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Resumen
Efectos de la nicotina sobre la eminencia media y
el nicleo arcuato. Estudio con tirosina
hidroxilasa y angiotensina II.
La nicotina es uno de los principales factores
responsables de las afecciones agudas del sistema
cardiovasculares. Por otro lado tanto la eminencia
media (EM) como el nucleo arcuato (NA)
pertenecen al sistema tuberoinfundibular donde se
observan neuronas y fibras catecolaminérgicas y
vasopresinergicas. El proposito del presente trabajo
es analizar los efectos de la administracion de
nicotina en EM y el NA. Se han empleado ratones
hembra divididos en cuatro grupos de animales;
grupos controles de 50 y 85 dias de edad y grupos
experimentales que se trataron con nicotina durante
30 dias y 60 dias y se sacrificaron a las mismas
edades que los controles. Para la inmunohistoquimia
se usaron la anti-tirosina-hidroxilasa (TH) y anti-
angiotensina II (Agll) como anticuerpos primarios.
Los resultados mostraron que el tratamiento con
nicotina produce una disminuciéon de la TH-ir en la
EM y en el NA. La Agll-ir al contrario se encuentra
incrementada en los grupos tratados con nicotina en
la EM y no presenta cambios en el NA. La nicotina
produce disminucion de la TH y un incremento de la
Agll, de forma similar a lo descrito en ratas
hipertensas, lo que podria estar relacionado con los
efectos de la nicotina en la liberacion de
neurotransmisores.
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Summary

Nicotine effects on the median eminence and the
arcuate nucleus. Study with tyrosine-hydroxylase
and angiotensin II.

The nicotine is one of the main factors responsible
of the acute affections of cardiovascular system. For
another hand, the median eminence and the arcuate
nucleus belong to the tubeoinfudibular system where
catecholaminergic and vasopressinergic neurones
and fibres are observed. The aim of the present work
is to analyze the effects of the nicotine
administration on the ME and AN. Female mouse

divided in four groups were used; control groups of
50 and 85 days of age and experimental groups that
were treated with nicotine during 30 and 60 days and
were sacrificed at the same age than control groups.
For the immunohistochemistry anti-tyrosine-
hydroxylase (TH) and anti-vasopressin II (Agll)
were used as primary antibodies. The results showed
that nicotine treatment produced a decrease of the
TH-ir in the ME and AN. Contrarily the Agll-ir was
increased in the ME and did not showed changes in
the AN. The nicotine produces decrease of the TH
and an increase of the Agll, in similar way that is
described for the hypertensive rats, that could be
related with the nicotine effects on the release of the
neurotransmitter.
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Introduccion

La nicotina del tabaco es una de las drogas de abuso
mas ampliamente extendida y, ademas, la principal
responsable de sus efectos agudos cardiovasculares.
Sus efectos farmacoldgicos son el resultado de
complejas interacciones tanto a nivel periférico
como en el sistema nervioso central. Extraida de la
hoja de Nicotiana tabaco la nicotina puede
introducirse en el organismo no sélo fumando el
tipico cigarrillo, sino también por absorcion a través
de las mucosas de la boca y nariz cuando se mastica
o se usa como rapé. En el organismo se metaboliza
en parte dando lugar al i6bn amonio que es el
verdaderamente toxico pues al estar cargado
positivamente  “secuestra” moléculas cargadas
negativamente tales como ADN, ARN, enzimas
incorporandolas a su estructura y destruyéndolas de
esta manera. En general se considera que fumar
activa el sistema nervioso simpatico, esto se
consigue por distintos mecanismos incluyendo la
induccion de potenciales de accidon nerviosos y la
liberacion de catecolaminas en los terminales
simpaticos [23].

Se ha visto ademas que produce un aumento de las
concentraciones de noradrenalina y adrenalina
circulantes, lo mismo que ocurre con la estimulacion
noradrenérgica y adrenérgica por otras causas [15,
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20] A nivel parasimpatico, la nicotina actiia sobre
los receptores colinérgicos nicotinicos
postganglionares de los ganglios y del SNC. Su
mecanismo de accion es bifasico: en primer lugar se
comporta como estimulante y luego como
bloqueante, sobre todo a dosis altas o en
aplicaciones prolongadas. Estos efectos a nivel del
sistema nervioso auténomo varian dependiendo de la
dosis y la via de administracion.

Corte coronal del Micleo Arcuato ¥ La
Eminencia Media
MNaA: Micleo Arcuaio

*DM: Region dorsomedial
*VL: Region venirolateral
*V M: Region veniromedial
EM: La Eminencia Media
=ZE: Zona Exierna

*ZI: Zona Interna

En el sistema vascular, pequefias dosis de nicotina
producen vasoconstriccion de la circulacion
periférica [9] lo que explica en parte el aumento de
presion arterial que se observa cuando se fuma [3].
A nivel del SNC, atraviesa la barrera
hematoencefalica distribuyéndose por diferentes
centros del mismo [17] donde ejerce multiples
efectos relacionados éstos con la dosis. Se han
descrito lugares de union a la nicotina en nucleos de
regiones tales como el hipotdlamo, hipocampo,
talamo, cerebro medio y troncoencéfalo [6].

Se sabe que la activacion nicotinica de receptores
colinérgicos en estos lugares produce estimulacion
central  neurohumoral con  liberacion  de
neurotransmisores como la acetilcolina,
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noradrenalina, dopamina y vasopresina [7]. Tanto la
noradrenalina como la dopamina, actGian como
neurotransmisores y neuromoduladores en una gran
cantidad de funciones fisiologicas. La enzima
tirosina hidroxilasa se encuentra en todas las
neuronas catecolaminérgicas y es la que cataliza el
primer paso de la sintesis de catecolaminas. La
actividad de esta enzima es limitante de la velocidad
de la sintesis de catecolaminas.

Eminencia media (EM) y nucleo arcuato (NA)

La EM forma parte de un conjunto de o6rganos
denominados circunventriculares los cuales se
asemejan en su organizacion vascular, neural, glial y
ependimaria [24]. Se localiza en la region rostral de
la neurohipéfisis y carece de barrera sanguinea
cerebral. Los principales elementos que se
encuentran en su tejido son células gliales y
ependimarias, fibras nerviosas y vasos sanguineos.
Estos elementos se distribuyen en una region interna
o neural y otra externa o neurohematica.

El Nucleo Arcuato (NA) se localiza en el
hipotalamo, en la region del tuber. Se encuentra en
la parte mas ventral del III ventriculo, en relacién
con el receso infundibular y llega hasta la EM.
Puede dividirse en tres zonas: ventromedial,
ventrolateral y dorsomedial [18].

Tanto la EM como el NA pertenecen al sistema
tuberoinfundibular donde se observan neuronas
catecolaminérgicas principalmente en el NA y en el
nucleo periventricular proyectando sus axones hacia
la EM, representan el 28 % de la poblacion de
células TH inmunorreactivas. —En cuanto a las
células dopamina-inmunorreactivas se localizan en
agregados principalmente en la parte dorsomedial
del Nucleo arcuato, en la porcion ventrolateral y en
la region periarcuata. [16]. En la rata, las neuronas
dopaminérgicas  tuberoinfundibulares proyectan
desde el Nucleo arcuato hacia la EM liberando
dopamina en los vasos portales. La dopamina
liberada es transportada al lobulo anterior de la
hipofisis donde actua inhibiendo la liberacion de
prolactina. La nicotina estimula la actividad
dopaminérgica tuberoinfundibular en la rata.

La Angiotensina II participa en el control de la
funcién cardiovascular aunque su actividad solo se
ha demostrado en areas especificas relacionadas con
el control de la presion arterial como son el o6rgano
subfornical, la porcion parvicelular del nucleo
paraventricular hipotalamico y el nucleo péptico
medial. Asimismo, se describe que lesiones cercanas
al nucleo arcuato en ratas hipertensas producen
polidipsia y disminuciéon de los efectos presores
causados por la angiotensina II y un retardo en el
desarrollo de la hipertension [18]. Se han detectado
receptores AT1 para la angiotensina II en el nucleo
arcuato [21]. Al parecer, la mayoria de los efectos
farmacoldgicos de la angiotensina II estdn mediados
por la activacion de este tipo de receptores.

El proposito del presente trabajos es los efectos de
la administracion de nicotina sobre la EM y el NA
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y sur ver sus repercusiones sobre secrecion de
catecolaminas y vasopresina.

Material y métodos

En nuestro estudio experimental hemos empleado
ratones hembra de la cepa Swiss con un total de 20
ratones. Para el estudio morfologico se analizaron 4
grupos de animales. Dos grupos controles de 50
(C50) y 85 dias (C85) respectivamente y dos grupos
experimentales que recibieron tratamiento con
nicotina durante 30 dias (N30) y 60 dias (N60). Los
grupos controles se desarrollaron bajo condiciones
estindar de laboratorio y a los grupos
experimentales se les administrd nicotina por via
subcutanea desde los 20 dias de edad. Los animales
fueron anestesiados con hidrato de cloral, a
continuacion fueron perfundidos por via cardiaca
con soluciéon salina y fijados con Bouin.
Posteriormente se procedia a la extraccion de los
cerebros que permanecieron sumergidos en el mismo
liquido fijador durante 24 horas, siendo después
deshidratados e incluidos en parafina. Se realizaron
cortes coronales seriados de 10 micras recogidos en
tres series alternas. La serie A fue tefiida con el
método de Kliiver-Barrera, mientras que las series B
y C se sometieron a inmunohistoquimia siguiendo el
método de la estreptoavidina-biotina. Para la seric B
se us6 como primer anticuerpo anti-tirosina
hidroxilasa (1:8.000). Para la serie C se utilizo
angiotensina II fraccion 1-4 (1:200). Como
anticuerpos secundarios se utilizaron suero normal
de rabbit y anti-IgG de rata biotinilado ambos a
concentracion 1:200, y suero normal de horse y
anti-IgG de raton biotinilado ambos también a 1:200.
El revelado de la reaccion se realizd con
diaminobencidina en buffer de cacodilato.

Resultados

Tirosina hidroxilasa

En la eminencia media (EM) la TH-ir se observa en
fibras distribuidas por la zona interna y la zona
externa, en los animales controles de 50 dias y
experimentales con tratamiento de 30 dias (N30). La
intensidad de la reaccion es menor en el grupo N30,
sobre todo a nivel de la zona externa. El grupo
control de 85 dias y el grupo experimental N60
presentan una distribucion del TH-ir similar a los
grupos anteriores. Aunque el grupo C85 se observa
una mayor intensidad de reaccion a nivel de la ZE
de la EM mientras que al tratar con nicotina
disminuye la intensidad del marcaje.

En el nucleo Arcuato (NA) del grupo control se
observan neuronas y fibras TH, en las tres zonas
del NA. A mayor aumento vemos que la intensidad
de reaccion y numero de células marcadas es menor
en el grupo que recibid nicotina, ademas se observa
un menor nimero de neuronas marcadas en la zona
ventromedial. En el NA del control de 85 dias la
distribucion del TH-ir es similar al grupo control de
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50 dias. El tratamiento con nicotina disminuye el
nimero de neuronas y fibras marcadas.

TIROSINA HIDROXILASA

NA : Nucleo Arcuato
EM: Eminencia Media

Grupos Control de 50 y 80 dias (C-50y C-
Experimentales 1 mes Tto(N-30) y 2 meses "

(N-60)
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Angiotensina 11

En la EM tanto de los controles de 50 dias como en
el grupo N30 se observan fibras angiotensina II
positivas distribuidas principalmente en la zona
interna y zona externa, aumentando
significativamente la intensidad del marcaje al tratar
con nicotina... En los grupos C85 y N60 la
distribucion de fibras IR es similar en los grupos, la
intensidad del marcaje en el grupo experimental es
similar a la del grupo control a los 85 dias.

ANGIOTENSINA II

Grupos Control de 50 y 80 dias (C-50y
C-85)

Experimentales 1 mes Tto(N-30) y 2 meses
Tto (N-60)

Discusién

La relacion entre dopamina/catecolaminas y el
sistema simpatico con el sistema renina-angiotensina
ha sido estudiada por diferentes autores. Las
neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares estan
distribuidas en el Nicleo Arcuato (NA) y envian sus
axones a la capa externa de la EM cerca de los
plexos capilares [4]. La colocalizacion de receptores
AT1 y TH en neuronas del NA indica que en esta
area cerebral la AIl act@ia directamente en las
neuronas [11]. En el presente trabajo hemos
empleado anti-All y anti-TH y hemos observado que
la nicotina produce variaciones cualitativas en la
All-ir y TH-ir en las dos regiones estudiadas. Se
detect6 que, para la TH la intensidad de la reaccion
fue menor en jovenes tratados con nicotina, en el
grupo C85 se observa una mayor intensidad de
reaccion a nivel de la ZE de la EM mientras que al
tratar con nicotina disminuye la intensidad del
marcaje.

Por el contrario, el material inmunoreactivo para la
All fue mayor en los animales jovenes tratados con
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nicotina que en los adultos tratados. Klein [12]
apunta que la administracion de nicotina por via
osmotica durante 19 dias en ratas adolescentes
aumento los niveles de corticosterona y ACTH en la
edad adulta, de manera dosis-dependiente. Esto
sugiere un importante efecto de la exposicion de la
nicotina en la adolescencia, incluyendo alteraciones
del status neuroendocrino. Nosotros hemos
observado en el NA fibras y células TH positivas
localizadas en las partes dorsomedial y ventrolateral,
lo que coincide con estudios previos realizados por
otros autores [12]. Ademas, pudimos constatar la
existencia de terminales TH-ir en la EM,
especialmente en la zona externa. También
detectamos que la intensidad de la reaccion en el NA
y EM presento variaciones con la edad en los grupos
control, y se observan diferencias en los tratados con
nicotina tanto en el nimero como en la intensidad
del marcaje, siendo mas intensa en los adultos. La
exposicion cronica al tabaco parece inducir
tolerancia en relacion a su efecto estimulatorio en el
sistema  noradrenérgico,  subependimario 'y
paraventricular hipotaldmico [1]. Sin embargo, Fuxe
et al. [8] indicaron que una dosis de 0,3 mg por Kg
de peso por via subcutinea no influye
significativamente en el recambio de las
catecolaminas en el hipotdlamo, pero reduce los
niveles de noradrenalina en la capa subependimaria
de la EM, y tiende a aumentar el recambio de
dopamina en las zonas palizada, lateral y medial. Las
variaciones en el contenido de TH-ir podrian estar
relacionadas con la depresion de las reservas de
catecolaminas en el hipotalamo y EM producida tras
el tratamiento con nicotina y la exposicion al tabaco.
Angiotensina 11

El sistema angiotensinérgico paraventricular
hipofisario presenta la mayoria de células marcadas
AII-IR en su division magnocelular, y fibras con
pequeiias varicosidades que se dirigen a la zona
interna de la EM [19]. En el presente trabajo
también observamos fibras y terminales AIl con
varicosidades en la zona interna de la EM. Lind et
al. [14] encontraron células AII-IR en las divisiones
magno y parvocelular del Nucleo Paraventricular,
que proyectan a la zona externa de la EM y que no
estan relacionadas con la vasopresina. Nuestros
resultados con relaciéon a la EM, al utilizar un
anticuerpo frente a la All, nos permitieron detectar
la presencia de fibras en la zona externa, en torno a
los plexos capilares, en todos los grupos estudiados.
Segun Clara et al. [5], es razonable suponer que
dentro de los efectos agudos del tabaco se encuentre
la activacion del SRA, aunque esto no ha sido
suficientemente estudiado. La nicotina causa, por
otra parte, una rapida elevacion de los niveles
séricos de ECA [22]. La edad y el tratamiento
afectan de forma diferente a la presencia de All en la
EM, ya que el material inmunoreactivo fue mayor en
los animales jovenes tratados con nicotina. La
nicotina produce un aumento de la All en la EM de
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forma similar al descrito en ratas hipertensas en
trabajos previos realizados en nuestro Departamento.
Esto podria estar relacionado con los efectos de la
nicotina en la liberacion de neurotransmisores
cerebrales y sobre la modificacion de la presion
arterial [2].
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