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Resumen  El presente estudio fue proyectado para analizar mediante ecocardiograma los efectos del HOE

642 (cariporide) (HOE) y del BIIB 723 (BIIB) sobre la estructura y funcién sistélica del ventriculo
izquierdo en ratas espontaneamente hipertensas (SHR)- 8 con 30 mg/kg/dia de HOE, 8 con 30 mg/kg/dia de
BIIB durante 30 dias y 4 sin tratamiento (grupo control) durante esos 30 dias. Los distintos parametros analiza-
dos no mostraron cambios durante ese periodo en las ratas controles. Si bien el HOE determiné un leve des-
censo de la presion arterial (C: 184 + 1.75 mm Hg; 30d:176.20 + 2.60 mm Hg, p <0.01), no detectada con BIIB,
ambas drogas provocaron un aumento del estrés sistélico pico (HOE C:166 + 29 kdinas/cm?; 30d: 204 + 34
kdinas/cm?, p <0.04. BIIB C: 164 + 25.90 kdinas/cm?; 30d: 234 + 29.30 kdinas/cm?, p<0.02).Tanto HOE como
BIIB redujeron significativamente la masa ventricular izquierda (MVI) (HOE C: 612.50+50 mg; 30d:452 + 37 mg,
p <0.01; BIIB C: 544 + 16mg; 30 d: 374 + 25 mg, p<0.01). El porcentaje de acortamiento endocardico no se
modificé luego del tratamiento con HOE (C: 62.30 + 2.75; 30d 65.50 + 2.40%, ns) y BIIB (C: 63.20 + 2.39%;
30d 67.20 £ 1.62%, ns). Los resultados analizados permiten concluir que ambos inhibidores determinaron simi-
lar reduccién de la MVI. Esa reduccion se acompafié de mejoria en los indices de evaluacion de la funcién
sistolica ventricular izquierda, pese al incremento del estrés sistélico pico. Estas evidencias sugieren que inde-
pendientemente del inhibidor utilizado se encuentra un aumento del inotropismo, previamente comprometido
durante el desarrollo de la hipertrofia.

Palabras clave: hipertrofia ventricular izquierda, regresion de hipertrofia ventricular izquierda, inhibicién del
intercambiador Na*/H*

Abstract Echocardiographic analysis of the effect of different Na+/H+ exchanger inhibitors on left

ventricular structure and function in spontaneously hypertensive rats. The aim of this study
was to analyze by echocardiogram, the action of two Na*/H* exchange, inhibitors, HOE 642 (HOE) and BIIB 723
(BIIB) on left ventricular (LV) mass and LV systolic function. We studied 16 spontaneously hypertensive rats
(SHR), 8 treated with HOE 30 mg/kg/day, 8 with 30 mg/kg/day of BIIB during 30 days and 4 SHR as controls
during those 30 days. Results are expressed as mean values + SEM. The systolic blood pressure and the
echocardiograpic parameters examined did not evidence changes during that period in the controls rats. Even
though HOE determined a slight decrease in blood pressure (HOE C: 184 = 1.75 mm Hg; HOE 30d: 176.20 +
2.60 mm Hg - p <0.01) which was not detected with BIIB, both drugs provoked an increase of peak systolic
stress (HOE C: 166 + 29 kdynes/cm? HOE 30d: 204 + 34 kdynes/cm?, p <0.04; BIIB C: 164 + 25.90 kdynes/
cm?; BIIB 30d: 234 + 29.30 kdynes/cm?, p <0.02). HOE and BIIB reduced LV mass after 30 days of administration
(HOE C: 612.50 + 50 mg; 30d: 452 + 37 mg, p <0.01. BIIB C: 544 + 16mg; 30d: 374 + 25 mg, p <0.01). LV
endocardial shortening was similar independently of the NHE inhibitors used (HOE C: 62.30 *+ 2.75%; 30d: 65.50
+ 2.40%, ns. BIIB C: 63.20 * 2,39%; 30d 67,20 + 1.62%, ns). These data demonstrate that long-treatment with
HOE or BIIB produced similar LV mass regression without changes in endocardial fractional shortening in spite
of the increase of peak systolic stress. This finding could represent an increased inotropism previously depressed
by the development of hypertrophy.
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REGRESION DE HIPERTROFIA VENTRICULAR IZQUIERDA Y FUNCION SISTOLICA

El intercambiador Na*/H* en su isoforma 1 (NHE-1)
es la via de extrusion de protones mas importante para
la regulacion del pH intracelular del miocito, represen-
tando a su vez una de las formas de ingreso de sodio a
la célulal. Por otra parte, el aumento de actividad del
NHE-1 generado por el estiramiento de la célula como
ocurre durante la sobrecarga de presion conduce subse-
cuente-mente a un aumento del calcio intracelular a tra-
vés de la forma reversa del intercambiador sodio/calcio,
generando estimulos proliferativos que llevan al desa-
rrollo de hipertrofia?2. Estos hallazgos deben vincularse
con otros factores de hipertrofia como la activacion
adrenérgica, la endotelina o la angiotensina Il que tam-
bién aumentan la actividad del NHE-1%*®. Ademas se ha
demostrado que la utilizacién de inhibidores especificos
de ese intercambiador, genera regresion de la hipertro-
fia en diferentes situaciones experimentales®®.

La regresion de la hipertrofia por sobrecarga de pre-
sion podria considerarse perjudicial, sitenemos en cuenta
que la misma aparece como una respuesta adaptativa
por la cual el estrés parietal es normalizado para conser-
var la funcion sistélica. Sin embargo, las consecuencias
de la inhibiciéon del NHE-1 sobre la funcién sistélica
ventricular izquierda, en corazones hipertréficos por so-
brecarga de presion, no han sido claramente investiga-
das. Si bien HOE 642 y BIIB 723 han sido empleados en
diferentes disefios experimentales, no hemos encontra-
do adecuada informacion que analice comparativamen-
te el efecto de los mismos.

El presente estudio se proyect6 a los efectos de ana-
lizar mediante ecocardiograma los efectos de la inhibi-
cion selectiva del NHE-1 provocada a través de la admi-
nistracion por via oral durante 30 dias de dos tipos de
inhibidores (HOE 642 y BIIB 723), sobre la estructura y
funcion sistolica del ventriculo izquierdo en ratas espon-
tAneamente hipertensas.

Materiales y métodos

Animales utilizados

Los experimentos fueron realizados de acuerdo con la guia
de cuidado y uso de animales de laboratorio (NIH publication
N° 85-23, revised 1996), utilizando 20 ratas macho esponta-
neamente hipertensas (SHR) de 4 meses de edad. La pre-
sion arterial fue registrada semanalmente en cada rata, utili-
zando el método indirecto de medicién en la cola del animal.
Las 20 ratas fueron asignadas a los siguientes grupos: a) 8
para tratamiento con 30 mg/kg/dia de HOE 642 durante 30
dias; b) 8 para tratamiento con 30 mg/kg/dia de BIIB 723,
durante 30 dias, y c) 4 sin recibir tratamiento durante esos
30 dias, configurando el grupo control.

Inhibidores del intercambiador NHE
Se administré, como fue referido, HOE-642 (4-isopropyl-3-

methylsulphonyl-benzoyl-guanidine methane-sulphonate), de-
rivado benzoilguanidinico investigado originalmente por el la-
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boratorio Hoescht con alta selectividad para unirse al NHE-1
(0.08 micromol/l), y con concentracion inhibitoria 50% (IC 50)
de 3.6 micromol/l para esa isoforma del intercambiador®. El
otro inhibidor utilizado, el BIIB723, es un nuevo compuesto
acilguanidinico de la familia BIIB de los inhibidores del NHE*
con alta biodisponibilidad oral. Se ha sefialado una mayor se-
lectividad (40 veces mayor) para unirse al receptor NHE-1 que
al NHE-2 y un IC50 de 30 nmoles/l en los miocitos*?. La mo-
lécula estd estrechamente relacionada al sabiporide cuyas
propiedades farmacolégicas fueron recientemente publica-
das'®. En un trabajo previo de nuestro laboratorio, adminis-
trando una dosis menor de 3mg/kg/dia, se obtuvieron nive-
les de concentracion en plasma de 410 + 84 nmoles/I5.

Evaluacion ecocardiografica

A los efectos de realizar el ecocardiograma transtoracico uti-
lizando un transductor de 7.5 mHz, los animales fueron
anestesiados con 35mg/kg de pentobarbital sédico intrape-
ritoneal. Los registros se obtuvieron al inicio, y a los 30 dias
del protocolo, lo que significo para el grupo tratado un estudio
antes y otro en el Ultimo dia de recibir la medicacion. Para la
obtencién de las imagenes se repiti6 la metodologia emplea-
da en estudios previos realizados en nuestro laboratorio® 4.

Las mediciones para el andlisis de la estructura y funcion
del ventriculo izquierdo fueron efectuadas en 3 latidos con-
secutivos, de acuerdo a las recomendaciones de la American
Society of Echocardiography!®. La masa ventricular izquierda
fue calculada seglin Devereux y Reichek®®, y el indice de
masa ventricular izquierda fue obtenido a través del cociente
entre la masa ventricular izquierda y el peso corporal del
animal. El espesor parietal relativo, el porcentaje de acorta-
miento endocardico y el estrés pico sistélico, fueron calcula-
dos de acuerdo a lo descrito en trabajos previos 1517,

Estudio de la variabilidad de las mediciones

Para analizar la variacion que puede existir entre diferentes
mediciones del mismo fenémeno, se tomaron 11 registros
ecocardiograficos en forma aleatoria sobre los que un solo
observador (AT) efectud todas las mediciones en 2 ocasio-
nes sin conocer los resultados previos.

Andlisis estadistico

Los datos de los parametros cuantitativos fueron expresados a
través de la media y su correspondiente error estandar. Se uti-
liz6 el andlisis de varianza y el test de Student-Newman-Keuls
como post-test del anterior, para definir la existencia o no de
diferencias entre las variables continuas analizadas en los gru-
pos controles El estudio de los cambios determinados por la
intervencion farmacoldgica o la observacion en el tiempo en
cada animal se hizo utilizando el test de t para muestras
apareadas. El test de significacion para proporciones fue utili-
zado para analizar las diferencias proporcionales en algunos
parametros estudiados. Con el error intraobservador se cuan-
tifico la variabilidad de las mediciones®®. Se utiliz6 un valor de
p<0.05 como limite para sefalar la presencia de diferencias
significativas entre los diferentes parametros estudiados.

Resultados
Variabilidad en las mediciones

La variabilidad intraobservador para todas las medicio-
nes fue de 2.20%, similar a la referida en trabajos pre-
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vios**y dentro de los limites propuestos por Litwin y col.*®
para la evaluacion de estructura y funcién ventricular iz-
quierda en ratas.

Grupo control

Enla Tabla 1 se pueden analizar diferentes variables que
caracterizaron a este grupo. Los datos corresponden a los
controles realizados en los dias 1 y 30 de la observacion.
Salo el peso corporal mostré diferencias estadisticamente
significativas.

TABLA 1.— Estructura y funcién ventricular en el grupo
control, ratas espontaneamente hipertensas (SHR)

SHR, Grupo Control

Basal 30 dias
PAS mm Hg 188.00+1.25 192.00+1.44
Peso g 237.00 2.25 264.00 + 4.14**
DD mm 4.50£0.42 458 +£0.31
DS mm 1.49+0.27 1.63+0.30
SD mm 2.11+£0.85 2.00+0.61
PPD mm 2.00+0.23 2.01+0.34
FA en % 67.40+ 3.17 64.92+4.16
SPS kdinas/cm? 98.13+11.63 101.70+£7.74
MVI mg 576.00 + 66.80 564.00 + 60.50
IMVI mg/g 2.42+0.27 2.14+0.25
h/r 0.91+0.08 0.88+0.04

Los valores representan la media + error estandar. PAS presion arterial
sistélica; DD diametro diastélico, DS diametro sistolico, SD espesor del
septum interventricular en diastole, PPD espesor de la pared posterior
en diastole, FAen Fraccion de acortamiento endocéardico, SPS estrés
sistélico pico, MVI masa ventricular izquierda, IMVI indice de masa
ventricular izquierda, h/r espesor parietal relativo. ** p<0.05
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El andlisis comparativo de los parametros estudiados
en los 3 grupos controles no mostro diferencias estadis-
ticamente significativas entre los mismos.

Grupo tratado

En la Tabla 2 se encuentran los datos correspondientes
a diferentes variables obtenidas antes y después del tra-
tamiento con los dos inhibidores del NHE-1.

El tratamiento con HOE 642 provocé un leve descen-
so estadisticamente significativo de la presién arterial (C:
184 + 1.75 mm Hg; 30d: 176.20 £ 2.60 mm Hg, p< 0.01),
no evidenciado con la administracion de BIIB 723 (C:
179.30+ 2.58 mm Hg; 30d: 177.50 £ 2.50 mm Hg, ns)
(Fig. 1, panel superior). Sin embargo, como se puede
analizar en el panel inferior de la misma figura, ambas
drogas provocaron un aumento similar del estrés sistélico
pico, como consecuencia de la disminucién del espesor
parietal. (HOE C: 166 + 29 kdinas/cm?; HOE 30d: 204 +
34 kdinas/cm?, p<0.04. BIIB C: 164 + 25.90 kdinas/cm?;
BIIB 30d: 234 + 29.30 kdinas/cm?, p<0.02). Al analizar el
aumento del estrés sistdlico pico como cambio porcen-
tual respecto a la situacion pre-tratamiento se puede ob-
servar un incremento mayor con BIIB, aunque sin signi-
ficacion estadistica (HOE: 23%- BIIB: 42%, ns). Esta di-
ferencia puede explicarse por el descenso de presion
arterial sefialado en las ratas en tratamiento con HOE.

Estructura ventricular izquierda

Los diametros diastolico y sistélico no mostraron cam-
bios significativos luego del tratamiento, independiente-
mente de la droga utilizada, como se puede apreciar en
la Tabla 2. Sin embargo, tanto el tratamiento con HOE
como con BIIB determinaron una disminucion significati-

TABLA2.— Estructura y funcién ventricular en los grupos de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) en tratamiento

SHR Grupo HOE

SHR BIIB 723

Basal

30 dias

Basal

30 dias

Peso g
DD mm
DS mm
SD mm
PPD mm
FA en %

SPS kdinas/cm?

MVI mg
IMVI mg/g
h/r

253.20+10.46
4.75+£0.24
1.80+0.17
2.07+0.57
1.99+0.06
62.30+2.75

166.00 + 29.00

612.50 + 50.00
2.46£0.27
0.85+0.04

286.00 £ 8.15**

4.90+0.22
1.69+0.15
1.63+0.09*
1.64+0.07*
65.50 = 2.40

204.00 £ 34.00**
452.00 + 37.00*

1.58 £ 0.14*
0.68 + 0.04*

251.00+11.50
4.72+0.11
1.74+0.13
1.90+0.03
1.93+0.07
63.20+2.39

164.00 + 25.90

544.00 £ 16.00
2.17+0.30
0.82+0.04

287.00 £ 7.30*
4.91+0.12
1.60+0.09
1.46+0.07*
1.44 +0.08*

67.20+1.62

234.00 £ 29.30**

374.00 £ 25.00*
1.32+0.12*
0.58 £ 0.04*

Los valores representan la media * error estandar; DD diametro diastolico, DS diametro sistélico, SD espesor del septum interventricular en
diastole, PPD espesor de la pared posterior en diastole, FAen Fraccion de acortamiento endocardico, SPS estrés sistélico pico, MVl masa
ventricular izquierda, IMVI indice de masa ventricular izquierda, h/r espesor parietal relativo. * p<0.01, ** p<0.05,
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va del espesor diastolico de la pared posterior y del
septum interventricular (Tabla 2). Si se analiza la reduc-
cion proporcional de esos espesores en relacion a la si-
tuacion pre-tratamiento, se puede observar un efecto si-
milar de ambos inhibidores (HOE: 17%; BIIB: 24%;ns).
En la Fig. 2 se muestra el registro ecocardiografico de
una rata SHR antes y después del tratamiento con HOE.

Esa disminucion del espesor parietal explica la regre-
sién de masa ventricular izquierda observada con el tra-
tamiento utilizando HOE o BIIB (HOE C: 612.50 + 50 mg;
HOE 30d: 452 + 37 mg, p< 0.01. BIIB C: 544 + 16 mg;
BIIB 30d: 374 + 25 mg, p<0.01), como queda represen-
tado en la Fig. 3.

Es importante sefialar que esa reduccion fue proporcio-
nalmente similar utilizando HOE 642 o BIIB 723 (Fig. 4).

Funcion sistolica ventricular izquierda

Luego de 30 dias de tratamiento con ambos inhibidores
y habiendo aumentado el estrés parietal, el porcentaje
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Fig.1.— Los graficos de barra en la parte superior muestran
el comportamiento de la presion arterial sistélica (PAS) an-
tes y a los 30 dias del tratamiento con HOE 642 (barras
negras) y BIIB 723 (barras blancas). En la parte inferior
se representa la respuesta del estrés sistélico pico (EPS)
ante la misma situacion. Los valores de p corresponden
a la comparacion entre la situacién pre y post tratamiento
en cada grupo.
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de acortamiento endocérdico, utilizado como un paréa-
metro de evaluacion de la funcion sistolica, no mostré
cambios significativos, como se observa en la Fig. 5. (HOE
C:62.30 = 2.75- HOE 30d: 65.50 + 2.4%, nsy con BIIB
C: 63.20 + 2.39%; BIIB 30d: 67.20 + 1.62%,ns).

Discusion

Las presentes observaciones nos permiten demostrar que
la utilizacion de dos tipos de inhibidores del NHE-1, HOE
642 o BIIB 723, administrados por via oral durante 30

Rata SHR 4 mesas

b [ |

Anies osl tratEmiento

LI T

.ol o A

30 dias da ratameento
con HOE 642

Fig. 2.— Imagenes correspondientes al registro ecocardiogra-
fico obtenido en una rata SHR antes y a los 30 dias de
tratamiento con HOE 642. Los diametros diastolicos son
similares antes y después del tratamiento (5.92 mm, 5.85
mm). El espesor de la pared posterior pasé de 2.1 mm
antes del tratamiento a 1.58 mm después de la droga. La
distancia de las marcas que aparecen en las figuras es
de 2 mm.
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Fig. 3.— Representacion grafica de la disminucién de la masa
ventricular izquierda (MVI) en las ratas estudiadas luego
de la administracién de HOE 642 (barras negras) y BIIB
723 (barras blancas). Los valores de p se analizan igual
que en la Figura 1.
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Fig. 4.— En la parte superior las barras muestran el cambio por-
centual de la masa ventricular izquierda como resultado de
la administracién de HOE 642 (barras negras) y BIIB 723
(barras blancas). En la parte inferior se representa el cam-
bio porcentual del indice de masa ventricular izquierda.
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Fig. 5.— El par de barras oscuras muestra el comportamiento
del porcentaje de acortamiento endocardico (FAen) con
HOE 642 y las rayadas con BIIB 723. En ambos casos el
porcentaje de acortamiento no cambio a pesar del aumen-
to del estrés sistdlico pico.

dias, en ratas con hipertrofia ventricular izquierda por
sobrecarga de presion, determiné una reduccion de la
masa ventricular de similar magnitud. Otro efecto encon-
trado durante ese periodo de observacion fue la mejoria
en la funcion sistolica ventricular izquierda, que acompa-
fid a la regresion de la hipertrofia, independientemente
del inhibidor utilizado.

La hiperactividad o la sobre-expresion del NHE-1 han
sido sefialadas como responsables de alteraciones es-
tructurales y funcionales del miocardio durante la isquemia
ylo en distintos tipos de hipertrofia®® 2> 21, Esa hipe-
ractividad al incrementar la concentracion del sodio
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intracelular determina consecuentemente un aumento del
calcio en el citosol*, a partir del cual se pueden generar
sefiales para el desarrollo de hipertrofia o0 a través de
una sobrecarga de ese ion producir la muerte celular.

En nuestro disefio experimental hemos utilizado un
modelo de ratas que desarrollaron hipertrofia a través de
una sobrecarga de presion por hipertension arterial; don-
de en estudios previos se ha demostrado la sobre-expre-
sion del intercambiador NHE-16 2224,

Considerando estas evidencias, diferentes investiga-
dores han sefialado recientemente a la inhibicion del
NHE-1 como una nueva estrategia en la regresion de la
hipertrofia’. Si bien en observaciones nuestras y de otros
autores, se ha demostrado la regresion de hipertrofia
secundaria a sobrecarga de presion, utilizando diferen-
tes inhibidores del intercambiador NHE-1, no hemos en-
contrado un analisis comparativo entre las mismas que
sefiale si existen o no diferencias que justifiquen la elec-
cién de uno en particular. Si bien se observo una ligera
disminucion de la presién arterial al tratar a las ratas con
HOE 642, debemos sefialar que el estrés sistdlico pico
ascendio significativamente en los dos grupos, sugirien-
do que la regresion de la hipertrofia es independiente de
las condiciones de sobrecarga.

La disminucion de la masa ventricular en estas ratas
hipertensas resulté secundaria a la reduccion del espe-
sor de las paredes del ventriculo, sin cambios en la di-
mension de la cavidad tanto al utilizar HOE como BIIB,
observandose a su vez la recuperacion de la relacién
espesor parietal-radio de la cavidad a sus niveles nor-
males.

Los efectos de la regresion de la hipertrofia secunda-
ria a la inhibicion del NHE-1 sobre la funcién sistélica
ventricular izquierda plantean todavia algunos inte-
rrogantes. La reduccion de la masa ventricular por dismi-
nucion del espesor de la pared en la hipertrofia por so-
brecarga de presion, deberia generar un deterioro de la
funcion sistdlica, si consideramos que esa respuesta es
una adaptacion para normalizar el estrés sistélico®. Sin
embargo, diversas observaciones clinicas y experimen-
tales han sefialado la presencia de una depresion de la
funcion contractil en la hipertrofia?s-%.

En nuestras observaciones y a pesar de la regresion
de la hipertrofia en las ratas SHR utilizando cualquiera
de los dos inhibidores, se encontré una mejoria de la
funcion sistolica. Ambas drogas determinaron un aumento
de la post-carga (elevacion del estrés sistolico pico) sin
comprometer el acortamiento endocérdico a los 30 dias
de tratamiento. Similares hallazgos han sido referidos
utilizando HOE 642 en ratones con hipertrofia por coar-
tacion de la aorta toracica® y en otros protocolos experi-
mentales donde se utilizaron diferentes intervenciones
para la reduccion de la hipertrofia3!-.

Considerando estos hallazgos y teniendo en cuenta
por un lado que las sefiales de hipertrofia inducidas por
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hipertension disminuyen la sensibilidad de las proteinas
contractiles al calcio**y por otro que la inhibicion del NHE-
1 operaria disminuyendo los niveles de calcio intracelular?;
la mejoria de la funcion sistdlica referida en las SHR es-
tudiadas puede ser atribuida a la regresion de la hipertro-
fia y no a efectos directos de la inhibicion del intercam-
biador. La regresion de la hipertrofia independientemen-
te de la droga utilizada mejora la funcién sistélica como
consecuencia de un efecto inotrdpico positivo resultante
de la recuperacion de la sensibilidad de las proteinas
contractiles al calcio. Los efectos de las sefiales de hi-
pertrofia sobre el intersticio que pueden también com-
prometer la funcion contréctil al modificar el estiramiento
del miocito quedarian descartadas, si se tiene en cuenta
que observaciones de Cingolani y col. han demostrado
que la inhibicion del NHE-1 en SHR si bien induce regre-
sion de hipertrofia al mes de tratamiento, no disminuye la
sintesis del colageno tipo 1, el volumen de colageno
intersticial ni mejora la rigidez miocardica hasta los 3
meses de tratamiento®.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que
la inhibicién del NHE-1 durante 30 dias disminuyé la hi-
pertrofia ventricular izquierda y mejoré la funcion sistélica
de ese ventriculo en ratas espontadneamente hipertensas.
Estos efectos fueron obtenidos de forma similar por cual-
quiera de los inhibidores considerados, pudiendo ser uti-
lizados indistintamente el HOE 642 o el BIIB 723 en este
tipo de disefio experimental. Sin embargo, si se preten-
den analizar los efectos de la regresion de la hipertrofia
en forma independiente a los cambios de presion arterial,
la utilizacion del BIIB pareceria de eleccion de acuerdo a
estos resultados

La asociacion entre regresion de la hipertrofia ven-
tricular izquierda y mejoria de la funcion sistélica puede
resultar de importancia en las estrategias terapéuticas
para aplicar a pacientes hipertensos con hipertrofia
ventricular izquierda, debido a los efectos para impedir el
camino hacia la progresion del remodelamiento patolo-
gico y la disfuncion sistdlica.
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