270 y los 340g. A todos los animales que mostraron curvas ponderales normales se
les registrd la presion arterial intraraterial en estado alerta. Obtenido lo anterior, los animales fueron
asignados aleatoriamente (usando el programa R V 2.1) a seis grupos experimentales conformados en
funcion del tipo de denervacion realizada: fingida (INT), denervacion adrtica (DA), denervacion sino-aértica
(DSA) vy del tipo de dieta: alta en sodio (DANa) o dieta baja en sodio (DBNa): 1) DSA + DANa; 2) DSA +
DBNa; 3) DA + DANa; 4) DA + DBNa; 5) INT + DANa y 6) INT + DBNa.

MONTAJE DE LOS MODELOS

Procedimiento Quirurgico:

Alas 7:00 a.m. y bajo anestesia inhalatoria con éter (J. T. Baker, 9240-03) se realizo de manera aseptica
una incision inguinal derecha, disecandose la arterial femoral derecha e insertadonse un catéter PESO con
punta de PE10 (DI = 0.28mm, DE = 0.64mm, Intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, EUA) purgado con
heparina sodica (125 Ul/mi disuelto en G5%) para el registro de la presion arterial, procediéndose a suturar
la herida. Una vez que despertd el animal, se le di6 un periodo de recuperacion de 30 min para proceder a
registrar la presion arterial (PA) y la frecuencia cardiaca (FC) por un lapso de 30 min. Acto seguido y bajo

anestesia inhalatoria con éter se reabri6 la herida inguinal. se removio el catéter arterial femoral obturando
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la arteria y y suturando la herida con seda negra 4-0. Posteriormente se procedi6 a la denervacion
correspondiente.

Denervacion Sino-Adrtica Cronica Real (DSA). La denervacion sino-adrtica se llevo a cabo por el
método de Krieger (1964). Ratas Wistar macho de ~ 270-340 g de peso fueron anestesiadas i.p. con una
mezcla de Ketamina (33.3 mg/kg, PiSA, México) + Xilazina (6.7 mg/kg, Bayer, Alemania) y atropinizadas
i.p. (0.05mg/kg, PiSA, México). Bajo condiciones asépticas se incidio ventralmente la linea media cervical,
separando el musculo esternohioideo y exponiendo la traquea. Bilateralmente y bajo microscopio
estereoscopico (25X) se diseco la arteria carotida comin y el tronco simpatico, extirpando tanto el ganglio
cervical superior como la porcién distal del tronco simpatico (~ 2mm). Acto seguido se diseco el nervio
laringeo superior y se cortd en su union con el nervio vago. A continuacion se diseco y se desnudo la
bifurcacion carotidea incluyendo al quimioreceptor carotideo y el nervio vago se liberd de los pequenos
vasos sanguineos que estan adheridos a él, dejandolo completamente desnudo pero sin lesionar el
perineuro. Finalmente, la bifurcacion carotidea fue pincelada con una mezcla de fenol-alcohol al 10%
adicionado con colorante verde intenso para visualizar la correcta aplicacion, teniendo cuidado de no tocar
el vago con la mezcla. Luego de verificar bilateralmente la hemostasia, se suturd por planos con seda
negra 4-0.

Denervacion Aértica Cronica Real (DA). Para la denervacion aortica se procedio de la misma manera
descrita arriba, solo que ahora se diseco bilateralmente Ia arteria carétida comin y el tronco simpatico,
extirpando la mitad del ganglio cervical superior y la porcion distal del tronco simpatico (~ 2mm). También
se diseco bilateraimente el nervio laringeo superior y se cortd en su union con el nervio vago. La
bifurcacion carotidea bilateral incluyendo al quirioreceptor carctideo no fue tocada y no se pinceld con la
mezcla de Fenol-Alcohol al 10% ninguna estructura. El nervio vago se liber6 de cualquier resto de
pequenos vasos sanguineos adheridos a él dejando integro el perineuro. Luego de verificar bilateralmente
la hemostasia, se suturd por planos con seda negra 4-0.

Denervaciones Sino-Adrtica y Aértica Fingidas (INT). Se llevo a cabo el mismo y procedimiento descrito

arriba excepto que no se diseco ninguna estructura y no se cortd ningun nervio y la duracion de las mismas
fue en promedio de 45 min.

~ Manejo Post-denervacion

En el post-operatorio inmediato a todos los animales se les administrd: 126,000 U/Kg de peso de penicilina
G benzatinica (Pendiben L-A, PiSA, México) i.m., 400 mg/kg de peso metamizol sédico (PiSA, México) s.c.
y calor. Recuperadas de la anestesia, las ratas fueron devueltas a la unidad metabodlica para su
recuperacion post-operatoria, con acceso ad libitum a dieta normal en sodio (1% de Na) y a agua filtrada

hasta que alcanzaron su peso pre-denervacion. Logrado lo anterior y en funcion del grupo al cual fueron



asignadas, se les dio acceso ad libitum a una dieta alta en sal (8% o TD92012, Harlan Teklad, Madison
WN, EUA) + agua filtrada o a una dieta baja en sodio (0.04% o TD90228, Madison WN, EUA) + agua
destilada, donde se les mantuvo por 21 dias. A partir del dia 17 post-recuperacion del peso pre-
denervacion, los animales fueron introducidos en jaulas metabélicas por espacio de tres dias (dias 18, 19
y 20) continuando con su misma dieta (solo que pulverizada) con objeto de registrar el balance externo

diario de sodio. En el dia 20, los animales fueron regresados a sus jaulas individuales.

EVALUACION DE LOS MODELOS

Procedimiento Quirargico:

El dia del experimento (dia 21) y bajo anestesia inhalatoria con éter (J.T. Baker, 9240-03) a los animales se
les cateterizo de manera séptica la arterial femoral izquierda con un catéter PE5S0 con punta de PE10 (DI =
0.28mm, DE = 0.61mm, Intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, EUA) para el registro de la presion arterial
(PA). Acto seguido, se diseco la vena femoral izquierda y se inserto un catéter PE5S0 (DI = 0.58 mm, DE =
0.965mm, Intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, EUA) que se avanz6 aproximadamente 10 cm con el
objeto de alcanzar la auricula derecha y administrar centralmente fenilefrina o nitroprusiato de sodio o
fenilbiguanida (agonista tipo 3 de serotonina). También se incidi6 la regién inguinal derecha para exponer,
disecar y cateterizar (2 cm) la vena femoral derecha con un catéter PE50 (Intramedic, Clay Adams, Sparks,
MD) de doble luz para la administracién de pentobarbital sédico y bromuro de pancuronio. Todas las
heridas fueron suturadas.

Protocolo para Registro de PA y FC. Una vez despierta, la rata fue introducida en una jaula de restriccion
que le permitio el movimiento hacia atras y hacia delante. Luego de 30 min de estabilizacion, se registro en
linea y durante una hora la PA, la FC y la presion puisatil (PP). Como criterio de denervacion fingida o
denervacion adrtica o sino-aortica real se uso la Desviacion Estandar de la Presién Arterial Media (Osborn
& England, 1990) durante los primeros 30 min de registro en estado alerta, ya que ademas se ha
demostrado, que no se ve influido por el contenido de sal en la dieta (Osborn & Hornfeldt, 1998).
Evaluacion de la Funcion Barorefleja Arterial y Cardiopulmonar

Procedimiento Quirurgico

~ Luego registrar la PA en estado alerta se anestesio endovenosamente a la rata (Pentobarbital sodico,
50mg/Kg, Pentovet NRV, NORVET, México). Alcanzado el plano anestésico se incidi6 la linea media
cervical y se separ6 el misculo estemohioideo para exponer la traquea. Bajo microscopio estereoscopico
(25X) se colocod un tubo endotraqueal PE200 (DI =1.40 mm, DE = 1.90 mm, Intramedic, Clay Adams,
Sparks, MD, EUA) que posteriormente fue conectado a un ventilador mecanico de volumen para roedores

(Modelo E683, Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA) calibrado de acuerdo al peso corporal del animal
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(segun monograma de Kieiman & Radford) y agregandole 0.6 ml de espacio muerto. A continuacion se
localizaron ambos nervios vagos disecandolos cuidadosamente y refiriéndolos con una seda 4-0. Acto
seguido, se le insertd un catéter PE5S0 (Intramedic, Clay Adams, Sparks, MD, EUA) en la vena yugular
derecha que se avanzd hasta la auricula derecha, introduciendolo aproximadamente 2 cm, para el registro
de la presion venosa central (PVC). Finalmente se expuso el rifidn izquierdo a través de un abordaje
retroperitoneal por el flanco izquierdo. Una rama del nervio renal proveniente del ganglio aorticorenal fué
cuidadosamente aislado con el uso de un microscopio estereoscopico de diseccion (25x). Con el objeto de
eliminar la actividad nerviosa aferente renal de la actividad nerviosa simpatica eferente renal que se estaba
registrando se ligd el nervio renal distalmente, luego de lo cual, fue colocado en un electrodo bipolar de
platino. El electrodo de registro se fijo a la preparacion nerviosa con Sil-Gel 604, (Wacker-Chemie, Munich,
Alemania) para obtener un registro optimo de ANSER y se esper6 a que endureciera.

Protocolo para la Evaluacion de la Funcion Barorefleja Arterial y Cardiopulmonar

Después de finalizada la cirugia y una vez que el animal se ventilo a una frecuencia de 60/min con aire
ambiental suplemantado con Oz al 100% (a un flujo de 0.3 L/min a través del puerto de ingreso), se
administro, por uno de los puertos del catéter de doble luz insertado en la vena femoral derecha, un prime
de 0.75mg/Kg de Bromurro de Panucronio (Bromurex, Pisa, México) seguido de un mantenimiento a 1.2
mg/Kg/hr (Bomba de infusion continua Palmer, England, Modelo F133, velocidad 2.5 cm/ 320min con
jeringa de 3ml). Al mismo tiempo, por el otro puerto se inicié un mantenimiento de Pentobarbital Sodico a
razon de 6.5 mg/Kg/hr a través de una bomba de infusion continua (Harvard Appa-ratus, Modelo 975,
0.0069ml/min, jeringa 5 ml, posicidn 22). Bajo estas condiciones se dio un periodo de estabilizacion de 15
min.

Sub-protocolo para Rampa de Presion: Bajo registro continuo de PAM, de FC, de PVC, y de ANSER
cruda e integrada se generd un periodo control de un minuto, luego del cual y siguiendo con el registro
continuo de las mismas variables (4 min) se construy6 una rampa de presion disminuyendo, primero, la
presion arterial media 50 mmHg por debajo de la presion arterial media control a través de la infusion de un
bolo de 50 pl de Nitroprusiato de Sodio (486.1ug/ml) dispuesto en el catéter venoso femoral |, el cual fue
inyectado a través del empuije ejercido por la infusion continua de fenilefrina (243ug/ml) a una velocidad
- 0.204 mi/min (posicion No.7) (Bomba de infusion continua Harvard Apparatus con jeringa de 5 ml, Modelo
904, Millis MA, EUA) lo que permitio elevar la presion arterial media 50 mmHg por arriba de la presion
arterial media control (Huang & Leenen,1999). Finalizada la rampa se le di6 al animal un periodo de
recuperacion de 20 min para que todas la varibles regresaran a sus valores basales.

Sub-protocolo de Fenilbiguanida. Para evaluar la integridad de los nervios vagos se procedio a registrar

de manera continua durante un min la PAM, la FC, la PVC, y la ANSER cruda e integrada, luego del cual
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y siguiendo con el registro continuo de las mismas variables (4 min) se administré un bolo de 75pl de
fenilbiguanida (40pg/ml) equivalente a 3 pg de fenilbiguanida (Sigma-Aldrich, 164216, Alemania).
Finalizado este reto, se dio un periodo de recuperacion de 5 min.

Sub-protocolo de Fenilefrina y Nitroprusiato de sodio. A continuacion y bajo registro continuo de PAM,
de FC, de PVC, y de ANSER cruda e integrada se gener6 otro periodo control de un minuto, luego del cual
y siguiendo con el registro continuo de las mismas variables {4 min) se administrdé un bolo de 100 ul de
fenilefrina (10 pgrkg, Sigma, P-6126, Alemania). Este sub-protocolo se repitio 3 veces dejando un tiempo
de recuperacion entre ellos de 6 min. A continuacion el mismo protocolo de registro se repitid tres veces
pero ahora administrando un bolo de 100 pl de nitroprusiato 5 ug/ kg {Sigma, S-0501, Alemania) y dejando
un tiempo de recuperacion entre ellos de 2 min.

Vagotomia cervical bilateral. A continuacion se procedid a cortar ambos nervios vagos a nivel cervical,
dando un periodo de estabilizacion de 10 min, luego de los cuales se repitieron los sub-protocolos rampa
de presion y de fenilbiguanida. Se considero que la vagotomia cervical bilateral fue completa cuando la
respuesta simpatoinhibitoria fue suprimida como minimo un 35% de su valor basal.

Fin del experimento. A continuacion se sacrific a la rata con una sobredosis de pentobarbital sédico y se
le di6 un periodo de 30 min para registrar la sefial postmortem, la cual fue considerada como el nivel de
ruido de fondo (Rodriguez-Martinez y col. 1995)

REGISTRO DE VARIABLES

Registro de la Presion Arterial y Frecuencia Cardiaca en el estado alerta

El registro de la presion arterial pulsatil se hizo a través del catéter femoral derecho o izquierdo conectado
a un transductor de presion Gould P23-XL (Oxnard, CA, EUA). Esta sefal fue pre-amplificada (Pre-
amplificador 7P1, Grass) y atenuada electronicamente (en posicion 0.1 del control %2 de Amp High Freq del
Amplificador Maestro 7DA, Grass) para obtener el valor de presion arterial media (PAM).
Simultaneamente, la sefal sin filtraje proveniente del 7P1, fue alimentada a través del 7DA a un tacografo
(Pre-amplificador 7P4, Grass) para obtener la frecuencia cardiaca instantanea (FC). Las sefales de
presion pulsatil, PAM, FC fueron registradas en papel en un poligrafo Grass modelo 79D vy digitalizadas a
una frecuencia de muestreo de 8, 2 y 2 Hz respectivamente a través de una tarjeta A/D (DT2801 Data
Translation, Marlboro MA., EUA) y el programa HP VEE (V 2.1). El promedio de dos periodos de 30 min de
muestreo se tom6 como valor de la primera y segunda media hora respectivamente de PAM, FC para
cada animal y su desviacion estandar (DE) como el indice de variabilidad en tiempo de dichas variables.

Los valores de presion sistolica y diastolica se obtuvieron del procesamiento digital de la senal de presion
pulsatil.



Registro de Presion Arterial , FC, PVC y ANSER en el estado anestesiado

El registro de la presion arterial y la frecuencia cardiaca se realizd enteramente igual a como se hizo en el
estado alerta excepto porque la frecuencia de muestreo fue de 5 Hz. La presion venosa central (PVC) se
registrd a través del catéter en vena yugular externa derecha el cual se conectd a un transductor de presion
Gould P23-XL (Oxnard, CA, EUA). La senal fue preamplificada (Pre-amplificador 7P1, Grass) y atenuada
electrénicamente (posicion 0.1 del control %2 Amp-High Freq. del Amplificador Maestro, 7DA, Grass) para
obtener el valor medio de PVC, el cual fue registrado en un poligrafo Grass modelo 79D vy digitalizado a
una frecuencia de 5 Hz. La actividad nerviosa simpatica eferente renal (ANSER) se registro como ha sido
descrito anteriormente por nosotros (Rodriguez Martinez M y col 1995,1999). La sefial cruda se amplifico
(20,000X) y se filtré (30 Hz-1-3 kHz) con amplificador de paso de banda Grass modelo P511. La sedal
amplificada y filtrada fue conducida a un osciloscopio Tektronix 5113, a un poligrafo Grass modelo 7DA
para su evaluacion visual, a un audiomonitor (GRASS AM8) para evaluacion auditiva y a un integrador de
voltaje (GRASS 7P3). La calidad de las sefales de ANSER fueron evaluadas por su descarga tipicamente
sincronica con el pulso y por su ritmicidad. La sefial fué digitalizada a 5Hz usando una tarjeta A/D (DT2801
Data Translation, Marlboro MA, EUA.) y el programa HP VEE. Al final del experimento, el animal fue
sacrificado por una sobredosis i.v. de pentobarbital sodico y luego de 30 min, la sefial post-morten de
ANSER fue obtenida como ruido y substraida de todos los valores experimentales. Acto seguido, se
obtuvo la calibracion final del integrador de ANSER ( 7P3 Grass). Dadas las diferencias entre animales en
actividad nerviosa relacionada a diferencias en diametro, numero de fibras activas y el contacto con el
electrodo, la ANSER fue expresada como %AANSER (%A de ANSER = [(ANSER durante la rampa de
presion X 100) /ANSER en min control] -100). Una ecuacion logistica de cuatro parametros: %AANSER =
Yo + a/(1+e bix-Xo)) fue ajustada a los datos de PAM y %AANSER obtenidos a través de un progama de
regresion no lineal que usa el algoritmo de Mardquardt-Levenberg (Sigma Plot , 2001) donde x = PAM, a
= rango de %AANSER, b = pendiente independiente del rango, Xo= PAM al 50% del rango de %AANSER
y Yo = Plateau Inferior (Kent y col, 1972). El modelo fue ajustado a convergencia con un maximo de 100
iteraciones y su bondad de ajuste evaluada por la r2y |a funcion norm. A partir de los parametro logisticos

se determino la ganancia maxima (Gmax) del baroreflejo = a* b / 4 asi como el plateau superior [(rango —
plateau inferior)* -1.

Balance Externo de Sodio.

Al completar el dia 17 del régimen dietético (DBNa 6 DANa) todas las ratas ingresaron a jaula metabolica
(Nalgene) donde permanecieron por espacio de 72 hs. con el objeto de documentar el balance de Sodio.
Cada dia se expuso a 40 g de dieta molida (DBNa o DANa)y 100 mL de agua alas 7 y 15 hrs. de cada

dia en la jaula. La cantidad ingerida de alimento (g) y agua (mL), el peso corporal, asi como también el
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volumen urinario fueron registrados cada 24 hrs. La concentracion de sodio en la dieta fue medida por
absorcion atomica y en la orina fue medida por fotometria de flama (1L943, Italia), usando como estandar

interno CsCl. El balance externo diario de sodio se calculé como: Na ingerido / 24hrs - Na excretado por
orinal24 hrs.

Disefo de Estudio:

Estudio experimental transversal con sub-protocolos longitudinales y cuya unidad experimental fue la rata
Wistar macho. El disefio general del estudio tuvo una estructura de tratamiento factorial 3X2 desbalan-
ceado y una estructura de diseiio completamente al azar, donde los factores fueron el tipo de denervacion
(DSA, DA o INT) y la dieta (DANa o DBNa). Las variables dependientes (continuas) fueron: a) la des-
viacion estandar (DE) de la PAM basal de la primera y segunda medias horas (mmHg); b) la PAM basal
de la primera y segunda medias horas y como covariable: PAM basal pre-denervacion (mmHg); c¢) la delta
de PAM = PAM basal post-denervacion — PAM basal pre-denervacion de la primera y segunda medias
horas (mmHg) y como covariable: PAM basal pre-denervacion; d) la deita de PAS = PAS basal post-
denervacion — PAS basal pre-denervacion de la primera y segunda medias horas (mmHg) y como
covariable: PAS basal pre-denervacion; e) la delta de PAD = PAD basal post-denervacion — PAD basal pre-
denervacion de la primera y segunda medias horas (mmHg) y como covariable: PAD basal pre-
denervacion d) los cuatro parametros derivados de la regresion logistica asi como el plateau superior y ia
ganacia maxima calculada a partir de dichos parametros. La forma de analisis de los datos fue secuencial
empezando en la Etapa A (n = 59), siguiendo con las Etapas B (n = 48) y Ba (n = 42) y terminando con la
etapa C (n = 37). La etapa A tuvo por objeto sistematizar la Desviacion Estandar de la Presion Arterial
Media (DEPAM1) como un criterio para identificar con qué tipo de denervacion (fingida, adrtica o sino-
aortica) cursa un animal (n = 59). La etapa B tuvo por objeto cubrir el objetivo No.1, en tanto que las

etapas Ba y C tuvieron por objeto cubrir ios objetivos No.2 y 3.

Como criterios de inclusion de experimentos se adoptaron los siguientes: a) PAM basal pre-denervacion
menor de 130 mmHg en el estado alerta, b) Curva ponderal normal pre-denervacion, ¢) recuperacion del
peso post-denervacion al peso pre-denervacion, d) Curva ponderal normal durante los 21 dias de DANa o
DBNa. Como criterios de eliminacion para el anélisis se adoptaron los siguientes: a) Accidente hemorragico
trans-operatorio, pre y trans-experimento agudo, b) No satisfacer los criterios de denervacion adrtica o

sino-aortica real o fingida, c) imposibilidad técnica de registrar ANSER
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Analisis Estadistico:

Preliminarmente, los datos fueron sometidos a un analisis exploratorio y descriptivo. Para el analisis
confirmatorio (Box, Hunter y Hunter, 2005) y en el contexto de los modelos fijos, se procedio primero a
modelar las distintas variables dependientes o de respuesta (Peso, Delta de Peso, Desviacion Estandar de
PAM, PAM, Delta de PAM, Delta de PAS, Delta de PAD, ANSER basal, Parametros funcionales -
logisticos y no logisticos -- del baroreflejo arterial remanente) por ANDEVA, ANCOVA o Regresion Multiple
usando como variables independientes, explicatorias el factor “Denervacion o DEN” con tres niveles (INT,
DA y DSA), el factor “Dieta o DIETA” con dos niveles (DANa y DBNa), la interaccion DEN*DIETA, la
variable Delta de Peso (Peso Experimental — Peso Pre-denervacién) como un indice continuo de DIETA

( =DIETA) y la covariable PAM, PAS, PAD o Peso pre-denervacion. El mejor modelo fue seleccionado con
base en la r2 méas alta, el AIC mas bajo y el principio de parsimonia. En funcién de los resultados del
modelaje se procedi6 a realizar un analisis bivariado: a) Efecto de dos factores (‘DEN" y "DIETA”) = analisis
bivariado por grupo y prueba de Tuckey, luego estratificando por “DEN" (prueba de t) y por “DIETA
(prueba de Tukey); b) Efecto de un factor (“DEN”) = analisis bivariado por factor “DEN" (prueba de Tukey),
¢) Efecto de un factor (‘DIETA") = analisis bivariado por factor “DIETA” (prueba de t ), d) Efecto de uno o
dos factores y una covariable = se substrajo la covariable a la variable dependiente primaria (vg.: Delta de
Peso, Delta de PAM, Delta de PAS y Delta de PAD) y se remodel6 y e) Efecto de interaccion entre dos
factores = Prueba de Tukey asociada a la interaccion. Con el objeto de calcular el peso especifico relativo
de cada factor (n? = eta cuadrada) en el determinismo de la variacion explicada (r? ajustada = coeficiente
de determinacion por 100) los modelos se corrieron por la via de las etapas en dos sentidos (mixed
stepwise). El efecto de la vagotomia cervical bilateral sobre la operacion del baroreflejo arterial remanente
fue analizado a través de una prueba de t - pareada y a una cola. En absolutamente todos los casos, se
evalud si los residuales de los modelos satisfacian los criterios de normalidad (Shapiro-Wilk y Grafica
Normal-Quantil) y homocedasticidad (Brown-Forsythe). De no ser asi, se procedio a realizar tranformacion
Box-Cox. Si después de ello no se satisfacian los criterios se procedid a usar estadistica no paramétrica
(U-Mann-Whitney, Prueba de Behrens—Fisher, ANDEVA por rangos. Heiberger y Holland, 2004).El nivel de

alfa impuesto fue de 0.05. Todo el analisis se llevd a cabo con el programa JMP V5.1 (2006) y Sigma Stat
(1992).




RESULTADOS

Etapa A. Un total de 59 animales logré sobrevivir a la denervacion (real o fingida) y recuperar su peso
pre-denervacion para luego ser sometido a cualquiera de las dos dietas (DANa y DBNa). La Tabla 1
muestra que no hubo diferencias estadisticamente signficativas entre grupos en el peso corporal pre-
denervacion, ni en la presion arterial media (PAM) pre-denervacion como tampoco en la desviacion
estandar de la PAM pre-denervacion. Inmediatamente depués de la denervacion, el procedimiento fingido
(INT) indujo una reduccion de peso en el orden de ~20 g, la cual se acentud con la denervacidn aértica
(DA, ~40g, p <0.0001 vs INT) y alin mas con la denervacion sino-aortica (DSA, ~ 53 g, p < 0.C00001 vs
INT, p < 0.001 vs DA). De manera similar, el tiempo que los animales tardaron en recuperar su peso pre-
denervacion luego de la denervacion , fue progresiva y significativamente mayor en los grupos con DA (~
8.7 vs ~ 5.4 dias en INT, p<0.00001) y DSA (~ 11.4 dias, p<0.000001 vs INT, p< 0.001 vs DA). Aunque el
peso corporal absoluto alcanzado el dia del experimento no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre grupos, dicho parametro mostro una tendencia a ser menor en los grupos con DBNa
que en aquellos con DANa. Asi, los animales que luego de recuperar su peso pre-denervacion ingirieron
una dieta alta en sodio (DANa) mostraron un incremento de peso (Delta de Peso = ~25-30 g y no
relacionado con el tipo de denervacion) significativamente mayor (p<0.00001) que aquellos que ingirieron
una dieta baja en sodio (DBNa). Similarmente, el consumo de alimento fue significativamente mayor en los
grupos que consumieron una DANa (p< 0.0001), en contraste con los que cosumieron una DBNa, aunque

dentro de los primeros el grupo INT consumié dos veces mas que los grupos DA y DSA (Tabla A).

Dado que la Desviacion Estandar de la Presion Arterial Media (DEPAM1) en estado alerta se usa como
criterio para identificar con qué tipo de denervacion (fingida, aortica o sino-aortica) cursa un animal (Osborn
& England, 1990; Franchini & Krieger,1992; Schreihofer & Sved,1994), esta variable fue graficada para
cada grupo (Fig.1). El analisis preliminar mostro, y ello es aparente en la Fig.1, que existia heterogeneidad
de varianza entre los grupos (Prueba de Brown-Forshyte = 0.0009) por lo que se procedio a modelar esta
variable de respuesta (DEPAM1) usando como variables explicatorias a “Denervacion” (DEN), a “Dieta”
-(DIETA) y a la “interaccion DEN*DIETA" y sometiendo a la variable de respuesta a una transformacion de
Box-Cox (DEPAM1 X). Este modelo explicé (r2ajus. = 0.7632, ANDEVA p< 0.0001, denervacion p<0.0001)
el 76% de la variacion de la variable DEPAM1 transformada (DPAM1 X), sus residuales ajustandose a una
distribucion normal y mostrando homocedasticidad (Fig. 2). Cuando la variable DEPAM1 X se regrafico

ahora como funcion, sblo, de la variable explicatoria “DEN" el escenario se simplificd (Fig.3 y 4), y no
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obstante que hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tres niveles de “DEN" (INT, DA y
DSA, prueba de Tukey), también fue aparente la existencia de una importante superposicién de valores de
DEPAM1 X entre los mismos. Con el objeto de hacer mas estrecho el rango de aceptabilidad de un
experimento dado en cualquiera de los tres grupos y de no tener superposicion alguna entre los mismos,
se procedio a eliminar experimentos con base en: a) que la magnitud de procedmiento quirurgico (no asi el
tiempo) es radicalmente distinto si se lleva acabo una denervacién fingida, una denervacion aortica o una
denervacion sino-aortica, b) que es mas probable efectuar denervaciones adrticas o sino-aérticas
incompletas que denervar involuntariamente a un animal fingido y ¢) que de manera innata o adquirida una
animal intacto puede tener cierto grado de desfuncionalizacion barorefleja. Asi, se elimind 1 experimento
en el extremo superior del grupo DA, 4 experimentos del extremo superior del grupo INT y 6 experimentos
en el extremo inferior del grupo DSA, es decir un total de 11 experimentos (Fig. 5). Con los 48
experimentos restantes (59 - 11= 48) se volvio a modelar la variable DEPAM1 para las 3 variables
potencialmente explicatorias ya mencionadas (Fig.6 y 7). EI mejor modelo una vez que se hizo la
transformacion de Box-Cox de la variable DEPAM1 (DEPAM1 X = [((DEPAM194) -1) / - 0.03800]) fue
aquel que, de nueva cuenta, sélo incluyé la variable explicatoria  “DEN” (r2ajus.= 0.9216, ANOVA p<
0.0001, factor denervacion p < 0.0001), los residuales del modelo ajustandose a una distribucion normal y
mostrando homocedasticidad. Al aplicar la prueba de Tukey para detectar diferencias entre los tres niveles
del factor “DEN" se encontrd que habia diferencias estadisticamente significativas entre ellos (INT =8.7 +
02,DA=128+03yDSA=16.2+0.2) aunnivelde alfa=0.000001. De haberse usado los limites de
confianza al 95 o al 99% de la variable DEPAM1X (Fig.7) como criterio alterno, al de superposicion cero,
para estrechar el rango de aceptabilidad a alguno de los grupos, ello habria reducido de manera muy
importante el tamano de la muestra, de manera que se habrian tenido que eliminar 46% de los
experimentos con LC al 95% y 42% con LC al 99%.

Con el objeto de convalidar el uso de la transformada de DEPAM1 (DEPAM1 X = ((DEPAM1-04) -1) / -
0.03800)) como criterio al menos de denervacién aértica real o fingida, se procedio a aplicar dicha trans-
formaci6n a las desviaciones estandar de la presion arterial media (DEPAM1) de una serie de experimen-
tos de denervacion adrtica real (n = 20) y fingida (n = 20), previamente realizados en el [aboratorio por otro
colaborador (MDB) con un protocolo similar al ya descrito, excepto porque luego de alcanzar el peso de
250 g post-destete las ratas fueron alimentadas hasta !a denervacién con dieta alta en sodio + agua filtrada
en lugar de dieta normal y solucion salina. La Fig.8 muestra la DEPAM1 X para cada grupo y puede
observarse nuevamente que hubo superposicidon. Para superar esta Gltima, fue necesario eliminar 4

experimentos (1 en el extremo superior en INT y 3 en el extremo inferior en DA) que representaron el 10 %
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del total de la serie. El analisis bivariado con los 36 experimentos restantes se muestra en la Fig.9. y hay
que destacar el hecho de que los valores promedio + E.E. de la DEPAM1 X del Analisis A (INT=8.7 £ 0.2,
DA=12.8+0.3) coincidieron enteramente con los de esta serie (INT= 8.4+0.3 y DA=12.5+0.3), ademas de
que hubo una diferencia estadisticamente significativa entre grupos (prueba de t) a un nivel de alfa igual a
0.000001. Desafortunadamente no contamos con otra serie previa de animales con denervacion sino-
aortica real y fingida, cuyo protocolo haya sido semejante al descrito en el presente trabajo, que nos

permita completar esta convalidacion del criterio de denervacion usado.

Etapa B. En una segunda etapa se evalué el efecto de “DEN” ya sea fingida (INT) o real (DAy DSA)y el
efecto de “DIETA” ( Alta y Baja en sal) sobre la presion arterial. Para ello se analizaron los 48 expe-
rimentos que en la Etapa A se considerd cursaban con denervacién baroreceptora (aortica o sino-aortica)
real o fingida. El contraste de las Tablas 1 y 2 hace claro que desde el punto de vista de la evolucion
ponderal pre y post-denenrvacion, de los dias de recupercaién, de los valores de presion arterial media
(PAM) y de desviacion estandar de PAM pre-denervacion, esta sub-muestra de 48 animales pertenece a

la muestra primaria de 59 animales.

Las Tablas 3 y 4 presentan los resultados del modelaje y del analisis bivariado (entre las variables
descritas en la primera columna y la variable “"Grupo”) respectivamente. Como se mencion6 en la Etapa
A, el modelaje de DE de PAM en los primeros (DEPAM1) y en los segundos 30 min (DEPAM2) de registro
en estado alerta arrojé que sélo habia efecto de “DEN” pero no de “DIETA” (Tabla 3).

Por otro lado, el modelaje de PAM por ANCOVA (Tabla 3) indico efecto de “DEN" y de “DIETA” (pero no la
interaccion DEN*DIETA) cuando se ajustaba por la covariable "PAM Pre-denervaciéon” (r2 aju = 0.5879,
ANOVA-> p<0.0001, DEN->p=0.0002, DIETA-> p=0.0103, PAM Pre-denenrvacion—> p <0.0001). Con el
objeto de aumentar la precisién en el diagnostico y dado que, por un lado, la variable discreta “Dieta” es
funcién de la ingestion de sodio, y por otro, que existid colineandad entre las variables continuas “Ingesta
de sodio” y “Delta de Peso” (R = 0.8000, p < 0.00001), se considero pertinente remodelar por ANCOVA la
variable PAM usando la variable explicatoria continua “Deita de Peso” en lugar de la variable discreta
“DIETA”. Este remodelaje corrobor6 el diagnostico hecho inicialmente. Por otro lado, el anélisis bivariado
de PAM vs “Grupo” en los primeros 30 y en los segundos 30 min de registro en estado alerta se muestra
en la Tabla 4 y esta graficado en la Fig. B1. Dicho analisis arrojo evidencia de una diferencia
estadisticamente significativa sélo entre los grupos INTDBNa vs DSADBNa en los 10s. y en los 20s. 30

min de registro en estado alerta.
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Como consecuencia del efecto de la covariable “PAM Pre-Denervacion”, se decidié entonces modelar por
ANCOVA la Delta de PAM (PAM experimental - PAM Pre-denervacion). Este modelaje indico efecto de la
variable "DEN" y de la variable continua “Delta de Peso” (= “DIETA") durante los primeros 30 min de
registro en estado alerta (Tabla 3). Estas dos variables explicatorias sustentaron el 48% de la variacion
explicada, el factor “DEN” explicando el 60% y el factor “Delta de Peso” (= “DIETA") el restante 40% de
dicha variacion. En los segundos 30 min de registro en estado alerta, el modelaje de “Delta de PAM" indi-
co efecto significativo sdlo de “Delta de Peso” (= “DIETA"). El analisis bivariado (Tabla 4) de la Delta de
PAM vs “Grupo” logro detectar diferencias significativas entre el grupo INTDANay los grupos DADANa y
DSADANa durante los primeros 30 minutos de registro, pero no durante los segundos 30 minutos de
registro. EI mismo resultado se obtuvo cuando analisis bivariado se estratificd (“se separd”) por “DIETA”
(Fig.B2 paneles A y B). En los segundos 30 minutos de registro, cuando el andlisis bivariado se estratifico
por “DEN” se observo una diferencia estadisticamente significativa (prueba de t, p=0.04) entre los grupos
DADANa vs DADBNa (Fig.B2 panel B). Mas aun, la Delta de PAM en el grupo DSADANa disminuyo
significativamente (t pareada, p<0.0162) entre los primeros 30 y los segundos 30 min de registro en estado
alerta (Fig.B2 paneles A y B).

Una manera alterna de presentar los datos de la Fig.B2 es el graficar las relaciones Deita de PAM vs
Excrecion de Sodio (Relaciones Presion-Natriuresis = P-N) las cuales son mostradas en la Fig.B3. En el
panel A de esta figura, se observa que los grupos DA y DSA no muestran una disminucion en la
pendiente de la relacion P-N (con respecto al grupo INT) ni desplazamiento a la derecha. En contraste, en
el panel B, se observa que solo el grupo DA muestra una disminucion significativa en la pendiente de la

relacion P-N (con respecto al grupo INT), pero de nuevo, sin desplazamiento a la derecha.

Dado que fisiolégicamente la PAM es el resultado de la interaccion de la Presion Arterial Sistolica (PAS) y
de la Presion Arterial Diastdlica (PAD) se decidid modelar por ANCOVA el delta de cada una ellas (Delta
de PAS y Delta de PAD) en los primeros y en los segundos 30 min de registro en estado alerta. Como se

puede observar en la Tabla 3, en los primeros 30 min, el modelaje arrojo efecto de ‘DEN" y de “Delta de
‘ Peso” (= "DIETA") en ambas variables dependientes. El analisis bivariado (Tabla 4) de estas ultimas vs
“Grupo” constato el efecto de “DEN”, pero no lo hizo para el efecto “DIETA". EI mismo resultado se obtuvo
cuando se estratifico por "DIETA” (Fig.B2 paneles C y E). Ahora bien, cuando el analisis bivariado se

estratifico por “DEN", hubo diferencias estadisticamente significativas entre dietas (DANA vs DBNa,
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prueba de t ) en los grupos INT (p= 0.05, 1er. contraste.), DA (p<0.02, 2° contraste) y DSA (p<0.02, 3°
contraste) en el Delta de PAS pero no en el Delta de PAD (Fig.B2 paneles C y E).

En contraste, durante los segundos 30 min de registro (Tabla 3), el modelaje arrojé un franco efecto de
‘DEN” y de "Delta de Peso” (= “DIETA") en la variable Delta de PAS, pero un efecto marginal de “DEN"
(p=0.0537) y un franco efecto de “Delta de Peso” (= “DIETA”) en la variable Delta de PAD. El anélisis
bivariado (Tabla 4) de cada una de estas variables de respuesta (Delta de PAS y Delta de PAD) vs
“‘Grupo” no constaté el efecto de “DEN" ni de “DIETA", sin embargo, al estratificar por “DIETA”", hubo
diferencia estadisticamente significativas entre los grupos INTDANa y DADANa en el Delta de PAS
(p=0.02, prueba de Tuckey, Fig.B2 panel D) como también hubo diferencia entre los grupos DADANa y
DSADANa en el Deita de PAD (p=0.05, prueba de Tuckey, Fig.B2 Panel F). Mas aun, cuando en el anélisis
bivariado se estratifico por “DEN" se detectaron diferencias entre dietas (DANa vs DBNa) en los grupos
INT (p=0.05, 1er.contraste) y DA (p<0.02, 2° contraste) en el Delta de PAS (FigB2 panel D) y en el grupo
de DA (p=0.03) en el Delta de PAD (Fig.B2 panel F).

Por razones técnicas inherentes a la construccion de las jaulas metabolicas empleadas no fue posible
obtener informacidn confiable en relacién al balance externo de sodio en este estudio. Se considero que
una manera alterna de evaluar el grado de retencion de sodio y agua era considerar el cociente
adimensional - Delta de Peso/ Alimento Ingerido- , es decir, cuantos gramos de peso gana un animal (lo
cual implica la ganancia neta de agua) por gramo de alimento ingerido. Las valores de este cociente para
los tres niveles de denervacion en DBNa fueron (INT =21+ 01, DA=22+ 02, DSA=18+02)yen
DANa fueron (INT =27 £ 0.2, DA =3.0 £ 0.3; DSA 3.0 £ 0.1). El modelaje de esta variable indico efecto
solo del factor “DIETA” (r2 aju = 0.4006, ANDEVA = p < 0.0001, DIETA-> p <0.0001, potencia - 0.9998) y
en el andlisis bivariado de esta variable vs “Grupo” arrojo evidencia de no diferencia estadisticamente
significativa entre los niveles de denervacion (INT, DA y DSA) en ninguna de las dos dietas, sin embargo,
al estratificar por “DEN" hubo diferencias estadisticamente significativas entre las dos dietas a cada nivel
de denervacion (INT-> p=0.05; AD->p=0.05; DSA->p=0.001).

‘Etapa Ba. En una tercera etapa se evalu6 el efecto de “DEN ” ya sea fingida (INT) o real (DAy DSA) y el
efecto de "“DIETA” ( Alta y Baja en sal) sobre la operacion del baroreflejo remanente tanto arterial como
cardiopulmonar. De 48 experimentos evaluados en la Etapa A y B, solo en 42 fue posible obtener un
registro adecuado de Actividad Nerviosa Simpatica Eferente Renal (ANSER) en el estado anestesiado. Al

contrastar las Tablas 2, 3y 4 de la Etapa B conlas Tablas 5,6 y 7 de la presente etapa es claro que tan-
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to desde el punto de vista de la evolucion pre y post-denervacion del peso y la PAM, como desde el punto
de vista del modelaje y del analisis bivariado de la PAM y la Delta de PAM esta sub-muestra de 42
animales en estado alerta, fue esencialmente similar a la muestra primaria de 48 animales del cual provino.
De hecho, el modelaje por ANCOVA de PAM y Delta de PAM durante los seglindos 30 min de registro en
estado alerta, arroj0 un efecto de "DEN" estadisticamente significativo (PAM -> p= 0.0496; Delta de PAM
-> p=0.0476) el cual habia resultado marginal en la etapa B. En el mismo lapso, cuando el andlisis
bivariado de Delta de PAM se estratifico por “DEN" se observéd una diferencia estadisticamente signifi-
cativa (prueba de t, p=0.04) entre los grupos DADANa vs DADBNa.

La Tabla 8 presenta los resultados del modelaje por ANDEVA de los parametros logisticos y no logis-
ticos descritos en al primera columna. Puede observarse, que con excepcion de la pendiente, el andlisis
del resto de las variables amrojo que hubo efecto aislado del factor "DEN”, el factor “DIETA" no participando
en absoluto. Se puede observar que el factor "DEN" soporta el 100% de la variacion explicada, que en el
caso de la ganancia maxima del baroreflejo remanente (Gmax) fue del ~63% (r?aju.), en el caso del rango
de operacién del baroreflejo fue de ~ 58% (r2aju.) y que en el caso del plateau superior de la funcién de
transferencia que describe al baroreflejo fue de ~ 51% (r2aju). Como consecuencia de ello, se procedi6 a
realizar el analisis bivariado de cada una de estas variables por factor “DEN” y sin estratificacion alguna.
En la Tabla 9 se presentan los resultados promedio de los parametros que describen operacion del
sistema baroreflejo remanente en cada uno de los 3 niveles de denervacién. En dicha tabla es evidente
que la ANSER basal fue significativamente mayor (~ 25%) en el nivel de DSA que en los otros dos niveles

de denervacion (Fig. Ba1 panel A) .

Por otro lado, el efecto simpatoinhibitorio de un bolo i.v. de fenilbiguanida fue semejante en los tres niveles
de denervacion, indicando la integridad de los nervios vagos y por lo tanto, la operacion cabal del
baroreflejo cardiopulmonar. Los coeficientes de determinacion (r2 aju.) del ajuste de |a regresion logistica
de cuatro parametros fue significativamente menor en el nivel de DSA con respecto a los niveles INT y DA,
aunque el Norm, el cual es un indice de bondad de ajuste, fue semejante en todos los niveles de
denervacion. La Tabla 9 y la Fig. Ba2 panel A, muestran que desde el punto de vista de la funcion
‘baroreﬂeja remanente no hubo diferencias estadisticamente significativas en los parametros logisticos y
no logisticos entre los niveles de denervacion INT y DA, pero si entre estos dos niveles y el nivel de DSA,
en donde se detecté una disminucion del plateau superior en ~ 110% (Fig.Ba 1 panel B) , del rango en ~
50 % (Fig.Ba 1 panel C), del plateau inferior en ~ 25% (Fig. Ba 1 panel D), con un aumento de la PAM al

50% del rango en ~ 20% (Fig.Ba 1 panel E) . Con relacién a la pendiente de la relacion logistica, la cual es
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una medida de la ganancia independiente de rango (Fig.Ba1 panel F), su modelaje por ANDEVA indicd que
fue funcion de la interaccion "DEN*DIET" (r2 - 0.3153, ANDEVA-> p=0.0019, DEN-> p=0.0027,
DIETA-> p=0.3665, DEN*DIETA ->p= 0.0134, Potencia= 0.7812) y la prueba de Tukey asociada a esta
interaccion arrojé que hubo diferencias entre niveles de denervacion en DBNa (INT vs DA - p =0.01; INT
vs DSA p= 0.001) pero no en DANa. Finalmente, la Tabla 9 y la Fig. Ba2 panel B, muestran que hubo
disminucion estadisticamente significativa (~ 45%) en la Ganancia Maxima (Gmax) entre el nivel de DSA
y el nivel INT y entre el nivel de DSA y el nivel DA. Cabe hacer mencion, que una evaluacion robusta de la
funcion barorefleja arterial presupone que la funcion barorefleja cardiopulmonar esta estimulada a un
mismo nivel. La Tabla 9 muestra que durante la realizacion de la rampa de presion, el valor de Presion

Venosa Central (PVC) cuando la PAM alcanz6 su valor pre-rampa fue semejante en los tres niveles de

denervacion.

En este misma estapa (Ba) fue de interés evaluar si existia una asociacion entre el criterio de denervacion

usado, que como se recordara esta fincado en la transformada de la DEPAM1 (DEPAM1X) y la Gmax del

barorefiejo. EI modelaje por Regresion Mltiple de Gmax arrojé que tanto la DEPAM1X como la variable
ANSER basal soportaban un 64% de la variacion explicada de Gmax ( r2aju. = 0.6201, ANDEVA >
p<0.0001, DEPAM1X - p< 0.0001 con 31 = 0.1549 y potencia de 0.9997; ANSER basal - p= 0.0095
con B2= 0.016 y potencia de 0.7580) el peso relativo de cada una de ellas en la variacion explicada
siendo del 89% y el 11% respectivamente. La Fig.Ba2 panel C muestra la relacion lineal entre DEPAM1 X
y Gmax con una r2 aju. de 0.5590 (ANDEVA -> 0.0001) , valor que corresponde aproximadamente al

89% de la r? aju. para el modelo completo (r2aju. = 0.6210).

Etapa C. En una cuarta y ultima etapa, fue de interés definir tanto la participacion relativa tanto de los
baroreceptores cardiopulmonares como de los baroreceptores arteriales en sostener la operacion del
baroreflejo remanente en los distintios niveles de denervacion baroreceptora arterial. De 42 experimentos
evaluados en la Etapa Ba, solo en 37 fue posible realizar una dos rampas de presion, una antes y otra
después de vagotomia cervical bilateral. Al contrastar las Tablas 5 - 7 de la Etapa Ba con las Tablas 10 -

12 de la presente etapa fue claro que tanto desde ei punto de vista de la evolucion pre y post-denervacion
‘ del peso y la PAM, como desde el punto de vista del modelaje y del anélisis bivariado de la PAM y el
Delta de PAM esta sub-muestra de 37 animales, en estado alerta, fue esencialmente similar a la muestra
primaria de 42 animales de la cual provino. Aunque el modelaje por ANCOVA de PAM durante los
segundos 30 min de registro en estado alerta, arrojo un efecto de "DEN” marginal (p= 0.0624) el modelaje

de Delta de PAM, en este mismo periodo, arrojo un efecto de “DEN" y de “Delta de Peso” (= “DIETA")
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estadisticamente significativo (p=0.05) para ambos. Mas aun, cuando el andlisis bivariado de Delta de PAM
se estratifico por “DEN" se observd una diferencia estadisticamente significativa (prueba de t, p=0.03)
entre los grupos DADANa vs DADBNa.

El contraste de la Tabla 8 de la Etapa Ba con |a Tabla 13 de la presente etapa muestra que desde el punto
de vista del modelaje por ANDEVA de los parametros logisticos y no logisticos en la fase pre-vagotomia,
esta sub-muestra de 37 animales en estado anestesiado fue también esencialmente similar a la muestra
primaria de 42 animales de la cual provino y que con excepcion de |a pendiente, el analisis del resto de las
variables arroj6 que hubo efecto aislado del factor “DEN”, el factor “DIETA” no participando en absoluto. La
misma Tabla 13 muestra que en la fase de post-vagotomia la variacion explicada (12 ajustadas) por el
factor “DEN" cayo al 22% (vs 53% pre-vagotomia) en cuanto a la variable plateau superior, al 20% (vs
57% pre-vagotomia) en cuanto a la variable rango de operacion y a 48% (vs 65% pre-vagotomia) en la
variable Gmax. Con relacién a la pendiente de la relacion logistica su modelaje por ANDEVA en la fase
pre-vagotomia indicé que fue funcién de la interaccion "DEN*DIETA", al igual que en la Etapa Ba.
Interesantemente, en la fase post-vagotomia el modelaje por ANDEVA tanto de la pendiente como del

plateau inferior no pudo ser adjudicado ni a “DEN" ni a “DIETA".

La Tabla 14 presenta el analisis bivariado por factor “DEN” de cada una de estas variables en ambas fases
pre y post-vagotomia. En dicha tabla y en la Fig. C1 se puede observar que la vagotomia cervical bilateral
disminuy® significativamente el plateau superior (~ 63%) en los niveles de denervacion INT y DA. También
disminuyo6 significativamente el rango ( ~ 30%), el plateau inferior (~ 23%) y la Gmax (~ 36%, Fig.C2 panel
A), en los 3 niveles de denervacién pero no modific en absoluto los valores de pendiente ni la PAM al
50% del rango. Por otro lado, la simpatoinhibicion inducida por fenilbiguanida fue reducida por la vagoto-
mia cervical bilateral en ~ 40% en los niveles de denervacion INT y DA y en ~90% en el nivel de DSA
(Fig.C2 panel B). En la Fig. C2 panel C se grafica la diferencia de Gmax entre las fases pre y post
vagotomia cervical bilateral (participacion del baroreflejo cardiopulmonar). Dado que no se detecto dife-
rencia significativa entre los tres niveles de denervacion elio indica que la participacion del baroreflejo

cardiopulmonar fue semejante en ellos.



DISCUSION

Efectos de la Denervacion y la Dieta sobre el Peso Corporal de los Animales

El proceso de denervacion baroreceptora real o fingida produjo una reduccién de peso corporal cuya
magnitud y duracion fue funcion directa del grado de denervacion (Tabla A). Este escenario parece
depender de una disminucion transitoria en la ingesta de agua y alimento (Werber & Fink, 1981; Alexander
& Morris, 1986) ya que todos los animales realcanzaron su peso pre-denervacion, aunque a tiempos varia-
bles segun el grupo, antes de iniciar la DANa o DBNa. Aun cuando el peso corporal absoluto el dia del
experimento (Peso Experimental, Tabla A) no fue diferente entre grupos desde el punto de vista esta-
distico (comparacion muitiple de Tukey por grupo en el analisis bivariado) el modelaje de dicha variable
indico efecto del factor “DIETA" y del factor “Peso-Predenervacion”, razén por la cual, se decidié manejar
la variable Delta de Peso ( Peso Experimental — Peso-Predenervacién) , la cual, clara y consistentemente
mostré (Tabla A) que los grupos alimentados con DANa (vs aquellos con DBNa) desarrollaron mayor
incremento de peso. Este evento, no ha sido reportado en la literatura del campo, no obstante que las
dietas de importacién que usamos en el presente experimento (TD902-28 o 0.04% y TD92012 o 8% Na,
Harlan Teklad, Madison, WN, EUA) son aquellas cuyo uso ha sido reportado en este tipo de estudios
(Leenen y col 1994; Huang y col 1999b). Dado que la calidad y cantidad de proteinas en estas dos dietas
es similar, ya que la primera dieta (0.04% Na) es la base para elaborar la segunda (8% Na) segun informa-
cion del fabricante, una posibilidad para explicar este mayor aumento de peso, es que a los animales les
haya resultado mas apetitosa la DANa que la DBNa. En efecto, nuestros resuitados apoyan esta conclu-

sion y corroboran |a bien conocida preferencia que las ratas tienen por la sal.

Criterio de Integridad, Parcialidad y Radicalidad Barorefleja.

Clasicamente la evaluacion de la integridad del sistema baroreflejo arterial se lleva a cabo con el animal en
estado alerta, observando respectivamente la respuesta bradicardica o taquicardica al aumento o a la
disminucion de presion arterial media inducidas por la administracion intravenosa de bolos de fenilefrina o
nitroprusiato de sodio y descrita técnicamente por el cociente AFC/APAM (latidos x min' x mmHg' =
sensibilidad barorefleja). La respuesta bradicardica (cociente AFC/APAM negativo) aparentemente es
mediada a través de activacion vagal, mientras que la respuesta taquicardica (cociente AFC/APAM
positivo) ocurre principalmente por aumento en la actividad nerviosa simpatica cardiaca (Stornetta RL,
1987). Con este escenario, la evaluacion de la radicalidad absoluta de una denervacion sino-adrtica (DSA)

se sustenta en el NO cambio de frecuencia cardiaca en respuesta tanto a los estimulos hipertensivos como
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a los hipotensivos (cociente AFC/APAM = 0 en ambos casos). La implicacion de ello es que la presencia
de actividad baroreceptora arterial residual progresiva (por denervacion sino-aortica incompleta o dener-
vacion parcial como la denervacion adrtica) es capaz de manifestarse por respuestas bradicardizantes o
taquicardizantes progresivamente menos atenuadas hasta llegar al extremo del animal intacto en donde
dichas respuestas se observan floridamente. Hasta donde nos fue posible indagar, no existe reportado en
la literatura un criterio cuantitativo y sistematizado que, sustentado en el principio anterior, permita definir
el grado de denervacion baroreceptora que posee cada animal individualmente, asi como tampoco existe
informacion de si dicho criterio se ve influido por la ingesta de una dieta alta o baja en sal. Intencién inicial
en este trabajo fue el poder registrar directamente y en estado alerta la actividad nerviosa simpatica efe-
rente renal (ANSER) con el objeto de contrastar los cocientes AFC/APAM y %AANSER/ APAM como
criterios de denervaciéon baroreceptora, sin embargo, por razones técnicas y temporales fue imposible

lograr el registro de ANSER en estado alerta, de manera que se procedié a realizarlo en estado anes-
tesiado.

Bajo este escenario, el uso de la Desviacion Estandar de la presion arterial media en estado alerta como
criterio de denervacion baroreceptora esta sustentado en lo descrito en la literatura (Osborn & England,
1990; Franchini & Krieger,1992; Schreihofer & Sved,1994). Especificamente, Osborn & England en 1990
reportaron la DE de la PAM registrada 30 min/dia durante 7 dias consecutivos posterior a la denervacion
real o fingida y encontraron que hubo diferencias estadisticamente significativas entre tres grupos de
animales: los intactos (INT= 5.1 + 0.3 mmHg), aquellos con denervacion adrtica (DA = 8.7 + 0.5 mmHg) y
aquellos con denervacion sino-aortica (DSA = 121 £ 1.0 mmHg), sin embargo este criterio no fue
sistematizado. Como se puede observar en la Tabla 4 del presente trabajo, las DE de la PAM durante los
primeros y segundos 30 min de registro en estado alerta y luego de 30 dias de denervacion en los tres
grupos, aunque numéricamente mas bajas, conservaron los intervalos de separacion entre grupos repor-
tados por estos autores. También fue importante documentar que este criterio de denervacion baro-
receptora (transformada de DEPAM1= DEPAM1 X) no se ve influenciado por el factor “DIETA", corro-

borando lo descrito por Osborn & Hornfeldt (1998) e indicando que es un criterio selectivo para dener-

vacion baroreceptora.

Efecto de la Denervacion y la Ingesta de Sodio sobre la Presion Arterial
El hallazgo fundamental del presente trabajo es que la rata con DA real fue capaz de aumentar en mayor
grado (~ 10-15 mmHg por arriba de la rata con DA fingida) y de manera sostenida (60 min) sus niveles de

presion arterial media cuando se expuso a una DANa por tres semanas, que lo que fue capaz de hacer la
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rata con DA real en DBNa, cuando no hubo diferencias en el valor absoluto de la presion arterial media
entre ellas ni enla pre-denervacion (todas fueron normotensas) ni en la post-denervacion , es decir, se
esta documentando de manera inédita el desarrollo de un modelo en rata, experimentalmente inducido por
deaferentacion baroreceptora arterial parcial, de normotension sensible a sal (NTSS) . Dicho aumento de
presion arterial media se vio soportado por un aumento tanto de presion arterial sistélica (~ 15-20 mmHg)

como de presion arterial diastélica (~ 10-15 mmHg).

En contraste, la rata con DSA real fue capaz de aumentar en mayor grado (~10-15 mmHg por arriba de la
rata con DSA fingida) y de manera transitoria (30 min) sus niveles de presién arterial media cuando se ex-
puso a una DANa por tres semanas, que lo que fue capaz de hacer la rata con DSA real en DBNa, cuando
no hubo diferencias en el valor absoluto de la presion arterial media entre ellas ni en la pre-denervacion
(todas fueron normotensas) ni en la post-denervacion. Este caracter transitorio, el cual fue inesperado
para nosotros en funcion de la evolucion a largo lazo de la PAM (medida por cateterismo cronico o
telemetria) que ha sido reportada para la rata con DSA mas DANa (Osborn & Provo, 1992; Osborn &
Hornfeldt, 1998), puede explicarse como el resultado conjunto de: (a) el ingreso de los animales a una fase
del ciclo circadiano de menor actividad matutina, luego de la fase de actividad post-despertar anestésico y
(b) de la reinstauracién en dichos animales del consabido proceso hipoxico e hipercapnico inherente a la
DSA  (por deaferentacion quimioreceptora simultanea) que tiene marcados efectos vasodilatadores
periféricos (Franchini & Krieger, 1992). Desafortunadamente, nuestro estudio no contempl6 registrar a mas
largo plazo la PAM con el objeto de confirmar si este fenomeno fue reaimente breve y transitorio. En apoyo
al argumento (a) y al argumento (b) mencionados lineas arriba estan respectivamente los siguientes
hechos: 1) que todas las presiones arteriales tendieron a ser menores durante los segundos 30 min de
registro en estado alerta que durante los primeros 30 min, y 2) que nuestro laboratorio ha documentado
(Torres-Rodriguez L, 2004) que la DANa en animales con DSA no modifica su condicion hipoxica e
hipercapnica. En conjunto nuestros resultados rechazan la hipétesis de que el sensibilizacion a sal (SS)
se asocia a la desfuncionalizacion progresiva del sistema baroreflejo arterial, ya que no se observd un
aumento progresivo en el Delta de PAM conforme se aumentaba |a radicalidad de la denervacion baro-
receptora en los animales que consumieron una DANa, sin embargo, antes de confirmar dicho diagnostico
habria que evaluar el efecto que sobre la sensibilidad a sal tendria una secuencia de denervacion
baroreceptora que iniciara con la condicion intacta, siguiera con una denervacion aortica unilateral, luego
con una denervacion aortica bilateral y terminara con una denervacion adrtica bilateral mas un denerva-

cion unilateral del seno carotideo, de manera que por lo menos un cuerpo carotideo operara continua-
mente.
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Aunque la regraficacion de los datos de la Figura B2 en términos de la curva presion natriuresis debe
tomarse con reserva, ya que el valor de APAM representa la diferencia de valores de PAM registrados
durante una hora en estado alerta (antes de la denervacién y aproximadamente un mes después) versus
las 24 horas en las que se colecto |a orina, el aspecto que debe destacarse es que la DA logréd mostrar una
menor pendiente durante los segundos 30 min (versus INT), satisfaciendo asi la definicion fenomeno-
logica de SS y apoyando nuestra conclusién de que éste es un modelo de normotension SS. Con esta
evidencia, queda en entredicho la idea de que la Unica manera de inducir experimentalmente SS, es a

través de una DSA real lo mas radical posible seguida de una DANa (Schreihofer & Sved AF 1994).

Podria argumentarse que la razén por la que los animales con DA o DSA mas DANa fueron capaces de
aumentar (consistentemente o transitoriamente) su PAM fue porque retuvieron mas sodio y agua que los
animales intactos. El cociente adimensional - Delta de Peso/ Alimento Ingerido- propuesto, nos permite
decir que por cada gramo de alimento ingendo por dia los animales ganaron ~ 2 gramos de peso cuando
consumieron una DBNa y ganaron ~ 3 gramos de peso cuando consumieron una DANa. Es de resaltar el
hecho que el grupo INT en DANa ingirié ~ 7 g/dia mas de alimento que el INT en DBNa (Tabla 2) y sin
embargo su incremento de peso fue semejante al de los grupo DA y DSA en DANa, sugiriendo, por un
lado, que este grupo fue capaz de eliminar un tanto mas (~ 3.5 g) de sal y agua que aquellos que
mostraron algun grado de desfuncionalizacion barorefleja (DA y DSA), y por otro, que los tres niveles de
denervacion en DANa estuvieron expandidos de manera semejante y por tanto que las diferencias de PAM
no fueron consecutivas a diferencias en la retencion de sodio y agua (o gasto cardiaco). Esta conclusion es
consonante con la evidencia aportada por Greene y col en 1990, quienes mostraron que un cambio en el
ingreso de sodio de 20 veces (por via i.v.) produce un cambio en el peso corporal y en el gasto cardiaco
que fue semejante entre las ratas DahIRS y DahISS, pero que soélo estas ultimas fueron incapaces de

disminuir su resistencia periférica total y por tanto aumentaron su presién arterial.

Operacion del Baroreflejo Arterial y Cardiopulmonar remanente en la normotension SS

El analisis de los resultados de las Etapas Bay C en conjunto hacen evidentes varios hechos:

1) Que independientemente de la dieta consumida y bajo las condiciones experimentales del presente
estudio la actividad nerviosa simpatica eferente renal basal (ANSER basal) estuvo aumentada en los
animales a quienes se les realizd DSA aproximadamente 30 dias antes. Consideramos que este hallazgo

debe tomarse con reserva por dos razones: 1) los valores absolutos de ANSER no son del todo compara-
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bles entre animales, dado que existen diferencias inter-animatl en la actividad del nervio renal relacionadas
con diferencias en su diametro y/o en el numero de fibras activas asi como del contacto del nervio con el
electrodo y 2) que fue el resultado de obtener el promedio de tan solo un minuto de registro control de
ANSER antes de iniciar la primera rampa de fenilefrina-nitroprusiato con el animal anestesiado, muscular-
mente relajado y mecanicamente ventilado y bien podria ser consecuencia de la interaccion entre un
efecto estimulante simpatico inducido por la administracion de pancuronio i.v. (Taylor, 1996) y la carencia
de baroreflejos en estos animales. En este sentido, toda la evidencia publicada indica que en ratas en
estado alerta la ANSER basal luego de 72 horas post-DSA retorna a sus valores pre-denervacion (Barres
y col, 1992; Irigoyen y col 1995). Comunicaciones personales de John W Osborn (FASEB 2007 y
generador de una buena parte de informacion en este campo desde hace 17 afos) indica ademas que en
las ratas con DSA la DANa (vs la DBNa) no aumenta la ANSER basal, lo cual es coincidente con lo

obtenido en el presente estudio.

2) El tipo de dieta consumida (DANa o DBNa) no tuvo influencia alguna en la operacion del baroreflejo
arterial y cardiopulmonar remanente, excepto porque la pendiente de la funcién de transferencia decayo en
DBNA y se mantuvo en DANa (a nivel del grupo INT), conforme la denervacion progresé. Esto ultimo
sugiere una accion de la DANa sobre la operacion del baroreflejo arterial, mediada por sensibilizacion de
aferencias vagales ya que la vagotomia cervical bilateral hizo desaparecer dicho efecto. Aun cuando el
efecto observado de la DANa sobre la pendiente resultd en la direccion contraria a la que ha sido
propuesta, es decir, que la DANa reduce la pendiente (Huang y col 1999), la operacion global del
baroreflejo arterial y cardiopulmonar remanente sélo se vio influenciada por el gradc mayor de denervacion

(vg.DSA) pero no por la dieta.

3) La DA no obstantz gue no afecté en absoluto la capacidad del sistema baroreflejo arterial (senos
carotideos) y cardiopulmonar remanente para amortiguar cambios fasicos en presion arterial inducidos por
drogas vasodilatadores ¢ vasoconstrictoras, no logrd amortiguar el discreto aumento de variabilidad de
PAM inducida por la misma. Aunque ala fecha no se han descrito las interaccicrnies dinamicas (potencia

espectral) entre presion arterial y actividad nerviosa simpatica en animales con DA, como si se ha hecho en
 animales intactos y con DSA (Julien y col, 2003), el escenario anterior sugiere que la mayor variabilidad en
PAM en DA se esta dando en el rango de las frecuencias intermedias (0.27 a 0.74 Hz) y que su origen sea

el sistema nervioso simpatico basal, que como se sabe esta fuera del control baroreflejo y que induce

eventos presores.
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4) No obstante que la DA no afecta la capacidad barorefleja de amortiguacion fasica inducida por drogas y
aumenta la variabilidad de la PAM, la operacion del baroreflejo remanente se di6 20 mmHg por arriba de
la condicion de pre-denervacion y de 10 a 15 mmHg por arriba de la condicion intacta. Este escenario
indica que en términos netos (aunque no absolutos) existe un desplazamiento hacia a la derecha de la
funcidn de transferencia de la relacion (%AANSER / PAM) que no necesariamente implica que deba existir
un aumento en la ANSER basal. Una alternativa a ello, es que el aumento en la potencia espectral en el
rango de frecuencias inter-medias (0.27 a 0.74HZ) se vea compensado por una disminucion en la potencia
espectral en el rango de la frecuencias bajas ( 0.005- 0.27 Hz) y que en conjunto 0 no de lugar a un
aumento neto o de lugar a un aumento muy pequerio en la ANSER basal. Esto explicaria por qué en la DA
cronica bajo dieta normal en sodio, la PAM permenece unos 5 mmHg por arriba de su valor pre-
denervacion (Fink y col 1980,1981; Patel y col 1981; Werber y col 1981; Kiine y col 1983,)

Esta ampliamente reconocido que la DANa en un individuo o animal no susceptible (intacto) no tiene
mayores efectos sobre la presidn arterial. Como se ha documentado en el presente estudio, solo es
cuestion de que se pierda, aunque sélo sea parcialmente, informacion aferente baroreceptora arterial para
que la DANa induzca Sensibilidad a Sal, en este caso, en el rango normotensivo. Como variable
hemodinamica regulada, la presion arterial media es el producto del gasto cardiaco multiplicado por la
resistencia periférica. Dado que el primer determinante de la presion arterial es el volumen y éste es a su
vez esta determinado por el balance entre el ingreso y el egreso corporal de sodio y agua, la maxima
fisiologica de que un camibio cronico en la resistencia periférica total no induce un aumento perdurable en
la presion arterial media en tanto no exista una incapacidad renal para excretar sodio (Guyton y col 1972)
consideramos nosotros subyace en el fondo de la SS. Se propone que en el individuo o animal
normotenso y suceptible, la SS se sucede porque de manera transitoria (mientras que se consume DANa)
existe una incapacidad para reducir la resistencia periférica total y para excretar sodio por via renal con la
consecuente disminucion en la pendiente de Ia relacion presion-natriuresis. En el control a largo plazo de la
presion arterial, el control de Ia circulacion medular renal juega un papel crucial ya que es el substrato
hemodinamico medular renal en el cual se da el mecanismo presion-natriuresis. En la rata y en el perro
reducciones cronicas en flujo sanguineo medular renal inducidas por una variedad de estimulos mecanis-
iicamente diferentes resulta en aumento en la presion arterial (Cowley y col, 2003). Con este escenario en
mente, se propone que en el modelo de DA + DANa {modelo de normotension SS) debe existir una
incapacidad para reducir tanto la resistencia periférica total como la resistencia vascular medular renal ya
que se reduce la disponibilidad periférica y medular renal de ON como resultado de interaccion de dos

elementos: a) un aumento en la potencia espectral en el rango de frecuencias intermedias de fa ANSE
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(inlcuyendo la renal) con aumento en la liberacion de NE a nivel periférico y medular renal (la cual a través
de receptores a1 induciria vasoconstriccion directa y a través de receptores a 2 induciria aumento
contraregulatorio en la produccion de ON) y b) un aumento exagerado en el contenido periférico y medular
renal de ion superoxido, tanto por aumento en su produccion (por aumento de actividad de la NADPH
oxidasa por la DANa como demostrado en riion por Kitiyakara y col (2003), como por disminucion en su
depuracién (por disminucion de SOD por la DANa como demostrado en rifidn por Kitiyakara y col (2003)) e
inducida por la DANa. Todo ello daria lugar a mayor formacién de peroxinitrito a nivel periférico y medular
renal, reduciendo la disponibilidad de ON a nivel periférico y medular renal, con la consecuente menor

caida de resistencia vascular periférica y medular renal y aumento de la presion arterial.

5) La DSA afectd6 de manera importante la capacidad del sistema baroreflejo arterial y cardiopulmonar
remanente para amortiguar cambios fasicos en presion arterial inducidos por drogas y como consecuencia
aumentd también, en forma muy importante, la variabilidad de la PAM. Esta bien establecido que la DSA
cronica modifica el perfil de las curvas de potencia espectral tanto de la PAM y como de la ANSER  (Julien
y col, 2003), atenuando ambas en el rango de frecuencias intermedias y exagerando la de PAM y no
modificando la de ANSER en el rango de frecuencias bajas, de manera que la magnitud de ANSER en
estado cronico es igual o menor a la observada en la fase de pre-denervacion (Barres y col, 1992, Irigoyen
y col 1995). Aun mas, como se menciond en el primer apartado de esta seccion, tenemos informacion por
parte de! Dr. JW Osborn (comunicacion personal) de que la DANa no aumenta la ANSER en animales en
estado alerta con DSA cronica. Bajo este escenario se vuelve muy dificil plantear un  mecanismo que
explique el por qué en el presente estudio, como en muchos otros, el consumo de la DANa induce aumento
de PAM. Un hecho a nuestro juicio significativo, es que para que la DSA cronica mas DANa induzca un
aumento de PAM se requieren cuando menos de 2 semanas de DANa lo que invita a sugerir que el
aumento de presion arterial puede resultar de lo interaccion a largo plazo entre la remodelacion vascular y
fisiologica inducida por el gran aumento en la variabilidad de la PAM (Miao y col, 2001) y los efectos
oxidativos ya mencionadas de la DANa. Finalmente, ya hemos intentado explicar el por qué en el

presente estudio el cambio de PAM se atenud durante la segunda media hora de registro en estado alerta.

6) La amortiguacion de los cambios fasicos en presion arterial tanto en animales INT, como con DA y DSA
se llevo a cabo en parte por la participacion del baroreflejo cardiopulmonar, la ganancia maxima del cual
(Gmax) fue semejante en los tres niveles de denervacion y no se vié influenciado por la dieta, indicando
que el baroreflejo cardiopulmonar no compensa la falta de campos baroreceptivos arteriales. Por otro

lado, la respuesta simpatoinhibitoria a fenilbiguanida en la rata parece ser mediada por aferencias de
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quimioreceptores que viajan no sélo por via vagal sino también a través de los nervios del seno carotideo,
pero no de los nervios depresores aorticos. Gracias a ello, esta respuesta es util para evaluar la integridad
vagal bajo condiciones de denervacién fingida, adrtica y sino-aortica asi como para evaluar la efectividad

de la vagotomia cervical bilateral.

7) Finalmente, el hecho de que la Gmax mostrara una relacion lineal con la transformada de la desviacion
estandar de la PAM1 (DEPAM1 X) con una r2 aju. de 0.5590 y un ANDEVA -> <0.0001, no obstante que
ambos parametros fueron adquiridos en condiciones de estado de consciencia distintos (DEPAM1 X =
estado alerta y Gmax = estado anestesiado), sugiere fuertemente que DEPAM1 X es un indice valido de
denervacion baroreceptora arterial, mas si se toma en cuenta que la DA aumento6 la DEPAM1 X sin modif -
car significativamente la Gmax. De hecho, cuando la misma relacién se establece tomando en cuenta sélo

los datos de los animales INT y con DSA ( es decir , excluyendo los de DA), la r2aju. aumento6 a 0.7336.

Conclusiones

El analisis de los resultados del presente estudio permiten concluir por un lado que el modelo de
denervacion aortica bilateral mas dieta alta en sal en la rata, es un modelo experimentalmente inducido por
deaferentacion baroreceptora arterial parcial de normotension sensible a sal, y por otro, que bajo las
presentes condiciones de denervacion baroreceptora progresiva el grado de sensibilidad a sal no se
asocia a desfuncionalizacion progresiva del sistema baroreflejo arterial probablemente porque se esta
afectando la funcion refleja quimiroreceptora. Con relacion a los mecanismos que sustentan la
normotension sensible a sal en denervacion aértica, el analisis de los datos no apoya la idea de que la
dieta alta en sodio aumenta la actividad nerviosa simpatica renal basal ni que deteriore la operacion del
baroreflejo arterial o cardiopulmonar remanente, aunque estas ultimas conclusiones tienen que verse a luz

de que esta parte del experimento se hizo bajo anestesia.
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Tabla 1. Etapa A: Evolucién ponderal pre y post denervacion, dias de recuperacion y valores pre-denervacion de la presion arterial media (PAM)

y de la desviacion estandar de PAM en estado alerta, en 59 animales asignados al azar a los 6 grupos de estudio.

n
Peso Pre-Denervacién (g)

PAM Pre-Denervacion (mmHMg)

DE de PAM Pre-Denervacion (mmHg)
Reduccion de Peso (g)

Dias de Recuperacion

Peso Experimental (g)

Delta de Peso (g)

Alimento ingerido (g/dia)

INTDANa

12
29913
11212

38103

-18.5£2.0

5.210.3
37816
78.3t4.1

26.7£1.3

INTDBNa
9
30514
10812
3.6104

-23.7£1.8

5.6+0.5
34715
41.8£1.9™
20.4+1.0™

DADANa
8
30748
10811
4.0+0.5

-39.3£3.9

8.8+0.8""
37812
70.716.2
23.3£08

DADBNa
8

3075
111143
3.8+0.3

-40.5+4.0*

8.7+0.5+
35116
43.9+4 07
20.0+0.6

DSADANa DSADBNa
10 12

301+4 30745
11142 11242
3.90.2 3.540.2

-53.042.7% -54.0£4.3™
114106 115406
36617 349+8
64.746.0 41.2+4.1°
23.80.9 212405

Valores son promedio + E.E.; INT = denervacion fingida, DA = denervacion adrtica; DSA = denervacion sino-adrtica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta

baja en sal; n = numero de unidades experimentales por grupo; PAM = presién arterial media; DE = desviacion estandar; Reduccion de peso = Peso Pre-

Denervacion — Peso minimo post-deneivacién; Dias de Recuperacion = Lapso para recuperar el Peso Pre-Denervacion luego de la denervacion; Peso

Experimental = Peso del dia del experimento después de 21 dias de DANa o DBNa; Delta de Peso = Peso Experimental — Peso Pre-Denervacion; Alimento

Ingerido = Promedio de alimento ingerido en dias 18 y 19. Analisis bivariado por grupo seguido de comparacion multiple por prueba de Tukey: p= 0.05, *p=

0.01, ** p=0.001, ***p=0.0001, ¥p=0.000001 vs. INT en su correspondiente dieta; ¥p=0.01 vs DA en su correspondiente dieta; *p=0.01, “p=0.001, *p=0.0001 vs

" dieta con misma denervacion.
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Tabla 2. Etapa B: Evolucién ponderal pre y post denervacion, dias de recuperacién y valores pre-denervacion de presion arterial media (PAM) y

de desviacion estandar de PAM en estado alerta, en 48 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los

criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT).

INT DANa
n 8
Peso Pre-Denervacion (g) 29714
PAM Pre-Denervacion (mmHg) 11143
DE de PAM Pre-Denervacion (mmHg) 3.810.4
Reduccion de Peso (g) -19.1£2.3
Dias de Recuperacion 5.50.3
Peso Experimental (g) 370%7
Delta de Peso (g) 73.2£41
Alimento ingerido(g/dia) 27.5£2.0

Valores son promedio + E.E.; INT = denervacion fingida; DA = denervacion aértica; DSA = denervacion sino-aortica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta
baja en sal; n = numero de unidades experimentales por grupo; PAM = presion arterial media; D.E. = desviacion estandar, Reduccion de peso = Peso Pre-
Denervacion - Peso Minimo post-denervacion; Dias de Recuperacion = Lapso para recuperar el Peso Pre-Denervacion luego de la denervacion; Peso
Experimental = Peso de! dia del experimento después de 21 dias de DANa o DBNa; Delta de Peso = Peso Experimental -~ Peso Pre-Denervacion; Alimento
Ingerido = Promedio de alimento ingerido en dias 18 y 19. Analisis bivariado por grupo seguido de comparacion muitiple por prueba de Tukey: p= 0.05, **p=

0.01, * p=0.001,"*p=0.0001 vs. INT en su correspondiente dieta; ¥ p=0.05 vs DA en su correspondiente dieta; " p=0.01, “ p =0.001 vs dieta con misma

denervacion.

INT DBNa
9
30514
108+2
36104
-23.8+1.8
5.7£0.5
34715
41.8+1.9”
204£1.0"

DA DANa
7
305+9
10941
4.0£0.6

-37.914.2*

9.0£1.0+
374113
69.3+7.0

22.710.7

DA DBNa DSA DANa
8 9
30745 300+4
11143 11242
3.840.3 3.940.3
-40.0+4.0 -53.043.1**
8.8+0.5 11.6+0.7*
35116 369+7
43.9+41" 69.1+4.5
20.710.6 23.240.7

DSA DBNa
7
3108
11643
4010.3

-55.0£6.8*

11.6£0.7*
350+13

39.616.0%
21.310.7



Tabla 3. Etapa B: Analisis de covarianza (ANCOVA) con una covariable de la Desviacion Estandar de la Presion Arterial Media (PAM) , PAM, Deita de
PAM , Deita de PAS y Delta de PAD en 48 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de denerva-
cion real (DA y DSA) o fingida (INT).

r2 p Factor VE. Covariable
Variable ajustada  (modelo) Denervacion  (APeso) PAM Pre-denervacion
D.E. de PAM primeros 30 min (mmHg) 09198  p<0.0001 p<0.0001 ns ns
D.E. de PAM segundos 30 min (mmHg) 0.8087  p<0.0001 p<0.0001 ns ns
PAM primeros 30 min (mmHg) 0.6405  p<0.0001 p<0.0001 p=0.0004 p< 0.0001
PAM segundos 30 min (mmHg) 0.3724  p<0.0001 p=0.0809 p=0.0266 p<0.0001
Delta de PAM primeros 30 min (mmHg) 0.4492  p<0.0001 p<0.0001 p=0.0003 ns
Delta de PAM segundos 30 min (mmHg) 0.1435  p=0.0201 p=0.0878 p<0.0191 ns
Delta de PAS primeros 30 min (mmHg) 05111 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 ns
Delta de PAS segundos 30 min (mmHg) 0.3570  p<0.0001 p=0.0018 p=0.0004 ns
Deita de PAD primeros 30 min (mmHg) 04235  p<0.0001 p=0.0001 p=0.0004 ns
Delta de PAD segundos 30 min (mmHg) 01524  p=0.01 p=0.0637 p=0.0248 ns

r2 ajustada = coeficiente de determinacion; p (modelo) = probabilidad de ajuste del modelo; Factor Denervacion (“DEN" con tres niveles); V.E. = variable
explicatoria; Covariable = PAM Pre-denervacion; D.E. = desviacion estandar; PAM = presion arterial media; Delta de PAM = PAM de primeros 6 segundos 30
min - PAM Pre-Denervacion; PAS = Presion Arterial Sistolica; PAD = Presion Arterial Diastolica; Delta de PAS = PAS de primeros ¢ segundos 30 min - PAS

Pre-Denervacion; Delta de PAD = PAD de primeros 0 segundos 30 min — PAD Pre-Denervacion; ns= no significativo



Tabla 4. Etapa B: Desviacion Estandar de la presion arterial media (PAM), PAM y Deita de PAM, PAS y PAD en los primeros y segundos 30

minutos de registro en estado alerta en 48 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de

denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT).

INT DANa
n 8
D.E. de PAM primeros 30 min (mmHg) 2.6£0.1
D.E. de PAM segundos 30 min (mmHg) 3.410.2
PAM primeros 30 min (mmHg) 1204
PAM segundos 30 min {mmHg) 12014
Delta de PAM primeros 30 min (mmHg) 8.7£1.6
Delta de PAM segundos 3C min (mmHg) 9.0£1.7
Delta de PAS primeros 30 min (mmHg) 15.6£2.0
Delta de PAS segundos 30 min (mmHg) 14.612.5
Delta de PAD primeros 30 min (mrnHg) 86114
Delta de PAD segundos 30 min (mmHg) 8.9+1.6

Valores son promedio + E.E.; INT = denervacion fingida: DA = denervacion aortica; DSA = denervacion sino-adrtica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta
baja en sal, n = numero de unidades experimentales por grupo; D.E. = desviacion estandar; PAM = presion arterial media; Delta de PAM = PAM de primeros 6
segundos 30 min - PAM Pre-Denervacién: PAS = Presion Arterial Sistdiica; PAD = Presion Arerial Diastoiica; Delta de PAS = PAS de primeros 6 segundos 30
min - PAS Pre-Denervacion; Deita de PAD = PAD de primeros 6 segundos 30 min — PAD Pre-Denervacion. Analisis bivariado por grupo seguido de

comparacion multiple por prueba de Tukey: *p = 0.U5, = p = 0.03, —p = 0.02, * p = 6.01, ™ p = 0.001, ** p = 0.0001 y Ep= 0.000001 vs INT en su

INT DBNa
9
29101
31203
11342
11242
5.2+1.7
47+1.9
8.0£2.2
6.3£2.3
36+18
3.3£20

DA DANa
7
52205¢
6.3+0.6*
13014
12814
211134+
19.2+£3.6
34.5+4.1*
30.9+4.4
22,5236
20.6£3.9

DA DBNa
8
56403 ¢
6.7+0.4***
12443
12013
13.1£2.5
8.512.8
19.7£3.5°
14.9+4 1
12.9+29
8.2£3.0

correspendiente dieta. $p=0.01, ¢p=0.05,  p=0.0001.* p= 0.000001, vs DA en su correspondiente dieta.

DSA DANa
9

12.0+08¢ €

14,2118 £§
13214
12114

20.6x2.2+
92442
316£2.0+~
22.5+4 1
18.81£2.5
70144

DSA DBNa

7

10.5+09¢"
111£13¢8¢

13014~
1283~
14.1£4.3
11.243.4
18.514.5
14.2£3.8
12.5¢4.2
9.8+34
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Tabla 5. Etapa Ba: Evolucion ponderal pre y post denervacion, dias de recuperacion y valores pre-denervacion de presion arterial media (PAM) y
de desviacion estandar de PAM en estado alerta, en 42 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los

criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT).

INT DANa INT DBNa DA DANa DA DBNa DSA DANa DSA DBNa
n 6 8 7 8 8 5
Peso Pre-Denervacion (g) 2934 306+4 3059 30745 30045 308+11
PAM Pre-Denervaciéon (mmHg) 1114 10742 1091 11143 11243 120£2*
D.E. de PAM Pre-Denervacion (mmHg) 3.8105 3.320.3 40+£0.6 3.80.3 3.7£0.2 3.740.3
Reduccion de Peso (g) -18.2+2.7 -22.9+1.8 -37.944.2% -40.544.0 -51.5£3.1** -56.04£6.1***
Dias de Recuperacion 5.240.2 5.640.5 9.0+1.0* 8.7+0.5* 11.1£0.6™ 12.1£1.0"
Peso Experimental (g) 36417 34715 374113 3516 36817 343116
Delta de Peso (g) 70.8£4.6 4124208 69.317.0 43914 .18 67.9+4.9 34,1456
Alimento ingerido (g/dia) 26.5¢2.1 20.6+1.18 227104 20.1£0.6 23.0410.8 220.8£0.7

Valores son promedio % E.E.; INT = denervacion fingida; DA = denervacion adrtica; DSA = denervacién sino-adrtica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta
baja en sal; n = nimero de unidades experimentales por grupo; PAM = presion arterial media; D.E. = desviacién estandar; Reduccion de peso = Peso Pre-
Denervacion — Peso Minimo post-denervacion; Dias de Recuperacion = Lapso para recuperar el Peso Pre-Denervacion luego de la denervacién; Peso Expe-
rimental = Peso del dia del experimento después de 21 dias de DANa o DBNa; Delta de Peso = Peso Experimental — Peso Pre-Denervacion. Alimento Ingerido
= Promedio de alimento ingerido en dias 18 y 19. Analisis bivariado por grupo seguido de comparacion maltiple por prueba de Tukey: * p=0.01, *** p=0.0001 vs

INT; * p=0.01, § p=0.001 vs dieta con misma denervacion.



Tabla 6. Etapa Ba: Analisis de covarianza (ANCOVA) con una covariable de la Desviacion Estandar de la Presion Arterial Media (PAM), PAM y Delta

de PAM en 42 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de denervacion real (DA y DSA) o

fingida (INT).
r2 p Factor V.E. Covariable
Variable ajustada  (modelo) Denervacion ~ (APeso) PAM Pre-denervacién
D.E. de PAM 10s. 30 min (mmHg) 0.9122  p<0.0001 p<0.0001 ns ns
D.E. de PAM 20s. 30 min (mmHg) 0.7960  p<0.0001 p<0.0001 ns ns
PAM 10s. 30 min (mmHg) 06912  p<0.0001 p=0.0001 p=0.0003 p< 0.0001
PAM 20s. 30 min (mmHg) 04176 p<0.0001 p=00496  p=0.04 p<0.0001
Delta de PAM 10s. 30 min (mmHg) 05102  p<0.0001 p<0.0001 p=0.0002 ns
Delta de PAM 20s. 30 min (mmHg) 0.1851 p=0.01 p=0.0476 p=0.0280 ns

r2 ajustada = coeficiente de determinacion; p (modelo) = probabilidad de ajuste del modelo; Factor Denervacion (“DEN” con tres niveles); V.E. = variable
explicatoria; Delta de Peso = Peso Experimental — Peso Pre-Denervacion; Covariable = PAM Pre-denervacion; D.E. = desviacion estandar; PAM = presidn

arterial media; Delta de PAM = PAM de primeros 6 segundos 30 min - PAM Pre-Denervacion; ns= no significativo



Tabla 7. Etapa Ba: Desviacion Estandar de la presion arterial media (PAM), PAM y Delta de PAM, en los primeros y segundos 30 minutos de

registro en estado alerta en 42 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de denervacion

real (DA y DSA) o fingida (INT).

INT DANa INT DBNa DA DANa DA DBNa DSA DANa DSA DBNa
n 6 8 7 8 8 5
D.E. de PAM 10s.30 min (mmHg) 2.60.1 2.9%0.2 5210.5¢ 56103 ¢ 12.1£09°¢ 10.6£1.3m
D.E. de PAM 20s.30 min (mmHg) 3.5£0.3 29£0.3 6.3+0.6* 6.7£0.4™* 13.7£1.9¢1 11.811.7+¢
PAM 1os. 30 min (mmHg) 11845 11242 130+4 12413 13244 13115+
PAM 20s. 30 min (mmHg) 11916 1112 12814 12013 11914 1294+
Delta de PAM 10s. 30 min (mmHg) 6.8£1.3 43117 211134~ 13126 20.0£2.5* 11.314.9

Delta de PAM 20s. 30 min (mmHg) 7.912.0 34+15 19.213.6 8.5t2.8 72442 8.944 .2

Valores son promedio + E.E. INT = denervacion fingida; DA = denervacion adrtica; DSA = denervacion sino-aértica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta baja
en sal; n = nimero de unidades experimentales por grupo; D.E. desviacion estandar; PAM = presion arterial media; Delta de PAM = PAM de 1os. 6 20s. 30 min
- PAM Pre-Denervacion; Analisis bivariado por grupo seguido de comparacion multiple por prueba de Tukey: *p=0.05, *p =001, p=0.0001,tp =
0.00001 y £p=0.000001 vs INT en su correspondiente dieta; ¢ p=0.05, 1p=0.001, ® p=0.0001 ¢ p=0.000001 vs DA en su correspondiente dieta.



Tabla 8 . Etapa Ba. Analisis de Varianza (ANDEVA) de los parametros (logisticos y no logisticos) de evaluacion del baroreflejo remanente en

42 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT).

r2 p Factor Factor Interaccion

Variable ajustada  (modelo) Denervacion Dieta Den*Dieta
ANSER basal (uVv) 01860  0.0068 0.0068 ns ns
Plateau Superior (%A ANSER) 0.5096  <0.0001 <0.0001 ns ns
Rango de %A ANSER 05799  <0.0001 <0.0001 ns ns
Pendiente (%AANSER /mmHg) 03153  <0.0019 0.0027 0.3665 0.0134
PAM al 50% del rango (mmHg) 0.2291 0.0024 0.0024 ns ns
Plateau Inferior ( %A ANSER) 0.1190 0.0318 0.0318 ns ns
Gmax (%A ANSER)¥mmHg 0.6281 <0.0001 <0.0001 ns ns

r2 ajustada = coeficiente de determinacion; p (modelo) = probabilidad de ajuste del modelo; Factor Denervacion (“DEN” con tres niveles); Factor Dieta
( “DIETA" con dos niveles); Interaccion DEN*DIETA. ANSER = Actividad Nerviosa Simpatica Eferente Renal, ANSER basal = Promedio de ANSER durante 1
min control; Rango de % A ANSER = Porciento de cambio de ANSER; Gmax = Ganancia Maxima del baroreflejo remanente. PVC = Presion Venosa Central;

PVC en rampa = PVC obtenida cuando la PAM en la rampa alcanzé el valor de PAM Pre-rampa. ns = no significativo.



Tabla 9. Etapa Ba. Parametros (logisticos y no logisticos) de evaluacion del barorereflejo remanente en 42 experimentos (distribuidos en los 6

grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT) antes de la vagotomia cervical bilateral

INT DA DSA
n 14 15 13
ANSER basal 417133 46.5+£3.4 58.9+4.2
%AANSER por FBG -73.3+4.4 -70.9£3.6 -78.7£3.5
r2 0.9953+0.001 0.9926+0.001 0.9652+0.008 ** t
Norm 353128 34.9+3.1 32.2+29
Plateau Superior 37.67.0 39.0x74 -4.2+£3.9"
Rango de %A ANSER 12116 1247 6146 *** 111
Pendiente -0.082+0.004 -0.066+0.004 -0.059+0.005
PAM al 50% del rango 12645 12843 153+7+¥
Plateau Inferior -83 56.4 -85.214.3 -65.6456 ¢
Gméx -2520.1 -2.00.1 -0.9£0.18 1
PVC en rampa (mmHg) 3.5¢0.3 37203 43104

Valores son promedio + E.E. INT = denervacion fingida; DA = denervacion aortica; DSA = denervacion sino-aortica; n = numero de unidades experimentales

por nivel . ANSER = Actividad Nerviosa Simpética Eferente Renal; ANSER basal = Promedio de ANSER durante 1 min control en mV; Rango de % A ANSER =

Porciento de cambio de ANSER; Gmax = Ganancia Maxima del baroreflejo remanente. PVC = Presion Venosa Central; PVC en rampa = PVC obtenida cuando

la PAM en la rampa alcanzé el valor de PAM Pre-rampa. Analisis bivariado por factor denervacion seguido de comparacion multiple por prueba de Tukey : *p

=005, *p=001, ~p=0.005 **p=0.001, **p=00001, %p = 0.000001 vs INT. Tp=0.001, t*p =0.0001, Tttp = 0.00001, ¥p=0.01, ¢ p=0.05 vs DA.
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Tabla 10. Etapa C: Evolucion ponderal pre y post denervacion, dias de recuperacion y valores pre-denervacion de presion arterial media (PAM) y
de desviacion estandar de PAM en estado alerta, en 37 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los

criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT).

INT DANa INT DBNa DA DANa DA DBNa DSA DANa DSA DBNa
n 6 B 5 7 8 5
Peso Pre-Denervacion (g) 293.3t4.4 309.014.8 31108110 307.146.2 299.9+4 9¢ 308.4£11.3***
PAM Pre-Denervacion (mmHg) 1114 10912 1091 11243 11143 12012
D.E. de PAM Pre-Denervacion (mmHg) 3.810.5 3604 3.240.5 3.710.3 3.710.2 3.710.3
Reduccion de Peso (g) -18.242.7 -25.011.2 -41.8+4.1" -40.114.6" -51.5£3.1¢ -56.0£6.1**
Dias de Recuperacion 5.240.2 6.2£0.5 9.6+1.3* 8.6£0.5* 11.110.6¢ 11.6£1.0*
Peso Experimental (g) 36417 35017 386+15 35116 36817 343116
Delta de Peso (g) 70.844.1 41.4127" 75.3+8.4 43844.7" 67.914.9 34.115.68
Alimento ingerido (g/dia) 26.5£2.1 21311.08 23.0+0.8 20.2+07 23.0£0.8 20807

Valores son promedio + E.E.; INT = denervacién fingida, DA = denervacion adrtica, DSA = denervacion sino-adrtica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta
baja en sal; n = numero de unidades experimentales por grupo; PAM = presion arterial media, D.E. = desviacion estandar; Reduccion de peso = Peso Pre-
Denervacion - Peso Minimo post-denervacion; Dias de Recuperacion = Lapso para recuperar el Peso Pre-Denervacion luego de la denervacion; Peso Expe-
rimental = Peso del dia del experimento después de 21 dias de DANa o DBNa; Delta de Peso = Peso Experimental - Peso Pre-Denervacion; Alimento Ingerido
= Promedio de alimento ingerido en dias 18 y 19. Analisis bivariado por grupo seguido de comparacion multiple por prueba de Tukey. *p=0.01, **p=0.001,

**p=0.0001, ¥ p = 0.00001; *p=0.05, ) p=0.01, §p=0.001, vs dieta con misma denervacion.




Tabla 11. Etapa C: Analisis de covarianza (ANCOVA) con una covariable de la Desviacion Estandar de la Presion Arterial Media (PAM) , PAM, Delta
de PAM, Delta de PAS y Delta de PAD en 37 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de
denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT).

r2 p Factor V.E. Covariable
Variable ajustada  (modelo) Denervacién  (APeso)  PAM Pre-denervacion

DE de PAM primeros 30 min (mmHg) 09193  p<0.0001 p<0.0001 ns ns

DE de PAM segundos 30 min (mmHg) 0.8055  p<0.0001 p<0.0001 ns ns

PAM primeros 30 min (mmHg) 06513  p<0.0001 p<0.0002 p=0.001 p< 0.0001

PAM segundos 30 min (mmHg) 0.3456  p<0.0013 p=0.0624 p=0.0873 p=0.0005

Delta de PAM primeros 30 min (mmHg) 04487  p<0.0001 p=0.0001 p=0.0004 ns

Delta de PAM segundos 30 min (mmHg) 01737  p<0.0255 p=0.05 p=0.05 ns

r2 gjustada = coeficiente de determinacién; p (modelo) = probabilidad de ajuste del modelo; Factor Denervacién (‘DEN" con tres niveles); V.E. = variable
explicatoria; Covariable = PAM Pre-denervacion; D.E. = desviacion estandar; PAM = presion arterial media; Delta de PAM = PAM de primeros ¢ segundos 30

min - PAM Pre-Denervacion; ns= no significativo



Tabla 12. Etapa C. Desviacion Estandar de la presion arterial media (PAM), PAM y Delta de PAM, en los primeros y segundos 30 minutos de
registro en estado alerta en 42 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los criterios de denervacion

real (DA y DSA) o fingida (INT).

INT DANa INT DBNa DA DANa DA DBNa DSA DANa DSA DBNa
n 6 6 5 7 8 5
D.E. de PAM 105.30 min (mmHg) 2.6£0.1 3.0x0.2 56+06¢ 5.7+£0.3¢ 12.1£09¢ 10.6£13 €1
D.E. de PAM 20s.30 min {(mmHg) 3.50.3 27103 6.620.8 " 6.6£0.4% 13719 ¢¢ 11.8¢1.7¢
PAM 10s. 30 min {mmHg) 11845 113+2 13245 12643 13244 1315
PAM 20s. 30 min (mmHg) 11916 11311 13215 12143 1194 12914
Delta de PAM 1os. 30 min (mmHg) 6.8+1.3 4.0£2.3 23.3£4.3* 13.312.9 204x25* 11.3£49
Delta de PAM 20s. 30 min (mmHg) 7.9£2.0 34220 22.6+4.1 8.8+3.2 7.2442 8.914.2

Valores son promedio = E.E. INT = denervacion fingida; DA = denervacion adrtica; DSA = denervacion sino-adrtica; DANa = dieta alta en sal; DBNa = dieta baja
en saf; n = numero de unidades experimentales por grupo; D.E. desviacion esténdar; PAM = presion arterial media; Delta de PAM = PAM de 10s. 6 20s. 30 min
- PAM Pre-Denervacion; Analisis bivariado por grupo seguido de comparacion mdltiple por prueba de Tukey: . *p=0.05, * p=0.01, £ p=0.00001, £p=

0.000001 vs INT en su correspendiente dieta; ¢ p=0.05; 7p=0.001 vs DA en su correspondiente dieta.



Tabla 13. Etapa C. Analisis de Varianza (ANDEVA) de los parametros (logisticos y no logisticos)
de evaluacion del baroreflejo remanente en 37experimentos (distribuidos en los 6 grupos de
estudio) que satisfacieron los criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT) antes

(Pre-VGT) y después de la vagotomia cervical bilateral (Post-VGT).

r2 p Factor Factor Interaccién

(modelo) Denervacion Dieta Den*Dieta
Plateau Superior Pre-VGT 05286 <0.0001  <0.0001 ns ns
Post-VGT 0.2251 <0.0054 0.0054 ns ns
Rango Pre-VGT 0.5693 <0.0001  <0.0001 ns ns
Post-VGT 0.2001  0.0085 0.0085 ns ns

Pendiente Pre-VGT 0.4728 <0.0001 0.0002 0.07453 0.0010
Post-VGT 0.0366 ns ns ns ns
PAM al 50% del Rango  Pre-VGT 0.1929  0.0099 0.0099 ns ns
Rango Post-VGT 0.1684 0.0165 0.0165 ns ns
Plateau Inferior Pre-VGT 0.1358 0.0317 0.0317 ns ns
Post-VGT 0.0916 ns ns ns ns

Gmax Pre-VGT 06558 <0.0001  <0.0001 ns ns
Post-VGT 0.4809 <0.0001 <0.0001 ns ns

r2 ajustada = coeficiente de determinacion; p (modelo) = probabilidad de ajuste del modelo; Factor
Denervacion (‘DEN" con tres niveles); Factor Dieta ( “DIETA’ con dos niveles); Interaccion DEN* DIE-
TA. ANSER = Actividad Nerviosa Simpatica Eferente Renal; ANSER basal = Promedio de ANSER
durante 1 min control; Rango de % A ANSER = Porciento de cambio de ANSER; Gmax = Ganancia
Maxima del baroreflejo remanente. PVC = Presion Venosa Central, PVC en rampa = PVC obtenida

cuando la PAM en la rampa alcanzo el valor de PAM Pre-rampa. ns = no significativo.



Tabla 14. Etapa C. Parametros (logisticos y no logisticos) de evaluacion del baroreflejo remanen-

te en 37 experimentos (distribuidos en los 6 grupos de estudio) que satisfacieron los

criterios de denervacion real (DA y DSA) o fingida (INT) antes (Pre VGT) y después de

la vagotomia cervical bilateral (Post-VGT).

%AANSER por FBG

Plateau Superior

Rango

Pendiente

PAM al 50% del
Rango

Plateau Inferior

Gmax

PVC en rampa
(mmHg)

Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT
Pre-VGT

Post-VGT

INT

727148
0.0005
44244 3

34.3x7.0
0.0042
13.9+2.7

119+7
0.0041
83.2+8.5

-0.085+0.005
ns

-0.086+0.007
1305
ns
12214

-84.8+56
0.01
-69.3+8.4

-2.5+01
0.002
-1.7+0.2°

3.6£03

ns

3.9+0.5

DA

-70.2+4.1
<0.0001

-38.9+4.0

42.8+9.0
00093
14.2+36

12549
0.0091
81.2+11.5

-0.065+0.005
ns

-0.061+0.008
12814
ns
127+4

-82.4+4.9
0.0472
-67.0£8.7

-2.0£0.2
0.0002
-1.110.1

41403

ns

4.3+0.5

DSA

78.8+3.5* +
<0.0001
-88+£2511°

-42+£387 11
ns

0.2+3.4+¢

61.5£59 711
0.0138
44 8+7.7+

-0.059+0.005

ns

-0.06510.014
153+77¢
ns
151+9"

-65.6£5.6*
0.0089
-44.6+7.6*

-0.9+0.1 511
0.0222
0.640.1¢°

43104

ns

47+03

Valores son promedio + E.E. INT = denervacion fingida; DA = denervacion adrtica; DSA = denervacion

sino-adrtica; n = nimero de unidades experimentales por grupo;ANSER = Actividad Nerviosa Simpatica

Eferente Renal; FBG=Fenitbiguanida; Gmax = Ganancia Maxima del baroreflejo remanente; PVC en

rampa = PVC obtenida cuando la PAM en la rampa alcanzé el valor de PAM Pre-rampa. Analisis

bivariado por factor denervacion sequido de comparacion multiple por prueba de Tuckey :

+p = 0.05,

+p=0.03,* p =0.01, ** p=0.0001, °p = 0.00001, &p = 0.000001 vs INT. ¢ p=0.05, # p = 0.03, ¥p=0.01,

11p=0.0001 vs DA.
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