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INTRODUCCION:

Efectos de la hipertensién arterial sobre el area postrema. Estudio en ratas SHR.- Estudiamos
cualitativa y cuantitativamente el area postrema (AP) de ratas machos, espontdneamente hipertensas (SHR) y
normo tensas Wistar-Kyoto (WKY). También se registré la presion arterial asi como el agua y la solucion salina
bebida. Las ratas SHR bebieron mas solucién salina que agua. El tamafio nuclear de las neuronas de la parte
rostral de la AP de las ratas SHR mostré un incremento con respecto al tamafio de las neuronas de las partes
rostral y caudal del AP de las ratas WKY. Este incremento del tamafio nuclear es compatible con la
hiperactividad del SRA cerebral y el incremento de los parametros nucleares y receptores AGIl en otros érganos
circunventriculares. Por otro lado, estos hallazgos y el hecho de que la hipertensién se acompafia de una
dilatacion ventricular progresiva soporta la posibilidad de que en las ratas hipertensas el material secretor
liberado al LCR esté alterado debido a una hiperfuncién de la parte rostral del AP y de otros OCV.

(Majorensis.com 2002; Vol 1, pags 1-18)
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Summary

Arterial hypertension effects on the area postrema. A study in SHR rats.- We studied qualitative
and quantitatively the area postrema (AP) of 10 and 15-week old spontaneously hypertensive rats (SHR) and of
matched normotensive Wistar Kyoto rats (WKY). The blood pressure, water and saline intake were also
recorded. The SHR rats drank more saline than water. The nuclear size of the neurones of rostral part AP in the
SHR animals showed an increase respect to the nuclear size of the neurones of rostral and caudal part AP of
WKY rats. This increase of the nuclear size is compatible with the hyperactivity of the brain RAS and the
increase of the nuclear parameters and AGII receptors in the others circumventricular organs. On the other
hand, theses findings and the fact that hypertension is accompanied by a progressive ventricular dilation support
the possibility that in the hypertensive rats the secretor material released by the CVO into the CSF is altered
owing to hyperfuntion of the rostral AP and the others CVO.

(Majorensis 2002; Vol 1, pags 1-18)
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Introduccion

El Area Postrema (AP) fue descrita por Retzius en el afio 1896 (Borizon 1984) y forma parte de los
organos circunventriculares (OCV). 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 ébex. 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 extensiébn més rostral del canal central de la médula espinal (Chernicky y cols., 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
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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, ademas, a que el fluido cerebroespinal pueda alcanzar facilmente su interior
(Krisch , 1978; Gotow y Hashimoto,1979).

Por otro lado, su vecindad con el ndcleo del tracto solitario (NTS) y ndcleo medial dorsal del vago
(NMDV) le sitta en el punto de entrada y salida para la informacion viscero-sensorial y los impulsos motores
vegetativos, con capacidad para monitorizar factores vasculares y ventriculares (Gross,1987). EL AP esta
compuesta principalmente por: neuronas, células ependimarias, células gliales, vasos sanguineos y fibras
nerviosas. ElI componente neuronal del AP, estudiado con microscopia electronica, presenta una Unica
poblacion de pequefias neuronas.

El AP es probablemente la estructura quimiorreceptora mas importante en la aparicién de la emesis en
respuesta a la ingesta de toxicos o al estimulo farmacolégico (Borison y Brizzee, 1951; Andrews y cols., 2000).
Sin embargo, la rata no vomita y, por tanto, este es un papel improbable para el AP en esta especie. (Ritter y
cols., 1980; Ossenkopp, 1983; Andrews y cols., 2000). El hecho de que el AP reciba proyecciones viscerales
aferentes, asi como que interaccione y proyecte al interior del NTS, sugiere que este Gltimo puede ser el lugar
del proceso neural para la modulacién del sabor como consecuencia postingestional del alimento (Cunningham
y cols., 1994; Pashchenko y Sukhoterin, 2000).

Muchos investigadores (Gildenberg y cols., 1973; Joy, 1971; Szilagy y Ferrario, 1980 y 1981; Stebbins y
cols., 1998), han demostrado que la All administrada en las arterias vertebrales, actla 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 acompafa de un aumento
en la frecuencia cardiaca, simulando los efectos de la All. A su vez, Szilagy y Ferrario (1981), demuestran que
el antagonista especifio Naloxona, reduce significativamente la respuesta presora a la All mientras que la
morfina mejora la respuesta del Area Postrema a la Angiotensina Il. Diversos autores han estudiado la funcién
del AP en la regulacién de la presion sanguinea basal en condiciones normales y experimentales (estrés al frio)
en ratas Sprague-Dawley, demostrando 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).

En resumen, podemos decir que el area postrema y los OCV son de las estructuras cerebrales mas
relacionadas con la angiotensina Il (All), la angiotensina | (Al), la vasopresina (VP) y también con la enzima
convertidora de angiotensina | en angiotensina Il (ECA) y la regulacién de la presion arterial.

El octapéptido angiotensina Il que se produce al quitarle dos aminoacidos carboxiterminales a la
angiotensina | por medio de la accion de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), es una
neurohormona que ejerce importantes efectos sobre el sistema vascular, el rifién, el aparato digestivo, el
sistema nervioso autbnomo y el cerebro.

La angiotensina Il se encuentra especificamente ligada a los OCV y no en otra parte del cerebro. Asi, se
ha visto que aunque se encuentran bandas especificas para la angiotensina Il en las membranas celulares de
muchas areas cerebrales (Sirett y cols, 1977), y aunque la angiotensina Il aplicada iontoforéticamente altere la
tasa de descarga neuronal en muchas éareas cerebrales (Felix y Akert, 1974; Phillips y Felix, 1976) la
angiotensina Il no es accesible a las areas con barrera hematoencefalica (Simpson, 1981). Son los OCV como
los censores neurales para la angiotensina Il circulante en sangre. Los receptores para la angiotensina Il en
estos 6rganos, como el OSF, son accesibles tanto para los péptidos circulantes como para los de localizacion
central, mientras que los de otras areas cerebrales con BHE solamente pueden ser estimulados por la
angiotensina Il endégena cerebral ( Fitts y cols 2000).

Ademas los niveles basales de angiotensina Il circulante, mantienen la presién arterial en animales que
consumen una dieta 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
AT1, esta atenuada en ratas con el AP lesionado (APx). Contrariamente a la hipotesis anterior, las ratas APx no
exhibieron regulacion defectuosa de la presién 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
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concluye que el AP es importante en el control del balance de sodio, pero no en la presion arterial cuando la
dieta en sal esta alterada (Osborn y cols., 2000).

Con la inyeccion de CV-11974 (antagonista del receptor AT1) en ratas SHR y Controles se observé que
la presion arterial fue similar en ambos grupos. Sin embargo, el latido cardiaco fue significativamente mas bajo
(p<0.01) en las SHR con el area postrema lesionada que en las SHR con el area postrema no lesionada.
(Matsumura y cols.,1999).

La HTA se asocia con alta morbilidad y mortalidad relacionadas con la afectacion de los 6rganos diana:
arterias, corazén, cerebro y rifion. (Nakao y cols., 1999). En ambito neurol6gico, la HTA produce retinopatia y
cambios en el sistema nervioso central (SNC), (Reaux y cols.,1999). Por ello, se ha podido comprobar que el
examen de la retina permite evaluar la afectacion vascular de la HTA. (Cugini y cols., 1999).

Las alteraciones més 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 y cols., 2000).

Actualmente los tratamientos mas usados de la hipertension arterial se hacen con los y inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina | en angiotensina Il (IECA) y antagonistas de la angiotensina Il como el
Losartan.

Tras la administracion oral de un IECA, cada uno de los componentes del Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona se afecta de la siguiente forma:
1) Aumentan los niveles de Renina debido a la disminucién de la tension arterial, a la ausencia de supresién de
la secrecién de Renina inducida por la Angiotensina Il y a los cambios de volumen mediados por la disminucion
de Aldosterona.
2) Incremento de la Angiotensina | provocado por la disminucién de su degradacion.
3) Decrecimiento de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina | en angiotensina Il (ECA)
4) Disminucion de la Angiotensina Il, que induce un descenso de la aldosterona, debido a una menor liberacion
de la misma en la corteza suprarrenal.
5) Reduccién de la degradacién de bradiquinina, que probablemente induce el aumento de produccion de acido
araquidonico, precursor de las Prostaglandinas vasoactivas (Williams, 1988; Hollenberg, 1990).
En la enfermedad cerebrovascular y en la arteriopatia periférica reducen la presion arterial PA sin disminuir el
flujo cerebral o periférico (Cachofeiro y cols., 1993;Suzuki y cols., 2000).

El Losartan es hoy el primer medicamento de una nueva clase de agentes antihipertensivos, como
antagonistas de la Angiotensina Il, 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
gue no los toleraban o presentaban una destacada contraindicacion. Al no inhibir la ECA, el Losartan no
produce tos. Es un medicamento en general bien tolerado, aunque ocasionalmente puede observarse un leve
aumento del potasio sérico. Cabe destacar que el Losartan disminuye la presion arterial en ratas cuya dieta
tiene exceso de sal, (Collister y Osborn, 1998; Ruiz-Gayo y cols., 2000).

Por lo tanto a la vista de la relacion entre AP y los OCV con la angiotensina Il el propdsito del presente
trabajo es intentar establecer el papel que juega el AP en la etiopatogenia de la hipertension arterial usando
ratas hipertensas tratadas y nos tratadas con un IECA

Material y Métodos

El experimento se llevo a cabo con un total de 40 ratas macho: 20 ratas control Wistar-Kyoto (WKY) y
20 ratas genéticamente hipertensas (SHR). Distribuida en los siguientes grupos: 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). 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 representados a las edades de 10y 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.
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Los animales disponian de alimento seco y bebida "ad libitum". Se les ofrecia agua corriente y solucién salina
0.3M NaCl simultdneamente desde el principio de su manejo, lo que venia a corresponder aproximadamente a
las siete semanas de vida. La posicion de los fluidos se alternaba diariamente para reducir el desarrollo de
preferencias por la posicién (Thunhorst y cols,1987). En el caso de los grupos a los que se les administraba el
tratamiento, el captopril (Sigma Chemical CO) se afiadia en los fluidos a una dosis de 0.1mg/ml, la cual no
provocaba un gusto aversivo (Thunhorst y cols, 1987).

El tratamiento comenz6 a administrarse a las 8 semanas, y se prolongo hasta el dia del sacrificio. Los
animales fueron anestesiados profundamente por via inhalatoria con dietiléter y fijados mediante perfusion
intracardiaca con bouin. 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 cuantificacién de los parametros nucleares.

Una vez extraidos los cerebros se seccionaron en cortes transversales seriados de 10 micras de
espesor, recogiendo cuatro series alternas A, B, C y D. La serie A se tifio usando el método Kliver-Barrera
(1953).

El analisis microscopico morfométrico de las diferentes subregiones estudiadas del AP se realiz6 con la
ayuda del sistema analizador de imagenes "MAGISCAN JOYCE LOEBL" (Programa GENIAS). Con él se
realizaron las determinaciones de los siguientes pardmetros nucleares: area, perimetro y factor forma: indice de
la relacion perimetro / area que expresa la aproximacion de la forma nuclear a un circulo perfecto, siendo el
valor maximo la unidad. Se efectué una media de 30 a 40 mediciones para obtener un alto indice de fiabilidad.
La tensién 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 una probeta
graduada en milimetros.

El estudio del desarrollo ponderal se llevo a cabo mediante la medida de forma sistematica del peso de
todos los animales semanalmente e inmediatamente antes de ser sacrificados.
Para la evaluacién 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 propdsito de hacer un
estudio lineal de cada uno de los grupos y, por otro lado, un test de Bonferroni para hacer un estudio transversal
por grupos de edades.

Resultados
Peso:

A las 10 semanas el peso fue significativamente mayor en los animales control, tratados y no tratados,
gue en los hipertensos, con y sin tratamiento, con una p<0.01en 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.
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500
400
ERAOE 3["] Dm“’ 1
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100 OSHR
0 OSHR-T
10 15
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A las 15 semanas, al igual que en el resto de las edades, pesaron mas las ratas control que las
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hipertensas independientemente del tratamiento (p<0.01)
Comparando los grupos control, el peso fue significativamente mayor en el que recibié tratamiento con captopril
(p<0.01). Esta diferencia no se observo en el caso de las ratas genéticamente hipertensas.

Bebida:

Los animales pertenecientes al grupo control no tto consumieron significativamente mas agua que
salino (p<0.01) a las 10 semanas. 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 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 resulté 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.
El grupo control no tto bebié méas cantidad de agua que de salino con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.01).
A las 15 semanas tampoco hubo una diferencia apreciable entre el consumo de agua y de salino en el caso de
las ratas control tto.
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15 SEM ANAS
R
£
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" OEHRT
0
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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 significacién 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
fluya. Ambas preferian el salino sobre el agua (p<0.01).
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Tension Arterial.-

Los grupos control, independientemente del tratamiento recibido, presentan una tension arterial similar a
las 10 semanas. Las ratas genéticamente hipertensas que no fueron tratadas tienen la mayor tensiéon 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. 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 tensién arterial sistolica de los animales hipertensos que recibieron tratamiento resulté 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 tensién arterial diastélica y media la diferencia no resulté
significativa desde un principio.
Al igual que en la edad de 10 semanas, a las 15 semanas la tensién arterial de los grupos control no tto y
control tto es equiparable. A esta edad, también la tensiéon 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.
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En todos los casos, la tension arterial sistélica, diastdlica 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 e hta tto.

Frecuencia cardiaca.-

La variable frecuencia cardiaca no se vio afectada ni por la edad (es comparable a las 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.

Estudio Cualitativo.-

En este estudio hemos dividido el AP en dos regiones segun el eje rostro-caudal: region rostral y region caudal.
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-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 nucleolos y algunos
cilios. Las neuronas son de diferentes tamafios (mediano y pequefio), con un nlcleo ovalado que posee un
nucleolo prominente. Esta regién 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. Esta parte vascular,
fibrosa y de células gliales, se encuentra localizada fundamentalmente en las partes laterales.

La regién 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. El AP posee una importante presencia neuronal comparable a la densidad del
organo subfornical. Los somas neuronales del AP en su region rostral, tienden a ser pequefios y se disponen de
forma homogénea en el parénquima del AP. Miden de 8 a 15 um de diametro, su nicleo es ovoide y presenta
un nucleolo prominente.

Las células ependimarias de la region rostral del AP se distribuyen en pocas capas y son células
redondeadas. Aparecen muy tefiidas con los métodos de tincidon convencionales de Kliver-Barrera. El canal
ependimario es notable en la region rostral y generalmente adquiere forma de cruz; en su region dorsal aparece
el AP.
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-Regién caudal.

En la region caudal del area postrema vemos que las neuronas son muy abundantes y ocupan la mayor
parte de esta regién, es decir, su zona central y dorsal. La zona mas ventral estd ocupada por células
ependimarias e hypendimarias y la zona dorsal estd 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 triangulo 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 regiéon se distribuyen formando un circulo y se pierde la forma de cruz de la region
rostral.

Ademas, podemos decir que el Area Postrema de los grupos controles e hipertensas presentan una
distribucion de sus componentes: células gliales, fibras nerviosas, neuronas y vascularizacién similar,
independientemente del tratamiento y de la edad estudiada.

Estudio morfométrico
Regién rostral
Neuronas

Los valores que presentan las neuronas de la region rostral del AP en cuanto al area nuclear son
diferentes en los cuatro grupos estudiados, presentando un mayor valor el grupo control tratado seguido del
hipertenso no tratado, p<0.1. 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 de area
neuronal.

Cuando comparamos el perimetro nuclear 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.
A las 15 semanas las ratas hipertensas tratadas presentaron un area 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.

-8-



a cownt ISSN 1697-5529 N° 1 — 2002

AREA POSTREMA CAUDAL
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El perimetro neuronal mostré 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<0.1.

El factor forma no puso de manifiesto diferencias entre los grupos estudiados siendo la esfericidad
similar en todos ellos.

Epéndimo

El estudio comparativo entre los grupos controles e hipertensos refleja que el area nuclear tiene unas
medidas similares en todos ellos independientemente de la cepa y el tratamiento.
Tampoco en este caso, el desarrollo cariométrico del perimetro nuclear de los ependimocitos de la region rostral
ofrece variaciones importantes entre los diferentes grupos a las 10 semanas.
La circularidad es mayor en las ratas hipertensas a las que se les administré el tratamiento con captopril que en
ambos grupos control, tratados y no tratados (p<0.05), aunque fue comparable a la forma nuclear de las ratas
hipertensas no tratadas.

AREA POSTREMA CAUDAL
PERIMETRC NUCLEAR EPENDIMO
25
fg o WKY
nicRas BWKY-T
5 oSHR
0 oSHR-T
10 15
SEMANAS

Los resultados obtenidos durante el estudio morfométrico a la edad de 15 semanas son superponibles a
los obtenidos a las 10 semanas.
Ni el area nuclear ni el perimetro nuclear varian considerablemente entre los grupos seleccionados para el
experimento.
El factor forma de los animales del grupo hipertenso no tratado se acerca al valor maximo, la unidad, con
diferencias significativas con respecto a los restantes tres grupos: control no tratado, control tratado e
hipertenso tratado. En todos ellos el grado de significacién alcanz6 una p<0.01.

Region Caudal
Neuronas

Al comparar el area neuronal de los diferentes grupos estudiados observamos que no hay diferencias
significativas entre ellos.
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La grafica relativa al perimetro neuronal tampoco 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<0.1. 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 mas cercana a
la unidad que el grupo de las control tratadas.

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

El estudio comparativo entre los diferentes animales muestra como 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.

Epéndimo

El area de las células ependimarias caudales a las 10 semanas de desarrollo no ofrece variaciones
considerables entre los grupos seleccionados.
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, p<0.05, 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 més bajo lo presenta el grupo control no tratado, p<0.05.

En el estudio comparativo del factor forma apreciamos que no hay diferencias estadisticamente
significativas en la esfericidad de las células.

Los resultados obtenidos en el estudio morfométrico de los parametros area y forma a la edad de 15
semanas son superponibles a los obtenidos a las 10 semanas.

El parametro 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 pardmetro lo tiene el grupo control no tratado con captopril. P<0.05.
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, tanto a las diez semanas de vida como a las quince
semanas de vida, p<0.05. En la region caudal del AP, en cambio, no hay variaciones significativas. Por otro
lado, los valores del perimetro neuronal de las neuronas de la regién rostral del AP, también 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 las neuronas de la region caudal del AP. Las células ependimarias no manifiestan
cambios.

Cabe destacar que las neuronas del AP, tanto en su region rostral como dorsal, son diferentes en las
ratas controles respecto a las hipertensas, ya que en las hipertensas no tratadas, las células tienen una forma
menos redondeada y son algo més alargadas y ademas, su distribucién en el AP es menos homogénea.

Discusion

Peso

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
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y el subndcleo comisural del NTS (scNTS) reciben importantes proyecciones sensitivas viscerales de los
organos 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).

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 y
cols., 1993).

Bebida.

Se ha demostrado que lesiones del AP y del NTS causan una elevada respuesta a la bebida por la
angiotensina Il. (Simpson, 1981; Bishop, 2000) y que las proyecciones eferentes del OSF son las mediadoras
de la respuesta, del beber ocasionada por la angiotensina Il (Eng y Miselis, 1981; Bishop, 2000). Asi pues, el
dafio causado por la lesidbn del AP/NTS a otros neurocircuitos sensitivos trae consigo implicaciones que
involucran a otros sistemas funcionales (Gross, 1987; Osborn, 2000). El AP proyecta eferencias al NTS, y las
neuronas de éste proyectan directamente al OSF (Tanaka y Seto, 1988; Krstew, 1998). Asi, las vias directas
desde el NTS al OSF juegan un papel importante en la regulacién cardiovascular y el balance corporal de
fluidos (Tanaka y Seto, 1988; Osborn, 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 y cols., 1984; Moe y cols., 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 Ademas nuestras 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 localizacion critica para la ingesta de
agua pero no de salino.

La evidencia histoquimica demuestra la existencia de conexiones neurales directas entre el AP y
neuronas del ndcleo supradptico que secretan vasopresina. Estos hallazgos neuroanatomicos confirman
estudios morfoldgicos previos (Shapiro y Miselis, 1985; Tribollet y cols., 1985; Krstew, 1998) que muestran que
proyecciones eferentes del AP, conectan directamente neuronas neurosecretoras magnocelulares del
hipotadlamo anterior, lo que sugiere que esta via formaria parte del sistema que controla la homeostasis de los
fluidos en las ratas (lovino y cols., 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 en el circuito entre el AP y OSF y el ndcleo predptico medial, con la
consiguiente disminucion de los impulsos neurales hacia el ndcleo paraventricular y, por lo tanto, la alteracion
de la sintesis de vasopresina.

Tension arterial

Como hemos descrito anteriormente, uno de los procesos fisioldégicos que se le han atribuido al AP es el
del control de la presion sanguinea (Joy, 1971; Barnes y cols., 1979; Ferrario, 1986; 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, 1986), es posible que elementos neuronales u otros elementos celulares del AP,
estén influenciados por las sustancias libres en sangre y, probablemente, por sustancias disueltas también en
LCR subaracnoideo (Leslie, 1986; Stebbins y cols., 1998).

También habiamos descrito que, el OSF es también uno de los lugares mas importantes para la
angiotensina Il circulante o cerebral (Simpson, 1981; Fink, 1997), es rico en receptores para la angiotensina Il
(Saavedra y cols., 1986) y participa en el aumento de la presién sanguinea en respuesta a dicho
neurotransmisor (Lind y cols., 1983; Fink, 1997
Nuestros resultados, en lo que se refiere a la presion sistdlica, son comparables a los obtenidos por Webb y
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colaboradores (1986) en ratones y por Nazarali y cols., (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 sistdlica 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 tensién arterial sistélica del grupo
hta tto disminuye hasta acercarse a la de los grupos control, mientras que la del grupo hta no tto continda
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 tension arterial,
tanto sistélica como diastolica, menor y una mayor frecuencia cardiaca. Los autores lo explican por la reduccion
del flujo simpético al musculo liso vascular.

En lo que se refiere a las ratas genéticamente hipertensas (SHR), nuestro experimento concuerda
béasicamente 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 sistdlica como la diastolica disminuyen de forma significativa con respecto al
grupo no tratado. Este descenso es mas acusado en la tension diastélica (36%) en comparacion con la tension
sistélica (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.

Anatomia del &rea postrema

Como hemos dicho anteriormente el AP es un érgano circunventricular y su estructura es similar en
todas las especies estudiadas (Leslie, 1986), aunque existen diferencias anatémicas de este d6rgano entre
mamiferos inferiores.

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).

Ademas el AP de la rata, atendiendo a los ejes céfalo-caudal y dorso-ventral, la hemos dividido en dos
regiones; region rostral, y regiéon caudal, descripcion que no coincide con la realizada por Brizze y Klara, en
1984, y la de Leslie en 1986, que ademas afiaden una regién de transicion. Nosotros hemos incluimos la regién
transicional de dichos autores en la parte caudal de nuestra region rostral.

Nosotros, con microscopia éptica, hemos encontrado en el AP dos tipos neuronales tal y como describe
Chernicky en 1980. Lucchi y colaboradores, (1989), O sea neuronas de pequefio tamafio caracterizadas por un
nacleo redondeado y un nucleolo prominente y las neuronas de mediano tamafo caracterizadas por un ndcleo
ovalado con un nucleolo también prominente.

La region rostral del AP resultante de la divisibn que hemos establecido en el AP de la rata, se
caracteriza porgue los componentes ependimarios se localizan medialmente y las neuronas lateradorsalmente.
Las células ependimarias de la region rostral del AP tienen nucleos redondeados y las neuronas de esta zona
son medianas y pequefias. Ademas, hemos observado que es una zona muy vascularizada, sobre todo en los
margenes laterales.

Segun nos acercamos la parte caudal de la region rostral 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. Esto coincide
basicamente con lo descrito por Brizze y Klara en (1984), y la de Leslie en (1986) en su region transicional.

Al igual que lo descrito por diferentes autores, Nosotros en la region caudal del AP, vemos que las
neuronas son muy abundantes y ocupan la mayor parte de esta region, es decir, su zona central y dorsal. La
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zona mas ventral esta ocupada por células ependimarias.

Por ultimo podemos decir que cualitativamente hablando no hemos observado variaciones entre en los
diferentes componentes del AP al comparar los grupos experimentales y controles lo que coincide con lo
descrito por Puchades- Company tesis para el OSF.

Cabe destacar que en los cuatro grupos estudiados, las neuronas del AP en su region caudal se
disponen formando un triangulo 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 regién rostral. Esto coincide con la descripcion de Torack y Fincke
(1971) a propdsito de las diferencias encontradas en el canal ependimario de la zona rostral y de la zona caudal
del AP.

Estudio morfométrico.

En nuestro estudio del AP en ratas hemos visto que el area nuclear y el perimetro nuclear de las
neuronas de la regidn 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 (Puchades-Company 1995 ), el &rea 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 funcién celular (Edstrom vy
Eichner, 1960; Srebo y cols., 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 equilibrio hidrosalino, y al nacer, este 6rgano 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 tamafio.

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 pardmetro en las ratas hipertensas (Puchades-Company y cols 1995). Estos cambios
pueden ser explicados por la variacion de los elementos vasculares, asi como por trastornos funcionales. Al
bloguear el paso de angiotensina | a angiotensina Il, se produce una disminucién del tamafio del ndcleo que se
manifiesta en el descenso del area nuclear del OSF de las ratas hipertensas tratadas. Esta atrofia nuclear
produciria una reduccién en la liberacidon 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.

Cabe destacar que los resultados obtenidos para el area 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.

La hipertensién arterial se establece después de las 8 semanas de edad, ya que apenas se ha visto
variacion en los parametros 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 (Puchades-
Company y cols., 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, segln los cuales, el factor forma fue mayor en el grupo de

-13 -



o cownt ISSN 1697-5529 N° 1 — 2002

las ratas hipertensas no tratadas, y disminuy6 en las ratas hipertensas tratadas, equiparandose a los grupos
controles. Esto podria demostrar, una vez mas, que el captopril no afecta a la funcién 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 Il y por lo tanto, de su funcion (Castafieyra-Perdomo y cols.,
1993).

Los cambios morfolégicos del OSF encontrados en la rata hipertensa (Puchades-Company y cols.,
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 morfolégicos también pueden ser debidos al aumento
receptores de la angiotensina Il (Osborn y cols., 2000).
Con el objetivo de comparar las posibles diferencias entre el comportamiento del epéndimo del AP y el
epéndimo en otras zonas ventriculares, se analizaron los resultados obtenidos en los trabajos realizados sobre
el desarrollo cariométrico en EM y NA (Carmona-Calero y cols., 1990), epéndimo subyacente al 6rgano
subcomisural (Castafieyra-Perdomo y cols., 1983), el OSF de la rata (Puchades-Company, 1995) y el AP del
raton (Castafieyra-Perdomo y cols., 1983) y a la vista ellos y compararlos con los nuestros en AP de la rata.
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.

Segun trabajos previos (Martines de la Pefia y Valenzuela y cols 2000) mediante electroforesis, se
obtuvieron diferentes bandas del LCR de las ratas SHR que no encontramos en las ratas WKY. Por lo tanto,
segun estos resultados podemos decir que el LCR de las ratas hipertensas contiene unas proteinas 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 como
son los drganos circunventriculares (Castafieyra-Perdomo y cols 2001) 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 alteracion en la secrecién o hiperfuncion de algunos 6rganos
circunventriculares como son el OSC (Castafieyra-Perdomo y col 1998) y / o el OSF o los plexos coroideos
(Puchades-Company y cols., 1996) y sea imperceptible en la rata normotensa. Asi, Saavedra y 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.

Rodriguez y colaboradores (1992), empleando la técnica electroforética para estudiar LCR de humanos
hidrocefalico, 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. Estos hallazgos y las alteraciones
del OSC demostradas en fetos hidrocefalico (Castafieyra-Perdomo y cols, 1994) y ratas hidrocefalicas (Irigoin y
cols., 1990; Fernandez-Gonzalez, 2000) apoyan la posibilidad de que en la hidrocefalia las secreciones del
OSC al LCR estén alteradas. Los hallazgos de bandas proteicas patolégicas en el LCR de las ratas SHR
(Martines de la Pefia y Valenzuela y cols 2000), y el hecho de que la hipertension se acompafia de una
dilataciéon ventricular progresiva (Ritter, 1986) soporta la posibilidad de que en las ratas SHR, esté alterado el
material secretor liberado al LCR por los 6rganos circunventriculares.

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 dilatacioén ventricular (Ritter y cols., 1988), que la hipertension
experimental cursa con ventriculos de tamafio normal (Ritter 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 secrecidn sea causa y no consecuencia de este tipo de hipertension
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