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To investigate the influence of blood extraction conditions on the renin-angiotensin
system in rats, plasma renin activity (PRA) and plasma renin concentration (PRC)
were measured in blood samples obtained by different methods. PRA and PRC in
samples obtained by chronic catheterization, cardiac puncture without anesthesia, and
decapitation immediately following light ether anesthesia were not significantly dif
ferent from those obtained by simple decapitation (control group). In contrast, PRA
and PRC in samples obtained by cardiac puncture and cavernous sinus puncture after
light ether anesthesia were significantly (p < 0.01) higher than those obtained in the
control group. There was a significant direct correlationship between PRA and PRC
in all samples studied (r=0.87, p < 0.001). The present results suggest that light
ether anesthesia increases renin levels, except when blood samples are taken by decapi
tation, and that chronic catheterization and cardiac puncture are the choice blood
extraction methods to evaluate the renin-angiotensin system in rats.
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En los ultimos anos, el £istema renina-
angiotensina (SRA) ha sido objeto de nu-
merosas investigaciones dcbido al dcsta-
cado papel que jucga en el control de la
tensi6n arterial. Estos estudios han sido
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dencia.

realizados tanto en el ser humano como
en diversas especies animales y en una
extensa variedad de condiciones experi
mentales. A este respecto es bien conoci-
do que la metodologia seguida en la toma
de la muestra san guinea da lugar a mo-
dificaciones importantes en el SRA, lo
que puede producir errores en la inter
pretation de los resultados. Este hecho
reviste particular importancia cuando el
estudio se realiza en el animal de expe
rimentation ya que es de uso comun la
utilization de anestesicos para facilitar la
toma de la muestra, a pesar de haberse 
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demostrado que anest&icos voidtiles o
inyectables producen elevaciones signifi-
cativas de la actividad renina plasmatica
(PRA) y de la concentracidn plasmatica
de renina (PRC) (4). La obtencion de
la sangre adrtica mediante decapitation
inmediata del animal posibilita valorar
basalmente el SRA (5), pero este mdtodo
tiene el inconveniente de no permitir
comparer valores de un mismo indivi-
duo, lo que es de especial interds cuando
se realizan estudios secuenciales.

En el presente trabajo se valora la
PRA y PRC en ratas Wistar utilizando
diversos mtiodos de extraccidn sanguinea
y se comparan con los niveles obtenidos
por decapitacidn con objeto de establecer
una metddica que proporcione valores
similares al estado basal y permita el
muestreo repetido en un mismo indi-
viduo.

Material y Metodos

Se utilizaron 30 ratas Wistar macho de
250-300 g, instaladas en jaulas indivi-
duales, alimentadas con una dieta estan-
dar que contema 117 mEq de Na+/kg y
con agua ad libitum. Tras dos semanas
de permanencia en las jaulas se tom6 una
muestra sanguinea entre las 12 y las 14
horas segun el siguiente procedimiento:

Grupo Control (n = 5): Se procedid a
la decapitation de los animales y se tomd
sangre adrtica del tronco.

Grupo I (n = 5): Las ratas fueron
anestesiadas con tier. So catetcriz6 la
vena yugular externa con .un cateter sili-
conado PE-50, el cual fue protegido con-
venientemente dejandoseuna longitud su-
ficiente a fin de permitir que la toma de
la muestra se realizara sin que el animal
Io percibiese (1). A las 24 horas de im-
plantado el cateter se extrajo 1 ml de
sangre.

Grupo II (n = 5): Los animales fueron
sujctados por el dorso, extrayendosc se-
guidamente una muestra (1 ml) sangui

nea por puncion cardiaca con una aguja
25G. El tiempo total invertido en la toma
de la muestra siempre fue inferior a 90 s.

Grupo III (n = 5): Los animales fue
ron ligeramente anestesiados con tier (45-
60 s) procediendose a continuacidn de la
misma forma que en el grupo control.

Grupo IV (n = 5): Se procedi6 a una
ligera anestesia con tier (45-60 s) y se
obtuvo una muestra sanguinea de 1 ml
por puncion cardiaca utilizando una agu
ja 25G.

Grupo V (n = 5): Las ratas fueron
anestesiadas igual que en el grupo IV.
La extraction sanguinea (1 ml) se realizo
por puncion en'el seno cavernoso utili
zando pipeta Pasteur.

Las muestras de sangre son manteni-
das a 4°C con Na-EDTA (0,3 M) como
anticoagulante. Los tubos se centrifugan
a 4°C y el plasma se conserva a — 20°C
hasta su determination.

La PRA se determind estimando la
velocidad de formation de angiotensina I.
durante 1/2 hora a 37°C, pH 7,4, en
condiciones de inhibir la conversidn de
angiotensina I. El medio de incubacidn
consisti6 en 250 pl de plasma problema,
250 pl de tampon fosfato 0,06 M conte-
niendo Na-EDTA 0,01 M, pH 7,4, y
10 /J de fluoruro de fenil-metil sulfonilo
(0,3 M). La reacci6n se detuvo por en-
friamiento introduciendo las muestras en
bano de hielo. La concentraci6n de an
giotensina I se valor6 por RIA comercial
(angiotensin I, Radioimmunoassay, CIS,
Sorin Biomedica, Saluggia, Italy).

La PRC se determino estimando la ve
locidad de formacidn de angiotensina I
al in cub ar pequenas cantidades de plas
ma problema en presencia de cantidades
elcvadas y constantes de plasma exento
de renina, obtenido de ratas Wistar ma
cho bincfrectomizadas de 36 horas, en
condiciones de inhibir la conversidn de
angiotensina I. El medio de incubation
consistid en 50 jil de plasma problema,
450 pl de plasma exento de renina, 380 pl
de tampon fosfato 0,06 M, contcniendo
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Na-EDTA 0,01 M, pH 7,4, y 10 jxl de
fluoruro de fenil-metil sulfonilo 0,3 M.
Tras 1/2 flora de incubacidn a 37°C la
reaccidn fue detenida por inmersion en
frfo (4°C). La concentration de la angio-
tensina I se determin6 por el metodo
arriba descrito.

Los resultados obtenidos se expresan
en ng/ml X h como media ± ESM. La
comparacidn entre grupos se realize por
por el test de la T de Student para series
con distribucidn parametrica y por el test
de Mann-Whitney para muestras no para-
m6 trie as. La correlation entre dos varia
bles se evalu6 por el andlisis simple de
la regresion lineal.

Fig. 2. Influencla del mtitodo de extraccldn
sanguinea sobre la concentration plasmti/ca de

renina (PRC) en la rata.
Grupos experimentales iguales que en la fi

gure 1.

Resultados

No existieron diferencias significativas
en la PRA (fig. 1) de los animales en los
que la muestra fue obtenida por catete-
rismo (3,07 ±0,80), punci6n cardfaca sin
anestesia (4,95 ± 0,87) o decapitation
con anestesia (2,81 ± 0,92) con respecto
al grupo de control (2,91 ± 0,68). Se ob-
servaron valores significativamente supe-

Control I II III IV V

Fig. 1. Influencla del metodo de extraction
sanguinea en la actMdad de renina pldsmO-

tlca (PRA) en la rata.
Grupo control: decapitation; Grupo I: catete-
rismo; Grupo H: puncion cardfaca; Grupo III:
ligera anestesia con 6tcr y decapitation; Gru
po IV: ligera anestesia con tier y punci6n car
dfaca; Grupo V: ligera anestesia epn tier y

puncion en el seno cavcmoso.

riores (p < 0,01) cuando las muestras se
obtuvieron por puncion cardfaca (7,81 ±
± 0,60) o puncion en el seno cavemoso
(7,60 ± 0,97) tras ligera anestesia con
tier.

Los resultados de la PRC en los seis
grupos de animates se representan en la

Fig. 3. Correlation entre los valores de PRA
y PRC en las 30 muestras obtenidas.
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figura 2. El patrOn fue similar al de la
ERA: no hubo diferencias entre los gru-
pos I, H y III (13,72 ± 2,34, 20,80 ±
± 2,64 y 17,03 ± 2,72, respectivamente)
en relacidn al grupo control (20,47 ±
±4,15). Los valores de PRC obtenidos
mediante decapitation sin anestesia (gru
po control) fueron significativamente in-
feriores a los de los grupos IV (33,93 ±
± 2,69) y V (38,44 ± 3,00).

Hubo una correlation lineal altamente
significativa entre los valores de PRA y
PRC de los 30 animales estudiados (fi
gura 3).

Discusion

Es bien conocido que las tecnicas de
obtencidn de la muestra sanguinea afec-
tan de forma importante el SRA. En los
estudios realizados en el animal de expe-
rimentaci6n es comun la utilization de
anestesicos (eter, pentobarbital, uretano,
etcetera) con objeto de facilitar la toma
de la muestra aunque haya sido amplia-
mente demostrado que todos ellos modi-
fican en diverso grado la PRA y PRC (2).
A este respecto cube in dicar que se han
realizado pocos esfuerzos para poner a
punto tecnicas que valoren el SRA en
estado basal y que al mismo tiempo per-
mitan realizar muestreos repetidos en un
mismo animal.

Estudios previos han indicado que la
decapitation inmediata permite obtener
valores basales de PRA y PRC (3), por
este motivo se seleccionO este procedi-
micnto al establecer el grupo Control.

En los animales no anestesiados los
valores de PRA y PRC fueron similares
en las muestras obtcnidas por decapita
tion, cateterismo o puncion cardiaca y
significativamente inferiores a las que se
obtuvieron por puncion cardiaca u ocu
lar con ligera anestesia con eter.

El sistema de catetcrizacion empleado
posibilita la extraction sanguinea en au-
sencia de estres, lo que permite valorar 

el SRA en su estado basal. Sin embargo,
este metodo presenta algunos. inconve-
nientes: la estabulacion de los animales
es complicada, lo que dificulta la reali-
zaciOn de estudios en los que intervenga
un elevado numero de individuos, y la
frecuente obstruction del cateter cuandb
se instala durante largo tiempo, aunque
pueda evitarse con el uso de bombas de
perfusi6n continua.

Segun nuestros resultados, la puncion
cardiaca sin anestesia es el metodo de
election cuando deben efectuarse varias
determinaciones en un mismo individuo,
pues si bien los resultados obtenidos por
este metodo fueron ligeramente superio-
res a los alcanzados mediante decapita
tion o cateterismo, las diferencias no re-
sultaron estadisticamente significativas.
En una larga serie estudiada en nuestro
laboratorio la mortalidad producida por
este procedimiento fue inferior al 3 %
(Jimenez, W., datos no publicados).
Con objeto de minimizar la estimulacion
del SRA a causa del estres es necesario
realizar la extraction en un tiempo no su
perior a 90 s y debe descartarse la mues
tra cuando no se consigue en el primer
intento.

La anestesia ligera con eter ha sido
empleada como forma sencilla y rapida
para la toma de muestras sanguineas en
la rata, considerando que las alteraciones
que este metodo induce sobre el SRA son
minimas (7). Los resultados obtenidos
demuestran que la anestesia ligera con
eter estimula de forma significativa el
SRA cuando la extraction se realiza por
puncion en el seno cavemoso o el cora
zon pero no cuando la muestra se obtiene
por decapitation. Este hecho indica que
la activation del SRA tras anestesia con
eter no puede ser unicamente atribuido
al anestcsico per se. A este respecto,
Oates y Stokes (3) observan resultados
similares al estudiar la PRC en ratas
anestesiadas con pentobarbital y en ra
tas no anestesiadas, comprobando que
tras decapitation no existen diferencias 
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entre ambos grupos y, sin embargo, si se
producen cuando la muestra se obtiene
por otro mdtodo utilizando el mismo anes-
tesico. Nuestros resultados sugieren que
la anestesia con eter puede predisponer
a un estado de estimulacion frente a per-
didas de volumen sanguineo y que la de
capitation es capaz de suprimir este es-
tfmulo.

No hubo diferencias en la PRA y PRC
de los animales cuando fueron determina-
das en sangre arterial o venosa. Esto pue
de apreciarse al comparer los valores de
los grupos IV (sangre arterial obtenida
por decapitation) y VI (sangre venosa
obtenida por cateterizacion de la vena
yugular externa), indicando que es indi-
ferente la utilization de sangre arterial
o venosa en la estimation del SRA en la
rata.

En la rata, la concentration fisiologica
de sustrato de renina es dos o tres veces
inferior a la Km y, por tanto, la cinetica
es de primer orden con respecto al sus
trato (6). Por esta raz6n, cuando se desea
valorar el grado de activation del SRA
mediante la velocidad de formation de
angiotensina I es necesario controlar rigu-
rosamente la influencia de la concentra-
cidn de sustrato de renina. En las condi-
ciones en las que se realiz6 este estudio
existid una correlation altamente signi-
ficativa entre la PRA (velocidad de for-
maci6n de angiotensina I del plasma) y
la PRC (velocidad de formation de an
giotensina I del plasma en presencia de
concentraciones saturantes de sustrato),
indicando que ambos m&odos son de uti-
lidad en la determination del SRA.

En conclusion, el presente trabajo des
cribe diversas tdcnicas de extraction san
guinea, en ratas Wistar, y su efecto sobre
la PRA y PRC, demostrdndose que la
cateterizaci6n crdnica y la puncidn car-
diaca sin anestesia, son los metodos de
eleccidn al permitir la valoraci6n de los 

niveles plasmdticos basales de renina y la
toma de muestras repetidas en un mis
mo animal.

Resumen
Se determina la actividad renina plasmdtica

(PRA) y la concentraci6n plasmdtica de re
nina (PRC) en ratas, con objeto de investigar
la influencia del mdtodo de extraccidn sangui
nea sobre estos niveles. La PRA y PRC en las
muestras obtenidas por cateterizacidn, puncidn
cardiaca sin anestesia y decapitacidn tras anes
tesia ligera con dter, no fueron significativa-
mente diferentes de los obtenidos por decapita
cidn (grupo control). Por el contrario, la PRA
y PRC en las muestras obtenidas por puncidn
cardiaca y puncidn en el seno cavemoso tras
anestesia ligera con dter, fueron significativa-
mente superiores (p < 0,01) que las del grupo
control. Existid una relaci6n lineal altamente
significativa entre la PRA y PRC de todas las
muestras estudiadas (r = 0,87, p < 0,001).
Nuestros resultados sugieren que la anestesia
ligera con dter incrementa los niveles de re
nina, excepto cuando la muestra se obtiene
por decapitaci6n; y que la cateterizacidn crd-
nica y la puncidn cardiaca sin anestesia son
los mdtodos de eleccidn para evaluar el sistema
renina angiotensina en ratas.
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