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INTRODUCCION

I-HIPERTENSION ARTERIAL. GENERALIDADES.

La Hipertension Arterial (HTA) es, junto con la hipercolesterolemia y el consumo de tabaco,
uno de los tres principales factores de riesgo de la cardiopatia isquémica, y el principal factor de
riesgo de los accidentes vasculares cerebrales, tanto hemorragicos como aterotromboticos, Liga
Espafiola para el control de la HTA, 1990 (LECHTA). Tanto por su elevada prevalencia como por su
intensa participacion en el conjunto de la morbimortalidad vascular, la HTA es uno de los problemas
sanitarios mas importantes del mundo occidental y por ello, uno de los motivos mas frecuentes de
consulta médica. (LECHTA). Se trata de una afeccion cronica que afecta, aproximadamente, al 20%
de la poblacion adulta (Laragh y Brenner, 1990; LECHTA, 1990), es decir, un conjunto de
individuos de edades comprendidas entra los 18 y los 65 afos, de tal forma que, a partir de los 65
afios, se produce un incremento importante en su prevalencia llegando a estimarse entre un 30 y un
50% segun las diferentes series publicadas. (Serie Grupos de trabajo I, 1990). Se ha estimado que
hasta un 8-10% de la mortalidad total en los paises occidentales puede atribuirse, razonablemente, a
la elevacion tensional persistente.

La HTA se define como la elevacion persistente de la tension arterial (TA) por encima de unos
limites establecidos como normales. Asi, en un adulto se establece el diagnostico de HTA con la
demostracion de cifras iguales o mayores de 130/85 mmHg (W. Yanez, 2000). A su vez, en un nifio

cuando sus cifras de TA superen el percentil 95, y en una embarazada cuando la presion diastolica

sea mayor de 80 mmHg. (LECHTA, 1990).
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La enfermedad constituye pues, uno de los problemas sanitarios mas trascendentes en la
actualidad en nuestro pais, por su elevada tasa de prevalencia, su deficiente grado de control por la
elevada morbimortalidad cardiaca y, sobre todo, cerebrovascular que ocasiona y por la tendencia
demografica hacia el envejecimiento de la poblacion, que hace que no cese de aumentar el nimero
de ancianos hipertensos. (LECHTA, 1990).

La HTA se clasifica, en funcion de su etiologia, en:

a) HTA esencial, que se define como la elevacion mantenida de la TA de causa desconocida. Es
la que afecta al 95% de los hipertensos y su diagnostico se obtiene por exclusion.

b) HTA secundaria, que se define como la elevacion mantenida de la TA provocada por alguna
enfermedad.

También puede clasificarse segin los niveles de TA, que recoge en mayor medida el riesgo
poblacional, y clinicamente segun el grado de repercusion visceral, que recoge el riesgo individual
de cada sujeto. (LECHTA, 1990).

La HTA puede ser clasificada segun la intensidad de la elevacion de las cifras de TA. También
pueden clasificarse en estadios del I al III segtin la repercusion sobre los 6rganos diana, pero tiene
mayor utilidad clinica la descripcion del dafio visceral. Actualmente se considera a la HTA esencial
como una enfermedad hetrogénea y de origen multifactorial, habldandose de sindrome hipertensivo.
(Neutel et al, 1999).

Las mediciones de la tension arterial deben ajustarse a la metodologia recomendada por la OMS,
cuyos requisitos fundamentales son: que se realicen en condiciéon de reposo, en dectbito o
sedestacion y con un manguito apropiado al didmetro del brazo (los manguitos pequefios
sobrestiman la medicion). Solo debe considerarse hipertenso al paciente que presente cifras elevadas

de TA en, al menos, 3 visitas distintas, salvo elevaciones importantes. (Braun, 1999).
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Entre las causas de esta afeccion parecen intervenir factores genéticos o hereditarios y
asimismo, factores ambientales. (Shatara et al, 2000; Melander et al, 1999).

Los primeros aun no han sido bien caracterizados, de forma que algunos autores dan mayor
importancia a un manejo renal del sodio inadecuado y otros a alteraciones en el transporte i6nico a
través de membranas celulares. (Shatara et al,1999).

La realidad es que no todos los pacientes hipertensos son claramente sensibles al consumo
excesivo de sodio en la dieta, que junto al estrés constituyen los dos factores ambientales a los que se
ha prestado mayor atencion. En dichos pacientes, el aporte de sal produciria un incremento del
volumen sanguineo circulante y del gasto cardiaco que, en combinacion con trastornos en la
regulacion autondmica de las resistencias periféricas, ocasionaran la elevacion de la TA
(Chrysant,1999).

A su vez, la activacion de algunos mecanismos compensadores podria contribuir a su
mantenimiento. La liberacion de un factor natriurético, distinto del péptido atrial, inhibiria la
Na+/K+ ATPasa produciendo un incremento del calcio intracelular e hiperreactividad vascular
(Willenbrock, 1999). Los sistemas de autorregulacion local encaminados a evitar una hiperperfusion
tisular producirian cambios estructurales en los vasos, que causaran la HTA de forma definitiva
(Boutouyrie,1999).

Otros factores ambientales como la obesidad, la dieta con bajo contenido en calcio, potasio y
magnesio inducen, por diferentes mecanismos bioquimicos, alteraciones estructurales de los
receptores vasculares y ayudan a que se mantengan aumentadas las resistencias vasculares. (Weir,
1999; Minami et al, 1999).

En las fases precoces de la enfermedad hipertensiva la elevacion de presion suele deberse a un

gasto cardiaco aumentado, aunque en su evolucion la aparicion de lesiones vasculares con elevacion
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de las resistencias periféricas son las que mantienen la elevacion de presion y finalmente se

desarrolla una arteriosclerosis generalizada. (O’Brien et al, 1999; Khattar et al, 1999).

CONSECUENCIAS DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La HTA se asocia con alta morbilidad y mortalidad relacionadas con la afectacion de los 6rganos
diana: arterias, corazon, cerebro y rifion. (Nakao et al, 1999).

En las arterias se produce disfuncion endotelial, proliferacion de musculo liso e intersticio. Estas
alteraciones precipitan la arteriosclerosis, sobre todo si se asocian a otros factores como diabetes o
hiperlipidemia. (Reneland et al, 1999). La afectaciéon arterial puede presentar distintas
manifestaciones y diferente repercusion segin la localizacion. A nivel adrtico puede dar lugar a
aneurismas y diseccion. (Lajemi, 1999; Narkiewicz et al, 1997).

La afectacion cardiaca en la HTA es secundaria a la hipertrofia ventricular y a las anomalias del
flujo coronario, es decir, arteriosclerosis coronaria y enfermedad de pequefio vaso (Schillaci et al,
2000).

La hipertrofia se asocia con alto riesgo de morbimortalidad cardiovascular. Se desencadena por
la sobrecarga de la presion y su mantenimiento acaba produciendo insuficiencia cardiaca por
disfuncion sistolica y/o diastolica, asi como isquemia por la combinacién del aumento del consumo
de oxigeno y la enfermedad coronaria, arritmias y muerte subita. (Franklin, 1999). La mayor parte de
las muertes en la HTA son por insuficiencia cardiaca o infarto de miocardio.

La disfuncién diastolica cardiaca est4 relacionada con la rigidez por la hipertrofia pero, también,

por la fibrosis y alteracion de la cinética del calcio.
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A nivel neuroldgico, la HTA produce retinopatia y cambios en el sistema nervioso central
(SNC), (Reaux et al, 1999). Por ello, se ha podido comprobar que el examen de la retina permite
evaluar la afectacion vascular de la HTA. (Cugini et al, 1998-99).

Las alteraciones mas importantes en el SNC son hemorragia, infarto y encefalopatia. La
hemorragia cerebral se relaciona con la elevada PA y la formacién de microaneurismas. El infarto
cerebral es secundario a la arteriosclerosis (Suzuki et al, 2000).

No se conoce la patogénesis de la encefalopatia; en algunos casos puede ser debida a infartos o
hemorragias (Huang, 1999).

Por tultimo, la complicacion renal mds importante en la HTA es la insuficiencia renal. El
aumento de la resistencia a nivel arteriolar produce un aumento de la presion de filtracion y

proteinuria, dando lugar a glomeruloesclerosis y finalmente, al fallo renal (Gatzka et al, 1999).

ESQUEMA DE TRATAMIENTO

Existen cinco grupos de farmacos hipotensores que en la actualidad deben ser considerados
como de primera eleccion: diuréticos, beta-bloqueantes, calcioantagonistas, inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (IECA), y alfa-bloqueantes (Klungel et al, 2000).

Cualquiera de ellos puede ser una opcion valida inicialmente, aunque la eleccion puede depender
de la existencia de determinados condicionantes, como la edad o una patologia asociada (Genes et al,
1999). En caso de un control negativo, es preferible experimentar con otro farmaco antes de optar

por la asociacion de dos diferentes (Braun, 1999).
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II-SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona forma parte de un mecanismo regulador
neurohormonal que, en respuesta a una disminucién del volumen de sangre, mantiene la TA y el
volumen extracelular por medio de la vasoconstriccion y la retencion de sodio y agua (Rossi, 1999;
Mervaala et al, 1999). Los componentes de este sistema son la renina, el angiotensindgeno, la
angiotensina I, la enzima convertidora de la angiotensina I (ECA), la angiotensina II y, por tltimo, la

aldosterona (Hollenberg, 1990; Klett et al, 1993).

La RENINA es una peptidasa que procede de un precursor inactivo denominado prorrenina,
sintetizada por las células yuxtaglomerulares de la pared de las arteriolas aferentes renales, donde se
almacena en forma de granulos. Esta enzima proteolitica, de 40.000 daltons de peso molecular, es
sintetizada, almacenada y secretada por las células epitelioides de la arteriola aferente (Hollenberg,
1990). Su secrecion viene regulada principalmente por tres mecanismos:

1) Por un mecanismo barorreceptor activado por la disminucion de la presion de  perfusion de la
arteriola aferente.

2) Por un aumento de la actividad del Sistema Nervioso Simpatico a través de la estimulacion de
los beta-receptores del aparato yuxtaglomerular.

3) Por el mecanismo de la méacula densa que evita la pérdida excesiva de sodio reduciendo la tasa
de filtracion glomerular. (Edwards y Padfield, 1985; Diising et al, 1987; Haber, 1984). Los
quimiorreceptores de la macula densa son sensibles a los cambios de composicion del liquido

intraluminal aunque se discute todavia si es la concentracion de sodio que esta presente en la méacula
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densa, lo que constituye el estimulo de los quimiorreceptores (Davisson et al, 1998). Estudios
recientes, sin embargo, demuestran que es el i6n cloro, y no el sodio, el factor estimulador de la
macula densa.

4) Los receptores beta-adrenérgicos intrarrenales intervendrian en la respuesta al ortostatismo, al
ejercicio fisico, etc. Las catecolaminas circulantes también estimulan estos receptores beta (Wang et
al, 1996).

También otros factores como la prostaglandina E2 y la prostaciclina (Pg 12) estimulan la
secrecion de renina, que es suprimida por la vasopresina y el péptido atrial natriurético (Zusman,
1987; Swartz y Williams, 1982). Asi, los péptidos de bajo peso molecular (vasopresina, angiotensina
I, péptidos natriuréticos atriales, endotelina) disminuyen la liberacion de renina (Reaux et al, 1999).
La propia angiotensina II constituye un mecanismo de inhibicion de la secrecion de renina. La PGI 2
y la PGE 2, por su parte. estimulan la liberacion de renina y actGan como mediadores de tal
liberacion. Ademas, muchos de los estimulos que aumentan la liberacion de renina aumentan
también las prostaglandinas. La indometacina, un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas,
provoca también una disminucion de la actividad renina plasmatica (Philips, 1995). Otras sustancias
que disminuyen la actividad de la renina plasmadtica serian la somatostatina, mineralocorticoides,
fenobarbital y ciertos hipotensores como la reserpina, metildopa y clonidina (Hackenthal et al,
1993). Las sustancias que incrementan la actividad de la renina son, a su vez, el glucagon,
estrogenos, glucocorticoides, ACTH, hormona paratiroidea, anestésicos, clorpromazina, cafeina,
teofilina y muchos fadrmacos hipotensores como los diuréticos, inhibidores de la enzima de
conversion de la angiotensina, vasodilatadores, bloqueadores alfa-adrenérgicos, espironolactona, etc,
(Hackenthal et al, 1993). También influyen las concentraciones plasmaticas de varios electrolitos. La

administracion de potasio y la hiperpotasemia inhiben la secrecion de renina y bloquean, ademas, la
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respuesta a la deplecion de sodio. Los efectos de la natremia sobre la liberacion dela renina son
escasos (Phillips, 1995). La actividad de la renina plasmatica desciende de forma inversamente
proporcional a la edad.

La renina no tiene un efecto fisioldgico directo, sino que actiia solo sobre su sustrato, que es
una alfa-2 glucoproteina circulante producida por el higado, para generar el decapéptido
angiotensina I (Cruz et al, 1993). La renina tiene una vida media en plasma de 10 a 15 minutos y es
aclarada por el higado, mientras que la de la angiotensina II es de s6lo 1-2 minutos y es aclarada por
destruccion enzimatica y por captacion tisular (Danser et al,1998).

La primera indicacion de que la renina también se sintetiza fuera de los rifiones se descubrio
en pacientes que habian sufrido nefrectomia bilateral. Asi, la renina ha sido aislada en el cerebro,
médula y corteza suprarrenal, miocardio, pulmones, higado, bazo, musculo esquelético, utero y
liquido amnidtico (Hollenberg, 1990; Edwards y Padfield, 1985).

La principal funcion de la renina es convertir el angiotensinégeno en la angiotensina I,
mediante la separacion de 10 aminodacidos.

Las concentraciones de renina en la hipertension esencial siguen una curva de distribucion
continua, con un predominio de los valores bajos, a causa de una mayor proporcion de pacientes de

edad avanzada en la poblacion hipertensa y, de hecho, en el resto de la poblacion (Heymes et al,

1994).

El ANGIOTENSINOGENO es una alfa2-globulina sintetizada en el higado que actia como
sustrato de la renina. Encontramos concentraciones elevadas en el embarazo, tras la nefrectomia
bilateral y también después de la administracion de estrégenos o de ACTH. También suelen aparecer

niveles elevados en el sindrome de Cushing. Las concentraciones mdas bajas se observan en
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diferentes patologias hepaticas y tras la hepatectomia (por disminucion de su sintesis), en el
sindrome nefrotico ( por aumento de la pérdida de proteinas), y también tras la adrenalectomia y la
hipofisectomia. De todos modos, las concentraciones bajas no afectan a la sintesis de angiotensina I
por la renina, ya que el angiotensindgeno se produce en exceso (Haber, 1984; Wyvratt y Patchett,

1985).

La ANGIOTENSINA I es un decapéptido, cuyo efecto bioldgico es poco conocido en
humanos, que esta generado por la accion de la renina sobre su sustrato, el angiotensinégeno, y sobre
el que va a actuar la enzima conversora de la angiotensina I para formar el octapéptido

bioldgicamente activo angiotensina II (Williams, 1988; Perico, 1998).

La ENZIMA CONVERSORA DE LA ANGIOTENSINA I (ECA) es una dipeptidil
carboxipeptidasa con baja especificidad por el sustrato que realiza la hidrdlisis de la angiotensina 1.
La enzima es idéntica a la quininasa Il que cataliza la ruptura de la bradiquinina (un vasodilatador
con caracteristicas diuréticas y natriuréticas) en productos de degradacion inactivos (Johnston et al,
1982; Zusman, 1987). Asi, la enzima de conversion de la angiotensina puede aumentar
indirectamente la presion arterial por formacion de angiotensina II e inactivacion de las
bradiquininas (vasodilatadores). La ECA se halla primariamente en el endotelio vascular pulmonar,
por lo que tanto la conversion de la angiotensina I en angiotensina Il como la inactivacion de la
bradiquinina tienen lugar, principalmente, en la circulacion pulmonar. Pero la ECA también esta
presente en la mayor parte de los tejidos periféricos tales como paredes vasculares, rifion, glandula

suprarrenal, corazén y cerebro (Phillips, 1987).
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La ANGIOTENSINA 1II es, como se ha sefialado con anterioridad, un octapéptido
bioldgicamente activo y un potente vasoconstrictor arteriolar que actia directamente sobre
receptores especificos, AT1, de la musculatura lisa vascular (Fukamizu et al, 1993). Sus principales
acciones son:

-Es una de las hormonas vasoconstrictoras mas potentes. Acta sobre el musculo liso de los vasos
de resistencia (las arteriolas) aumentando, por tanto, la resistencia vascular periférica.

-Suprime directamente la liberacion de renina.

-Induce retencion de sodio en los tubulos proximales ya sea directamente, estimulando el
transporte tubular de sodio, o indirectamente a través de cambios de la hemodindmica intrarrenal
(fuerzas de Starling), (Hollenberg, 1985).

-Estimula la sintesis y secrecion de aldosterona en la zona glomerular de la corteza suprarrenal.
La aldosterona induce, a su vez, un aumento de la reabsorcion de sodio en los tibulos distales y de la
secrecion de iones hidrogeno y potasio. Por lo tanto, este mecanismo es el responsable del aumento
del volumen extracelular, con una tendencia concomitante a la hipokaliemia y a la alcalosis
metabolica (Williams y Dluhy, 1983).

-Estimula el Sistema Nervioso Simpatico, favoreciendo la neurotransmision simpatica mediante
el aumento de la secrecion de noradrenalina en las terminaciones nerviosas, y la inhibicion de su
recaptacion secundaria.

-Estimula la secrecion de vasopresina. (Hollenberg, 1990).

Una dieta hiposddica hace que disminuya el efecto presor de la angiotensina II. En cambio,
en la glandula suprarrenal, la restriccion sddica y la sobrecarga de potasio provocan un aumento del

nimero de receptores AT1, con la estimulacion de la sintesis de aldosterona (Soyannwo, 1996). Es
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precisamente esta modulacion de la respuesta suprarrenal y vascular a la angiotensina II, la que se
encuentra alterada en el 30-50% de los pacientes con hipertension esencial. (Chai et al, 1993).

La angiotensina II ejerce un papel primordial en la fisiologia renal. El efecto predominante
sobre la arteriola eferente es esencial para la autorregulacion del filtrado glomerular. Ademas, ejerce
sobre este 6rgano un efecto diverso; a pequenas dosis produce retencion de sodio y agua, con
descenso del flujo plasmatico renal; a grandes dosis, provoca un aumento de la excrecion renal de
sodio y agua (Hopkins et al, 1996). Es probable que esto se deba al efecto local (circulacion renal) de
la angiotensina II, en contraposicion al efecto sistémico sobre la presion arterial (Romero, 1999).

La angiotensina II (péptido que no cruza la barrera hematoencefélica), puede actuar sobre el
area postrema (libre de dicha barrera), la cual estd en intima conexiéon con el hipotdlamo,
estimulando el centro de la sed y la secrecion de ACTH y de vasopresina, y aumentando el tono
adrenérgico periférico (Castafieyra-Perdomo et al, 1999). Ademas, la angiotensina II puede estimular
las catecolaminas suprarrenales y aumentar la sintesis de prostaglandinas (Luchner et al, 1998). La
importancia de la angiotensina II en el mantenimiento de la presion arterial estd en relacion inversa
al balance de sodio (Nishida et al, 1998).

La angiotensina II es la principal hormona efectora del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Rossi, 1999). Una serie de aminopeptidasas convierte la angiotensina II en péptidos con
menor nimero de aminodcidos, bioldgicamente inactivos (De Teresa, 1993). Solo el heptapéptido
des-Asp-angiotensina II (angiotensina III) desempefia cierto papel, aunque discutible, sobre la
secrecion de aldosterona por parte de la corteza suprarrenal, con mucha menos accién
vasoconstrictora que la angiotensina II (Reaux et al, 1999). La angiotensina III puede formarse

directamente a partir de la angiotensina I (Reaux et al, 1999).
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Los efectos de la angiotensina II estan mediados por receptores especificos, de los que hasta
ahora se han identificado dos tipos. El AT1 es una proteina de membrana acoplada a una proteina G
y constituye el receptor cldsico de angiotensina II, cuyo gen y secuencia proteica son bien conocidos;
muy similar a éste es el receptor AT2. Ambos receptores muestran una distribucion histica especifica
y ejercen funciones potencialmente diferentes (Chiu et al, 1989; Whitebread et al, 1989). EI DTT, un
agente sulthidrilo reductor, aumenta la afinidad de los receptores AT2 por sus ligandos, pero anula la
unién a los receptores AT1 (Whitebread et al, 1989; Tsutsumi y Saavedra, 1991). Los receptores
ATT1 tienden a disminuir los niveles de AMPc, a estimular la vida media del fosfatidil-inositol y la
sintesis de prostaglandinas, mientras que los receptores AT2 actuan activando la fosfotirosina-
fosfatasa mediante la inhibicion de la guanilciclasa lo que provoca la disminucién de los niveles de
GMPc intracelular (Bottari et al, 1992; Sumners et al, 1991; Steckelings et al, 1992).

Los AT1 son los que se encuentran, principalmente, en la mayoria de las areas involucradas en la
regulacion cardiovascular como el Organo Subfornical, el Organo Vasculoso de la Lamina
Terminalis, la Eminencia Media, el Nucleo Supraodptico, el Nucleo Paraventricular, el Nucleo del
Tracto Solitario, el Area Postrema, el Nucleo Motor Dorsal del Vago y el Nucleo Periventricular del
Hipotdlamo. Estos receptores actian de mediadores en la mayoria de las acciones centrales
conocidas de la Angiotensina II, tanto en la regulacion de la presion sanguinea como en el balance
de agua y electrolitos. Su niimero aumenta en modelos experimentales o genéticos de hipertension
arterial, estrés y deshidratacion. El receptor AT2 es el subtipo predominante en Talamo, Oliva
Inferior, Septum Lateral, Nucleo Subtaldmico, Locus Ceruleus, Geniculado Medial y Amigdala
Medial, y se encuentra en solitario en el cerebelo. La localizacion de los AT2 en el tallamo y en areas
cerebrales que procesan informacion sensorial sugiere un nuevo papel modulador para la

Angiotensina II. No se observan modificaciones de su nimero durante la hipertension arterial.
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(Gehlert et al, 1991; Tsutsumi y Saavedra, 1991; Obermiiller et al, 1991; Steckelings et al, 1992).
Los receptores AT1 son los que predominan en el cerebro adulto, mientras que los AT2 son los
dominantes en fetos y animales experimentales jovenes. Esto indica que los AT2 pueden jugar un
papel en la diferenciacion y desarrollo del tejido neuronal asi como en la estructura vascular del
cerebro (Tsutsumi et al, 1991; Tsutsumi y Saavedra, 1991; Steckelings et al, 1992).

La funcidn clasica del Sistema Renina-Angiotensina es mantener la tension arterial y regular
el equilibrio hidrosalino, asi como el volumen sanguineo. Sin embargo, existen datos que sugieren
que este mecanismo puede ser algo mas complejo, no limitdndose al sistema endocrino. Por ejemplo,
se ha demostrado la actividad persistente de Renina y Angiotensina II en el plasma de individuos
anéfricos (Campbell et al, 1991); igualmente se han demostrado efectos beneficiosos de la inhibicion
farmacologica de la ECA que no guardan relacion con la potencia y duracién de la inhibicion de
dicha enzima en el plasma (Unger et al, 1985). Estos y otros hallazgos han conducido a la
investigacion y demostracion de Sistemas Renina-Angiotensina a nivel histico en diversos 6érganos y
tejidos, con funcidn paracrina y autocrina. Se ha demostrado la presencia de expresiones genéticas
con diferentes mecanismos reguladores de Sistemas Renina-Angiotensina tisulares en modelos
animales de hipertension (Campbell y Habener, 1986), y también se ha podido detectar la sintesis de
los diversos componentes del sistema en rifidon, lecho vascular, corazon, glandula suprarrenal,
cerebro, testiculo, etc. (Lee et al, 1993). Aunque estd por aclarar en qué magnitud la eficacia de la
inhibicion de la ECA se debe a sus acciones sobre el metabolismo de la bradiquinina, parece que la
disociacion temporal entre la inhibicion plasmatica de la ECA y los efectos farmacologicos de sus
inhibidores apunta hacia una implicacién directa de los Sistemas Renina-Angiotensina histicos

locales (De Teresa, 1993).
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ITI-INHIBIDORES DE LA ENZIMA DE CONVERSION DE LA ANGIOTENSINA I IECA)

Los IECA constituyen una de las innovaciones mas importantes en terapéutica cardiovascular
de los ultimos afios. Actualmente, estan considerados como farmacos de primera eleccion en el
tratamiento de la hipertension arterial ya que retnen muchas de las condiciones exigibles al
antihipertensivo ideal.

Su historia comienza con la observacion de un extracto del veneno de la serpiente brasilefia
Bothrops jararaca (denominado "factor potenciador de la bradiquinina" porque aumentaba las
acciones farmacoldgicas de la bradiquinina), que era capaz de inhibir la ECA (Ng y Vane, 1970).
Esta actividad bioldgica fue atribuida a los polipéptidos. La secuencia de aminodcidos de estos
polipéptidos fue identificada y uno de ellos, SQ 20881 (teprotide), fue sintetizado (Ondetti et al,
1971), siendo el primer inhibidor de la ECA, y uno de los primeros agentes capaces de bloquear
especificamente el sistema renina-angiotensina, ayudando a identificar el papel que juega este

sistema en la hipertension arterial.

CAPTOPRIL

El primer inhibidor oralmente activo, el Captopril, (2S)-1-(3-mercapto-2-metilpropionil)-1-
prolina, fue obtenido a mediados de los afios 70 (Cushman et al, 1977; Rubin et al, 1978). En la
actualidad, existen numerosos inhibidores de la ECA disponibles que tienen en comun la molécula
2-metil propanolol-L-prolina de importancia critica en el bloqueo de la ECA, y que difieren en la
naturaleza de la adhesion de la molécula al lugar activo en el enzima (grupo sulfhidrilo, fosforilo o

carboxilo), y en la forma en la que el agente es administrado (profarmaco o activo), (Williams,
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1988). El Captopril se une al enzima por el grupo sulthidrilo y se administra en forma activa.
Después de su administracion oral es rapidamente absorbido con un pico plasmatico a los 30-90
minutos. Aproximadamente el 75% de la dosis administrada es asimilada rapidamente, pero la
comida en el tracto gastrointestinal reduce su absorcion en un 30-40%. Se distribuye rapidamente a
la mayoria de los tejidos, excepto al Sistema Nervioso Central, aunque un 30% se liga a proteinas
plasmaticas. Se metaboliza también rapidamente y su vida media es menor de 2 horas. La excrecion
renal, que es la principal via de eliminacion, es rapida (el 50% aparece en orina a las 4 horas y el
95% a las 24 horas). De ahi se deduce la breve duracion de su accion, aunque como es dosis-
dependiente, altas dosis (75 mg) tienen efectos que persisten durante 12 horas. La excrecion esta
relacionada con el aclaramiento de creatinina, por lo que pacientes con insuficiencia renal tendran
mayores picos de concentracion plasmatica que pacientes con funcion renal normal (Vidt et al, 1982;

Williams, 1988).

1-MECANISMO DE ACCION

Su principal mecanismo antihipertensivo se ejerce a través del bloqueo del paso de
Angiotensina I a Angiotensina II (Matsuda et al, 1999) reduciendo, en definitiva, la actividad del
Sistema Renina-Angiotensina (SRA), aunque no es el Unico. Hay datos que sugieren que diferentes
sistemas hormonales son modificados por los IECA y que la participacion de cada sistema varia con
el ambiente y los factores hereditarios. Si el efecto hipotensor de los IECA es debido
fundamentalmente a su accidn sobre la angiotensina II circulante o sobre la generada a nivel tisular

es todavia una incognita (Miyajima et al, 1999).
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Si consideramos el hecho de la existencia del Sistema Renina-Angiotensina en diferentes
tejidos (Dzau, 1989; Campbell, 1987) es posible pensar que la accion antihipotensora de los IECA
puede ser no so6lo debida al bloqueo de la formacion de Angiotensina II circulante, sino también al
bloqueo local de este sistema en 6rganos diana de la hipertension, como son el corazon, el lecho
vascular, el rifién y el cerebro (Fabris et al, 1990; Dzau, 1987). Asi, cuando se administra un IECA,
la disminucién de la presion sanguinea se correlaciona mejor con el grado de inhibicion del SRA
tisular que con el SRA circulante (Dzau, 1987; Unger et al, 1984; Cohen y Kurz, 1982). Esto es
particularmente evidente en la respuesta hipotensora en animales con bajos niveles de Renina-
Angiotensina circulante (Williams, 1988). Numerosos estudios han confirmado la relacién de la
respuesta aguda de la presion sanguinea con la actividad renina plasmatica inicial (MacGregor et al,
1979; Sullivan et al, 1979; Thurston y Swales, 1978). Cuando la terapia es continuada, esta
correlacion tiende a ser menor, y a largo plazo la respuesta no parece ser dependiente o relacionada
con el alto nivel de actividad de renina plasmatica antes del tratamiento (Gavras et al, 1978; Sullivan
et al, 1979).

Todos los IECA aumentan la Renina y disminuyen los niveles de Angiotensina II y
Aldosterona al menos a corto plazo (Vidt et al, 1982; Tood y Heel, 1986; Brunner et al, 1985;
Gomez et al, 1987; Ball y Robertson, 1987; Rakhit et al, 1986; Onoyama et al, 1986; Schaller et al,
1985; Lane et al, 1999). La respuesta hipotensora inicial, después de la administracion de una dosis
de IECA es directamente proporcional a los niveles de actividad renina plasmatica (ARP) previos al
tratamiento. No obstante, durante su administracion prolongada, el descenso de la PA es
independiente de los niveles de ARP. Ello hace pensar que en el efecto hipotensor de los IECA, el
bloqueo de la sintesis de angiotensina II a escala tisular vascular tiene mayor importancia que la

inhibicion de la angiotensina II circulante (Nelissen-Vrancken et al, 1998). Adicionalmente, en
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presencia de IECA, la infusion de Angiotensina I provoca una pequeia respuesta presora (Gavras et
al, 1978; Given et al, 1984). La necesidad de altos niveles de Angiotensina Il para restaurar la
presion sanguinea tras la administracion de un IECA (Swartz et al, 1979), se basa en la demostracion
de que estos farmacos no s6lo disminuyen la Hipertension renovascular (donde la secrecion de
Renina estd aumentada) sino también la Hipertension esencial y la Hipertension experimental como
en la rata espontdneamente hipertensa (Frohlich, 1989; Williams, 1988), donde el SRA no esta
activado, y sugieren que, en la accion hipotensora de los IECA pueden estar implicados otros
mecanismos dilatadores que la sola inhibicion de la formacion sistémica y/o local de Angiotensina-II
(Cachofeiro et al, 1993).

Asi, se ha sugerido que una parte importante del efecto hipotensor de los IECA puede estar
mediado por un aumento de los niveles enddgenos de quininas, que son péptidos con accion
vasodilatadora (Johnston et al, 1982; Williams, 1988). Asimismo, las quininas estimulan la sintesis
de oxido nitrico, un potente vasodilatador que finalmente va a participar también en la accion
hipotensora de los IECA, bien directamente o bien indirectamente, interaccionando con la accion
vasoconstrictora de la Angiotensina II (Cachofeiro et al, 1993). Se conoce cada vez mejor el efecto
de los IECA sobre el metabolismo de los péptidos vasodilatadores como la bradiquinina (Lei et al,
1998). La ECA es practicamente idéntica a la kininasa II, enzima que cataboliza la bradikinina, un
potente péptido vasodilatador.

Por otro lado, no parece estar claro el papel que pueden jugar las prostaglandinas en la accion
depresora de los IECA aunque, en general, se acepta que seria un efecto indirecto mediado por la
inhibicion de la degradacion de las quininas lo que provoca el aumento de la prostaciclina y la
prostaglandina E2 (ambas vasodilatadoras) (Swartz y Williams, 1982; Zusman, 1987; Wiemer et al,

1991).
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La inhibicion de la ECA también provoca la supresion de la secrecion de aldosterona,
influyendo por tanto en el balance de sodio, el cual también se ve afectado al limitar la accion de la
Angiotensina II sobre el rindén (Williams y Dluhy, 1983).

En la accion de los IECA, pueden participar sus efectos sobre el Sistema Nervioso adrenérgico
periférico y, posiblemente, también sobre el central (Diising et al, 1987).

Los IECA son actualmente considerados farmacos de primer escalon en el tratamiento de la
HTA. Utilizados en monoterapia, son capaces de normalizar las cifras de PA entre el 40% y el 60%
de los pacientes hipertensos esenciales (Frisbee et al, 1999). En algunos pacientes puede producirse
una atenuacion del efecto antihipertensivo de los IECA con el tiempo, aunque una de sus ventajas
consiste en la capacidad de mantener un control satisfactorio de la PA durante afios (Foss et al,
1999).

Los IECA pueden administrarse de manera segura en la mayoria de las situaciones en las que la
HTA va acompafada de otras patologias asociadas (Hansson, 1999). Los IECA estan especialmente
indicados en la HTA asociada a las diabetes mellitus, ya que mejoran la resistencia a la insulina y
reducen la filtracion glomerular, disminuyendo la proteinuria por encima de lo que cabria esperar
por la simple reduccion tensional, previniendo la aparicion de la nefropatia diabética (Ametov et al,
1999; Sharma et al, 1999).

Por ultimo, los IECA suprimen la secrecidon de vasopresina, y, por tanto, su actividad
vasoconstrictora y de retencion de agua (Williams, 1988; Hollenberg, 1990).

En resumen, tras la administracion oral de un IECA, cada uno de los componentes del Sistema

Renina-Angiotensina-Aldosterona se afecta de la siguiente forma:

28



1) Aumentan los niveles de Renina debido a la disminucién de la tension arterial, a la ausencia de
supresion de la secrecion de Renina inducida por la Angiotensina Il y a los cambios de volumen
mediados por la disminucioén de Aldosterona.

2) Incremento de la Angiotensina I provocado por la disminucion de su degradacion.

3) Decrecimiento de la actividad ECA.
4) Disminucion de la Angiotensina II, que induce un descenso de la aldosterona, debido a una menor
liberacion de la misma en la corteza suprarrenal.
5) Reduccion de la degradacion de bradiquinina, que probablemente induce el aumento de
produccion de acido araquidonico, precursor de las Prostaglandinas vasoactivas (Williams, 1988;

Hollenberg, 1990).

2-EFECTOS HEMODINAMICOS

Todos los IECA disminuyen las resistencias periféricas, y causan pequefios cambios en la
frecuencia cardiaca, el gasto cardiaco y en la presion pulmonar en cufia, en sujetos normales o
hipertensos (Vidt et al, 1982; Todd y Heel, 1986; Gémez et al, 1987). No modifican la respuesta
cardiovascular a reflejos autonémicos (Heavey y Reid, 1978; Fouad et al, 1983; Reid et al, 1983;
Guidicelli et al, 1985; Hunter et al,1999). No tienen efecto en la respuesta de la frecuencia cardiaca o
presion sanguinea al ejercicio isométrico, a la maniobra de Valsalva o al test frio-estrés.

Es interesante la ausencia de taquicardia refleja, a pesar de la disminucidn de las resistencias
vasculares periféricas y de la presion sanguinea, tras la administracion del IECA por tres razones al

menos: reduce la eficacia o anula la sensibilidad de reflejos barorreceptores (Guidicelli et al, 1985);
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venodilatacion inducida por los IECA; modificacion de la actividad parasimpatica (Ajayi et al,
1985; Sakata et al, 1999).

Los IECA parecen tener un efecto cardioprotector en relaciéon con la mejora del indice
cardiaco (reducen la postcarga y mejoran la precarga), y del flujo coronario; la reversion de la
hipertrofia ventricular izquierda demostrada por ecografia y radiontclidos (Dunn et al, 1984;
Nakashima et al, 1984); la prevencion de la mayor tendencia de trastornos del ritmo cardiaco de los
hipertensos, debida al exceso de catecolaminas circulantes, a la hipertrofia ventricular izquierda y a
la frecuente presencia de hipokaliemia. Ademas, a este efecto cardioprotector parece contribuir un
barrido de radicales libres superdxidos resultantes de la isquemia tisular, especialmente importante
en caso de necrosis miocardica (Hansson, 1999).

Los IECA aumentan el flujo renal usualmente sin modificar la tasa de filtracion glomerular,
con algin efecto vasodilatador, que es mayor en la arteriola eferente que en la aferente. En el
glomérulo incrementan el flujo sanguineo renal, aumentan el coeficiente de ultrafiltracion,
disminuyen la proteinuria y la proliferacion mesangial; y en el tubulo reducen la reabsorcion
proximal de los iones sodio y bicarbonato asi como la amoniogénesis (Knauss y Dunn, 1991; Simko
et al, 1999).

Bioquimicamente no afectan negativamente a ningin pardmetro hidroelectrolitico o
metabolico, a excepcion de la posibilidad de producir hiperkaliemia cuando se administran en dosis

inadecuadas al grado de funcion residual en pacientes con insuficiencia renal.
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3-USO CLINICO EN LA HIPERTENSION ARTERIAL

Inicialmente se reservaron para el tratamiento de la HTA severa, resistente o HTA
renovascular, para el tratamiento de algunos pacientes con HTA asociada a Insuficiencia Renal o
Esclerodermia y para el estudio y control de pacientes con estenosis de la arteria renal. En la
actualidad, se sabe que los IECA son efectivos en todo tipo de HTA, independientemente del grado
de repercusion visceral y la actividad de renina plasmatica; o del tipo de HTA ya sea simple o
asociada a Insuficiencia Renal, Diabetes, Insuficiencia cardiaca, Hipercolesterolemia, Gota,
Bronconeumopatia cronica, o edad senil. Se recomienda considerarlos en el primer escalon
terapeutico junto con betabloqueantes y diuréticos para el tratamiento de la HTA leve a moderada
(Joint National Committee, 1988).

Este cambio de actitud puede estar relacionado con el reconocimiento
de la dosis apropiada y la ausencia de efectos metabolicos adversos sobre la glucemia, lipidos, calcio
y 4cido urico (Williams, 1988).

El Captopril, al igual que el resto de los IECA, es eficaz tanto en monoterapia como en
politerapia. Es tan efectivo o incluso mas que los diuréticos (Sassano et al, 1987; Weinberger, 1985;
Vidt, 1984), que los beta-bloqueantes (Andren et al, 1985; Helgeland et al, 1986; Van Schaik et al,
1986; Zachariah et al, 1987) y que los antagonistas del calcio (Morlin et al, 1987; Sakata et al,
1999). La dosis del captopril es de 25mg dos o tres veces al dia hasta un maximo de 150 mg y puede
utilizarse junto con betabloqueantes

Entre los diferentes IECA, el que mas se ha comparado con el Captopril ha sido el Enalapril.

Mientras que unos estudios no muestran diferencias en la respuesta de la presion sistolica (Vlasses et
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al, 1986), otros aseguran que el Enalapril es un algo mejor que el Captopril para disminuir la presion
sanguinea (Thind et al, 1985, Foss et al, 1999). El Enalapril estd indicado en el tratamiento de todos
los grados de hipertension esencial, y también en la hipertension renovascular. Puede emplearse
como tratamiento inicial solo o concomitante con otros agentes antihipertensivos, especialmente
diuréticos; en cambio, el captopril estd indicado en pacientes con insuficiencia renal, especialmente
aquellos afectados con trastornos del coldgeno vascular, y debe reservarse para los hipertensos que
han desarrollado efectos adversos inaceptables con otros firmacos o que no han respondido,
satisfactoriamente, a las combinaciones medicamentosas. Ademas de esto, el captopril se emplea en
pacientes que han sufrido infarto de miocardio, que hayan presentado insuficiencia cardiaca o que

padezcan disfuncion ventricular izquierda (Yasunaga et al, 2000).

4-EFECTOS SECUNDARIOS.

La frecuencia de efectos secundarios del Captopril (neutropenia, sindrome nefrotico,
alteraciones del gusto, rash, angioedema y tos) disminuyen drasticamente con la reduccion de la
dosis (Vidt et al, 1982; Coulter y Edwards, 1987; DiBianco, 1986; Jenkins et al, 1985; Erslev et al,
1982). El mas frecuente para el Captopril es el rash (4%), que esté relacionado con la dosis (Edwards
et al, 1987; Goodfield y Millard, 1985).

Los efectos secundarios de los IECA en general son la aparicion, en algunos pacientes, de la tos
seca no productiva, cuyo mecanismo es en la actualidad desconocido, aunque podria estar
relacionado con la liberacion de la bradiquinina (Yasunaga et al, 2000). También se han descrito
casos aislados de angioedema, el cual aparece con las primeras dosis y refleja, probablemente, cierto

nivel de hipersensibilidad (Rossi et al, 1999). En pacientes con insuficiencia renal puede producir un
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deterioro transitorio de la funcion renal debido a la disminucion en la presion de filtracion (Nakao et
al, 1999). Otros efectos secundarios descritos en la literatura tales como la neutropenia,
glomerulonefritis por depdsito de inmunocomplejos, rash cutdneo y ageusia, parecen estar mas
relacionados con dosis excesivas administradas al inicio de la utilizacion del captopril, ya que su
incidencia con las dosificaciones empleadas habitualmente es practicamente nula (Stojic, 1999).

En general, el efecto secundario méas comun es la tos, que ademas es comun con los IECA de
larga duracion (enalapril, lisinopril, ramipril). El rash y las alteraciones del gusto ocurren con mas
frecuencia con Captopril.

5-CALIDAD DE VIDA.

En diversos estudios se muestra que el Captopril mejora la calidad de vida. Zubenko y Nixon
(1984) describen un aumento del humor en pacientes deprimidos tratados con Captopril, que podria
ser secundario a la alteracion de la sintesis de angiotensina II en el cerebro o a la alteracion del
metabolismo de las encefalinas. (Das et al, 1982). Se obtienen datos similares con Enalapril (Cohen
et al, 1984). Los IECA también pueden tener otros efectos sobre el SNC, como aumentar el estado
de alerta (Olajide y Lader, 1985), y ciertas reacciones depresivas (McMahon, 1985).

Como se ha mencionado con anterioridad, una de las mayores ventajas de los IECA es que
pueden administrarse en la HTA, que va acompafiada de otras patologias asociadas. Los IECA
reducen la hipertrofia ventricular izquierda y el tono simpdtico del miocardio en respuesta al
descenso tensional (Mckelvie et al, 1999).

Diversos estudios muestran, ademds, una clara mejoria de la supervivencia en pacientes con
infarto de miocardio y disfuncion ventricular tras el tratamiento con IECA (Kalkman et al, 1999).

Los IECA han revolucionado el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva en la Ultima
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década, demostrando una mejoria de la supervivencia en los pacientes tratados con dichos farmacos
(ver referencias de Castaneyra-Perdomo et al, 1999).

Ademéds, los IECA mejoran la presion de los grandes vasos, y parecen tener un efecto
antiarteriosclerdtico en animales de experimentacion (Kalkman et al, 1999).
En la enfermedad cerebrovascular y en la arteriopatia periférica reducen la PA sin disminuir el flujo

cerebral o periférico (Cachofeiro et al, 1993; Suzuki et al, 2000).

LOSARTAN.

El Losartan es hoy el primer medicamento de una nueva clase de agentes antihipertensivos,
como antagonistas de la Angiotensina II, no como inhibidor de la ECA. Losartan es una droga que
ha venido a llenar un vacio para el tratamiento de pacientes que requerian de los efectos benéficos de
los inhibidores de la ECA, y que no los toleraban o presentaban una destacada contraindicacion.

Al no inhibir la ECA, enzima degradante de la bradiquinina, Losartan no produce tos. Es un
medicamento en general bien tolerado, aunque ocasionalmente puede observarse un leve aumento
del potasio sérico.

Este medicamento bloquea en forma especifica los receptores de la angiotensina II. En el
organismo encontramos dos tipos de estos receptores como ya indicamos: AT1 y AT2. Los
receptores AT1 son los mas importantes en la homeostasis cardiovascular (vasoconstriccion,
liberacion de aldosterona, proliferacion de las fibras musculares lisas), y estos se encuentran
fundamentalmente en el corazon, pulmoén, musculo liso, higado, cerebro, rifion y glandula

suprarrenal.
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Como droga antihipertensiva, Losartan tiene un efecto moderado; su accion es de inicio gradual,
lograndose estabilizar la PA al cabo de 3-4 semanas. Su administracion es una toma diaria y su
efecto se mantiene 24 horas. La dosis habitual es de 50-100mg. Se elimina via renal y biliar. En la
insuficiencia cardiaca Losartan disminuye en forma leve la frecuencia cardiaca, mejora el indice
cardiaco, disminuye la presion en la auricula derecha y la presion de enclavamiento en el pulmoén.
Este medicamento se encuentra ya aprobado como droga antihipertensiva (Ruiz-Gayo et al, 2000;
Saji et al, 2001).

Cabe destacar que el Losartan disminuye la presion arterial en ratas cuya dieta tiene exceso de
sal, y que esta disminucion es menor en las ratas cuya AP esté lesionada (Collister y Osborn, 1998).
Estas ultimas tenian una presion arterial mas baja y las respuestas al losartan eran menores que ratas
control alimentadas ad libitum. Asi pues, el AP tiene efectos hipotensores, a largo plazo, frente al
losartan en las ratas alimentadas con exceso de sal, y en las ratas cuya AP esta lesionada este efecto
hipotensor aparece atenuado (Collister y Osborn, 1998).

Asimismo, el sistema renina-angiotensina juega un papel importante en la regulacion del flujo
coronario y en la funcion y estructura cardiaca, en condiciones normales y patologicas tales como la
isquemia (Barsotti et al, 2001). El losartan-potasio (MK-954) como antagonista del receptor de la
angiotensina II tipo 1 (AT1), en la disfuncion endotelial pos-isquémica y en la expresion del mnRNA
que codifica para las enzimas 6xido nitrico sintetasas (NOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS),
manifiesta determinados efectos en el corazon de las ratas. Asi, en las ratas tratadas con losartan se
puede observar una reduccion en la disfuncidon contréctil pos-isquémica, ademas de una disminucion
de la liberacion de creatin-kinasa y una reduccion en el dafio de la ultraestructura del miocardio. En
consecuencia, el tratamiento con losartdn antes de la isquemia y durante la reperfusion del corazon,

es capaz de producir una reduccion en la disfuncién mecénica y microcirculatoria y una disminucioén
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de la necrosis, mejorando la ultraestructura cardiaca y la proteccion endotelial, probablemente
inducida por la sobre-expresion de la enzima eNOS, y reduciendo la hiperpermeabilidad pos-
isquémica de la microcirculacion coronaria. En resumen, MK-954 (losartan potasio) ejerce una
proteccion endotelial en el dafio coronario, debido a una sobreexpresion del nRNA que codifica para
la enzima 6xido nitrico sintetasa endotelial, después de una isquemia global (Barsotti et al, 2001).

Por otro lado, se ha visto que el losartan provoca efectos toxicos en el feto (Saji et al, 2001).
La exposicion materna al losartan durante las 20-31 semanas de gestacion, producen en el feto
efectos toxicos tales como la disminucion de liquido amnidtico, hipoplasia pulmonar fetal y muerte
fetal. Esta serie de anomalias es similar a las observadas en la exposicion a los inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina, durante la gestacion (Saji et al, 2001).

El losartan frente al enalapril en el tratamiento del edema cerebral y en la proteinuria de ratas
hipertensas, puso de manifiesto que reducen el edema cerebral (Blezer et al, 2001). Asi pues, ratas
espontaneamente hipertensas expuestas a altas concentraciones de NaCl en la bebida, mostraron
hipertension severa, dafios en los 6rganos y muerte temprana y pudo observarse que el tratamiento
preventivo con antagonistas del receptor de la angiotensina II tipo 1 (AT1) resulté efectivo en estos
casos. Previamente se pudo comprobar que la inhibicion de la enzima convertidora de la
angiotensina reducia el edema cerebral cuando se iniciaba el tratamiento, después de la
manifestacion de la proteinuria o del propio edema cerebral. El estudio de estos autores (Blezer et al,
2001), manifestod que el bloqueo de los receptores AT1 tenia un efecto superior a la inhibicion de la
enzima convertidora de la angiotensina. Con la administracion de losartan y enalapril se incremento
la supervivencia de las ratas hipertensas; ambos productos disminuian el edema cerebral y la
proteinuria. La supervivencia se prolongo6 significativamente con ambos tratamientos, tanto si se

producia inmediatamente antes o después del desarrollo del edema cerebral. En las ratas en las que el
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tratamiento se iniciaba después de la manifestacion del edema cerebral, reaparecian tanto el edema
como la proteinuria a pesar de continuar el tratamiento. Por ellos se ha sugerido (Blezer et al, 2001),
que cuando la hipertension es sostenida, la reaparicion de la afectacion de los 6rganos podria no
depender totalmente de la angiotensina.

El tratamiento cronico con losartan disminuye la liberacion de noradrenalina en la arteria
caudal de ratas espontdneamente hipertensas (Ruiz-Gayo et al, 2000). En la arteria caudal de la rata,
la actividad simpdtica es modulada por la angiotensina II. En la rata espontdneamente hipertensa,
esta arteria recibe una inervacion simpatica mas densa que en la rata normotensa, y el tratamiento
cronico con losartan, aunque apenas aumenta los niveles pos-sinapticos de noradrenalina, suprime el
papel de la angiotensina II de cara a posibilitar la liberacion de noradrenalina (Ruiz-Gayo et al,

2000).
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IV- EL AREA POSTREMA COMO ORGANO CIRCUNVENTRICULAR

LOS ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES

Los Organos Circunventriculares segun Hofer (1958), constituyen antiguas regiones mediales
del SNC que poseen capacidad de transduccion y pueden servir para integrar sangre, cerebro y
liquido céfalo-raquideo. Estas areas antiguas a lo largo de la porcion medial del cerebro y que
poseen sorprendentes semejanzas en su organizacion neural, glial y vascular (Weindl, 1972), son
corrientemente conocidas como sistema de oOrganos circunventriculares. Segin Palkovits
(1987),puede asumirse que los 6rganos circunventriculares son una compleja familia con actividades
funcionales comunes, mas que estructuras cerebrales simples con ciertas caracteristicas comunes.
Los organos circunventriculares poseen las siguientes caracteristicas:

-Estan compuestos de epéndimo especializado con pinocitosis activa.

-Estan localizados en la porcién media del cerebro, en una posicion estratégica de la superficie
ventricular.

-Posee una abundante red de capilares.

-Salvo el 6rgano subcomisural (OSC), carecen de barrera hematoencefélica.

-Existe un espacio pericapilar tipo laberinto que rodea los capilares fenestrados, excepto en el
OSC.

-Se observan uniones impermeables entre la porcion apical de las células ependimarias
(tanicitos), dando origen a una barrera al liquido céfalo-raquideo.

-En algunos d6rganos hay pequenas células nerviosas que contienen vesiculas secretoras y que
dan origen a finas redes neuronales entre los 6rganos.

-Las aferencias neuronales pueden estar en contacto con células propias de los drganos

circunventriculares y también pueden terminar en la membrana basal del espacio perivascular.
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Pertenecen, pues, a los organos circunventriculares, la Eminencia Media (Knigge y Scott,
1970; Carmona-Calero, 1991), la Cresta Supradptica u Organo Vasculoso de la Lamina Terminalis
(Wislocki y King, 1936; Campos-Ortega y Ferres-Torres, 1965), el Organo Subcomisural (Dendy y
Nichols, 1910; Castafneyra-Perdomo et al, 1980), el Area Postrema (King, 1937, Bafiuelos-Pineda,
1995), el Organo Subfornical (Pines, 1926; Akert et al, 1961; Hofer, 1965; Hernandez-
Rodriguez,1992; Puchades-Company, 1996) y el Organo Paraventricular (Ariens-Kappers, 1920;
Legait, 1942).

Palkovits (1987) ofrece una clasificacion de los 6rganos circunventriculares basandose en su
posible significado fisioldgico y a su participacion en mecanismos especificos en el SNC. Asi, el
Organo Subcomisural parece ser una estructura secretora que posee un papel esencial en la
regulacién del balance de agua corporal. El Organo Subfornical juega un papel crucial en la
regulacion de la ingesta de agua, la natriuresis y la secrecion de vasopresina como respuesta a la
deshidratacién. El Area Postrema estd en relacién con la presion sanguinea, la respiracién, la
respuesta emética y el peso corporal. El Organo Vasculoso de la Lamina Terminalis es similar
histolégicamente a la Eminencia Media: neuronas neurosecretoras terminan en el espacio pericapilar
de sus capilares fenestrados. Este Organo es también rico en neuropéptidos, pero sus
concentraciones son mucho menores que en la Eminencia Media. Ademads, estd muy vascularizado y,
al contrario que la Eminencia Media, la corriente sanguinea alcanza la circulacion sistémica, no

comunicando con la Eminencia Media y con el sistema hipofisario portal.
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Fig. 1. Dibujo esquematico de una seccion media sagital del cerebro del gato. En negro:
organos circunventriculares del III y IV ventriculo. ME= Eminencia Media. NH= Neurohipofisis.
PI= Cuerpo Pineal. SCO= Organo Subfornical. OVLT= Organo Vasculoso de la Lamina Terminalis.

AP= Area Postrema. CP= Plexos Coroideos (Fuente:Weindl y Joynt, 1972).
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1- AREA POSTREMA RECUERDO HISTORICO

El Area Postrema (AP) fue descrita por Retzius en el afio 1896. Forma parte de los drganos
circunventriculares (OCVs).

En la rata, el area postrema es una estructura medial que se localiza en la parte caudal del IV
ventriculo, ocupando la parte ventral del 6bex. Pero en carnivoros y algunos otros mamiferos
superiores, aparece de forma diferente. En éstos surge de dos monticulos muy vascularizados que
cierran la luz del cuarto ventriculo en la region del cadlamus scriptorium, a cada lado de la linea
media, formando la raiz de la extension mas rostral del canal central de la médula espinal (Chernicki
et al., 1980). De esta manera el AP se encuentra orientada hacia los vasos y fluido cerebro-espinales.

Asimismo, carece de una verdadera barrera hematoencefalica (Dempsey, 1973), ya que la linea
ependimaria que bordea el AP es bastante débil y su red capilar tiene numerosas fenestraciones,
careciendo de uniones estrechas entre sus células endoteliales. Todo esto da lugar a que los
elementos neurales tengan acceso a factores circulantes y, ademads, a que el fluido cerebroespinal
pueda alcanzar facilmente su interior (Krisch et al., 1978; Gotow y Hashimoto,1979).

Por otro lado, su vecindad con el nucleo del tracto solitario (NTS) y nucleo medial dorsal del
vago (NMDYV) le sitia en el punto de entrada y salida para la informacion viscero-sensorial y los
impulsos motores vegetativos, con capacidad para monotorizar factores vasculares y ventriculares

(Gross,1987).
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2-ESTRUCTURA

El componente neuronal del AP, estudiado con microscopia electronica, presenta una Unica
poblacion de pequefias neuronas. El soma neuronal tiende a ser pequefio, mide aproximadamente de
8 a 15um de didmetro y tiene pocas dendritas proximales. Posee un nticleo ovoideo con un nucleolo,
y se caracteriza por presentar profundas invaginaciones en la membrana nuclear; solamente un fino
borde de citoplasma rodea el nticleo. Los componentes citoplasmaticos incluyen pequefias
cantidades de cuerpos de Nilss, abundantes cuerpos yuxtaglomerulares de Golgi y un nimero
intermedio de otras organelas celulares.

Los somas neuronales tienden a estar dispersos de forma homogénea en el parénquima del AP, si
bien se han descrito en el perro tres tipos distintos de neuronas (Chernicky et al. 1980). Estos autores
usando el método Golgi Cox describen neuronas bipolares, de 10 a 15um de diametro en una capa
periventricular, neuronas estrelladas de diametro similar en una zona central, y neuronas muy
pequenias estrelladas (5-8um), en la profundidad de la zona limite del AP que linda con el ntcleo del
tracto solitario (Castafieyra-Perdomo A. et al, 1992).

En estudios realizados con técnicas similares a las de Morest (1960), en el gato, el conejo, el
raton, el hamster y la chinchilla, se aprecian pequefias neuronas en el ntcleo del tracto solitario
(NTS), que envian arborizaciones dendriticas dorsalmente dentro del AP. Un estudio de microscopia
electronica de estas neuronas del NTS (Gwyn y Wolstencroft, 1968) indica que su ultraestructura es
muy similar a la de las neuronas del AP (Leslie et al. 1982).

Lucchi en 1989, describe en las neuronas del AP del cordero, RER y polirribosomas agrupados

en pequefios cuerpos de Nissl dispersos en el citoplasma electroclaro. Los cuerpos densos son
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numerosos en el area de Golgi, que estd localizada frente al polo celular del que proceden los
procesos citoplasmicos. El ntcleo presenta uno o dos nucleolos bien desarrollados. Las neuronas
reciben sinapsis en sus procesos y también sobre el soma. Tanto en las sinapsis axosomaticas como
en las axodendriticas, las varicosidades axonales contienen vesiculas de ntcleo claro y de ntcleo
denso; estas ultimas, sin embargo, son menos numerosas. También se han observado neuronas
piriformes grandes en la parte del parénquima del AP cercana al tegmentum medular, con cuerpos de
Nissl mas prominentes, y ademds la presencia de neurotubulos y de neurofilamentos en su
citoplasma (Leslie, 1986).

En la rata, las dendritas de las neuronas del AP tienen procesos espinosos que reciben la
informacion sinaptica desde las varicosidades axonales. Estas varicosidades axonales del AP
adquieren generalmente la forma de pequefios perfiles que poseen diminutas vesiculas centro-claras.
Ocasionalmente se observan varicosidades mas grandes llenas de grandes vesiculas centro-densas,
pero resulta poco frecuente detectarlas estableciendo contactos sindpticos y/o sinapsis axosomaticas.
No existen antecedentes en la literatura especializada de la existencia de sinapsis electrotonicas
(uniones huecas), sinapsis axosonales o perfiles dendriticos actuando como elementos presinapticos
(Leslie, 1986).

La ultraestructura de este organo es marcadamente uniforme entre las especies. Un hecho
destacable del AP, reconocible con el ME de barrido, es la casi ausencia de kinocilios en la
superficie ventricular de sus células ependimarias. Existen, sin embargo, muchas microvellosidades
en las superficies apicales de estas células. Estas pueden situarse en la periferia de las células de
forma tal que marcan los limites entre las células adyacentes. A menudo se distinguen penachos de
microvellosidades filiformes, ocupando posiciones centrales en las superficies apicales de algunas de

estas células ependimarias. Estas, frecuentemente se encuentran en aposicion a los perfiles de los
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elementos vasculares dentro del parénquima del 6rgano. En ocasiones se detecta la presencia de las
células supraependimarias envolviendo estas microvellosidades filiformes (Leslie et al, 1978). Tales
elementos supraependimarios, semejan las células de Kolmer (Kolmer, 1921; Leslie et al, 1979) que
conectan la superficie epitelial a los plexos coroideos. Se ha visto, ademds, que funcionan como
macrofagos pues captan los marcadores macromoleculares cuando se introducen en el liquido
cefalorraquideo ventricular. Otros elementos descritos en la superficie del AP tienen la apariencia de
procesos neuronales donde se ha demostrado por inmunohistoquimia la presencia de serotonina
(Leslie y Osborne, 1984).

Lucchi et al, en 1989, en estudios realizados en ¢l cordero encontraron en secciones semifinas,
una capa ependimaria de células aplanadas sin cilios, cuyos nicleos se localizan a diferentes niveles.
En el parénquima del AP se aprecian neuronas, células gliales y un gran nimero de vasos sanguineos
rodeados por amplios espacios perivasculares. Dentro de los espacios perivasculares pueden hallarse
pericitos, fibroblastos y mastocitos.

En secciones ultrafinas, las células ependimarias no ciliadas del AP, miran al cuarto ventriculo,
tienen superficies apicales planas y atraviesan el parénquima del AP con tenues procesos basales
ricamente dotados de microfilamentos. En las superficies apicales de las células ependimarias del AP
pueden observarse microvellosidades en numero y forma variables, independientemente de donde se
localice la célula en la superficie ventricular del AP. El nucleo muestra un perfil mellado y un
nucleolo prominente (Lucchi et al, 1989). Las superficies laterales de las células se encuentran
unidas por zonas de unién de tipo adherente, y existen ademas, lugares de estrecha aposicion entre
las membranas adyacentes, muestran una laguna entre las membranas de 2-3nm (por ejemplo, se
encuentran uniones huecas en la superficie ventricular o intercaladas entre las uniones de tipo

adherente), que pueden aparecer como aposiciones puntuales de membrana o zonas extensas entre
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las membranas adyacentes. Sin embargo, las uniones huecas no estan presentes en secciones
seriadas. El citoplasma apical de las células ependimarias del AP contiene mitocondrias, rosetas de
ribosomas, una débil red de microfilamentos, alguna cisterna de reticulo endoplasmatico rugoso y un
aparato de Golgi bien desarrollado (Borison et al, 1975; Lucchi et al, 1989; Pashchenko et al, 2000).

Los espacios perivasculares estan delimitados por una lamina basal externa y una lamina basal
interna que rodea los vasos sanguineos. Algunos espacios perivasculares se encuentran en
yuxtaposicion a la superficie ventricular. Por lo tanto, algunas células ependimarias del AP
mantienen conexiones tanto con la superficie ventricular como con el espacio perivascular, siendo
este contacto dual caracteristico de unas células ependimarias especializadas, los tanicitos (Lucchi et
al, 1989). Los procesos basales de estos tanicitos llegan a la 1amina basal del espacio perivascular y
forman el revestimiento perivascular. Algunos procesos basales de los tanicitos poseen
microfilamentos y una matriz citoplasmatica electroclara que contiene ribosomas, y algunas
estructuras electrodensas vesiculares o tubulares (Lucchi et al, 1989).

El AP en el hamster, al igual que en otras especies (Borison, 1974), se caracteriza por un rico
plexo de capilares sanguineos delimitados por células endoteliales fenestradas. Alrededor de estos
vasos hay grandes espacios perivasculares. Estos se encuentran limitados por una lamina basal
externa y otra interna endotelial que contienen pericitos, fibroblastos y fibras colagenas (Manni et al,
1982). Las células ependimarias del AP son escamosas, lo que también las diferencia de las células
ependimarias cuboidales que delimitan al resto de la superficie ventricular del cuarto ventriculo.
Estas células del AP pueden tener grandes procesos basales que lindan con espacios perivasculares
dentro del parénquima del AP. Asi, son muy semejantes a los tanicitos que han sido descritos en la
eminencia media (Akamayev y Popov 1977). Mientras que algunos autores describen la existencia

de una escasa variacion en la morfologia celular ependimaria en el AP del gato (Leslie et al, 1978),
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otros estudios muestran que ocurren variaciones regionales en células ependimarias en otros
animales. Por ejemplo, el AP de la rata puede diferenciarse en una subdivision anterior y posterior
basada en la morfologia de las céulas ependimarias (Torack y Finke, 1971; Gotow y Hashimoto
1979). Ello puede explicarse por la diferente posicion que tiene el AP en el ventriculo (teniendo en
cuenta su relacion con el canal central) en las dos especies (Gotow y Hashimoto 1979; Castafieyra-
Perdomo, et al,1992).

Mientras la superficie dorsal del AP del gato, perro, vaca o humano esta totalmente expuesta a la
luz del ventriculo, la superficie posterior del AP de la rata estd cubierta de piamadre. Las células
ependimarias del hamster, que cubren la superficie del AP, son lisas y se disponen en mas de una
capa celular. Su superficie ventricular carece de cilios y estd relativamente desprovista de
microvellosidades. Las superficies celulares laterales muestran zénulas adherentes y numerosos
procesos interdigitantes. En algunas células se encuentran cuerpos lisosomales densos asociados con
el area de Golgi. Algunas células ependimarias miran a la superficie ventricular y también se
extienden por el espacio perivascular con procesos similares a pies, en los que aparece un grueso
manojo fibrilar y perfiles de reticulo endoplasmico liso (Leslie, 1986: Manni et al, 1982).

Las prolongaciones citoplasmaticas que descansan sobre la ldmina basal externa del espacio
perivascular, muestran una electrodensidad incrementada. Estas células ependimarias especializadas
del AP son similares a los tanicitos descritos en otras regiones circunventriculares, principalmente en
la pared del III ventriculo, que estan relacionados con la actividad secretora. Numerosos axones no
mielinizados pasan por la base de las células ependimarias del AP y entre los procesos
interdigitantes. Se ven asimismo, escasos axones finos mielinizados (Manni et al, 1982; Castafieyra-

Perdomo et al, 1992).
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Pese a algunas publicaciones en las que se manifiesta que algunos 6rganos circunventriculares,
incluyendo el AP, estan cubiertos con células ependimarias enlazadas con uniones intercelulares
especializadas cerradas apicalmente (Brighman y Reese, 1969), estudios posteriores han indicado
que ello probablemente no es valido para el AP de la rata o el gato. Proteinas trazadoras
introducidas, bien intratecal o intravascularmente, han puesto en evidencia que la célula ependimaria
que delimita el AP de la rata es relativamente permeable (Torack y Fincke, 1971; Gotow y
Hashimoto 1979; Pashchenko et al,2000).

Estudios en el gato han dado resultados similares. Sin embargo, las uniones apicales del AP son
peculiares, apareciendo al microscopio electronico de transmision como aposiciones puntuales de
membrana, semejando uniones estrechas. Con microscopia de alta resolucion se visualiza un
estrecho hueco entre las prolongaciones citoplasmaticas adyacentes de aproximadamente 2nm.
Mediante criofractura se ha visto que las membranas apicales de las células ependimarias del AP de
la rata, asi como las células ependimarias que revisten el resto del ventriculo, muestran patrones que
no son exactamente de unidon gruesa sino de otro tipo, que no esta bien definido. Por el contrario,
mediante criofractura, las células epiteliales de los plexos coroideos muestran uniones cerradas de
caracteristicas bien definidas (Gotow y Hashimoto, 1979).

En el AP, células gliales parecidas a astrocitos se interponen entre las neuronas organizadas en
racimos. Estas células gliales perineuronales muestran un citoplasma electro-opaco, dotado con
microfilamentos, cisternas de RER, rosetas de ribosomas y mitocondrias. Cerca del nucleo, se
encuentra un prominente complejo de Golgi, asi como vacuolas, tibulos y vesiculas con un
contenido electrodenso. Esporddicamente se ve un cilio o una profunda identacion de la superficie
celular. Se encuentran asimismo, contactos axogliales con las caracteristicas morfologicas de una

unidn sindptica; las varicosidades axonales contienen vesiculas dispersas de ntcleo denso y vesiculas
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claras. Cé¢lulas gliales perivasculares descansan sobre la ldmina basal externa del espacio
perivascular y forman una continuidad de dicho espacio perivascular con sus cuerpos celulares o con
procesos que se introducen entre las prolongaciones citoplasmaticas. La membrana de la célula glial
que descansa sobre la lamina basal externa de los espacios perivasculares, semeja la de los procesos
taniciticos; pueden hallarse uniones huecas a lo largo de extensas zonas de procesos gliales
perivasculares adyacentes. A menudo puede verse una célula glial delimitando una neurona muy
cerca del espacio perivascular. No se hallaron estructuras neuronales junto al espacio perivascular.
Las células gliales perivasculares se asemejan a las perineuronales en su contenido de organelas; sin
embargo, algunos de sus procesos que se extienden al espacio perivascular, muestran una matriz
citoplasmatica electroliicida en la que se encuentran pequeios microfilamentos, mitocondrias y
cuerpos densos. En algunos casos pueden hallarse lisosomas (Lucchi et al, 1989; Cunningham,

Miselis, Sawchenko,1994).
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3-CONEXIONES

A través de conexiones neuronales, el AP mantiene firmes relaciones con los componentes del
complejo vagal dorsal (Shapiro y Miselis, 1985; van der Kooy y Koda, 1983; Morest, 1967), el
nicleo parabraquial lateral (Loewy y Burton, 1978), con los grupos de células catecolaminérgicas
del sistema tegmental lateral y dorsal (Shapiro y Miselis, 1985), y con el hipotdlamo (Shapiro y
Miselis, 1985; van der Kooy y Koda, 1983; Hosoya y Matsushita, 1981; Cunningham et al, 1994).

Esta conectividad neural coloca claramente al AP dentro de una red de estructuras cerebrales que
intervienen en funciones viscerales. Igualmente, otros OCVs estan ampliamente conectados a las

mismas estructuras y forman un aparente neuroeje visceral (Miselis, 1987).

Distribucion de terminales del AP en el NTS:

El AP proyecta al nlicleo del tracto solitario (NTS), que es el area primaria de recepcion para las
fibras aferentes glosofaringeas y vagal viscerales. Estas proyecciones no penetran en todos los
subnucleos del NTS de igual forma. Gran cantidad de proyecciones van inmediatamente a los
componentes mas cercanos del NTS constituidos por los subnucleos dorsolateral, comisural y
medial. El subntcleo dorsolateral parece ser la zona terminal homologa para aferencias
barorreceptoras identificadas en otras especies animales y recibe abundantes proyecciones del AP.
Caudalmente tiene moderadas proyecciones a través del subnlcleo comisural al cruce
espinomedular, y, rostralmente, a lo largo del borde dorsomedial del NTS hacia la extension superior
mas rostral (limite anterior) del subyacente nucleo motor dorsal del nervio vago. En adicién a las

conexiones del AP con el NTS, que recibe proyecciones sensitivas viscerales, el AP por si misma es
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receptora de aferencias de los nervios vago, glosofaringeo e incluso del trigémino (Barnes y Ferrario,
1980; Kalia y Mesulam, 1982; Becktead y Norgren, 1979; Contreras et al, 1982). Por lo tanto, lo
anterior sugiere una firme interaccion entre el AP y proyecciones aferentes viscerales indicativas de
modulacion de informacién visceral ascendente (Silva-Carvalho et al, 1998).

Influencia en el tono motor parasimpatico:

Fibras eferentes del AP llegan al NMDV, aunque son mas reducidas en nimero que las del NTS.
Sin embargo, las motoneuronas del NMDV tienen extensas dendritas que penetran en el NTS y son
especialmente prominentes justo bajo el AP, en la parte medial y lateral del NTS comisural y las
cuales se extienden junto con fibras postremofugales. Esto favorece claramente la posibilidad de
contactos directos entre terminales del AP y neuronas motoras del NMDV. Ademas, el AP proyecta
al interior de columnas de neuronas del nucleo ambiguo, de este modo tiene acceso a modular dos

fuentes rostrales de neuronas motoras parasimpaticolinérgicas (Gross, 1987).

Proyecciones al Puente Dorsolateral:

Las proyecciones mas largas del AP estan bien definidas. Compactos haces de fibras eferentes
emergen desde el borde caudolateral del AP y pasan entre el NMDV vy el tracto solitario, antes de
cursar ventrolateralmente a través de la formacion reticular y en paralelo con las fibras eferentes del
NMDV. Estas fibras también pasan a través del grupo de células catecolaminérgicas Al y nucleo
ambiguo. Una porcidn de fibras contintia hacia la superficie del tronco del encéfalo y después a la
unién tronco-protuberancial, para luego dirigirse al péndulo cerebeloso superior y entrar al nucleo
parabraquial lateral (NPL), en la mitad de su extensioén rostro caudal, y acabar formando una
prominente y densa area terminal. Luego, dos pequenos grupos de fibras emergen medialmente de

esta area terminal; uno que pasa por el pedunculo cerebeloso superior y termina en el interior del
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nucleo mesencefalico del trigémino, adyacente al polo rostral de la division dorsal del locus ceruleo,
y las fibras restantes contintian al interior del cerebelo, pero se desvanecen antes de alcanzar una
terminacion identificable. El segundo grupo de fibras en una pequefia drea compacta de la parte mas
medial y dorsal del NPL, aunque algunas fibras se continian para alcanzar las partes ventrolaterales
de la sustancia gris periacueductal, dentro de la misma region de neuronas catecolaminérgicas A6 de
la extension mesencefalica del locus ceruleo (Shapiro y Miselis, 1985).

Las proyecciones al NPL estan acompafiadas por muchas fibras del NTS, lo que indica una
posible e importante influencia del AP y NTS sobre el NPL (Shapiro y Miselis, 1985).El AP, y en
general el CVD, tienen algunas vias neurales y humorales comunes con el vago e hipotdlamo, lo que
sugiere que la conexion neural entre el AP, los restantes nucleos del CVD y el NPL sirve para
definir el comienzo de un neuroeje visceral (van der Kooy et al, 1984). El NPL proyecta a algunos
lugares del prosencéfalo que son parte del sistema limbico, hipotdlamo, tdlamo y corteza. Estas
regiones, en algunos casos, reciben proyecciones de OCVs localizados rostralmente, y proyectan a la
eminencia media u otras estructuras involucradas en la modulacion de la glandula pituitaria, sistema
autondémico y comportamiento (Miselis, 1987).

Proyecciones a través de los grupos de células catecolaminérgicas pontomedulares:

Las fibras postremofugales pasan a través del conocido grupo de células catecolaminérgicas del
sistema pontomedular. La proyeccion rostral, que cruza el nticleo solitario medial, es coincidente con
las neuronas C2 que contienen adrenalina, mientras que, la mayor proyeccion ascendente del AP,
pasa a través de los grupos celulares A2, A1, C1 y AS, a todo lo largo de su trayectoria hacia el NPL.
Adicionales extensiones internas de esta proyeccion alcanzan la proximidad del grupo A6 del locus

ceruleo (Shapiro y Miselis, 1985).
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El AP es potencialmente capaz de influir sobre el sistema catecolaminérgico el cual, por una
parte, proyecta extensamente a casi todo el cerebro y médula espinal e influye ampliamente sobre los
mecanismos viscerales y fundamentales de la funcion cerebral (Gross, 1987; Castafeyra-Perdomo, et

al, 1995).

2. Aferencias del Area Postrema.

Mediante el transporte retrogrado en el AP, es posible observar algunas células marcadas en las
porciones subyacentes inmediatas del NTS (Shapiro y Miselis, 1987; van der Kooy y Koda, 1983).
Sin embargo, estas no son numerosas en comparacion a la gran cantidad de proyecciones eferentes al
NTS. De forma similar, el NPL tiene algunas células marcadas retrogradamente y encontradas
siempre en los mismos lugares. Lo disperso de las células marcadas en NPL y NTS indica menor
efecto reciproco que, anatdmicamente, influye sobre el AP desde esos lugares (Shapiro y Miselis,
1985).

En contraste a las anteriores influencias aferentes sobre el AP, el hipotdlamo tiene variadas e
importantes proyecciones al AP (Shapiro y Miselis, 1985; Hosoya y Matsushita, 1981). Estas son
paralelas a las proyecciones del hipotalamo a otras areas del CVD (Shapiro y Miselis, 1985). Células
marcadas retrogradamente estdn distribuidas en el interior del subnucleo lateral parvocelular del
nucleo paraventricular del hipotalamo (NPV), area perifornical dorsal del hipotalamo lateral, niicleo
anterior dorsomedial (NAD) y el estrato periventricular, entre el NPV y NAD. Estas neuronas tienen
prominentes arborizaciones dendriticas de tal manera que rodean una porcion del area dorsal

hipotaldmica llamada ntcleo parvocelular (Akmayev et al, 1977).
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4- FUNCIONES DEL AREA POSTREMA.
EMESIS Y SABOR

El AP es probablemente la estructura quimiorreceptora mas importante en la aparicion de la
emesis en respuesta a la ingesta de toxicos o al estimulo farmacologico (Borison y Brizzee, 1951;
Andrews et al, 2000). Sin embargo, la rata no vomita y, por tanto, este es un papel improbable para
el AP en esta especie. La rata, en cambio, desarrolla aversiones condicionadas al sabor, las cuales
presumiblemente dependen de la deteccidon de un factor circulante capaz de producir ndusea. Se ha
observado que ciertas lesiones del AP interfieren con el desarrollo de aversiones al sabor, ante
ciertas drogas o por la gamma-radiacion empleadas para causar la nausea (Ritter et al, 1980; Coil y
Norgren, 1981; Ossenkopp, 1983; Andrews et al, 2000). El hecho de que el AP reciba proyecciones
viscerales aferentes, asi como que interaccione y proyecte al interior del NTS, sugiere que este
ultimo puede ser el lugar del proceso neural para la modulacién del sabor como consecuencia
postingestional del alimento (Cunningham et al,1994; Pashchenko y Sukhoterin, 2000).

En la funcién gastrointestinal concerniente a las vias centrales eméticas, se ha estudiado la
citoarquitectura y la distribucion de 8 vias neuroquimicas en el complejo vagal dorsal (CVD) del
hurén: 4area postrema, nucleo del tracto solitario -NTS- y el nlcleo motor dorsal del vago
(Boissonade et al, 1996). Las caracteristicas citoarquitectonicas de esta region en el huréon fueron
similares a las observadas en otras especies. La citoarquitectura del CVD del hurén es mas similar al
gato que a la rata, especialmente con respecto al drea postrema y los subntcleos gelatinosos del
NTS. En cualquier caso, el huréon posee un subnicleo gelatinoso particularmente largo y diferente
del NTS. Se encontraron densos puntos de calcitonina en los subnucleos gelatinosos, intersticial y

subnucleo comisural del NTS, con menor cantidad en otras regiones del CVD. En todo el CVD se
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encontrdé inmunorreactividad a la encefalina de densidades variables. Se observd una moderada
inmunorreactividad a la galanina a través del CVD, con excepcion del subnticleo gelatinoso del
NTS, donde estuvo virtualmente ausente. Se observo ademas, una densa inmunorreactividad al
neuropéptido Y en el subnucleo gelatinoso y en el subnuicleo intersticial, y moderada
inmunoreactividad en otras regiones del CVD. La inmunorreactividad a la neurotensina estuvo muy
esparcida o ausente. La de la serotonina aparecid distribuida por todo el CVD. Se observo
inmunorreactividad moderada a la somatostatina en una larga porcion del CVD, pero estuvo
practicamente ausente en el subnucleo gelatinoso y en el intersticial. La distribucion de sustancias
neuroactivas fue muy similar a otras especies; las diferencias estuvieron presentes, particularmente,
en los modelos de inmunorreactividad para la encefalina, serotonina, neuropéptido Y y somatostatina

(Boissonade et al, 1996).

INGESTA DE ALIMENTO Y PESO CORPORAL

Se ha descrito que las lesiones del AP que involucran inevitablemente a componentes
subyacentes del NTS (subnticleo comisural), afectan profundamente la regulacion del peso corporal
y el control de la ingesta de alimento. Asi, tras una lesion por aspiracion de este area hay un
inmediato periodo de extrema hipofagia y pérdida subsecuente de peso. Usualmente, entre dos y tres
semanas después de la lesion, retorna la normofagia y la estabilizacion del peso corporal (Hyde y
Miselis, 1983).

En respuesta a la glucoprivacion, las ratas con lesion en el AP no tienen una respuesta
hiperfagica normal. Durante el periodo de hipofagia y pérdida de peso corporal hay una completa

ausencia de la respuesta alimentaria; sin embargo, cuando las ratas lesionadas han recuperado su
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normofagia y se encuentran en una nueva curva de crecimiento, existe una respuesta alimentaria a la
glucoprivacidn, tras un periodo de latencia (Hyde y Miselis, 1983).

La ausencia de respuesta alimentaria durante el periodo de pérdida de peso e hipofagia puede
representar una normal desensibilizacion del control alimentario, mientras que es opuesta cuando
ocurre por otros mecanismos causantes de pérdida de peso. Alin mas, esta respuesta hiperglicémica a
la glucoprivacion es también normal si el agente glucoprivico es dado central o periféricamente.

El andlisis de la composicion corporal ha demostrado que la pérdida de tejido adiposo,
particularmente del paquete de grasa retroperitoneal y epididimal, contribuye mas significativamente
a la pérdida total de peso causada por la lesion en el AP (Hyde y Miselis, 1983). Ratas controles
forzadas a la pérdida de peso corporal por alimentacion restringida, mostraron el mismo patréon de
reduccion de tejido adiposo, indicando que la hipofagia y sus consecuencias, mas que algunos otros
disturbios metabdlicos primarios, es suficiente para producir este patron de cambios en el tejido
adiposo. Sin embargo, hay algunas evidencias que indican que la lesién induce a una transitoria
hipofagia (Gross, 1987).

El AP y el subntcleo comisural del NTS (scNTS), como ya se dijo, reciben importantes
proyecciones sensitivas viscerales de los érganos abdominales. Después que la lesion destruye esta
area, es probable que la pérdida de sensacion visceral y las proyecciones interactivas del AP
contribuyen a la transitoria hipofagia.

Respecto a la relacion entre el 4rea postrema y la grasa corporal, se determina la distribucion de
la grasa corporal, la obesidad, la presion sanguinea, y la prevalencia de la hipertension. Se analizaron
un total de 10.303 sujetos (4387 hombres de edades entre 40-65, y 5916 mujeres de edades entre 35-
65). Las medidas antropométricas fueron el indice de masa corporal (BMI=body mass index), radio

de la cintura-cadera (WHR=waist-hip ratio) e indice métrico (MIX), como una medida de la silueta
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corporal que es derivada de la relacion de la caja toracica y anchura y estatura. Se obtuvo la presion
sistdlica y diastdlica, usando aparatos oscilométricos automaticos. La conclusion que se obtuvo fue
que las medidas de obesidad general (BMI), de obesidad central (WHR) y de estructura 6sea (MIX)
estuvieron independientemente asociadas con la prevalencia de la hipertension. Los mecanismos
bioldgicos que relacionan la medida de la masa corporal con la hipertension, sin embargo, estan aun
en fase de investigacion y necesitan mas explicacion (Kroke et al, 1998).

HOMEOSTASIS DE FLUIDOS

La lesion del AP y scNTS causa algunos cambios permanentes en el balance de fluidos (Hyde y
Miselis, 1983; Ferrario, 1986). Asi, se ha visto que inmediatamente después de la lesion de éste
6rgano hay un corto periodo de hipodipsia que acompaiia la hipofagia, aunque es necesario sefialar
que esta hipodipsia es, en realidad, una relativa hiperdipsia si se compara en proporcion a la comida
ingerida. La ingesta reducida de agua favorece una hiperdipsia mantenida, leve y relativa, la cual es
secundaria a la pérdida urinaria de agua. En comparacidon con ratas pseudooperadas, las ratas
lesionadas presentan pérdida continua de orina cuando el acceso a la toma de agua se prolonga 24
horas en pruebas de total deprivacion (Hyde y Miselis, 1983). Trabajos mas recientes, han
demostrado que la leve hiperdipsia estd también presente en ratas con yugo alimentario, indicativo
que la alteracion del fluido corporal puede ser consecuencia de la subalimentacién y/o pérdida de
peso corporal (Arima et al, 1998; Ganong et al, 2000).

En respuesta a cambios agudos en el balance de agua, como pueden ser la respuesta a
angiotensina II, hipovolemia (Edwards y Ritter, 1981), deprivaciéon de agua durante la noche y
deshidratacion intracelular (Hyde y Miselis, 1983), ratas con lesion de AP y NTS subcomisural

responden bebiendo excesivamente.
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En el caso de deprivacion de toma de agua durante la noche, la toma excesiva de los animales
lesionados es algo erronea. Cuando los experimentos son hechos en jaulas metabolicas y controlando
el balance de agua, esta claro que la pérdida renal de agua es también excesiva y las ratas lesionadas
no mejoran la reduccion de su balance negativo de agua (Hyde y Miselis, 1983; Ferguson et al,
1994).

Las ratas lesionadas responden a la deshidratacion celular, causada por inyeccidén de solucion
salina hipertonica, con un aumento rapido en la ingestion de la bebida, continuando asi durante 8
horas, pero luego se compensa bebiendo menor cantidad durante las siguientes 16 horas en
comparacion a los animales control. La excesiva ingesta inicial no puede ser explicada por la
excesiva duracion de la condicion hiperosmdtica dada por la retencion renal de sodio. Las ratas
controles y lesionadas excretan la carga de sodio en la misma proporcion durante las primeras 8
horas. Sin embargo, durante las siguientes 16 horas, las ratas lesionadas son mas natriuréticas que las
ratas controles (Miselis et al., 1987).

Bajo condiciones de acceso ad libitum a comida, agua y solucion salina, las ratas lesionadas
también tienen una excesiva ingesta de sal o elevado apetito a la sal (Hyde y Miselis, 1983; Collister
y Osborn, 1998). Esto aparece secundariamente a la pérdida renal de sal debido a la continua
natriuresis de las ratas lesionadas cuando se sometieron a nulo acceso de comida, agua o solucion
salina (Hyde y Miselis, 1983).

Con respecto a los fluidos, hay una tendencia general hacia la excesiva respuesta de las ratas con
lesion de AP/scNTS, presentando leve polidipsia, sobreingesta de agua mediada por la angiotensina
II, deprivacion de agua y deshidratacion intracelular. Esto sugiere que el AP y/o sus terminaciones
aferentes periféricas, actian como importantes receptores para la retroalimentacion fisioldgica, la

cual reduce la pérdida renal y tal vez las respuestas de comportamiento.
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En algunos casos la excesiva ingesta de agua se da en gran medida por la pérdida renal primaria.
Sin embargo, la respuesta a la angiotensina I es un buen ejemplo de sobreingesta que también sirve
para enfatizar la importancia de la interconexion del neocircuito visceral de los OCVs. Se sabe que
la angiotensina II circulante estimula la accidon de beber porque actia sobre el 6érgano subfornical
(OSF) (Simpson, 1981), y que las proyecciones eferentes del OSF son las mediadoras de la
respuesta, por lo que, microtransecciones de estas proyecciones, eliminan la respuesta de beber
ocasionada por la angiotensina II (Eng y Miselis, 1981).

Por otro lado, lesiones del AP/scNTS y del NPL causan una elevada respuesta a la bebida por la
angiotensina II. En estos lugares, el NPL puede antagonizar los efectos de la angiotensina II sobre la
bebida, los cuales son mediados por el OSF. En suma, el dafo causado a consecuencia de la lesion
del AP/scNTS a otros de los neurocircuitos sensitivos tiene que ser considerado, particularmente,

como implicaciones que involucran otros sistemas funcionales (Gross, 1987).

REGULACION CARDIOVASCULAR

En el perro, la angiotensina II circulante aparentemente obliga al AP a causar una respuesta en la
presion (Gildenberg et al, 1973; Joy,1970; Joy,1971; Barnes y Ferrario, 1984), la cual es mediada
por una via simpatico-facilitatoria (Barnes y Ferrario, 1980). En la rata, la destruccion del AP no
elimina la fase aguda del efecto de la presion mediada centralmente de la angiotensina II (Fink et al.,
1986; Lowes y Ferguson, 1994), sin embargo, si reduce la fase cronica de la presion sanguinea
elevada en respuesta a la continua administracién de angiotensina II (Fink et al., 1986; Fink,1997).

En el conejo, hay datos que sugieren que el AP puede ser una estructura receptora de la
vasopresina, que se retroalimenta centralmente para aumentar el reflejo barorreceptor (Undesser et

al., 1985). Asi mismo, el AP tiene una importante proyeccion al area barorreceptora del NTS
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(Shapiro y Miselis, 1985; Boissonade 1996; Ganong 2000) y al nicleo motor que inerva al corazon,
es por lo tanto razonable que sea un receptor para factores circulantes que afectan a la presion

sanguinea (Castaneyra-Perdomo et al, 1993).
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5. RELACION DEL AP CON LA HIPERTENSION .

La angiotensina II, All, es una neurohormona implicada en la regulacion de la homeostasis y en
la funcion cardiovascular (Phillips, 1987). La angiotensina II ejerce un papel predominante sobre la
arteriola eferente que es esencial para la autorregulacion del filtrado glomerular. A pequefias dosis
produce retencion de sodio y agua, con descenso del flujo plasmatico renal; a grandes dosis provoca
un aumento de la excrecion renal de sodio y agua (Hopkins et al, 1996). Es un producto
fisiol6gicamente activo del sistema renina-angiotensina y juega un papel importante en la regulacion
hemodindmica (Page, 1987). La All no atraviesa la barrera hematoencefalica por lo que actia sobre
los organos circunventriculares con el fin de acceder a los receptores cerebrales (Mark y Farmer,
1984). Actia directamente sobre receptores especificos de la musculatura lisa de los vasos
sanguineos (receptores AT1), Fukamizu et al, 1993. La AIl acta sobre el AP, (libre de la barrera
hematoencefalica) estructura que estd intimamente ligada al hipotdlamo, estimulando el centro de la
sed y la secrecion de ACTH y vasopresina, aumentando ademas, el tono adrenérgico periférico.

La angiotensina II (AIl) se produce al escindir dos aminoacidos carboxiterminales de la
angiotensina I (AI) por medio de la accién de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA)
Kininasa II (Soffer, 1976). La enzima se halla, principalmente, a lo largo de la superficie apical del
endotelio capilar en el pulmon y en otros érganos periféricos. Se cree que la All produce varios
efectos fisioldgicos que son mediados, al menos en parte, por una accion directa de la hormona

sobre el sistema nervioso central (Brody y Johnson, 1980; Ramsay, 1982; Reid, 1984). Tales efectos
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incluyen la ingesta de agua, el incremento de la presion arterial, la secrecion de vasopresina y la
secrecion de la hormona adrenocorticotropa (Bruner et al 1985).

Por otro lado, durante un tiempo de hiperosmolaridad, se producen respuestas fisioldgicas como
son, la ingesta de liquidos, la retencion de agua y la excresion de sodio. Todos estos efectos son el
resultado de las acciones de la All sistémica sobre el SNC (Simpson et al, 1978). En condiciones de
deshidratacion, las células en el OSF y AP, captan sefiales periféricas tales como el incremento de
los niveles de All y la hipertonicidad plasmatica, induciendo la sed, el apetito de sodio y la secrecion
de vasopresina a través de un elaborado circuito neuronal que conecta los sistemas motor y limbico,
los ntcleos viscerales sensoriales, la region predptica, el hipotdlamo, el tronco del encéfalo y la
médula espinal. Estas estructuras pueden afectar a los centros autondmicos para modular la
inervacion simpatica de los vasos periféricos (Simpson, 1981; Swanson y Mogenson, 1981; Miselis
et al, 1987). Se admite también el papel de la All en la regulacion de la respuesta al estrés. El estrés
por inmovilizacidn incrementa la actividad de la renina plasmatica (Jindra et al, 1980), lo que indica
una activacion del sistema renina-angiotensina periférico.

Se ha sugerido que la AlI estimula la secrecion de ACTH, incrementando la secrecion de ACTH-
RF desde el hipotdlamo o potenciando los efectos de la ACTH-RF en el 16bulo anterior hipofisario
(Phillips, 1987), existiendo una elevada concentracion de lugares de union para All tanto en el PVN
(Saavedra et al 1986), como en el 16bulo anterior hipofisario (Israel et al, 1984; Castafieyra-Perdomo
et al, 1999).

La AII cerebral parece trabajar en conexion con el sistema periférico renina-angiotensina para
regular la presion sanguinea y la homeostasis de fluidos. La angiotensina II es la principal hormona
del sistema renina-angiotensina-aldosterona (Rossi, 1999). Tanto en la periferia como en el sistema

nervioso central, la AIl actia a través de receptores de membrana (Fukamizu et al, 1993). Se ha
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propuesto a los drganos circunventriculares como los sensores neurales para la All libre en sangre.
Los receptores de la angiotensina en los 6rganos circunventriculares, tales como el OSF y el AP, son
sensibles a los péptidos circulantes y a los de localizacion central, mientras que aquellos receptores
situados en otras areas cerebrales, se encuentran dentro de la barrera hematoencefélica y solamente
pueden ser estimulados por AIl enddgena cerebral.

La vasopresina, es una hormona localizada en el hipotdlamo, en el cual existen ntcleos formados
por neuronas magnocelulares cuyos axones forman dos tractos que van desde el hipotdlamo a la
hipofisis, a través del tallo hipofisario, y que terminan en el 16bulo posterior de la hipdfisis. Uno
estaria constituido por el sistema de fibras supradptico hipofisario que libera la vasopresina (Harding
et al, 1995). La vasopresina se sintetiza en la region supradptica y en el nicleo paraventricular y su
funcién es capital en la conservacion del liquido corporal. La vasopresina es un péptido de nueve
aminoacidos que se sintetiza en la region supradptica junto a una proteina encargada de su
transporte, la neurofisina, que la transporta a lo largo de los axones neuronales, dentro de los
granulos secretores hasta alcanzar el 16bulo posterior de la hipofisis donde queda almacenada. (Ferris
et al, 1995). En condiciones normales, la presion osmoética del plasma y el volumen sanguineo
circulante son los factores mas importantes en la regulacion de la secrecion de vasopresina. La
secrecion de vasopresina se incrementa por la administracion central, y quizés también, por la
administracion periférica de AIl. La administracion central de AIl estimula la secrecion de
vasopresina desde la neurohipofisis (Castren y Saavedra, 1989).

Las acciones de la vasopresina son las siguientes:

-Osmoregulacion: la osmolaridad del plasma se mantiene constante dentro de unos limites
extremos; modificaciones tan pequefias como las de un 1% de la osmolaridad plasmatica originan

cambios en las concentraciones de la hormona antidiurética (ADH) vasopresina. La osmolaridad
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normal es de 282 mOsm/kg; cuando se eleva a 28 7mOsm/kg aparece un aumento de la secrecion de
la vasopresina, constituyendo este umbral osmotico. Los diferentes solutos del plasma estimulan en
grados diversos a los osmorreceptores, siendo el sodio el que mayor estimulo ejerce sobre la
secrecion de ADH a través de los osmorreceptores.

-Cambios de volumen: sus variaciones influyen en la secrecidon de vasopresina. Las
disminuciones de volumen o las hemorragias estimulan su secrecion, ain cuando su sensibilidad es
mucho menor que la que presentan las variaciones osmoticas plasmaticas. En la auricula izquierda,
el arco aortico y el seno carotideo hay receptores que controlan el volumen plasmatico y, a través de
fibras aferentes, llegan al tronco cerebral por los nervios vago y glosofaringeo y, en ultimo término,
alcanzan los nucleos hipotalamicos magnocelulares.

-Cambios en la presion arterial: los barorreceptores del seno carotideo y de la aorta, en respuesta
a cambios de la tensién sanguinea, modifican la secrecion de la vasopresina. La hipotension intensa
induce su liberacion exagerada que, por las elevadas concentraciones de ADH que se alcanzan,
puede producir una vasoconstriccion que ayuda a elevar la presion arterial.

El estrés y el dolor producen un efecto estimulante sobre la vasopresina, posiblemente por su
accion sobre el 4rea postrema (Arima et al, 1998).

Algunos farmacos estimulan su liberacion, como la clorpropamida (sulfonilurea), la nicotina y la
morfina. El alcohol inhibiria su liberacion (Bafiuelos-Pineda et al, 1995), asi como de forma mas
compleja los corticoides, por lo que en la insuficiencia suprarrenal existe aumento relativo de
vasopresina que produce hiponatremia.

En la rata, la All circulante ejerce muchas de sus acciones centrales mediante la estimulacion de

receptores en el OSF y AP, habiendo sido demostrada en estudios in vitro (Sirett et al, 1977), una
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elevada concentracion de receptores para la AIl en el OSF, y, en estudios in vivo, una elevada
afinidad de los receptores para la All libre en sangre o en LCR (Van Houten et al, 1980, 1983).

Se ha sefialado que la AlI circulante actia en el OSF de ratas para provocar sed, y una respuesta
presora mediada centralmente. La funcion del AP se relaciona también con el efecto de la All y la
vasopresina en la regulacion cardiovascular (Saavedra et al, 1986).

Como hemos mencionado con anterioridad, la angiotensina de origen periférico estimula los
receptores en el sistema nervioso central, para la iniciacion de reacciones compensatorias a la
pérdida de liquidos. Mientras el AP es un receptor importante en muchas especies, parece ser de
menor importancia en la rata (Simpson, 1981). En este animal, el OSF podria ser el lugar donde se
encuentran los receptores centrales para la angiotensina circulante (Lind y Johnson, 1982).

Algunos autores han establecido que la inyecciéon de AIl produce cambios en la actividad
neuronal en el AP en gatos (Borison et al 1975; Stebbins et al, 1998), pero carece de efecto sobre la
actividad de las neuronas del AP de la rata (Brooks et al, 1983; Ferguson et al, 1990). En
concordancia con estos estudios electrofisioldgicos, otros autores refieren que el AP media los
efectos cardiovasculares de la All en el gato, pero no en la rata (Simpson, 1981).

Muchos investigadores (Gildenberg et al, 1973; Joy, 1971; Joy y Lowe, 1970; Szilagy y Ferrario,
1980 y 1981; Stebbins et al, 1998), han demostrado que la AIl administrada en las arterias
vertebrales, actiia especificamente a nivel del AP para facilitar la actividad simpatica vasomotora.
También Barnes y Ferrario (1980), han demostrado que la estimulacion eléctrica del AP del perro
produce una gran respuesta presora que se acompafia de un aumento en la frecuencia cardiaca,
simulando los efectos de la AIl. A su vez, Szilagy y Ferrario (1981), demuestran que el antagonista
especifio Naloxona, reduce significativamente la respuesta presora a la AIl mientras que la morfina

mejora la respuesta del Area Postrema a la Angiotensina II.
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Ademas la All sistémica se une a receptores especificos en el OSF (Van Houten et al 1983),
influyendo sobre las neuronas del OSF que proyectan a los nucleos hipotalamicos supradptico y
paraventricular (Tanaka et al, 1985; Fink, 1997), incrementando asi la actividad de las neuronas
secretoras de vasopresina en esas regiones (Ferguson y Renaud, 1986; Hasser et al, 2000).

Debido a que tanto el OSF como la neurohipofisis contienen altas concentraciones de
angiotensina (Saavedra et al, 1982), y ademas el OSF tiene una elevada densidad de receptores para
la AIl (Mendelsohn et al, 1984), es posible que la AIl circulante estimule directamente los
mecanismos angiotensin-sensitivos en estas dos estructuras. Un estimulo neural, que alcanza el OSF
durante la administracion de All, podria dar como resultado la utilizacion de la glucosa en el 16bulo
neural, ya que estas dos estructuras estan anatomicamente conectadas (Knepel et al 1982). Asi,
alteraciones en su actividad pueden influir en la secrecion de vasopresina desde la neurohipdfisis
(Keil et al 1975). Ademas, el OSF y la neurohipofisis podrian ser los lugares para una interaccion
entre los sistemas periféricos y central de la angiotensina (Gross et al 1985; Fink, 1997). Por otro
lado, la AIl es una potente hormona vasoactiva que, ademas de su efecto sobre el SNC, acttia sobre
el sistema vascular, el rifidn, el intestino y el sistema nervioso autonomo.

Estudios electrofisiologicos han mostrado que existen grupos de neuronas que responden,
especificamente, a la AIl localizada en el 6rgano subfornical, en el 4rea septal y en las areas
supraoptica y predptica (Félix et al, 1982; Krstew et al, 1998). Esto se ha demostrado mediante la
inyeccion microiontoforética de AIl en estas regiones, que generalmente causa excitacion de la
actividad neuronal, siendo este efecto dosis-dependiente e inhibido por la iontoforesis simultdnea del
antagonista especifico de la All, saralasin (Félix et al, 1982).

Existen considerables evidencias que sugieren que la All periférica, que no cruza la barrera

hematoencefalica, activa los receptores localizados en los 6rganos circunventriculares, que carecen
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de esta barrera (Phillips et al 1977). De hecho, estudios anteriores han mostrado que la inyeccion de
AlI dentro del OSF produce sed (Simpson y Routtenberg, 1973; Castafieyra-Perdomo et al, 1999), e
incrementos de la presion sanguinea (Romero, 1999). Las lesiones electroliticas del OSF anulan el
efecto dipsogénico y atentian la accion hipertensora (Mangiapane y Simpson, 1980; Lippoldt et al,
1993).

Por otro lado, se ha encontrado dentro del cerebro renina endogena, la enzima convertidora de la
Angiotensina, receptores de Al (Brownfield et al 1982), aceptandose por tanto, que el cerebro tiene
su propio sistema renina-angiotensina (Ganten et al 1983; Reaux et al, 1999). Existe una densa
concentracion de receptores para la AIl (Mendelsohn et al 1984; Fukamizu et al, 1993) en el OSF y
ésto, unido a la elevada actividad de la enzima convertidora de la angiotensina en esta estructura (el
OSF), sugiere la posibilidad de que la AIl formada localmente esté¢ implicada en el metabolismo del
organo subfornical (Saavedra et al 1982).

La AIl circulante produce respuestas coordinadas, tanto en la periferia, donde origina
contraccion arteriolar y secrecion de aldosterona desde la corteza adrenal, como en el cerebro, donde
parece interacturar con las neuronas en el 6rgano subfornical que a su vez estimulan la secrecion de
vasopresina y de ACTH que inducen la ingesta de liquidos (Simpson, 1981; Castafieyra-Perdomo et
al, 1999). Ademas la AlI circulante y la AIl en vias neurales especificas convergen en el OSF, para
producir respuestas que intervienen en la regulacion del balance hidrosalino en la rata (Lind et al
1984b). Por otro lado, independientemente de este efecto anterior, el péptido natriurético atrial
inhibe la secrecion de renina y aldosterona produciendo natriuresis que se asocia a una elevacion de
la tasa de filtracion glomerular y a una disminucion de la presion arterial.

La explicacion de que la All sistémica acta en el OSF para incrementar la concentracion CRH

en el plasma hipofisario portal y, asimismo, que la estimulacion eléctrica en el OSF incrementa
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significativamente las concentraciones plasmaticas de ACTH (Ferguson y Plotsky, 1987; Lippoldt et
al, 1993), indican que la AGII circulante estd implicada en la secrecion de dicha hormona
hipotaldmica mediante una accion primaria dentro del OSF (Ferguson, 1988).

La angiotensina II intraventricular es un potente estimulo para la secrecion de vasopresina (Mow
et al 1971; Fink, 1997). También la inyeccion de All directamente dentro del OSF incrementa la
secrecion de vasopresina (Eng y Miselis, 1981). Las neuronas en el ntcleo supradptico (Miselis,
1981), el organo subfornical (Félix y Akert, 1974), y la regiéon anteroventral del III ventriculo
(Gronan y York, 1978), son excitadas cuando se inyecta la AIl iontoforéticamente dentro del ntcleo
supraoptico (NSO) (Simonnet et al 1979; Zhang et al, 1992), y del OSF (Simpson, 1981). Ademas
dichas inyecciones producen un incremento de arginina-vasopresina plasmatica (Van Houten et al,
1980, Zhang et al, 1992).

En resumen, podemos decir que tanto el 6rgano subfornical como el area postrema son dos de las
estructuras cerebrales mas relacionadas con la angiotensina II (AIl), la angiotensina I (Al), la
vasopresina (VP) y también con la enzima convertidora de angiotensina I en angiotensina II (ECA).

No se ha llegado a conclusiones finales que manifiesten si el Area Postrema (AP) estd implicada
en la regulacion de la actividad cardiovascular en ratas.

Se ha sugerido que la Arginina-Vasopresina (AVP) interacciona con el sistema nervioso central
via Area Postrema (AP), dando lugar a la supresion del estimulo renal simpatico en estudios a corto
plazo (Nishida et al, 1997). Si este efecto simpatico-inhibitorio dura mucho tiempo, la interaccion
neurohumoral podria incrementar la excrecion urinaria por la supresion de la salida neurogénica de
sodio y agua. Estudios en conejos intactos (Int), y en conejos con el AP lesionada (APX)
cateterizados cronicamente, a los que se les inyectd arginina-vasopresina (AVP) intravenosa

(0.1mUkg-1min-1) durante 5 dias consecutivos, demostrd que el volumen de orina y las tasas de
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excresion urinaria de sodio en conejos intactos fueron mas bajos que en los conejos APX, durante la
administraciéon de AVP. La menor produccion de orina en conejos Int se confirmd también en el
balance diario de agua y sodio y en el peso corporal, en la concentracion plasmatica de sodio y en
valores de osmolaridad plasmatica. La presion arterial media no se alteré en ninguno de los grupos
de conejos, mientras que la velocidad del corazon disminuy6 en los conejos intactos. Estos datos
sugieren que el AP, por medio de la accion de la AVP, aumenta la retencion de agua y mantiene la
bradicardia a largo plazo (Nishida et al, 1997).

Diversos autores han estudiado la funcién del AP en la regulacion de la presion sanguinea basal
en condiciones normales y experimentales (estrés al frio) en ratas Sprague-Dawley. Los animales
estresados fueron expuestos al frio de forma intermitente (2 grados C, 3h/dia durante 14 dias). Los
resultados mostraron que no existian diferencias significativas entre la presion sistolica sanguinea
medida, antes y después de lesionarse el AP. El grupo con el AP lesionada tuvo una presion
sanguinea sistolica similar a los grupos expuestos al frio, asi como al grupo control bajo condiciones
ambientales normales. Sin embargo, se encontrd que el estrés al frio producia un significativo
incremento en la presion sanguinea sistolica en ratas con AP lesionadas, pero no en las ratas en las
que se simuld la lesion, durante dos semanas. Ademas, no hubo diferencias significativas entre las
presiones sanguineas de las ratas en las que se simul6 la lesién con o sin estrés al frio, y el grupo
control. Estos resultados sostienen que el AP juega un papel importante en el mantenimiento de la
presion sanguinea basal bajo condiciones normales, e indica que el AP es importante en el
mantenimiento de la presion sanguinea normal bajo condiciones de estrés (frio). (Quiam y Koon
1998).

Otros trabajos sobre el AP sefialan que la arginina-vasopresina (AVP) circulante puede aumentar

la via barorrefleja en el AP (Stebbins et al, 1998). Se estudio la hipétesis de que la AVP actlia en el
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AP para incrementar la funcién barorrefleja durante la contraccion estatica. La presion arterial y la
velocidad cardiaca (HR), durante 30 segundos de estimulacion eléctrica de la extremidad distal, se
compard antes y después de microinyecciones bilaterales de 200nl del antagonista del receptor V1 de
la AVP: V1X. Este protocolo se repitido en animales a los cuales se les realiz6 la denervacion del
seno aortico (SAD). La inyeccion de V1X en el AP no tuvo efectos en la presion sanguinea o en la
velocidad cardiaca (HR). Las respuestas de la velocidad cardiaca a la contraccion estatica estuvieron
aumentadas. La contraccion estatica incrementd la AVP del plasma. En los gatos SAD las
microinyecciones de V1X no tuvieron efectos en la contraccion inducida. Estos resultados sugirieren
que el barorreflejo de la respuesta cardiovascular a la contraccion estatica es incrementada por la
accion de la AVP en el AP (Stebbins et al, 1998).

Por otro lado, se han utilizado ratas transgénicas (Tg +) que llevan el gen de raton Ren-2d
(mRen-2d)-27 (son una reciente forma monogenética estabilizada de la hipertension experimental).
Para determinar si el AP contribuye al desarrollo de la hipertension en las ratas mRen-2 Tg+ se
elimind el 6rgano circunventricular en el IV ventriculo a las ratas Tg+ de cinco semanas de vida.
Desde la 4* semana a la 9?, la presion sistolica se mididé semanalmente por un tensidmetro de cola
Aunque la presion sistolica en ratas Tg+ se elevd marcadamente, el incremento de la presion
sistolica estaba significativamente atenuado en las ratas Tg+ con el AP lesionada. La presion Arterial
Media (PAM) en ratas Tg+ con el AP lesionada fue significativamente menor (P<0.1), que las ratas
pseudolesionadas (171+/- y 132.+/-5mmHg, respectivamente). No hubo diferencias significativas en
la sensibilidad del reflejo barorreceptor entre los dos grupos. Se us6 pentolinium intravenoso
(5mg/kg) para producir bloqueo ganglionar simpéatico y causé descensos significativos en la presion
arterial media en ambos grupos. De todas formas, la reducciéon de PAM en el grupo no lesionado fue

significativamente mayor (P<0.05), que en el grupo de ratas del AP lesionada. Estos resultados
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sugieren que la extirpacion del AP atentia el desarrollo de la hipertension en m-Ren-2d de ratas Tg+,

y esta atenuacion puede ser atribuida al descenso del flujo simpatico (Averill et al, 1996).

Otro caso estudiado es el de la hipertension causada por estrechamiento luminal de una
arteria renal (hipertension renovascular). El mecanismo primario por el cual la Angll aumenta la
presion sanguinea es cuestionado.

Como elemento clave puede confirmarse la contraccion vascular, los efectos en la
excrecion renal de sodio y agua o las acciones troficas en estructuras cardiovasculares. Existen
evidencias de que la angiotensina II influye en la presion sanguinea modulando la actividad del
sistema nervioso autonomo. La modulacion puede ocurrir en ambos aspectos, periférico y central,
del sistema autonomo. Las investigaciones experimentales y clinicas confirman las hipotesis de que
los efectos de la presion mediada simpaticamente, se incrementan por la Angll circulante y por la
derivada en el cerebro en la hipertension. Trabajos recientes sefialan especificamente a las neuronas
simpaticas premotoras en la médula ventrolateral -rostral (RVLM) como un lugar de accion de la
Angll cerebral en animales normotensos e hipertensos. Estas neuronas parecen ser un importante
relevo en la respuesta simpatoexcitatoria a la circulacion de Angll iniciada en oOrganos
circunventriculares, particularmente en el AP. La Angll tiene importantes efectos en la respuesta
barorrefleja. Estas no median la simpatoexcitacion causada por la Angll circulante, pero enmascaran
su expresion. Datos circunstanciales confirman la hipotesis de que las concentraciones sanguineas
incrementadas de Angll, en la hipertensiéon renovascular elevan la presion sanguinea por
vasoconstriccion mediada a través del AP y RVLN (Fink, 1997).

La Aminopeptidasa A es una metaloproteasa de zinc unida a membrana que fragmenta la

angiotensina II en angiotensina III. Usando un nuevo y especifico inhibidor de la Aminopeptidasa A
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(EC33), se evalua su actividad enzimatica en varios nucleos cerebrales, implicados en el control de
las funciones cardiovasculares y en la pituitaria. Comparando la distribucion de éste y de la enzima
convertidora de la angiotensina I en angiotensina II, se detecta que la Aminopeptidasa A estaba
heterogéneamente distribuida. La pituitaria y los 6rganos circunventriculares eran las fuentes mas
ricas de la enzima (la eminencia media, el area postrema y los plexos coroideos), y también el
hipotalamo (el nucleo supradptico, el nicleo arcuato y el nicleo paraventricular). No se encontrd
ningun paralelismo entre las distribuciones de la Aminopeptidasa A y la enzima convertidora de la
Angiotensina I. Se examinaron ambas actividades enzimadticas en los nucleos cerebrales de ratas
espontaneamente hipertensas. La actividad de la Aminopeptidasa A era mas alta en las ratas
espontaneamente hipertensas que en las ratas control Wistar Kyoto, y también fue mas alta en varios
nucleos cerebrales implicados en la regulacion de la presion sanguinea; en contraste, no hubo
diferencias en la actividad de la enzima convertidora de la angiotensina I en las mismas regiones. La
correspondencia entre la distribucion de la actividad de la aminopeptidasa A y los receptores de la
angiotensina y terminales nerviosos en el cerebro, asociada con la observacion de la actividad de la
aminopeptidasa A, fue mas activa en las ratas espontdneamente hipertensas, lo que sugiere que esta
enzima podria contribuir, por lo menos en parte, a la regulacion de las funciones cardiovasculares
por su habilidad para convertir angiotensina Il en angiotensina III (Zini et al 1997).

El papel del area postrema en el control a largo plazo de la homeostasis del fluido corporal y de
la presion arterial, bajo condiciones de dietas ricas en sal, estd alin en proceso de investigacion. Se
propone un modelo en el cual la actividad simpética es suprimida cuando la dieta de sal se
incrementa. En esta hipotesis el area postrema actiia como un lugar de integracion esencial de la
parte posterior del cerebro. Un componente primordial de esta hipotesis, es que los niveles basales

de angiotensina II circulante, mantienen la presion arterial en animales que consumen una dieta
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normal en sal, actuando en el AP para llevar a cabo la actividad simpatica. Este modelo se apoya en
la observacion de que, a largo plazo, la respuesta hipotensora al losartan, el antagonista del receptor
ATI, est4 atenuada en ratas con el AP lesionado (APx). La infusiéon de sal hipertonica intragéstrica
incrementa el plasma venoso portal, pero no el plasma sistémico, aumenta también la osmolaridad y
la inmunorreactividad en el AP, nticleo del tracto solitario y el supradptico, nucleo paraventricular y
nucleo parabraquial lateral. Otros estudios han mostrado que la estimulacion de esos receptores
disminuye la actividad simpéatica renal. La hipotesis plantea que el AP es esencial en el control a
largo plazo de la presion arterial y en la homeostasis del fluido corporal, bajo condiciones de
alteracion de la sal en la dieta. Las respuestas de la presion arterial, y del balance de sodio y agua, a
los cambios salinos de la dieta se midieron en ratas intactas y en ratas Apx. Contrariamente a la
hipotesis anterior, las ratas APx no exhibieron regulacion defectuosa de la presion arterial o del
balance hidrico. De cualquier modo, las ratas APx demostraron una dificultad para excretar sodio
cuando la sal era elevada. Segun estas observaciones, se concluye que el AP es importante en el
control del balance de sodio, pero no en la presion arterial cuando la dieta en sal estd alterada
(Osborn et al, 2000).

El control preciso del sistema cardiovascular requiere la integracion de sefales humorales y
neurales relacionadas con el volumen y la presion sanguineos. Las sefiales humorales interaccionan
con sistemas neurales, modulando su control sobre los mecanismos eferentes que determinan
finalmente el nivel de presion y el volumen. Hormonas peptidicas, como la angiotensina I y la
arginina-vasopresina, actian a través de los 6rganos circunventriculares para influir en la regulacion
cardiovascular. El area postrema al menos, algunas de las acciones centrales de esos péptidos. La
vasopresina parece actuar en el 4rea postrema y causar inhibicidon simpdtica, asi como un cambio en

el control barorreflejo del sistema nervioso simpético para reducir la presion. Esos efectos de la
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arginina-vasopresina en el area postrema, parecen ser mediados por el alfa2-adrenoceptor y por
mecanismos glutamatérgicos en el ntcleo del tracto solitario. En contraste con la arginina-
vasopresina, los efectos de la angiotensina II en el AP son el control barorreflejo del latido cardiaco
y la simpatoexcitacion. Los efectos de la angiotensina II cronica, para incrementar la actividad del
sistema nervioso simpatico, pueden ser debidos a la activacion del area postrema dependiente de
neuronas en la médula ventrolateral rostral (Hasser et al, 2000).

El estudio autoradiografico in vitro con (3H)DPCPX, para visualizar la presencia de receptores
A1 de adenosina, en el nodulo ganglionar de la rata que contiene los somas de neuronas vagales que
proyectan al nucleo del tracto solitario, se vio que los receptores Al de adenosina estan sujetos al
flujo axopladsmico a lo largo del nervio vago de la rata, por acumulacion de (3H)DPCPX. Se
utilizaron ensayos de radioligandos unidos para caracterizar las propiedades de los receptores Al de
adenosina en el complejo vagal dorsal (nucleo del tracto solitario, drea postrema y nticleo dorsal
motor del vago) de ratas normotensas, crias y adultas (WKY), y ratas espontdneamente hipertensas
(SHR). La saturacion de las uniones indic6 que la afinidad (KD) de (3H)DPCPX y la densidad de los
lugares de unidon no eran diferentes entre los adultos de WKY y SHR, aunque las crias de SHR
tuvieron valores KD mas bajos que las crias de ratas WKY. Con respecto a la hipertension, la
afinidad del agonista de la adenosina selectiva Al, ciclohexiladenosina (CHA), estaba
marcadamente reducida en las membranas de SHR comparada con WKY (Krstew et al, 1998).

Por otro lado, se administro la hormona gamma 2-MSH (gamma 2-melanocito-estimulante), via
intravenosa, a ratas anestesiadas. La hormona, una melanotropina derivada del péptido precursor
pro-opiomelanocortin (POMC), produce variaciones de presion combinadas con taquicardia. Se
penso que el posible lugar de accion podria ser, por ejemplo, el nucleo del tracto solitario (NTS), o

bien el area postrema (AP). Obedeciendo a la hipotesis que postula que la gamma 2-MSH actlia
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internamente sobre esas regiones del cerebro, se inyectd el péptido en varias partes del NTS y en el
AP de ratas anestesiadas, y se midi6 la presion sanguinea y el latido cardiaco. La inyeccion de
gamma 2-MSH (100-500pmol) en el NTS produjo una disminucién en la presion sanguinea, asi
como en el latido en las ratas conscientes y en las anestesiadas. Con respecto a los efectos de
bradicardia, la melanotropina fue mucho mas potente cuando se inyectd en el pars commisuralis que
en la parte medial del NTS. Cuando se inyectd en el AP las respuestas fueron maximas después de
los 3-4 minutos, y pasados 15 minutos la gamma 2-MSH no tuvo efectos. Cabe destacar que se
encuentre un efecto hipotensor y bradicardia, por la gamma 2-MSH, en ratas anestesiadas con
pentobarbital por via intravenosa. Por tanto, se concluye que también a la respuesta de presion y
taquicardia, la gamma 2-MSH puede crear un efecto opuesto por interaccidbn con estructuras
apartadas del NTS, como la pars commisuralis (De Wildt et al, 1994).

Por otro lado, la distribucion de las estructuras inmunorreactivas a la hormona alfa-MSH se
estudiaron en el tronco del encéfalo del gato, usando la técnica de la inmunoperoxidasa indirecta. La
inmunorreactividad se observd en varios nucleos del tronco del encéfalo del gato. Se detectaron
fibras inmunorreactivas en el ntcleo central inferior, el nicleo motor del trigémino, el nticleo coclear
anteroventral, el nucleo retrofacial, el nucleo vestibular superior, lateral, inferior y medial, el nticleo
cuneatus, el nucleo del rafe, el nicleo de la oliva, el nucleo ruber, la sustancia negra y el AP entre
otros (Covenas, 2000).

La distribucion de la sustancia P, (leu)-encefalina, colecistoquinina, neurotensina, polipéptido
pancreatico del ave y la hormona estimuladora de los melanocitos fue estudiada en el nucleo del
tracto solitario de la rata por el método de inmunofluorescencia indirecta. La densidad de la
inmunorreactividad vari6 marcadamente en relacion a los neuropéptidos, conteniendo la mayor

densidad el nticleo medial y el comisural. La sustancia P y la (Leu)-encefalina, estaban distribuidas
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desordenadamente en el nucleo del tracto solitario y en el nicleo comisural y medial, detectindose
una alta densidad de fibras inmunorreactivas en el subntcleo ventral, dorsolateral e intermedio.
Ademas de las fibras inmunoreactivas, también fue identificado un grupo de células sobre el NTS.
Estos hallazgos sugieren que la sustancia P y la (Leu)-encefalina estarian implicadas no so6lo en la
funcion cardiovascular, sino también en otras funciones como la respiracion, por lo menos en la rata.
El 4rea postrema, particularmente su porcion lateral, contiene varios neuropéptidos, sustancia P,
(Leu)-encefalina, colecistoquinina y neurotensina, en neuronas Yy fibras inmunoreactivas;

polipéptido pancreatico del ave y gamma-MSH en fibras inmunoreactivas (Yamazoe et al,1984).

Asimismo, se ha visto el efecto de la estimulacion de la neurohipodfisis en la secrecion de
vasopresina y oxitocina de las ratas cuya AP estaba lesionada. Se observd que al inyectar una
solucion de NaCl 1M (2ml/h durante 6 horas) en estas ratas, los niveles de ambas hormonas de la
pituitaria sufrian bruscos ascensos en los niveles plasmaticos. En contraste, la vasopresina y la
oxitocina del plasma ascendian de manera normal en las ratas con incremento equivalente en la
osmolaridad plasmadtica, resultante de la inyeccion de una solucidén equiosmotica de manitol 1M y
NaCl 0.5M. Ademas, las lesiones en el area postrema no influian en los incrementos de vasopresina
y oxitocina producidos por el déficit del volumen plasmatico, ni perturbaban la secrecion de
oxitocina estimulada por la inyeccion intravenosa de colecistoquinina. Esto sugiere que el AP juega
un papel importante en la secrecion de vasopresina y oxitocina en respuesta a la carga de NaCl, pero
no como reaccion a una carga equiosmoética que no causa hipernatremia sustancial, ni tampoco en
respuesta a otros estimulos de la secrecion de hormonas neurohipofisarias. Asi, lesiones en el area

postrema dafiarian la regulacion del Na+ en las ratas. (Huang, 2000).
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El AP, por otro lado, tiene un papel fundamental en la supresion de la hipoglucemia inducida por
la generacion hipotalamica del factor liberador de gonadotropina (GnRH), y de la hormona
luteinizante (LH) en ratas (Cates et al, 2000).

Estudios de union autorradiografica usando el radioligando receptor SHT3 (5-hydroxitriptamina-
3) con (3H)-(S)-zacopride 0.5nM, permiti6 identificar una distribucion heterogénea de lugares
especificos de unién por todo el cerebro humano. La mayor densidad de receptores radiomarcados 5-
HT3 se detectd dentro del tronco cerebral (Nucleo del Tracto Solitario, Area Postrema, Nucleo del
trigémino), con menores niveles de expresion en la parte anterior (ej.: hipocampo, nticleo acumbens,
putamen, caudado). Dentro de la formacion del hipocampo se distribuyeron diferencialmente
receptores SHT3, con mayores niveles en la capa de células granulares del girus dentado. Estudios
de saturacion con 3(H)-(S)-zacopride indicaron que (3H)-(S)-zacopride marcado une,
aparentemente, una poblacion homogénea de lugares de union (Parker et al, 1996). De la misma
forma, para determinar el papel de los receptores 5S-HT2A (que se unen a la serotonina, 5-HT) se
realiza un mapa inmunohistoquimico de la distribuciéon de los mismos en el cerebro de la rata,
poniendo de manifiesto areas muy marcadas como el nucleo motor dorsal del vago, el trigémino, el
hipogloso, el facial... etc. y sin embargo, no aparecian neuronas marcadas en el area postrema (Fay
y Kubin, 2000).

El punto donde opera el barorreflejo arterial parece ser un factor importante, implicado en la
determinacion del flujo simpéatico. La accion de la angiotensina II de incrementar el flujo del sistema
nervioso simpatico, relacionado con la presién sanguinea, puede contribuir a elevar la presion
arterial durante la hipertension, al igual que a mantener la presion arterial durante estadios de sodio
bajos. En la mayoria de los casos, cuando hay concentraciones elevadas de angiotensina II periférica

son dependientes del 4rea postrema. Aunque se ha definido el mecanismo central del barorreflejo

77



arterial para diferentes presiones, el area postrema parece suministrar un mecanismo aparte, segun el
cual los factores humorales podrian modular los puntos de accion del barorreflejo arterial. (Bishop y
Sanderford, 2000).

La inyeccion intravenosa de angiotensina II aumenta el reflejo barorreceptor en ratas
espontaneamente hipertensas (SHRs). Para investigar el papel del AP en la modulacion del control
barorreflejo por el receptor AT1, se experiment6 en ratas espontdneamente hipertensas, y con el AP
lesionada y sin lesionar, el efecto de la inyeccion intravenosa de CV-11974 (antagonista del receptor
ATI), en el control barorreflejo de la actividad simpética renal y el latido cardiaco. La presion
arterial fue similar en ambos grupos. Sin embargo, el latido cardiaco fue significativamente mas bajo
(p<0.01) en las SHRs con el area postrema lesionada que en las SHRs con el area postrema no
lesionada (307+/-11 y 365+/-10 latidos por minuto respectivamente). La inyeccion de CV-11974
(0.05mg/Kg) disminuy6 la presion arterial significativamente; sin embargo, no cambid el latido
cardiaco ni la actividad simpdtica renal en ambos grupos. Los cambios reflejos en la actividad
simpatica renal y en el latido cardiaco se lograban por la inyeccion intravenosa de fenilefrina o
sodio, antes y después de la inyeccion de CV-11974, el cual incrementaba el control barorreflejo de
la actividad simpética renal y también el latido cardiaco en las SHRs no lesionadas. De todas formas,
el CV-11974 no logré alterar la sensibilidad barorrefleja en las SHRs con el area postrema
lesionadas. Esto sugiere que el AP no juega un papel crucial en el mantenimiento de la presion
sanguinea alta en SHRs adultas, y que la mejora del control barorreflejo de la actividad simpatica
renal y del latido cardiaco por CV-11974 intravenoso, es mediado via AP en SHRs (Matsumura et

al,1999).
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

A pesar de que el AP esta ampliamente descrita por diferentes autores, y teniendo encuenta la
relacion que existe entre el AP y el SRA cerebral, no hemos encontrado trabajos especificos sobre
las variaciones del AP ante la hipertension y su tratamiento con captopril.

El propdsito del trabajo que nos ocupa ha sido valorar los efectos de la hipertension y su
tratamiento con captopril, en ratas controles y espontaneamente hipertensas, sus parametros
fisiologicos y pardmetros morfométricos especificos del AP como el area nuclear, el perimetro
nuclear y el factor forma. Ademas de los pardmetros fisiologicos y morfométricos, otro de los
objetivos sera poner de manifiesto la presencia de material inmunorreactivo, contra la vasopresina,
angiotensina I y II, enzima convertidora de la angiotensina I y alfa-MSH en el AP y otros 6rganos
circunventriculares de ratas hipertensas y normotensas.

Asimismo, hemos querido valorar la composicion proteica del LCR de ratas hipertensas y de
ratas controles para determinar si la hipertension provoca alguna alteracion en la sintesis de proteinas
que se vierten al LCR.

Los objetivos planteados fueron los siguientes:

Objetivos generales
Hacer un estudio de los cambios morfoldgicos, cualitativos y cuantitativos que pueden
producirse en las neuronas y en el epéndimo que integran las diferentes regiones del AP de las ratas

control e hipertensas al someterlas al tratamiento crénico con captopril.
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Objetivos particulares

1-Desde el punto de vista cualitativo, analizaremos el tamafio global del AP asi como las
diferentes partes del 6rgano, y la distribucion de sus componentes con el fin de detectar la presencia
de cambios cualitativos con la cepa, y tratamiento con captopril.

2-Estudiar los efectos cariométricos de la edad, de la hipertension arterial genética y del
tratamiento con captopril sobre el epéndimo y las neuronas del AP.

3-Determinar la presencia de material inmunorreactivo, fundamentalmente en relacion con el AP
y otros organos circunventriculares de ratas hipertensas.

4-Analizar cualitativamente la composicion proteica del LCR de ratas hipertensas vy
normotensas, y establecer alguna relacion entre la hipertension y la sintesis de proteinas de los
OCVs.

5-Mediante la creacion de anticuerpos contra las posibles proteinas del LCR de las ratas
hipertensas y mediante inmunohistoquimia, determinar qué estructuras cerebrales produciran estas

proteinas.
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MATERIAL Y METODOS

A-MATERIAL

1. Animal experimental

2. Grupos de experimentacion

1. Animal experimental.

En nuestro estudio hemos empleado como animal de experimentacion la rata por la mayor
disponibilidad de la cepa SHR (spontaneously hypertensive) por la utilizacion de estos animales en
la mayoria de los estudios existentes sobre el tema en cuestion y por su relativamente facil
adquisicion.

El experimento se llevd a cabo con un total de 40 ratas macho: 20 ratas control Wistar-Kyoto

(WKY) y 20 ratas genéticamente hipertensas (SHR).

2. Grupos de experimentacion.

En este trabajo se han analizado cuatro grupos de animales, a saber;
GRUPO 1. CONTROL NO TRATAMIENTO (CONTROL NO TTO).
GRUPO 2. CONTROL TRATAMIENTO (CONTROL TTO).

GRUPO 3. HIPERTENSAS NO TRATAMIENTO (HTA NO TTO).

GRUPO 4. HIPERTENSAS TRATAMIENTO (HTA TTO).
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Las edades estudiadas fueron: 10 y 15 semanas, porque la hipertension arterial comienza a
manifestarse aproximadamente entre la octava y la décima semana.

Los grupos 1 y 3 (Control no tto y hta no tto) estan representados en las dos edades
estudiadas con 5 ratas por edad y por grupo. Los grupos 2 y 4 (control tto y hta tto) estan
representadas a las edades de 10 y 15 semanas, con también 5 animales por edad y grupo.

Los cinco miembros de cada subgrupo compartian la misma jaula y, con ello, las mismas
condiciones.

Los animales disponian de alimento seco y bebida "ad libitum". Se les ofrecia agua
corriente y solucion salina 0.3M NaCl simultdneamente desde el principio de su manejo, lo que
venia a corresponder aproximadamente a las 7 semanas de vida. La posicion de los fluidos se
alternaba diariamente para reducir el desarrollo de preferencias por la posicion (Thunhorst y
cols,1987). En el caso de los grupos a los que se les administraba el tratamiento, el captopril (Sigma
Chemical CO) se anadia en los fluidos a una doisis de 0.1mg/ml, la cual no provocaba un gusto
aversivo (Thunhorst y cols, 1987).Todas las soluciones eran preparadas diariamente.

El tratamiento comenzo a administrarse a las 8 semanas, después del sacrificio de los dos
subgrupos de dicha edad, control e hipertenso, y se prolongé hasta las 15 semanas, fecha en la que se
sacrificaron los Ultimos animales de estudio.

Semanalmente se pesaban las ratas y se les tomaba la presion arterial en el rabo mediante
una técnica indirecta que detectaba la presion sistolica, la presion diastolica y la frecuencia cardiaca.

Las ratas eran sacrificadas a las edades de 10 y 15 semanas, pesandolas y midiendo la

tension arterial previamente.
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CUADRO DE EDADES

NUMERO DE ANIMALES

GRUPO1 GRUPO2 GRUPO3 GRUPO4
EDAD CONTROL CONTROL HTA HTA

NO TTO TTO NO TTO TTO

10 semanas 5 animales 5 animales 5 animales 5 animales

15 semanas 5 animales 5 animales 5 animales 5 animales

B-METODOS
I-Técnica de fijacion
a) Anestesia
b) Fijacion
I1I-Deshidratacion
ITI-Inclusion en parafina
IV-Cortes
V-Tincion
VI-Técnicas de cuantificacion nuclear

VII-Técnicas para el estudio de la tension arterial, control de
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la bebida y peso.
VIII-Estudio estadistico
IX-Electroforesis.
X-Obtencion de antigenos.
XI-Obtencion de anticuerpos.

XII-Inmunohistoquimia.

1. Técnica de fijacion.

a) Anestesia

Los animales fueron anestesiados profundamente por via inhalatoria con dietiléter.

b) Fijacion

La técnica elegida para la fijacion, deshidratacion e inclusion fue la misma para todos los
animales con el fin de evitar que esta pudiera influir sobre la cuantificacion de los pardmetros
nucleares.

Una vez anestesiado, se procedio a la apertura de la caja toracica del animal mediante una
toracotomia media con el proposito de acceder al corazon y realizar una perfusion intracardiaca para
fijar el cerebro. Para ello, se intrudujo una canula biselada del calibre 22 en el ventriculo izquierdo
mientras que, simultdneamente, se cortaba la auricula derecha. Por la citada canula se perfundia en
primer lugar una solucion lavadora de suero fisiolégico durante 4 minutos aproximadamente, para

obtener un desangramiento del sistema circulatorio a través del corte practicado en la auricula
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derecha. Una vez comprobado que Uinicamente emanaba suero fisiologico por la auricula derecha se
procedio a llevar a cabo el siguiente paso, consistente en la perfusion del liquido fijador.

El liquido fijador utilizado fue el BOUIN cuya composicion es la siguiente:

* Quince partes de acido picrico en solucion saturada.

* Cinco partes de formalina y

* Una parte de acido acético puro.

Posteriormente, cuando se lograba la dptima fijacion del animal (coloracion amarillenta en piel y
mucosas, acompafiada de un aumento generalizado de la consistencia del animal), se procedia a la
decapitacion y extraccion del cerebro por descalotamiento con pinzas quirdrgicas.

El cerebro asi extraido, era inmerso durante 24 horas en la misma solucion fijadora de Bouin. El

volumen de la solucidén en la que se introdujo era diez veces superior al volumen de la masa cerebral.

2. Deshidratacion.

La pieza cerebral se deshidrata para conseguir su endurecimiento y aumentar asi la consistencia,
y para permitir la posterior inclusion en parafina.

De cara a obtener un mejor resultado en la deshidratacion, tal como indica H.C. Burck (1969), se
emple6 alcohol etilico a concentraciones crecientes:

*Alcohol de 70 grados: Se realizaron dos pases en 24 horas. Ademas, con el fin de
conseguir una mejor coloracion del liquido Bouin, se le afiadié al primer pase una gota de amoniaco
por cada 100ml.de solucion.

*Alcohol de 80 grados: Pase de 24 horas.

*Alcohol de 90 grados: Pase de 24 horas.
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*Alcohol de 96 grados: Pase de 24 horas.

*Alcohol de 100 grados: Pase de 24 horas.

3. Inclusion en parafina.

Para una buena inclusion, es preciso la completa eliminacion del alcohol de las piezas.
Con ese fin utilizamos los llamados "liquidos intermediarios" que son:

*Benzoato de metilo, donde se dejan las piezas hasta que se hundan.

*Benzol, con dos pases de 15 minutos cada uno.

*Mezcla de Benzol-Parafina a partes iguales, donde permaneci6 durante 30 minutos.

La inclusion se realiza en Parafina liquida a una temperatura de 60°C durante 24 horas,

luego se lleva a cabo un segundo pase por Parafina de 24 horas para que desaparezca el benzol. A

continuacion se procedid a la formacion de los bloques de Parafina en moldes de plomo.

4. Cortes.

La pieza fue seccionada con un microtomo (Minot Leitz 1212) en cortes seriados de 10

micras de espesor, recogiendo los cortes en series alternas A, By C.

5. Tincion.

El método de tincion empleado fue el de Kliiver-Barrera (1953), siguiéndose el proceso a

continuacion expuesto:
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*Desparafinacion de los cortes.

* Alcohol de 96 grados.

*Coloreado en "solucion A" (luxol-fast-blue) a 56°C durante 24 horas.

*Se dejan enfriar y a continuacion se lavan con alcohol de 96° para suprimir el exceso de
colorante.

*Se lavan en agua destilada.

*Diferenciacion en solucion acuosa de carbonato de litio (0°05%).

*Diferenciacion en alcohol de 70 grados.

*Lavado en agua destilada.

*Coloreado en "solucion B" (kresyl violeta) a 57°C por espacio de 10 minutos.

*Diferenciacion en alcohol de 96 grados, al que se le afiade una gota de 4cido acético por
cada 100 cc de alcohol.

*Varios pases hasta llegar a alcohol absoluto.

* Aclarado con xilol-terpinol.

*Ultimo pase por xilol.

El montaje en portaobjetos se realizé con Eukitt.

6. Técnicas de cuantificacion nuclear.

El anélisis mocroscopico morfométrico de las diferentes subregiones estudiadas del AP

se realizd con la ayuda del sistema analizador de iméagenes "MAGISCAN JOYCE LOEBL"

(Programa GENIAS). Con ¢l se realizaron las determinaciones de los siguientes pardmetros

nucleares:
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a) De forma semiautomatica:

-Area nuclear: 4rea carioplasmatica inserta dentro del perimetro nuclear.

-Perimetro nuclear: expresion de la longitud de proyeccion de la membrana nuclear en la
seccion.

-Factor forma: indice de la relacién perimetro/area que expresa la aproximacion de la forma
nuclear a un circulo perfecto, siendo el valor maximo la unidad. Las desviaciones en la forma son
expresadas por valores menores que la unidad.

Se efectud una media de 30 a 40 mediciones para obtener un alto indice de fiabilidad

7. Técnicas para el estudio de la tension arterial, control de la bebida y peso.

La tension arterial fue tomada en el rabo de los animales mediante un método indirecto
semanalmente y siempre a la misma hora para evitar posibles variaciones que no estuvieran
ocasionadas por las condiciones experimentales.

La ingesta de fluidos, tanto agua como solucién salina, era registrada diariamente
mediante un cilindro graduado en milimetros.

El estudio del desarrollo ponderal se llevd a cabo mediante la medida de forma
sistematica del peso de todos los animales semanalmente e inmediatamente antes de ser

sacrificados.
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8. Estudio estadistico.

Para la evaluacion estadistica de los datos obtenidos tanto del estudio fisiolégico como
morfométrico se utilizaron dos pruebas estadisticas. La primera, un analisis de varianza (ANOVA)
con el proposito de hacer un estudio lineal de cada uno de los grupos y, por otro lado, un test de Bon

Ferroni para hacer un estudio transversal por grupos de edades.

9. Electroforesis

Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Los pesos moleculares de la mayoria de las proteinas pueden ser determinados midiendo la
movilidad en geles de poliacrilamida con el detergente dodecil sulfato sodico (SDS, “sodium
dodecyl sulfate” ). A pH neutro, con SDS al 1% y mercaptoetanol 0.1M, la mayoria de las proteinas
multicatenarias se unen al SDS y se disocian, los puentes disulfuro se abren gracias al
mercaptoetanol, por lo que en definitiva se pierde la estructura secundaria, y los complejos formados
por las subunidades proteicas con el SDS aumentan su configuracién de ovillo estadistico. Las
proteinas tratadas de esta manera se comportan como si tuvieran una forma similar y una relacion
carga/masa idéntica. Esto se debe a que la cantidad de SDS unido por unidad de peso de proteina es
constante: 1,4 g de SDS/g de proteina; de hecho, la carga viene determinada mas por el SDS que por
la carga intrinseca de los aminoacidos. Todo ello da como resultado que la movilidad efectiva esté
unicamente relacionada con el peso molecular de la proteina a causa de la accion del gel como tamiz

molecular. Si una serie de proteinas de peso molecular conocido son sometidas a electroforesis en

90



gel, se separan en una serie de bandas y la representacion grafica de la distancia recorrida en funcién
del logaritmo del peso molecular de una linea recta. De este modo, si una proteina de peso molecular
desconocido es sometida a una electroforesis de este tipo junto con otras dos de peso molecular
conocido, el de aquélla puede ser calculado con una exactitud variable entre el 5 y 10%. Debe
hacerse notar que esta técnica también pone de manifiesto la presencia de puentes disulfuro en la
proteina, ya que la movilidad va a depender de la presencia de agentes reductores tales como el

mercaptoetanol.

La electroforesis en geles de policrilamida-SDS, se realizé de acuerdo al procedimiento descrito
por Laemmli (1970). Se utilizaron geles de poliacrilamida: un gel en placa (19x17 cm y grosor 1.5
mm) con un gel espaciador al 5% y un gel separador en gradiente lineal del 5 al 15%. Cada gel se
forma “in situ” por la polimerizacion del mondémero de acrilamida en una disolucion que contiene el
monomero, catalizadores de la polimerizacion y un tampoéon al pH deseado. Esta reaccion de
polimerizacion se inicia por la formacion de radicales libres en el medio, lo que se logra mediante la
adicion de iniciadores del proceso, tales como el persulfato aménico, que al disolverlo en agua en
presencia de una base débil se disocia originando un radical libre. Se afiade ademas una amina que
favorece la formacion de radicales libres. Se empled la N,N,N’ N’ tetrametiletilendiamina
(TEMED). La polimerizacién de la acrilamida sola no origina un gel, sino una disolucion muy
viscosa de largas cadenas lineales de poliacrilamida. Para que se forme un gel propiamente dicho es
necesario que se creen uniones covalentes entre esas cadenas; para ello se afiade al medio una
molécula capaz de formar puentes cruzados, la N,N’metilén-bis-acrilamida (BIS). Son geles
completamente inertes, mecanicamente estables y transparentes, lo que facilita tanto su manejo como
la deteccion de las moléculas separadas en ellos. La técnica se conoce como PAGE (acrénimo de

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Se sembr6 por surco un volumen de LCR equivalente a 60ug
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de proteinas totales mas 50ul de TRIS-CLH 0.250 M (pH 6.8) conteniendo ademas glicerol 20%,
beta-mercaptoetanol 4% y SDS 4% (tampon de muestra para electroforesis en geles de
policrilamida-SDS). Para identificar el frente idnico, se utiliz6 3ul de azul de bromo-fenol al 0.2%.
La solucion tampoén de electrodos contenia TRIS-CLH 0.025 M, (pH 8.3), glicina 0.192 M y SDS
0.1%. Concluida la electroforesis el gel fue tefiido con azul brillante de coomassie (colorante
anionico que se une a proteinas bdsicas). Como marcadores de masa molecular fueron usados:
Miosina m 205.000 kDa; beta-Galactosidasa, m 116.000 kDa; Fosforilasa B, m 97.400 kDa;

Albumina, 66.000 kDa; Ovoalbimina, m 45.000 kDa; Anhidrasa carbonica, 29.000 kDa.

Después de la electroforesis se fijo el gel porque las proteinas, solubles, difunden y las zonas en
que aparecen se ensanchan disminuyendo la resolucion. Para evitar esto se inmovilizaron en el gel
mediante la fijacion en una soluciéon que contenia isopropanol 25% (v/v) y acido acético 10% (v/v)
durante 2-4 horas, cambiando varias veces la solucion, y se tifio posteriormente en una solucion de
azul brillante de coomassie R-250 0.1% (p/v) , metanol 50% (v/v) y acido acético 7.5% (v/v), y
finalmente se lavd en metanol 30% (v/v) y 4cido acético 10% (v/v) para quitar el exceso de

colorante.

En resumen, la muestra inicial de LCR que se carga en cada pocillo del gel y que contiene una
mezcla de proteinas, se transforma en una coleccion de isdOmeros de tamafio. Esto se consigue
mediante su tratamiento con el detergente anidonico dodecil-sulfato sodico (SDS) que se asocia a
elevada concentracion al esqueleto de la cadena polipeptidica (1 molécula de SDS por cada dos
aminoacidos). De esta asociacion resultan dos efectos: las proteinas se desnaturalizan
completamente, con lo que todas las cadenas polipeptidicas adquieren una conformacion similar y la
relacion carga/radio se iguala en todos los polipéptidos de la mezcla, ya que la gran cantidad de

cargas negativas que se asocian enmascaran las cargas eléctricas debidas a los aminoacidos del
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propio polipéptido; con esto la densidad de carga resulta sensiblemente igual para todas las
moléculas de la muestra. La técnica electroforética es pues, una técnica de separacion de particulas
cargadas basada en la distinta velocidad que alcanzan en el campo eléctrico y los resultados se
obtienen, finalmente, mediante una relacion lineal entre el logaritmo del peso molecular y la

movilidad de las cadenas polipeptidicas.

10. Obtencion del antigeno.

Proteinas del LCR.

El liquido céfaloraquideo (LCR) se extrajo de ratas hipertensas (SHR) y de ratas Wistar-Kyoto
(WKY) de 10 y 15 semanas de vida en ambos casos (5 por edad). Como control tambien se extrajo

Sucro.

La extraccion del LCR se realiz6 de la siguiente manera: Se anestesiaron las ratas con hidrato de
cloral a una concentraciéon de lunidad de insulina (20 microlitros) por cada 10 gramos de peso. El
hidrato de cloral se prepar6 inicialmente a una concentracion de trabajo de 0.16g de hidrato de cloral
por 1ml de agua destilada. Una vez anestesiada la rata se fij0 cuidadosamente en un marco
estenotaxico de tal manera que la cabeza quedara firme y la zona occipital dirigida hacia nosotros. A
continuacion se realizé un corte en la piel, se separd la musculatura de la region posterior del cuello
por el rafe medio, para luego acceder a la cisterna magna, entre el atlas y el occipital, y extraer,
mediante una inyeccion de insulina sujeta al marco, el LCR. Se extrajo de cada rata 5 U.L
aproximadamente, al cabo de unas tres horas. Posteriormente se extrajo sangre de la rata,

directamente del corazon, se lavo con suero fisiologico y se perfundidé con bouin.
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El LCR posee una concentracion proteica de 300ug/ml y dichas proteinas se separaron mediante
electroforesis, al igual que las proteinas del suero de las ratas cuya concentracion proteica es mayor
(60.000png/ml). En cada pocillo del gel de electroforesis habia que cargar, como minimo, 30 pg de
proteinas, tanto para el LCR como para el suero. Una vez obtenidas las disoluciones objeto de
estudio(1.0mg de proteina, por gel, en un volumen total de 1.5ml, conteniendo 0.5ml de solucion de
muestra para electroforesis y 0.1 ml de azul de bromofenol al 0.2%) se cargaron en cada pocillo del
gel para separar las proteinas que contenian. Las disoluciones contenian, ademas del suero o del
LCR de las ratas, SDS que se une a los aminoacidos y beta-mercaptoetanol que rompe los puentes

disulfuro contenidos en las proteinas.

En 10 geles se sembro LCR procedente de las ratas WKY y de las ratas SHRs, asi como suero de
las mismas, independientemente. Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron tefiidos con
solucion azul brillante de coomassie y fueron utilizados para obtener los diferentes antigenos. Las
bandas de los geles destinadas para inmunizar se nombraron segin el orden de aparicion; asi, la
primera banda que aparecid6 de mayor peso molecular, que procedia del LCR de ratas SHRs, la
denominamos banda-1 y a la 0ltima banda, que habia tenido una migracion mayor, banda-5.
Asimismo, se halld el peso molecular de cada banda encontrada respecto a las bandas de peso
molecular conocido que usamos como referencia, utilizando el pardmetro movilidad relativa de cada
banda, que se lleva a una recta de regresion para el calculo del peso molecular de la misma. Las
bandas fueron seleccionadas de acuerdo a lo siguiente: 1-la ausencia de estas bandas en las ratas
WKY, que aparecian en las ratas SHRs, 2-la ausencia de estas bandas en muestras de suero. Las

bandas asi seleccionadas se cortaron y se guardaron a —20°C.
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11. Obtencion de anticuerpos

Antigenos procedentes de bandas proteicas de geles de electroforesis.

Las bandas (de un mismo peso molecular) equivalentes a 10 geles se cortaron, se reunieron y
maceraron en un pequeio volumen de PBS, utizando un homogenizador de teflon tipo “potter
Evelhein” e inoculadas en raton siguiendo el siguiente protocolo: se emulsionaron con coadyuvante
completo de Freund (1:1) y se inyectaron intracutaneamente en 5 6 10 lugares del lomo del raton. Se
utiliz6 las siguientes cantidades: -primera inmunizacion, en el lomo del raton, de 100ul conteniendo
el equivalente a cuatro bandas del gel, del mismo peso molecular, mezclado con coadyuvante
completo de Freund 1:1; -segunda inmunizacion, realizada 21 dias después, en la que se usé la
cantidad equivalente a dos bandas del gel mezclado a una proporcion 2:1 con coadyuvante
incompleto de Freund, también inyectado en el lomo del raton; -tercera inmunizacion, a los 14 dias
de la segunda inmunizacion, con la cantidad equivalente a dos bandas de un gel macerado en PBS
sin la utilizacion de coadyuvante y esta vez mediante inyeccidn intraperitoneal. Una semana después
se sacrifico el animal y se sangrd totalmente. La sangre de cada sangria, correspondiente a las
diferentes bandas con las que se habia inmunizado a los ratones para la induccion de los anticuerpos,
se mantuvo a temperatura ambiente durante 8 horas y una vez extraido el coagulo, se obtuvo el suero

centrifugando a 800g durante 10 min. Todos los sueros se alicuotaron y guardaron a —20°C.

12. Inmunohistoquimia.

Se usd el método de la inmunoperoxidasa (Sternberger y cols 1970), el método de la avidina-
biotina y el de la estreptoavidina-biotina. Los cortes de tejido que contenian el area postrema y otros

6rganos circunventriculares tales como el 6érgano subcomisural, el 6rgano subfornical, la eminencia
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media y los nticleos supradptico y paraventricular, de ratas hipertensas y normotensas, se incubaron
durante 24 horas en los diferentes anticuerpos primarios obtenidos y diluidos a concentraciones

diferentes, segun el anticuerpo objeto de estudio. Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

-Los anticuerpos obtenidos de los sueros de ratones inmunizados con las bandas proteicas de los

geles que actuaban como antigenos.

-Otros anticuerpos primarios tales como: anti-angiotensina II, anti-ECA, anti-vasopresina, anti-

alfaMSH y anti-ACTH.

Posteriormente, los cortes de tejidos se incubaron durante dos horas en el segundo anticuerpo (en
el caso del anti-alfa MSH y del anti-vasopresina, el segundo anticuerpo utilizado fue IgG de conejo,
en el caso del anti-ECA se utilizé IgG de ratoén a una dilucién de 1:50). Todos los anticuerpos se
diluyeron en tampoén TRIS-FOSFATO, pH 7.8, conteniendo 0.7% de lambda carragenina (Sigma) y
0.5% de Triton X-100. El producto de la reaccion de la peroxidasa se visualizo mediante la reaccion

de la diaminobencidina.

Método de Sternberger (Sternberger y cols. 1970):

Se uso el método de la inmunoperoxidasa. Los cortes que contenian los tejidos objeto de estudio
se incubaron durante 24 horas en los diferentes anticuerpos primarios obtenidos, diluidos a diferentes
concentraciones, segun el anticuerpo. Se ha usado el anticuerpo policlonal hallado en raton contra la
angiotensina II (MAAII) como primer anticuerpo. Todas las muestras de las ratas hipertensas y las
controles fueron manipuladas simultdneamente e incubadas en el mismo recipiente que contenia
MAAII disuelto al 1:100. Se mantuvo durante 24 horas a temperatura ambiente. Como segundo

anticuerpo se utiliza el anticuerpo de raton IgG marcada con peroxidasa a una concentracion de
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1:100 y durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccion producida por la peroxidasa fue
visualizada a través de la reaccion de la diaminobencidina. Ambos anticuerpos fueron disueltos en
un buffer Tris a un pH de 7.8 que contenia un 0.7% de lambda carragenina, 0.5% de Triton X-100 y

0.1% de acido sodico.

El método de la avidina-biotina emplea como anticuerpos secundarios IgG comerciales de la
casa Sigma, ligados a las moléculas avidina y biotina, al igual que su variante estreptoavidina-

biotina.

Todos los antigenos y anticuerpos eran policlonales. Los anticuerpos anti-vasopresina, anti-alfa-
MSH y anti-ECA eran anticuerpos comerciales de la casa Sigma o ICN. Los anticuerpos anti-bandas
proteicas y anti-angiotensina Il se obtuvieron en el Departamento de Anatomia de la Universidad de

La Laguna, mediante inmunizacion.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

A-PESO

GRUPO CONTROL NO TTO
La grafica que representa el valor medio del peso de las ratas del grupo control no tto

muestra un aumento continuado del peso desde las 8 semanas hasta las 15 semanas (p<0.01).

GRUPO CONTROL TTO
También los animales control a los que se les administr6 el tratamiento aumentaron de

peso progresivamente entre las 10 y 15 semanas (p<0.01).

GRUPO HTANO TTO
En el caso de las ratas hipertensas no tratadas se observa un incremento significativo del

peso desde las 8 hasta las 10 y 15 semanas, aunque el aumento es menor.

GRUPO HTA TTO
Del mismo modo, los animales hipertensos tratados con captopril vieron incrementado su

peso desde las 10 a las 15 semanas (p<0.01).
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS
A esta edad el peso fue significativamente mayor en los animales control, tratados y no
tratados, que en los hipertensos, con y sin tratamiento, con una p<0.01 en todos los casos. Entre los
dos grupos control también hubo diferencias significativas a favor de las tratadas que pesaron mas

(p<0.01); sin embargo, no hubo diferencias entre las hipertensas.

ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS
Al igual que en el resto de las edades, pesaron mas las ratas control que las hipertensas
independientemente del tratamiento (p<0.01)
Comparando los grupos control, el peso fue significativamente mayor en el que recibio
tratamiento con captopril (p<0.01). Esta diferencia no se observd en el caso de las ratas

genéticamente hipertensas.

B-BEBIDA

GRUPO CONTROL NO TTO
El consumo de agua fue en aumento de manera progresiva encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre las 8 y 15 semanas y no significativas en el resto.

El apetito por la sal no se vio modificado por la edad.
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GRUPO CONTROL TTO
Las cantidades de agua y de salino que tomaron las ratas del grupo control tto fueron

similares a las edades analizadas.

GRUPO HTANO TTO
El agua consumida resultd ser mayor a las 8 que a las 10 y 15 semanas, con una p<0.05.
No encontramos diferencias apreciables entre las 10 y 15 semanas de vida.

El apetito de la sal también resultd similar en las edades estudiadas.

GRUPO HTA TTO
El aumento en el consumo tanto de agua como de salino entre las 10 y las 15 semanas de

vida no result6 ser estadisticamente significativo.

ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS
Los animales pertenecientes al grupo control no tto consumieron significativamente mas
agua que salino (p<0.01). Sin embargo, las ratas control tto bebieron practicamente la misma
cantidad de ambos fluidos. Asi, encontramos diferencias significativas (p<0.01) entre ambos grupos
control a favor del grupo tratado en cuanto al salino pero no hay diferencias en cuanto al agua.
Las ratas control, con y sin tratamiento, bebieron mayor cantidad de agua que las
hipertensas que no fueron tratadas (p<0.05) y que las hipertensas tratadas (p<0.01). Por el contrario,

en lo referente al salino se invirtieron las preferencias y asi, ambos grupos de animales hipertensos
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consumieron mas cantidad de salino con una p<0.01. Encontramos una excepcion importante: a las
10 semanas la diferencia en cuanto al consumo de salino entre los grupos hta tto y control tto no
resulto significativa.

Las ratas genéticamente hipertensas independientemente del tratamiento consumieron
mas salino que agua (p<0.01). No hubo diferencias entre los dos grupos de animales hipertensos en

ninguno de los fluidos.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS

El grupo control no tto bebié mdas cantidad de agua que de salino con diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01).

Al igual que en la edad anterior, tampoco hubo una diferencia apreciable entre el
consumo de agua y de salino en el caso de las ratas control tto.

Al comparar los grupos control vemos como practicamente no hay diferencias en lo
referente al agua pero si en cuanto al consumo de salino que fue superior en las ratas tratadas
(p<0.01).

Ambos grupos control bebieron mas agua y menos salino que los hipertensos con una
significacion de p<0.01. Unicamente en el caso del agua las diferencias entre los grupos control tto
y hta tto no resultaron ser estadisticamente significativas.

No encontramos diferencias valorables entre las ratas hipertensas tratadas y no tratadas en

el consumo de fluidos. Ambas preferian el salino sobre el agua (p<0.01).
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C-TENSION ARTERIAL

GRUPO CONTROL NO TTO
La tension arterial sistolica, diastolica y media fue comparable entre las 8 y 10 semanas y

entre las 10 y 15 semanas. Se observan diferencias significativas entre las 8 y 15 semanas (p<0.01).

GRUPO CONTROL TTO
Las ratas del grupo control que recibieron tratamiento con captopril tienen una tension

arterial similar, de forma que no hay diferencias significativas entre las 10 y 15 semanas.

GRUPO HTANO TTO
La tension arterial sistélica, diastolica y media es mayor a las 10 que a las 8 semanas con
una p<0.05, manteniéndose posteriormente a un nivel similar entre las 10 y las 15 semanas. No
encontramos diferencias importantes entre las 8 y las 15 semanas en cuanto a la tension arterial
sistolica. Por el contrario, tanto la tension arterial diastélica como la media de las ratas hipertensas

no tratadas fue superior a las 15 semanas con respecto a las 8 semanas (p<0.01).

GRUPO HTA TTO
La tension arterial de los animales del grupo hta tto si bien disminuye de forma

inversamente proporcional a la edad no llega a ser estadisticamente significativo.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS

Los grupos control, independientemente del tratamiento recibido, presentan una tension
arterial similar.

Las ratas genéticamente hipertensas que no fueron tratadas tienen la mayor tension
arterial del experimento. La diferencia fue significativa con respecto a los grupos control no tto y
control tto (p<<0.01) y casi significativa en el caso del grupo hta tto (p=2.67 para la sistélica y p=2.43
para la diastolica y la media). Se observa como las diferencias entre los dos grupos de hipertensas
comienzan a ser significativas a partir de la semana 12 y son claramente evidentes en la semana 15.

La tension arterial sistolica de los animales hipertensos que recibieron tratamiento resulto
ser mayor (p<0.05) que la del grupo control no tto, pero no que la del grupo control tto. Esta
diferencia se vuelve no significativa a partir de la semana 11. En el caso de la tension arterial

diastdlica y media la diferencia no result6 significativa desde un principio.

ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS

Al igual que en la edad anteriormente estudiada, la tension arterial de los grupos control
no tto y control tto es equiparable. A esta edad, también la tension arterial de las ratas hipertensas
tratadas es comparable a la de las controles. Asi, no hay diferencias estadisticamente significativas

entre la tension arterial de los grupos control no tto, control tto e hta tto.

111



En todos los casos, la tension arterial sistolica, diastolica y media de los animales
hipertensos a los que no se les dio tratamiento fue mayor, con una p<0.01, que la de los grupos

control no tto, control tto ¢ hta tto.

D-FRECUENCIA CARDIACA

La variable frecuencia cardiaca no se vié afectada ni por la edad (es comparable a las 8,

10 y 15 semanas) ni por el grupo estudiado, no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos control no tto, control tto, hta no tto e hta tto.
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E-ESTUDIO CUALITATIVO

REGIONES DEL AP:

En este estudio hemos dividido el AP en dos regiones segun el eje rostro-caudal: region rostral

y region caudal.

-Region rostral.

La region rostral se caracteriza porque sus componentes ependimarios (células
ependimarias e hypendimarias) se encuentran localizados medialmente, asimismo en la parte mas
rostral de esta region, las células ependimarias llegan a tapizar su parte medio dorsal. Por su parte,
las neuronas, los vasos y la glia estan dispuestos dorsolateralmente, por lo que a esta region la hemos
subdividido en una parte medial y dos partes laterales.

Las células ependimarias presentan nucleos redondeados u ovalados, con varios nucledlos y
algunos cilios. Las neuronas son de diferentes tamafos (mediano y pequefio), con un nicleo ovalado
que posee un nucledlo prominente (Lucchi et al, 1989). Esta region del AP, ademas de estos
componentes ependimarios y neuronales, es una zona ricamente vascularizada en la que se encuentra
una abundante cantidad de luces capilares tapizadas de endotelio, rodeadas de fibras nerviosas, asi
como diferentes tipos de células de glia, tal y como describe Lucchi y cols. en 1989. Esta parte
vascular, fibrosa y de células gliales, se encuentra localizada fundamentalmente en las partes

laterales.
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La region rostral tiene forma triangular en un corte transversal del tejido respecto al eje rostro-
caudal, cuyo vértice apunta hacia el epéndimo. Esta zona triangular es mayor en la region rostral que
en la caudal, donde aparece mas reducido. EI AP posee una importante presencia neuronal
comparable a la densidad del 6rgano subfornical. Los somas neuronales del AP en su region rostral,
tienden a ser pequenos y se disponen de forma homogénea en el parénquima del AP. Miden de 8§ a
15 um de diametro, su nucleo es ovoide y presenta un nucledlo prominente (Chernicky et al, 1980).

Las células ependimarias de la region rostral del AP se distribuyen en pocas capas y son
células redondeadas (Leslie, 1986). Aparecen muy tefiidas con los métodos de tincion
convencionales de Kliiver-Barrera. El canal ependimario es notable en la region rostral y

generalmente adquiere forma de curz; en su region dorsal aparece el AP.

-Region caudal.

En la region caudal del area postrema vemos que las neuronas son muy abundantes y ocupan la
mayor parte de esta region, es decir, su zona central y dorsal. La zona mas ventral estd ocupada por
células ependimarias e hypendimarias y la zona dorsal esta provista de fibras, vasos y células gliales.
Esta region caudal esta recubierta dorsalmente por la membrana pial. En los grupos experimentales
hemos encontrado también estos componentes sin variacion aparente con respecto al grupo control.

Las neuronas del AP en su regién caudal se disponen formando un tridangulo mas
reducido que las células de la region rostral. Asimismo las neuronas aparecen mas apretadas unas
contra otras. Las células del canal ependimario en esta region se distribuyen formando un circulo y

se pierde la forma de cruz de la region rostral.
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En general, cualitativamente hablando, el AP de los grupos controles e hipertensas
presenta una distribucion de sus componentes: células gliales, fibras nerviosas, neuronas y

vascularizacion similar, independientemente del tratamiento y de la edad estudiada.
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FIG. A

CORTE FRONTAL DEL AREA POSTREMA.
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FIG.B

CORTE FRONTAL DEL AREA POSTREMA .REGION
ROSTRAL
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FIG.C

DETALLE DEL AREA POSTREMA .REGION ROSTRAL
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FIG.D

CORTE FRONTAL DEL AREA POSTREMA.REGION CAUDAL
TINCION KLUVER - BARRERA 4X 2 X 10 AUMENTOS
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C CANAL CENTRAL
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FIG.D

CORTE FRONTAL DEL AREA POSTREMA.

REGION CAUDAL.
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F-ESTUDIO CUANTITATIVO: MORFOMETRIA

1.REGION ROSTRAL. Neuronas.

GRUPO CONTROL NO TTO
El area nuclear de las neuronas del grupo control no tratado disminuye

con la edad, de manera que encontramos diferencias entre las 10 y 15 semanas.
En estos casos, el nivel de signinficacion fue de 0.01.

Respecto al perimetro neuronal, también presentd diferencias valorables
con respecto a las dos edades estudiadas, siendo menor en las ratas de 15
semanas que en las ratas de 10 semanas de edad (p<0.01).

El factor forma fue similar a las 10 y a las 15 semanas, sin diferencias

significativas.

GRUPO CONTROL TTO

El area nuclear neuronal del grupo control que recibid tratamiento
disminuye entre las 10 y 15 semanas con una p<0.05.

El perimetro neuronal registra una disminucion con una p<0.05, desde
las 10 a las 15 semanas.

La circularidad o factor forma no se vio afectada por la edad.
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GRUPO HTANO TTO

El area nuclear de los elementos neuronales ofrece valores diferentes al
comparar las ratas de 10 semanas con las de 15 semanas teniendo éstas Ultimas
unos valores significativamente mayores que las de 10 semanas p<0.05.

El perimetro nuclear asimismo, presenta valores incrementados en las
ratas de 15 semanas con respecto a las ratas de 10 semanas p<0.05.

Respecto al factor forma no hubo diferencias signuficativas entre ambas

edades.

GRUPO HTA TTO

Las ratas hipertensas que recibieron tratamiento con captopril
experimentaron un aumento de su drea nuclear con la edad, asi las ratas
hipertensas tratadas con captopril de 10 semanas presentaron valores mas
reducidos que las de 15 semanas, p<0.05.

El perimetro nuclear también se ve afectado y las ratas de 15 semanas
manifestaron valores mayores que las ratas de 10 semanas, p<0.05.

La forma neuronal de las neuronas a nivel rostral no experimentd

variaciones significativas con el aumento de la edad.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS.

Los valores que presentan las neuronas de la region rostral del AP en
cuanto al drea nuclear son diferentes en los cuatro grupos estudiados,
presentando un mayor valor el grupo control tratado seguido del hipertenso no
tratado, p<0.01. El grupo control no tratado posee valores del area nuclear mas
pequefios que el hipertenso no tratado y finalmente el grupo hipertenso tratado
es el que tiene el valor mas bajo del area neuronal.

Cuando comparamos el perimetro neuronal de las neuronas de la region
rostral del AP observamos que no hay diferencias importantes entre los cuatro
grupos estudiados, siendo este valor s6lo un poco mayor en el grupo control
tratado.

Respecto a la forma nuclear observamos que no hay diferencias

significativas entre los cuatro grupos estudiados.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS.

A las 15 semanas las ratas hipertensas tratadas presentaron un drea
nuclear significativamente mayor que las ratas controles no tratadas y controles
tratadas, p<0.05. En el grupo de ratas hipertensas tratadas este parametro fue
mayor que en el grupo de hipertensas no tratadas aunque esta vez no fue
significativamente valorable.

El perimetro neuronal mostr6 valores equiparables en los grupos de ratas
hipertensas tratadas y no tratadas. Los grupos controles tratados y no tratados
también presentaron valores similares siendo un poco mas altos en el grupo
control tto. Por el contrario, si hubo diferencias significativas al comparar los
grupos hipertensos con los controles, teniendo estos Ultimos valores mas bajos.
P<0.01.

El factor forma no puso de manifiesto diferencias entre los grupos

estudiados siendo la esfericidad similar en todos ellos.

2.REGION ROSTRAL. Epéndimo.

El analisis morfométrico de esta poblacion celular se realiz6 en las células

ependimarias que tapizan la luz del canal ependimario.
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GRUPO CONTROL NO TTO

Los valores medios del area nuclear de los ependimocitos de la region
rostral del AP en los animales controles no tratados no presentan variacion
estadisticamente significativa relacionada con la edad.

El perimetro nuclear de los ependimocitos de la region rostral del AP
permanece relativamente constante con el paso del tiempo.

La forma nuclear de las ratas control es menor a las 15 semanas que a las
10 semanas, p<0.01.
GRUPO CONTROL TTO

El drea nuclear de los ependimocitos se mantuvo con valores muy
similares entre las 10 y las 15 semanas.

El desarrollo cariométrico del perimetro nuclear apenas presenta un
ligero cambio con la edad, no significativo.

La forma nuclear de las células ependimarias del AP rostral de los
animales control tratados con captopril, es mayor a las 15 semanas que a las 10

semanas, p<0.01.

GRUPO HTANO TTO
El area nuclear de los ependimocitos a nivel rostral del grupo
experimental de animales hipertensos no tratados no ofrece cambios importantes

estadisticamente significativos entre las 10 y 15 semanas.
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En estas ratas, no encontramos diferencias en los valores medios del
perimetro nuclear entre las 10 y 15 semanas.
Los ependimocitos apenas sufren modificaciones en su forma al pasar de

una edad a otra, permaneciendo relativamente constante su forma esférica.

GRUPO HTA TTO

El desarrollo del area nuclear de las células ependimarias rostrales de las
ratas hipertensas tratadas muestra una evolucion similar a la seguida por el resto
de los grupos estudiados. Asi, no observamos diferencias apreciables entre las
10 y 15 semanas.

Tampoco el pardmetro perimetro nuclear se ve modificado con la edad.

El factor forma de los animales hipertensos que recibieron tratamiento

presenta una mayor tendencia a la esfericidad a las 15 que a las 10 semanas

(p<0.05).
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS

El estudio comparativo entre los grupos controles e hipertensos refleja
que el area nuclear es mayor en el grupo hipertenso tratado, y el menor valor lo
presenta el grupo control tratado, p<0.05.

El desarrollo cariométrico del perimetro nuclear de los ependimocitos de
la region rostral no ofrece variaciones importantes entre los diferentes grupos a
las 10 semanas.

La circularidad es mayor en las ratas controles que en las controles

tratadas, y fue comparable en las hipertensas.

ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS

El area nuclear es mayor en el grupo de las hipertensas en comparacion
con las controles, y el grupo control no tratado es el que presenta el menor valor.

El perimetro nuclear no varia considerablemente entre los grupos
seleccionados para el experimento.

El factor forma de los animales del grupo control tratado se acerca al
valor maximo, la unidad, con diferencias significativas con respecto al control

no tratado.
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3.REGION CAUDAL. Neuronas.
GRUPO CONTROL NO TTO.

El 4rea neuronal de los animales control no tratados si presenta
diferencias significativas relacionadas con la edad.

El perimetro neuronal no presenta diferencias significativas comparando
las edades.

El pardmetro morfométrico forma nuclear no pone de manifiesto
diferencias estadisticamente significativas al comparar las edades; las ratas de 10
semanas muestran una forma neuronal mas cercana a la unidad mientras que a

las 15 semanas este valor ha descendido levemente.

GRUPO CONTROL TTO
Los valores medios del d4rea neuronal, perimetro neuronal y factor
forma en los animales control a los que se les administr6 captopril no presentan

ninguna variacion entre las edades recogidas en el experimento.

GRUPO HTANO TTO

En el drea neuronal no hay diferencias significativas al comparar las
edades de las ratas hipertensas no tratadas con captopril.

El perimetro neuronal tampoco presenta variaciones importantes entre
las 10 y 15 semanas.

La forma neuronal pone de manifiesto que a las 10 semanas se acerca

mas a la unidad disminuyendo posteriormente a las 15 semanas. P<0.01.
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GRUPO HTA TTO

El 4rea neuronal de los animales hipertensos tratados si manifiesta
diferencias significativas al comparar las dos edades estudiadas, p<0.01.

El perimetro neuronal no pone de manifiesto variaciones significativas.

La forma neuronal en este grupo refleja una diferencia significativa al
comparar las ratas de 10 y 15 semanas, siendo en las primeras mas cercana a la
unidad y disminuyendo este valor con la edad presentando a las 15 semanas una

reduccion notable. P<0.01.

ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS

Al comparar el area neuronal de los diferentes grupos estudiados
observamos que hay diferencias significativas entre el grupo hipertenso tratado
y el control tratado, p<0.05.

La grafica relativa al perimetro neuronal no manifiesta diferencias
significativas al comparar los cuatro grupos estudiados.

En lo que se refiere al factor forma observamos que el grupo de las ratas
control tratadas con captopril experimenta una disminucion respecto al grupo de
las ratas control no tratadas, p<0.01. Los grupos de las ratas hipertensas, tratadas
y no tratadas, no muestran diferencias en este valor aunque en el grupo de las
ratas hipertensas no tratadas dicho valor aparece incrementado pero sin
diferencias significativas. Los grupos de las ratas control no tratadas, hipertensas
no tratadas e hipertensas tratadas poseen una circularidad més cercana a la

unidad que el grupo de las control tratadas.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS

No hubo diferencias significativas respecto al area neuronal en todos los
grupos estudiados.

El estudio comparativo entre los diferentes animales muestra cémo el
perimetro neuronal no varia entre los diferentes grupos estudiados a la edad de
15 semanas.

Respecto a la forma neuronal vemos que la mayor tendencia a la
circularidad, lo presenta el grupo control no tratado al igual que ocurria a las 10
semanas. El grupo hipertenso tratado posee la circularidad mas reducida en
comparacion con el resto de los grupos mientras que el grupo hipertenso no
tratado tiene una circularidad mayor que el anterior. Asimismo el grupo control

tratado tiene una circularidad mas baja que el control no tratado. P<0.1.

4.REGION CAUDAL. Epéndimo.

GRUPO CONTROL NO TTO

Las células ependimarias caudales de los animales controles no tratados
ofrecen un area celular sin diferencias significativas relacionadas con la edad.

El perimetro celular si presenta variaciones significativas con la edad; a
las 10 semanas el perimetro es mayor que a las 15 semanas. P<0.05.

El factor forma no pone de manifiesto diferencias relacionadas con la

edad.
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GRUPO CONTROL TTO

El area de las células ependimarias caudales de los animales controles
tratados no presenta diferencias significativas con la edad.

El perimetro celular no manifiesta diferencias con la edad, solo
experimenta una ligera reduccion a las 15 semanas de vida.

El factor forma de este grupo no pone de manifiesto diferencias
significativas al comparar ambas edades.
GRUPO HTANO TTO

El parametro drea disminuye con la edad, P<0.05. El perimetro no
presenta diferencias significativas, y el factor forma es mayor a las 10 semanas

que a las 15 semanas.

GRUPO HTA TTO

En las ratas hipertensas tratadas, el 4rea nuclear disminuye
significativamente con la edad, siendo menor a las 15 semanas que a las 10
semanas, P<0.05.

El perimetro y el factor forma no presentan diferencias significativas

con la edad.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 10 SEMANAS

El area de las células ependimarias caudales a las 10 semanas de
desarrollo ofrece variaciones entre los grupos seleccionados, sobre todo en el
grupo control no tratado y el grupo hipertenso tratado, p<0.05.

Al comparar el perimetro de las células ependimarias caudales se pone de
manifiesto que el grupo control tratado con captopril posee el mayor valor para
este parametro, seguido por el grupo de ratas hipertensas tratadas, que a su vez
tiene un valor mas alto que el grupo de ratas hipertensas no tratadas. El valor
mas bajo lo presenta el grupo control no tratado, sin diferencias estadisticamente
significativas.

En el estudio comparativo del factor forma apreciamos que no hay
diferencias estadisticamente significativas en la esfericidad de las células entre
los grupos controles. Entre los grupos hipertensos, el mayor valor lo presenta el

grupo hipertenso no tratado, p<0.05.
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ESTUDIO COMPARATIVO A LAS 15 SEMANAS

Los resultados obtenidos en el estudio morfométrico del area son
similares al comparar los diferentes grupos, y es el grupo control no tratado el
que posee el menor valor, y el grupo hipertenso tratado, el mayor, sin ser
estadisticamente significativo.

El perimetro tiene el mismo valor en los grupos de ratas hipertensas
tratadas y controles tratadas y es mayor, aunque no significativamente diferente,
en comparacion con el grupo hipertenso no tratado. El valor mas bajo para este
parametro lo tiene el grupo control no tratado con captopril. El factor forma no
presenta diferencias estadisticamente significativas.

En resumen, en el estudio morfométrico cabe destacar que los valores del
area neuronal de las neuronas de la region rostral del AP son significativamente
mayores en las ratas hipertensas e hipertensas tratadas con captopril respecto a
las ratas controles y controles tratadas, p<0.05. En la region caudal del AP, en
cambio, no hay variaciones significativas a esta edad. Por otro lado, a las 15
semanas, los valores del perimetro neuronal de las neuronas de la region rostral
del AP, ponen de manifiesto cambios significativos; las ratas hipertensas
tratadas y no tratadas obtienen valores mayores que las ratas controles tratadas y
no tratadas con captopril, p<0.05. No se observan variaciones significativas en el
perimetro neuronal de la region caudal del AP. Los ependimocitos no

manifiestan cambios.
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G-ESTUDIO ELECTROFORETICO

La electroforesis del LCR de las ratas dio como resultado la aparicion de
cinco bandas correspondientes al LCR de las ratas SHR que no aparecian en el
LCR de las ratas WKY. La banda-1 tuvo un peso molecular de 141kDa. La
banda-2, un peso molecular de 117.5 kDa. La banda-3 correspondia a una
proteina menor, capaz de migrar mas lejos, cuyo peso molecular fue de 48 kDa.
El peso molecular de la banda-4 fue de 43.5 kDa y finalmente la banda-5, que
contenia la proteina de un tamafio menor que las demas, dio un peso molecular
de 20 kDa.

Estas bandas aparecian en el LCR de las SHRs pero no en el LCR de las
WKYs. El resto de las bandas, sin embargo, se repetian al comparar ambos
grupos. Estas cinco bandas procedentes de las SHRs, se recortaron del gel para
la posterior inmunizacidn de ratones, de forma independiente.

Ademéds, también se puede destacar que el resultado de la electroforesis
del suero de las ratas SHRs comparadas con las WKYs, puso de manifiesto la
presencia de bandas, de diferentes pesos moleculares, en el suero de las
hipertensas que no aparecian en el suero de las controles. De igual forma,
aparecian bandas en el suero de las ratas WKY's que no se encontraban en las

SHRs.
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H-INMUNOHISTOQUIMIA

En el estudio inmunohistoquimico se pone de manifiesto que:

1- Los anticuerpos primarios, anti-bandas, procedentes del suero de
ratones inmunizados con las bandas proteicas, obtenidas por electroforesis del
LCR de las ratas SHRs, marcaron algunos 6rganos circunventriculares en ratas
normotensas e hipertensas, como el 6rgano subfornical, el érgano subcomisural,
la eminencia media y el area postrema.

H-INMUNOHISTOQUIMIA

En el estudio inmunohistoquimico se pone de manifiesto que:

1- Los anticuerpos primarios, anti-bandas, procedentes del suero de
ratones inmunizados con las bandas proteicas, obtenidas por electroforesis del
LCR de las ratas SHRs, marcaron algunos o6rganos circunventriculares en ratas
normotensas e hipertensas, como el érgano subfornical, el 6rgano subcomisural,
la eminencia media y el area postrema.

-ANTICUERPO Antibanda-1:

El anticuerpo contra la banda-1, obtenido por la inmunizacion de ratones
con dicha banda, marco las siguientes estructuras en la reaccion

inmunohistoquimica:

-OSC: Fig.: OSC-1 (/,2,3): En rata WKY aparece marcado parcialmente el

epéndimo del OSC aunque no se observa material inmunoreactivo en el
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hypéndimo. El epéndimo subyacente presenta material inmunoreactivo
distribuido de forma generalizada.

En un detalle de la anterior, observamos una reaccion generalizada del
epéndimo del OSC y del subyacente, en la rata WKY, observandose material
inmunoreactivo en las regiones apical y subapical e intermedia de las células
ependimarias del OSC.

En la rata SHR, a diferencia de lo que ocurre en la rata WKY, se observa
material inmunoreactivo en todo el OSC, tanto en el estrato ependimario como
en el hypendimario.

En el detalle, a mayor aumento se observa claramente que hay marcaje en
el polo apical de la célula ependimaria, asi como en la regién periventricular,
tanto de las células hypendimarias como de las ependimarias.

Epéndimo subyacente: Tanto en la rata SHR como en la rata WKY, se
obseva marcaje regularmente distribuido por todas las células ependimarias, sin

variaciones entre ambos grupos control e hipertenso.

-EM: Fig.: EM-1 (1,2,3) En la EM de la rata WKY, con el anticuerpo contra la
banda-1, se observa un ligero marcaje en las fibras de la zona interna. Ademas,
se observo una ligera cantidad de material inmunoreactivo en el epéndimo
adyacente al nucleo arcuato, e incluso en algunas neuronas del nucleo
periventricular.

En las ratas hipertensas, se observa un ligero marcaje en las células del
epéndimo. Con este anticuerpo, a mayor aumento pueden observarse fibras

marcadas en la rata SHR que no aparecen en la WKY.
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-OSF: Fig.: OSF-1 (1,2,3) En una visioén panoramica del OSF de la rata WKY,
aparece una reaccion inmunohistoquimica generalizada del parénquima, y una
reacciéon mas intensa en el epéndimo de éste.

Se observa marcaje en la region ependimaria del OSF de la rata control, asi
como en el parénquima en el que se aprecia una reaccién generalizada con

marcaje destacado en la region perinuclear de algunas neuronas.

En la rata SHR apenas se aprecia material inmunoreactivo en el OSF.

-AP: Fig.: AP-1 (1,2,3,4) El AP de la rata control con el anticuerpo contra la
banda-1, pone de manifiesto una reaccion generalizada del parénquima del AP,
con un marcaje mas intenso en la region subpial. En la region proxima al canal
central, hay una mayor intensidad del material inmunoreactivo sobre todo en la

region perivascular.

El anticuerpo antibanda-1 reacciond ligeramente con la membrana pial
que limita con el tejido del AP de las ratas hipertensas, y se aprecian algunas
células marcadas que se corresponden con neuronas de pequefio y mediano

tamano.

-PLEXOS COROIDEOS:
Se observd ademas, un ligero marcaje de los plexos coroideos del I1I y IV

ventriculo, en ambos grupos de animales.
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FIG. OSC-1~(1)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
V 1 Ventriculo
CP Comisura Posterior

OSC Organo Subcomisural
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FIG. 0SC-1-(2)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
V Il Ventriculo
CP Comisura Posterior
OSC Organo Subcomisural
Ep Epéndimo

Hy Hypéndimo
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FIG. 0SC-1-(3)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
V III Ventriculo
Eps Epéndimo Subyacente

OSC Organo Subcomisural
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FIG. EM-1(1)

EMINENCIA MEDIA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1

EM Eminencia Media

V I Ventriculo

Z1 Zona Interna

ZE Zona Externa
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FIG. EM-1-(2)

EMINENCIA MEDIA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
NA Nucleo Arcuato
V I Ventriculo
Z1  Zona Interna
ZE Zona Externa

Ep Epéndimo
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FIG. EM-1-(3)

EMINENCIA MEDIA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
Z1  Zona Interna
ZE Zona Externa

Ep Epéndimo
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FIG. EM-1-(4)

EMINENCIA MEDIA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
V I Ventriculo

Ep Epéndimo
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FIG. OSF-1(1)

ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
F  Fornix
V I Ventriculo

OSF Organo Subfornical
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FIG. OSF-1-(2)

ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 10x 1 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 1 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-1

Ep Epéndimo

P Parénquima

OSF Organo Subfornical

F  Fornix

V  1II Ventriculo
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FIG. OSF-1-(3)

ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
Ep Epéndimo

P Parénquima
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FIG. AP-1-(1)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1

C Canal Central

AP  Area Postrema

CB Cerebelo
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FIG. AP-1-(2)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 1 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
P Parénquima

AP  Area Postrema
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FIG. AP-1-(3)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 1 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
P Parénquima

N Neurona
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FIG. AP-1-(3)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-1
N Neurona

AP Parénquima
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-ANTICUERPO Antibanda-2:

-OSC: Fig.: OSC-2 (1,2,3) En una vision panordmica se observa material
inmunoreactivo en el epéndimo subyacente al OSC y en la capa ependimaria de dicho
organo, asi como en el polo apical de la capa ependimaria del OSC de la rata WKY.
También se aprecia en todo el OSC una mayor intensidad de material inmunoreactivo
con respecto a los tejidos adyacentes.

En un detalle de la anterior, vemos a mayor aumento que el material
inmunoreactivo aparece en las células ependimarias del OSC de la rata control.

En una visiéon panordmica del OSC de la rata hipertensa, apreciamos
material inmunoreactivo en las diferentes partes del 6rgano, asi como en el epéndimo
subyacente.

En el OSC de las ratas hipertensas, con el anticuerpo antibanda-2, se
observa material inmunoreactivo en el polo apical de las células ependimarias, en la
zona infranuclear de dichas células, y en las células hypendimarias.

El epéndimo subyacente presenta material inmunoreactivo distribuido

regularmente en el polo apical y en la zona perivascular.

-EM: Fig.EM-2 (1,2,3,4): En la EM de la rata WKY con el anticuerpo antibanda-2,
observamos la presencia de material inmunoreactivo en la zona externa y en la zona
interna de la capa subependiamaria. También se observa material inmunoreactivo en
el epéndimo adyacente al nticleo arcuato.

A mayor aumento observamos que el material inmunoreactivo se
encuentra en las células, prolongaciones y terminales nerviosas. En las partes laterales
de la EM, se observa también una ligera cantidad de material inmunoreactivo en

algunas terminales de los tanicitos.
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En la EM rostral de la rata SHR con el anticuerpo contra la banda-2,
obsrvamos en una visidon panordmica un marcaje difuso con mayor intensidad del
material inmunoreactivo en el epéndimo de la EM y del adyacente del III ventriculo.
Hay una mayor intensidad en la capa subpial y perivascular de la EM.

A mayor aumento, podemos observar el marcaje del polo apical de la capa
ependimaria de la EM y ligeramente marcadas las prolongaciones basales. También
observamos material inmunoreactivo en algunas células de la zona interna.

En el epéndimo supradyacente de la rata hipertensa, con el anticuerpo
contra la banda-2, se marcé las células del epéndimo adyacente al nucleo arcuato,
encontrandose en el polo apical la mayor concentracion de material inmunoreactivo,
aunque también hay marcaje en la zona perinuclear y en algunas de las
prolongaciones basales. También se observd material inmunoreactivo en algunas

neuronas de pequefio tamafio de la zona subependimal.

-OSF: Fig.: OSF-2 (1,2,3) Con el anticuerpo contra la banda-2, se observa en las ratas
controles una leve reaccion en el parénquima del 6rgano que aumenta en intensidad
segiin nos acercamos a la capa ependimaria a este mismo aumento, y en la rata
hipertensa se aprecia una mayor intensidad de material inmunoreactivo en todo el
tejido del Organo Subfornical que aumenta en intensidad segiin nos acercamos a la
capa ependimaria.

A mayor aumento se observa mayor intensidad de marcaje de la rata SHR

al compararla con la rata WKY, detectdndose marcaje en alguna neurona.

-AP: Fig.: AP-2 (1,2,3) En una visién coronal del AP de la rata control, con el
anticuerpo contra la banda-2, observamos un ligero marcaje en la region subpial del
AP, en la membrana pial. En la parte ventral se ve un ligero marcaje en alguna

ncurona.
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En un detalle, podemos observar en la parte lateral del AP de la rata
control, un marcaje del anticuerpo antibanda-2, en la membrana pial y en un grupo de
neuronas. A mayor aumento vemos material inmunoreactivo en el AP de la rata
control, en las neuronas pequefias y de mediano tamafio de la zona laterodorsal.

En el AP de la rata SHR, con el anticuerpo antibanda-2, no se aprecia una
reaccion positiva clara, acumulandose material inmunoreactivo en la membrana pial y
en algin espacio perivascular, asi como un ligero marcaje en las neuronas y en las

células localizadas en el parénquima del AP, bajo la membrana pial.

-PLEXOS COROIDEOS:
Se observo ademads, un ligero marcaje de los plexos coroideos del III y IV

ventriculo, en ambos grupos.
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FIG. 0SC-2 (1)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 1 x 10 Aumentos
C.RATA SHR 15 SEMANAS 10x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
V I Ventriculo
CP Comisura Posterior

OSC Organo Subcomisural
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FIG. 0SC-2 (2)

ORGANO SUBCOMISURAL

A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2

V I Ventriculo

CP Comisura Posterior

OSC Organo Subcomisural

Ep Epéndimo

Hy Hypéndimo
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FIG. 0SC-2 (3)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
V 1II Ventriculo

Eps Epéndimo Subyacente
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FIG. EM-2 (1)

EMINENCIA MEDIA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x 1 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-2

EM Eminencia Media

NA Nucleo Arcuato

V 1II Ventriculo

Z1 Zona Interna

ZE Zona Externa
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FIG. EM-2 (2)

EMINENCIA MEDIA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2

NA Nucleo Arcuato

V 1III Ventriculo

Z1 Zona Interna

ZE Zona Externa

Ep Epéndimo
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FIG. EM-2 (3)

EMINENCIA MEDIA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
Z1 Zona Interna
ZE Zona Externa

Ep Epéndimo
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FIG. EM-2 (4)

EMINENCIA MEDIA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
V I Ventriculo

Ep Epéndimo
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FIG. OSF-2 (1)

ORGANO SUBFORNICAL

A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 1 x 10 Aumentos

B. RATA SHR 15 SEMANAS 10x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2

F  Fornix

V I Ventriculo

OSF Organo Subfornical

Ep Epéndimo

P Parénquima
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FIG. OSF-2 (2)
ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 25x 1x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
Ep Epéndimo

P Parénquima

177



FIG. OSE-2 (3)

ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 40x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2

P Parénquima
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FIG. AP-2(1)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
C Canal Central
AP Area Postrema

CB Cerebelo
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FIG. AP-2(2)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 1 x 10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 1 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2
N Neurona

AP Area Postrema
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FIG. AP-2 (3)

AREA POSTREMA
A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-2

P Parénquima
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-ANTICUERPO Antibanda-3:

-OSC: Fig.: OSC-3 (1,2,3) Con la banda-3, en el OSC de la rata control, WKY, se
aprecia material inmunoreactivo disperso en el OSC, encontrdndose marcaje de forma
generalizada y de ligera intensidad en el epéndimo subyacente y de forma similar en el
OSC de la rata hipertensa, SHR, se observa material inmunoreactivo disperso en el OSC
y también en el epéndimo subyacente. Al comparar el OSC del grupo SHR con el control,
no se encontraron cualitativamente diferencias destacables.

-EM: Fig. EM-3 (1,2,3) En la rata control, en una visién panoramica de la EM de la rata,
aparece una zona marcada de fribras que pasan por la zona interna de la EM. También se
observa un ligero marcaje en la la zona interna que limita con la membrana pial.

En el detalle de la EM de la rata control, se confirma el marcaje de las

fibras de la zona interna con el anticuerpo antibanda-3 y cerca de la membrana pial en la
zona externa.
Observamos muy poco marcaje, solamente destacar una mayor intensidad en la zona
externa limitando con la membrana pial. A mayor aumento, observamos que la mayor
cantidad de material inmunoreactivo aparece en la zona perivascular y se aprecia ademas
un ligero marcaje en la parte central de la zona interna.

En una vision panordmica de la EM de la rata SHR, podemos observar que
con el anticuerpo contra la banda-3, no se observa marcaje en el parénquima,
observandose una ligera cantidad de material inmunoreactivo en la capa ependimaria y en
la zona externa de la EM.

En un detalle de la anterior, observamos que en el parénquima apenas hay

marcaje, apareciendo sélo en la zona ependimaria.

-OSF: Fig.: OSF-3 (1,2,3,4,5) En la rata control, el OSF presenta una cantidad muy leve

de material inmunoreactivo al utilizar el anticuerpo contra la banda-3, que se extiende por
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el parénquima del OSF, observandose a mayor aumento cierto marcaje en algunos
cuerpos neuronales, asi como en el epéndimo que limita con el III ventriculo.

En la rata hipertensa, observamos gran cantidad de material
inmunoreactivo en todo el parénquima del OSF y especificamente en algunas neuronas de
pequefio y mediano tamano de este 6rgano. También se observa un ligero marcaje en el
epéndimo del OSF y del epéndimo ventricular adyacente, asi como en los plexos
coroideos.

En la rata hipertensa, observamos gran cantidad de material
inmunoreactivo en todo el parénquima del OSF y especificamente en algunas neuronas de
pequeiio y mediano tamano de este 6rgano. También se observa un ligero marcaje en el
epéndimo del OSF y del epéndimo ventricular adyacente, asi como en los plexos
coroideos.

Al comparar las ratas controles con las hipertensas, observamos que
cualitativamente existe una mayor intensidad de la reaccion inmunohistoquimica,

exclusivamente en el OSF de los animales hipertensos al compararlos con los controles.

-AP: Fig.: AP-3 (1,2,3,4,5,6) En la rata WKY el AP no se marca con el anticuerpo contra
la banda-3 y solo se aprecia una ligera cantidad de material inmunoreactivo en el
epéndimo que tapiza el canal central.

En la rata SHR, al igual que en la rata WKY, no se observa material
inmunoreactivo en el AP con el anticuerpo antibanda-3, y solo se aprecia un ligero
marcaje en el epéndimo del canal central, y a mayor aumento, se puede apreciar algunas
neuronas marcadas.

Al comparar ambos grupos, no se aprecian diferencias cualitativas.
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FIG. OSC-3 (1)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
V 1II Ventriculo
CP Comisura Posterior

OSC Organo Subcomisural
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FIG. OSC-3 (2)

ORGANO SUBCOMISURAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 20 x 2 x10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10x 2 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3

V 1II Ventriculo

CP Comisura Posterior

OSC Organo Subcomisural

Ep Epéndimo

Hy Hypéndimo
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FIG. OSC-3 (2)

ORGANO SUBCOMISURAL

A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
V 1II Ventriculo

Ep Epéndimo
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FIG. EM-3 (1)

EMINENCIA MEDIA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 4 x 2 x10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3

EM Eminencia Media

NA Nicleo Arcuato

V 1II Ventriculo

/1 Zona Interna

ZE Zona Externa
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FIG. EM-3 (2)

EMINENCIA MEDIA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3

NA Nucleo Arcuato

V I Ventriculo

Z1 Zona Interna

ZE Zona Externa

EP Epéndimo
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FIG. EM-3 (3)

EMINENCIA MEDIA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x10 Aumentos
Z1 Zona Interna
ZE Zona Externa

EP Epéndimo
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FIG. OSF-3 (1)

ORGANO SUBFORNICAL
A. RATA WKY 15 SEMANAS 4x 2 x10 Aumentos
B.RATA SHR 15SEMANAS 4x 2 x10 Aumentos
F Fornix
V 1II Ventriculo

OSF Organo Subfornical
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FIG. OSF-3 (2)

ORGANO SUBFORNICAL

A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 2 x10 Aumentos
Ep Epéndimo

P Parénquima
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FIG. OSE-3 (3)

ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 20 x1.25 x10 Aumentos
B. RATA SHR 15 SEMANAS 10 x1.25 x10 Aumentos
P Parénquima
Ep Epéndimo

N Neurona
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FIG. OSF-3 (4)

ORGANO SUBFORNICAL
A.RATA WKY 15 SEMANAS 20 x2 x10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 20 x2 x10 Aumentos
P Parénquima
Ep Epéndimo

Plc Plexos Coroideos
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FIG. OSF-3 (5)

ORGANO SUBFORNICAL
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x2 x10 Aumentos

Plc Plexos Coroideos
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FIG. AP-3 (1)

AREA POSTREMA

A. RATA WKY 15 SEMANAS 4 x2 x10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 4 x2 x10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3

C Canal Central
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FIG. AP-3 (2)

AREA POSTREMA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 10x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
P Parénquima

AP Area Postrema
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FIG. AP-3 (3)

AREA POSTREMA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3

AP Area Postrema
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FIG. AP-3 (4)

AREA POSTREMA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 40x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
P Parénquima

N Neurona
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FIG. AP-3 (5)

AREA POSTREMA
B. RATA SHR 15 SEMANAS 10x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
C Canal Central
Ep Epéndimo

AP Area Postrema
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FIG. AP-3 (6)

AREA POSTREMA

A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
C Canal Central

Ep Epéndimo
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-Otras estructuras que se marcan con la banda-3 en el grupo control:

Con el anticuerpo contra la banda-3 se aprecié marcaje neuroanl en
algunas neuronas del nucleo periventricular hipotalamico (NpeV) y multiples células
en los nlcleos magnocelulares, paraventricular (NPV) y supradptico (NSO)
hipotaldmicos del grupo control.

En cambio, en los animales hipertensos no se observd marcaje ni en el
nlcleo paraventricular ni en el supradptico, sélo se observdé marcaje en alguna

neurona aislada en el nucleo periventricular hipotalamico.

-PLEXOS COROIDEOS:
También aparecieron marcados los plexos coroideos del III y IV ventriculo, de

ambos grupos de animales.

-ANTICUERPO Antibanda-4:

No se pudo obtener este anticuerpo al inmunizar los ratones con la banda-
4 obtenida de la electroforesis del LCR de la rata hipertensa, ya que la mayor parte de
los ratones inmunizados murieron, y del suero de los que sobrevivieron, no logramos
visualizar la reaccion inmune con dicho anticuerpo, en ninguno de los 6rganos que

hemos estudiado.

-ANTICUERPO Antibanda-5:

Al igual que ocurriéo con el antibanda-4, el anticuerpo antibanda-5 no

pudimos visualizarlo ya que la mayor parte de los ratones murieron.
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FIG. NpeV-3(1)

NUCLEO PERIVENTRICULAR
A.RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
V 1II Ventriculo

NpeV Nucleo Periventricular
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FIG. NpeV-3(2)

NUCLEO PERIVENTRICULAR
A.RATA WKY 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
B.RATA SHR 15 SEMANAS 40 x 2 x 10 Aumentos
ANTICUERPO ANTIBANDA-3
V I Ventriculo

NpeV Nucleo Periventricular
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FIG. NPV-3(1)

NUCLEO PARAVENTRICULAR

A. RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos

B.RATA SHR 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3

V 1II Ventriculo

NPV Nucleo Paraventricular
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FIG. NPV-3(2)

NUCLEO PARAVENTRICULAR

A.RATA WKY 15 SEMANAS 25 x 2 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3

NPV Nucleo Paraventricular
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FIG. NSO-3(1)

NUCLEO SUPRAOPTICO

A. RATA WKY 15 SEMANAS 10 x 2 x 10 Aumentos

B. RATA WKY 15 SEMANAS 20 x 2 x 10 Aumentos

ANTICUERPO ANTIBANDA-3
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2-0Otros anticuerpos utilizados como anti-vasopresina, anti-angiotensina II,
anti-ECA y anti-alfaMSH, no marcaron las neuronas del AP de ratas WKYs y ratas
SHRs, segun los métodos de Sternberger et al, (1977), el método de la Avidina-
Biotina y de la Estreptoavidina-Biotina.

Aunque en el AP no detectamos, por inmunohistoquimia, angiotensina II,
vasopresina, ECA o alfa-MSH, en otras estructuras, en cambio, si observamos
inmunoreactividad al emplear los mismos anticuerpos y métodos. Estos organos
fueron; el o6rgano subfornical, la eminencia media, nucleo supradptico, nucleo

paraventricular y 6rgano subcomisural.
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RESUMEN DE RESULTADOS

A-PESO

En todos los grupos hay una ganancia ponderal relacionada con el
crecimiento. A todas las edades, las ratas control tratadas con captopril pesaron mas
que las control no tratadas, y ambas, a su vez, pesaron mds que las ratas hipertensas,
tanto tratadas como no tratadas entre las cuales no hay diferencias importantes.

P<0.01.

B-BEBIDA

Tanto el consumo de agua como de salino tienden a ascender ligeramente,
aunque de forma no significativa en la mayoria de los casos, con la edad, aunque si
encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto al consumo de agua
en el grupo hta no tto entre las 10 y 15 semanas. P<0.05.

A las 10 y 15 semanas, las ratas control con tratamiento y sin tratamiento
bebieron mayor cantidad de agua que las hipertensas tratadas y no tratadas. Por el
contrario, los animales hipertensos consumieron mayor cantidad de salino que los
controles. El grupo control no tto consumi6 significativamente mas agua que salino,
mientras que el grupo control tto bebid practicamente la misma cantidad de ambos
fluidos por lo que encontramos variaciones significativas entre ambos grupos control
a favor del grupo tratado en cuanto al consumo de salino, pero no hay diferencias en
cuanto al agua. Ambos grupos de ratas hipertensas consumieron mas salino que agua,

no hallandose diferencias entre ellas.
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C-TENSION ARTERIAL

La tension arterial tanto sistolica como diastolica y media de los animales
control tratados y no tratados, no muestra diferencias significativas entre las 10 y 15
semanas.

En el caso del grupo hta no tto, la tension arterial no presenta diferencias
significativas entre las 10 y las 15 semanas, como tampoco las hay en el grupo hta tto
aunque en este caso tiende a disminuir.

Los grupos control, independientemente del tratamiento recibido,
presentan una tension arterial similar a todas las edades. Las ratas genéticament
hipertensas que no fueron tratadas tienen una tension arterial superior a la de los
grupos control, tanto a las 10 como a las 15 semanas. También es superior a la que
presentan las ratas hipertensas tratadas con captopril, aunque esta diferencia entre los
dos grupos de hipertensas comienza a ser significativa a partir de la semana 12 y es
claramente evidente en la semana 15. La tension arterial de las ratas hipertensas
tratadas es comparable a la de las controles. Asi, no hay diferencias estadisticamente
significativas entre la tension arterial de los grupos control no tto, control tto e hta tto

a las 15 semanas.

D-FRECUENCIA CARDIACA

La variable frecuencia cardiaca no se vi6 afectada ni por la edad ni por el

grupo estudiado, presentando valores comparables entre todos ellos.

209



E-ESTUDIO CUALITATIVO

Todos los grupos incluidos en el estudio, controles y experimentales,
presentan una distribucién de sus componentes (células gliales, fibras nerviosas,

neuronas) y una vascularizacion similar.

F-ESTUDIO CUANTITATIVO

1. REGION ROSTRAL. Neuronas.

El 4rea neuronal disminuye proporcional y significativamente con la edad
en los grupos de ratas controles y controles tratadas con captopril, sin embargo, en los
grupos de las ratas hipertensas e hipertensas tratadas, el area neuronal experimenta un
aumento progresivo desde las 10 semanas hasta las 15 semanas, sobre todo en el
grupo de las ratas hipertensas tratadas en las que aumenta notablemente con la edad.

Respecto al tratamiento, el grupo control tto obtuvo un valor mayor del
area neuronal que el grupo control no tto y en el caso de las ratas hipertensas tratadas,
el area neuronal fue mayor que en el grupo de las ratas hipertensas no tratadas.

El perimetro neuronal de los grupos control y control tto disminuye con
la edad mientras que en los grupos hipertensa e hipertensa tto aumenta con la edad.
Asimismo, las ratas hipertensas, tratadas y no tratadas, tienen un perimetro neuronal
mayor que las ratas controles, tratadas y no tratadas. El grupo de las ratas control tto
tiene mayor perimetro neuronal que el grupo control no tto pero el grupo de las ratas

hipertensas no presentan diferencias significativas en cuanto al perimetro neuronal.
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El factor forma no presentd variaciones significativas entre los cuatro

grupos estudiados y segtin las edades.

2. REGION ROSTRAL. Epéndimo.

El area nuclear de los ependimocitos de la region rostral presenta unos
valores similares al comparar los grupos a las dos edades estudiadas. Asi, los
resultados obtenidos del estudio morfométrico a la edad de 15 semanas son
superponibles a los obtenidos a las 10 semanas y no varian considerablemente entre
los grupos seleccionados para el experimento.

El desarrollo cariométrico del perimetro nuclear permanece
relativamente constante con el paso del tiempo en los grupos control, control tto e
hipertenso tto y en el grupo hipertenso no tto, sin diferencias en los valores del
perimetro nuclear entre las 10 y 15 semanas. En general, el perimetro nuclear no varia
significativamente entre los grupos seleccionados para el experimento.

La forma nuclear no presenta cambios significativos en los cuatro grupos
entre las 10 y las 15 semanas. Atendiendo a los grupos estudiados, a las 10 semanas,
la circularidad es mayor en las ratas controles no tratadas que en las controles tratadas
y fue comparable en las ratas hipertensas tratadas y no tratadas. A las 15 semanas, el
factor forma de los animales del grupo control tto, se acerca a la unidad, con
diferencias significativas con respecto al grupo control no tto. Es similar entre los

grupos de hipertensas.
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3. REGION CAUDAL. Neuronas.

El 4rea neuronal no presenta diferencias significativas al
comparar los grupos objeto de estudio a las 15 semanas. A las 10 semanas se
establecen diferencias entre el grupo hipertenso tratado y el control tratado.

Respecto al perimetro neuronal no hay variaciones entre las
edades recogidas en el experimento ni diferencias significativas al comparar los
cuatro grupos estudiados.

El factor forma, tanto a las 10 semanas como a las 15 semanas, es
mayor en el grupo de las ratas control no tratadas con captopril en comparacion con el
resto de los grupos. El grupo hipertenso tratado posee la circularidad mas reducida a

las 15 semanas.

4. REGION CAUDAL. Epéndimo.

El area de los ependimocitos de la region caudal es similar en los grupos
estudiados a las 15 semanas.

El perimetro a las 15 semanas es menor que a las 10 semanas, en los
cuatro grupos estudiados. El perimetro mayor lo alcanza el grupo control tratado con
captopril y el valor mas bajo lo presenta el grupo de ratas control no tratadas.

El factor forma no presenta variaciones significativas con la edad y la

esfericidad es similar en los cuatro grupos estudiados.
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G-ESTUDIO ELECTROFORETICO

La electroforesis del LCR de ratas SHRs y de ratas WKY's, dio como resultado la
aparicion de cinco bandas de diferentes pesos moleculares procedentes del LCR de las
primeras que no aparecian en las ratas controles. El resto de las bandas, al comparar el
patron de bandas de ambos grupos, fue similar. Estas cinco bandas se utilizaron para
la induccién de anticuerpos tras la inmunizacion de ratones, cada raton inmunizado

con una banda diferente.

Cabe destacar que la electroforesis del suero de las ratas SHRs y de las ratas
WKYs, puso de manifiesto la presencia de bandas diferentes en el suero de las

hipertensas que no se encontraban en las WKYs.
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H-INMUNOHISTOQUIMIA

Como ya hemos mencionado, las bandas obtenidas de la electroforesis del LCR
de SHR se utilizaron para inmunizar ratones y de €stos se obtuvieron anticuerpos que
marcaron, mediante el método de la peroxidasa, algunos 6rganos circunventriculares
de ratas normotensas e hipertensas, como el organo subfornical, el organo
subcomisural, la eminencia media y el area postrema, ademés de estructuras
hipotalamicas como el nucleo paraventricular y el supradptico. Los anticuerpos
obtenidos de esta forma marcaron diferencialmente las estructuras de las ratas SHR y
WKY. Los anticuerpos fueron los siguientes: antibanda-1, antibanda-2, antibanda-3,

antibanda-4 y antibanda-5.

-Anticuerpo Antibanda-1:

-OSC:

El anticuerpo antibanda-1 marco el epéndimo del OSC de la rata WKY,
encontrandose material inmunoreactivo en las regiones apical y subapical e
intermedia de las células ependimarias del OSC.

En la rata SHR se observa material inmunoreactivo en todo el OSC, al contrario
de lo que ocurre en la rata WKY.

En ambas cepas se observa marcaje distribuido por todas las células

ependimarias.
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-EM:
La rata WKY presenta un ligero marcaje en las fibras de la zona interna. La rata
SHR presenta un ligero marcaje en las células del epéndimo y aparecen fibras
marcadas en la rata hipertensa que no aparecen en la control.
-OSF:
En la rata WKY, se pone de manifiesto un marcaje en la region ependimaria del
OSF y en algunas neuronas del parénquima.
En la rata SHR apenas se observa material inmunoreactivo en el OSF.

-AP:
En la rata WKY aparece marcada la region subpial del AP y la region proxima al
canal central, sobre todo la region perivascular.

En la rata SHR, se pone de manifiesto una reaccién inmunohistoquimica débil en

la membrana pial que limita con el AP.

-Anticuerpo Antibanda-2:

-OSC:

En la rata WKY el material inmunoreactivo aparecié en todo el OSC y en las
células ependimarias del mismo.

En la rata SHR, el material inmunoreactivo aparecio en diferentes zonas del OSC,
sobre todo en el polo apical de las células ependimarias y en la zona infranuclear de
dichas células. El epéndimo subyacente presenta material inmunoreactivo distribuido

regularmente.
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-EM:
La rata WKY presentdé material inmunoreactivo en la zona externa e interna de la
capa subependimaria y en el epéndimo adyacente al Nucleo Arcuato. El marcaje

aparece en las células, prolongaciones de los tanicitos y en las terminales nerviosas.

La rata SHR mostré material inmunoreactivo en la zona del epéndimo de la
EM vy del adyacente del III ventriculo. Aparece marcaje en el polo apical de la capa

ependimaria de la EM y ligeramente en las prolongaciones basales.

-OSF:

La rata WKY presenta un ligero marcaje en el parénquima del OSF que
aumenta en intensidad a medida que nos aproximamos a la capa ependimaria.

La rata SHR presenta una mayor cantidad de material inmunoreactivo con el
antibanda-2 en todo el tejido del OSF.

Al comparar la rata SHR con la WKY, apreciamos una mayor intensidad del

marcaje en el OSF de la rata SHR que en la rata WKY.

-AP:

La rata WKY con el antibanda-2, present6 ligero marcaje en la parte lateral del
AP, en la membrana pial y un ligero marcaje en la region subpial del AP.

En el AP de la rata SHR no se aprecia una reaccion positiva nitida. Se acumula
material inmunoreactivo en la membrana pial, y se aprecia un ligero marcaje en las

neuronas y en las células del parénquima del AP, bajo la membrana pial.
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-Anticuerpo Antibanda-3:

-OSC:

La rata WKY presentd6 material inmunorectivo disperso en el OSC,
encontrandose marcaje deligera intensidad en el epéndimo subyacente.

Con el anticuerpo antibanda-3 se aprecia material inmunoreactivo disperso en el
OSC y en el epéndimo subyacente de la rata SHR. No hubo diferencias cualitativas al
comparar la reaccion inmunohistoquimica producida en el OSC de las ratas WKY y
las SHR.

-EM:

La rata WKY presenta material inmunoreactivo en la zona interna de la EM y un
ligero marcaje en a zona externa que limita con la membrana pial. La mayor cantidad
de material inmunoreactivo aparece en la zona perivascular.

La rata SHR no presenta marcaje en el parénquima de la EM, observandose
ligera cantidad de material inmunoreactivo en la capa ependimaria y la zona externa
de la EM.

-OSF:

En la rata WKY el parénquima del OSF aparece marcado, asi como el epéndimo
que limita con el III ventriculo.

En la region de los plexos coroideos se aprecia mayor marcaje.

En la rata SHR hubo gran cantidad de material inmunoreactivo en todo el
parénquima del OSF y especificamente en algunas neuronas de pequefio y mediano
tamano. Hay ademas, un liegro marcaje en el epéndimo del OSF y en el epéndimo
ventricular adyacente, asi como en los plexos coroideos. Al comparar las ratas WKY
con las SHR observamos que cualitativamente existe una mayor intensidad de la

reaccion inmunohistoquimica en el OSF de las ratas SHR.
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-AP:

El AP de la rata WKY no manifestd reaccion inmunohistoquimica con este
anticuerpo. So6lo hubo una ligera cantidad de material inmunoreactivo en el epéndimo
que tapiza el canal central.

En la rata SHR, al igual que en la WKY, no se observa material inmunoreactivo
en el AP, solo se manifiesta en el epéndimo del canal central.

En las ratas SHR y WKY no hay material inmunoreactivo destacable y al comparar
ambos grupos no se aprecian diferencias cualtivativas en esta zona y con el anticuerpo
antibanda-3.

Con el anticuerpo antibanda-3, en el grupo de las ratas control, se aprecia
marcaje en neuronas del niicleo periventricular hipotalamico y en multiples células de
los nucleos magnocelulares, paraventricular y supradptico hipotaldmicos.

En las ratas hipertensas no se aprecia marcaje en el nucleo paraventricular ni en

el supradptico, s6lo en algunas neuronas del nicleo periventricular hipotalamico.
Cabe destacar que los plexos coroideos del III y del IV ventriculo aparecieron
marcados con los tres anticuerpos mencionados, tanto en el grupo control como en el

experimental.

-Anticuerpo Antibanda-4:

No se obtuvieron anticuerpos contra la banda-4.

-Anticuerpo Antibanda-5:

No se obtuvieron anticuerpos contra la banda-5.
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Otros Anticuerpos:

Las neuronas del drea postrema de ratas hipertensas y de ratas normotensas, no
presentan marerial inmunoreactivo frente a los anticuerpos primarios: anti-
vasopresina, anti-angiotensina II, anti-ECA y anti-alfaMSH, segliin el método de la
avidina-biotina, estreptoavidina-biotina y el método de Sternberger et al, (1977).

Aunque en el AP no detectamos, por inmunohistoquimia, angiotensina II,
vasopresina, ECA o alfa-MSH, en otras estructuras, en cambio, si observamos
inmunoreactividad al emplear los mismos anticuerpos y métodos. Estos organos
fueron; el o6rgano subfornical, la eminencia media, nucleo supradptico, nucleo

paraventricular y 6rgano subcomisural.

219



TABLAS
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TABLA DE PESOS

GRUPO CONTROL NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARCI16
ARC17
ARCI18
ARCI19
ARC20

315 grs.
340 grs.
350 grs.
315 grs.
370 grs.

MEDIA: 338 grs.
DESV. STANDAR: 23.61
ERROR STANDAR: 10.56

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARC21
ARC22
ARC23
ARC24
ARC25

440 grs.
455 grs.
455 grs.
490 grs.
420 grs.

MEDIA: 452 grs.
DESV. STANDAR: 25.64
ERROR STANDAR: 11.47
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TABLA DE PESOS

GRUPO CONTROL TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC6 390 grs.

ARC7 400 grs. MEDIA: 388 grs.
ARC8 420 grs. DESV. STANDAR: 34.21
ARC9 400 grs. ERROR STANDAR: 15.30

ARCI10 330 grs.

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARCI11 480 grs.

ARC12 500 grs. MEDIA: 488 grs.
ARC13 500 grs. DESV. STANDAR: 15.25
ARC14 465 grs. ERROR STANDAR: 6.82

ARCI15 495 grs.
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TABLA DE PESOS

GRUPO HTA NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARH6 255 grs.

ARH7 260 grs. MEDIA: 267 grs.

ARH8 260 grs. DESV. STANDAR: 12.04
ARH9 280 grs. ERROR STANDAR: 5.39

ARHI10 280 grs.

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH16 340 grs.

ARHI17 350 grs. MEDIA: 321.25 grs.
ARHI8 310 grs. DESV. STANDAR: 29.55
ARHI9 murio alas 13s. ERROR STANDAR: 14.77
ARH20 285 grs.
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TABLA DE PESOS

GRUPO HTA

TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARHI11
ARHI12
ARHI13
ARH14
ARHI15

260 grs.
230 grs.
255 grs.
250 grs.
240 grs.

MEDIA: 247 grs.
DESV. STANDAR: 12.04
ERROR STANDAR: 5.39

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH21
ARH22
ARH23
ARH24
ARH25

315 grs.
310 grs.
340 grs.
350 grs.
315 grs.

MEDIA: 326 grs.
DESV. STANDAR: 17.82
ERROR STANDAR: 7.97
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DIA AGUA/ml

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

BEBIDA

GRUPO CONTROL NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

40.4
22.4
22.8
25.4
254
26.6
24.6
25.6
23.2
23.2
25.6
25.0
26.2
26.2

SALINO/ml
14.0
10.2
10.4
8.6
13.0
6.6
11.8
12.0
18.8
18.8
8.0
13.0
12.4
14.6

MEDIA: 25.90 ml MEDIA: 12.30 ml
DESV. STAN.: 4.39 DESV. STAN.: 3.58
ERROR STAN.: 1.17 ERROR STAN.: 0.96
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ANIMALES DE 15 SEMANAS

DIA AGUA/ml SALINO/ml
57 260 14.0
58 21.6 14.2
59 21.8 14.4
60 29.6 5.8
61 282 6.6
62 304 4.0
63 464 5.6
64 29.6 6.0
65 13.8 6.6
66 13.8 6.6
67 284 4.0
68 30.8 6.8
69 298 5.8
70 31.2 8.8
71 30.0 9.8
72 284 7.2
73 30.0 4.0
74 23.6 7.0
75 384 6.4
76 25.6 8.4
77  34.6 12.2

78 35.6 11.0
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79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
&9
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

31.8
31.8
26.4
33.6
30.8
34.0
38.4
29.6
29.6
30.0

26.4
35.8
28.6

36.4
32.7
32.7
33.2
29.8
30.8

31.2
36.0
38.4
38.4

8.4
8.4
10.2
15.0
7.2
12.4
4.6
9.5
9.5
9.2
9.2
12.4
12.0
11.6
6.9
6.9
11.6
13.2
9.8
14.8
9.6
8.8
8.8
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102
103
104
105

30.8
35.4
33.2
31.0

MEDIA:

DESV. STAN.: 5.72
ERROR STAN.: 0.8

13.2
11.6
8.0
9.6

MEDIA: 9.13m
DESV. STAN.: 3.0
ERROR STAN.: 0.43
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BEBIDA

GRUPO CONTROL TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

DIA AGUA/ml

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

25.8
25.8
28.6
32.6
35.0
26.0
26.0
25.2
19.0
19.0
26.0
23.0
24.8
25.0

MEDIA: 25.85 ml
DESV. STAN.: 4.68
ERROR STAN.: 1.3

SALINO/ml

274
274
11.2
26.2
25.8
29.0
29.0
26.2
29.0
29.0
23.8
294
35.6
35.0

MEDIA: 27.43 ml
DESV. STAN.: 6.18
ERROR STAN.: 1.78
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ANIMALES DE 15 SEMANAS

DIA AGUA/ml

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

273
273
28.4
36.0
34.4
28.0
28.0
25.2
21.0
21.0
24.0
22.6
26.6
17.0
26.0
23.2
23.2
28.0
24.8
22.0
32.0
32.4
27.0
27.0

SALINO/ml

25.2
25.2
12.2
26.6
27.0
26.4
26.4
28.8
31.4
31.4
27.4
30.8
36.6
25.2
29.2
28.2
28.2
24.0
22.6
17.2
24.2
21.8
18.8
20.0
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81
82
83
84
85
86
87
88
&9
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

24.8
29.2
24.0
28.4
27.6
29.0
29.0
254
31.8
27.4
27.0
314
28.0
28.0
24.8
30.0
28.0
37.4
24.0
30.8
30.8
26.8
25.2
29.0
29.0

24.0
19.2
24.0
27.6
32.0
20.6
20.6
26.6
22.6
28.6
24.8
26.8
25.6
25.6
23.0
18.4
22.6
21.0
19.6
23.6
23.6
294
28.0
31.0
31.0
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MEDIA: 2733 ml MEDIA: 25.20 ml
DESV. STAN.: 390 DESV. STAN.: 4.62
ERROR STAN.: 0.57 ERROR STAN.: 0.67
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BEBIDA

GRUPO HTA NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

DIA AGUA/mI SALINO/ml

57 197 40.0

58 19.7 40.1

59 18.8 60.8

60 272 51.0

61 14.2 25.0

62 20.6 46.0

63 20.6 34.8

64 25.0 34.8

65 16.0 41.2

66 16.0 41.2

67 18.0 38.2

68 22.4 45.2

69 22.0 35.6

70 164 27.2
MEDIA: 19.77 ml MEDIA:  40.08 ml
DESV. STAN.: 3.94 DESV. STAN.: 9.93

ERROR STAN.: 1.1 ERROR STAN.: 2.87
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ANIMALES DE 15 SEMANAS

DIA AGUA/ml SALINO/ml
57 20.1 38.3
58 20.1 38.3
59 19.0 46.2
60 18.8 25.2
61 212 24.8
62 220 38.8
63 220 38.8
64 144 39.2
65 14.6 28.6
66 14.6 28.6
67 17.6 17.4
68 19.8 36.0
69 220 39.2
70 144 31.2
71 18.6 18.8
72 26.0 25.6
73 26.0 25.6
74 19.0 37.2
75  20.0 33.0
76 20.0 33.0
77 17.8 26.6
78 33.2 39.4
79 18.6 38.4
80 204 39.4

81 154 37.4
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82
83

MEDIA: 20.08 ml
DESV. STAN.: 3.50
ERROR STAN.: 0.5

84
85
86
87
88
89
90
91
92
%
94
95
96
97
08
99
100
101
102
103
104
105

20.4
22.4

22.8
16.8
20.6
20.6
18.0
22.0
21.6
17.5
18.5
20.2
20.2
23.0
12.5
18.5
19.5
23.0
21.5
21.5
20.2
23.0
22.0
22.0

53.2
47.8
MEDIA:

38.36 ml

DESV. STANDAR: 10.69
ERROR STANDAR: 1.56

56.0
37.6
58.8
58.8
51.8
64.8
41.6
29.0
32.0
48.7
48.7
28.0
50.0
35.5
28.0
44.0
40.7
40.7
37.7
50.0
35.2
36.0

235



BEBIDA

GRUPO HTA TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

DIA AGUA/ml SALINO/ml

57 15.8 36.7

58 159 36.8

59 174 36.0

60 19.0 43.4

61 15.6 31.0

62 17.0 38.0

63 17.0 38.0

64 16.2 33.6

65 12.0 36.2

66 12.0 36.2

67 17.8 26.4

68 16.8 34.8

69 17.0 55.0

70 12.6 32.8
MEDIA: 15.87 ml MEDIA: 36.78 ml
DESV. STAN.: 2.36 DESV. STAN.: 7.08

ERROR STAN.: 0.68 ERROR STAN.: 2.04
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DIA
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

ANIMALES DE 15 SEMANAS

AGUA/ml
229
22.9
20.8
24.0
25.6
20.0
20.0
18.8
18.0
18.0
11.0
16.6
15.6
13.0
18.0
214
214
24.8
19.6
24.0
21.6
234
32.0
28.2

SALINO/ml

45.3
45.3
31.8
29.2
25.2
34.0
34.0
28.4
35.0
35.0
51.8
55.4
41.0
40.8
30.6
41.0
41.0
41.2
58.4
42.0
46.4
38.6
30.0
30.6
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81 28.2
82 27.6

MEDIA: 22.89 ml
DESV. STAN.: 5.29
ERROR STAN.: 0.7

83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
08
99

100 27.0
27.0
102 22.0

101

21.6
15.8
29.8
28.0
28.0
24.8
24.2
27.0
26.0
26.0
16.6
16.6
16.8
20.4
25.0
20.2
25.2

44.0
53.8

MEDIA: 45.32 ml
DESV. STAN.: 13.03
ERROR STAN.: 1.90

52.8
47.6
30.4
48.8
48.8
39.2
54.2
49.0
49.6
52.6
70.4
70.4
55.8
66.0
58.8
33.6
48.4
51.8
51.8
40.0
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103 23.6 58.0
104 21.6 62.0
105 25.8 76.2
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TENSION

ARTERIAL

SISTOLICA

GRUPO CONTROL NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARCI16
ARC17
ARCI18
ARCI19
ARC20

157.2 mmHg
137.8 mmHg
154.2 mmHg
146.2 mmHg
148.6 mmHg

MEDIA: 148.80 mmHg
DESV. STANDAR: 7.54
ERROR STANDAR: 3.37

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARC21
ARC22
ARC23
ARC24
ARC25

133.0 mmHg
135.2 mmHg
149.4 mmHg
145.4 mmHg
142.0 mmHg

MEDIA: 141.0 mmHg
DESV. STANDAR: 6.87
ERROR STANDAR: 3.07
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TENSION ARTERIAL
SISTOLICA

GRUPO CONTROL TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC6 188.5 mmHg

ARC7 145.0 mmHg MEDIA: 152.45 mmHg
ARC8 128.3 mmHg DESV. STANDAR: 23.07
ARCY9 159.8 mmHg ERROR STANDAR: 10.32

ARC10 140.7 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARCI11 117.2 mmHg

ARC12 162.2 mmHg MEDIA: 152.16 mmHg
ARCI13 148.2 mmHg DESV. STANDAR: 21.02
ARC14 169.0 mmHg ERROR STANDAR: 9.40

ARC15 164.2 mmHg
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TENSION ARTERIAL
SISTOLICA

GRUPO HTA NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARH6 203.6 mmHg

ARH7 159.0 mmHg MEDIA: 189.92 mmHg
ARH8 206.6 mmHg DESV. STANDAR: 22.67
ARH9 172.4 mmHg ERROR STANDAR: 10.14

ARH10 208.0 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARHI16 175.8 mmHg

ARHI17 187.8 mmHg MEDIA: 186.2 mmHg
ARH18 199.2 mmHg DESV. STANDAR: 9.96
ARH19 muri6 a las 13 sem. ERROR STANDAR: 4.98
ARH20 182.0 mmHg
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TENSION ARTERIAL

SISTOLICA

GRUPO HTA TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARHI11
ARHI12
ARHI13
ARH14
ARHI5

170.5 mmHg
172.0 mmHg
168.3 mmHg
185.7 mmHg
159.5 mmHg

MEDIA: 171.20 mmHg
DESV. STANDAR: 9.43
ERROR STANDAR: 4.22

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH21
ARH22
ARH23
ARH24
ARH25

160.6 mmHg
148.2 mmHg
174.2 mmHg
144.2 mmHg
166.2 mmHg

MEDIA: 158.68 mmHg
DESV. STANDAR: 12.46
ERROR STANDAR: 5.57
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TENSION ARTERIAL
DIASTOLICA

GRUPO CONTROL NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC16 148.4 mmHg

ARC17 126.2 mmHg MEDIA: 137.24 mmHg
ARC18 140.8 mmHg DESV. STANDAR: 8.46
ARC19 132.2 mmHg ERROR STANDAR: 3.78

ARC20 138.6 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARC21 110.6 mmHg

ARC22 115.4 mmHg MEDIA: 122.24 mmHg
ARC23 135.0 mmHg DESV. STANDAR: 9.53
ARC24 124.2 mmHg ERROR STANDAR: 4.26

ARC25 126.0 mmHg
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TENSION ARTERIAL
DIASTOLICA

GRUPO CONTROL TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC6 162.5 mmHg

ARC7 138.7 mmHg MEDIA: 135.23 mmHg
ARC8 106.0 mmHg DESV. STANDAR: 20.36
ARC9 136.0 mmHg ERROR STANDAR: 9.11

ARCI0 128.0 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARCI1 102.0 mmHg

ARC12 154.0 mmHg MEDIA: 139.72 mmHg
ARC13 134.0 mmHg DESV. STANDAR: 22.84
ARC14 155.2 mmHg ERROR STANDAR: 10.21

ARC15 153.4 mmHg
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TENSION ARTERIAL
DIASTOLICA

GRUPO HTA NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARH6 184.2 mmHg

ARH7 144.8 mmHg MEDIA: 170.09 mmHg
ARHS8 184.2 mmHg DESV. STANDAR: 18.20
ARH9 156.8 mmHg ERROR STANDAR: 8.14

ARHI10 180.5 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARHI16 162.6 mmHg
ARHI17 179.0 mmHg MEDIA: 172.70 mmHg
ARH18 187.0 mmHg DESV. STANDAR: 12.33
ARH19 muri6 a las 13 sem. ERROR STANDAR: 6.17
ARH20 162.2 mmHg
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TENSION ARTERIAL
DIASTOLICA

GRUPO HTA TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARHI11 156.8 mmHg

ARHI12 150.3 mmHg MEDIA: 153.72 mmHg
ARHI13 148.0 mmHg DESV. STANDAR: 7.98
ARHI14 166.3 mmHg ERROR STANDAR: 3.57

ARHI15 147.3 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH21 144.0 mmHg

ARH22 137.4 mmHg MEDIA: 139.04 mmHg
ARH23 157.6 mmHg DESV. STANDAR: 12.39
ARH24 127.0 mmHg ERROR STANDAR: 5.54

ARH25 129.2 mmHg
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TENSION ARTERIAL
MEDIA

GRUPO CONTROL NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC16 151.3 mmHg

ARC17 130.1 mmHg MEDIA: 141.09 mmHg
ARCI18 145.3 mmHg DESV. STANDAR: 8.10
ARC19 136.9 mmHg ERROR STANDAR: 3.62

ARC20 141.9 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARC21 118.1 mmHg

ARC22 122.0 mmHg MEDIA: 128.49 mmHg
ARC23 139.8 mmHg DESV. STANDAR: 8.58
ARC24 131.3 mmHg ERROR STANDAR: 3.84

ARC25 131.3 mmHg
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TENSION ARTERIAL

GRUPO CONTROL TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC6
ARC7
ARCS
ARC9
ARCI10

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARCI1
ARCI12
ARCI13
ARCI14
ARCI5

MEDIA

171.2 mmHg
140.8 mmHg
113.4 mmHg
143.9 mmHg

132.2 mmHg

107.1 mmHg
156.7 mmHg
138.7 mmHg
159.8 mmHg
157.0 mmHg

MEDIA: 140.97 mmHg
DESV. STANDAR: 20.93
ERROR STANDAR: 9.36

MEDIA: 143.86 mmHg
DESV. STANDAR: 22.21
ERROR STANDAR: 9.93
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TENSION ARTERIAL
MEDIA

GRUPO HTA NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARH6 190.7 mmHg

ARH7 149.5 mmHg MEDIA: 176.70 mmHg
ARHS8 191.7 mmHg DESV. STANDAR: 19.64
ARH9 162.0 mmHg ERROR STANDAR: 8.78
ARHI10 189.7 mmHg

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARHI16 167.0 mmHg
ARH17 181.9 mmHg MEDIA: 177.20 mmHg
ARH18 191.1 mmHg DESV. STANDAR: 11.39
ARH19 muri6 a las 13 sem. ERROR STANDAR: 5.69
ARH20 168.8 mmHg
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TENSION ARTERIAL

MEDIA

GRUPO HTA TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARHI11
ARHI12
ARHI13
ARH14
ARHI15

161.3 mmHg
157.5 mmHg
154.8 mmHg
172.8 mmHg
151.3 mmHg

MEDIA: 159.54 mmHg
DESV. STANDAR: 8.25
ERROR STANDAR: 3.69

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH21
ARH22
ARH23
ARH?24
ARH25

149.5 mmHg
141.0 mmHg
163.1 mmHg
132.7 mmHg
141.5 mmHg

MEDIA: 145.58 mmHg
DESV. STANDAR: 11.47
ERROR STANDAR: 5.13
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FRECUENCIA CARDIACA

GRUPO CONTROL NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARCI16
ARC17
ARCI18
ARCI9
ARC20

59.0 ppm
67.8 ppm
71.0 ppm
73.8 ppm
73.4 ppm

MEDIA: 69.0 ppm
DESV. STANDAR: 6.08
ERROR STANDAR: 2.72

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARC21
ARC22
ARC23
ARC24
ARC25

51.6 ppm
70.4 ppm
62.2 ppm
69.6 ppm
81.8 ppm

MEDIA: 67.12 ppm
DESV. STANDAR: 11.15
ERROR STANDAR: 4.99
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FRECUENCIA CARDIACA

GRUPO CONTROL TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARC6
ARC7
ARCS
ARC9
ARCI0

73.5 ppm
57.3 ppm
63.0 ppm
60.0 ppm
55.0 ppm

MEDIA: 61.77 ppm
DESV. STANDAR: 7.21
ERROR STANDAR: 3.22

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARCI1
ARCI12
ARCI3
ARCI14
ARCI5

60.8 ppm
70.4 ppm
76.2 ppm
63.8 ppm
76.8 ppm

MEDIA: 69.60 ppm
DESV. STANDAR: 7.20
ERROR STANDAR: 3.22
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FRECUENCIA CARDIACA

GRUPO HTA NO TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARHG6
ARH7
ARHS
ARHO9

60.2 ppm
68.0 ppm
62.0 ppm
68.6 ppm

ARHI10 64.8 ppm

MEDIA: 64.71 ppm
DESV. STANDAR: 3.66
ERROR STANDAR: 1.64

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH16 69.0 ppm
ARHI17 65.6 ppm
ARHI18 63.8 ppm

MEDIA: 64.25 ppm
DESV. STANDAR: 4.34

ARH19 muri6 a las 13 sem ERROR STANDAR: 2.17

ARH20 58.6 ppm
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FRECUENCIA CARDIACA

GRUPO HTA TTO

ANIMALES DE 10 SEMANAS

ARHI11
ARHI12
ARHI13
ARH14
ARHI15

63.0 ppm
59.3 ppm
65.7 ppm
68.3 ppm
58.0 ppm

MEDIA: 62.85 ppm
DESV. STANDAR: 4.31
ERROR STANDAR: 1.93

ANIMALES DE 15 SEMANAS

ARH21
ARH22
ARH23
ARH24
ARH25

70.4 ppm
63.6 ppm
68.2 ppm
67.0 ppm
75.6 ppm

MEDIA: 68.96 ppm
DESV. STANDAR: 6.00
ERROR STANDAR: 2.68
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARC16 30.8 um2 MEDIA: 28.07 um?2
ARC17 21.88 um?2 DESV. STANDAR: 5.20
ARCI18 31.54 um?2 ERROR STANDAR: 3.05
PERIMETRO NUCLEAR

ARC16 20.55um MEDIA: 21.6 um

ARC17 21.7um DESV. STANDAR: 1.0037
ARCI8 22.55um ERROR STANDAR: 0.59
FACTOR FORMA

ARC16 0.84 MEDIA: 0.69

ARC17 0.468 DESV. STANDAR: 0.2122

ARCI18 0.773 ERROR STANDAR: 0.124
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

REGION CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARC 16 27.5Tum2
ARC 17 33.69 um2
ARC 18 35.36 um2

MEDIA: 32.18um2
DESV. ESTANDAR: 4.13
ERROR ESTANDAR: 2.38

PERIMETRO NUCLEAR

ARC 16 18.96 um
ARC 17 21.75um
ARC 18 22.26 um

FACTOR FORMA

ARC 16 0.9206

ARC 17 0.866
ARC 18 0.873

MEDIA: 20.99um?2
DESV. ESTANDAR:1.77
ERROR ESTANDAR: 1.02

MEDIA: 0.88
DESV. ESTANDAR: 0.032
ERROR ESTANDAR: 0.018
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARC21 13.37 um2 MEDIA: 25.79 um2
ARC22 2592 um?2 DESV. STANDAR: 12.36
ARC23 38.10 um2 ERROR STANDAR: 7.27
PERIMETRO NUCLEAR

ARC21 18.77 um MEDIA: 20.39 um
ARC22 19.09 um DESV. STANDAR: 2.54
ARC23 23.33 um ERROR STANDAR: 1.49
FACTOR FORMA

ARC21 0.420 MEDIA: 0.719

ARC22 0.877 DESV. STANDAR: 0.25

ARC23  0.860 ERROR STANDAR: 0.14
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

REGION CAUDAL

AREA NUCLEAR
ARC 21 28.36 um2 MEDIA: 24.43 um?2
ARC 22 24.07 um2 DESV. ESTANDAR: 3.7
ARC 23  20.88 um2 ERROR ESTANDAR: 2.1
PERIMETRO NUCLEAR
ARC21 1945 um MEDIA: 19.07 um
ARC 22 18.00 um DESV. ESTANDAR: 0.93
ARC 23 19.76 um ERROR ESTANDAR: 0.53
FACTOR FORMA
ARC21 0.922 MEDIA: 0.79
ARC 22 0.909 DESV. ESTANDAR: 0.20

ARC 23 0.567 ERROR ESTANDAR: 0.11
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARC6 31.32 um2 MEDIA: 33.27 um2
ARC7 34.50 um2 DESV. STANDAR: 1.71
ARCE 34.01 um2 ERROR STANDAR: 1
PERIMETRO NUCLEAR

ARC6 23.80um MEDIA: 23.49 um
ARC7 2297 um DESV. STANDAR: 0.45
ARCE8 23.71 um ERROR STANDAR: 0.26
FACTOR FORMA

ARC6 0.664 MEDIA: 0.736

ARC7 0.772 DESV. STANDAR: 0.05

ARC8 0.773 ERROR STANDAR: 0.029
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

REGION CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARC6 35.57 um2 MEDIA: 23.80 um2

ARC7 26.19 um2 DESV ESTANDAR: 14.48
ARC8 28.22 um2 ERROR ESTANDAR: 8.36

PERIMETRO NUCLEAR
ARC6 22.63 um MEDIA: 20.09 um
ARC7 15.58 um DESV. ESTANDAR: 3.91
ARC 8 22.07 um ERROR ESTANDAR: 2.26
FACTOR FORMA
ARC6 0.863 MEDIA: 0.65
ARC7 04 DESV. ESTANDAR: 0.20

ARCZ8 0.661 ERROR ESTANDAR: 0.11
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARCI1 23.86 um2 MEDIA: 30.70 um2
ARCI12 33.75 um2 DESV. STANDAR: 5.84
ARCI13  34.21 um2 ERROR STANDAR: 3.43
PERIMETRO NUCLEAR

ARCI1 22.14 um MEDIA: 22.10 um
ARCI2 21.27 um DESV. STANDAR: 0.82
ARCI3 2291 um ERROR STANDAR: 0.47
FACTOR FORMA

ARCI1 0.516 MEDIA: 0.73

ARCI2 0.907 DESV. STANDAR: 0.19

ARCI3 0.774 ERROR STANDAR: 0.111
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

REGION CAUDAL
AREA NUCLEAR
ARC 11 30.25um2 MEDIA: 27.74 um2
ARC 12 39.86 um2 DESV. ESTANDAR: 13.55
ARC 13 13.11 um2 ERROR ESTANDAR: 7.8
PERIMETRO NUCLEAR
ARC 11 20.96 um MEDIA: 21.59 um
ARC 12 24.21um DESV. ESTANDAR: 2.3
ARC 13 19.62 um ERROR ESTANDAR: 1.32
FACTOR FORMA
ARC 11 0.845 MEDIA: 0.665
ARC 12 0.802 DESV. ESTANDAR: 0.27

ARC 13 035 ERROR ESTANDAR: 0.15
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARH6 38.97 um2 MEDIA: 30.69 um2
ARH7 32.15um2 DESV. STANDAR: 9.09
ARHS& 20.96 um2 ERROR STANDAR: 5.25
PERIMETRO NUCLEAR

ARH6 23.99 um MEDIA: 21.83 um

ARH7 24.24 um DESV. STANDAR: 3.95
ARHS8 17.27 um ERROR STANDAR: 2.28
FACTOR FORMA

ARH6 0.822 MEDIA: 0.76

ARH7 0.625 DESV. STANDAR: 0.125

ARH & 0.849 ERROR STANDAR: 0.07
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

REGION CAUDAL
AREA NUCLEAR

ARH6 2829 um2 MEDIA: 32.29 um?2
ARH7 4227 um2 DESV. ESTANDAR: 8.69
ARHS8 26.32 um2 ERROR ESTANDAR: 5.0

PERIMETRO NUCLEAR
ARH6 20.04 um MEDIA: 21.46 um
ARH7 25.08 um DESV. ESTANDAR: 3.15
ARHS8 19.27 um ERROR ESTANDAR: 1.8

FACTOR FORMA
ARH6 0.868 MEDIA: 0.856
ARH7 0.83 DESV. ESTANDAR: 0.02

ARHS8 0.872 ERROR ESTANDAR: 0.011
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARH16 46.56 um2 MEDIA: 44.11 um2
ARH17 44.97 um2 DESV. STANDAR: 2.97
ARH18 40.80 um2 ERROR STANDAR: 1.71
PERIMETRO NUCLEAR

ARH16 25.64 um MEDIA: 25.14 um
ARH17 25.90 um DESV. STANDAR: 1.09
ARHI18 23.89um ERROR STANDAR: 0.63
FACTOR FORMA

ARH16 0.87 MEDIA: 0.841

ARH17 0.78 DESV. STANDAR: 0.0517

ARH18 0.873 ERROR STANDAR: 0.02
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

REGION CAUDAL
AREA NUCLEAR
ARH 16 33.54 um2 MEDIA: 28.35 um2
ARH 17 15.07 um2 DESV. ESTANDAR: 11.59
ARH 18 36.44 um2 ERROR ESTANDAR: 6.6
PERIMETRO NUCLEAR
ARH 16 21.73 um MEDIA: 21.59
ARH 17 19.25um DESV. ESTANDAR: 2.27
ARH 18 23.79 um ERROR ESTANDAR: 1.31
FACTOR FORMA
ARH 16 0.879 MEDIA: 0.67
ARH 17 0.367 DESV. ESTANDAR: 0.27

ARH 18 0.778 ERROR ESTANDAR: 0.15
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARHI11 29.14 um2 MEDIA: 26.37 um?2
ARHI12 18.50 um2 DESV. STANDAR: 6.9
ARH14 31.48 um2 ERROR STANDAR: 3.9
PERIMETRO NUCLEAR

ARHI11 21.86 um MEDIA: 21.09 um
ARH12 19.54 um DESV. STANDAR: 1.34
ARH14 21.89um ERROR STANDAR: 0.77
FACTOR FORMA

ARHI11 0.682 MEDIA: 0.658
ARH12 0.516 DESV. STANDAR: 0.1383

ARH14 0.784 ERROR STANDAR: 0.075
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

REGION CAUDAL
AREA NUCLEAR
ARH 11 59.30 um2 MEDIA: 39.78 um2
ARH 12 33.12um2 DESV. ESTANDAR: 17.18
ARH 14 26.93 um2 ERROR ESTANDAR: 9.9
PERIMETRO NUCLEAR
ARH 11 28.10 um MEDIA: 23.44 um
ARH 12 21.87um DESV. ESTANDAR: 4.1
ARH 14 20.36 um ERROR ESTANDAR: 2.3
FACTOR FORMA
ARH 11 0.89 MEDIA: 0.78
ARH 12 0.803 DESV. ESTANDAR: 0.12

ARH 14 0.647 ERROR ESTANDAR: 0.069
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

REGION ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARH21 51.01 um2 MEDIA: 45.62 um2
ARH22 48.21 um2 DESV. STANDAR: 7.04
ARH23 37.65 um?2 ERROR STANDAR: 4.06
PERIMETRO NUCLEAR

ARH21 26.39 um MEDIA: 25.07 um
ARH22 25.99 um DESV. STANDAR: 1.94
ARH23 22.84 um ERROR STANDAR: 1.121
FACTOR FORMA

ARH21 0.908 MEDIA: 0.896

ARH22 0.887 DESV. STANDAR: 0.0107

ARH23 0.894 ERROR STANDAR: 0.006
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

REGION CAUDAL
AREA NUCLEAR
ARH21 21.74 um2 MEDIA: 22.80 um2
ARH?22 2331 um2 DESV. ESTANDAR: 0.92
ARH 23 23.36 um2 ERROR ESTANDAR: 0.53
PERIMETRO NUCLEAR
ARH21 24.25um MEDIA: 21.33 um
ARH22 19.51 um DESV. ESTANDAR: 2.56
ARH 23 20.23 um ERROR ESTANDAR: 1.47
FACTOR FORMA
ARH21 037 MEDIA: 0.507
ARH?22 0616 DESV. ESTANDAR: 0.125

ARH 23 0.535 ERROR ESTANDAR: 0.07
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARC16 34.97 um2 MEDIA: 35.59 um2
ARC17 34.06 um?2 DESV. STANDAR: 1.91
ARCI18 37.74 um2 ERROR STANDAR: 1.10
PERIMETRO NUCLEAR

ARC16 21.77 um MEDIA: 21.87 um
ARC17 21.25um DESV. STANDAR: 0.686
ARCI18 22.61 um ERROR STANDAR: 0.39
FACTOR FORMA

ARC16 0.923 MEDIA: 0.926

ARC17 0.941 DESV. STANDAR: 0.015

ARCI8 00915 ERROR STANDAR: 0.008
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARC21 25.58 um2 MEDIA: 32.95 um2
ARC22 36.33 um?2 DESV. STANDAR: 6.39
ARC23 36.96 um?2 ERROR STANDAR: 3.69
PERIMETRO NUCLEAR

ARC21 23.00 um MEDIA: 22.42 um
ARC22 22.05um DESV. STANDAR: 0.508
ARC23 2221 um ERROR STANDAR: 0.29
FACTOR FORMA

ARC21 048 MEDIA: 0.781

ARC22 0.933 DESV. STANDAR: 0.2615

ARC23 0.932 ERROR STANDAR: 0.15
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARC6  28.09 um2 MEDIA: 34.51 um2
ARC7  39.28 um2 DESV. STANDAR: 5.774
ARC8  36.16 um2 ERROR STANDAR: 3.33
PERIMETRO NUCLEAR

ARC6 20.83 um MEDIA: 23.01

ARC7  24.59 um DESV. STANDAR: 1.95
ARC8 23.61 um ERROR STANDAR: 1.127
FACTOR FORMA

ARC6 0.841 MEDIA: 0.796

ARC7 0.770 DESV. STANDAR: 0.039

ARC8 0.777 ERROR STANDAR: 0.0225
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARCI11 34.98 um2 MEDIA: 36.46 um2
ARCI12 39.49 um?2 DESV. STANDAR: 2.62
ARCI13 3491 um?2 ERROR STANDAR: 1.15
PERIMETRO NUCLEAR

ARCI11 21.73 um MEDIA: 22.08 um
ARCI12 22.75um DESV. STANDAR: 0.57
ARCI13 21.78 um ERROR STANDAR: 0.32
FACTOR FORMA

ARCI11 0.924 MEDIA: 0.932

ARCI12 0.954 DESV. STANDAR: 0.0186

ARCI3 0.920 ERROR STANDAR: 0.010
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARH6 37.7 um2 MEDIA: 37.81 um2
ARH7 37.86 um2 DESV. STANDAR: 2.25
ARHE 37.88 um2 ERROR STANDAR: 1.3
PERIMETRO NUCLEAR

ARH6 22.67 um MEDIA: 22.53 um
ARH7 22.73 um DESV. STANDAR: 0.29
ARH8 22.20 um ERROR STANDAR: 0.16
FACTOR FORMA

ARH6 0916 MEDIA: 0.932

ARH7 00916 DESV. STANDAR: 0.028

ARH8  0.964 ERROR STANDAR: 0.016
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR
ARHI16 34.99 um2 MEDIA: 37.41 um2

ARH17 41.49 um2 DESV. STANDAR: 3.55
ARHI8 35.76 um2 ERROR STANDAR: 2.05
PERIMETRO NUCLEAR

ARHI16 21.85um MEDIA: 22.46 um

ARH17 23.73 um DESV. ESTANDAR: 1.1
ARHI8 21.80 um ERROR ESTANDAR: 0.06
FACTOR FORMA

ARHI6 00915 MEDIA: 0.92

ARH17 00919 DESV. ESTANDAR: 0.0117

ARHI18 0.937 ERROR ESTANDAR : 0.006

277



ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARHI11 36.01 um2 MEDIA: 38.78um?2
ARH12 41.06 um2 DESV. STANDAR: 2.56
ARH14 39.28 um2 ERROR STANDAR: 1.47
PERIMETRO NUCLEAR

ARHI11 22.74um MEDIA: 22.91 um
ARH12 23.23um DESV. STANDAR: 0.27
ARH14 22.77 um ERROR STANDAR: 0.15
FACTOR FORMA

ARHI11 0.74 MEDIA: 0.879

ARH12 0.951 DESV. STANDAR: 0.12

ARH14 0.947 ERROR STANDAR: 0.069
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

EPENDIMO ROSTRAL

AREA NUCLEAR

ARH21 37.33um2 MEDIA: 36.91 um2
ARH22 34.75 um?2 DESV. STANDAR: 1.992
ARH23 38.67 um2 ERROR STANDAR: 1.15
PERIMETRO NUCLEAR

ARH21 22.48 um MEDIA: 22.32 um
ARH22 21.70 um DESV. STANDAR: 0.55
ARH23 22.78 um ERROR STANDAR: 0.31
FACTOR FORMA

ARH21 0.924 MEDIA: 0.925

ARH22 0.923 DESV. STANDAR: 0.0038

ARH23 0.930 ERROR STANDAR: 0.0021
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARC16 14.52 um2 MEDIA: 21.89 um2
ARCI17 33.05um2 DESV. STANDAR: 9.82
ARCI18 18.12 um2 ERROR STANDAR: 5.67
PERIMETRO NUCLEAR

ARCI16 18.84 um MEDIA: 20.00 um
ARC17 21.05 um DESV. STANDAR: 1.10
ARCI8 20.12 um ERROR STANDAR: 0.63
FACTOR FORMA

ARCI16 0431 MEDIA: 0.66

ARC17 0.923 DESV. STANDAR: 0.24

ARCI18 0.640 ERROR STANDAR: 0.13
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL NO TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARC21 17.90 um2
ARC22 23.98 um2
ARC23 23.9] um2

PERIMETRO NUCLEAR

ARC21 15.62 um

ARC22 17.54 um

ARC23  20.01 um

FACTOR FORMA

ARC21 0.906

ARC22 0.908
ARC23 0.55

MEDIA: 21.93 um2
DESV. STANDAR: 3.49
ERROR STANDAR: 2.01

MEDIA: 17.72 um
DESV. STANDAR: 2.20
ERROR STANDAR: 1.27

MEDIA: 0.78
DESV. STANDAR: 0.20
ERROR STANDAR: 0.11
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR
ARC6 31.92 um2 MEDIA: 29.29 um2
ARC7 15.95um2 DESV. STANDAR: 12.23
ARCE  40.0um2 ERROR STANDAR: 7.09

PERIMETRO NUCLEAR

ARC6 22.50um MEDIA: 22.62 um

ARC7 21.79um DESV. STANDAR: 0.89

ARCE8 23.57um ERROR ESTANDAR: 0.51

FACTOR FORMA

ARC6 0.755 MEDIA: 0.65

ARC7 0.326 DESV. STANDAR: 0.29

ARC8 0.895 ERROR STANDAR: 0.16
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO CONTROL TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARCI1 29.44 um2 MEDIA: 26.67 um2
ARCI12 36.96 um2 DESV. STANDAR: 11.91
ARCI13  13.62 um2 ERROR STANDAR: 6.8
PERIMETRO NUCLEAR

ARCI1 20.1Tum MEDIA: 20.69 um
ARCI2 22.34 um DESV. STANDAR: 1.44
ARCI3 19.63 um ERROR STANDAR: 0.83
FACTOR FORMA

ARCI1 0091 MEDIA: 0.719

ARCI2 0091 DESV. STANDAR: 0.33

ARCI3 0.339 ERROR STANDAR: 0.19
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARH6 36.82 um2 MEDIA: 32.7 um2
ARH7 34.97 um2 DESV. STANDAR: 5.59
ARH8 26.33 um2 ERROR STANDAR: 3.23
PERIMETRO NUCLEAR

ARH6 22.24 um MEDIA: 21.02 um?2
ARH7 22.02 um DESV. STANDAR: 1.92
ARH8 18.80 um ERROR STANDAR: 1.1
FACTOR FORMA

ARH6 0.928 MEDIA: 0.918

ARH7 0.894 DESV. STANDAR: 0.021

ARHS 0.934 ERROR ESTANDAR: 0.01
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA NO TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARH16 30.07 um2 MEDIA: 26.64 um2
ARH17 13.21 um2 DESV. STANDAR: 12.09
ARH18 36.66 um?2 ERROR STANDAR: 6.9
PERIMETRO NUCLEAR

ARH16 1991 um MEDIA: 20.27 um
ARH17 18.26 um DESV. STANDAR: 2.21
ARHI18 22.65um ERROR STANDAR: 1.27
FACTOR FORMA

ARH16 0.945 MEDIA: 0.75

ARH17 0434 DESV. STANDAR: 0.28

ARHI18 0.891 ERROR STANDAR: 0.16
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ANIMALES DE 10 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARHI11 41.59 um2 MEDIA: 34.56 um2
ARH12 34.35um2 DESV. STANDAR: 6.9
ARH14 24.74 um2 ERROR STANDAR: 3.9
PERIMETRO NUCLEAR

ARHI11 23.54um MEDIA: 22.39 um2
ARH12 22.11um DESV. STANDAR: 1.03
ARH14 21.52um ERROR STANDAR: 0.59
FACTOR FORMA

ARHI11 0.938 MEDIA: 0.7597
ARH12 0.877 DESV. STANDAR: 0.25

ARH14 0.464 ERROR STANDAR: 0.144
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ANIMALES DE 15 SEMANAS
GRUPO HTA TTO

EPENDIMO CAUDAL

AREA NUCLEAR

ARH21 32.55um?2 MEDIA: 28.07 um2
ARH22 32.92 um2 DESV. STANDAR: 8.07
ARH23 18.76 um2 ERROR STANDAR: 4.66
PERIMETRO NUCLEAR

ARH21 21.78 um MEDIA: 20.69 um
ARH22 21.14um DESV. STANDAR: 1.36
ARH23 19.17 um ERROR STANDAR: 0.78
FACTOR FORMA

ARH21 0.905 MEDIA: 0.749

ARH22 0.844 DESV. STANDAR: 0.219

ARH23 0.498 ERROR STANDAR: 0.12
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DISCUSION

A-PESO

En nuestro trabajo, detectamos que en todos los grupos hay una ganancia ponderal
relacionada con la edad. Ademas, las ratas control tratadas con captopril, pesaron mas que las
ratas control no tratadas. Asimismo, las ratas controles ganaron mas peso con la edad que las
ratas hipertensas, tanto tratadas como no tratadas.

Segun los autores Hyde y Miselis (1983) y Kroke (1998), la regulacion del peso corporal y
el control de la ingesta de alimento dependen de las lesiones en el AP e involucran componentes
adyacentes del NTS. Una lesion de esta area produce un inmediato periodo de extrema hipofagia
y pérdida de peso (Gross, 1987). El AP y el subnucleo comisural del NTS (scNTS) reciben
importantes proyecciones sensitivas viscerales de los 6rganos abdominales y si se produce una
lesion que destruya esta area, es probable que la pérdida de sensacion visceral y las proyecciones
interactivas del AP contribuyan a la hipofagia (Gross, 1987; Kroke, 1998). Ademas, en las ratas
con lesion en el AP y NTS, hay una tendencia general hacia la sobreingesta de agua mediada por
la angiotensina II, (Eng y Miselis, 1981). Como hemos mencionado, la excesiva ingesta de agua
se debe a la pérdida renal primaria, y la respuesta a la angiotensina II pone de manifiesto la
importancia de la interconexion del circuito visceral de los organos circunventriculares. La
angiotensina II circulante estimula la accion de beber porque actiia sobre el OSF (Simpson,
1981) y lesiones en el AP o NTS causan una elevada respuesta a la bebida por la angiotensina II.
Asi, la lesion en estas zonas implicaria el dafio a otros neurocircuitos sensitivos y se implicarian
otros sistemas funcionales (Gross, 1987). De esta forma, nuestro trabajo estd en concordancia

con los hallazgos de estos autores, ya que las ratas hipertensas tendrian alterada esta
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interconexion de los neurocircuitos sensitivos, si consideramos que el OSF de dichas ratas
estuviera lesionado.

Nosotros pensamos que las ratas controles tienen un peso mayor que las ratas hipertensas
debido al cambio metabdlico que experimentan las ratas hipertensas en cuanto a la homeostasis
del volumen celular y a la cantidad de sodio que ingieren, ya que dichas ratas presentan gran

avidez por la sal (Castafieyra-Perdomo et al, 1997).

B-BEBIDA.

El AP es una estructura circunventricular a la que se le han atribuido numerosos
procesos fisioldgicos, entre otros, el control de la presion sanguinea (Joy, 1971; Barnes et al,
1979; Fink et al,1986; Fink, 1997); la osmorrecepcion sanguinea (Andrew y Taylor, 1958;
Ferrario, 1987; Ferguson et al,1994); el control de la ingesta de sodio y alimentos (Edwards y
Ritter, 1981; Hyde y Miselis, 1984; Miselis, 1986) y el control de la funcién renal (Wise y
Ganong, 1960; Snyder y Sutin, 1961; Hyde y Miselis, 1985; Miselis et al, 1986; Gross, 1987;
Bishop et al, 1990).

El AP es un 6rgano muy vascularizado que dispone de un sistema porta de capilares o
elementos vasculares sanguineos semejantes a sinusoides. Carece de una verdadera barrera
hematoencefalica (Dempsey, 1973) ya que el epéndimo que bordea el AP es bastante débil y su
red capilar tiene numerosas fenestraciones, careciendo de uniones estrechas entre sus células
endoteliales. Todo esto da lugar a que los elementos neurales tengan acceso a factores circulantes
y a que el fluido cerebroespinal pueda alcanzar facilmente su interior (Krisch et al, 1978; Gotow

y Hashimoto, 1979; Ferrario, 1986; Osborn, 2000).
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El AP mantiene firmes relaciones con los componentes del complejo vagal-dorsal a través
de conexiones neuronales, (Morest, 1969; van der Kooy y Koda, 1983; Shapiro y Miselis, 1985;
Boissonade et al, 1996), con el nucleo parabraquial lateral (Loewy y Burton, 1978; De Wildt,
1994), con los grupos de células catecolaminérgicas del sistema tegmental lateral y dorsal
(Shapiro y Miselis, 1985) y con el hipotdlamo (Hosoya y Matsushita, 1981; Shapiro y Miselis,
1985; Krstew, 1998). Esta conectividad neural coloca claramente al AP dentro de una red de
estructuras cerebrales que intervienen en las funciones viscerales. (Miselis, 1986; Osborn, 2000).
Como mencionamos con anterioridad, el AP proyecta al nucleo del tracto solitario (NTS), el cual
recibe las aferencias glosofaringeas y vagales viscerales. El subnucleo dorsolateral del NTS
parece ser la zona terminal homodloga para aferencias barorreceptoras, y recibe numerosas
proyecciones del AP (Barnes y Ferrario, 1981; De Wildt, 1994; Boissonade et al, 1996; Krstew,
1998). Asi pues, hay una firme interaccion entre el AP y las proyecciones aferentes viscerales
indicativas de la modulacion de la informacion visceral (Barnes y Ferrario, 1981; Kalia y
Mesulam, 1982; Contreras et al, 1982; Bishop, 1990). El AP, y en general el CVD, tienen
algunas vias neurales y humorales comunes con el vago e hipotdlamo, lo que sugiere que la
conexion neural entre el AP, los restantes nucleos del CVD y el nucleo parabraquial lateral
(NPL), sirve para definir el comienzo de un neuroeje visceral (van der Kooy et al, 1984;
Boissonade et al, 1996). El NPL proyecta a algunos lugares del prosencéfalo que forman parte
del sistema limbico, hipotdlamo, tdlamo y corteza, los cuales van a estar involucrados en la
modulacion de la glandula pituitaria, sistema autonomo y el comportamiento (Miselis, 1986; De
Wildt, 1994). La lesion en el AP y en el NTS (subnucleo comisural) causa algunos cambios
permanentes en el balance de los fluidos (Hyde y Miselis, 1983, 1984; Osborn, 2000).

Inmediatamente después de la lesion hay un breve periodo de hipodipsia. La ingesta reducida de
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agua favorece una hiperdipsia mantenida y leve, la cual es secundaria a la pérdidad urinaria de
agua. Las ratas lesionadas presentan una pérdida continua de orina cuando el acceso a la toma de
agua se prolonga 24 horas en aquellas pruebas de total deprivacion (Hyde y Miselis, 1985;
Osborn, 2000). Otros trabajos han demostrado que la leve hiperdipsia esta también presente en
ratas expuestas a yugo alimentario, lo que indica que la alteracion del fluido corporal puede ser
consecuencia de la subalimentacion y/o pérdida de peso corporal (Flyn et al, 1985; Kroke, 1998).
Por otro lado, las ratas con lesion en el AP y en el NTS responden bebiendo excesivamente, en
respuesta a cambios agudos del balance de agua, como la respuesta a la angiotensina II,
hipovolemia (Edwards y Ritter, 1982), deprivacion de agua durante la noche y deshidratacion
intracelular (Hyde y Miselis, 1984). En el caso de los animales lesionados sometidos a
deprivacion de agua durante la noche, la pérdida renal de agua es excesiva y las ratas lesionadas
no mejoran la reduccion de su balance negativo de agua (Hyde y Miselis, 1984; Hasser 2000).
Los trabajos de Nishida y colaboradores (1997) en conejos, sugieren que el AP, por la
accion de la arginina-vasopresina (AVP) a largo plazo, aumenta la retencién de agua y mantiene
la bradicardia, ya que la AVP interacciona con el sistema nervioso central, via drea postrema,
suprimiendo el estimulo renal simpatico, y si este efecto simpatico-inhibitorio dura mucho
tiempo, se incrementa la salida urinaria por la supresion de la salida neurogénica de sodio y agua.
Si se inyecta solucion salina hipertonica a las ratas lesionadas, éstas responden a la
deshidratacion celular, con un aumento rapido en la ingestion de la bebida, continuando asi
durante 8 horas, pero luego se compensa bebiendo menor cantidad durante las siguientes 16
horas en comparacion con los animales control. La excesiva ingesta de agua inicial no puede ser
explicada por la excesiva duracion de la condicidon hiperosmotica dada por la retencion renal de

sodio. Las ratas controles y las lesionadas excretan la carga de sodio en la misma proporcion
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durante las primeras 8 horas, sin embargo, en las siguientes 16 horas las ratas lesionadas son mas
natriuréticas que las ratas controles (Miselis et al, 1986; Hasser, 2000).

Bajo condiciones de acceso al agua y a solucion salina ad libitum, las ratas con el AP
lesionadas tienen una excesiva ingesta de sal (Hyde y Miselis, 1984; Contreras y Stetson, 1981;
Hasser, 2000). Esto aparece secundario, nuevamente, a la pérdida renal de sal, debido a la
continua natriuresis de las ratas lesionadas cuando se sometieron a nulo acceso de agua o
solucion salina (Hyde y Miselis, 1984). El AP y las terminaciones aferentes periféricas, actian
como importantes receptores para reducir la pérdida renal (Gross, 1987) ya que con respecto a
los fluidos, hay una tendencia general hacia la excesiva respuesta de las ratas con lesiéon de AP o
de NTS (subnticleo comisural), presentando leve polidipsia, sobreingesta de agua mediada por la
angiotensina II y deshidratacion intracelular. Sin embargo, la respuesta a la angiotensina II es un
buen ejemplo de sobreingesta que pone de manifiesto la importancia de la interconexion del
neocircuito visceral de los OCVs.

Por otro lado, lesiones del AP y del NTS causan una elevada respuesta a la bebida por la
angiotensina II. En estos lugares, el NPL puede antagonizar los efectos de la angiotensina II
sobre la bebida, los cuales son mediados por el OSF, ya que se conoce que la angiotensina II
circulante estimula la accién de beber porque actia sobre el 6rgano subfornical (Simpson, 1981;
Bishop, 1990) y que las proyecciones eferentes del OSF son las mediadoras de la respuesta, por
lo que, microtransecciones de estas proyecciones, eliminan la respuesta de beber ocasionada por
la angiotensina II (Eng y Miselis, 1981; Bishop, 1990). Asi pues, el dafio causado por la lesion
del AP/NTS a otros neurocircuitos sensitivos trae consigo implicaciones que involucran a otros

sistemas funcionales (Gross, 1987; Osborn, 2000).
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El AP proyecta eferencias al NTS, y las neuronas de éste proyectan directamente al OSF
(Tanaka y Seto, 1988; Krstew, 1998). Mas de las dos terceras partes de las neuronas que
proyectan al OSF en la region del NTS, responden a la activacion baroreceptora, y estas
neuronas pueden actuar transmitiendo la informacion baroreceptora periférica al OSF (Ferguson
y Renaud, 1984; Krstew, 1998). Asi, las vias directas desde el NTS al OSF juegan un papel
importante en la regulacion cardiovascular y el balance corporal de fluidos (Tanaka y Seto, 1988;
Osborn, 2000). Tanto la informacion neural como la humoral son probablemente procesadas en
el OSF durante el déficit de agua y el balance electrolitico, y esto tiene lugar gracias a los
impulsos desde osmoreceptores y baroreceptores (Kadekaro y Gross, 1985; De Wildt, 1994).

La angiotensina II produce respuestas eléctrica, dipsogénica, presora y hormonal desde el
OSF (Fitzsimons, 1979; Knepel et al, 1982; Li y Ferguson, 1993). Estos efectos se transmiten
por un circuito de estructuras cerebrales que tienen conexiones con el OSF, y tal estimulo tiene
como resultado el establecimiento de la homeostasis de fluidos a través de una respuesta cerebral
que consiste en estimular la sed, aumentar el apetito por la sal, excretar vasopresina y
adrenocorticotropina e inhibir la pérdida de fluidos por el rifién y vascularizacion periférica
(Fitzsimons, 1979; Simpson, 1981;Knepel et al, 1982; Liy Ferguson, 1993; Hasser, 2000). Asi
pues, en condiciones de deshidratacion, las células en el OSF y en el AP, captan senales
periféricas tales como el incremento de los niveles de angiotensina II y la hipertonicidad
plasmatica, induciendo la sed, el apetito de sodio y la secrecion de vasopresina a través de un
elaborado circuito neural que conecta los sistemas motor y limbico, los nucleos viscerales
sensoriales, la region preodptica, el hipotalamo, el tronco del encéfalo y la médula espinal. Ambas
estructuras pueden afectar los centros autonomos para modular la inervacion simpética de los

vasos periféricos (Simpson, 1981; Swanson y Mogeson, 1981; Miselis et al, 1987; Hasser, 2000).

294



Junto a los estudios bioquimicos e inmunocitoquimicos que han establecido la existencia
de muchas sustancias en el AP, algunos estudios electrofisioldégicos han demostrado que muchos
de estos compuestos como la angiotensina II o la vasopresina, cuando se inyectan

iontoforéticamente tienen efectos excitatorios sobre las neuronas del AP (Carpenter et al, 1983).

El componente més importante, involucrado en los procesos que regulan el balance de
fluidos, es el agua. Los solutos disueltos en el agua, también son esenciales porque contribuyen
en los mecanismos de distribucion del agua entre los diferentes compartimientos corporales. El
sodio es el soluto idnico mas esencial y su concentracion en el fluido extracelular determina la
distribucion del agua entre el compartimiento celular y extracelular. El potencial que existe a
nivel de la membrana plasmatica se mantiene mediante una bomba Na+ -K+, gracias a la ATP-
asa de sodio-potasio de la membrana plasmadtica de todas las células animales, que utiliza la
energia de hidrdlisis del ATP para bombear sodio hacia el exterior y potasio hacia el interior de
la célula. Esta ATP-asa ayuda a controlar el volumen celular mediante el control de la
concentracion de solutos dentro de las células y por consiguiente, controlar las fuerzas osmoticas
que tenderian a hacer que la célula se hinchara o se retrayese (Alberts et al, 1997). Como la
perfusion local de los tejidos corporales estd directamente influenciada por el balance total de los
fluidos, los animales tienen numerosas estrategias para distribuir las alteraciones en el balance de
agua y sodio. En el caso de déficit de agua y/o sodio, se ponen en marcha tres mecanismos
simultaneamente para restaurar la homeostasis (Navarro, 1996). En primer lugar, se activan los
mecanismos para reducir al minimo las pérdidas desde el rifion y la piel. En segundo lugar, los
cambios hemodindmicos intervienen optimizando la distribucion del agua disponible a los

tejidos criticos. En tercer lugar, se movilizan los mecanismos conductuales de la sed y el apetito
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por la sal para restablecer el agua y el sodio. De la misma forma, en condiciones de exceso de
agua y sodio, la conducta normal en la bebida y en la ingesta de sal est4 inhibida, la respuesta
hemodindmica redistribuye los fluidos y tiene lugar un aumento de la excrecion renal de agua y
sodio (Johnson y Gross, 1993; Hasser, 2000).

En varios experimentos, se observa como la administracion periférica de un IECA
aumenta tanto la ingesta de agua como de salino en las ratas control (Elfont et al, 1984; Moe et
al, 1984). Thunhorst y colaboradores, (1987) demuestran que durante el tratamiento con
captopril, cuando el Unico fluido disponible es el agua, las ratas control beben mas agua, y
cuando las ratas disponen de agua y salino, beben mas salino.

En nuestro estudio, al igual que Thunhorst y a diferencia de los autores anteriores, tras el
tratamiento con captopril, no observamos diferencias en el consumo de agua de las ratas control
pero si en el consumo de salino que aumenta significativamente. Esta discrepancia se explica
porque desde el inicio del experimento, nuestros animales tenian libre acceso a ambos fluidos.
También consideramos la posibilidad de que el aumento del consumo de salino pueda deberse a
un intento del organismo por compensar la pérdida de potasio por el rifion originada por el
tratamiento con captopril, coincidiendo en esto con los trabajos de Elfont y colaboradores
(1984).

Thunhorst (1987) observa durante el tratamiento con captopril, como las lesiones del OSF
incrementan la ingesta de salino pero no la de agua. Asi, la angiotensina II actuaria en el OSF
para producir la ingesta de agua pero no de salino. Altas concentraciones de ECA en el OSF
convierten a la angiotensina I en angiotensina II, la cual provoca la accion de beber mediante la

estimulacion de los receptores de angiotensina II (Thunhorst et al, 1987), por lo tanto, ante el
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captopril periférico, la ECA en el OSF es responsable de la accion de beber (Thunhorst et al,
1989).

En nuestro estudio, las ratas genéticamente hipertensas, independientemente del
tratamiento, bebieron menor cantidad de agua y mayor cantidad de salino que las ratas control, lo
que apoya los estudios anteriormente citados que presentan al OSF como la localizacién critica
para la ingesta de agua pero no de salino. La diferencia en el consumo de salino entre el grupo de
las hipertensas tratadas y las no tratadas a favor de las primeras, al igual que ocurria en las ratas
controles, se deberia a la hipokaliemia provocada por el tratamiento con captopril y a la probable
interrupcion del circuito angiotensinérgico entre el OSF y el NPV con lo que se reduciria la
liberacion de vasopresina.

Tanaka y Nomura (1993) proponen que la respuesta de bebida que se ocasiona al activar
las neuronas del OSF por la administracion local o sistémica de angiotensina II estd mediada, en
parte, por la via neural angiotensinérgica desde el OSF al nucleo predptico medial. Estudios que
utilizan técnicas inmunohistoquimicas, revelan proyecciones angiotensinérgicas desde el OSF al
nicleo predptico medial (Lind et al, 1984; 1985; Boissonade, 1996), un lugar, como ya hemos
visto, involucrado en el control de la conducta de bebida ante la angiotensina II sistémica (Lind y
Johnson, 1982; Gardiner y stricker, 1985; Hasser, 2000). Una parte de las neuronas del nucleo
predptico medial, que tiene proyecciones ascendentes al nicleo paraventricular, puede recibir
impulsos inhibidores desde baroreceptores periféricos y desde centros troncoencefalicos como el
AP y el NTS, estructuras altamente implicadas en la regulacion cardiovascular y presoceptiva
(Castafieyra-Perdomo et al, 1992; Bafiuelos-Pineda, 1993). De esta forma, los impulsos neurales
desde baroreceptores periféricos y elementos osmosensibles pueden converger en el nucleo

predptico medial que proyecta al nicleo paraventricular, lo que apoya la descripcion realizada
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por Tanaka (1993) acerca del papel integrador de estas neuronas en la regulacion de la liberacion
de vasopresina desde la pituitaria posterior.

La evidencia histoquimica demuestra la existencia de conexiones neurales directas entre
el AP y neuronas del nucleo supradptico que secretan vasopresina. Estos hallazgos
neuroanatdémicos confirman estudios morfologicos previos (Shapiro y Miselis, 1985; Tribollet et
al, 1985; Krstew, 1998) que muestran que proyecciones eferentes del AP, conectan directamente
neuronas neurosecretoras magnocelulares del hipotdlamo anterior, lo que sugiere que esta via
formaria parte del sistema que controla la homeostasis de los fluidos en las ratas (Iovino et al,
1988; Osborn, 2000).

En nuestro trabajo, la menor ingesta de agua y el mayor apetito por la sal de las ratas
hipertensas se deberia también a una interrupcion de esta via angiotensinérgica, entre el OSF y el
nicleo predptico medial, con la consiguiente disminucién de los impulsos neurales hacia el
nucleo paraventricular y, por lo tanto, la alteracion de la sintesis de vasopresina.

Como ya se ha mencionado, la angiotensina II de origen periférico estimula los
receptores en el sistema nervioso central para la iniciacion de reacciones compensatorias a las
pérdidas de liquidos. E1 AP es un receptor importante en muchas especies, pero tiene una menor
importancia en la rata (Simpson, 1981; Krstew, 1998; Matsumura, 1999). En este animal, el OSF
parece ser el lugar donde se encuentran los receptores angiotensinérgicos para la angiotensina
circulante (Lind y Johnson, 1982). Algunos autores han establecido que la inyeccion de
angiotensina II produce cambios en la actividad neuronal en el AP de gatos (Borison et al, 1975;
Stebbins, 1998) pero no interfiere en la actividad de las neuronas del AP de la rata (Brooks et al,

1983; Hasser, 2000).
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Otros trabajos sugieren que la angiotensina II es una hormona que influye en la
generacion del apetito por la sal. Ademas, los niveles de angiotensina II estan altos durante el
déficit de sodio y las infusiones de angiotensina II tanto periféricas (Findlay y Epstein, 1980;
Hasser, 2000) como centrales (Bryant et al, 1980, Hasser, 2000) causan apetito por la sal. Por
otro lado, dosis de mineralocorticoides insuficientes para producir apetito por la sal, son
potenciadas con bajas dosis de angiotensina II (Fluhart y Epstein, 1983; Hasser, 2000). La
aplicacion de saralasina, un antagonista de la angiotensina II, y captopril (Buggy y Jonklaas,
1984; Weiss et al, 1986,) en los ventriculos cerebrales puede reducir el apetito por la sal.

Nuestros resultados muestran como la ingesta cronica de salino no s6lo no desciende sino
que aumenta en ambos grupos de ratas hipertensas. Si consideramos que los animales hipertensos
actian como si el OSF estuviera lesionado o alterado en su funcién, ya que se produce una
modificacion del area nuclear (Castafieya-Perdomo et al, 1993), este nicleo no mediaria los
efectos de la angiotensina II sobre el apetito por la sal directamente, sino que tendria lugar a
través de sus conexiones neurales angiotensinérgicas, en particular con el NPV. Nuestros
resultados irian a favor de la hipdtesis formulada por Iovino y Steardo (1984), dado que, si
consideramos que el OSF esté lesionado, los niveles de vasopresina estarian mantenidos por la
angiotensina II central que actuaria directamente sobre el NPV. Por otro lado, como
mencionamos anteriormente, la angiotensina II es un factor que contribuye en la generacion del
apetito por la sal e infusiones de angiotensina II, tanto periféricas como centrales (Findlay y
Epstein, 1980; Bryant et al, 1980) causan apetito por la sal. Sin embargo, no hay evidencias de
que el OSF medie estos efectos de la angiotensina II circulante o central sobre el apetito por la
sal; las lesiones en el OSF no afectan a la ingesta de sal sino a la excrecion de sodio y potasio.

Ratas con lesiones del OSF excretan mas electrolitos que las ratas control durante la
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rehidratacion después de 24 horas de deprivacion de agua y cuando hay salino disponible,
después de la deprivacion de agua, estos animales tienen una mayor excrecion de sodio que los
controles. Esto sugiere que el OSF participa en el control urinario del balance electrolitico, lo
que concuerda con el papel del OSF en el mantenimiento del volumen extracelular (Simpson et
al, 1978; Thunhorst et al, 1987; 1990). Asi pues, nuestros resultados se explican apoyando las
observaciones de estos ultimos, de esta forma, las ratas hipertensas tendrian el OSF lesionado,
por lo que excretarian mas electrolitos que las ratas control e intentarian compensarlo
consumiendo mas cantidad de salino.

A las 10 y 15 semanas de edad, ambos grupos de ratas controles bebieron mayor cantidad
de agua que las ratas hipertensas, tratadas y no tratadas. Esto también apoya los resultados de
Thunhorst (1990) y Simpson (1978). Por el contrario, los animales hipertensos consumieron
mayor cantidad de salino que los controles. El grupo control no tratado consumi6é mas agua que
salino, mientras que el grupo control tratado bebié la misma cantidad de ambos fluidos; asi, el
grupo control tratado consumié mds salino en comparacién con el control no tratado. Estos
resultados apoyan los trabajos de Elfont, Moe y colaboradores. (1984), en los que observan que

la administracion de un IECA aumentaria la ingesta de agua y de salino en ratas control.

C-TENSION ARTERIAL

La angiotensina II cerebral, parece trabajar en concierto con el sistema periférico renina-
angiotensina para regular la presion sanguinea y la homeostasis de fluidos (Fink et al, 1986;
Ferrario, 1987; Gross, 1987; Ferguson et al, 1994; Stebbins, 1998). Como mencionamos

anteriormente, tanto en la periferia como en el sistema nervioso central, la angiotensina II actfia a
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través de receptores de membrana, y son los o6rganos circunventriculares los sensores neurales
para la angiotensina II de la sangre (Fink, 1997). Los receptores de la angiotensina Il de los
organos circunventriculares, tales como el AP o el OSF, son sensibles a los péptidos circulantes
y a los de localizacion central, mientras que aquéllos en otras areas cerebrales que se encuentran
dentro de la barrera hematoencefélica, solo pueden ser estimulados por angiotensina Il endogena
cerebral. La administracion de angiotensina II, central y periférica, incrementa la secrecion de la
vasopresina. Si se administra centralmente angiotensina II, tiene lugar el estimulo de la secrecion
de vasopresina desde la hipofisis posterior (Castren y Saavedra, 1989; Stebbins, 1998).

Uno de los procesos fisiologicos que se le han atribuido al AP es el del control de la
presion sanguinea (Joy, 1971; Barnes et al, 1979; Ferrario, 1987; Fink, 1997). Ademas, al no
existir una barrera celular entre el LCR ventricular y el parénquima del AP (Torack y Finke,
1971; Gotow y Hashimoto, 1979; Ferrario, 1987), es posible que elementos neuronales u otros
elementos celulares del AP, estén influenciados por las sustancias libres en sangre Yy,
probablemente, por sustancias disueltas también en LCR subaracnoideo (Leslie, 1986; Stebbins
et al, 1998). Asi, las sustancias encontradas en el AP incluyen un gran porcentaje de productos
neurotransmisores y neuromoduladores como la serotonina (Newton et al, 1983), enzima
limitante de la sintesis de noradrenalina (Armstrong et al, 1981), encefalinas (Newton et al,
1983), neurotensina etc. Por otro lado, junto a los estudios bioquimicos e inmunocitoquimicos
que han establecido la existencia de muchas de estas sustancias en el AP, algunos estudios
electrofisiologicos han demostrado que cuando se inyectan algunos compuestos sobre las
neuronas del AP, se producen efectos excitatorios sobre ellas. Estos compuestos incluyen la
noradrenalina, la serotonina, la neurotensina, la leu-encefalina, el polipéptido intestinal

vasoactivo, la sustancia P, el glutamato, la histamina, la dopamina, la apomorfina, la
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angiotensina Il y la vasopresina (Carpenter et al, 1983). Algunos autores han establecido que la
inyeccion de angiotensina II produce cambios en la actividad neuronal del AP en gatos (Borison
et al, 1975) pero carece de efecto sobre la actividad de las neuronas del AP de rata (Brook et al,
1983). En concordancia con estos estudios electrofisioldgicos, otros autores refieren que el AP
media los efectos cardiovasculares de la angiotensina II en el gato, pero no en la rata (Simpson,
1981).

En el perro, la angiotensina II circulante aparentemente obliga al AP a generar una
respuesta en la presion (Gildenberg et al, 1973; Brook, 1983; Fink, 1997) que es mediada por
una via simpatica (Ferrario, 1980). En la rata, la destruccién del AP no elimina el efecto sobre la
presion mediada centralmente por la angiotensina II (Fink, 1986), pero reduce la fase cronica de
la presion sanguinea elevada, en respuesta a la continua administracion de angiotensina II (Fink
et al, 1986). Asimismo, el AP tiene una importante proyeccion a la homdloga area barorreceptora
del NTS (Shapiro y Miselis, 1985) y al nticleo motor que inerva al corazon, por lo que es un
receptor para los factores circulantes que afectan a la presion sanguinea.

El punto donde opera el barorreflejo arterial parece ser un factor importante, implicado en
la determinacion del flujo simpético. La accion de la angiotensina II de incrementar el flujo del
sistema nervioso simpatico, relacionado con la presion sanguinea, puede contribuir a elevar la
presion arterial durante la hipertension, al igual que a mantener la presion arterial durante
estadios de sodio bajos. En la mayoria de los casos, cuando hay concentraciones elevadas de
angiotensina II periférica son dependientes del area postrema. Aunque se ha definido el
mecanismo central del barorreflejo arterial para diferentes presiones, el drea postrema parece
suministrar un mecanismo aparte, segin el cual los factores humorales podrian modular los

puntos de accion del barorreflejo arterial. (Bishop y Sanderford, 2000).
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La inyeccion intravenosa de angiotensina II aumenta el reflejo barorreceptor en ratas
espontaneamente hipertensas (SHRs). Para investigar el papel del AP en la modulacion del
control barorreflejo por el receptor AT1, se experimentd en ratas espontaneamente hipertensas, y
con el AP lesionada y sin lesionar, el efecto de la inyeccion intravenosa de CV-11974
(antagonista del receptor AT1), en el control barorreflejo de la actividad simpdtica renal y el
latido cardiaco. La presion arterial fue similar en ambos grupos. Sin embargo, el latido cardiaco
fue significativamente més bajo (p<0.01) en las SHRs con el area postrema lesionada que en las
SHRs con el area postrema no lesionada. La inyeccion del antagonista del AT1 disminuy¢ la
presion arterial significativamente; sin embargo, no cambi6 el latido cardiaco ni la actividad
simpatica renal en ambos grupos. Los cambios reflejos en la actividad simpéatica renal y en el
latido cardiaco se lograban por la inyeccion intravenosa de fenilefrina o sodio, antes y después de
la inyeccion del antagonista, el cual incrementaba el control barorreflejo de la actividad
simpatica renal y también el latido cardiaco en las SHRs no lesionadas. De todas formas, el CV-
11974 no logro alterar la sensibilidad barorrefleja en las SHRs con el area postrema lesionadas.
Esto sugiere que el AP no juega un papel crucial en el mantenimiento de la presion sanguinea
alta en SHRs adultas, y que la mejora del control barorreflejo de la actividad simpatica renal y
del latido cardiaco por CV-11974 intravenoso, es mediado via AP en SHRs (Matsumura et

al,1999).

Como ya hemos visto, el OSF es también uno de los lugares mas importantes para la
angiotensina II circulante o cerebral (Simpson, 1981; Fink, 1997), es rico en receptores para la
angiotensina II (Saavedra et al., 1986) y participa en el aumento de la presion sanguinea en

respuesta a dicho neurotransmisor (Lind et al, 1983; Fink, 1997). Ademads, la administracion
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periférica de angiotensina Il puede incrementar la presion sanguinea a través de la estimulacion
de los receptores de angiotensina II del OSF (Simpson, 1981), o aumentar la actividad
metabolica del OSF, medida por la tasa de utilizacién de la glucosa (Gross et al, 1985). Las
lesiones en el OSF reducen la hipertension inducida por la angiotensina II, cuando este péptido
se inyecta agudamente (Mangiapane y Simpson, 1980; Fink et al, 1997). Asi pues, el AP y el
OSF son dos de las estructuras cerebrales mas relacionadas con la angiotensina II, la
angiotensina I, la vasopresina y la ECA y es por lo que se las relaciona con la regulacion
cardiovascular y la presion arterial.

Nuestros resultados, en lo que se refiere a la presion sistolica, son comparables a los
obtenidos por Webb et al, (1986) en ratones y por Nazarali et al, (1989) en ratas. Estos autores
también disefiaron cuatro grupos: control no tratados (CONTROL), control tratados (CONTROL
TTO), hipertensos no tratados (HTA) e hipertensos tratados (HTA TTO), a los que se les
administré un IECA, captopril en el primer caso y enalapril en el segundo, en el agua de bebida
durante un periodo variable en cada caso. La tension arterial sistolica medida con una técnica
indirecta, es significativamente mayor en los animales hipertensos tratados y no tratados que en
ambos grupos control al comienzo del tratamiento. Al final del mismo, la tension arterial
sistolica del grupo hta tto disminuye hasta acercarse a la de los grupos control, mientras que la
del gupo hta no tto contintia aumentando con diferencias significativas con respecto al grupo
tratado. El tratamiento no alterd significativamente la tension arterial en los animales control.

A diferencia de nuestros resultados y de los dos trabajos anteriormente citados, Grichois
y colaboradores (1992) encuentran diferencias significativas (p<0.05) entre ratas WKY no
tratadas y tratadas, de forma que las WKY que recibieron tratamiento con enalapril en el agua de

bebida tuvieron una tensidon arterial, tanto sistolica como diastolica, menor y una mayor
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frecuencia cardiaca. Los autores lo explican por la reduccion del flujo simpatico al musculo liso
vascular.

En lo que se refiere a las ratas genéticamente hipertensas (SHR), nuestro experimento
concuerda basicamente con el de otros autores. Asi, Velkov y colaboradores (1986) tratan con
captopril, intraperitonealmente, a dos grupos de ratas SHR de 4 y 32 semanas durante 77 y 23
dias respectivamente. En ambos grupos, tanto la tension sistolica como la diastdlica disminuyen
de forma significativa con respecto al grupo no tratado. Este descenso es mas acusado en la
tension diastdlica (36%) en comparacion con la tension sistolica (27%), un hecho explicable por
el mecanismo hipotensor del captopril que reduce el tono vascular. Tampoco encuentran
diferencias significativas en lo que respecta a la frecuencia cardiaca.

De forma similar, Jablonskis y colaboradores (1992) encuentran que la presion arterial
media, medida directamente, disminuye un promedio de 30 mmHg en SHR tratadas con enalapril
intracerebroventricular durante 2 semanas que en las no tratadas. Shaver y colaboradores (1990)
también obtienen una presion media significativamente menor cuando tratan, esta vez de forma
aguda, con captopril intraperitoneal a ratas Long-Evans y Brattleboro.

Por lo tanto, seglin nuestros resultados y los de otros autores, vemos coOmo el tratamiento,
sobre todo cronico, con un IECA, fundamentalmente captopril y enalapril que han sido los mas
estudiados, e independientemente de la via utilizada, es muy efectivo para disminuir la presion
sanguinea en las ratas genéticamente hipertensas. Por el contrario, la tension arterial no se ve
modificada cuando se le administra el tratamiento a las ratas control. En nuestro estudio, la
frecuencia cardiaca permanece mas o menos constante en todos los animales, destacando la
ausencia de taquicardia refleja a pesar de la disminucion de las resistencias vasculares periféricas

y de la presion sanguinea tras la administracion del captopril. Como ya hemos visto, este
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mantenimiento de la frecuencia cardiaca puede deberse a la disminucion de la eficacia o a la
anulacion de la sensibilidad de reflejos barorreceptores (Guidicelli et al, 1985; Fink et al, 1997),
a la venodilatacion inducida por el captopril y/o a la modificacion de la actividad parasimpética
(Ajayi et al, 1985; Stebbins et al, 1998).

Como destacamos anteriormente, el nimero de receptores de angiotensina I del OSF esta
aumentado en ratas SHR no tratadas, y juegan un papel importante en la génesis de la
hipertension (Saavedra et al, 1986; Nazarali et al, 1989; Fink, 1997). El tratamiento con enalapril
sistémico provoca la alteracion de los receptores de la angiotensina Il s6lo en un area cerebral: el
OSF de las ratas SHR, produciendo una profunda disminuciéon (del orden del 50%) en su
namero, significativamente menor que en animales WKY normotensos. No hay cambios
significativos en los receptores de angiotensina II tras el tratamiento con enalapril en ninguna
area cerebral de las ratas WKY y en ninguna area cerebral de las ratas SHR que no sea el OSF, ni
siquiera en el area postrema (Nazarali et al, 1989; Matsumura et al, 1999).

Todas estas observaciones implican al OSF y a los receptores de la angiotensina II de esta
estructura, en el control central de la presion sanguinea. La hipertension esencial podria tener su
origen en el OSF con un aumento en el numero de receptores para la angiotensina II. Los IECA,
mediante la disminucion del nimero de receptores centrales para la angiotensina II en el OSF,
pueden reducir la respuesta central a la angiotensina II circulante en SHR. De cualquier modo,
los mecanismos moleculares para esta disminucion de los receptores de angiotensina II en el
OSF de las ratas SHR tras el tratamiento con captopril no se conocen (Nazarali et al, 1989;
Matsumura, 1999). Tras la administracion de captopril, las ratas hipertensas de nuestro

experimento ven reducida su area neuronal con respecto a las no tratadas. Estos resultados
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pueden explicar la reduccion del nimero de receptores centrales para la angiotensina II en el
OSF provocado por el IECA.

Otros autores han estudiado la implicacion del AP en la presion arterial y han sugerido
que la extirpacion del AP atenta el desarrollo de la hipertension en la rata, y esta atenuacion
puede ser atribuida al descenso del flujo simpéatico (Averill et al, 1996).

Por otro lado, la concentracion sanguinea incrementada de angiotensina II en la
hipertension renovascular, eleva la presion sanguinea debido a la vasoconstriccion mediada a
través del AP y de las neuronas simpaticas premotoras de la médula ventrolateral-rostral (Fink,
1997).

Otros estudios ponen de manifiesto que la aminopeptidasa-A (enzima que rompe la
angiotensina Il en angiotensina III), se distribuye sobre todo en el 4rea postrema, los plexos
coroideos, la eminencia media, el nicleo supradptico y el nucleo paraventricular. Asi, hay una
correspondencia entre la actividad de la aminopeptidasa-A y las ratas SHR en las que esta
enzima es mas activa, lo que sugiere que podria contribuir a la regulacion de las funciones
cardiovasculares por su habilidad para convertir angiotensina II en angiotensina III (Zini et al,
1997). La angiotensina III desempefia cierto papel en la secrecion de aldosterona por parte de la
corteza suprarrenal y posee cierta accion vasoconstrictora, aunque menor que la angiotensina II
(Reaux et al, 1999). Asi, los resultados encontrados por Zini y colaboradores (1997) seialan que
la actividad de la aminopeptidasa A es mds alta en las SHR que en las WKY y también es mas
alta en varios nucleos cerebrales implicados en la regulacion de la presion sanguinea.

Otros autores sostienen que el AP, en estudios realizados en ratas, juega un papel

importante en el mantenimiento de la presion sanguinea basal bajo condiciones normales, y que
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este organo es relevante en el mantenimiento de la presion sanguinea normal bajo condiciones
estresantes tales como el frio (Quiam y Koon, 1998).

El AP de la rata parece ser un centro importante donde actua la hormona gamma-2-
melanocito estimulante, 2-MSH, (Yamazoe et al, 1984) y la inyeccion de dicha melanotropina en
esta area, produce una disminucién de la presion sanguinea y de la frecuencia cardiaca (De Wildt
et al, 1994). Asi pues, esta hormona produce un efecto hipotensor y bradicardia tanto si se
inyecta en el pars commisuralis del NTS como en el AP, aunque las respuestas en esta tltima son
maximas, sobre todo después de los 3 minutos (De Wildt et al, 1994).

Los trabajos de Osborn y colaboradores (2000) en ratas con el AP lesionada, sugieren que
el AP es importante en el control del balance de sodio pero no en la presion arterial cuando la
dieta en sal estd incrementada. En cambio, durante estadios de sodio bajos, la accion de la
angiotensina II de incrementar el flujo del sistema nervioso simpético, relacionado con la presion
sanguinea, puede mantener la presion arterial (Bishop y Sanderford, 2000). Cuando hay
concentraciones elevadas de angiotensina II periférica, en la mayoria de los casos, es
dependiente del AP ya dicho 6rgano parece suministrar un mecanismo separado, segun el cual,
los factores humorales puedan modular los puntos de accion barorefleja arterial (Bishop y
Sanderford, 2000).

Hasser y colaboradores (2000) sefialan que el AP hace de mediador de algunas acciones
producidas por la angiotensina II y la arginina-vasopresina. La vasopresina parece actuar en el
AP y causar inhibicién simpatica ademas de reducir la presion arterial.

Matsumura y colaboradores (1999) sugieren que el AP no juega un papel relevante en el
mantenimiento de la presion sanguinea alta en SHR y que la mejora del control baroreflejo de la

actividad simpatica renal y del latido cardiaco, por inyeccion de antagonistas del receptor ATI,

308



es mediado via 4rea postrema en ratas SHR, ya que los antagonistas de AT1 no logran alterar la

sensibilidad barorefleja en la rata SHR con el AP lesionada.

Los niveles de angiotensina I y la actividad de la renina plasmatica, no difieren en las ratas
SHR no tratadas en comparacion con las WKY no tratadas. La disminuciéon de la presion
sanguinea en SHR como consecuencia del tratamiento con un IECA va asociado con un descenso
significativo de la actividad de la ECA plasmatica, un aumento de los niveles de angiotensina |
en plasma y un aumento de la actividad de la renina plasméatica (Unger et al, 1987; Zimmerman
et al, 1987). La inhibicion de la actividad de la ECA disminuye la conversion de la angiotensina I
en angiotensina II. La disminucion de la concentracion plasmatica de angiotensina II después del
tratamiento con enalapril estd bien documentada (Unger et al, 1983). Esta disminuciéon de la
angiotensina II reduce la vasoconstriccion, con lo que desciende la presion sanguinea (Vallotton,
1987; Fink, 1997). Como la angiotensina II participa en la retroaccion negativa inhibiendo la
liberacion de renina, una caida de sus niveles produce un aumento de la actividad renina
plasmatica y de la angiotensina I (Unger et al, 1983; Vallotton, 1987; Fink, 1997). Aunque se
observan alteraciones bioquimicas periféricas similares en las ratas WKY tratadas, la presion
sanguinea no se ve alterada, lo que indica la existencia de diferencias en los mecanismos
reguladores de la presion sanguinea en las dos cepas (Nazarali et al, 1989). Estas observaciones
concuerdan totalmente con las nuestras, de forma que la tension arterial de las ratas control
tratadas con captopril tampoco se ve modificada. Uno de estos mecanismos reguladores podria
radicar a nivel central, en la conexion angiotensinérgica existente entre el OSF y el NPV que

participa en la regulacion de la sintesis y la liberacion de la vasopresina y ademas, estar en
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relacion con los resultados de Hasser y colaboradores (2000) por los cuales, el AP media algunas
acciones de la angiotensina Il y de la arginina-vasopresina.

Los IECA pueden actuar de forma directa y localizada en el sistema renina-angiotensina
(SRA) cerebral a nivel del OSF modulando directamente el numero de receptores de
angiotensina Il o inhibiendo la formacion local de angiotensina II. El OSF es rico en ECA
(Saavedra y Chevillard, 1982). E1 ECA del OSF es accesible a inhibidores circulantes, y el
tratamiento con captopril, a pesar de que no atraviesa la barrera hematoencefalica, inhibe el ECA
en esta area que carece de la misma. Parte de la respuesta a la angiotensina II administrada
periféricamente puede deberse a la accion central del péptido en los OCV (Gross et al, 1985;
Simpson, 1981; Ferguson, 1994). La actividad del SRA central estd aumentada en SHR (Ganten
et al, 1983), mostrando una sensibilidad incrementada ante el aumento de la presion sanguinea
producida por la administracion de angiotensina II central (Hoffman et al, 1977; Fink, 1997) o
periféricamente (Wright et al, 1988; Ferguson, 1994).

El efecto antihipertensivo de los IECA es mayor cuando se administran central que
periféricamente (Stamler et al, 1980; Fink, 1997). Es posible que la administracion
intracerebroventricular de IECA, teniendo acceso a los OCV, reduzca la presion sanguinea en
SHR disminuyendo la union de la angiotensina II a sus receptores en el OSF, los cuales conectan
esta estructura con areas reguladoras de la presion sanguinea en el hipotdlamo anterior. Diversos
estudios muestran cémo la administracion central de captopril atentia significativamente el
desarrollo de la HTA en SHR jovenes (Berecek et al, 1983; Berecek et al, 1984; Okuno et al,
1983; Fink et al, 1997), mientras que la administraciéon de la misma dosis periféricamente no
tiene ningin efecto en el desarrollo de la HTA en SHR. Esto refuerza la idea de que el captopril

tenga una accion central. Asi, Berecek y Shier (1986) demuestran como la administracion
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cronica intracerebroventricular de captopril disminuye significativamente la presion arterial y la
resistencia vascular renal en mayor medida, que cuando se administra intravenosa o se
administra un vehiculo intraventricular como control. Estas ratas muestran una atenuacion de la
reactividad vascular a los agentes vasoactivos: noradrenalina, vasopresina y angiotensina. La
administracion central de captopril no tiene ningtn efecto sobre la presion arterial media de ratas
WKY, ni hay diferencias en la resistencia vascular renal. Todos estos datos sugieren que el
captopril a través de una accion central, inhibiendo el SRA cerebral a través de la conexion
angiotensinérgica entre el OSF y el NPV, atentia el desarrollo de la HTA. Al recibir el
tratamiento a partir de las 8 semanas de vida, las ratas genéticamente hipertensas de nuestro
estudio ven disminuido el desarrollo de la HTA pero no prevenido como describen Wu y
Berecek (1993). Esta diferencia puede deberse a que estos autores ya comienzan el tratamiento
en la fase intrauterina y lo prolongan hasta los 2 y 3 meses de edad.

También observamos como la administracion cronica de captopril a ratas hipertensas causa
un mayor descenso de la presion arterial que cuando se administra de forma aguda. Nuestros
resultados muestran como la tension arterial va disminuyendo de forma proporcional al aumento
de la edad y, por lo tanto, a la cronicidad del tratamiento. Wallace y colaboradores (1985) opinan
que esta circunstancia podria estar causada por diferentes mecanismos: procesos lentos
secundarios a través de la accion central de la angiotensina II, baroreceptores actuando
directamente o a través de la aldosterona para causar retencion de sodio y agua, alterando
estructural y progresivamente la pared del vaso y produciendo un aumento de la respuesta a
agentes vasoconstrictores como la angiotensina II, a través de la bradiquinina y de la renina

vascular.
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Otros mecanismos que contribuirian al efecto antihipertensivo de los IECA
independientemente del SRA podrian ser los sistemas vasoreguladores como el de las kininas
(Thurston y Swales, 1978; Hilgers et al, 1993) y el de las prostaglandinas (Watanabe et al, 1985).

Kumagai y colaboradores (1992) sugieren que el control baroreflejo de la actividad
simpatica periférica y la frecuencia cardiaca estan amortiguados en las ratas SHR, siendo
significativamente menor que en ratas WKY, y que el tratamiento crénico oral con un IECA
aumenta este control baroreflejo del flujo simpético en la hipertension arterial. Asi, la accion de
los IECA disminuyendo la presion sanguinea en la hipertension arterial, puede deberse a la
reduccion del flujo simpatico vasomotor con una disminucion de las catecolaminas circulantes.
Las concentraciones plasmaticas reducidas de adrenalina y noradrenalina indican la supresion del
neuroefector simpatico y de la funcién simpatico adrenal (Jablonskis et al, 1992). Por el
contrario, Okuno y colaboradores (1983) no observan alteracion en las catecolaminas
plasmaticas tras la infusion central de captopril en ratas SHR. No hay razones aparentes que
expliquen esta discrepancia. Las ratas SHR cuando son tratadas con captopril sufren una
depresion de la reactividad a agentes vasoactivos y un aumento de la sensibilidad barorefleja.
Esta depresion de la reactividad vascular es debida al efecto del tratamiento sobre la célula
muscular lisa més que a la potenciacion de la actividad barorefleja en estas ratas.

La administracion central de captopril a WKY normotensas también produce una
significativa depresion de la reactividad vascular a agentes vasoconstrictores, lo que sugiere que
los cambios observados en SHR no son secundarios a la disminucion de la presion sanguinea per
se, sino parte del mecanismo antihipertensivo del captopril (Berecek y Shier, 1986).

La angiotensina II cerebral activa las neuronas simpaticas centrales y las células del

ganglio simpatico, aumenta la biosintesis de catecolaminas, facilita la liberacion de
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neurotransmisores, inhibe la recaptacion de noradrenalina y potencia la respuesta vascular a la
misma. La angiotensina II, mediante una accién central, también ve estimulada la liberacion de
ACTH y vasopresina desde la pituitaria, péptidos que aumentan la sensibilidad de las células del
musculo liso vascular a las catecolaminas. El captopril podria disminuir la presion sanguinea al
atenuar la reactividad vascular mediante la inhibicion de la liberacion de ACTH y/o vasopresina
mediada por la angiotensina II (Berecek y Shier, 1986).

Estudios in vivo e in vitro sugieren la existencia de una via catecolaminérgica hipotalamica
que contribuye a la liberacion de vasopresina inducida por la angiotensina II. Los receptores AT1
de la angiotensina Il y los adrenoreceptores alflal y alfa2 en el ntcleo paraventricular
contribuyen en orden secuencial a la secrecion de vasopresina inducida por la inyeccion
intracerebroventricular de la angiotensina II. Estudios inmunohistoquimicos han demostrado la
presencia de receptores AT1 en el nucleo paraventricular cuya estimulacion provoca la liberacion
de la vasopresina. Por otro lado, la activacion de los alfaadrenoreceptores del nucleo
paraventricular también estimula la liberacion de vasopresina. La administraciéon central de
angiotensina Il causa un aumento inmediato, especifico y dosis-dependiente de la liberacion de
noradrenalina en el nucleo paraventricular que se correlaciona con un aumento de la presion
arterial (Veltmar et al, 1992).

Hay autores que opinan que el nucleo paraventricular juega un papel critico en la
mediacion central de los efectos de la angiotensina, en la homeostasis de los fluidos y en la
regulacion de la presion sanguinea, y que puede ser un posible candidato para integrar las sefiales
neurales que controlan el efecto presor, la bebida y la liberacion de vasopresina. Asi, la
microinfusion de angiotensina Il en el nucleo paraventricular, aumenta la presion sanguinea y la

bebida, y el pretratamiento con un antagonista especifico de los receptores angiotensinérgicos
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bloquea el aumento de la presion sanguinea inducido por la angiotensina II. Todo esto sugiere
que esta respuesta depende de la activacion de los receptores AT (Jensen et al, 1992; Osborn et
al, 2000). La liberacion de vasopresina seria consecuencia de la activacion de la via
angiotensinérgica y catecolaminérgica existente de forma bidireccional entre el OSF y el NPV
tras la unioén de la angiotensina II a su receptor en el OSF por una parte, y de la unién de la
angiotensina II a su receptor en el NPV por otra. Pensamos que en la region central existe una
compleja red neuronal que desde el Complejo Vagal Dorsal, fundamentalmente presoceptivo y
compuesto por el Area Postrema, Nucleo del Tracto Solitario y Ntcleo motor dorsal del vago, se
dirige mediante conexiones catecolaminérgicas hacia la region AV3V (region anteroventral del
tercer ventriculo) y hacia el OSF, entre los cuales también existe una via angiotensinérgica. A su
vez, desde el OSF se dirigen proyecciones angiotensinérgicas hacia el NPV que controlaria la
liberacion de vasopresina. El circuito se cerraria con la retroaccion inhibidora catecolaminérgica

desde el NPV al OSF.

D-FRECUENCIA CARDIACA

La variable frecuencia cardiaca no se vio afectada por la edad ni por el grupo estudiado, y

no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos.

E-ANATOMIA DEL AREA POSTREMA

El AP es un organo circunventricular y su estructura es similar en todas las especies

estudiadas (Leslie, 1986), aunque existen diferencias anatomicas de este 6rgano entre mamiferos
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inferiores, tales como roedores y lagomorfos, y mamiferos superiores, como carnivoros y
primates. En carnivoros y mamiferos superiores aparece como dos monticulos de tejido muy
vascularizado que protuye en la luz del cuarto ventriculo. Los dos monticulos, uno a cada lado de
la linea media, convergen caudalmente por una ldmina muy fina de tejido unida en la parte
ventral al 6bex, formando la raiz de la extension mas rostral del canal central de la médula
espinal. (Chernicky et al. 1980). En roedores y lagomorfos el AP forma un monticulo unico de
tejido en posicion medial sobre el canal central (Brizee y Klara, 1984).

El AP en la rata ocupa la parte inferior del dbex del 4° ventriculo donde se inicia el canal
ependimario, y finaliza el 4° ventriculo. Los estudios sobre los aspectos y posibles subdivisiones
del AP en las diferentes especies animales, hablan de la gran homogeneidad que tienen los
diferentes componentes del AP y, por lo tanto, de la dificultad de hacer subdivisiones de ella
(Leslie, 1986). Una de las clasificaciones ha sido hecha en la rata, atendiendo principalmente al
componente ependimario, donde parece que se encuentran ciertas diferencias entre la parte
rostral y caudal descrita por Torack y Fincke (1971). Pero en 1980, Chernicky y colaboradores,
teniendo en cuenta la distribucion de los diferentes componentes, el area postrema del perro fue
subdividida en tres zonas, una zona dorsal, otra zona central o medial y una zona ventral. La
zona dorsal contiene neuronas bipolares y multipolares, células gliales, elementos
supraependimales y células ependimales escamosas sin cilios (Leslie, 1986). La zona central o
medial tiene un alto nimero de neuronas multipolares, ademds posee gran cantidad de fibras
aferentes y es origen de la mayor cantidad de fibras eferentes. Por Ultimo la zona ventral es la
que limita con las regiones vecinas y estd muy vascularizada (Leslie, 1986). Esta subdivision fue

hecha con respecto al eje dorsoventral (Chernicky et al, 1980). Las mismas subdivisiones se
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resalizaron en el mono, el gato y la rata (Brizzee y Klara, 1984. Leslie 1986). En la rata, estas
tres subdivisiones se confirman en la region mas rostral del AP.

Nosotros hemos visto, en la rata, el AP como un centro unico, a diferencia de lo que
ocurre en carnivoros como el gato y en mamiferos superiores como el humano en los que se
aprecian dos monticulos, uno en el lado derecho y otro en el izquierdo (Brizee y Klara, 1984).

Nosotros pensamos que el AP de la rata, atendiendo a los ejes céfalo-caudal y dorso-
ventral, puede ser dividida en dos regiones; region rostral, y region caudal, descripcion que no
coincide con la realizada por Brizze y Klara, en 1984, y la de Leslie en 1986. La region rostral
destaca porque su componente ependimario, se encuentra localizado medialmente. Las células
ependimarias presentan nucleos redondeados u ovalados, con varios nucledlos y algunos cilios.
Las neuronas son medianas, con nucleo ovalado que posee un nucledlo prominente. El AP,
ademds de los componentes neuronales y ependimarios, estd ricamente vascularizada y se
encuentra en ella una abundante cantidad de luces capilares tapizadas de endotelio, rodeadas de
fibras nerviosas, asi como de diferentes tipos de células de la glia (Shaver et al, 1991,
Gross,1991). Esta parte vascular, fibrosa y de células gliales, se encuentra localizada
fundamentalmente en las partes laterales. La parte posterior de la region rostral del drea postrema
posee un estrato neuronal que divide al AP en una zona dorsomedial de una abundante cantidad
de células gliales, luces vasculares y fibras nerviosas, y otra zona ventromedial més rica en
células ependimarias. En la region caudal del AP se observa que las neuronas son muy
abundantes y ocupan la mayor parte de la misma, es decir, su zona central y dorsal. La zona més
ventral de esta region, esta ocupada por células ependimarias y la zona dorsal por fibras, vasos y

células gliales.
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Esta region caudal y la parte posterior de la region rostral, estd recubierta por la membrana
pial, por lo que la parte dorsal-caudal del AP no esta tapizada por epéndimo sino por piamadre,
lo que coincide con las descripciones de Leslie en 1986 para la rata, algo que no se aprecia en
otras especies animales como el gato, perro, vaca... etc. en las que esta recubierta por epéndimo
(Castafieyra et al, 1992).

Asi pues, podemos decir que el AP de la rata ha sido subdividida por Shaver y
colaboradores (1991) atendiendo al eje rostrocaudal en tres subregiones; rostral, medial y caudal,
y atendiendo al eje dorsoventral, la parte ventral se ha dividido en tres zonas, y las partes media y
caudal, en cuatro zonas.

Como vemos, las tres subregiones establecidas para la rata en el eje rostro-caudal no
coinciden con las dos subdivisiones hechas por nosotros para el AP de la rata, ya que nosotros
hablamos de region rostral y caudal, e incluimos la region transicional en nuestra region rostral.

El componente neuronal del AP parece consistir en una Unica poblaciéon de pequeiias
neuronas. El soma neuronal tiende a ser pequeio, aproximadamente de 8§ a 15um de didmetro y
con pocas dendritas. Se aprecia un nucleo ovoide que contiene un nucle6lo unico; la membrana
nuclear presenta profundas invaginaciones y solamente un fino borde citoplasmatico rodea al
nicleo. Los componentes citoplasmaticos incluyen pequefias cantidades de granulos de Nilss,
abundantes cuerpos yuxtaglomerulares de Golgi y un nimero intermedio de otros organulos
celulares (Chernicky et al, 1980). Los somas tienden a estar dispersos, principalmente de forma
homogénea a través del parénquima del AP, si bien se ha publicado en el perro tres tipos
diferentes de neuronas (Chernicky et al, 1980). Estos autores, con el método de Golgi Cox,
describen unas neuronas bipolares, de 10 a 15 um de didmetro en una zona periventricular,

neuronas estrelladas de didmetro similar en una zona central, y neuronas muy pequefias de 5-8
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um estrelladas, en la profundidad de la zona limite del AP que esta en contacto con el ntcleo del
tracto solitario

Morest, en 1960, habia utilizado técnicas parecidas para examinar el AP en el gato, el
conejo, el raton, el hamster y la chinchilla, y describié pequefias neuronas en el NTS que
enviaban arborizaciones dendriticas al AP. Un estudio con microscopia electronica de estas
neuronas, que se localizan en el subnucleo gelatinoso del NTS (Gwyn y Wolstencroft, 1968),
indica que su fina estructura es muy similar a las neuronas del AP (Leslie et al, 1982).

Nosotros, con microscopia Optica, hemos encontrado en el AP dos tipos neuronales tal y
como describe Chernicky en 1980, acerca de las formas neuronales del AP; las de pequefio
tamafio caracterizadas por un nucleo redondeado con un nucledlo prominente y las neuronas de
mediano tamafio caracterizadas por un nucleo ovalado con un nucledlo también prominente,
coincidendo en este caso, con la descripcion de las neuronas del AP de cordero de Lucchi y
colaboradores, (1989), en las que destaca la presencia de uno o dos nucledlos en el nucleo de las
mismas, como mencionamos anteriormente. La region rostral del AP resultante de la division
que hemos establecido en el AP de la rata, se caracteriza porque los componentes ependimarios
se localizan medialmente. Las células ependimarias de la region rostral del AP tienen nticleos
redondeados y las neuronas de esta zona son medianas y pequefias. Ademds, hemos observado
que es una zona muy vascularizada, sobre todo en los margenes laterales.

En la region transicional del AP destacamos la presencia de un estrato neuronal que divide
al AP en una zona dorsomedial que posee gran cantidad de luces vasculares, células gliales y

fibras nerviosas, y otra zona ventromedial mas rica en células ependimarias.
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En la region caudal del AP, las neuronas son muy abundantes y ocupan la mayor parte de
esta region, es decir, su zona central y dorsal. La zona mas ventral estd ocupada por células
ependimarias.

Asimismo, hemos observado en los grupos experimentales de ratas, todos estos
componentes sin variacion aparente con respecto al grupo control. Cualitativamente, el AP de los
grupos controles e hipertensos presenta una distribucion similar de sus componentes: células
gliales, fibras nerviosas, neuronas y vascularizacion similar, independientemente del tratamiento
y de la edad estudiada, tal y como se describe para el OSF por Puchades-Company y
colaboradores (1995).

Cabe destacar que en los cuatro grupos estudiados, las neuronas del AP en su region caudal
se disponen formando un tridngulo mas reducido que las células de la region rostral del AP. Las
neuronas de la parte caudal, aparecen mas unidas unas con otras en contraste con las neuronas de
la region rostral del AP. Las células del canal ependimario en la zona caudal, se distribuyen
formando un circulo y se pierde la forma de cruz que caracteriza al epéndimo de la region rostral.
Esto coincide con la descripcion de Torack y Fincke (1971) a proposito de las diferencias

encontradas en el canal ependimario de la zona rostral y de la zona caudal del AP.
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F-ESTUDIO MORFOMETRICO.

En el humano, el AP aparece a las diez semanas de gestacion (Castafieyra-Perdomo et al,
1992) y después del nacimiento, esta estructura esta perfectamente desarrollada y no parece que
involucione con la edad (Castafieyra-Perdomo et al, 1992). En el raton, el AP también estd
perfectamente diferenciada durante la vida postnatal y no presenta signos de involucién con la
edad (Castafieyra-Perdomo et al, 1988). En la rata, el AP inmediatamente antes del nacimiento, a
los 21 dias de gestacion, ha adquirido todas las caracteristicas estructurales que son compatibles
con su funcion.

Los resultados cariométricos obtenidos del AP de las ratas hipertensas y normotensas,
tratadas y no tratadas, los hemos comparado con los trabajos precedentes realizados en nuestro
departamento, porque comparan el mismo numero de ratas, el tratamiento y las mismas
condiciones de exposicion y medidas. Estos trabajos previos estdn basados en el analisis
cariométrico de diferentes nucleos del area hipotaldmica, y en cada uno de ellos, se ha
demostrado cambios morfométricos. Asi, Castafieyra-Perdomo y colaboradores (1995)
encontraron que, en la region rostral del o6rgano subfornical de la rata, el area nuclear y el
perimetro nuclear disminuyen proporcional y significativamente con la edad en los cuatro grupos
estudiados (control no tto, control tto, hipertenso e hipertenso tto), y unicamente las ratas
hipertensas no tratadas ofrecen un area y un perimetro nuclear del OSF similar entre las diez y
las quince semanas. En cuanto al factor forma, no encontraron variaciones importantes entre las
edades estudiadas en los grupos analizados, exceptuando el grupo hipertenso no tto cuya forma

nuclear era més irregular a las 10 semanas. Ademads del érea, el perimetro y el factor forma, el
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volumen global desciende proporcionalmente al aumentar la edad, de forma que el mayor
tamafio del OSF corresponde a las ratas de menor edad, por lo que se concluye que el OSF es
esencial en las primeras semanas de la vida, que es cuando se establecen los propios mecanismos
reguladores de la actividad cardiovascular y del equilibrio hidrosalino hasta entonces realizados
en parte por la madre, y que al nacer ya estd perfectamente configurado tanto morfoldgica como
funcionalmente (Castafieyra-Perdomo et al, 1993).

En nuestro estudio del AP en ratas, también hemos visto que el area nuclear y el
perimetro nuclear de las neuronas de la regién rostral, disminuyen proporcional y
significativamente con la edad en los grupos de ratas controles y controles tratadas, sin embargo,
en los grupos de las ratas hipertensas e hipertensas tratadas, a diferencia de los resultados
obtenidos del OSF, el drea nuclear experimenta un aumento progresivo desde las 10 semanas
hasta las 15 semanas, sobre todo en el grupo de las ratas hipertensas tratadas. Respecto al factor
forma, no encontramos variaciones significativas entre los cuatro grupos estudiados y segun las
edades. Comparando estos resultados con los precedentes hallados en el OSF, el descenso del
area nuclear en el AP, un pardmetro morfométrico que refleja la funcion celular (Edstrom y
Eichner, 1960; Srebo et al, 1988), al igual que ocurre con el OSF, puede deberse a que el AP es
muy importante en las primeras semanas de vida y en ese momento se establecen los
mecanismos que regulan la actividad cardiovascular y el equibrio hidrosalino, y al nacer, este
organo ya seria funcional. Por otro lado, el hecho de que el area nuclear aumente con la edad en
el grupo de las ratas hipertensas, tanto tratadas como no tratadas, puede deberse a una
hiperfuncion del AP que llevaria consigo un aumento de su tamafo. Estos resultados concuerdan
con las observaciones de Shapiro y Miselis (1985) acerca de la importante proyeccion que

mantiene el AP con el area baroreceptora del NTS y el nicleo motor que inerva el corazon,
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siendo por lo tanto un receptor para los factores circulantes que afectan a la presion sanguinea.
Asimismo, se sabe que el OSF y el AP captan sefales periféricas tales como el incremento de los
niveles de angiotensina II y la hipertonicidad plasmaética, a través de un circuito neuronal que
conecta los sistemas motor y limbico, los nucleos viscerales sensoriales, la region preodptica, el
hipotalamo, el tronco del encéfalo y la médula espinal (Simpson, 1981; Sawnson y Mogenson,
1981; Miselis et al, 1987) y este circuito estd estrechamente relacionado con la regulacion de la
presion arterial. La angiotensina II disuelta en sangre actiia en el OSF de ratas para provocar sed
y una respuesta presora; la funcioén del AP también se relaciona con el efecto de la angiotensina
IT y la vasopresina en la regulacion cardiovascular (Saavedra et al, 1986; Nishida et al, 1997),
aunque el AP es un receptor de la angiotensina II de menor importancia en la rata en
comparacion con otras especies (Simpson, 1981), siendo en ésta el OSF, el lugar donde se
encuentran los receptores centrales para la angiotensina circulante (Lind y Johnson, 1982).

Nuestro trabajo apoya las observaciones de Quiam y Koon (1998) segtn las cuales, el AP
juega un papel importante en el mantenimiento de la presién sanguinea basal en la rata, como
mencionamos anteriormente, lo que no estd en contradiccién con la descripcion del AP que
realizan Matsumura y colaboradores (1999) para los que dicha estructura, no tiene un papel
crucial en el mantenimiento de la presion sanguinea alta en ratas hipertensas, aunque Averill y
colaboradores (1996) observan que la extirpacion del AP atentia el desarrollo de la hipertension
en ratas transgénicas hipertensas.

Como se dijo con anterioridad, las neuronas simpdticas premotoras de la médula
ventrolateral rostral (RVLM) son un sitio de accidon de la angiotensina II cerebral en animales
hipertensos y normotensos, y éstas forman el relevo en la respuesta simpatoexcitatoria a la

circulacion de angiotensina II iniciado en los OCVs, sobre todo en el AP. Asi pues, las
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concentraciones sanguineas altas de angiotensina II en la hipertension renovascular, eleva la
presion sanguinea por vasoconstriccion causada a través del AP y de RVLM (Fink et al, 1997) y
ademas, los efectos de la angiotensina II cronica para incrementar la actividad del sistema
nervioso simpatico pueden ser debidos a la actividad del AP dependiente de neuronas en la
RVLM (Hasser et al, 2000). Esta accion de la angiotensina II de incrementar el flujo del sistema
nervioso simpatico relacionado con la presion sanguinea, puede contribuir, segun Bishop y
Sanderfod (2000), a elevar la presion arterial en la hipertension, y dependera del AP que haya
una alta concentracion de angiotensina II periférica.

Asimismo, los niveles basales de angiotensina II circulante mantienen la presion arterial
actuando en el AP para llevar a cabo la actividad simpdtica, de esta forma, la respuesta
hipotensora al losartan, el antagonista del receptor ATI1, estd atenuada en las ratas con el AP
lesionada (Osborn et al, 2000).

Sabemos que la angiotensina II puede actuar de dos maneras en el cerebro; como
hormona cuyo receptor se localiza en las zonas cerebrales donde la barrera hematoencefalica es
deficiente y como neurotransmisor. La estimulacioén de los receptores de la angiotensina Il en el
cerebro provoca una respuesta endocrina, autondémica y conductual que incluye una estimulacion
de la natriuresis, del apetito por la sal, de la secrecion de la vasopresina, oxitocina,
adrenocorticotropina y otras hormonas pituitarias, ademds del aumento de la presion sanguinea y
de la ingesta de agua que produce (Sirett et al, 1982; Fitzimons, 1980; Unger et al, 1989). La
angiotensina Il cerebral estd relacionada con el sistema periférico renina-angiotensina para
regular la presion sanguinea y la homeostasis de los fluidos. Como se dijo con anterioridad, tanto
en la periferia como centralmente, la angiotensina II se une a los receptores de membrana, siendo

los organos circunventriculares, las 4reas implicadas en las acciones cardiovasculares de la
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angiotensina II. Estos oOrganos carecen de barrera hematoencefalica (Phillips et al, 1977;
Saavedra et al, 1986) y estan situados sobre la superficie luminal de los ventriculos cerebrales, el
nucleo del tracto solitario y la médula ventrolateral. Los drganos circunventriculares mas
sensibles a la accion de la angiotensina II son el OSF, el AP y el OVLM. Pequefias dosis de
angiotensina Il inyectadas en estas regiones, inducen una respuesta presora (Mangiapane y
Simpson, 1980). La presencia de lugares de union para la angiotensina II en el NTS asociado con
aferencias vagales, pone de manifiesto la influencia de este péptido en el control baroreflejo. Por
otro lado, la secrecion de la vasopresina experimenta un incremento con la administracion central
y periférica de angiotensina II (Hollebgerg, 1990). La administracién central de angiotensina II
estimula la secrecion de vasopresina desde la hipofisis posterior, y segun los estudios
electrofisiologicos llevados a cabo por Castren y Saavedra (1988), la angiotensina Il puede
actuar directamente sobre las neuronas de vasopresina en el nucleo magnocelular de la hipofisis.
La angiotensina II central, puede actuar a través de la estimulacion del sistema nervioso
simpatico y a través de la liberacion de la vasopresina desde la glandula pituitaria. Las
catecolaminas son criticas para la expresion de las acciones centrales de la angiotensina II. En las
terminales de los nervios simpaticos periféricos, hay una interaccion entre la angiotensina Il y la
noradrenalina, de forma que la angiotensina Il podria inhibir la recaptacion o estimular la
liberacion de la noradrenalina con lo que aumentarian sus niveles (Veltmar et al, 1992).
Asimismo, el OSF al igual que el AP, juegan un papel importante en la secrecion de
vasopresina por la accidon de la angiotensina II circulante. Si se destruye el OSF (Ferguson y
Renaud, 1986; lovino y Steardo, 1984), se seccionan las proyecciones eferentes del OSF (Knepel
et al, 1982) y se realiza un pretratamiento con antagonistas de la angiotensina II en el OSF

(Tanaka et al, 1987-c), al administrar de forma sistémica antiotensina II, se observa que se
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previene el incremento en la actividad de la células vasopresin-secretoras en los nucleos
hipotaladmicos paraventricular (Ferguson y Renaud, 1986; Tanaka et al, 1987-c), y supradptico
(Ferguson y Renaud, 1986), ademas de incrementarse las concentraciones plasmaticas de
vasopresina (lovino y Steardo, 1984).

La angiotensina II intravenosa se cree que afecta a las neuronas vasopresin-secretoras
indirectamente mediante su accion sobre las neuronas del OSF, a través de las células que
proyectan desde esta area a las neuronas magnocelulares que contienen vasopresina del nucleo
supraoptico y el nucleo paraventricular. Estas neuronas pueden ser una via postsindptica a través
de la cual el OSF influye en la secrecion de vasopresina. El hecho de que unas pocas células
proyecten desde el OSF al nucleo supradptico sugiere que pueda servir para coordinar las
funciones fisioldgicas de ambas estructuras (Ferguson et al, 1985).

El captopril es un potente inhibidor competitivo de la enzima convertidora de la
angiotensina, y uno de los farmacos antihipertensivos mas prescritos debido a su efectividad, a
sus relativamente escasos y poco importantes efectos secundarios, su comoda posologia, su gran
tolerancia, las escasas alteraciones metabdlicas que ocasiona y por el beneficio obtenido en la
funcién renal y cardiaca. Los trabajos que nos preceden y que estudian la respuesta morfométrica
del OSF y del AP (Castafieyra-Perdomo et al, 1991) bajo diferentes condiciones experimentales
como la deprivacion hormonal y la administracion de alcohol, muestran la alta sensibilidad
morfométrica de estos drganos circunventriculares. En el trabajo que nos ocupa, hemos analizado
los efectos morfométricos trds la administracion oral cronica de captopril a ratas control e
hipertensas, en el AP, un oOrgano circunventricular que, como hemos mencionado con
anterioridad, y en concordancia con lo descrito con diferentes autores (Quiam y Koon, 1998;

Averill et al, 1996; Fink, 1997; Osborn et al, 2000; Hasser et al, 2000) esta muy relacionado con
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la angiotensina II. Segun los resultados obtenidos por Castafeyra-Perdomo y colaboradores
(1995), en el caso del OSF, tanto en las ratas control como en las ratas hipertensas que recibieron
tratamiento cronico con captopril por via oral, el volumen global de dicho 6rgano es comparable
o ligeramente superior al de las ratas que no fueron tratadas, sobre todo a la edad de 15 semanas
y en el grupo de las hipertensas, y en ningin caso, estos cambios fueron estadisticamente
significativos en las edades estudiadas. En cambio en el raton, Castaiieyra-Perdomo y
colaboradores (1993) encuentran que, durante la mayor parte del periodo de tratamiento, el
volumen global del OSF es significativamente mayor en el grupo experimental de ratones
tratados con captopril que en el grupo control. Esta diferencia entre los resultados obtenidos para
la rata y para el raton, puede explicarse teniendo en cuenta que el OSF del ratdon estd menos
vascularizado y posee mayor cantidad de glia, y los tiempos de tratamiento asi como la dosis
administrada también fueron diferentes. En lo referente a las neuronas del OSF de la rata
(Castafieyra-Perdomo et al, 1995) hay variaciones importantes; en la region rostral y en parte de
la region caudal (subregion ventromedial y dorsal), el grupo control al que se le dio tratamiento
presenta un area nuclear equiparable o ligeramente superior en algunas zonas respecto al grupo
control que no fue tratado. Por otro lado, las ratas genéticamente hipertensas parecen
comportarse de modo totalmente diferente sobre todo a la edad de 15 semanas, ya que presentan
una mayor area nuclear, un perimetro nuclear y un factor forma mayor que el resto de los grupos.
Asi, el tratamiento en todas las zonas puede asociarse con una tendencia al descenso del area
nuclear de las neuronas de estos animales (Castafieyra-Perdomo et al, 1995). El tratamiento oral
crénico con captopril afecta de forma diferente a las ratas control y a las ratas hipertensas, no
modificando o aumentando ligeramente el area neuronal del OSF en las ratas control y

disminuyendo dicho parametro en las ratas hipertensas. Estos cambios pueden ser explicados por
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la variacién de los elementos vasculares, asi como por trastornos funcionales. Al bloquear el
paso de angiotensina I a angiotensina II, se produce una disminucion del tamafio del nticleo que
se manifiesta en el descenso del area nuclear del OSF de las ratas hipertensas tratadas. Esta
atrofia nuclear produciria una reduccién en la liberacion de vasopresina como consecuencia de la
alteracion de la via neuronal angiotensinérgica entre el OSF y el NPV.

Comparando estos resultados con los nuestros obtenidos en el AP de la rata, vemos que
los valores del area nuclear neuronal y del perimetro nuclear, son significativamente mayores en
las neuronas de la parte rostral del AP de las ratas hipertensas comparadas con las controles. En
el caso de las neuronas de la region rostral del OSF, el area nuclear es mayor en el grupo de las
ratas hipertensas no tratadas en comparacion con los controles tratados y no tratados. En el grupo
de las ratas hipertensas tratadas, el drea nuclear disminuye respecto a las hipertensas no tratadas
(Castafieyra-Perdomo et al, 1995). El perimetro nuclear de las neuronas de la region rostral del
OSF, es ligeramente mayor en las ratas hipertensas no tratadas que en el resto de los grupos,
aunque sin diferencias significativas, y este parametro desciende en las ratas hipertensas con
tratamiento. En el caso de las ratas hipertensas no tratadas, las neuronas de la region rostral del
OSF presentan un area nuclear que aumenta progresivamente con la edad. El mismo resultado se
aprecia en las neuronas de la region rostral del AP, ya que también el area neuronal experimenta
un aumento con la edad en los animales hipertensos. Sin embargo, en el caso del grupo de las
ratas hipertensas tratadas con captopril, nuestros resultados obtenidos del AP no concuerdan con
los hallazgos acerca del OSF de Castafieyra-Perdomo y colaboradores (1995), segtn los cuales,
en las ratas hipertensas tratadas, el area nuclear neuronal del OSF en su region rostral desciende
con la edad. En nuestro caso, el area nuclear del AP en su region rostral, aumenta con la edad en

las ratas hipertensas tratadas. Esto, aparentemente, pone de manifiesto una hiperfuncion del AP,
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organo al que el captopril no parece afectarle, algo que no ocurre en el OSF, al que el tratamiento
con captopril si le afecta y disminuye de tamafio por la atrofia nuclear producida. Estos
resultados son extrapolables al perimetro nuclear tanto en el AP como en el OSF, aunque en este
ultimo las diferencias entre los grupos no resultan tan significativas como en el primero. Los
resultados que se obtienen en el OSF, apoyan los trabajos de Mendelsohn y colaboradores (1984)
que describen la existencia de una densa concentracion de receptores para la angiotensina II en el
OSF, vy esto, unido a la elevada actividad de la ECA en esta estructura, sugeriria la posibilidad
de que la angiotensina II formada localmente est¢ implicada en el metabolismo del OSF
(Saavedra et al, 1982). Creemos que en el AP, el captopril no produce el mismo efecto que en el
OSF porque la ECA estaria presente en pequefias cantidades o simplemente no estaria presente, y
de esta forma, siguiendo la hipétesis de que el bloqueo de la transformacion de angiotensina I a
angiotensina II produciria una disminucién del tamafio nuclear (Castafieyra-Perdomo et al, 1995)
este bloqueo no seria relevante o no se produciria en el AP, ya que no se encontraria la ECA en
ella, y tampoco hemos observado una disminucion del drea nuclear de sus neuronas, al contrario
de lo que ocurre en el OSF.

Algunos autores sefialan que los OCVs mas sensibles a la angiotensina II circulante son el
AP, el OSF y el OVLM, ya que pequeias dosis de angiotensina II inyectada en estas zonas,
inducen una respuesta presora (Mangiapane y Simpson, 1980). De la misma forma, Fink (1997)
observa que las concentraciones sanguineas incrementadas de angiotensina Il en la hipertension
renovascular, eleva la presion sanguinea por vasoconstriccion, mediada a través del AP y de
RVLM, y en esta misma linea Hasser y colaboradores (2000) afirman que los efectos de la
angiotensina cronica para incrementar la actividad del sistema nervioso simpatico, pueden

deberse a la actividad del AP dependiente de neuronas en la RVLM. Como se dijo anteriormente,
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Osborn (2000), en estudios realizados en ratas con el AP lesionada, sefiala que la respuesta
hipotensora que produce el losartan, antagonista de AT1, aparece atenuada en estos animales.
Otros trabajos que apoyan los anteriores son los de Bishop y Sanderford (2000), segin los
cuales, la accion de la angiotensina II de aumentar la actividad del sistema nervioso simpatico,
contribuye a aumentar la presion arterial en la hipertension, y el que exista elevada concentracion
de angiotensina II periférica, depende del AP.

Los trabajos de estos autores contradicen los hallazgos de Simpson y colaboradores (1981),
ya que estos ultimos destacan el papel del AP como un receptor importante para la angiotensina
IT en muchas especies, aunque en la rata parece ser de menor importancia, puesto que en este
animal el OSF parece ser el lugar donde se encuentran los receptores centrales para la
angiotensina II circulante (Lind y Johnson, 1986). Otros trabajos que concuerdan con €stos son
los de Borison (1975) y los de Brooks (1983) segun los cuales, la inyeccion de angiotensina II
produce cambios en la actividad neuronal en el AP del gato, pero carece de efecto sobre la
actividad de las neuronas de la rata. De la misma forma Simpson (1981) establece que, al igual
que en estos estudios electrofisiologicos, el AP media los efectos cardiovasculares de la
angiotensina Il en el gato, pero no en la rata.

Nosotros creemos que el AP es un érgano importante como receptor de la angiotensina II,
tal y como establecen Mangiapane y Simpson (1980-a), Bishop y Sanderford (2000), Hasser y
colaboradores (2000), Fink (1997) y Osborn (2000) entre otros, y ademas, carece de la ECA lo
que puede explicar que el captopril no produzca ningiin efecto en las neuronas de la region
rostral del AP de las ratas hipertensas, ya que en esta estructura no se encuentra la ECA, y en
consecuencia, no se produce el bloqueo de la enzima que causa este inhibidor, por ello, el area

neuronal no disminuye. Asimismo, si el AP posee receptores para la angiotensina I, es 16gico
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pensar que las ratas hipertensas tendran un mayor nimero de éstos, lo que puede llevar a una
hiperfuncion del 6rgano que derivaria en un aumento de su area nuclear con el tiempo, tal y
como hemos encontrado. Nosotros creemos que el AP es fundamentalmente una estructura que
posee receptores AT1, y de acuerdo con los trabajos de Osborn y colaboradores (2000) que
sefialan que el losartan, antagonista de ATI, produce una menor respuesta hipotensora en las
ratas con el AP lesionada en comparacion con las ratas controles, destacamos la posibilidad de
que el captopril influye en otros organos distintos al AP, como es principalmente el OSF, y es
capaz de reducir la hipertension por causar el bloqueo de la ECA en este ultimo, sin embargo,
este IECA no es capaz de influir en el AP. El losartan, en cambio, si realiza su accién en el AP
bloqueando los receptores de la angiotensina II. Averill y colaboradores (1996) apoyan estas
observaciones ya que sefalan que la extirpacion del AP en ratas transgénicas hipertensas, atentia
el desarrollo de la hipertension. Para Quiam y Koon (1998), como mencionamos anteriormente,
el AP juega también un papel importante en el mantenimiento de la presion sanguinea basal en
ratas.

Por lo tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados que describen al AP como una
estructura importante que contiene receptores para la angiotensina II, éstos no concuerdan con
los resultados de otros autores, tales como Lind y Jonhson (1986); Brooks (1983) y Simpson
(1981), para los cuales la angiotensina II no actua directamente en el AP de la rata.

Cabe destacar que los resultados obtenidos para el 4rea nuclear de las neuronas de la
region rostral del AP, son similares a los que se obtienen para el perimetro nuclear, y respecto al
factor forma, no se obtiene variaciones significativas entre los cuatro grupos estudiados y segun

las edades.
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La hipertension arterial se establece después de las 8 semanas de edad, ya que apenas se
ha visto variacion en los pardmetros area nuclear, perimetro nuclear y factor forma de las
neuronas del OSF, al comparar los grupos control no tratados con hipertensos no tratados, y a
dicha edad, la hipertension arterial todavia no se ha manifestado clinicamente porque
probablemente, el OSF permanece intacto (Castaieyra-Perdomo et al, 1995). En lo referente al
indice de circularidad de las neuronas del OSF, es mayor en las ratas hipertensas que en las
controles. Esta diferencia es notable en las neuronas y minima en el epéndimo, donde sélo se
observan cambios en la zona rostral y a la edad de 15 semanas. Al igual que ocurria con el area
nuclear, el aumento del factor forma seria la expresion de una mayor actividad funcional
(Castafieyra-Perdomo et al, 1995). En el presente trabajo, el factor forma de las neuronas del AP
en su region rostral, no presentd variaciones significativas entre los cuatro grupos estudiados y
segun las edades, en contra de los resultados obtenidos para este parametro en el OSF, segtn los
cuales, el factor forma fue mayor en el grupo de las ratas hipertensas no tratadas, y disminuyd en
las ratas hipertensas tratadas, equiparandose a los grupos controles. Esto podria demostrar, una
vez mas, que el captopril no afecta a la funcion del AP. En el OSF, el tratamiento con captopril
afecta de forma diferente a las ratas control y a las hipertensas, y asi el factor forma se mantiene
o aumenta ligeramente al tratar las ratas control y disminuye al tratar a las hipertensas como
consecuencia del descenso de la angiotensina II y por lo tanto, de su funcion (Castafieyra-
Perdomo et al, 1993).

El parametro morfométrico, perimetro nuclear, estudiado en el OSF (Castafieyra-
Perdomo et al, 1995) no puso de manifiesto diferencias significativas entre los animales control y
los hipertensos a nivel neuronal ni ependimario. Tampoco el tratamiento modifico el perimetro

nuclear en las dos cepas, solamente se ve afectado con la edad, como mencionamos
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anteriormente, de forma que disminuye a medida que aumenta la edad porque el OSF va
perdiendo la importancia funcional que tenia en el nacimiento. En nuestro trabajo, el perimetro
nuclear de las neuronas del AP, disminuye en los grupos controles con la edad, mientras que en
los grupos de ratas hipertensas aumenta con la edad y es esta la Unica diferencia respecto al OSF.
En los resultados del presente trabajo sobre el area nuclear, perimetro nuclear y forma
nuclear de las neuronas del AP en su region caudal, destacamos que no hubo diferencias
significativas relacionadas con la edad ni al comparar los grupos objeto de estudio, por lo que
deducimos que la parte caudal del AP estaria menos implicada en el mantenimiento de la presion
arterial y regulacion cardiovascular, que la parte rostral del AP. El factor forma de las neuronas
del AP caudal, respecto al tratamiento, no presenta variaciones significativas, siendo mayor en
los grupos de las ratas control no tratadas con captopril en comparaciéon con el resto de los
grupos, en las dos edades estudiadas. El grupo hipertenso tratado posee la circularidad menor.
Seglin las edades estudiadas, si existe una variacion significativa ya que la circularidad es menor
a las 15 semanas que a las 10 semanas, sobre todo en el grupo de las ratas hipertensas tratadas.
En el caso del OSF, el area, el perimetro nuclear y el factor forma de las neuronas de la
region caudal disminuyen ligeramente con la edad. Los animales control tto poseen valores
mayores de estos pardmetros comparado con el resto de los grupos, aunque no de forma
significativa (Castafieyra-Perdomo et al, 1995). Asi pues, estos resultados sugieren que todas las
regiones del OSF de la rata se ven afectadas morfométricamente por la hipertension arterial, en
mayor o en menor medida, sobre todo a las 15 semanas, siendo uno de los parametros mas
afectados el area nuclear, mientras que los ependimocitos no se ven practicamente afectados. El
tratamiento oral cronico con captopril tiende a corregir las alteraciones morfométricas del OSF

producidas por la hipertension arterial, acercandose a los valores obtenidos en el grupo control,
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especialmente en lo referente al factor forma y al drea nuclear, algo que no ocurre en el AP,
organo al que el captopril no corrige las alteraciones morfométricas que en €l aparecen. Las
alteraciones que se producen en el OSF debidas a la hipertension arterial, hacen que éste se
comporte como si estuviera lesionado, ya que las manifestaciones funcionales en lo que se
refiere a la ingesta de fluidos y a la tension arterial son similares a las encontradas por Thunhorst
y colaboradores (1987) tras la lesion del OSF, y por Nazarali y colaboradores (1989) tras la
administracion de un IECA. Los cambios morfologicos del OSF encontrados en la rata
hipertensa (Castaneyra-Perdomo et al, 1995) podrian ser una expresion del aumento del nimero
de receptores angiotensinérgicos encontrados por Saavedra y colaboradores (1986) y por
Nazarali y colaboradores (1989) exclusivamente en el OSF de la rata hipertensa. En nuestro
estudio del AP, los cambios morfoldgicos también pueden ser debidos al aumento de receptores
angiotensinérgicos, receptores de la angiotensina II (Osborn et al, 2000). Segun los resultados de
Castafieyra-Perdomo y colaboradores, (1993, 1995) y los de Nazarali y colaboradores (1989), la
hipertension arterial esencial se podria producir por un aumento de la actividad del OSF con lo
que se incrementa el estimulo angiotensinérgico de éste sobre los nucleos supradptico y
paraventricular, por lo que el efecto fundamental del captopril sobre la hipertension arterial
esencial se basaria en la interrupcion de la via angiotensinérgica que va desde el OSF a los
nulcleos paraventricular y supradptico.

En trabajos realizados en el raton normotenso (Lind et al, 1984; Castaneyra-Perdomo et
al, 1992) se aprecia que las neuronas del OSF después del tratamiento con captopril a una dosis
de 1mg/Kg de peso (Soffer, 1976) no muestran variaciones relevantes con el tiempo de
tratamiento en lo que se refiere fundamentalmente a la cariometria neuronal y ependimaria, y

tampoco en el volumen global. Estos resultados son diferentes de los obtenidos en la rata porque,
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como dijimos anteriormente, el raton posee un OSF menos vascularizado que el de la rata, posee
mayor cantidad de glia y los tiempos de tratamiento fueron diferentes (Castafieyra-Perdomo et al,
1995). Cuando se le adiministra captopril al raton en una dosis de 4mg/kg de peso, se detectan
variaciones a los 100 dias en los parametros nucleares de las neuronas. En cambio, en los
parametros nucleares del epéndimo, se producen diferencias estadisticamente significativas entre
los 85 y los 160 dias. El que el epéndimo sea més sensible al tratamiento con captopril en el
raton normotenso, puede deberse a que en el OSF la inmunoreactividad para la ECA se localiza
principalmente en el plasmalema de células ependimarias (Pickel et al, 1986) y es el lugar donde
se fija la angiotensina II circulante (Lind et al, 1984-a; van Houten et al, 1980). Asi, puede
decirse que las estructuras del OSF del raton normotenso que mas responden después del
tratamiento cronico con captopril son el epéndimo y el neuropilo en general y esta respuesta se
aprecia fundamentalmente a dosis altas de 4mg/kg de peso y no a dosis bajas de 1mg/kg de peso.
Se pone de manifiesto en estos trabajos realizados en el raton una respuesta cariométrica
individual e irregular de las neuronas del epéndimo del OSF ante el tratamiento con captopril, y
esto se debe a que la ECA se encuentra localizada en el epéndimo y concuerda con lo
demostrado por Félix y colaboradores en 1982 acerca de que son grupos de neuronas las que
responden especificamente a la angiotensina II localizada en el OSF. También tenemos en cuenta
lo descrito para la rata por Nazarali y colaboradores en 1989, quienes encuentran como resultado
del tratamiento con enalapril, alteraciones de los receptores de la angiotensina II solamente en un
area cerebral, el OSF de las ratas hipertensas. En esta estructura, la inhibicion sistémica de la
ECA origina una gran disminucion (sobre el 50%) del nimero de receptores de la angiotensina
II, siendo significativamente inferiores a los de los animales normotensos, no encontrando

cambios significativos en los receptores de la angiotensina II después del tratamiento con
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enalapril en ninguna de las areas cerebrales de las ratas normales o en ninguna de las areas
cerebrales de las ratas hipertensas a excepcion del 6rgano subfornical (Nazarali et al, 1989). Los
inhibidores de la ECA interaccionan con otros sistemas vasoreguladores tales como los de las
kininas y prostaglandinas (Thurston y Swales, 1978; Watanabe et al, 1985; Nazarali et al, 1989)
por lo que todo esto podria explicar los efectos del captopril sobre las neuronas y epéndimo del
OSF. Casi siempre las alteraciones que encuentran Nazarali y colaboradores (1989) se dan en
ratas hipertensas pero no en las controles, al contrario de los resultados obtenidos para el raton
normotenso por Castafieyra-Perdomo y colaboradores (1992). Esta diferencia al comparar ambos
resultados, puede ser debida fundamentalmente a que Nazarali y colaboradores (1989)
consideran un tratamiento créonico con enalapril diferente al de Castafieyra-Perdomo (1992). Asi
pues, el OSF es una zona cerebral muy sensible a las perturbaciones de la osmolaridad
plasmatica que pueden ser originadas por la ingesta de captopril, lo que derivaria en una
variacion significativa del neuropilo, que se llega a manifestar en el volumen global del 6rgano
(Castafieyra-Perdomo et al, 1992).

Nuestros resultados inmunohistoquimicos con la utilizacion de los anticuerpos obtenidos
contra la banda-3, sefialan que la cantidad de material inmunoreactivo es similar en todos los
organos circunventriculares tanto de los animales controles como de los experimentales, y
encontramos que s6lo en un éarea cerebral, el OSF, habia una mayor cantidad de material
inmunoreactivo en comparacion con las demas, y por lo tanto, coincidimos con los resultados de
Nazarali y colaboradores descritos anteriormente.

Por otro lado, refiriéndonos al AP, vemos que la evidencia histoquimica demuestra la
existencia de conexiones neurales directas entre el AP y neuronas peptidérgicas del nucleo

supraoptico que secretan vasopresina. Estos hallazgos neuroanatémicos confirman estudios
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morfoldgicos previos (Shapiro y Miselis, 1985; Tribollett et al, 1985) que muestran que
proyecciones eferentes del AP, conectan directamente neuronas secretoras magnocelulares del
hipotdlamo anterior, lo que sugiere que esta via puede ser parte del aparato que controla la
homeostasis liquida en ratas (Iovino et al, 1988). En los estudios que nos preceden acerca del
raton normotenso (Castafieyra-Perdomo et al, 1992), se ha visto que al dar captopril a dos dosis
diferentes, aparecen respuestas diferentes entre el componente celular y el volumen global del
AP.

Asi, se ve que en el epéndimo sélo hay variaciones significativas con respecto al control a
los 130 dias, donde el area nuclear es mayor en los grupos experimentales que en el control. Lo
mismo ocurre en las neuronas a los 130 dias en este mismo parametro, donde los dos grupos
experimentales presentan valores mayores que el grupo control. Las neuronas no siguen un
comportamiento paralelo al epéndimo, y esta respuesta irregular de las neuronas y del epéndimo
podria ser debida fundamentalmente a que los receptores de angiotensina se encuentran
localizados principalmente en los capilares, células gliales y cuerpos neuronales (Watson, 1986).
Ademas, se ha demostrado que tanto en el cerebro de la rata como en los tejidos periféricos, los
receptores de angiotensina I pueden ser divididos en dos subtipos; el tipo 1 y el tipo 2, siendo el
tipo 1 el que esta localizado en el AP, y es el que juega un importante papel en el control
cardiovascular e incrementa en numero en los modelos experimental o genético de hipertension,
estrés o deshidratacion (Gutkind et al, 1988; Tsutsumi y Saavedra, 1991). También se ha visto
que al inyectar angiotensina II en el LCR, ésta es captada en estos receptores angiotensinérgicos
del AP (van Houten et al, 1983). Con respecto al volumen global e indice de circularidad del AP
en el raton normotenso (Castafieyra-Perdomo et al, 1992), se ha visto que el volumen global del

AP es poco sensible a la administracion del captopril, resultados que concuerdan con los nuestros
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acerca del AP de las ratas. Para explicarnos estos efectos del captopril sobre el neuropilo y las
neuronas del area postrema, hemos de tener en cuenta que el espacio extracelular del area
postrema incluye un gran espacio perivascular, donde materiales de alto peso molecular pueden
acceder a este espacio extracelular por tres rutas; desde el plasma a través del endotelio
fenestrado de una densa red de amplios capilares; desde el LCR del cuarto ventriculo pasando a
través de las células ependimarias; desde el LCR de la cisterna magna pasando principalmente
desde los amplios espacios perivasculares (Watson, 1986). Por ello, este gran espacio
extracelular podria ser sensible a los efectos del captopril y ser modificado de tal manera, que
podria manifestarse con variaciones del indice de celularidad en algunos momentos del
tratamiento. Estas variaciones del indice de celularidad, no se manifiestan en el volumen global,
porque al administrar el captopril, se origina un aumento de la angiotensina I que se acumula al
no poder transformarse en angiotensina II, y esta respuesta puede dar lugar a cambios osméticos
(estructurales) de los diferentes componentes del AP, que se manifestarian en algunos momentos
del tratamiento en el indice de celularidad, donde parece que hay un aumento del tamaiio del
neuropilo, pero que no es lo suficientemente importante como para llegar a manifestarse en el
volumen global (Castafieyra-Perdomo et al, 1992). Estos hallazgos encontrados en el raton,
concuerdan con los nuestros encontrados en la rata. Asi pues, el captopril tiene un efecto
irregular sobre el epéndimo y sobre las neuronas del AP y del OSF, y ademads, tiene una accion
similar sobre el neuropilo pero no sobre el volumen global, tanto del OSF como del AP. Estos
efectos similares del tratamiento cronico con captopril sobre el AP y el OSF, se explicarian
porque el AP tiene un nimero importante de estructuras similares a las del 6rgano subfornical.
La que mas destacariamos de estas estructuras, seria el compartimiento vascular. En €1, caben

destacar los capilares de tipo fenestrado o los sinusoides de paredes finas del AP, que estan
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compuestos por células endoteliales que tienen uniones no cerradas entre sus membranas
plasmaticas adyacentes. Las células endoteliales tienen numerosas fenestraciones y estan
rodeadas de una lamina basal discontinua (Lucchi et al, 1989). Otra caracteristica de las células
endoteliales es el gran nimero de vesiculas en su citoplasma. El AP, ademas, estd bien irrigado
con sangre arterial procedente de varias fuentes (la cual deriva de las arterias vertebrales); las
arterias cerebelosas anterior, inferior, las arterias espinales posteriores y las arterias intrapiales
(Kroidl, 1968; Leslie, 1986). En esta descripcion de la vascularizacion del AP de la rata, Kroidl
sugiere que podria concurrir un mecanismo operativo, estableciendo gradientes osmdticos para
elementos disueltos en sangre seleccionados dentro del AP. Roth y Yamamoto (1968) en trabajos
en el mismo animal, describen una circulacion portal asociada con el AP. Dempsey (1973) se
refiere a la lamina basal externa de los espacios pericapilares del AP de la rata, como membranas
piales, lo que sugiere que los espacios pericapilares del AP se continian con el espacio
subaracnoideo del cerebro. Estudios empleando proteinas trazadoras administradas por via
intracatecal o intravascular, aplicando después microscopia electronica, han mostrado que las
células endoteliales del AP de la rata son totalmente permeables a macromoléculas (Torack y
Finke, 1971; Gotow y Hashimoto, 1979). Asi, fijandonos en este componente tan importante del
AP, es facil comprender que pueda ser alterado después del tratamiento con captopril, aunque
este no es nuestro caso, o al ser sometido a otros modelos experimentales. De esta forma, se ha
visto alterado bajo los efectos de la castracion que produce variaciones del volumen global del
AP (Castafieyra-Perdomo et al, 1988); o bajo los efectos del alcohol donde se aprecian
variaciones funcionales (Grupp et al, 1991) o cuantitativas del coeficiente de celularidad
(Castafieyra-Perdomo et al, 1991). Asi pues, teniendo en cuenta todos los trabajos que nos

preceden y anteriormente citados, asi como nuestros propios resultados, podemos decir que
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globalmente, el tratamiento crénico con captopril afecta de forma significativa a la relacion
célula-neuropilo, tanto del OSF como del AP, pero esta afectacion es mas importante en el OSF
ya que llega a reflejarse en su volumen global donde se han encontrado valores
significativamente superiores en los grupos experimentales. Por el contrario, la afectacion del
coeficiente célula-neuropilo del AP es menor, ya que no llega a manifestarse en su area nuclear

ni en su volumen global.

El epéndimo es uno de los componentes mds importantes de los oOrganos
circunventriculares en general, y concretamente, del OSF y del AP. Las células ependimarias
tienen caracteristicas epiteliales, y no proyectan dentro del neuropilo periventricular (Peters et al,
1976). Las células ependimarias especializadas que conservan sus caracteristicas embriologicas
en el cerebro maduro se denominan tanicitos, aunque se cree que éstos solo persisten sobre las
paredes del tercer ventriculo (Millhouse, 1972). Observando el revestimiento ventricular
subcalloso en el cerebro humano en desarrollo, se describié en la edad fetal precoz, que el
epéndimo de la zona ventromedial del hipotdlamo forma un componente importante de la pared
cerebral, presentando una capa estratificada que da paso a un lecho unico de células
ependimarias ciliadas cuboidales o columnares, durante unas pocas semanas de vidad post-natal
(Gould, 1987). De acuerdo con la terminologia previa aplicada a estas células en el cerebro
humano en desarrollo, (Roesman et al, 1980), se ha usado el término tanicitos para las células del
epéndimo en este estadio.

Las células ependimarias parecen estar implicadas activamente en la absorcion,
transporte y secrecion de sustancias como se dijo anteriormente, tanto si estan en los plexos

coroideos como en la superficie ventricular, y concretamente en los 6érganos circunventriculares,
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donde el epéndimo juega un papel en la secrecion y absorcion de sustancias desde el LCR
(Agnew et al, 1980; Ray y Choudhury, 1984). Estas células (principalmente tanicitos) se piensa
que adquieren sustancias del LCR y transportan estos compuestos a neuronas adyacentes en el
neuropilo periventricular (Carpenter y Sutin, 1983). Las células ependimarias también pueden
excretar y transportar muchas proteinas sintetizadas nuevamente dentro del ventriculo por
secrecion neuroapocrina (Agnew et al, 1980). En otros estudios se ha visto que las células
ependimarias contienen adenilato-ciclasa B-adrenergic sensitiva (Nathanson, 1979) que Arregui
e Iversen (1987) proponen como una fuente potencial de la enzima convertidora de la
angiotensina.

Los tres tipos de epéndimo, célula cuboidal ciliada, tanicitos y células secretoras,
aparentemente se desarrollan a partir de un mismo tipo de célula precursora (Hinds y Ruffett,
1971). Ademas, se constata la existencia de diferentes pardmetros potencialmente evaluables;
espinas dendriticas (Ferres-Torres y Meyer, 1981) o incremento del area nuclear (Narayanan y
Narayanan, 1987). Edstron y Eichner (1960) establecen que el aumento de las medidas nucleares
expresa un incremento en la sintesis de proteinas. Jones y colaboradores (1985) relacionan la
expansion de la matriz nuclear con la reorganizacion estructural y con cambios en las
condiciones osmoticas de las células. Es por ello que nosotros hemos prestado gran atencion al
desarrollo del epéndimo del AP, como anteriormente se hizo con el OSF, aunque seglin los
resultados que se han obtenido en nuestro departamento, parece ser que el epéndimo del OSF y
del AP es bastante estable en la vida postpuberal.

Nuestros resultados obtenidos del epéndimo de la region rostral del AP nos muestran que
el area nuclear de los ependimocitos de la region rostral, presenta unos valores similares entre los

grupos controles e hipertensos, independientemente del tratamiento y de la cepa, siendo los
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resultados obtenidos del estudio morfométrico a la edad de 15 semanas superponibles a los
obtenidos a las 10 semanas. Asimismo, el perimetro nuclear permanece relativamente constante
con el paso del tiempo y no varia significativamente entre los grupos seleccionados. Lo mismo
ocurre con la forma nuclear. Respecto a los ependimocitos de la region caudal del AP, el area
neuronal no presenta diferencias significativas relacionadas con la edad ni al comparar los
grupos objeto de estudio. En cuanto al perimetro de las células del epéndimo de la region caudal,
a las 15 semanas es menor que a las 10 semanas en los cuatro grupos estudiados. El perimetro
mayor lo alcanza el grupo control tratado con captopril y el valor més bajo lo presenta el grupo
de ratas control tratadas aunque en general, las diferencias no son estadisticamente significativas.
El factor forma, en este caso, no presenta tampoco variaciones significativas con la edad y la
esfericidad es similar en los cuatro grupos estudiados. Asi, podemos observar segiin nuestros
resultados que el epéndimo del AP en su region caudal y en su region rostral, no pone de
manifiesto diferencias significativas con la edad y es independiente del grupo estudiado,
resultados que apoyan los trabajos anteriormente citados.

Con el objetivo de comparar las posibles diferencias entre el comportamiento del
epéndimo del OSF y del AP y el epéndimo en otras zonas ventriculares, se analizaron los
resultados obtenidos en los trabajos realizados sobre el desarrollo cariométrico del epéndimo
adyacente al nucleo arcuato (Carmona-Calero et al, 1990) y sobre el epéndimo subyacente al
organo subcomisural (Castafieyra-Perdomo et al, 1983) donde se describe que el epéndimo
adyacente al nicleo arcuato presenta los valores maximos a los 35 dias, y después de esta edad,
se produce en ¢l un descenso de los valores hasta los 55 dias. En el epéndimo subyacente al
organo subcomisural no se describié ninguna variaciéon durante el desarrollo postnatal hasta los

160 dias. Con este analisis, vemos que estos resultados coinciden plenamente con los obtenidos
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para el OSF de la rata (Castafeyra-Perdomo et al, 1995) y el AP del raton (Castafieyra-Perdomo
et al, 1992). Los resultados obtenidos del epéndimo de otros oérganos circunventriculares,
muestran que el epéndimo del 6rgano subcomisural (Castafieyra-Perdomo et al, 1983) sufre un
aumento progresivo y muy significativo de los valores del perimetro nuclear hasta los 45 dias,
luego descienden para estabilizarse a partir de los 85 dias. Asi, en el OSC tampoco se producen
variaciones. En las diferentes partes de la eminencia media (EM), Carmona-Calero y
colaboradores (1990) encuentran que el area nuclear muestra un gran nimero de variaciones
regionales. El nivel rostral y caudal presentan una evolucion similar hasta los 35 dias, y en todos
los niveles, estos autores no observan variaciones entre los 85 y 160 dias (Carmona-Calero et al,
1990). Este comportamiento cariométrico tan similar del epéndimo de los diferentes 6rganos
circunventriculares, puede explicarse por las semejanzas estructurales entre el epéndimo de la
EM y el epéndimo del AP y del OSF, y por el hecho de que la activacion de eferencias de OSF
mejora la actividad de las neuronas con proyecciones axonales a la EM, junto con la
demostracion de que una gran proporcion de neuronas que contienen LHRH que proyectan a la
EM, se localizan en dicha region, lo cual sugiere un posible papel del OSF en el control de la
secrecion de LHRH (Donovan y Ferguson, 1988). Podriamos decir que el comportamiento
morfométrico de los diferentes OCV estudiados en este Departamento durante el desarrollo
postnatal en animales control, parece seguir un modelo equivalente con respecto al nivel
ependimario, pero no en las neuronas, donde parece que el OSF y el AP presentan variaciones
significativas en algunas edades. Esto coincide con el comportamiento, a nivel cualitativo, del
OSF y del AP durante la vida adulta para otras especies de animales y para el hombre, en el que
el OSF y el AP durante la vida postnatal y postpuberal no tiene variaciones hasta edades muy

avanzadas (Rbal 1965; Palkovits, 1987).
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Las conexiones que se establecen entre el OSF y el AP con diferentes zonas
hipotalamicas, permite explicar la semejanza en el desarrollo morfométrico de las neuronas del
AP y del OSF y los diferentes nicleos hipotalamicos, tales como el nucleo supradptico y el

nulcleo paraventricular (Lind et al, 1982, Renaud et al, 1983).

G-ESTUDIO ELECTROFORETICO

La técnica electroforética es una técnica de separacion de las particulas cargadas, en
nuestro caso proteinas, basada en la distinta velocidad que alcanzan en el campo eléctrico. La
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS, se realiz6 de acuerdo con el procedimiento de
Laemmli (1970) segun el cual, hemos separado y determinado los pesos moleculares de las
proteinas contenidas en el LCR de las ratas hipertensas y de las normotensas, asi como las
proteinas que se encuentran en el suero de las mismas, midiendo la movilidad de éstas en geles
de poliacrilamida con el detergente dodecil sulfato sodico (SDS). Como mencionamos
anteriormente, el SDS es un detergente que se une a proteinas multicatenarias y gracias a €l se
disocian. Los puentes disulfuros que se encuentran en las proteinas se abren por la accion del
mercaptoetanol que les hace perder su estructura secundaria. De esta forma, las subunidades
proteicas que resultan se comportan como si tuvieran una forma similar y una relacion
carga/masa idéntica, debido a que la cantidad de SDS unido por unidad de peso de la proteina es
constante, y la carga negativa de la proteina vendra determinada por el SDS. De todo esto resulta
que la movilidad efectiva de la proteina estd relacionada con el peso molecular de ésta, y de la

accion del gel como tamiz molecular. Asi pues, hemos separado las proteinas contenidas en el
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LCR por su peso molecular, utilizando como referencia una serie de proteinas de peso molecular
conocido.

Otros autores han utilizado la electroforesis y han descrito bandas de angiotensina en el
OSC (Ghiani et al, 1988) lo que pone de manifiesto el posible papel hidrosalino de éste. E1 OSC
es un receptor sensible a las variaciones de volumen del LCR que posee un papel importante en
la homeostasis de la sal y del agua (Rodriguez et al, 1992; Carmona-Calero, 1996), en la
hipertension arterial (Castaneyra-Perdomo et al, 1998) y en la hidrocefalia (Castafieyra-Perdomo
et al, 1994). Rodriguez y colaboradores (1990, 1992) observan que el OSC de fetos humanos
secreta glicoproteinas cuyo componente proteico es diferente al de otros vertebrados aunque su
cadena hidrocarbonada sea similar. Segun los trabajos de Rodriguez (1990) y de Castafieyra-
Perdomo y colaboradores (1996) el OSC humano, durante la vida fetal y primeros afios
postnatales, es una glandula secretora muy bien desarrollada que produce proteinas solubles que
se disuelven en LCR y que no forman fibra de Reissner (FR). Asimismo, el OSC humano cambia
sus productos secretores durante el desarrollo ontogénico ya que anticuerpos obtenidos contra
bandas glicoproteicas resultantes de la electroforesis de LCR humano, marcaron el OSC a las 9,
10 y 13 semanas de gestacion (SG), pero fueron incapaces de marcar el OSC a edades
intermedias (19 y 20 SG) y otros anticuerpos anti-bandas de LCR humano, por el contrario, si
marcaron el OSC a edades intermedias pero no lo marcaron a edades tempranas (Castafieyra-
Perdomo et al, 1996). Ademas, estos anticuerpos marcaron los plexos coroideos y el epéndimo
ventricular humanos. Asi, estos trabajos basados en técnicas electroforéticas, pusieron de
manifiesto que la secrecion del OSC es de diferentes tipos, siendo algunos de éstos inespecificos,
ya que existen otras células secretoras como las del epéndimo y los plexos coroideos del ser

humano y de otras especies. Estos resultados estdin en concordancia con lo descrito por
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Rodriguez y colaboradores (1993) y en contra de lo descrito por Murakami (1970) segun el cual,
el OSC humano es una estructura rudimentaria y no secretora. Por otra parte, segun las
observaciones de Rodriguez y colaboradores, los anticuerpos contra las bandas glicoproteicas del
LCR humano ( bandas de 150 y 45 kDa) marcan el OSC de un feto de 13 SG, y se confirma que
el OSC humano a estas edades produce glicoproteinas que no se agregan, es decir, solubles, que
se disuelven en el LCR y también son producidas por ependimocitos de otras zonas

ventriculares.

OBTENCION DEL ANTIGENO: Proteinas del LCR

Proteinas del LCR

En nuestro trabajo mediante electroforesis, obtuvimos diferentes bandas del LCR de las
ratas SHR que no encontramos en las ratas WKY. A estas bandas les asignamos un niimero
segun su aparicion en el transcurso de la electroforesis; asi, la primera banda que aparecio, de
peso molecular 141kDa, se denomind banda-1. La siguiente banda fue la banda-2 cuyo peso
molecular fue de 117,5 kDa; la banda-3 de 48kDa; la banda-4 fue de 43.5kDa y la banda-5 que
fue la mas pequena y la que migré mas lejos, 20kDa. Por lo tanto, segiin nuestros resultados,
creemos que el LCR de las ratas hipertensas contiene unas proteinas y unos péptidos que no
aparecen en las ratas normales, y esto puede deberse a que las proteinas hayan sufrido un cambio
y se hayan transformado en proteinas andmalas, debido al mal funcionamiento de algunas
estructuras cerebrales implicados en su sintesis en el animal hipertenso, que no tendria lugar en
el animal sano, o bien que las proteinas aparezcan en mayor cantidad en la rata hipertensa a
consecuencia de la hiperfuncion de algunos organos como el OSF o los plexos coroideos

(Puchades-Company y cols., 1996) y sea imperceptible en la rata normotensa. Asi, Saavedra y
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colaboradores (1986) observan que los cambios morfolégicos del OSF que aparecen en la rata
hipertensa podrian ser una expresion del aumento del numero de receptores angiotensinérgicos.
Seglin Nazarali y colaboradores (1989) la hipertension arterial esencial se produciria por un
aumento de la actividad del OSF con lo que se incrementa el estimulo angiotensinérgico de éste
sobre los nucleos paraventricular y supraoptico.

En la bibliografia actual, no hemos encontrado trabajos similares al presente estudio, pero
podemos citar otros trabajos como el realizado por Rodriguez y colaboradores (1992), en el que
se empled la técnica electroforética para estudiar LCR de humanos hidrocefalico, donde
encontraron varias bandas proteicas que estaban presentes en el LCR de los hidrocefélicos que
no se observaron en los controles. Mas recientemente, en un trabajo previo realizado en este
Departamento (Castafieyra-Perdomo y cols., 1999), hemos confirmado los hallazgos de
Rodriguez y colaboradores (1992), en el que se puso de manifiesto la existencia de un total de
siete bandas proteicas de; 24, 25, 31, 45, 91, 150 y 250 kDa en el LCR de los hidrocefalicos que
no estaban presentes en el normal. Tenemos que destacar que las bandas de 31, 150 y 250 kDa
estaban presentes en al menos 5 tipos de hidrocefalias, ademas, la proteina de 150 kDa coincide
con la descrita por Rodriguez y colaboradores (1992). Estos hallazgos y las alteraciones del OSC
demostradas en fetos hidrocefalico (Castafieyra-Perdomo y cols, 1994) y ratas hidrocefélicas
(Irigoin y cols., Ferndndez ) apoyan la posibilidad de que en la hidrocefalia las secreciones del
OSC al LCR estén alteradas. Nuestros hallazgos de bandas proteicas patologicas en el LCR de
las ratas SHR, y el hecho de que la hipertension se acompafia de una dilatacion ventricular
progresiva (Ritter, 1986) soporta la posibilidad de que en las ratas SHR, esté alterado el material

secretorio liberado al LCR por los 6rganos circunventriculares.
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H-INMUNOHISTOQUIMIA

Nuestro estudio inmunohistoquimico con los anticuerpos primarios, obtenidos de los
sueros de los ratones inmunizados con las bandas proteicas de los geles, dio como resultado la
presencia de material inmunoreactivo en diferentes estructuras cerebrales de las ratas. En el
unico trabajo en el que se ha descrito resultados similares a los nuestros (Rodriguez et al, 1993),
en este, se prepararon anticuerpos contra diferentes fracciones proteicas del LCR de un nifio
hidrocefélico de un mes de edad que no se encontraban en el LCR de un sujeto adulto normal. El
resultado fue, que de entre todos los anticuerpos obtenidos, dos marcaban los plexos coroideos y
el OSC de un feto humano de 13SG, y uno de ellos, el anti-150kDa, también marcaba el OSC de
la rata. En nuestro trabajo, en las ratas WKY, ademas de encontrar marcaje en el OSC y en los
plexos coroideos con los anticuerpos contra las bandas 1 y 2, hemos encontrado material
inmunoreactivo en otros Organos circunventriculares y estructuras como son: las células
ependimarias del OSC y del OSF, en neuronas del parénquima del OSF, en fibras de la zona
interna y externa de la EM, en la regdn pial y subpial del AP y la region proxima al canal central
asi como en la parte lateral del AP, en el epéndimo adyacente al Nucleo Arcuato, en los tanicitos
y en las prolongaciones nerviosas de la EM. Por otro lado, con los anticuerpos contra la banda-3,
en la rata WKY, hemos encontrado material inmunoreactivo disperso en el OSC, y un marcaje de
ligera intensidad en el epéndimo subyacente. Este anticuerpo, marco las fibras de la zona interna
de la EM, y otras regiones tales como el nucleo periventricular hipotalamico, células de los

nlcleos magnocelulares, paraventricular y supradpticos hipotalamicos del grupo control.
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Nosotros ademads, con dichos anticuerpos, estudiamos estas estructuras en los animales
hipertensos, observando las siguientes diferencias: Con el anticuerpo antibanda-1, en la rata
SHR, a diferencia de lo que ocurre en la rata WKY, se observa material inmunoreactivo en todo
el OSC, tanto en la zona ependimaria como en la hypendimaria. Asimismo, tanto la rata SHR
como la rata WKY presentan material inmunoreactivo regularmente distribuido por todas las
células ependimarias, sin variaciones entre ambas cepas. En cuanto al OSF, y con el anticuerpo
antibanda-1, encontramos marcaje en el parénquima y en la region ependimaria del OSF de la
rata control, y en cambio, en la rata SHR, apenas se aprecia material inmunoreactivo en este
organo. Respecto a la EM, el anticuerpo antibanda-1 marc6 fibras de la EM de la rata SHR que
no aparecen en la rata WKY. Este mismo anticuerpo marcé el parénquima del AP, la region
subpial en la rata WKY, y en la rata SHR reaccion6 ligeramente con la membrana pial. Con el
anticuerpo antibanda-2, observamos marcaje en el epéndimo subyacente al OSC y en las células
ependimarias de dicho 6rgano, tanto en la rata WKY como en la rata SHR. En la EM, con el
anticuerpo contra la banda-2, encontramos material inmunoreactivo en las células,
prolongaciones de los tanicitos y en algunas terminales nerviosas de la rata WKY mientras que
en la rata SHR, el anticuerpo contra la banda-2 reaccion6 con el epéndimo adyacente del III
ventriculo. Este mismo anticuerpo reaccion6 con el parénquima del OSF tanto de la rata WKY
como de la rata SHR, aunque observamos una mayor intensidad de marcaje en la rata SHR al
compararla con la WKY. Respecto al AP, el anticuerpo contra la banda-2 reacciona ligeramente
con la region pial y subpial del AP de la rata WKY, mientras que en la rata SHR, con el
anticuerpo antibanda-2 no se observa una reaccion positiva clara, apreciandose un ligero marcaje
en las neuronas y células del parénquima del AP. Con el anticuerpo contra la banda-3,

observamos que al comparar el OSC del grupo SHR con el grupo WKY, no encontramos
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diferencias cualitativas destacables, y respecto a la EM apreciamos un reducido marcaje en la
rata WKY, y en la rata SHR apenas hay material inmunoreactivo en el parénquima de la EM,
apareciendo solo en la region ependimaria. Al comparar las ratas controles con las hipertensas,
observamos que con el anticuerpo antibanda-3 existe, cualitativamente, una mayor intensidad de
la reaccion inmunohistoquimica en el OSF de los animales hipertensos al compararlos con los
controles. Respecto al AP, al comparar ambos grupos, no se aprecian diferencias cualitativas con

este anticuerpo.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, y el hecho evidente, tal y como se describid
anteriormente, de que la hipertension se acompafia de una dilatacion ventricular progresiva,
dilatacion ventricular que no fue encontrada por nosotros ya que ésta se manifiesta tanto
cualitativamente como cuantitativamente en las ratas SHR después de las 15 semanas (Ritter,
1986), podemos decir que la hipertension produce una alteracion de la composicion proteica del
LCR y ademas, que estas proteinas anormales son secretadas en mayor y menor medida por
diferentes organos circunventriculares tales como el OSC, el OSF, los Plexos Coroideos, el AP.
Por otro lado, podemos afirmar que de todos ellos, es el OSF el que parece mas alterado en la
hipertension, ya que con la banda-3 es la estructura que mas concentracion de material
inmunoreactivo presenta al compararla con el OSF de los animales normotensos y otras
estructuras circunventriculares, tanto de los animales normotensos como de los hipertensos.

Diversos autores han demostrado la existencia de diferentes hormonas y neurotransmisores
implicados en el Sistema Angiotensina Vasopresina cerebral, empleando métodos bioquimicos o
inmunocitoquimicos. Asi, por ejemplo, Covenas y colaboradores en el afio 2000 describen la

inmunoreactividad de la hormona alfa-MSH en el cerebro de la rata y del gato; Carpenter y
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colaboradores en 1983, establecen la existencia de angiotensina II y vasopresina en el AP por
estudios bioquimicos; asimismo, otros autores han establecido que la inyeccion de angiotensina
IT produce cambios en la actividad neuronal del AP en gatos (Borison et al, 1975) y en
concordancia con estos estudios electrofisiologicos, otros autores refieren que el AP media los
efectos cardiovasculares de la angiotensina II en el gato, pero no en la rata (Simpson, 1981).
Barnes y Ferrario (1980) han mostrado que la estimulacion eléctrica del area postrema del perro
produce una gran respuesta presora que se acompafia de un aumento en la frecuencia cardiaca,
simulando los efectos de la All; otros estudios han empleado la hibridacion in situ para clarificar
el papel del AP en la sintesis y regulacion de arginina-vasopresina, examinando la expresion de
AVP en ratas con el AP lesionada (Arima et al, 1998), dando como resultado que el AP estimula
la sintesis y liberacion de AVP. Muchos trabajos destacan la presencia de receptores, para
muchos neurotransmisores, localizados en el AP mediante estudios autoradiograficos; asi, por
ejemplo, estudios de esta indole han mostrado niveles elevados de receptores opiaceos en el AP
de la rata (Atweh y Kuhar, 1977), lugares de union alfa-2-adrenérgicos (Unnerstall et al, 1984;
Robertson y Leslie, 1985), receptores para la colecistoquinina (Zarbin et al, 1983) y una elevada
concentracion de receptores serotoninérgicos (Higgins et al, 1989). Junto con los estudios
bioquimicos e inmunocitoquimicos que han establecido la existencia de muchas sustancias en el
AP, algunos estudios electrofisiologicos han demostrado que muchos compuestos, cuando se
inyectan iontoforéticamente, tienen efectos excitatorios sobre las neuronas del AP; estos incluyen
la angiotensina II y la vasopresina (Carpenter et al, 1983). Nosotros, en el presente trabajo
empleando métodos inmunohistoquimicos, no hemos podido confirmar los resultados descritos
por los autores anteriores, ya que no hemos visualizado material inmunoreactivo en el AP, al

emplear como anticuerpos primarios anti-vasopresina, anti-angiotensina II, anti-ECA y anti-
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alfaMSH. Por el contrario hemos podido observar positividad para dichos anticuerpos en otros
organos circunventriculares y otras estructuras cerebrales como son: la Eminencia Media, el
Organo Subfornical, la Neurohip6fisis y los niicleos Paraventricular y Supradptico
hipotalamicos. Estos péptidos puede que no se encuentren en el AP o que se liberen con mucha

rapidez, lo cual impida que sean visualizados mediante métodos inmunohistoquimicos.
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CONCLUSIONES

HEMODINAMICOS Y CORPORALES

1 PESO CORPORAL
1 - Las ratas controles tratadas con captopril pesaron mas que las ratas controles no tratadas, y
ambas, a su vez, pesaron mas que las ratas hipertensas, tratadas y no tratadas, entre las cuales no

hay diferencias importantes en las edades estudiadas.

Il INGESTA DE LIQUIDOS

2- Respecto a la ingesta de liquidos, el tratamiento con captopril produce un aumento en la
ingesta de salino de tal manera que, las ratas control tratadas bebieron practicamente la misma
cantidad de ambos fluidos. Ambos grupos de animales hipertensos consumieron mas cantidad de
salino que los controles, a la edad de 10 y 15 semanas. No hubo diferencias entre los dos grupos
de animales hipertensos en la ingesta de ambos fluidos.

III TENSION ARTERIAL
3- Los grupos controles, independientemente del tratamiento recibido presentan una tension
arterial similar. Las ratas genéticamente hipertensas no tratadas tienen la mayor tension arterial.
Las diferencias en la tension arterial, entre los dos grupos de ratas hipertensas comienzan a ser
significativas a partir de la semana 12 y son claramente evidentes en la semana 15. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre la tension arterial de los grupos control no
tratado, control tratado e hipertenso tratado.

1V FRECUENCIA CARDIACA
4- La frecuencia cardiaca no se vio afectada por la edad, ni por el grupo estudiado, no

encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos estudiados.
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BIOQUIMICOS
ESTUDIO ELECTROFORETICO
5- EI LCR de las ratas SHR presenta bandas proteicas que no se encuentran en el LCR de las
ratas WKY.
6- Las bandas proteicas encontradas se correspondes los pesos moleculares siguientes: 1- de 141
kDa,2-de 117.5, la3-de48,1a4 de43.5ylade 20 kDa
7- Nuestros hallazgos de bandas proteicas en el LCR de las ratas SHR y el hecho de que la
hipertension se acompafie de una dilatacion ventricular progresiva apoya la posibilidad de que en
las ratas SHR esté¢ alterado el material secretor liberado al LCR por los o&rganos

circunventriculares.

ANATOMIA MICROSCOPICA
V ESTUDIO CULITATIVO
8- El Area Postrema de los grupos controles e hipertensas presentan una distribucion de sus
componentes: células gliales, fibras nerviosas, neuronas y vascularizacion similar,
independientemente tratamiento y edad estudiada.
VI CUANTITATIVO-MORFOMETRICO
9- El tamafio de los nucleos de las neuronas del area postrema rostral disminuye proporcional y
significativamente con la edad en los grupos de ratas controles, sin embargo, la hipertension en
estas ratas induce un aumento progresivo de dichos nucleos neuronales desde las 10 hasta las 15
semanas. El factor forma no fue influenciado de forma significativas por la hipertension, la edad

y/o el tratamiento.
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10- El 4rea nuclear, perimetro nuclear y forma nuclear de los ependimocitos del AP rostral no se
modifican, presentando unos valores similares entre los grupos controles e hipertensos
independientemente edad y el tratamiento.

11- En general los parametros nucleares de las células del area postrema caudal estin muy poco
afectados no presentando practicamente diferencias significativas relacionadas con la edad,

hpertension y/o tratamiento.

12-La parte rostral del 4rea postrema parece tener relacion con la hipertension en este tipo de
ratas, ya que la presion arterial elevada produce un aumento del area y el perimetro nuclear de

sus neuronas, aumento que no se corrige con el tratamiento con captopril.

13-La parte caudal del AP parece estar menos implicada en la regulaciéon y mantenimiento de la
presion arterial y en los mecanismo de la regulacion cardiovascular.
INMUNOHISTOQUIMIA

14- Los organos circunventriculares asi como el epitelio ependimario en general son las
estructuras cerebrales implicadas en la secrecion de las proteinas encontradas en LCR de las ratas
hipertensas ya que los anticuerpos contra las bandas proteicas marcan a mayor o menor medida
dichas estructuras tanto de las ratas WKY como SHR.

15- El AP esta mas relacionada con las proteinas 1 y 2 que son las de mayor peso molecular
WKY ya que los anticuerpos contra dichas bandas proteicas han marcado ligeramente dicha
estructura.
16-La hipertension producen una disminucion e incluso eliminacion del MIR para la banda 2 en
AP.
17-E1 OSC y EM la hipertension produce una redistribucion del material inmunoreactivo para las

bandas 1 y 2 sin que aprecie una mayor intensidad de la reaccion inmunohistoquimica.
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18-En el OSF hipertension produce un aumento de la concentracion de material inmunoreactivo
para las bandas 2 y sobre todo la 3, al compararla con el OSF de los animales normotensos y con
los otros 6rganos circunventriculares.

19-No hemos podido visualizar mediante métodos inmunohistoquimicos material
inmunoreactivo en el AP, al emplear anti-vasopresina, anti-angiotensina-II, anti-ECA y anti-
alfaMSH como anticuerpos primarios, lo cual puede deberse a que no se encuentren en el AP

estos péptidos, o que se liberen con mucha rapidez hacia otras zonas.

20-Teniendo en cuenta que el tratamiento con captopril produce una normalizacion de la presion
arterial de las ratas SHR, que el tratamiento no corrige la dilatacion ventricular (Reitter y cols
1988), que la hipertension experimental cursa con ventriculos de tamafio normal (Reiter y cols
1988) y que la hipertension en las ratas SHR produce una alteracion de las proteinas del LCR.
Sugerimos que la alteracion de las proteinas y/o de los OCV implicados en su secrecion sea

causa y no consecuencia de este tipo de hipertension
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