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RESUMEN

La ingesta de soluciones salinas
hipertonicas (2% y 4% p/v de NaCl) du-
rante nueve dias produce incremento
pcgresivo altamente significativo de la
osmolaridad plasméatica (OsmP), con
descenso en el dia sexto y gran incre-
mento en el dia noveno. El anélisis de los
balances liquidos (B1) sugirié, que los ani-
males que ingieren ss 2% tienden hacia un
modelo de volumen extracélular (VEC)
aumentados; y ios que ingieren ss 4% la
tendencia es hacia un modelo de volumen
extracelular reducido. Se valoré el mo-
delo de hiperosmolaridad plasmaética, con
base en los efectos de las variables inde-
pendientes OsmPy VEC, sobre: - La libe-
racion de vasopresina de la hip6fisis al

plasma (segrin trabajos de referencia), - y
sobre niveles de RNAm de vasopresina
del sistema neurosecrctorio magnocélu-
lar hipotdlamico (mediante la técnica
neuro histoquimicade H.bridacion in situ,
HI). Se concluyd:

1 Los incrementos ae la osmolaridad
plasmatica y reduccién del VEC, tien-
den a aumentar liberacion de vaso-
presina de neurohipofisis al plasma, y
veceversa (vemey, E. 1947; Hatton,
1988; Lightman, 1990).

2 Los estimulos mas potentes que in-
ducen aumentos en los niveles de
RNAm de vasopresina, estan en el
grupo de ss4%. Alli, la Osmp inere-
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mentada y el VEC reducido, se po-
tencian para liberar la vasopresina de
la neurohiposis al plasma (Vemey
1947 Hatton, 1988). Estas de-
pleciones de depoésitos de vasopre-
sina, postulamos es el estimulo que el
induce el gran incremento en la trans-
cripcion de RNAm de vasopresina
que detectamos nosotros en el pre-
sente trabajo.

3. La ingesta incrementada de ss 2%,
inhiben la liberacion de vasopresina
en el plasma (Lightman, s. 1990),
ocasionada creemos por el aumento
del VEC. Esta escasa reduccion de
depositos de vasopresina en la neuro-
hipofisis, postulamos es la respon-
sable de que hayamos encontrado
una moderada transcripcion de los
niveles de RNAm de la vasopresina
en este grupo.

4. La técnica neurohistoquimica de HI,
es altamente sensible y especifica; y
una exeleite herramienta de Biologia
molecular para las valoraciones de
modelos neurofuncionales.

INTRODUCCION

Contexto Histérico: Nos satisface
poder presentar estos resultados que
vemos como preliminares, a la comu-
nidad cientifica colombiana y Lati-
noamericana, realizados con metodo-
logias consideradas en investigaciones en
punta por los reportes de la literatura,
cientifica mundial. Es mucho aun el cami-
no por recorrer para el perfecciona-
miento y adquisicion de la infraestructura
investigaUva que nos permita consolidar
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resultados. Creemos haber conseguido
capacidad técnica y humana en la reali-
zacion de este tipo de trabajo. Esto nos
permitird abordar con un grupo multidisci-
plinario ya consolidado en las Universi-
dades Surcolombiana y del Valle, proyec-
tos que implementen y desarrollen estas
metodologias para estudio de las neuro-
ciencias, en la Ultima década de los 500
aflos dei descubrimiento de América,
considerada como la décaaa para el estu-
dio del cerebro por el mundo cientifico.

Citoarquitectura 'y neurotrar imi-
sores. El estudio citoarquijtecténicos del
hipo-tdlamo comprende un grupo neu-
ronal bien definido conocido como sis-
tema neurosecretorio magnocelular, con-
formado por el ndcleo supradptico (NSO)
y el paraventricular (NPV), cuyos axones
terminan en la neurohiposisis entre otros
sitios, y otros grupos neuronal cuyas
terminales nerviosas se localizan a nivel
de la eminencia media y cuyos productos
neurosecretorios son transportados por la
circulacion portal a la adenohipofisis,
conocidas como sistema neurosecretorio
parvocelular (Silverman, Pichard 1983).
Las primeras observaciones de calidad
neurosecretora en vertebrados e inverte-
brados, fueron realizadas por Sharrrer, E.
1928; Scharrer, E. 1944.

Estos trabajos dieron oportunidad de
sugerii el papel de los productos neurose-
cretorios en el control del desarrollo fisico
y mental, reproductivo y de funciones
metabélicas. Lo anterior con base en la
relacion morfofuncional bien reconocida
entre el hipotadlamo y los sistemas limbico,
endocrino y nervioso auténomo. La oxi-
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toona y la vasopresina fueron los
primeros péptidos hipotilamicos y de

hecho los primeros cerebrales en ser ais-
lados y caracterizados oir Du Vigneaud y
colegas (Pierce, y Du Vigneaud, 1956);
otros estudios bioquimicos posteriores

denotaron que estos péptidos estan
siempre presentes con sus respectivas
neurofisinas, (neurofisina tipo | con

-oxitocina y tipo Il con vasoprcsina)
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(Dean. C., Hope, D. y Hazic, t. 1968;
Dean, y Hope, D. 1988).

Se han identificado otros péptidos en
los nucleos supradpticos y en paraven*
triculares, como: encefalina en rata, di-
norfina acompafiando vasopresina en el
mismo animal (Watson. et al 1982), fac-
tor liberador de cortiootrofina (FLC) lo-
calizado con oxitocina en un tercio de las



neuronas magnocélulares y con vaso-
presina en algunas neuronas parvocélu-
lares del NPV (Sawchenko, et al 1984).
También se describen glucagon (Tager,
et al 1981), /cck8 como se habia men-
cionado (Beinfeld, et a;. 1980), y angio-
tensina Il (Kilcayne, et al 1980).

Aportes de la Biologia Molecular: En
las Gltimas dos décadas, se ha progresado
en el conocimiento de neuropéptidos
como resultado de el uso de mejores pro-
cedimientos técnicos, particularmente los
métodos derivados de la génetica mo-
lecular y de la inmunobiologfa (Scharrer,
B. 1987). Con estas técnicas se busca
correlacionar los aspectos moleculares
con los fisioldgicos. Este es el caso de las
experiencias de Lightam, Sy Young Ill en
1987, quienes relacionan la condicion fi-
siologica de la hiperosolaridad plasma-
tica, con incremento de los RNAmM de
vasopresina, oxitocina y dinorfina en
NSO y NPV hypotalamico de rata. El
analisis de los bancos de genes el uso de
enzimas de restriccion ha permitido se-
cuenciar y mapear el DNA gendmico,
con el fin de determinar sitios especificos
de un locus que representan un péptido
determinado.

La base del concepto genérico "hibri-
dacién entre acidos nucleicos", radica en
el hecho de que dos cadenas sencillas de
DNA o de RNA complementarias pue-
den acoplarse mediante la formacion de
puentes de hidrégeno entre sus bases
complementarias y generar hélices
dobles de DNA-DNA o RNA-DNA. Las
formas de hibridacion in situ (HI1) (GALL
yPardue, 1969; John, etal 1969); lahibri-
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dacién en colonia (Grunstein y Hogness
1975), las hibridaciones de Northern y
Southeren (Southern 1975; Bittner, et al
1980) y la hibridacién en punto (Kafatos,
et al., 1979). La HI.\, es una técnica
histoquimica que hace posible reconocer
especificamente una secuencia de un
acido nucleico dado en secciones de
tejido (Coghlan, 1984; Btoch 1985). De los
grupos que han utilizado esta técnica para
detectar la expresion de RNAm aso-
ciados a neuropéptidos (entre otros; Mo-
nies, B, J., etal 1988; Young IB, W.S., etal
1986; Buckkey, M .J.,etal. 1988; Uhl, G.
R .etal 1988; Wisden, W ., etal. 1990),
aquellos que han usado valoraciones fun-
cionales de sistema neurosecretor mag-
nocelulardel NSO y NPV de hipotalamo,
son los mas referenciados en la instaura-
cién de la técnica (Lightman, S. y Young
111, W.S 1987; Lightman, S. y Young III,
W., 1988). Larazén por la que se usa este
sistema tiipatalamico radica en que son
dos nucleos muy bien definidos cotoar-
quitectonicamente en tamafio y funcion,
como se describi6é anteriormente, carac-
terizados especialmente por la produc-
cion de dos neuropéptidos de accion
hormonal como son la oxitocina y la vaso-
pressina.

Genes y poliproteinas: A través de los
analisis de la estructura genética y de las
pruebas inmunobiolégicas, se ha revelado
que muchos péptidos bioactivos como la
vasopresina entre otros, son sintetizados
como parte de proteinas gigante precur-
soras de alto peso molecular, las que son
liberadas por cortes proteoliticos espe-
cificos. Las propresofisinas son ejemplo
de ello, ya que cada una de ellas contiene
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vasopresina u oxitocina, neurofisina
especifica y un glicoceptido, (Martin, R.
Voight, K. 1981; Watson, et al 1982; Holt,

etal 1981).

Algunos de los péptidos indicados
pueden actuar como neurotransmisores o
neuromoduladores en el sistema ner-
vioso: tal es el caso de los opioides como
las encefalinas y las betaendorfina y
como hormonas en la circulacion: es el
caso de los nonapéptidos vasopresina y
oxitocina, también denominadas hormo-
nas neurohipofisarias.

Los genes que codifican las proteinas
precursoras de las hormonas oxitocinas y
vasopresina con neurofisinas asociadas,
se han aislado y secuenciado de la
genoteca de rata por lIvell y Richter en
1984. Se trata de genes pequefios de unos
850 pares de bases, que transcriben
RNAmM de unas 500 bases (sin el poly A),
de organizacion exon-intron similar, con
tres zonas exdénicas (A—en cuyo interior
estan las secuencias de vasopresina y
oxitocina para cada gen; B= representan
las secuencias de las neurofisinas respec-
tivas; C= representa las secuencias de los
glipopéptidos para cada gen), y dos zonas
intronicas intercaladas en medio de los
tres exones.

Utilidad y modelo histoiuncional: De
las mayores utilidades aportadas por toda
esta tecnologia, consiste en aprovechar
las secuencias que se conocen de nu-
cledtidos que codifican por un péptido
particular, con el fin de sintetizar artifi-
cialmente una secuencia complementa-
ria y antiparalela a la conocida, utilizando
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maquinas disefiadas especialmente para
este fin. La secuencia creada se marca
con radios6topos, enzimas, 0 compuestos
fluorescentes, para rastrear o sondear la
secuencia complementaria y antiparalela
de RNA o DNA en los tejidos (hibridacion
in situ, HI). Un excelente modelo histo-
funcinal, para mostrar la confiabilidad
estadistica de la técnica de HI, esta en el
sistema neurosecretorio magnocelular
del NSO yNPV del hipotdUmo.

Las respuestas de este sistema a
cambios funcionales tales como el incre-
mento de la osmolaridad plasmatica, la
lactacion stress, dolor y anestésicos, in-
crementan liberacion de vasopresina,
mientras que el etanol y la hipoosmolari-
dad la deprimen, demostrado por estudios
electrofisiolégicos y por determinacion de
los niveles honnonales(Brimble y Dyball,
1977; Lightman and Everitt, 1986 Robin-
son, 1986).

La funcién de vasopresina radica en
la propiedad que tiene de aumentar per-
meabilidad al agua de la membrana de los
tubulos colectores y tdbulos contor-
neados del rifidn. Como resultado se faci-
lita la recuperacion del agua filtrada, re-
duciéndose el volumen urinario y conser-
vando el agua corporal

1980. Medical Physiology).

(Mountcstle,

La vasopresina perisférica ayuda a
mantener la presion de perfusion arterio-
lar y el volumen intravascular. Lxjs es-
timulos més efectivos para secrecion de
vasopresina es un incremento en concen-
tracion de solutos extracelulares; una
pequefia elevacion del 2% osmolaridad



plasmatica causa un incremento de dos a
tres veces en los niveles de hormona pe-
risférica (Sladek, 1985). Aungue menos
potente, otros indicadores de deplecion
del volumen extracelular estimulan tam-
bién liberacién de vasopresina, in-
cluyendo perdida del volumen plasmatico,
disminucion de presién sanguinea y la
hipoxia o hipercapnia perisferica o ambas
(Hatton, 1990; Bisset, 1988). En con-
traste, laingesta liquida, ain cuando ellos
sean hipertonicos, resulta en una caida
brusca en los niveles de vasopresina
sistémica, probablemente debido a es-
timulacion de osmoreceptores en orofa-
ringe (Lightman, S. 1990).

| a vasopresina circulante mantiene

el balance del volumen extracelular ac-
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tuando tanto a nivel renal, donde estimula
retencion de agua y aumenta la excrecion
de iones sodio y cloruros, como a nivel de
las arteriolas, donde es uno de los mas
potentes vasoconstrictores hasta ahora
identificados (W akerley, 1987; Lightman,
1990). La coliberaciéon de vasopresina y
oxitocina del sistema neurosecretorio
magnocelular en respuesta a estimulos
perisféricos, incluyen la elevacién de la
osmolaridad plasmatica y el estress
(Renaud y Bourque 1990; Populain y
Wakerley 1982). Balment y cois demos-
traron que la oxitocina circulante incre-
menta intensamente el efecto natriurético
de la vasopresina en el rifion (Balment, et
al 1986).«.



