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RESUMEN

La estabilidad de la presion arterial sistémica (PAS), depende de la accion conjunta
de diferentes mecanismos de adaptacion gobernados primordialmente por el sistema
nervioso central (SNC). Para garantizar que la PAS se mantenga estable, se requiere
la participacion de estructuras sensibles a los cambios que ésta presente. Estas
estructuras residen en el SNC, en sitios tales como el hipotalamo, el nucleo del haz
solitario (NHS) y algunos 6rganos circunventriculares, como el 6rgano vasculoso de la
lamina terminal (OVLT) y el o6rgano subfornical (OSF). Las estructuras antes
mencionadas, mediante mecanismos neurales y hormonales, controlan la PAS en
virtud de su accién sobre otros 6rganos blanco como la glandula suprarrenal, el rifién y
la vasculatura periférica. Recientemente, se ha involucrado a los nucleos del lecho de
la estria terminal como posibles participantes en la regulacion de la PAS, en particular
a su nucleo oval. Ello debido a sus conexiones reciprocas con estructuras del tallo
cerebral y la amigdala, asi como con areas osmorreceptoras y barorreceptoras en el
SNC. En este trabajo se indujo una hipertension crénica por ligacion parcial unilateral
de la arteria renal y posteriormente una hipertension aguda por administracion
endovenosa de fenilefrina (FE), un farmaco simpaticomimeético, a ratas macho adultas.
La activacion celular en las distintas regiones del encéfalo se explor6 mediante
inmunohistoquimica para c-Fos; en el nicleo oval no se encontré inmunoreactividad en
la rata normotensa como tampoco en la hipertensa crénica. En contraste, la
hipertension arterial aguda, induce expresion de la proteina c-Fos en un grado
significativamente mayor de células en el nucleo oval con respecto a los animales del
grupo control. Ademas, se encontr6 activacion de c- Fos en el nucleo paraventricular y
el nacleo supradptico en los animales con hipertensién aguda. Se observo que la
distribucion de las células inmunoreactivas no es homogénea, e involucra una pequeia
fraccion de células de este nucleo, lo que aunado a la informacion ofrecida por otras
metodologias, sugiere una parcelacion fisiolégica dentro del propio nucleo. Los
resultados aqui obtenidos, sumados a los referidos por otros autores, nos permite
concluir que el nacleo oval pudiera estar implicado en los procesos centrales de control
de la PAS.



ABSTRACT

Stability of arterial blood pressure (ABP) depends on the synergic action of diverse
mechanisms basically integrated by central nervous system (CNS). In order to maintain
ABP under a physiological range, an involvement of sensitive and responsive elements to
changes in ABP is required. Both, neural and hormonal responses reside in specific
regions of the brain, such as the hypothalamus, amygdala and the circumventricular areas,
and in peripheral organs such as the kidney, suprarenal glands and blood vessels.
Recently, the bed nuclei of stria terminalis have been implicated in the ABP regulatory
processes, particularly its oval nucleus. It has been suggested that this integrative role
depends on its anatomic links with brainstem structures, such as the solitary tract, the
central nucleus of amygdala and central osmoreceptores. In this work, surgical
renovascular and acute pharmacological hypertension were induced in adult male albino
rats. Renovascular hypertension was induced by surgical occlusion of one of the renal
arteries whereas acute hypertension was induced by intravenous administration of
phenylephrine, a sympatomimetic drug. Cellular activation was tested in various areas of
CNS by using c- Fos immunohistochemistry. The oval nucleus was studied by quantitative
analysis. Although sustained hypertension was found in both experimental models, we
found no difference in chronic hypertensive rats or the normotensive ones. In contrast,
acute hypertension induced strong c-Fos expression in phenylefrine treated rats compared
to normotensive rats. Furthermore, cellular activation within the oval nucleus was not
homogeneus, but involved distinct cellular subsets within it. Lastly, an obvious activation
was also found in paraventricular and supraoptic hypothalamic nuclei in the acute
hypertensive animals. These results, joined with previous observations performed by other

authors, suggest a cellular physiological diversity in the oval nucleus.



INTRODUCCION

Una de las ventajas adaptativas que poseen los animales que tienen sistema nervioso, es
que éste los capacita para la rapida captacion de los cambios que ocurren en el medio
ambiente y el consecuente ajuste conductual y/o fisiolégico del organismo. Entre los
numerosos procesos fisioldgicos gobernados por el sistema nervioso central se encuentra
la presion arterial sistémica (PAS), de cuya estabilidad depende la adecuada provision de
nutrimentos, oxigenacion y eliminacién de desechos de los tejidos. La PAS a su vez esta
determinada por tres factores principales: 1) el volumen sanguineo circulante, 2) las
resistencias periféricas y 3) la frecuencia cardiaca. El primero de ellos es regulado por el
sistema neuroendocrino, mientras que los dos ultimos estan controlados por el sistema
nervioso simpatico.

Aungue ya se conocen algunas estructuras cerebrales involucradas en el control de
la PAS, tales como los nucleos supraéptico y paraventricular del hipotalamo, y regiones
del tallo cerebral como el bulbo ventrolateral rostral y caudal, el nacleo del haz solitario y el
nacleo motor del vago, se sabe poco de las areas proscencefalicas que pudieran participar
en la regulacion de la PAS. Entre las estructuras del cerebro anterior documentadas como
activas durante los cambios en la PAS destaca la amigdala, que en los animales
macrosmaticos como los roedores, recibe informaciéon olfatoria de tipo alimentaria,
reproductiva y de supervivencia. Esta informacion es procesada y enviada hacia otras
areas del prosencéfalo, diencéfalo y tallo cerebral a través de la estria terminal, la principal
via de eferencia amigdalina. Inmersos en las fibras estriales se encuentran los nucleos del
lecho de la estria terminal, que al compartir ciertas caracteristicas citolégicas con la
amigdala pudieran activarse ante cambios de la PAS.

En este trabajo, mediante un modelo de hipertension renovascular por modificacion de
volumen y posteriormente a través de la infusion sistémica de un farmaco vasoconstrictor
(fenilefrina), tratamos de explorar la participacion de los nucleos del lecho de la estria
terminal, en particular el ndcleo oval, en los procesos regulatorios de la PAS.



ANTECEDENTES
|. FACTORES QUE DETERMINAN LA PRESION ARTERIAL

El sistema nervioso central (SNC) es el responsable de controlar diversas
constantes fisioldgicas entre las que se encuentra la presion arterial sistémica; ya que ésta
es la resultante de la interaccién entre el volumen sanguineo, la frecuencia cardiaca y las
resistencias periféricas, el sistema nervioso posee mecanismos especificos para la
regulacion de estas variables.

Cuando existen incrementos en una o mas de las variables determinantes de la
PAS, se produce un incremento en su valor basal a lo que se denomina hipertensién. En
primer término describiremos los procesos neuroendocrinos por los cuales se regula el
volumen sanguineo circulante, asi como la generacion de hipertensién por modificacion de
esta variable. Posteriormente, se hara referencia al control que ejerce el sistema nervioso
sobre las resistencias periféricas determinadas basicamente por el tono de la musculatura

lisa vascular.

ll. REGULACION HORMONAL DEL VOLUMEN CIRCULANTE

Como se mencioné anteriormente, la cantidad de liquido que corre por el sistema
circulatorio, es una de las variables determinantes de la PAS, por lo cual en el organismo
operan de manera constante diferentes mecanismos que mantienen este volumen dentro
de un rango fisiolégico. Cuando ocurren variaciones en el volumen sanguineo circulante,
el organismo detecta estos cambios y desencadena una respuesta compensatoria que
lleve a la PAS a la normalidad.

Los estructuras que participan en la regulacion del volumen de liquido circulante, y
consecuentemente en la regulacion de la PAS, se encuentran en areas especificas del
SNC, tales como el hipotalamo, asi como en otros érganos como las glandulas
suprarrenales y los rifiones. Debido a que el rifidn esta involucrado tanto en los
mecanismos sensibles a los cambios en la PAS, como en la generacién de las respuestas

hormonales a estos cambios, es necesaria una descripcion detallada de este 6rgano.

IIA. ANATOMIA Y FISIOLOGIA RENAL

En los mamiferos los rifiones son organos pares localizados bilateralmente en el

espacio retroperitoneal dorsal, por delante de la columna lumbar. Aunque el riidn esta



considerado como el principal elemento del sistema urinario, interviene ademas en
diversos procesos fisioldgicos entre los que se encuentran la produccién de hormonas y
compuestos con efectos locales como son la eritropoyetina y la renina (Mancilla, 1997). El
rindn también participa en la regulacion del equilibrio acido-basico, la produccion de la
forma activa de la vitamina D, la sintesis de glucosa en condiciones de ayuno prolongado,
e importantemente en la regulacion de la presién arterial (Guyton,1997).

Anatomicamente, en el rindn se distinguen dos areas: la corteza y la médula. La
corteza renal contiene principalmente a los glomérulos renales y a las porciones
contorneadas proximales y distales de los tubulos renales; mientras que la médula aloja a
las ramas ascendentes y descendentes de los tubulos renales, asi como a los tubulos
colectores que drenan la orina en la pelvis renal (figura 1). Ambos rifilones estan irrigados
por las arterias renales que emergen lateralmente de la aorta abdominal. Cada arteria
renal se ramifica repetidamente en arterias interlobares, intralobares, lobulillares, hasta dar
origen a las arteriolas que nutren los glomérulos (figura 2). La arteriola aferente entra por
el hilio del glomérulo, se ramifica profusamente formando asas de capilares que convergen

en la arteriola eferente, que sale del glomérulo por el polo vascular.

1. Corteza renal
2. Médula renal
3. Piramide

4. Columna

5. Pelvis

6. Papila

7. Caliz menor
8. Caliz mayor
9. Arteria renal
10. Vena renal
11. Uréter

Figura 1. Anatomia macroscopica del rifidn



La nefrona es la unidad fundamental del rifidn y cumple la funcién de filtrar el plasma y
recuperar agua y solutos tales como la glucosa, los aminoacidos, sodio y potasio, asi como
eliminar las sustancias de desecho. La nefrona esta integrada por las arteriolas aferente y
eferente, el glomérulo renal y el sistema tubular. El glomérulo renal es un ovillo de capilares
sanguineos rodeado por la capsula de Bowman, originados por la arteriola aferente y que se
fusionan en la arteriola eferente. El glomérulo posee dos polos: el polo vascular donde se
distinguen las arteriolas aferente y eferente y el polo tubular, donde se origina el tubulo
contorneado proximal como continuacién de la capsula de Bowman (figura 2). En la
confluencia de las arteriolas aferente, eferente y el tubulo contorneado distal se encuentra el
aparato yuxtaglomerular, estructura altamente involucrada en la regulacion de la presidn
arterial. El aparato yuxtaglomerular posee tres tipos principales de células: las de la macula
densa, las mesangiales extraglomerulares y las granulares. La macula densa esta formada
por células epiteliales, densamente agrupadas en la pared del tubulo distal y monitorizan la
composicién del liquido tubular. Las células mesangiales extraglomerulares son una
continuacion de las células mesangiales del glomérulo y transmiten informacién de las
células de la macula densa a las células granulares. Finalmente, las células granulares son
células musculares lisas modificadas, localizadas sobre todo en la arteriola aferente y son las
encargadas de sintetizar y liberar renina, una enzima proteolitica que interviene en la
formacion de angiotensina.

Los capilares glomerulares difieren en estructura de los existentes en otros 6rganos,
ya que ademas de poseer una capa endotelial fenestrada y una membrana basal, estan
adicionalmente provistos de una capa de podocitos. Este arreglo en tres capas, le confiere al

glomérulo sus propiedades de filtracion (Figura 2)(Mancilla,1997; Rhoades y Tanner, 1997).



Glomérulo
Arteriola aferente
Arteriola eferente
Capa visceral del glomérulo
Tdbulo contorneado proximal
Capsula de Bowman
Podocito de la capa visceral
Fenestraciones
. Barrera de filtracién
10. Endotelio

| = e 11. Lamina basal
10 L | 12. Hendiduras de filtracion

B~
CONIO A WN =

Figura 2 . Elementos que constituyen la barrera de
filtracion del rifién

El sistema tubular esta formado por segmentos diferentes desde el punto de vista
estructural y funcional. La primera porcién es el tubulo contorneado proximal, que se origina
a partir de la capsula de Bowman y después de seguir un trayecto sinuoso, se continua con
un segmento en U llamado asa de Henle; posteriormente ésta se dilata para continuarse
como tubulo contorneado distal. Al paso por los diferentes segmentos del sistema tubular, el
filtrado glomerular se modifica debido a la absorcion de agua y solutos, asi como a la
excrecion, a cargo de las células tubulares (Fox,1999;Mancilla,1997;Rhoades y Tanner,
1997).

Il B. REABSORCION DE AGUA

Independientemente del estado de hidratacion del individuo, la mayor parte del agua
filtrada por el rindn debe ser devuelta al sistema vascular, a fin de mantener el volumen
circulante dentro del rango fisioldgico a lo que denomina absorcion.

En condiciones normales, aproximadamente 180L de plasma son filtrados por los
rinones y devueltos a la circulacion diariamente; a este proceso se denomina absorcion
obligatoria. Existe cierta proporcidon del filtrado diario que es regulado de acuerdo a las
condiciones de hidratacion del individuo, a este volumen se le llama absorcion facultativa, la

cual se detallara mas adelante (Fox,1999; Mancilla, 1997; Rhoades y Tanner,1997).



La reabsorcion de agua por el rifidn es posible debido a que las células localizadas en
el tubulo proximal son altamente permeables a este liquido; el agua se desplaza por 6smosis
del liquido tubular al interior de la célula epitelial y después al liquido intersticial. Asi, el agua,
ademas de otros solutos, principalmente el sodio, son reabsorbidos del filtrado glomerular y
transportados hacia el interior de los capilares peritubulares, regresando a la circulacién
sistémica (Fox,1999; Guyton,1997; Mancilla,1997; Rhoades y Tanner,1997).

Paralelo a la reabsorcién de agua, el rifion reabsorbe aminoacidos, glucosa, calcio y
sodio que se reintegran a la circulacion. La absorcidn de estas sustancias es realizada a
través de proteinas que las transportan activamente usualmente en contra de sus gradientes

de concentracion (Fox,1999; Mancilla,1997; Rhoades y Tanner,1997).

Il C. EFECTOS DE LA HORMONA ANTIDIURETICA (HAD)

El 85% del agua y las sales son reabsorbidos de manera obligatoria en el tubulo
contorneado proximal y en el asa de Henle; estas porciones de la nefrona no esta sujeta a
regulacion hormonal. Por otra parte, la absorcién del restante 15% ocurre por absorcion
facultativa en el tubulo contorneado distal y en el tubulo colector, y esta controlada por
diferentes hormonas. Pudiera pensarse que el 15% del filtrado es una cantidad poco
significativa, no obstante se trata de 27L en 24 horas, mismos que son recuperados de
manera variable bajo accion hormonal dependiendo del estado de hidratacion del individuo
(Guyton,1997; Mancilla,1997; Rhoades y Tanner,1997).

La absorcion facultativa de agua esta determinada por la permeabilidad que tienen los
tubulos colectores a la misma; lo que depende de manera importante del numero existente
de moléculas de acuaporinas, que son proteinas transmembranales que actian como
canales en las células epiteliales del tubulo colector. Las vesiculas con acuaporinas son
producidas en el aparato de Golgi del epitelio del tubulo colector y se encuentran de manera
normal en la membrana de estas células. Cuando se requiere una mayor absorcion de
liquido, como en casos de deshidratacion o hemorragia, la hormona antidiurética (HAD) o
vasopresina, que es sintetizada en las neuronas magnocelulares de los nucleos
hipotalamicos paraventricular (NPV) y supradptico (NSO), es liberada a la circulacion por las
terminales axdnicas de estos nucleos en la hipofisis posterior (Share y Schneider, 2000;
Martinez, Meléndez y Reyes,1997).



La liberacion de HAD se produce como respuesta del sistema nervioso a la
activaciéon de los osmoreceptores en el SNC y en el aparato yuxtaglomerular antes descrito.
Al llegar a su 6rgano blanco, la HAD se une a su receptor en el epitelio del tubulo colector vy,
mediante la activacién de la via del AMPc como segundo mensajero, las acuaporinas que
permanecen en vesiculas en el citoplasma celular, son incorporadas a la membrana
plasmatica. Como consecuencia del incremento en el numero de acuaporinas en las
membranas de las células epiteliales del tubulo colector, este aumenta su permeabilidad al
agua y, en ausencia del ligando (HAD), las acuaporinas adicionales son retiradas de la

membrana por proceso de endocitosis (Fox,1999; Sladek, 2000).

[ll. OSMORRECEPTORES Y BARORRECEPTORES

La HAD es liberada a la circulacién en respuesta a una disminucion en el volumen de
liquido circulante, o bien un incremento en la osmolaridad plasmatica. Para determinar la
cantidad y propiedades del plasma sanguineo, el organismo cuenta con receptores
especializados que son sensibles a los cambios en la osmolaridad del plasma denominados
osmoreceptores (Fox, 1999; Share y Schneider, 2000).

Asimismo, el organismo posee mecanismos sensibles a las variaciones de presion
ejercida sobre las arterias, misma que aumenta o disminuye en funcion del volumen
circulante, a los que se llama barorreceptores. Ambos sistemas, por mecanismos distintos
son capaces de registrar los cambios en el volumen sanguineo y, consecuentemente en la
PAS.



Figura 3. Localizacion de algunos 6rganos circumventriculares en el cerebro humano
AP : area postrema, ME: eminencia media, OVLT: 6rgano vasculoso de
lamina terminal, P:glandula pineal , PP: pituitaria posterior , SFO : 6rgano

del subfornix (tomado de Saper y Breder, 1994).

Los receptores de presion y osmolaridad se encuentran localizados en sitios
estratégicos, los primeros en el seno carotideo, arco aortico y en las células de la macula
densa del aparato yuxtaglomerular del rifidén; mientras que los osmoreceptores se encuentran
en algunos sitios del sistema nervioso central desprovistos de barrera hematoencefalica que
por su localizacién, son denominados organos circunventriculares, de los cuales estan
directamente involucrados en la osmorrecepcién: el érgano vasculoso de la lamina terminal
(OVLT), el érgano del subfornix (OSF), y los nucleos hipotalamicos paraventricular (NPV) y
supraodptico (NSO) (Fox,1999; Rowland, Fink, Rubin,1991)(Figura 3). Actualmente se acepta
que los barorreceptores son activados por modificaciones subitas de la PAS, como ocurre
durante los cambios abruptos de posicion o bien durante la pérdida aguda de volumen por
hemorragia (Fox,1999). En tales circunstancias la estimulacion de los receptores se transmite
al sistema nervioso central por el nervio glosofaringeo (IX par craneal), en particular al nucleo
del haz solitario (NHS). Este envia fibras al nucleo dorsal del vago (X par craneal), sitio en
donde se localizan las neuronas preganglionares que determinan el tono de la musculatura
lisa vascular. En condiciones de hipovolemia real o relativa el tono arteriolar se incrementa vy,
el aumento de las resistencias vasculares asi obtenido resulta en una elevacion de la PAS
(Sved, 1999).



IV. EJE RENINA — ANGIOTENSINA - ALDOSTERONA

Ademas de la liberacion de hormona antidiurérica HAD, también conocida como
vasopresina (VP), otro de los mecanismos que contribuyen a la regulacién del volumen
circulante y en consecuencia a la presion arterial, es el eje endocrino de la renina-
angiotensina-aldosterona. Este sistema se activa por la estimulacion de los osmorreceptores
renales de la macula densa en el aparato yuxtaglomerular (Share y Shneider, 2000).

Cuando existe una disminucién real en el volumen sanguineo por hemorragia o
deshidratacion o cuando el rindn recibe una menor cantidad de sangre (mimetizando una
disminucion en el volumen), este cambio es detectado por las células de la macula densa
que funcionan como transductores mecanicos en la pared del tubulo contorneado distal.
Como respuesta a esta sefal, las células endocrinas del aparato yuxtaglomerular liberan
renina, que es una aspartil proteinasa sintetizada inicialmente como preprorrenina y que,
mediante dos remociones sucesivas de aminoacidos se activa (Figura 4)(Gangully, 2000;
Share y Shneider, 2000).

Angiotensinogeno

renina

Angiotensina I » Angiotensina II

convertasa

e

Aldosterona

Incrementa la
permeabilidad al
Na+

Figura 4. El sistema renina- angiotensina —aldosterona es activado

en el rifdbn como respuesta a la disminucion en el volumen sanguineo.



La liberacién de renina es multidependiente, y puede inducirse por factores adicionales
a los cambios en la presion arterial. Asi, la renina puede liberarse al torrente sanguineo
debido a la activacion del sistema nervioso simpatico o en respuesta a ciertas hormonas en
la circulacién. Los eventos que inhiben su liberacién son el incremento de la presion arterial
(hipertension), el aumento en el volumen extracelular (intersticial), los niveles elevados de AT
II, de factor natriurético auricular, la HAD y la estimulacién o adrenérgica. En contraste, los
eventos que estimulan su liberacion son el decremento de la presion arterial (hipotensién), el
decremento del liquido extracelular, la hormona ACTH y la estimulacion B adrenérgica
(Norman y Litwack, 1997).

Una vez en el torrente sanguineo, la renina hidroliza al angiotensindgeno que es un
decapéptido de origen hepatico. La accién de la renina sobre el angiotensinbgeno genera a
la hormona Angiotensina | (AT I), posteriormente la enzima convertasa de angiotensina
(ECA) localizada en la membrana de las células endoteliales, convierte la AT | en
Angiotensina Il (AT Il) que es el octapéptido de forma biolégicamente activa (Figura 4). La AT
Il actua sobre diversos 6rganos blanco entre los que se encuentran el musculo liso de
arterias y arteriolas, la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal y las células del tubulo
contorneado proximal, en donde produce vasoconstriccion, estimula la liberacién de
aldosterona y promueve la reabsorcion de sodio, respectivamente. Estos efectos condicionan
un incremento del volumen hidrico extracelular y, por ende, contribuyen al incremento de la
PAS. Ademas de los efectos antes mencionados, la AT Il favorece la actividad del
intercambiador de iones Na:H en el tubulo proximal, inhibe la liberacién de renina, asi como
la liberacidn de norepinefrina de las terminales nerviosas periféricas y de epinefrina por la
médula suprarrenal. Ademas, AT Il induce la liberacion de ACTH y HAD por la hipofisis
(Gangully, 2000; Share y Shneider, 2000).

La aldosterona, el componente final del eje, es una hormona esteroide que se sintetiza
en las células de la capa glomerulosa de la corteza suprarrenal. Su sintesis es promovida en
respuesta a la unidn de la AT Il con su receptor en el citoplasma de estas células. La
asociacion de la hormona con el receptor actua como factor de transcripcion para diversas
proteinas, tales como la Na/K ATPasa y los canales de sodio, cuya accion general es
incrementar el transporte de sodio hacia el liquido intersticial, es decir, fomentan la absorcion
de sodio favoreciendo como consecuencia la retencion de agua (Gangully, 2000; Share y
Shneider, 2000).



V. CONTROL NEURAL DE LAS RESISTENCIAS PERIFERICAS

Ademas de los osmorreceptores, el organismo cuenta con otro tipo de receptores
sensibles a los cambios en el volumen de liquido circulante que se localizan en las paredes
vasculares del arco adrtico y seno carotideo, llamados barorreceptores; a diferencia de los
osmoreceptores que son sensibles a los cambios en la composicion del plasma, estos
receptores son sensibles a la distensién de las paredes vasculares, actuando como
mecanorreceptores (Fox, 1999; Sved; 1999; Rhoades y Tanner, 19997). Cuando existe un
incremento en la PAS, esto estimula a los barorreceptores, que incrementan sus potenciales
de receptor a través de la fibra sensorial. A la inversa, una disminucion de la PAS por debajo
del rango normal, hara que la distensién disminuya produciendo un decremento en la
frecuencia de los potenciales de receptor. Esta informacién generada por los barorreceptores
asciende por los nervios vago y glosofaringeo hasta el bulbo, en particular al nicleo del haz
solitario (NHS) que dirige al sistema nervioso autonomo a dar una respuesta acorde a la
demanda.

En el bulbo, los centros de control vasomotores modifican, mediante respuestas de
vasoconstriccion o vasodilatacion, regulan el grado de resistencia vascular periférica.
Adicionalmente, los centros de control cardiaco localizados también en el bulbo, regulan la
frecuencia cardiaca en mayor medida mediada por el sistema nervioso autbnomo (simpatico
y parasimpatico)(Fox, 1999; Sved,1999). Por ejemplo, cuando se pasa de decubito a la
posicion de pie hay un desplazamiento de 500 a 700ml desde las venas toracicas hacia
aquellas de las extremidades inferiores, las cuales se expanden para recibir el volumen que
se redistribuye; en consecuencia sobreviene una reduccion del retorno venoso, resultando en
un decremento del volumen sistdlico y por ende de la PAS. Esta reduccion en la PAS activa a
los barorreceptores asi como a sus vias centrales, trayendo como respuesta la inhibicion de
la actividad nerviosa parasimpatica (vasodilatacién), y en paralelo la activacion simpatica
(vasoconstriccion), compensando casi inmediatamente el cambio en la PAS.

La activacidén simpatica produce asimismo, un incremento en el ritmo cardiaco que
contribuyen a mantener una presion arterial adecuada en la posicidn de pie. La respuesta
inversa, también esta mediada por la accion del reflejo de barorrecepcion; es decir, cuando la
PAS se eleva por encima de los rangos normales, el sistema parasimpatico promueve el

enlentecimiento del ritmo cardiaco (Sved, 1999). Otros reflejos importantes que participan en
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la regulacion de la PAS son aquellos iniciados por los receptores de estiramiento localizados
en las auriculas. Estos receptores son activados por el aumento en el retorno venoso, y en
respuesta, estimula el reflejo de taquicardia por activacion simpatica, ademas de inhibir la
liberacion de HAD lo cual resulta en una mayor excrecion de liquido por la orina y un
descenso en el volumen circulante. Una tercera accién resultante de la activacion de los
receptores auriculares, es la promocion de la liberacion del factor natriurético auricular, que
disminuye el volumen sanguineo por induccion del incremento de la eliminacion de sodio en

la orina y excrecion de agua, asi como por antagonizar las acciones de la AT Il (Fox, 1999).

VI. MODELOS EXPERIMENTALES DE HIPERTENSION ARTERIAL

VI A. MODELOS CRONICOS DE GOLDBLATT

Como hemos visto, las variaciones en la perfusién sanguinea del rifdn se acomparnan
de fendmenos hormonales compensatorios. De tal manera que la obstruccion mecanica de
una o ambas arterias renales, es interpretada por este érgano como una deficiencia
sistémica en la perfusion sanguinea, y si este estimulo es sostenido, desencadena la
activaciéon del eje renina-angiotensina-aldosterona que culminan con la instauracién de una
hipertension cronica conocida como hipertension renovascular secundaria.

La utilizacion de estos métodos experimentales para la induccién de hipertension se
inicid6 con estudios clasicos realizados por Goldblatt y sus colaboradores en 1934. Estos
investigadores implantaron dos modelos de hipertension en el perro. El primero, se obtiene
mediante la extirpacién de uno de los rifiones y la oclusiéon de la arteria renal del riidn
restante, este modelo se denominé como “un rindn y un clip”. El segundo consiste en la
oclusién de la arteria renal de uno de los rifiones, mientras que el otro riidn permanece
intacto, a este se le conoce como modelo “dos rifiones y un clip”, mismo que se utilizé en
este trabajo (Brenner y Rector, 1991; Villareal, 1981).

La disminucion del flujo en una (o ambas) arteria renal, causa elevacion inmediata de
la PAS, asi como aumento en la secrecion de renina y aldosterona. Después de dias a
semanas, el cuadro hipertensivo progresa; en el modelo de “dos rifiones y un clip”, la PAS se
eleva después que uno de los rifiones ha sido ocluido, acompafiandose de elevacion en los
niveles de renina y aldosterona en el plasma. Resulta interesante la observacion de que el

contenido de renina en ambos rinones sea diferente, teniendo valores mas elevados el rifdn
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ocluido que el opuesto; lo cual indica no s6lo un incremento en su sintesis, sino también en
su liberacion. Adicionalmente, se sabe que en el modelo de “dos rifiones y un clip” la
infusion prolongada de ATII potencia la accion de la aldosterona, hormona que promueve la
retencién de sodio y la sensibilizacién del sistema nervioso simpatico. De modo que ambos
factores, la AT Il y la sensibilizacién del sistema nervioso simpatico son suficientes para la

instauracion y progresion de la hipertensién cronica (Brenner y Rector,1991;Villareal, 1981).

VI B. MODELOS AGUDOS
VI B 1) Mecanismo de accion de la fenilefrina

La administracion parenteral de farmacos con efecto hipertensor, constituye una
estrategia experimental para el estudio de los mecanismos centrales involucrados en la
hipertension. Asi, la hipertensién puede inducirse de manera aguda mediante el uso de
diversos farmacos como la fenilefrina (FE), un agonista a4 - adrenérgico que mimetiza las
acciones naturales de las catecolaminas, adrenalina y noradrenalina (Garcia-Sainz,
Vazquez-Prado y Villalobos —Molina, 1999; Graham, Hofman y Sved, 1995; Piascik y Perez,
2001). Por ser un agonista a4 — adrenérgico, la FE se une al receptor que corresponde a las
catecolaminas en el musculo liso vascular. El receptor pertenece a la subfamilia de
receptores adrenérgicos de siete dominios transmembranales acoplados a proteinas G
(Garcia-Sainz et al., 1999; Piascik y Perez, 2001). La unién del ligando con su receptor,
ocasiona que la proteina G asociada al receptor, active a la fosfolipasa C; ésta cataliza el
rompimiento del fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (PIP,) para generar dos productos: el inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DG). El IP; se une a los canales de calcio del reticulo
sarcoplasmico y produce liberacion citoplasmica de calcio que provoca contraccidon muscular.
A la par el DG activa a la proteina cinasa C (PKC) que fosforila otras proteinas activadoras
de la transcripcion de genes. Se ha documentado que la PKC promueve la sensibilizacion de
los filamentos contractiles al calcio (Alberts, Bray, Lewis, Raff, Roberts, Watson,1994;
Garcia-Sainz et al.1999; Hwa, De Young, Perez y Graham,1996).

De manera general, los receptores adrenérgicos participan en procesos fisiolégicos
tales como la modulacion del metabolismo hepatico, la contraccion cardiaca, el control del
tono vascular, la regulacién de la actividad de la musculatura lisa del sistema genitourinario y

la neurotransmision simpatica (Garcia-Sainz et al.1999).
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VIl. AREAS CEREBRALES INVOLUCRADAS EN EL CONTROL
DE LA PRESION ARTERIAL

La induccion farmacoldgica de hipertension ha permitido demostrar la presencia de
neuronas que responden a cambios en la PAS en diversas areas del SNC. Los sitios de
distribucion incluyen al nucleo del haz solitario (NHS), el bulbo ventrolateral caudal y rostral
(BVLC, BVLR), el nucleo parabraquial lateral (NPB), el area postrema (AP), la sustancia gris
periacueductal, asi como nucleos especificos de la amigdala, el hipotalamo y el septum;
ademas del 6rgano subfornical (OSF), el 6rgano vasculoso de la lamina terminalis (OVLT) y
diversas areas neocorticales (Graham, Hofman y Sved,1995).

Particularmente se piensa que los grupos neuronales directamente involucrados en los
reflejos mediados por los barorreceptores son el NHS, BVLC y BVLR, puesto que se sabe
que estos nucleos controlan el tono vasomotor simpatico, ya que la lesion de estas areas es
suficiente para bloquear tal reflejo. Ademas otros estudios han demostrado que la
informacion de barorrecepcion recibida por el NHS es relevada a través de BVLC y BVLR
hacia las neuronas preganglionares simpaticas en la médula espinal, las cuales proveen de
tono a la musculatura lisa de las arterias (Graham et al.1995). El papel que desempefian
otros grupos neuronales barosensibles en el tallo cerebral y regiones anteriores del encéfalo
no esta claro, aunque se piensa que algunos de ellas estan involucrados en el control de la
liberacion de ciertas hormonas relacionadas con la regulacion del volumen plasmatico como
la HAD.

La induccién farmacoldgica ha sido acoplada a las técnicas inmunohistoquimicas para
la deteccion de genes tempranos ha sido ampliamente utilizada para la el estudio de zonas
cerebrales que se activan ante diversos estimulos entre ellos, la hipertension. Los proto-
oncogenes comunmente utilizados pertenecen a la familia de genes fos, que codifican para
factores que transcripcién de otros genes tardios que llevan a la célula a una adaptacion a la
estimulacién que difiere de su actividad basal.

Utilizando esta metodologia, Graham et al. (1995) indujeron hipo e hipertensiéon (a
ratas) por 90 minutos, administrandoles hidralazina (HDZ) y FE, farmacos vasodilatador y
vasoconstrictor respectivamente. Ellos encontraron, células inmunoreactivas a c-Fos en el
NHS, AP, BVLC y BVLR, NLST, la amigdala, NPV, NSO, OSF y las islas de Calleja.
Ademas, resultd interesante que el numero de neuronas reactivas fuera mayor en el
tratamiento hipotensor que en condiciones de hipertensién. Complementariamente, en los

animales tratados con FE se encontré un incremento en el numero de células positivas en
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dos regiones proscencefalicas: el NPV y la amigdala. Las células de estas mismas regiones
se activaron también con el tratamiento de HDZ, llamando la atencién que el numero de
células positivas a c-Fos fue mayor con el tratamiento hipotensor respecto al hipertensor.
Este grupo de investigadores reporté que en las ratas tratadas con FE, las células positivas a
c-Fos en el PVN, se distribuyeron de manera difusa con una menor respuesta a c-Fos en las
divisiones caudal, lateral, parvocelular y periventricular del nucleo; sin embargo, el numero de
células que expresaron c-Fos en el PVN con el tratamiento de FE fue muy variable,
predominando la inmumoreactividad débil. En contraste, las células marcadas con c-Fos
fueron muy evidentes en las regiones parvocelular y magnocelular del PVN en el tratamiento
hipotensor. Estas areas corresponden a poblaciones de neuronas oxitocinérgicas y
vasopresinérgicas dentro del NPV (Graham et al.1995).

En este mismo trabajo se reportd que en la region amigdalina, la activacién de c-Fos
estuvo confinada al NCEAI en ambos tratamientos; aunque no hicieron una comparacion
sistematica respecto a la intensidad obtenida entre los tratamientos. Otras regiones
prosencefalicas que mostraron también actividad de c- Fos en ambos tratamientos fueron el
NSO en donde se encontré expresion difusa, por lo que los autores sugieren que células
liberadoras de oxitocina (OT) y VP, pudieran estar involucradas en la respuesta endocrina a
las variaciones en la PAS (Graham et al.1995). En el mismo estudio, también pudo
observarse actividad de c-Fos en el hipotalamo lateral, NLST y el septum lateral en ambos
tratamientos, siguiendo el patron de mayor numero celular en los animales con hipotension.
Por otra parte, el nucleo arcuato y OSF, mostraron un incremento significativo en la
expresion de c- Fos solo en los animales con infusion de HDZ. Asimismo, expresaron c- Fos
en ambas condiciones algunas areas neocorticales como el cingulo medial.

Siguiendo el protocolo de induccion farmacoloégica de hipertensidn y determinacion
inmunohistoquimica de proto-oncogenes, Potts, Polson, Hirooka y Dampney (1996) trataron
a conejos intactos y barodenervados (del seno adrtico) con una soluciéon de FE produciendo
un incremento tensional de 20 a 30 mmHg por 60 minutos. Ellos observaron activacion de c-
Fos en la sustancia gris periacueductal, en el NHS y BVLR; en el NSO, NPV, nucleo
predptico medial y nucleo arcuato en el hipotalamo, asi como en el NCEAI y NLST; lo que es
acorde con lo encontrado en por otros autores en rata.

En un tercer estudio mas reciente (Grindstaff, Grindstaff, Sullivan y Cunningham,
2000) se administré FE intravenosa hasta incrementar la PAS 40-50 mm Hg durante 2 horas

a ratas intactas y denervadas del seno adrtico, encontrando activacién de c- Fos en NHS,
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BVLC, NPB vy locus coeruleus (LC) en los animales intactos. En apoyo a este estudio,
Cunningham, Grindstaff, Grindstaff y Sullivan (2002), encontraron un incremento en el
numero de neuronas positivas a c-Fos en la banda diagonal de Broca y zona perinuclear del
NSO en ratas intactas tratadas con FE respecto a las barodenervadas del seno aértico; se
piensa que estas ultimas regiones estan involucradas en la regulacion barorreceptora de las

neuronas vasopresinérgicas del nucleo supraoptico.

VIII. ANATOMIA DE LOS NUCLEOS LECHO DE LA ESTRIA TERMINAL

Con base en la informacidn previamente esbozada, puede deducirse que las
modificaciones de la PAS provocan activacion de un buen numero de areas y nucleos del
encéfalo. Entre estas estructuras destacan el NHS, AP, BVLC y BVLR, NSO y NPV del
hipotalamo, el OSF, las islas de Calleja y, recientemente se ha involucrado a los NLST que
son de interés para este trabajo debido a los estudios que existen sobre su conectividad con
estructuras involucradas en el control de la PAS, que se detallaran en parrafos siguientes.
Previa descripcion del NLST, debemos referirnos a la amigdala debido a la estrecha relacion
que guardan.

Desde hace al menos tres décadas, es sabido que la amigdala esta implicada en
procesos neurales que involucran patrones conductuales complejos tales como la ingesta de
agua y alimento, la repuesta de defensa ante el peligro, la respuesta a estimulos sexuales y
el aprendizaje (De Olmos e Ingram,1972). Asimismo, se sabe que la amigdala recibe y
procesa informacidén proveniente de los sistemas olfatorios principal y accesorio. La estria
terminal constituye un gran haz de fibras que lleva informacién aferente y eferente desde las
diferentes regiones amigdalinas hacia regiones diversas del encéfalo como el nucleo
acumbens, el nucleo arcuato, el tdlamo medial y el hipotalamo (anterior y lateral). La estria
terminal también envia y recibe informacién de estructuras del tallo cerebral, como el NPB,
LC, NHS, el nucleo motor del vago, la sustancia gris periacueductal, el bulbo ventrolateral,
por lo que se piensa pudiera de algun modo mediar las respuestas emocionales con las
autonomicas. Por otra parte, las conexiones antes mencionadas presentan una distribucién
topografica, de modo que las eferencias que emergen de regiones centrales de la amigdala
alcanzan estructuras hipotalamicas, pontinas y bulbares; mientras que las eferencias de la
region lateral amigdalina llegan a regiones del hipotalamo medial. Se ha propuesto que existe

una especializacion en ambas divisiones, argumentando que la region central participa en
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funciones psicomotoras y autondmicas, entretanto la region lateral pudiera participar en
procesos psicoenddcrinos (Alheid, De Olmos y Beltramino,1995).

Anatomicamente, los NLST pueden definirse como aquellos grupos celulares inmersos
en las fibras de la porcidén septal de la estria terminal y que reciben aferencias directas de la
amigdala (Ju y Swanson,1989). Los NLST poseen una poblacién predominantemente
gabaérgica (Day, Curran, Watson y Akil, 1999) y estan divididos en areas posterior y anterior.
El area anterior puede a su vez ser parcelada en areas anterodorsal, anterolateral y
anteroventral (Ju y Swanson,1989). En el area anterolateral se localizan los nucleo romboide,
yuxtacapsular y oval (NLSTov), este ultimo de interés para este trabajo. La parcelaciéon

general de los NLST pueden resumirse en la tabla1 (ver figura 5).

Area anterodorsal
Division
Nucleos lecho de la Anterior
Estria terminal

n. oval

" n.yuxtacapsular

Area anterolateral y ap
n.romboidal
zona subcomisural
n.fusiforme
n.dorsomedial

Area anteroventral |n.dorsolateral
n.magnocelular
n.ventral
n.relacionados

n.principal

. n.interfascicular
Division
n.transverso
Posterior n.premedular

n.dorsal

zona de células esparcidas

grupos celulares relacionados

Tabla 1. Parcelacion de los nucleos del lecho de la estria terminal.
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Se ha documentado que existe complementariedad anatomica y funcional entre el
NCEAI y los NLST(Swanson y Petrovich,1998; Day et al. 1999) ya que ambas estructuras
comparten caracteristicas citolégicas, ademas de que las dos areas se han asociado a la
iniciacion e integracion de respuestas conductuales y emocionales asociadas a fendmenos
como la ansiedad, el miedo y el estrés.

Paralelamente, se ha propuesto que la division lateral del NCEAI y el NLSTov son
estructuras semejantes ya que comparten el fenotipo predominantemente gabaérgico, asi
como distribucion tipografica celular (Day et al.1999). Otros argumentos que sostienen la
semejanza y relacion entre el NCEAI y el NLSTov, es el hecho de que ambas estructuras
poseen aferencias y eferencias comunes. Por ejemplo, se sabe que ambos nucleos tienen
conexiones reciprocas con el NPB y el NHS. Ademas, en estudios que describen la co-
distribucion peptidica entre NCEAI y NLSTov, se ha encontrado que ademas de tener
poblaciones gabaérgicas, estas neuronas sintetizan a la vez encefalinas, neurotensina y
hormona liberadora de la corticotropina(CRH) (Day et al.1999; Ju, Swanson y Simerly,1989
B). Se han sefalado que los NLST desempefian un papel importante en la coordinacion de
respuestas neuroendocrinas, autondmicas y somatomotoras asociadas a conductas de tipo
emocional o afectivo. Se sabe ademas que los NLST reciben numerosas aferencias
organizadas topograficamente de la mayoria de las areas amigdalinas, y que los NLST a su
vez proyectan a sitios tales como el nucleo acumbens, la sustancia innominata, el
hipotalamo, los nucleos talamicos de la linea media, asi como a nucleos del tallo cerebral
involucrados en actividades autondémicas y somatomotoras (Dong, Petrovich, Watts, y
Swanson, 2001).

El NLSTov junto con el nucleo fusiforme (localizado en el area anteroventral de los
NLST) poseen ambos poblaciones celulares gabaérgicas, muchas de las cuales expresan
también CRH, hormona estrechamente relacionada con la respuesta al estrés. Este hecho
resulta muy interesante debido a que algunos grupos neuronales que no estan
documentados como tipicamente neuroendocrinos, pero que sintetizan CRH, han sido
implicados en las respuestas conductuales al estrés, el miedo y la ansiedad. Por ejemplo, se
ha visto que la infusién de CRH en el ventriculo lateral produce efectos similares a aquellos
asociados al condicionamiento aversivo y que la misma infusion hecha especificamente en
los NLST, que ciertamente posee neuronas que sintetizan CRH, semeja algunos de estos
efectos. En concordancia con lo anterior, las lesiones hechas en la parte lateral de la estria

terminal, area donde se encuentran los nucleos oval y fusiforme, atenua los efectos de la
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infusion ventricular de CRH. También resulta interesante que la parte lateral del NCEAI,
proyecte de manera densa y selectiva al NLSTov y al nucleo fusiforme, nucleos con quienes
guarda semejanza en cuanto a caracteristicas fenotipicas celulares (neuronas gabaérgicas
que expresan CRH). Mas aun, es de llamar la atencion que la expresion del RNA mensajero
de CRH en las tres areas (NCEAI, NLSTov y nucleo fusiforme) esté presumiblemente
regulada por la corticosterona. Los hallazgos anteriores sugieren que los tres nucleos en
conjunto, pudieran formar parte de un circuito sensible a la regulacién por esteroides que
esté involucrado en la regulacion de las respuestas de salida (eferentes) de la parte medial
del nucleo central de la amigdala (Dong et al.2001).

Aun cuando se tienen pocos indicios sobre la funcion de las distintas poblaciones
peptidérgicas de NCEAI, NLSTov y nucleo fusiforme, se piensa que la activacién conjunta de
los tres grupos celulares pudiera constituir una accién sinérgica de los mismos en funciones
regulatorias autondmicas en respuesta a procesos estresantes indole inmunoldgica y

cardiovascular (Curtis, Bello, Connolly y Valentino, 2002; Day et al.1999).
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Figura 5. Esquema de un corte coronal de encéfalo de rata adulta (bregma — 0.26),
(tomado de Swanson L, 1996) aco: comisura anterior, limbo olfatorio; act: comisura anterior,
limbo temporal; int: capsula interna; Gpe: globo palido externo; d: parte dorsal del nucleo
endopiriforme; BST: nucleos lecho de la estria terminal : am: area anteromedial; al: area
anterolateral ; fu: nucleo fusiforme; ju: nucleo yuxtacapsular ; PS: nucleo paraestrial; LPO:
area preoptica lateral; LSv: nucleo septal lateral;. ov: nucleo oval; VL: ventriculo lateral,
zIl: zona limitans. El ndcleo oval se dividié en cuadrantes para fines de este trabajo.
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Por otra parte, resulta interesante que en algunos modelos animales de hipertension e
incluso en pacientes con hipertension arterial primaria, se encuentren niveles plasmaticos
altos de CRH y expresion concomitante de esta hormona en areas cerebrales como el NPV
(Krukoff, MacTavish y Jhamandas,1999; Goncharuk, Van Heerikhuize, Swaab y Buijs,2002;
Potts et al.1999; Philips, 2001). De este modo, CRH pudiera participar en los mecanismos
relacionados con el control cardiovascular y basandose en sus caracteristicas citoldgicas y
sus conexiones anatdémicas, pudiera pensarse que tanto NCEAI y especialmente NLSTov

pudieran participar en la regulacion de la PAS.

IX. El Factor liberador de la Corticotropina y el estrés

Aunque la observacion de las conductas emocionales humanas comparables al estrés
se iniciaron desde tiempos de Aristételes (Hauger y Dautzenberg, 2000), fue Walter Cannon
el primero en describir la respuesta del organismo ante un estimulo estresante. Cannon hizo
referencia a la famosa reaccion de “ataque o huida”, en la cual un estimulo estresante
desencadenaba la liberacion de epinefrina por la médula adrenal y de norepinefrina por las
terminales simpaticas; tal hipotesis involucré entonces a los mecanismos fisioldgicos y
endocrinos desencadenados en situaciones estresantes de corta duracion. Posteriormente
Hans Seyle describié la respuesta al estrés cronico en humanos, que se iniciaba con el
alertamiento del sistema nervioso autonomo y el sistema neuroendocrino para promover los
procesos indispensables para la supervivencia del individuo (Hauger y Dautzenberg, 2000).

Actualmente, se considera un estimulo estresante aquel evento fisico o psicolégico
que rompe la condicion de equilibrio u homeostasis de un organismo. Un estimulo estresante
fisico impone un reto tangible al organismo tal como ocurre durante la hemorragia, la
hipoglicemia, los traumatismos fisicos o ante condiciones ambientales extremas. Por otra
parte, los eventos estresantes de indole psicolégica pueden ser estimulos con carga
emocional intensa (por ejemplo, los miedos y las aversiones), que perturban los procesos
cognoscitivos y emotivos que tienen lugar en el cerebro.

Aunque distintos, ambos tipos de estimulos activan las respuestas neuroendocrinas
tipicas del estrés, con el objetivo de reestablecer el equilibrio (Hauger y Dautzenberg, 2000).
Entre las respuestas fisioldgicas al estrés se encuentran la activacion del eje hipotalamo-
hipdfisis-suprarrenales (HHS), casi completamente descrito por Selye, a excepcion del factor

liberador de la corticotropina (CRH), que es sintetizado por neuronas parvocelulares del NPV
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(Hauger y Dautzenberg, 2000).

El CRH actua sobre un grupo particular de neuronas (los corticotropos) del l6bulo
anterior de la hipofisis induciendo la secrecion de ACTH (hormona adrenocorticotropina) al
torrente sanguineo. Al llegar a la glandula suprarrenal, la ACTH estimula la secrecion de
cortisol por las células secretoras de la zona fasciculata de la corteza suprarrenal (Fox,
1999). Los niveles elevados de cortisol actian como un mecanismo de retroalimentaciéon
negativa, inhibiendo a los centros secretores de CRH y ACTH en el hipotalamo e hipdfisis
respectivamente. A nivel celular el cortisol libre se une a su receptor esteroideo localizado en
el citoplasma o en el nucleo de las células blanco. Ahi, el complejo hormona-receptor se une
a regiones especificas del ADN promoviendo o inhibiendo la sintesis de ciertas proteinas.
Por ejemplo, en algunas células acelera la velocidad de transcripcidon de gen que codifica
para la lipocortina, una proteina inhibidora de la inflamacién; en otras células del hipotalamo,
el cortisol se une al ADN inhibiendo la transcripcion de CRH.

A nivel metabdlico, el cortisol es un modulador del efecto de otras hormonas;
interviene en el metabolismo de los carbohidratos, mantiene los niveles de glucosa
favoreciendo la glucogendlisis (desboblamiento de glucégeno) y la gluconeogénesis
(generacién de nueva glucosa).También participa en el metabolismo de las proteinas,
aumentando la degradacién de las proteinas musculares para la sintesis de glucosa;
estimula la lipdlisis en los miembros y la acumulacién de grasa en el tronco y cara; suprime la
secrecion de hormonas hipofisiarias (ACTH, LH, FSH, TSH y GH), disminuye la excrecion de
sodio y agua al inhibir la filtracion glomerular, disminuye la absorcion de calcio por el intestino
y aumenta su pérdida por el rindn (Debuse,1998).

El concepto de estrés puede también representar la sobreactivacion de los sistemas
corporales; ya que tal estado puede producir desordenes como ansiedad, depresion y en
casos de estrés severo, dafio fisico como hipertrofia suprarrenal o ulceracion gastrica (Koob,
1999). Los mecanismos neurofisioldgicos desencadenados por el estrés involucran como ya
se dijo al eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales (HHS); sin embargo, se piensa que existen
sistemas proscencefalicos de CRH y norepinefrina que actuando en paralelo con el sistema
HHS, pudieran integrar los componentes cognoscitivo y conductual a los mecanismos del
estrés. Por ejemplo, se ha documentado la existencia de neuronas inmunoreactivas a CRH
en sitios como el NCEAI, NPB, NLST, asi como en regiones del locus coeruleus y el bulbo
olfatorio (Koob,1999). Complementariamente, se ha encontrado expresion de los dos tipos de

receptor a CRH, acoplados a proteinas G en regiones prosencefalicas. El receptor tipo 1 se
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expresa principalmente en el septum medial, la hipdfisis, areas de la corteza, cerebelo y
bulbo olfatorio. Por su parte, el receptor tipo 2 se encuentra distribuido en el septum lateral,
hipotalamo ventromedial y plexos coroideos; lo cual sugiere la existencia de otros sistemas
CRHérgicos adicionales a los hipotalamicos que pudieran activarse de manera paralela en

respuesta al estrés.

X. GENES DE ACTIVACION TEMPRANA

El advenimiento de las técnicas de inmunohistoquimica, ha hecho posible la
identificacién de ciertas proteinas cuya sintesis se modifica en respuesta a estimulos de
indole diversa, tal como la administracién de farmacos inductores de hipertension arterial
(Veerasingham, Vahid-Ansari y Leenen, 2000) y estrés (Day et al. 1999).

La utilizacidon de la proteina c-Fos como indicador de activacion neuronal se basa en
que la familia de genes fos (c-fos y fos B, principalmente), se activan de manera rapida ante
la presentacion de diversos estimulos diferentes de los cotidianos. Debido a que la activacion
de este grupo de genes, en respuesta a un estimulo desencadenante, ocurre a lo largo de
periodos que van desde 30 minutos a 3 horas, se les conoce en conjunto como proto-
oncogenes o genes de activacion temprana. Los genes fos codifican proteinas que actuan
como factores de transcripcion de genes tardios involucrados en cambios a largo plazo, es
decir, en las repercusiones fenotipicas del proceso de adaptacién al estimulo inicial (Herrera
y Robertson, 1996).

De este modo, el gen c-fos codifica para la proteina c-Fos (55 kDa), que al formar
dimeros con los miembros proteinicos de la familia de proto-oncogenes Jun (C-jun, JunB y
JunD), forman el factor de transcripciéon conocido como PA-1(Proteina activadora 1), que
dependiendo de las proteinas que lo integren, se une al ADN para promover o inhibir la
trascripcion de genes tardios (Kovacs,1998). Se han reportado hallazgos de expresion del
gen c-fos en periodos tan tempranos como los primeros 30 minutos a partir de una
estimulacién, con un maximo de actividad hacia los 90 minutos a partir del inicio de la
estimulacién (Nestler, Barrot y Self, 2001; Kovacs,1998; Sheng y Greenberg,1990), mientras
que podemos encontrar proteina c-Fos hacia los 45 minutos del inicio del estimulo novedoso,
y su desaparicion después de 4 hrs del cambio en la actividad basal de la célula. La
determinacién inmunohistoquimica de los genes o proteinas fos en los procesos de

activacién neuronal esta ampliamente corroborada, ya que la visualizacion de oncogenes
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asociados a la activacion celular mediante estas técnicas ha permitido inferir relaciones
causales entre una amplia gama de estimulos y las respuestas celulares asociadas a estos
(Giovanelli y Bloom,1992; Veerasingham et al. 2000; Day et al.1999; Fitch y Weiss, 2000).
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JUSTIFICACION

Numerosas estrategias se han utilizado para disefar modelos animales de
hipertension, entre estos se encuentran los modelos farmacologicos en que se administran
drogas hipertensivas como la FE (Cunningham, Grindstaff y Sullivan, 2002; Veerasingham et
al, 2000); el uso de animales genéticamente hipertensos (Krukoff et al. 1999; Shid, Chan y
Chan,1996), la hipertension inducida por inmovilizaciéon (Krukoff et al.1999) y los modelos de
Goldblatt de uno o dos rifiones (Hartle y Brody,1984; Okuniewski, Jarrot y Widdop,1998).
Aunque todas las estrategias enumeradas son viables para inducir hipertension arterial,
algunas limitaciones de los modelos genéticos es que los animales poseen una hipertension
permanente, que no representa una induccion en algun punto de la vida del animal. Por otra
parte, la hipertensidon provocada por estrés tiene la desventaja de poseer variables paralelas
a la elevacién de la PAS, que pueden hacer confusos los resultados. De este modo, el
presente trabajo se propuso evaluar la actividad de las neuronas del nucleo oval en un reto
fisioldgico por hipertension crénica ocasionada por la obstruccién parcial y unilateral de la
arteria renal. Posteriormente, se decidid evaluar la participaciéon del mismo nucleo en un
modelo farmacoloégico de hipertension administrando FE, un agonista adrenérgico que

mimetiza la activacion del sistema nervioso simpatico ocasionando una hipertension aguda.

HIPOTESIS

HIPOTESIS DE EXPERIMENTO 1: La hipertension arterial sistémica inducida por ligadura
de la arteria renal activa a las neuronas del nucleo oval de la estria terminal.
HIPOTESIS DE EXPERIMENTO 2: La hipertension arterial sistémica inducida por

administracion intravenosa de fenilefrina activa a las neuronas del nucleo oval.

OBJETIVO
Comparar el numero de células con alta inmunorreactividad a la proteina c-Fos en el
nucleo oval de la estria terminal entre animales sin hipertensién y con hipertension de

duracion larga y corta.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
|. Experimento 1, Hipertensién Crénica
Modelo de Hipertension de Goldblatt “Dos rifiones y un clip”

Se utilizaron ratas Wistar macho de diez semanas de edad, y se distribuyeron de
manera aleatoria a razdén de cinco animales por grupo experimental (n= 5). En todos los
casos se indujo anestesia profunda con wuna mezcla 7:3 xilazina (20mg/1ml)-
ketamina(1g/10ml) y se hizo una incision lumbar de 2 cm. Al grupo asignado como
hipertenso, se expuso el rifion derecho y, sin modificar su sitio anatomico, se aplicé una
ligadura, hasta reducir en un 80% el diametro de la arteria renal derecha. La ligadura estaba
hecha con hilo de seda no absorbible 4-0 de 8 cm de longitud que tenia en la parte central
dos nudos a una separacion de 0.94mm. Esta ligadura fue colocada por debajo de la arteria
renal, previo aislamiento de la misma. Una vez colocada la ligadura, se tomaron ambos
extremos y se desplazé un segundo hilo de seda con un nudo laxo hasta hacer coincidir los
nudos de la ligadura. De este modo, se redujo el diametro original de la arteria a 0.3mm, que
en promedio constituye el 20% del diametro original.

Un procedimiento idéntico se siguid para los animales control, exceptuando la
oclusion de la arteria renal. A fin de evaluar los niveles de PAS, se practicaron mediciones en
la fase de luz de un ciclo normal (entre 10 y 12 AM), antes y después de la cirugia.

Las determinaciones de la PAS se hicieron diariamente utilizando un mandémetro
aplicado en la cola; la media aritmética de las mediciones de PAS registradas se graficé
posteriormente. Los animales se sacrificaron a dos periodos post-operatorios: 3 y 5 semanas.
Solamente se consideraron como hipertensos los animales cuya presion arterial sostenida
estuvo en el rango de >150mm Hg, tomando en cuenta que los valores basales reportados

para ratas adultas es 120 £ 10 mm Hg.

[I. Experimento 2, Hipertension Aguda
Administracion Intravenosa de fenilefrina

Diez ratas macho de la cepa Wistar, de nueve semanas de edad fueron habituadas
tanto a la manipulacion como al mandmetro tres dias alternados durante la semana previa a
ser sometidos a cirugia de implantacion del catéter. Durante este periodo, se tomaron
mediciones de PAS a fin de obtener registros basales.

Al cumplir la décima semana de vida, bajo anestesia profunda inducida con la misma

mezcla 7:3 ketamina-xilazina utilizada en el experimento previo, los animales fueron
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implantados con un catéter en la vena yugular externa. Para este fin, se hizo una incision en
el area supraclavicular izquierda, se separaron las fibras musculares del cuello y se aislo la
vena yugular izquierda. Una vez aislada, la vena se ligd temporalmente en su porcion
superior, usando un hilo de seda de 8 cm de longitud. Se colocé por debajo de la vena en su
porcidon inferior, un segundo hilo (8 cm longitud) separado a 0.5cm del primero.
Posteriormente se insertd un catéter de polietileno de 12 cm de longitud, 0.58mm de
diametro interno y 0.96mm de diametro externo (PE50 Intramedic), permaneciendo
unicamente 0.5cm dentro de la luz venosa. El hilo superior se desligdo y se verificod la
permeabilidad del catéter; seguido de esto, ambos hilos,(superior e inferior) se anudaron de
manera cruzada repetidas veces. Una vez fijo, el extremo opuesto del catéter se paso
subcutaneamente hasta otra incisién en la nuca del animal. El catéter fue llenado con una
solucién de 500 Ul / ml de heparina en solucion salina (0.9% NaCl), a fin de mantener la
permeabilidad; finalmente se suturd al animal. La misma soluciéon heparinizada (0.06ml) fue
administrada a través del catéter en los dos dias post- operatorios asignados a la
recuperacion de los animales. La infusion de FE se realizé tres dias después de la cirugia.
Previo al inicio del experimento, se tomaron tres mediciones de PAS con un intervalo
de 5 minutos entre ellas; el promedio de éstas tres mediciones constituye el punto de inicio
del experimento. Inmediatamente, se procedié a la infusién de la solucion de FE (0.5mg FE
/ml salina) a una velocidad de 16.6ul x minuto durante 50 minutos (Graham et al. 1995); los
animales del grupo control recibieron la misma dosis de solucidon salina, exceptuando el
farmaco. Las mediciones de PAS se hicieron paralelas al experimento en intervalos de 5
minutos. Al concluir los 50 minutos de infusion, se coloco a los animales en sus cajas en las
condiciones basales, sin manipulacion durante una hora. Transcurrido este tiempo, se les
sacrifico bajo anestesia profunda (ketamina-xilazina) y se procesaron los cerebros segun el

protocolo que a continuacion se detalla.

[ll. Expresion de la proteina c-Fos

En todos los casos el sacrificio se realizé bajo anestesia profunda (ketamina-xilazina),
por perfusion intracardiaca, usando una bomba de perfusion a una velocidad de 45ml/min. Las
soluciones administradas fueron 10ml de amortiguador de fosfatos (PBS) 0.1M pH 7.4, seguido
de 250ml de paraformaldehido al 4% disuelto en el mismo amortiguador.
El encéfalo completo fue extraido, mediante la remocion de los huesos del craneo e inmerso en

el mismo fijador durante toda la noche. Posteriormente, se obtuvo un bloque coronal de
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aproximadamente 0.4 cm de grosor, conteniendo las areas de interés; este bloque se
crioprotegioé en sacarosa al 30 % disuelta en agua bidestilada. Se hicieron cortes seriados a
30um en un microtomo por deslizamiento y los cortes colectaron en pozos con PBS. Una vez
obtenidos los cortes que comprendian la regidon de los NLST, NSO y NPV estos se lavaron en
PBS e incubaron con anticuerpos policlonales obtenidos en conejo y dirigidos contra proteina c-
Fos, de acuerdo al siguiente protocolo:

1) Supresién de la actividad de la peroxidasa enddgena y sitios inespecificos por incubacién con
peroxido de hidrégeno (perdxido de hidrogeno 30% Baker 2186-01) y albumina bovina
(albumina bovina fraccion V, Sigma, A.9418), respectivamente, en una solucion HyO2 1%,
albumina 2% en amortiguador de fosfatos. 2) Incubacion con el anticuerpo primario contra c-
Fos (c-Fos IgG policlonal hecha en conejo, Sta Cruz Biotech, sc-52) a una dilucién de 1:5000
disuelto en amortiguador de fosfatos con 0.52% de detergente Triton 100 (detergente que
permeabiliza las membranas celulares permitiendo la entrada de los anticuerpos), durante 16
hrs a temperatura ambiente, ya que este anticuerpo se une a la proteina c-Fos 3) Cuatro
lavados de 10 minutos en amortiguador de fosfatos con 0.02% de Triton 100. Los lavados
tienen la finalidad de eliminar el exceso de reactivos que pueden producir reacciones
inespecificas o fondo oscuro. 4) Incubacién con el anticuerpo secundario inducido en cabra
acoplado a la peroxidasa y dirigido contra inmunoglobulina de conejo (IgG (H+L) biotinilada anti-
conejo hecha en cabra, Vector labs, BA-1000) a una dilucién 1:200, disuelto en amortiguador de
fosfatos con 0.52% de Triton 100 por 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente. El
anticuerpo secundario se une al anticuerpo primario por diferencia de especies; el anticuerpo
secundario esta biotinilado y acoplado a la peroxidasa, de modo que este anticuerpo funciona
como amplificador de la sefial al unirse en pasos siguientes con el complejo avidina-biotina,
también actua como reactante de las sales de diaminobenzidina al estar acoplado a la
peroxidasa. 5) 4 lavados de 10 minutos en amortiguador con 0.52% de Triton 100. 6)
Incubacion con el complejo avidina-biotina acoplado a la peroxidasa (Vectastain ABC Kit, Vector
labs, PK-6100) disuelto en amortiguador de fosfatos con 0.52% de Triton 100 por 2 horas a
temperatura ambiente, para amplificacion de la sefal. EI complejo avidina-biotina se une a la
biotina que posee el anticuerpo secundario y al estar acoplado a la peroxidasa contribuye a la
visualizacion de los sitios reactivos. 7) 4 lavados de 10 minutos con amortiguador de fosfatos.
8) Visualizacién de los sitios inmunorreactivos mediante incubacion a temperatura ambiente con
diaminobenzidina (DAB kit sustrato de peroxidasa, Vector labs, SK-4100) disuelta en agua

bidestilada por 10 minutos. La diaminobenzidina constituye el sustrato de la peroxidasa yaciente
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en anticuerpo secundario y en el complejo ABC y al reaccionar con esta produce una reaccién
cromogénica que permite visualizar los sitios donde se encuentra la proteina c-Fos 9) 3 lavados

de 10 minutos con amortiguador.
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RESULTADOS
l. Hipertension Crénica

Al iniciar el experimento, se utilizaron 18 ratas macho de la cepa Wistar de ocho
semanas de edad, con un peso aproximado de 270 £10 g. Los animales se condicionaron a un
proceso de manipulacién, habituacién al manémetro y registro de los valores de PAS durante la
novena semana de vida; los valores promedio obtenidos se consideraron basales para el grupo
completo. Tanto los valores promedio de la habituacion como los posteriores a la cirugia se
tomaron por duplicado, a la misma hora del dia (en la fase de luz, entre 10 y 12 AM) y se
calculd a partir de ellos la media aritmética y la desviacion estandar (D.E).

Al inicio de la décima semana de edad, los animales se distribuyeron de manera
aleatoria a grupos con cirugia de oclusion (n=10) y grupos de cirugia sin oclusién (n=8).
Después de trascurridos tres dias post-operatorios, se reanudaron los registros de PAS.
Durante la primera semana de registro, los animales de ambos grupos no mostraron
diferencias en los valores de PAS; sin embargo, el grupo con oclusién tuvo valores de PAS
significativamente mayores (media=102.1+ D.E =0.77) que el grupo control (media=96.59 +
D.E=3.94) hacia la segunda semana; aunque estos valores no alcanzaron el criterio establecido
para considerarlo como hipertension (x >/=150 mm Hg).Tomando en cuenta que los valores de
PAS del grupo con oclusion renal aumentaban gradualmente (media=140.6 + D.E=5.65), y
habiendo encontrando diferencias con respecto al grupo control (media=120.1+ D.E=7.14), 5
animales del grupo con ligadura y 4 animales del grupo control fueron estudiados.

Cumplida la cuarta semana posterior a la cirugia, gran parte de los animales del grupo
con oclusion presentd valores de PAS suficientes para cubrir el criterio de hipertension arterial.
Pese a esto, la media aritmética del grupo era inferior a los150 mm Hg, por lo que se dej6 correr
una quinta semana, en la que todos los animales con ligadura obtuvieron valores considerados
como hipertensién. Se procedio al sacrificio de los 5 animales restantes del grupo con oclusién
y los 4 animales del grupo control. La progresién del cambio en los valores de PAS, asi como
las diferencias entre los grupos se muestran en la Grafica 1.

Las diferencias encontradas entre ambos grupos, asi como el aumento de los valores de
PAS en el grupo con oclusion son acordes con lo reportado en la literatura para el modelo de
Goldblatt de dos rifiones y una ligadura (Okuniewski et al. 1998). Los estudios de
inmunohistoquimica realizada a los cerebros de los animales control y experimentales no se

pudo observar activacion de c-Fos en la region del nucleo oval.
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Il. Hipertension Aguda

Se calculé el promedio de las lecturas de PAS basales y aquellas obtenidas durante el
experimento para ambos grupos y con estos valores se graficé la progresion del experimento
agudo (grafica 2). Con base en los valores originales obtenidos de los grupos completos se
practico la prueba estadistica de analisis de varianza (ANDEVA) de dos vias entre el grupo
tratado con FE y el grupo control, a fin de comparar las mediciones de PAS en ambos grupos
a partir del inicio de la infusion. En este analisis se encontr6é una F= 2.8, gl=13, p = 0.0017
para la interaccion; F= 45.41, gl=1, p<0.0001 para el grupo; F=3.69, gl=13, p<0.0001 para el
tiempo. Posteriormente se aplicé la prueba post hoc de Bonferroni con un nivel de
significancia de 0.05, encontrando diferencias entre los grupos significativas al minuto 25 y
35 a partir de la infusién (p< 0.01), asi como al minuto 40 y 45(p < 0.05) (ver gréfica 2).
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Grafica 1. Los animales con oclusién unilateral de la arteria renal,
tuvieron valores de presién arterial sistémica significativamente mas
altos que los animales control a partir de la segunda semana posterior
a la cirugia. *p < 0.001, ** p< 0.0001. h 1: semana de habituacion,
grupo completo (n=18); 1a, 2a y 3a semanas, controles (n=8), ligados
(n=10); 4a y 5a semanas, controles(n=4), ligados (n=5).
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Gréfica 2. Valores de presion arterial sistémica correspondientes
a los tres dias de habituacion (B1,B2, B3) y a los minutos
transcurridos a partir del inicio de la infusion.

FE:fenilefrina, SAL: solucién salina. * p < 0.05, ** p< 0.01

Para hacer la cuantificacion de las células positivas a la inmunohistoquimica contra c-
Fos, se tomaron 6 cortes bilaterales (30um) representativos de la region del nucleo oval para
cada cerebro segun los criterios anatémicos establecidos en otros trabajos (Ju y
Swanson,1989; Dong et al. 2001), considerandose soélo aquellas células intensamente
marcadas (ver flecha en figura 6B). Con los datos obtenidos se calcularon las medias y
desviaciones estandar para los grupos tratados con FE (media=232.6 £+ D.E=13.9) y salina
(media=55.40 + D.E=3.7); se utilizd una prueba t a fin de comparar el numero de células en
ambos grupos, encontrando diferencias entre los animales tratados con y aquellos tratados
con solucion salina (t=12.26, p < 0.0001, gl=8), estos valores se representan en la grafica 3.
Cabe mencionar que el promedio de células por corte contado bilateralmente fue de 38.7
para los animales hipertensos agudos y 9.2 para los normotensos.

Debido a que pudo observarse en el nucleo oval una distribucién heterogénea de las
células inmunorreactivas, éste fue dividido en cuadrantes en el plano coronal. Se designé con el
| al cuadrante superolateral, Il al cuadrante superomedial, Ill al cuadrante inferomedial y IV al
cuadrante inferolateral. (Ver figura 5)

Utilizando el numero de células en cada cuadrante, se aplic6 una ANDEVA

paramétrica en busca de diferencias entre grupos; en donde se encontré6 que los grupos
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control y tratado con FE son distintos entre si en el numero de células halladas en el
cuadrante | (p<0.001) y en el cuadrante IV (p< 0.05). Las medias aritméticas del niumero de

células encontradas en cada grupo por cuadrante pueden verse en la tabla 2 y grafica 4.
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Grafica 3. Numero de células con alta inmunoreactividad a c-Fos en
el nucleo oval en animales normotensos e hipertensos agudos.
t=12.26 * p<0.0001 SAL:Salina, FE:fenilefrina.
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Salina Fenilefrina Valores de t
Cuadrante Media + DE Media + DE post hoc de Bonferroni
n=>5 n=>5
I 222 +87 108.2 + 56.4 t= 6.30, p< 0.001
I 122+2.2 464 +7.3 ns
I 10.6 £ 3.2 30.8+11.8 ns
v 12.8 + 8.1 52 +13.3 t= 2.87, p< 0.05

Tabla 2. Valores promedio y desviaciones estandar correspondiente al numero de
células por cuadrante encontradas en los animales tratado con salina y con fenilefrina.
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Grafica 4. Distribucidn de las células inmunopositivas

a c-Fos en el nucleo oval en animales normotensos e
hipertensos agudos. * p< 0.05, ** p< 0.001 FE:fenilefrina,
SAL:salina.

Para explorar las diferencias en la distribucidon de células positivas por cuadrantes en
cada uno de los grupos, se practico una pruebas ANDEVA de dos vias, encontrando una F=
4.38, gl=3, p= 0.01 para la interaccion; F= 43.36, gl=1, p< 0.0001 para el tratamiento; y F=
8.18, gl3, p = 0.0003 para los cuadrantes. La prueba post-hoc de Bonferroni mostrd
diferencias en el cuadrante | y IV entre los animales tratados con fenilefrina respecto a los

controles. Puede observarse estas diferencias en la grafica 4 y tabla 2.
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En resumen, se encontraron diferencias significativas en los valores de presion
arterial entre los grupos control y experimental del modelo hipertensivo de ligadura parcial
unilateral de la arteria renal hacia la tercera semana post-cirugia. Sin embargo, la totalidad
de los animales del grupo ligado cubrieron el criterio establecido de hipertension
(X >/= 150 mmHg) s6lo hasta la quinta semana después de la cirugia de oclusion. Debido a
esto, se sacrificd la mitad del grupo control (n =8) y el grupo con ligadura (n=10) en la tercera
y quinta semana posterior a la cirugia. Se realizaron las inmunohistoquimicas contra la
proteina c-Fos en la region septal de los cerebros de los animales control y ligados en
ambos tiempos de evolucion y se no encontrd expresion de la proteina en ninguno de los

grupos.

En el modelo hipertensivo por induccion farmacologica con FE, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en los valores de presion
arterial al minuto 25, 35, 40 y 45 tomados a partir del inicio de la infusion con el farmaco o
solucion salina.

Se encontrdé un mayor numero de células positivas a la inmunohistoquimica contra
c-Fos en el nucleo oval en los animales a los que se administrd el farmaco respecto a los
animales tratados con solucion salina (ver figura 6). Debido a la aparente distribucion
heterogénea de células reactivas a c-Fos en el nucleo oval, este se dividid en cuadrantes;
encontrando diferencias significativas entre los grupos en los cuadrantes | y IV con valores
mayores para el grupo tratado con FE. Asimismo, se observaron diferencias entre los
cuadrantes dentro de cada grupo; en el grupo control los cuadrantes | y Il difirieron entre si;
mientras que en el grupo hipertenso los cuadrantes IlI, Ill y IV fueron significativamente
distintos del I.

Paralelo al analisis cuantitativo del nucleo oval, se hizo en ambos grupos del animales
un analisis cualitativo de otras estructuras que se ha documentado muestran activacion
durante la hipertension e hipotension agudas tales como el NSO y el NPV,

(Cunningham et al 2002; Graham et al. 1995; Grindstaff et al. 2000) encontrando diferencias
evidentes entre los animales tratados con el farmaco y sus controles (ver figura 6). Estos
datos, apoyan la hipétesis de la participacion del NLSTov junto con los nucleos antes

mencionados en la via que regula las variaciones en la PAS.
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Figura 6. (pagina siguiente) Células inmuno-positivas a c-Fos a un aumento de 10X. Las
imagenes A y B corresponden al nucleo oval, C y D muestran el nucleo supradptico,y Dy E
ilustran uno de los lados del nucleo paraventricular. Las imagenes de la columna derecha
corresponden a los animales tratados con fenilefrina, mientras que las imagenes izquierdas
representan a los animales control. CA: comisura anterior, Cl: capsula interna, NPV: nucleo
paraventricular, NSO: nucleo supraodptico, Ov: nucleo oval, QO: quiasma o6ptico,

VL: ventriculo lateral, 3V: tercer ventriculo.
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DISCUSION
|. EXPRESION DE C-FOS
I. A. ANALISIS CUANTITATIVO

En los experimentos realizados mediante los modelos de hipertension crénica de
origen renovascular, producida por la ligadura parcial de una de las arterias renales,
encontramos que los animales operados desarrollaron una hipertension crénica. En estos
sujetos, los valores de presion arterial sistolica fueron significativamente distintos de sus
controles hacia la tercera semana de evolucién; obteniendo el grupo completo, valores de
PAS mayores o iguales a 150 mm Hg durante la quinta semana posterior a la cirugia. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Okuniewski et al. (1998). Sin embargo, al
realizar el analisis de las inmunohistoquimicas de los nucleos lecho de la estria terminal, no
se encontré inmunorreactividad en ninguno de los grupos (ligados y control) sacrificados a la
tercera y quinta semana de evolucion. Nuestras observaciones, basadas en la premisa de
que la elevacion sostenida de la PAS se acompanfaria de activacion ténica de los sustratos
neurales, prueban que esta suposicion es erratica. En efecto, la literatura previa sugiere que
la activacion neuronal con la consecuente activacién del oncogen c-fos alcanza su maxima
expresion entre el lapso expandido entre 1 y 3 horas, y declina posteriormente hasta
desaparecer progresivamente entre las 4 y 6 horas posteriores al estimulo (Herrera y
Robertson,1996;Kdévacs,1998;Sheng y Greenberg,1990).

Con base en esta experiencia, se decidi6 inducir farmacolégicamente una hipertension
aguda de 50 minutos de duracién y realizar el sacrificio de los animales 1 hora después del
experimento, de modo que se cubriera el pico de expresidén maximo de proteina c-Fos en los
sitios activados por el reto.

El analisis histologico de estas regiones, mostrd células inmuno-positivas en la regién
del nucleo oval en los animales tratados con fenilefrina, asi como en los animales tratados
con salina. Sin embargo, el numero de células fue mayor en los animales que recibieron el
farmaco. Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos por Graham et al. (1995)
utilizando la misma dosis de fenilefrina a igual velocidad de infusién por 90 minutos (en este
estudio la infusiéon durd 55 minutos) y sacrificando a los animales 90 minutos (en el presente
estudio, el sacrificio ocurrio 60 minutos después de terminada la infusidén) después de que el
farmaco producia el incremento de PAS (lo que ocurrié entre 1 a 15 minutos después de

iniciada la infusién). Estos investigadores (Graham et al.1995) exploraron la activacion de
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grupos neuronales en todo el encéfalo de la rata encontrando activacion de c-Fos en el NHS,
area postrema, amigdala, PVN, SON, CVLM, RVLM, SFO, Islas de Calleja y NLST, grupos
celulares que muestran activacion de c-Fos por incremento o decremento de la PAS por
induccién farmacoldgica, y que se cree estan involucrados en la regulacion PAS, en base a
trabajos realizados por otros grupos de investigadores (Chan et al. 2000; Cunningham et al.
2002; Grindstaff et al. 2000; Weston et al. 2003; Potts et al. 1998).

Sin embargo, aunque Graham et al.(1995) reportan un numero celular similar al
obtenido en el nucleo oval en nuestros animales tratados con fenilefrina, ellos hacen hincapié
en la mayor activacion de c- Fos debida al tratamiento hipotensor. Ademas, en el estudio no
se hace distincidn entre nucleos individuales como grupos celulares con caracteristicas
distintas, sino se les toma de manera global. Adicionalmente, en el estudio de Graham et al.
(1995) reportan haber encontrado actividad en el nucleo central de la amigdala, el NHS y

regiones parvo y magnocelular del PVN en ambos tratamientos.

|. B. ANALISIS CUALITATIVO

A la par del andlisis cuantitativo del nucleo oval, se realizé una inspeccion cualitativa

de otras areas ampliamente reconocidas como participantes en la regulacion del volumen
sanguineo circulante y, consecuentemente, en la PAS.
Entre las regiones exploradas se encuentran los nucleos paraventricular (secretor de CRH y
VP) y supradptico (secretor de VP) del hipotalamo, ambos reconocidos osmoreceptores y
neurosecretores; asi como el nucleo del haz solitario, area en donde converge la informacion
proveniente de los baroreceptores del seno carotideo y arco aodrtico.

Como se muestra en la figura 6 se encontraron diferencias obvias en el numero de
células que expresaron c-Fos, apreciablemente mayor en los animales tratados con FE que
en aquellos tratados con solucién salina en el NSO y NPV. La activacion conjunta de estas
areas con el nucleo oval, asi como la presencia de microvasculatura en la proximidad de este
ultimo, sugiere que el NLSTov pudiera formar parte de la via neural activada por variaciones

en el volumen circulante y la presion arterial (Figura 6, C,D, Ey F).
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ll. DISTRIBUCION Y CARACTERISTICAS CELULARES.

Durante el analisis cualititativo de las neuronas que mostraron activacion de c- Fos en
el nucleo oval, se observd que la distribucion no era homogénea, sino localizada en los
cuadrantes establecidos como | y IV correspondientes al borde lateral del nucleo.

Se ha reportado que las neuronas del nucleo oval son eminentemente gabaérgicas y que, a
la vez, expresan los péptidos CRH y neurotensina (Ju et al.1989).Ya que esta documentado
que la distribucion de células que expresan CRH y neurotensina en el nucleo oval es
homogénea, resulta prematuro suponer que las neuronas activadas en los animales
hipertensos en el presente trabajo, corresponden a una u otra poblacion.

Otros investigadores han evaluado la colocalizacion de c- Fos/PCREB (factores de
trascripcion) y CRH en el PVN, LC, CEAI y NLST ante retos de hipotension (Curtis et
al.2002), encontrando activaciéon de c- Fos en el PVN, CEAl y NLST después de la
hipotensidn aguda; pero soélo coexpresion de c- Fos y CRH en el PVN, mientras que el CEAI,
NLST y LC, co- expresaron PCREB y CRH; lo cual sugiere que la poblacién de neuronas que
sintetizan CRH en los NLST utilizan mecanismos de transcripcion distintos que c-Fos,
cuando el reto es hipotensivo; sin embargo, aunque el incremento o disminucién en el
volumen (real o relativo) comparten vias neurales, las poblaciones celulares implicadas en
ambos procesos pudieran ser distintas. Tal vez el mayor sustento de la posible existencia de
una diversidad fisiolégica entre las neuronas del nucleo oval lo proporcionan los estudio
sobre la conectividad del nucleo. En efecto al igual que los estudios de activacién celular,
como el presente, que demuestran que dicha activacion recluta a unas cuantas células. Los
estudios de conectividad muestran que escasas neuronas captan marcadores retrogrados,
cuando estos son aplicados, por ejemplo, en el nucleo central de la amigdala, en el nucleo
parabraquial o en el nucleo del haz solitario. Esto provee evidencia adicional a nuestros
postulados y da pie a futuras investigaciones.

Por otra parte, Engstrom, Engblom y Blomqvist (2003) exploraron la activacion de c-
fos mMRNA en estructuras del sistema nervioso autbnomo que sintetizan prepro-encefalina, en
un modelo de estrés provocado por inyeccion intravenosa de interleucina 1-f. En este
trabajo, se encontr6é expresion basal de prepro-encefalina en la regién perifornical de area
hipotalamica lateral, el nucleo oval de la estria terminal, el area incierta, el area postrema, el
estriado, el tubérculo olfatorio y las islas de Calleja. Complementariamente, se evalud la
sintesis di novo de prepro-encefalina, utilizando como herramienta la hibridacion in situ para

RNAm heteronuclear de prepro-encefalina (ppENK hnRNA); encontrando expresion de
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pPENK hnRNA en el PVN, NLSTov, area postrema, NHS y BVLR, aunque el c-fos mRNA
se expreso en estas areas que no mostraban sefal para ppENK hnRNA. Asimismo, la doble
hibridacion mostré que el 85% de las células del PVN que expresaban ppENK hnRNA
expresaban también c- fos mMRNA, mientras el 60% de las células del nucleo oval tuvieron el
mismo patrén de activacion. Los autores también encontraron intensa colocalizacién de c-
fos mMRNA y ppENK hnRNA en el nucleo central de la amigdala. Lo que sugiere que las
neuronas que mostraron activacion de c- Fos en los animales tratados con fenilefrina,
pudieran pertenecer a fenotipos con diferente expresion peptidica, puesto que como vimos,
s6lo una parte de las neuronas del NLSTov que se activan por hipertension; o bien, las
neuronas activadas durante la hipertension aguda pudieran corresponder a un mismo

fenotipo celular, pero no constituir la totalidad de una poblacion peptidérgica particular.
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CONCLUSIONES

El nucleo oval no muestra activacion celular significativamente distinta entre la rata
hipertensa crénica y la normotensa.

La hipertension arterial aguda inducida por inyeccion endovenosa del agonista
simpético fenilefrina produce expresion de la proteina c-Fos en un numero de
células significativamente mayor con respecto al control.

La distribucion de las células activadas en el nacleo oval por hipertension arterial
aguda no es homogénea, e involucra una pequefia fracciobn de células de este
nucleo.

La hipertension arterial provocada por infusién venosa de fenilefrina activa otras
estructuras relacionadas con la homeostasis en la perfusibn y composicion
hematica.

Los resultados aqui obtenidos en conjuncion con lo observado por otros autores

sugiere una diversidad fisiol6gica entre las células que conforman el nicleo.
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TABLA DE ABREVIATURAS

ACTH: Hormona adrenocorticotrépica
ADN: Acido desoxirribonucleico

AMPc: Monofosfato ciclico de adenina

AT | : Angiotensina |

AT II: Angiotensina Il

BVLC: Bulbo ventrolateral caudal

BVLR: Bulbo ventrolateral rostral

c-fos: Gen c-fos

c- Fos: Proteina c-Fos

CRH: Hormona liberadora de corticotropina
DG: Diacilglicerol

ECA: Enzima convertasa de angiotensina
FE: Fenilefrina

FSH : Hormona foliculo estimulante

GH: Hormona del crecimiento

HAD. Hormona antidiurética o vasopresina
HDZ: Hidralazina

HHS: Eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal
IEGs: Genes de activacién temprana

IP3. Inositol trifosfato

LC: Locus coeruleus

LH: Hormona luteinizante

NCEAI: Nucleo central de la amigdala
NLST: Nucleos lecho de la estria terminal
NLSTov: Nucleo oval de la estria terminal
NPB: Nucleo parabraquial

NPV: Nucleo paraventricular del hipotdlamo
NSO: Nucleo supradptico del hipotalamo
NHS: Nucleo del haz solitario

OSF: Organo subfornical

OT: Oxitocina

OVLT: Organo vasculoso de la lamina terminal
PA: Presion arterial sistolica

PCREB: Proteina ligadora responsiva a la forma fosforilada del AMPc
PIP, . Fosfatidilinositol bifosfato

PKC: Proteina cinasa C

PPENK hnRNA: RNA heteronuclear de pro-encefalina
TSH : Hormona estimulante de la tiroides
VP: Vasopresina u hormona antidiurética
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