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RESUMEN



Se han demostrado asociaciones entre el estrés y una amplia variedad de
patologfas en humanos (Canalda, 1988), desde la psiquiétrica hasta la cardiovascular,
sugiriendose que dquel podria ser el causante de la hipertension arterial (Galosiy
cols., 1981)

Paralelamente, en los Gltimos afios, se ha consolidado la idea de que ef estrés
es capaz de producir una elevacion de la presién arterial via mecanismos
neurogénicos u hormonales que dependen del sistema nervioso central (Brody y cols,,
1987).

La importancia de las catecolaminas cerebrales en la regulacion cardiovascular
se apoya en el hecho de que las principales 4reas del cerebro con influencia sobre
la presién arterial y la frecuencia cardiaca estan inervadas profusamente por
neuronas catecolaminérgicas (Van de Buuse y Head, 1989). Ademas, en el estudio
de las alteraciones neuroendocrinas producidas como consecuencia del estrés, se ha
concedido gran importancia al papel de este sistema de neurotransmision,
identificindolo como el posible sustrato neuroquimico responsable de la activacién
inicial del sistema nervioso central a nivel hipotaldmico (Spinedi y cols., 1988).

En el modelo de estrés por deprivacidén social, descritoc por primera vez por
Gardiner y Bennet (1977) y modificade posteriormente por Naranjo y Fuentes
(1985), se genera una respuesta hipertensiva en la que se ha demostrado la
participacién del sistema opiode (Jiménez y cols., 1990). Al mismo tiempo se han
establecido interrelaciones entre este sistema y las catecolaminas centrales, hecho
que parece estar bien documentado desde 1976 en que fue descrito por Detlef
Taube y colaboradores.

Todas estas consideraciones permitieron plantear la posibilidad de que el
sistema catecolaminérgico central estuviera implicado en la génesis y/o en el
mantenimiento de dicha respuesta hipertensiva caracterfstica de este modelo de
estrés. Asi, procedimos a analizar el estado funcional de los diferentes sistemas
catecolaminérgicos centrales en los animales aislados hipertensos y, al mismo tiempo,
a administrar la neurotoxina 6-hidroxidopamina con la finalidad de destruir una de
las vias noradrenérgicas ascendentes de mayor importancia, aproximacion
farmacolégica que ha side notablemente utilizada en el estudio de los posibles
mecanismos implicados en el desarrolio de la hipertensién en otros modelos

experimentales,



Las evidencias que se han obtenido apoyando la hipdtesis anterior incluyen la
imposibilidad que presentan los animales, previamente lesionados en el haz
noradrenérgico ventral con 6-hidroxidopamina, para desarrollar la respuesta
hipertensiva inducida por deprivacién social, asi como la inalterabilidad de dicha
respuesta cuando la lesién se efectia una vez que los animales manifiestan lecturas
elevadas de la presién arterial, consecuencia del sometimiento al modelo de estrés.
Estos dos acontecimientos parecen indicar que la integridad de este haz
catecolaminérgico ascendente es critica para el desarrollo, pero no asi para el
mantenimiento, del estado hipertensivo caracteristico del modelo de estrés en
estudio,

Adicionalmente, el hecho de que la destruccién de esta via noradrenérgica
central provoque alteraciones en la presién arterial de animales normotensos, es una
evidencia més del papel que este sistema de neurotransmision juega en la regulacién
central cardiovascular,

La disminucién de 1a velocidad de renovacién de noradrenalina hipotalamica
observada en ratas aisladas hipertensas (reflejada en un descenso significativo de los
niveles de MHPG) podria estar relacionada con el aumento de la presion arterial
que manifiestan esos animales. Este hecho puede explicarse si se considera al sistema
noradrenérgico hipotalamico como sistema vasodepresor que, a su vez, provocara
una atenuacion del reflejo barorreceptor cuya reducida sensibilidad parece ser la
causa de numerosos casos de hipertensién en humanos (Sleight y cols., 1970) y en
el animal de experimentacién (Tsyrlin y cols., 1988), La imposibilidad de los animales
lesionados para presentar la elevacion de la presion arterial inducida por deprivacion
social sugiere que la integridad de esta via ascendente serfa critica para restablecer
el reajuste del sistema barorreflejo. En vista de estos datos, se puede especular que
la accién inhibitoria sobre el reflejo barorreceptor requiere de la accioén tdnica de
las vias ascendentes noradrenérgicas.

Sin embargo, cuando la lesién se efectha en animales hipertensos el tono
noradrenérgico hipotaldmico se mantiene deprimido sin que se origine ninguna
alteracién de la presién arterial. Del mismo modo, en otros modelos animales, se ha
descrito un papel preventivo de la lesién con 6-OHDA antes del desarrollo de la
hipertensién y su ineficacia una vez que dicho estado hipertensivo estaba establecido
(Hausler y cols., 1972; Ikeda y cols., 1976). Este hecho reflejaria que los mecanismos
responsables de la elevacion de la presién arterial y los de su mantenimiento son, sin
duda, diferentes.



Por otro lado, se han puesto de manifiesto algunas modificaciones en la
transmisién catecolaminérgica central, producidas por la lesion de este haz
noradrenérgico ascendente, causantes de un estado hipertensivo transitorio que
podria ser consecuencia de un aumento pasajero del tono noradrenérgico en el bulbo
raquideo y en la médula espinal, hecho que constituiria, segiin los resultados
obtenidos, el evento final que en el sistema nervioso central contribuiria al
desencadenamiento de ese estado hipertensivo efimero.



INTRODUCCION



1. ESTRES

1.1. EVOLUCION Y DEFINICION DE ESTRES

En la segunda mitad del siglo XIX, el fisi6logo Claude Bernard fue €l primero
en reconocer la importancia de los mecanismos de adaptacién para mantener la
constancia del medio interno y asegurar la existencia.

A partir de los trabajos de Bernard, Walter Canon concibié el estrés como una
alteracion de la homeostasis, término que introdujo en 1926 y que definié como el
conjunto de diversas funciones, no todas bien conocidas, que permitirfia una
composicién constante de las caracteristicas fisico-quimicas del medio interno como
factor primordial del mantenimiento de la vida. Sus experiencias demostraron la
importancia del sistema nervioso simpético y de la liberacién de catecolaminas
meduloadrenales, tanto en la respuesta a estimulos fisicos como a sucesos psiquicos
o emocionales, Observé que estos estifmulos nocivos producian la liberacién de una
sustancia a la que denominé "simpatina", identificada més tarde como adrenalina
(AD) y noradrenalina (NA), que era esencial para desarrollar la estrategia de "lucha
o huida" ante Jas situaciones de emergencia (Cannon, 1914; 1935).

Unos afios més tarde, el endocrindlogo Hans Selye (1936) amplid el concepto
de estrés, agrupando en un todo el conjunto de reacciones inespecificas generales del
organismo tendentes a mantener la homeostasis frente a los agentes agresores
externos y al cual denominé "Sindrome General de Adaptacién®, caracterizando en
él tres fases diferentes:

- Reacci6n de alarma, provocada par la presencia misma del estimulo,

- esistenci , €s decir, la respuesta frente a la agresion,

- Fase de agotamiento de la respuesta y disminucién de la resistencia, que aparece
si 1a duracién o intensidad del estrés es excesiva,

En 1946, este mismo autor, define "las enfermedades de adaptacién” haciendo
referencia a los desajustes sufridos en un organismo por carecer de una buena
respuesta adaptativa y entre las que inclufa la alergia, el insomnio y los trastornos
cardiovasculares.



Las lineas de investigacién actuales parten de los trabajos de Lazarus iniciados
en los sesenta y configuran un modelo en el que el estrés viene definido por su
cardcter de amenaza para el individuo. Dicha amenaza es funcién de la percepcién
y evaluacién que éste realiza de estimulos provenientes de su interaccién con el
ambiente y de sus propios recursos para el afrontamiento de tales estimulos
(Lazarus, 1966). Se trata de una perspectiva cognitivo-conductual € interactiva, algo
que ya habfa indicado Wolff en la década anterior (Wolff, 1950).

Siguiendo en la misma linea, y en una profunda revisién de la caracterizacion
de la respuesta frente al estrés aportada por Selye en 1936, J.W. Mason (1971)
debate, por primera vez, la inespecificidad de dicha respuesta defendida por el autor
pionero, resefiando la capacidad comin a todos los agentes estresantes de incidir
sobre la esfera psicoldgica del individuo y poniendo de manifiesto la importancia del
componente psicologico del estrés. Estudios muy recientes en seres humanos y en
animales han corroborado la hipdtesis segiin la cual las caracteristicas psicologicas
y sociales (comportamiento emocional, personalidad, posicién en la sociedad)
influyen de forma determinante en la respuesta fisioldgica al estrés (Sapolsky, 1990).

Algunos autores han indicado también la relacion existente entre la naturaleza,
intensidad o duracién del agente estresante y la respuesta que éste desencadena
(Goldstein, 1987), estableciendose esa misma relacién cuando intervienen factores
tales como la especie animal, hora del dia, etc. (Kant y cols., 1986).

Por tanto, y a pesar de la dificultad que entrafia el establecer una definicion
precisa del término estrés, podrfa considerarse como tal el conjunto de alteraciones
que aparecen en el organismo al hallarse frente a una situacién agresiva compleja,
Esta respuesta, que permite afrontar las amenazas que se producen conira el
equilibrio fisiol6gico del organismo, puede desencadenarse ante una agresion de
indole puramente fisica, patol6gica o psiquica.

El estrés viene definido, asi, como un proceso dinédmico en el que intervienen
variables del propio organismo, que interactGian entre si, ante la apreciacion de una
situacién como amenazante y la propia capacidad de afrontamiento ante tal
circunstancia. Es un fenémeno genérico que agruparia todas las variables que
intervienen en el proceso adaptativo de! individuo.



1.2. RESPUESTA FISIOLOGICA AL ESTRES

Serd la duracién del estrés la que determinard, en primera instancia, la
respuesta fisiologica que se desencadenard a continuacioén poniendo en marcha
mecanismos muy diferentes (Vogel, 1987).

Ante la aparicién de un estimulo imprevisto, se produce una reaccion inicial
de alarma que, asociada a las formas de estrés agudo, intentard recobrar la
homeostasis original y consistirA en la activacibn de funciones nerviosas y
neuroendocrinas de accién inmediata. Pero, si el estimulo persiste en el tiempo, un
nuevo equilibrio bioldgico de adaptacién a la reciente situacién se establecer4, para
permitir la supervivencia del individuo (Selye, 1976), 1o que coincide con la fase de
resistencia del Sindrome General de Adaptacidon descrito por Selye, asociado a
formas de estrés denominadas crénicas y caracterizado por una accion a largo plazo
llevada a cabo por la activacién del sistema endocrino,

En cualquier caso, el motor que dard lugar a la sucesion de los distintos
mecanismos descritos ante la presencia del estimulo estresante serd una activacion
del sistema nervioso central (SNC). El sustrato bioquimico de esa activacién no se
conoce con exactitud hasta el momento, pero parece que existe una evidente
implicacién de los sistemas catecolaminérgicos centrales y se han descrito cambios
en el metabolismo de todas las aminas cerebrales asociados a ]a reaccion frente al
estrés (Hedge y cols., 1976; Richardson y cols., 1990).

1.2.1. Activacién del sistema simpatoadrenal

La activacién del sistema simpatoadrenal es la primera reaccién que tiene
lugar tanto ante la aplicacién de un estrés agudo y puntual (siendo la Gnica
respuesta) como ante un estrés mas prolongado en el tiempo.

Dicha respuesta es debida a una estimulacion simpética generalizada y a la
simultinea liberacién al torrente circulatorio desde el tejido cromafin de
catecolaminas meduloadrenales, NA y AD, cuya acci6n, siendo semejante a la de la
NA liberada de los terminales simpéticos, es mds exigua dada su corta vida media
(Natelson y cols., 1987; McCarty y cols., 1990).

Algunas de sus manifestaciones mas significativas son el aumento del tono
vasomotor y de la frecuencia cardfaca, el incremento de la capacidad respiratoria,
la ereccién pilosa y sudoraci6n, reduccién de la secrecién salivar, aumento de la
secrecién y motilidad géstrica y de la actividad del sistema inmune.

4



1.2.2, Activacién del eje hipotdlamo-hip6fisis-adrenal

La activaci6n del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal (HHA) (Selye, 1937) es un
suceso ligado a la aplicacidn de cualquier forma de estrés, a excepcién de aquellas
agudas y muy puntuales en las que la finica respuesta que se origina es la activacion
del sistema simpatoadrenal que ha sido descrita en el apartado anterior, y conduce,
en Altimo término, a un aumento de la secrecién de glucocorticoides (GC) de la
corteza adrenal (Armario y cols,, 1981; Smythe y cols., 1983).

Las acciones directas provocadas por la activacion de este eje, reflejo en
definitiva del incremento de los niveles de GC circulantes, son entre otras la
disminucién de las respuestas inflamatorias e inmunol6gicas, de la produccion
hipofisaria de GH y TSH y sus efectos sobre el crecimiento y el metabolismo, de la
actividad del eje hipotalamo-hip6fisis-gonadal y alteraciones en el peso e ingesta,

El proceso se inicia a nivel del hipotdlamo, region cerebral que juega un papel
critico en la coordinacién de las respuestas autdnomas, endocrinas |y
comportamentales que mantienen la homeostasis del medic interno (Morgane y
Panksepp, 1980). En concreto, en la divisién parvocelular del nacleo paraventricular
donde existen neuronas que sintetizan el factor de liberacién de corticotropina
(CRF) (Swanson y Sawchenko, 1983), que es liberado a la sangre portal para
aumentar la secrecion en la adenohipéfisis de corticotropina (ACTH), responsable,
a su vez, de la estimulacion de la secrecibn de GC (cortisol en humanos y
corticosterona en rata) por la corteza adrenal (Axerold y Reisine, 1984).

Este sistema se autocontrola per un mecanismo de retroalimentacion negativa
de modo que, cuando los niveles de GC son elevados, ellos mismos inhiben
simultdneamente la liberacion de CRF y ACTH (Keller-Wood y Dallman, 1984) e,
incluso, de catecolaminas cerebrales (Rivier y Plotsky, 1986).

También se ha propuesto que las catecolaminas de las terminales simpéticas
y de la médula adrenal podrian estimular la secrecién de CRF al acceder a las
células secretoras parvocelulares hipotaldmicas (Plostky y cols.,, 1989) e, incluso,
parece ser que diferentes hormaonas y neuropéptidos participarian en la regulacion
de la liberacién tanto de CRF como de ACTH.

Por tanto, el estrés estimula diversas respuestas hormonales como: la secrecion
de catecolaminas desde la médula adrenal, ACTH de la adenohipdfisis y GC de la
corteza adrenal; y la regulacién de estas hormonas estid sujeta a numerosas
interacciones que parecen determinar las complejas respuestas fisiologicas que se
desencadenan ante la variedad de estimulos estresantes.



1.3. MODELOS EXPERIMENTALES DE ESTRES

Exiten numerosos agentes capaces de generar estrés en el animal de
laboratorio, lo que permite encontrar una amplia variedad de modelos
experimentales cuya eleccién, sin embargo, deberd estar condicionada por las
caracteristicas peculiares del modelo a elegir en relacién con la finalidad perseguida
en la investigaci6n,

A pesar de que los modelos animales son una herramienta muy 1til para el
investigador, parece necesario sefialar alguna de las limitaciones que subyacen a su
utilizacién si se tiene en cuenta que el fin Gltimo es obtener resultados extrapolables
al ser humano: en primer lugar, la dificil similitud entre la situacién a la que se ve
sometido el ser humano y a la que se sormete al animal en el modelo experimental
y, en segundo lugar, el tiempo de exposicibn al agente estresante, que es
normalmente superior en el caso de los humanos.

La clasificacién de los madelos de estrés experimentales es bastante compleja
dado que los criterios que se siguen no son siempre excluyentes, Tradicionalmente
se han clasificado en gstrés fisico, como la inmobilizacién (Brodie y Hanson, 1960),
natacién forzada (McCarty, 1985), exposicion al frio (Inaba y cols., 1981) o choque
eléctrico (Bliss y cols., 1968) y estrés psiguico ¢ emocional, como el hacinamiento
(Armario y cols, 1984), la deprivacion social (Gardiner y Bennett, 1977) o la
estimulacion audiovisual (Galeno y cols., 1984). Entre ambas categorias existen otros
modelos resultado de la combinacién de los anteriores (Senay y Levine, 1967).

Teniendo en cuenta la duracién del estimulo aversivo, y sin excluir la division
antes mencionada, se denomina estrés agudo a aquellos tratamientos que se aplican
una sola vez a los sujetos de forma méds o menos puntual, y ¢rénico a aquellos que
afectan de manera més prolongada, de modo intermitente o continuado,
conociendose entre ambas categorias numerosas formas intermedias dificiles de
clasificar.

Por ditimo, y segn la capacidad de control que el individuo pueda ejercer
sobre el estrés al que es sometido, se definen situaciones de estrés controlables e
incontrolables y, atendiendo a la capacidad de evitacion del dafio, encontramos
modelos de estrés escapables o gvitables en contraposicién a los denominados
. bl nevitables.



1.3.1. Seleccién e interés del modelo de deprivacién social

En la elaboracién del presente trabajo se ha escogido como modelo de estrés
la deprivacién social en la rata (Gardiner y Bennet, 1977).

Los roedores son animales de marcado cardcter social, con un comportamiento
respecto al control de su territorio semejante al observado en primates (Brain, 1985)
lo que hace que el desarraigo de su grupo origine alteraciones conductuales,
fisiologicas y bioquimicas propias de la respuesta al estrés.

La utilizacién de este modelo de estrés posibilita ademdas la aplicacién
homogénea del estimulo a todos los individuos y al tener cardcter moderado, cuyo
componente esencial es psicolégico, permite compararlo con situaciones de estrés
que afectan al ser humano.

Dado que en la actualidad se ha consolidado la idea de que el
desencadenamiento de la hipertensién esencial es consecuencia de una disfuncion
neurogénica y que dicha alteracién puede ser ocasionada por la exposicion del
organismo a estimulos ambientales de cardcter aversivo, considerando el estres
mental como el candidato més probable para desencadenar este tipo de respuesta
hipertensiva (Harriet y Dustan, 1987), la deprivacién social resulia ser doblemente
interesante puesto que es al mismo tiempo modelo de estrés y de hipertension
experimental.

2. HIPERTENSION

La hipertension arterial es una de las patologias de mayor relevancia en las
sociedades desarrolladas, constituyendo el principal factor de riesgo de numerosas
enfermedades cardiovasculares como el infarto de miocardio, la insuficiencia renal,
la ateroesclerosis y los accidentes cerebrovasculares. Estas consecuencias hacen que
tenga una extraordinaria incidencia sobre la morbilidad y mortalidad en los paises

occidentales (Langford, 1986).



De acuerdo con los criterios establecidos por la OMS (1978) se considera
limite méximo de presién normal en humanos los valores de 140 y 90 mm Hg para
la presion arterial sistblica y diast6lica respectivamente, mientras que se conceptiia
como hipertension propiamente dicha a los valores de presién arterial sistlica
situados por encima de los 160 mm Hg y de los 95 mm Hg de diastélica. La
denominada hipertensién "borderline" (en el limite) se situarfa en valores de presion
sistblica y diastolica intermedios a los anteriores.

Los individuos con presién arterial (PA) elevada no representan, sin embargo,
una poblacién homogénea. La hipertensién puede ser el resultado de etiologias
dispares y, asf, de mecanismos fisiopatolégicos diferentes. Cuando la causa que
origina la elevacién de la PA est4 bien identificada se denomina a la hipertensién
secundaria mientras que, si esa causa primaria es desconocida, se diagnostica
hipertensién primaria o esencial (HE), grupo al que corresponden més del 90 % de
la poblacién hipertensa global.

2.1. HIPERTENSION ESENCIAL: ETIOPATOGENESIS

La etiologia de la HE continua siendo un enigma. Una de las dificultades para
identificar el mecanismo anémalo responsable de esa hipertension es la lentitud en
el desarrollo del desorden, normalmente afios, que contrasta marcadamente con la
mayoria de las causas potenciales (disfuncién de] sistema nervioso simpético, cambios
en la distribucién de electrolitos entre los compartimentos corporales o actividad
alterada de hormonas presoras o depresoras), que actuarian rapidamente,
provocando cambios en la homeostasis cardiovascular en un periodo de dias.

Al mismo tiempo, debido a la complejidad de los circuitos que participan en
la regulaci6n de la PA, es posible que no sea un fnico factor el involucrado en el
origen de la anomalia y ésto ha permitido generar diversas hipdtesis que implican la
accién de diferentes mecanismos, no excluyentes entre si, que interviniendo
lentamente, amplificarfan sus acciones y conducirfan no s6lo al desarrollo sino
también al mantenimiento de la hipertension.

Es muy probable, ademds, que los sistemas activados en la fase iniciat de la
hipertensién difieran de aquellos que actien en una fase posterior, cuando la PA
elevada estd definitivamente establecida. Asi se asentaria la hip6tesis de que un
componente central o neurogénico serfa el responsable de la induccidn de la
hipertensi6n, mientras que el mantenimiento de la misma residiria en factores
periféricos que operarfan a nivel vascular (Connell, 1986).
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teraciones inAmi a

Como la PA viene determinada por el gasto cardiaco y 1a resistencia periférica
total, es evidente que la HE serd resultado de una anomalia en una o en las dos
variables consideradas.

En algunos casos, durante el desarrollo inicial de la hipertensién, el perfil
hemodindmico de los pacientes se corresponde con un gasto cardiaco muy elevado
y una resistencia vascular que no aparece alterada (Julius y cols., 1971); mientras
que, cuando la hipertensi6n parece estar establecida, el perfil se modifica
normalizandose el gasto cardiaco e incrementandose la resistencia periférica total
(Weiss y cols,, 1978). Una evolucién similar en el patrén hemodindmico se ha
demostrado en ratas espontdneamente hipertensas (Pfeffer y cols., 1974) y en otros
animales de laboratorio en el curso del desarrollo de hipertensi6n renal (Bianchi y
cols., 1970).

Sin embargo, no todos los individuos que desarrollan HE se ajustan a la
evolucién hemodinimica descrita anteriormente (Hoffman y cols,, 1981) y, en
humanos y en animales de experimentacion, existen casos donde, sin alteraciones del
gasto cardiaco, la elevacién de la PA se desarrolla a la misma velocidad y con la
misma severidad (Pfeffer y cols., 1977).

is ofisiologicos e inertension es

Con toda probabilidad, la HE es tan solo un desorden homogéneo en cuanto
a su manifestacién clinica. De ahi que, como se ha citado previamente, se hayan
sugerido varias posibles rutas, con considerables pasos en comiin, que pueden incluso
solaparse, para explicar el inicio y desarrcllo de la enfermedad.

Una de las causas potenciales de la HE podria ser una hiperactividad del SNC
que conducirfa a un estado hiperadrenérgico consecuencia del cual, tanto el gasto
cardiaco como la resistencia periférica total, se verfan incrementados provocando un
aumento de la PA. Existen numerosas evidencias que indican un estado hiperactivo
del tono simpético vasomotor en los primeros estadios de la HE y en muchos de
ellos se muestra simultdneamente un incremento de la frecuencia cardiaca y de la
contractilidad miocérdica (Ibrahim y cols., 1974).



El hecho de haberse encontrado en numerosos pacientes hipertensos niveles
elevados de catecolaminas plasméticas {(Goldstein, 1983), suceso estrechamente
ligado con una hiperactividad nerviosa simpética, o €l que los agentes bloqueantes
adrenérgicos sean de los més efectivos en el tratamiento de la hipertensién arterial
(Frolich, 1974) son indicios de que un mecanismo neural puede jugar un papel
importante en ¢l desarrollo del desorden.

La hiperactividad neural adrenérgica aumenta el gasto cardiaco, la actividad
de renina plasmética y produce constriccién de las arteriolas renales interfiriendo con
la actividad natriurética (Hollenberg y cols., 1981). Cada uno de estos factores juega
un papel importante en otros conceptos de la patogénesis de la HE que seran
descritos a continuaci6n.

Numerosas hipétesis asumen como suceso inicial en la HE una disfuncién en
la excrecién renal de Na*, provocando un aumento del voliimen sanguineo, del gasto
cardiaco y, consecuentemente, de la PA (Guyton y cols., 1972; Guyton, 1986). Pero,
al mismo tiempo, al alterarse el volumen sanguineo se modifica la perfusion tisular
y, puesto que los tejidos tienen la capacidad intrfnseca de regular el flujo variando
la resistencia arteriolar, su autorregulacién conducirfa a un incrementc de la
resistencia periférica total lo que aumentaria alin més la presion sanguinea.

Recientemente se ha propuesto otro mecanismo para explicar como la
retencién de Na* por una disfuncién renal podria conducir a la hipertension sin
implicar procesos de autorregulacién periférica (De Wardener y cols,, 1981},

La alteracién de la excrecién renal de Na* aumenta la secrecién del factor
natriurético atrial que, al inhibir el transporte active de Na*, promoveria una
alteracién del contenido catiénico intracelular (aumentando el Na* y disminuyendo
el K*). El mecanismo por el cual esta perburbacién es capaz de provocar un
incremento de la vasoconstriccién se desconoce por el momento: una posibilidad es
que el cambio en la distribucién de K* origine una depolarizacién parcial de la
membrana. Alternativamente, Blaustein (1984) ha sugerido que la activacion del
intercambiador Na*/Ca?* aumentarfa el Ca?* intracelular, lo que induciria un
aumento de la contractilidad del mtisculo liso vascular, de la constriccién arteriolar,
de la resistencia periférica y de la PA.

Algunos autores han sugerido que los cambios estructurales en la musculatura
lisa vascular, consecuencia de la hipertensién y presentes en modeios animales y en
humanos, podrian servir de mecanismo de amplificacién permitiendo una sostenida
elevacién de la presién (Folkow, 1977).
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Ampliando la hipdtesis anterior, se ha sefialado que la causa de la hipertrofia
vascular podria encontrarse en una regulacién andmala del crecimiento celular por
factores endocrinos, paracrinos o autocrinos y, de esta manera, parece ser que Ja
insulina o la hormona del crecimiento pueden provocar un aumento de la
reabsorcién renal de Nat, incrementando a su vez el gasto cardiaco y la resistencia
vascular periférica, Por otro lado, esa disfuncién del crecimiento celular también
podria ser el origen de la hipertrofia cardiaca presente en numerosos sujetos con HE
(Connell, 1986).

El eje renina-angiotensina-aldosterona regula el balance de Na* y K* y la
actividad presora, factores importantes en el mantenimiento de la homeostasis de la
PA, habjendose discutido su papel como origen de algunos casos de HE. Las
interrelaciones del eje con los otros sistemas de control hacen dificil definir si se trata
de la causa principal o sencillamente de un efecto ocasionado por algin otro de los
posibles mecanismos patogénicos bésicos. A pesar de todo, es un hecho contrastado
que los pacientes hipertensos que coinciden con una elevada actividad de renina
plasmética suelen desarrollar la enfermedad de forma mas severa, con
complicaciones cardiovasculares importantes (Kaplan, 1975).

De lo anteriormente descrito se desprende que existen numerosas hipotesis
para explicar la HE, que pueden no ser contradicitorias entre si. Cabria sefialar que
todas ellas tratan de definir el concepto de hipertensién como el desarrollo y
mantenimiento de un lento aumento de la PA, producido por diferentes causas
primarias como la disminucién de la excrecién renal de Na* o la disfuncién del
sistema nerviosc simpético.

2.2, HIPERTENSION PROVOCADA POR ESTRES

Fue Seley, en 1946, el primero en reconocer las consecuencias perjudiciales de
una activacién crénica de la repuesta al estrés al definir "las enfermedades de
adaptacién'.

La respuesta bioldgica al estrés incluye una activacién del eje HHA con
participacién del sistema nervioso simpatico y del sistema inmunitario, que
determinan una liberacién multihormonal, siendo difici! de precisar a partir de que
momento es excesiva y nociva para el organismo (Valdes y Flores, 1985). Se han
demostrado asociaciones entre el estrés y una amplia variedad de patologias en el
adulto, en el nifio y en el adolescente (Canalda, 1988), desde la psiquitrica hasta la
cardiovascular, infecciosa, inmunitaria, neoplésica, digestiva, etc,, y también sobre su
influencia en la evolucién de varias enfermedades cronicas como la diabetes.
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Durante los tGltimos afios se ha consclidado la idea de que el estrés mental y
ambiental es capaz de producir una elevacién de la PA via mecanismos neurogénicos
u hormonales que dependen del SNC, hecho que estd apoyado por distintas
observaciones: (1) una amplia gama de intervenciones ambientales, tales como
estimulos aversivos, situaciones conflictivas o estrés mental, provocan un aumento de
la PA, que en algunos casos se mantiene en el tiempo; (2) pacientes con hipertension
arterial presentan una hiperrespuesta al estrés; (3) algunos pacientes hipertensos
muestran sefiales de un estado hipersimpético al menos en los primeros estadios de
la enfermedad (Brody y cols., 1987, Julius y Johnson, 1985).

Parece no existir ninguna duda de que el estrés puede provocar una elevacion
de la PA. Sin embargo, la controversia surge al intentar establecer si ese estrés es
capaz también de mantener dicha elevacion.

En el campo de la experimentacién animal, la hipertension suele presentar un
carécter 14bi! y desaparecer al ausentarse el estfmulo estresante que la originaba,
siendo la excepcién de la regla los casos en los que la elevacién de la PA se
mantiene en el tiempo. Los estudios de Henry (1982), con un modelo basado en la
lucha por la posesién de un congénere de distinto sexo en ratones, o de Forsyth
(1969), con un modelo de condicionamiento aversivo en monos, apoyan la afirmacion
anterior.

En cuanto a los modelos de estrés fisico, a pesar de incrementarse la presion,
nuevamente ésta se normaliza al cesar la sesi6n de estimulacidén diaria. En este
sentido, se encuentran los resultados de Saavedra (1982) en estrés por
inmovilizacion, de Ceasar y cols. (1974) en estrés por frio o de Iomori y cols. (1982)
tras aplicar un shock en las patas del animal.

Los datos en humanos, desafortunadamente, son atin mas desconcertantes, En
gran medida Ja dificultad reside en la susceptibilidad individual, mas acusada en el
hombre que en los animales, que permite establecer notables diferencias entre los
individuos hipertensos correspondientes a un mismo grupo, tal y como manifiesta
Giaconi y cols. (1987) en sus investigaciones con pacientes hipertensos "borderline",

Otro factor de extraordinaria importancia es la escasez de estudios a largo
plazo, donde sea posible registrar la evolucién de la hipertensién con objeto de
establecer una correlacién entre aquélla y el impacto de los factores psicosociales y
ambientales en el transcurso del desarrollo de la enfermedad (Langewitz y Riddel,
1987).

12



Podemos encontrar en la literatura abundantes observaciones donde se aprecia
una elevacién de la PA trés la exposicién a situaciones estresantes en el hombre,
como en el caso de las tropas durante los combates activos, si bien parece que la
presién se restablece cuando el soldado regresa del campo de batalla (Graham,
1945). Por otro lado, es también notable la incidencia de hipertensién entre los
controladores aéreos (Cobb y Rose, 1973) o en trabajadores expuestos a ruidos
intensos de manera prolongada (Delin, 1984), asi como en individuos sometidos a
fuertes tensiones en su puesto de trabajo (Siegrist, 1987).

En otro sentido, es interesante resaltar la correlacion existente entre la
hipertensién inducida por estrés y determinados factores de predisposicién como los
genéticos (Falkner y cols, 1979), la ingesta de sal (Falkner y cols., 1981) o la
disminucién de la funcién renal (Brody y cols., 1987) tanto en humanos como en
modelos experimentales animales (Lundin y Thoren, 1982; Sanders, 1988),

En conclusién, los datos existentes hasta la fecha apoyan la hipbtesis
multifactorial de la HE basandose en las escasas evidencias que se conocen sobre el
hecho de que el estrés produzca una hipertensién mantenida, si bién no hay duda
de su accién directa en Ja induccién de la elevacion de la PA. Al mismo tiempo, se
sugiere que ciertos factores de predisposicién parecen ser necesarios para la
expresién de la hipertensién producida por estrés tanto en el humano, como en el
animal de experimentacion.

3, SISTEMA CATECOLAMINERGICO

El estudio de las catecolaminas en el SNC se ha visto facilitado por el
desarrollo de diferentes métodos que han permitido su deteccién y estimacion. No
obstante, las dificultades han surgido al intentar esclarecer la funcion y la
farmacologfa de estos sistemas de neurotransmision, debido a que el analisis depende
siempre de la disponibilidad de firmacos que incidan sobre su actividad
especificamente, impidiendo una combinacién de efectos centrales y periféricos que
enmascaren su verdadero mecanismo de accion.
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El cerebro contiene sistemas neuronales separados que utilizan tres
catecolaminas: NA, AD y dopamina (DA). Cada sistema es anatomicamente
diferente y presumiblemente tiene funciones también diferentes. Sin embargo, sf
pueden sefialarse algunas caracterfsticas comunes a todas las neuronas
catecolaminérgicas: (1) sus axones parten de cuerpos celulares que se localizan en
pequeifios nicleos constituidos por unos cuantos centenares de neuronas; (2) esos
axones se ramifican extensamente para inervar numerosas regiones del SNC,
distantes de los niicleos de origen y (3) producen una mezcla de efectos excitatorios
¢ inhibitorios que generalmente implican a segundos mensajeros.

La localizacién de los diferentes grupos celulares catecolaminérgicos, asi como
de sus proyecciones y las regiones del SNC que éstas inervan serd detaliada en el
capitulo siguiente.

3.1. ASPECTOS GENERALES DE LA SINTESIS, LIBERACION E
INACTIVACION DE LAS CATECOLAMINAS

La ruta bigsintética, comiin a las tres catecolaminas, esta constituida por una
secuencia de reacciones enziméticas que tienen lugar en el terminal nervioso y que
se inician con la captacién del aminoacido tirosina, presente en la circulacion (Fig.1).

Las enzimas que intervienen en este proceso son transportadas desde el soma
neuronal, donde se sintetizan, al terminal axdnico, La tirosina hidroxilasa (TH) es la
enzima inicial de la ruta biosintética y cataliza la conversion de tirosina en L-DOPA,
siendo éste el paso limitante de la velocidad del proceso, utilizandose con frecuencia
como marcador de la sintesis de las tres aminas en general (Plotsky y cols., 1989).

El segundo paso en la cascada enzimatica es la transformacién de L-DOPA
en DA gracias a la intervencién de la DOPA descarboxilasa. Pero aiin se requiere
la presencia de otras dos enzimas para completar el proceso biosintético: la
dopamina beta-hidroxilasa y la feniletanclamina-N-metil transferasa (PNMT), que
catalizan el paso de DA a NA y de NA a AD, respectivamente.
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Fig. 1.- Sintesis enzimética de las catecolaminas



La regulacién de la sintesis de catecolaminas depende, principalmente, de la
actividad de la TH. A largo plazo, el proceso de regulacién se asocia a una
alteraci6n de la sintesis del enzima, A corto plazo estd asocjiado a una modificacién
de la actividad de las moléculas del enzima ya existente. En el proceso regulatorio
intervienen los mismos productos finales (catecolaminas) que actian como
inhibidores competitivos del cofactor pterina en el sitio activo de la TH, o bien
oxidando a la propia pterina e impidiendo la formacién del enzima activo (Weiner
y cols., 1972).

En conclusion, las propias catecolaminas parecen poder regular la actividad
de la TH como respuesta a alteraciones en los niveles intraneuronales de aquellas.
Asi, estos mecanismos serian los responsables de que, cuando se produce un
aumento de la actividad de las neuronas catecolaminérgicas, los niveles endogenos
del neurotransmisor se mantengan constantes, a pesar de la pérdida del mismo que,
se asume, ocurre durante el aumento de 1a liberacién. Dicha situacién homeostatica
es posible por el incremento de la actividad de la enzima, que permite mantener un
"nool" constante del neurotransmisor, atin cuando se verifiquen cambios sustanciales
en la utilizacién de las catecolaminas.

Elmecanismo de liberacién de catecolaminas a nivel central no se conoce en

profundidad, aunque parece tratarse de un proceso dependiente de Ca*'.

La concentracién local de las mismas catecolaminas en la sinapsis regula su
propia liberacién mediante la interaccién con los receptores alfa-2 presinapticos
(Langer, 1981) pero, ademés, existen numerosas evidencias que demuestran como
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos podrian también modular la liberacion
catecolaminérgica a nivel central (Schoffelmeer y cols., 1988).

La inactivacién de las aminas biégenas (Fig. 2) se lleva a cabo mediante: (1)
la recaptacién facilitada por las neuronas y células gliales circundantes a la hendidura
sinaptica (Iversen, 1978) y (2) la metabolizacién enzimética dependiente de la
monoaminooxidasa (MAO) y de la catecol-O-metiltransferasa (COMT) (Cooper y

cols., 1986).

La MAO se localiza fundamentalmente en la membrana mitocondrial y es la
que convierte las catecolaminas en sus correspondientes aldehidos. Por su parte la
COMT, mucho mis abundante en el SNC, parece actuar preferentemente a nivel
extraneuronal, estando unida a la membrana plasmatica y es la responsable de la
formacién de los metabolitos metilados.
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La participacién mayoritaria en el metabolismo central de las catecolaminas
corresponde a la COMT, como se deduce del hecho de que la proporcion de
metabolitos metilados en el SNC es ligeramente superior al resto de los mismos.

El principal metabolito de la NA y AD en el SNC es el 3-metoxi-4-hidroxi-
feniletilenglicol (MHPG), mientras que en la periferia lo es el 4cido 3-metoxi-4-
hidroxi-mandélico, también denominado vainillii mandélico (VMA). Al mismo
tiempo, existen diferencias acusadas en cuanto a la forma quimica que presenta el
MHPG en las diversas especies animales: en rata aparece conjugado en forma de
sulfato casi en su totalidad, en ratén y en primates predomina la forma libre
(Elsworth y cols., 1983).

Aunque el MHPG es metabolito comin a las dos catecolaminas, se considera
marcador exclusivo de la actividad central noradrenérgica dado que sélo una fraccion
muy pequefia de MHPG en el cerebro corresponde a la actividad de neuronas
adrenérgicas, hecho que estd de acuerdo con su menor concentracion cerebral
(Kopin, 1985).

Los metabolitos de DA en el SNC son los 4cidos homovanilico (HVA) y
dihidroxifenilacético (DOPAC). El primero de ellos se utiliza como indice de la
actividad funcional de las neuronas dopaminérgicas en primates. Sin embargo, se ha
demostrado que en el caso de la rata es el segundo metabolito el marcador mas
preciso de la actividad del neurotransmisor (Kopin, 1985).

Es interesante hacer incapie en el concepto del término yelocidad de
renovacién, mediante el cual se define el ritmo al que un neurotransmisor
almacenado en un tejido es reemplazado. Por tanto, es reflejo de la suma conjunta
de los procesas de biosintesis, liberaciény degradaci6n y, consecuentemente, describe
el estado funcional y la actividad de las neuronas en una poblacion determinada. Se
considera que dicho pardmetro estd sintonizado con el grado de actividad
bioeléctrica neuronal.
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3.2, RECEPTORES CATECOLAMINERGICOS Y MECANISMO DE ACCION
Receptores adrenérgicos

En 1948, Ahlquist fue el primero en distinguir dos tipos de receptores
adrenérgicos periféricos a los que denominé alfa y beta, los cuales han sido
posteriormente subdivididos en alfa-1, alfa-2, beta-1 y beta-2.

Los receptores alfa-1 median la mayoria de los efectos excitatorios
postsindpticos de las catecolaminas y su estimulacién provoca ia formacién de
inositol-1,4,5-trifosfato en relacién intima, y quiza causal, con la liberacién de Ca?*
de las reservas intracelulares. Sin embargo, los receptores alfa-2, considerados
clasicamente mediadores de la inhibicién presinaptica, estan ligados a la adenilato
ciclasa y, a su vez, al AMPc como segundo mensajero.

Los receptores beta-1 se localizan preferentemente en el corazén y su
estimulacion provoca un efecto cardioexcitatorio. Por el contrario, los receptores
beta-2 suelen intervenir en respuestas inhibitorias. En ambos casos el sistema efector
acoplado al receptor es la adenilato ciclasa, siendo el segundo mensajero el AMPc.

Estos cuatro subtipos han sido identificados en diferentes regiones del SNC.
Estudios de fijacion de radioligandos y de autorradiografia han localizado los
receptores alfa-1 principalmente en 4reas de la corteza, en el tdlamo y en el nicleo
dorsal del rafe y los receptores alfa-2 en los cuerpos celulares noradrenérgicos del
locus coeruleus (LC) y, también, en diferentes nticleos pontinos y bulbares, como el
nicleo del tracto solitario. Con relacién a los receptores beta-1, éstos parecen
encontrarse preferentemente en la corteza, mientras que los beta-2 se disponen en
el cerebelo (Uprichard y cols,, 1980; Palacios, 1984).

En cuanto al papel funcional de esos receptores, continfia siendo desconocido
en muchos casos. Los adrenoceptores alfa-2 son el blanco de accién de farmacos
antihipertensivos clasicos como la clonidina o alfa-metildopa, que operan a nivel
central. La estimulacién (probablemente postsindptica) de dichos receptores por los
agonistas antes mencionados inducirfa, via activacién de una neurona inhibitoria
bulboespinal, una reduccién del tono simpético periférico, reduciendo la PA y la
frecuencia cardiaca. Este parece ser el mecanismo de accién de los antihipertensivos
de accién central (Van Zwieten, 1988),
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Los receptores alfa-1 podrian relacionarse con el reflejo barorreceptor,
deprimiendo su actividad, tal y como sugieren Huchet y cols. (1981, 1982). Este
fenémeno explicaria como el prazosin, un bloqueante alfa-1 adrenérgico, causa un
reflejo taquicdrdico mucho menor del esperado dada su actividad vasodilatadora.

Receptores dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos se clasifican, al menos, en dos subtipos que
fueron denominados D1 y D2 por Kebabian y Calne (1979).

El receptor D1 est4 asociado a la activacién de la adenilato ciclasa y la
formacién intracetular de AMPc mientras que algunos autores han sugerido que el
receptor D2, que en principio se consideré independiente de la enzima, pudiera estar
asociado negativamente a ella. No obstante, es probable que éste no sea su
mecanismo de accién (Kelly y Nahorski, 1986).

En cuanto a su localizacién en el SNC, los receptores D1 se sitGan
preferentemente en los cuerpos celulares del estriado mientras que los receptores
D2 se disponen tanto sobre el soma de neuronas estriatales como sobre las
terminales de células nerviosas que proyectan a esta estructura cerebral, Asimismo,
receptores D2 han sido identificados en cuerpos celulares de la sustancia nigra y,
también, en otras zonas del SNC, como en el hipotdlamo y el septum (Cross y Owen,
1989).

La importancia de ia DA como neurotransmisor central radica en el papel que
parece desempefiar en ciertos desérdenes neuropsiquidtricos y , por tanto, en la
aplicacién clinica de agonistas o antagonistas dopaminérgicos en la enfermedad de
Parkinson, Huntington o en la esquizofrenia, Sin embargo, la manipulacion de los
sistemas dopaminérgicos centrales ocasiona tan solo una mejorfa temporal en la
sintomatologfa, lo que permite pensar que tal vez otros neurotransmisores podrian
estar adicionalmente implicados en la patofisiologia de los anteriores desordenes.

Una de las principales dificultades reside en la escasa informacién que se

posee sobre el papel fisiologico que desempefian los receptores dopaminérgicos,
particularmente para los receptores D1,
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Los receptores estriatales D2 inhiben la liberacién de acetilcolina,
presumiblemente por una accién directa sobre las neuronas colinérgicas estriatales.
Al mismo tiempo, parece que estos mismos receptores pueden modular también la
liberacién de glutamato, e incluso, de colecistoquinina en el estriado. En el
hipotalamo los receptores D2 modularfan la liberacién de beta-endorfina y de
prolactina, y en el septum la actividad de neuronas colinérgicas con proyecciones al
hipocampo (Stoof y Kebabian, 1984).

En conclusién, podemos afirmar que es necesario continuar la investigacién
en profundidad con el fin de conseguir una mayor informacién sobre la funcién y
farmacologia de estos sistemas de neurotransmisién para as{ poder obtener agentes
terapéuticos més eficaces y seguros.

4. REGULACION DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema circulatorio comprende los mecanismos principales de regulacion
homeostatica que mantienen el equilibrio entre el aporte metabdlico y las
necesidades metabdlicas tisulares, Se encuentra en relacion intima con otros sistemas:
respiratorio, renal, nervioso y endocrino, que intervienen en el mismo proceso
regulatorio; por ello, los mecanismos reguladores de la PA son complejos y resultan
de la integracién de varios circuitos que actian simultdneamente y cuyo objetivo es
mantener la constancia frente a las variaciones que pueda sufrir el organismo por
perturbaciones internas o externas,

El estudio de los mecanismos reguladores debe incluir tres circuitos
fundamentales: hemodindmico, metabdlico y plasmético, El circuito hemodindmico
comprende la trilogfa, gasto cardfaco-resistencia vascular-presion arterial, siendo este
fltimo factor detectado por los barorreceptores. Desde alli la informacién se
transmite y elabora centralmente (bulbo y médula)y la respuesta efectora tiene lugar
a nivel cardiaco y vascular,

El circuito metabélico est ligado a las necesidades tisulares representadas por
el intercambio O,-CO,, cuya perturbacién es detectada por los quimiorreceptores.
La respuesta a la informaci6n es Jocal o general, con intervencién del hipotélamo,
bulbo y médula y la respuesta efectora es, por tanto, también local o general,
participando pulmén, corazén y vasos, siendo los dos Giltimos puntos de enlace con
el circuito anterjor.
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El volumen sanguineo depende del equilibrio entre el aporte de agua y su
eliminacién, determinando la presi6n venosa que es factor de enlace con el circuito
hemodindmico. Son en este caso los osmo- y volorreceptores los encargados de
detectar la perturbacién cuya informaci6n, elaborada en el hipétalamo, provoca la
respuesta efectora por el rifién.

Los dos objetivos principales de la regulacién de la circulacién sanguinea son
el mantenimiento de la PA y el control del flujo sanguineo para mantener el
metabolismo tisular y la temperatura corporal dentro de unos limites adecuados. Y
ello lo consigue gracias a la operacién de mecanismos reguladores extrinsecos e
intrinsecos. Los controles intrinsecos son la regulacién cardfaca, la regulacion
vascular local del flujo sanguineo y la regulacién del volumen sanguineo. Los
controles extrinsecos, superpuestos a los anteriores, son los sistemas nervioso y
endocrino, Por otra parte, esos mismos sistemas reguladores pueden ser de accion
rdpida (sistema nervioso), intermedia o a largo plazo (sistema de control del rifién).

4.1. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y CONTROL CARDIOVASCULAR

El SNC representa el punto de integraciébn de todos los sistemas que
participan en el control cardjovascular y que han sido descritos en el apartado
anterior. De hecho, el SNC actfia integrando los mecanismos reflejos, regulando el
tono simpético de las neuronas que inervan los vasos sanguineos y controlando la
liberacién de hormonas vasoactivas, ademés de acoplar el sistema cardiovascular a
los cambios comportamentales (Ferrario y cols., 1985).

Es, por tanto, la regulacion central del sistema cardiovascular una de las mas
complejas del organismo: el SNC recibe informacién de diferentes puntos
(consecuencia de la activacion de baro-, quimio-, volo- y osmorreceptores) que se
distribuye ampliamente a través de una red de circuitos nerviosos por el cerebro
(especialmente afectando a niicleos pontinos, bulbares e hipotaldmicos, asi como
algunas estructuras més rostrales), desde donde se envian a su vez mensajes para el
contro] de los Organos efectores (por ejemplo, via neuronas eferentes
preganglionares del sistema auténomo localizadas en el bulbo raquideo y la médula
espinal).
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El factor responsable del avance en el estudio de la organizacién central del
control cardiovascular ha sido el desarrollo de las técnicas neuroanatomicas, que han
permitido evidenciar las conexiones entre las regiones cerebrales claves para la
regulacién de la PA (Heimer y Rodbards, 1982).

El mantenimiento t6nico y reflejo de la PA depende de sistemas centrales
situados en la zona inferior del tronco cerebral, mientras que la integracién de los
cambios de la PA asociados a modificaciones en el comportamiento parece residir
en regiones cerebrales mis rostrales, en concreto regiones del prosencéfalo basal y
del sistema limbico. Todos estos centros actiian concertadamente (Reis y Ledoux,
1987).

El arco reflejo cardiovascular opera a través de la activacion de los baro- y
quimiorreceptores localizados en los senos carotideos y en el cayado adrtico,
recogiendo informacién sobre el grado de distensién de la pared vascular producida
por la PA y el contenido de gases de la sangre en un momento dado. Esa
informacién se canaliza a través del IX y X par craneal (glosofaringeo y vago)
efectuando su primera sinapsis en la zona comisural y media del niicleo del tracto
solitario (NTS) (Onai y cols., 1987), donde se localizan neuronas catecolaminérgicas
como los grupos celulares A2 noradrenérgicoy C2 adrenérgico (Sumal y cols., 1983).
Desde alli se emiten proyecciones que inervan a las neuronas eferentes
preganglionares auténomas dispuestas en el bulbo raquideo y en la médula espinal.

Pero atin se puede distinguir un segundo arco reflejo, de mayor longitud que
el descrito anteriormente, donde las proyecciones de quimio- y barorreceptores que
hacen estacién en el NTS se dirigen a diferentes estructuras cerebrales, entre otras:
la regién ventrolateral del bulbo raquideo (centro vasomotor y vasodepresor), el
nicleo parabraquial, el niicleo paraventricular del hipotdlamo, el niicleo central de
la amigdala y 4reas corticales (corteza frontal), todas ellas a su vez interconectadas,
de donde parten largas vias descendentes que alcanzan la médula espinal y el bulbo
raquideo para entrar en contacto con las neuronas eferentes preganglionares del
sistema auténomo. Existen también colaterales que son emitidas desde esas mismas
vias y que terminan en neuronas localizadas en el NTS (Palkovits, 1989).

En cualquier caso es evidente la trascendencia del NTS, que podria funcionar

como una estacién de relé en la regulacién central de mecanismos auténomos tales
como el cardiovascular o respiratorio.
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La respuesta de la activacién del arco reflejo cardiovascular (cualquiera que
sea su longitud) es ejecutada, en Gltimo término, por las neuronas preganglionares
eferentes que se localizan en el bulbo raquideo y en la médula espinal. E! origen de
las fibras preganglionares simpéticas est4 localizado en el nicleo intermedio lateral
de la médula espinal e inervan el miisculo liso vascular y el corazdn. Por su parte,
este tiltimo 6rgano recibe también inervacién parasimpdtica a través de los axones
cardioinhibitorios que se sitfian en dos nucleos bulbares, el nficleo motor dorsal del
vago y el ndcleo ambiguo.

El mantenimiento ténico de la PA reside en el denominado centro vasomotor
localizado en el bulbo raquideo. Su concepcién como un centro especifico y bien
circunscrito que regulara la actividad tonica simpética ha sido ampliamente discutida,
sobretodo a raiz del descubrimiento de zonas presoras dispuestas difusamente y muy
proximas a regiones antagénicas depresoras (Brody, 1986).

El 4rea presora s¢ sit0a en la regién rostral ventrolateral del bulbo (RVLB);
de hecho, lesiones electroliticas o quimicas en esa zona provocan una caida de la PA
(Granata y cols., 1985). La RVLB est4 constituida principalmente por el grupo de
neuronas adrenérgicas C1y noradrenérgicas AS (Kalia y cols., 1985), pero también
incorpora neuronas no catecolaminérgicas como células gabaérgicas y peptidérgicas
(Palkovits, 1988). Desde la RVLB se emiten axones que inervan el nicleo intermedio
lateral de la médula y allf hacen sinapsis con los cuerpos celulares de las neuronas
preganglionares simpéticas.

Existe cierta controversia a cerca de si el neurotransmisor responsable de la
excitacién de las neuronas medulares serfa la adrenalina correspondiente a neuronas
del grupo C1 o bien cualquier otro transmisor, atin no identificado, perteneciente a
las muchas proyecciones y células nerviosas, antes mencionadas, que se localizan
también en la RVLB (Granata, 1990).

El NTS recibe inervacién desde este centro y, viceversa, neuronas del NTS

proyectan a la RVLB y hacen sinapsis con las células adrenérgicas del grupo Cl1
(Ross y cols., 1985).
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El 4rea depresora se localiza en la regién ventrolateral caudal del bulbo
raquideo (CVLB). Las acciones de las neuronas situadas en esta zona,
principalmente noradrenérgicas del grupo Al, son opuestas a las ocasionadas por la
activacién de la RVLB y, asi, la estimulacion de la CVLB produce una disminucién
dréastica de la PA (Imaizumi y cols., 1985). Parece ser que las acciones depresoras
inducidas por la CVLB dependen de la integridad de las neuronas C1 dispuestas en
la RVLB de modo que una via, que se proyectaria de A1 a C1 (Ross y cols., 1985),
serfa 1a responsable de la disminucién de la actividad de las neuronas del niicleo
intermedio lateral en la médula espinal y, por tanto, del tono vasomotor simpitico.
El centro vasodepresor, y en concreto las neuronas del grupo Al, proyecta también
a zonas mas rostrales, especialmente al hipotilamo.

Existe otra via depresora paralela a la anterior dependiente, en este caso, del
reflejo barorreceptor. Ya se ha mencionado que se conocen proyecciones desde
zonas del NTS, donde terminan las aferencias de quimiorreceptores y
barorreceptores, que inervan el drea C1 de la RVLB. Ese grupo de neurcnas
adrenérgicas ejercerfa su accion a través de un control ténico de cardcter inhibitorio
y seria critico en la mediacién de la respuesta barorrefleja. De acuerdo con ello se
encuentran los resultados de Granata y cols. (1984) y Benarroch y cols. (1986)
quienes observaron cOémo lesiones en esta zona bloqueaban completamente la
respuesta vasodepresora refleja inducida por estimulacion del seno carotideo.

En cuanto al hipotdlamo se trata de una regién critica en el SNC para la
orquestaci6n de las funciones somaticas, autébnomas y endocrinas, relacionando los
controles humoral y nervioso de los procesos corporales. El hipotdlamo provoca
respuestas cardiovasculares que forman parte de una constelacion de efectos
encuadrados dentro de las reacciones del organismo al estrés y a las emociones.

Son dos las zonas hipotaldimicas con participacién en la regulacion
cardiovascular: el hipotdlamo anterior, cuya estimulacién produce una disminucion
de la PA (Hilton y Spyer, 1971) y el hipotdlamo posterior, de cardcter presor. Desde
esta altima zona se emiten proyecciones al bulbo raquideo y al NTS (Spyer, 1989).
Ademés, posee proyecciones reciprocas con la zona C1 bulbar que de alli se dirigen
al nicleo dorsal motor del vago y al niicleo intermedio lateral de la médula espinal,
indicando una posible accién directa hipotaldmica sobre las neuronas preganglionares
simpéticas.
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No sélo el hipotalamo sino también la corteza cerebral y el sistema limbico
desencadenan una serie de efectos circulatorios ante la amenaza de un peligro o de
una situacién emocional intensa e intervienen asf en los componentes circulatorios
de la reaccién de defensa. Son numerosos los estudios que determinan las
interconexiones existentes entre estas regiones y, por ejemplo, el NTS (Gray y cols.,
1986, Ruggiero y cols., 1987). A su vez, esas mismas estructuras estin conectadas con
otras regiones que tienen proyecciones directas con el bulbo raquideo y la médula
espinal.

4.1.1. Sistemas catecolaminérgicos implicados en la regulacién de la presién
arterial

La importancia de las catecolaminas centrales en la regulacién cardiovascular
se apoya en el hecho de que las principales dreas cerebrales con influencia sobre la
PA y la frecuencia cardiaca se encuentran inervadas profusamente por neuronas
catecolaminérgicas.

Desde los afios sesenta, se conoce que el cerebro contiene distintos grupos
celulares los cuales sintetizan NA, AD y DA. Los axones de esas células proyectan
a todas las regiones del SNC, llegando a formar haces en algunas ocasiones (Fig. 3).
Estos descubrimientos han sido posibles gracias a la aplicacién de técnicas tales
como la utilizacién de neurotoxinas que permiten la destruccién selectiva de un
sistema de neurotransmisién. Tal es el caso de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), una
de las mas empleadas a nivel central,

5_11.1 1 ina

El interés de la 6-OHDA surgi6 al observar como causaba una prolongada
disminucién del contenido de catecolaminas del corazén (Porter y cols,, 1963),
comprobandose més tarde que este efecto se debia a la destrucci6n de las
terminaciones nerviosas simpaticas.

La 6-OHDA no atraviesa la barrera hematoencefalica en animales adultos,

pero puede actuar sobre las neuronas centrales después de su administracion local
o intraventricular.
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Fig. 3.- Vias de la noradrenalina (panel superior), dopamina (panellgnslgdio)y adrenalina
i (panel inferior) en un corte sagital. Tomado de Bradford ( ).



La acci6n de la neurotoxina depende de su acumulacién por la bomba animica
de la membrana nerviosa, y puede impedirse con drogas como la desipramina que
bloquean este proceso. En el terminal nervioso es rdpidamente oxidada a
compuestos que causan la degeneracién del mismo en un perfodo de dias. Mientras
que a nivel periférico hay regeneracién précticamente total en casi todas las
ocasiones, en el SNC existe muy poca regeneracion. Aunque la 6-OHDA es captada
por grénulos de almacenamiento intraneuronales, no parece ser requisito
imprescindible para provocar el dafio nervioso ya que la toxina es efectiva en
animales reserpinizados (Kostrzewa y Jacobowitz, 1974).

4.1.1.1. Sistema noradrenérgico

La implicacién del sistema noradrenérgico central en el control de la PA esta
avalada por diferentes hechos: (1) el paralelismo entre la distribucién de vias
noradrenérgicas y los centros del SNC con un papel confirmado en la regulacion
cardiovascular, tales como hipotdlamo y bulbo; (2) los conocidos efectos centrales
cardiovasculares de la NA y otros agonistas adrenérgicos y (3) la conversion de las
drogas noradrenérgicas de accion central en uno de los principales agentes
terapéuticos utilizados en la hipertension.

Las neuronas que sintetizan NA se localizan a nivel bulbar y pontino. Fueron
descubiertas en el SNC de roedores por Dahlstrom y Fuxe (1964), quienes
designaron a los principales grupos celulares noradrenérgicos desde Al hasta A7, de
la zona caudal a la rostral.

El grupo de células Al en la CVLB y el A2 del NTS, junto con una
contribucién relativamente menor de los grupos A5 y A7, dan lugar a una de las dos
vias noradrenérgicas ascendentes de mayor relevancia: noradrenérgico v
(HNV) que se dirige rostralmente inervando el hipotélamo (ndcleo paraventricular,
supra6ptico, arcuado, dorsomedial, periventricular). Ademds, se han descrito también
proyecciones descendentes bulboespinales desde los grupos Aly A2 (Ungerstedt,

1971).
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Uno de los nicleos noradrenérgicos més trascendentes es el LC constituido
por el grupo celular A6. Este niicleo, con una aportacién menor de los grupos A4
y A7, origina otra gran via ascendente noradrenérgica: ¢l haz noradrenérgico dorsal
(HND) que cursa rostralmente emitiendo proyecciones al hipotalamo lateral, nicleos
taldmicos, amfgdala, hipocampo y corteza frontal. Las proyecciones descendentes
desde el LC inervan algunas estructuras del tronco encefélico y la médula espinal
(Nygren y Olson, 1977).

En la literatura existen numerosos estudios que no dejan duda de que el
sistema noradrenérgico en el NTS (A2) modula la actividad del reflejo barorreceptor,
si bien no se ha esclarecido totalmente su papel dada la controversia que encierran
estos datos.

Algunos estudios han demostrado que la NA del NTS permite el correcto
funcionamiento de la respuesta barorrefleja hipotensora (Kobilansky y cols., 1988).
En esa misma linea encontramos que la administracién local de NA en el NTS
produce hipotensién (De Jong y cols., 1980), mientras que la lesion de este nicleo
provoca el desarrollo de una hipertensién de cardcter neurogénico, que se originaria
como consecuencia de la ausencia de la actividad inhibitoria ejercida por las
neuronas NA a ese nivel (Patel y Schmid, 1987).

Ahora bien, otros datos apuntan a que la inyeccién de la neurotoxina 6-OHDA
en esta misma zona produce labilidad y una hipertensién transitoria, sin destruir el
reflejo barorreceptor (Snyder y cols., 1978). Todos estos resultados parecen indicar,
en su conjunto, que la NA puede no ser crucial para la funcionabilidad del NTS, si
bien juega un pape! facilitador o modulador.

Se ha sugerido para el grupo Al en la CVLB un papel inhibitorio sobre el

tono vasoconstrictor simpético, al proyectar a la zona RVLB del bulbo raquideo
modulando la actividad de las neuronas C1 adrenérgicas.
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Lesiones electroliticas de neuronas Al coinciden con este hecho al causar
hipertensién (Blessing y Reis, 1982) y una atenuaci6n de la sensibilidad barorrefleja
(West y cols., 1981). Por el contrario, la estimulacién quimica o eléctrica en ese
mismo 4rea produce un descenso de la PA (Willette y cols., 1984). También se ha
descrito que la lesién de las células Al causa un aumento de vasopresina plasmatica,
efecto que podria contribuir a la severidad de la hipertensién observada (Imaizumi
y cols., 1985). Pero estudios més exhaustivos han sugerido que el efecto vasodepresor
descrito en las experiencias anteriores dependia de las corrientes eléctricas aplicadas
y no de la lesién de las células A1 (Head y cols., 1987), insinvandose la posibilidad
de que existan neuronas vasodepresoras en la regién Al pero que éstas no sean
noradrenérgicas (Wen-Li y Blessing, 1990; Bonham y Jeske, 1989). Asi, el papel de
esta regién en la regulacidn de la PA parece no estar todavia muy definido.

Se ha descrito un aumento de la PA y de la liberaci6én de vasopresina tras la
estimulacién eléctrica del LC (Sved, 1986). Sin embargo, la implicacién de la NA en
dichas respuestas no ha sido determinada y pudiera ser que los efectos
cardiovasculares y hormonales mencionados se debieran a la estimulacién de fibras
que pasaran a través de este nicleo.

Los estudios de Korner y cols, (1987) sugieren que el grupo A6 (mas el
complejo A7) esté implicado en un circuito que serfa responable de cambios en la
PA debidos a la alteracién de !a actividad de una via presora que ascenderfa desde
este nicleo. Asf, el LC participarfa en la modulacion difusa de respuestas sométicas,
comportamentales y cardiovasculares mis que tener una papel especifico en el
control central de la PA (Morilak y cols., 1987).

La relevancia cardiovascular de las vias ascendentes noradrenérgicas no tiene
duda dada la profusa inervacién que desde niicleos pontinos y bulbares recibe, a
través de esos haces, el hipotdlamo (Van den Buuse y cols., 1989). De esta manera,
4reas implicadas en la regulaci6n bésica del sistema cardiovascular se unen a centros
envueltos en la respuesta comportamental-emocional-hormonal a estimulos
ambientales. Pero, a su vez, ndcleos hipotalamicos proyectan densamente a
estructuras caudales como el NTS, de manera que también el hipotdlamo podria
jugar un importante papel en la modulacién de la actividad barorrefleja (Simon y
cols., 1985).
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La inyeccién de NA en el hipotdlamo anterior produce un descenso de la PA
(Struyker y cols., 1975), postulandose que los mecanismos noradrenérgicos en esta
zona estarian relacionados con el desencadenamiento de una respuesta depresora,
con objeto de amortiguar las elevaciones fisiolégicas de la PA. Por el contrario, la
estimulacién eléctrica del hipotdlamo posterior produce una respuesta presora,
debida a la liberacién de NA y la subsiguiente activacién de los receptores alfa
(Philippu y cols., 1981) lo que sugerirfa que el aumento de la actividad
noradrenérgica en este 4rea estarfa ligada a la respuesta compensatoria en estados
hipotensivos (Philippu y cols.,, 1979).

Asi pues, existe una influencia reciproca entre el arco barorreflejo y la
actividad noradrenérgica del hipotélamo, posibilitando la hip6tesis de que los
mecanismos noradrenérgicos en ese nicleo pueden ser importantes en la regulacion
del reflejo barorreceptor.

4.1.1.2. Sistema adrenérgico

Los grupos celulares que contienen AD son tres: C1, C2 y C3 y estin
restringidos al bulbo raquideo (Hokfelt y cols., 1973).

El grupo C1 se localiza en l]a RVLB, regién de trascendencia en la regulacién
central de la PA. Estas neurcnas adrenérgicas proyectan sus axones para inervar
rostralmente diversos nécleos hipotaldmicos y caudalmente el niicleo intermedio
lateral de la médula espinal (Fuller, 1982). El segundo grupo mas importante de
neuronas adrenérgicas (C2) se sitia en el NTS, proyectandose a los nficleos
supraéptico y paraventricular del hipotdlamo y al LC,

Las lesiones en la RVLB, donde se sitda el grupo C1, causan una caida de la
PA semejante a la originada por transecci6n espinal, mientras que su estimulacion
provoca un aumento de la misma. Sin embargo, el papel de dichas neuronas
adrenérgicas en la mediaci6n de los efectos cardiovasculares observados no esté atin
bien definido ya que la inhibicién de la actividad de la PNMT parece no alterar la
PA en respuesta a la estimulacién de este drea (Head y Howe, 1987). Asi, se ha
postulado que el tono simpético cardioacelerador y vasoconstrictor estaria mediado
por un grupo de neuronas, de neurotransmisor no identificado, pero cuya actividad
si podria ser modulada por las neuronas adrenérgicas C1 (Sun y cols., 1988).
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Por lo que respecta al hipotdlamo, Routledge y Marsden (1988) han descrito
la existencia de un tracto adrenérgico, procedente de la regién Cl1 en la RVLB, que
interviene en el control de la PA, y cuya estimulacién eléctrica a nivel bulbar,
incrementa la liberacién de AD hipotaldmica.

En cuanto al grupo C2 del NTS, es posible que module la expresion funcional
de los centros presor y depresor del bulbo raquideo, o integre la respuesta
barorrefleja (Kobilansky y cols., 1988). En esta linea se ha afirmado que una
disminucién del tono vasodepresor adrenérgico en el NTS puede considerarse como
indicador bioqufmico de la reduccién de la funcién refleja barorreceptora (Yukimura
y cols.,, 1981). Otras evidencias que apoyan la anterior hip6tesis proceden de las
experiencias de Struyker-Boudier (1975), donde la microinyeccion local de AD
disminuia la PA, siendo bloqueado ese efecto hipotensor por el antagonista
adrenérgico fentolamina (De Jong y Nijkamp, 1976).

Confirmando la idea de que las neuronas adrenérgicas en el bulbo raquideo
representan un sistema vasodepresor, encontramos los estudios de Fuxe y cols.
(1980). Estos autores inyectaban intracerebroventricular inhibidores de la PNMT,
afectando selectivamente las neuronas adrenérgicas sin alterar otros sistemas
catecolaminérgicos, observando un incremento de la PA.

Por otro lado, es probable que las neuronas C2, al inervar el LG, también
participen en el control de la actividad de los cuerpos celulares noradrenérgicos a
través de sefiales inhibitorias (Sawchenko y Bohn, 1988).

4.1.1.3. Sistema dopaminérgico

El papel del sistema dopaminérgico central en el mantenimiento de la
homeostasis cardiovascular ha sido subestimado durante mucho tiempo, quizé debido
a la contradiccién que reflejaban los resultados obtenidos de la microinyeccién
central de DA y otros agonistas dopaminérgicos sobre la PA. Este hecho ha
permitido que la investigacién en este campo se centrara en los sistemas adrenérgico
y noradrenérgico antes mencionados,

Los grupos celulares dopaminérgicos descritos en el SNC se designan desde
A8 hasta Al5 y estan confinados fundamentalmente al mesencéfalo, con pequefios
grupos que se sitian en diencéfalo y telencéfalo (Dahlstrom y Fuxe, 1964).
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La sustancia nigra (A9) es el nicleo mesencefalico mas importante. Otras
neuronas dopaminérgicas se localizan en la formacién reticular mesencefélica (A8)
y en el frea tegmental ventral (A10). Al igual que sucedia en el sistema
noradrenérgico, desde algunos de estos nicleos celulares se forman haces
ascendentes de gran trascendencia, como s dopaminérgico '
constituido por los grupos A8 y A9 que llega a inervar el niicleo putamen y el nicleo
caudado, mientras que el grupo Al0 origina otro haz ascendente, e] sistema

dopaminérgico mesolimbico, que inerva diferentes estructuras limbicas y corticales
(Ungerstedt, 1971).

Los grupos celulares dopaminérgicos del diencéfalo se circunscriben a dos
niicleos hipotaldmicos, el niicleo periventricular (All) y el nticleo arcuato (Al2y su
prolongaci6n rostral A14). Este Gltimo niicleo dar4 lugar al gisterna dopaminérgico
tuberoinfundibular, que inerva la eminencia media. Para terminar, el grupo Al3 se
localiza en la zona incerta y el A15 en el bulbo olfatorio (Bjorklund y Nobin, 1973).

Como ya se ha mencionado antes, la intervencién del sistema dopaminérgico
en la regulaci6n de la PA no ha sido determinada hasta el momento. Sin embargo,
algunos autores han descrito alteraciones auténomas en enfermos de Parkinson,
como por ejemplo hipotension ortostitica (Turkka y cols, 1986). Dichas
observaciones est4n de acuerdo con un posible papel, en particular del sistema
nigroestriatal A9, en la modulacién del control cardiovascular,

Spring y Winkemlller (1973) muestran que la estimulacin eléctrica de la
sustancia nigra provoca una respuesta presora en el gato. Ademés, se ha postulado
una posible implicacién del sistema dopaminérgico sobre el reflejo barorreceptor. En
esta linea se encuentran las experiencias de Alexander y cols. (1988) en ratas
denervadas seno-aérticamente, las cuales presentaban una disminucién del 50% en
los niveles de DA y sus metabolitos en el nacleo estriado.

La implicacion de otros sistemas dopaminérgicos en la regulacion
cardiovascular también ha sido estudiada y, asi, se ha comprobado que la
estimulacion eléctrica del drea tegmental ventral (grupo A10) induce un aumento de
la PA frecuencia-dependiente que puede ser bloqueado mediante pretratamiento con
haloperidol (Van de Buuse y cols., 1988). De la misma manera, el grupo Al2 situado
en el hipotilamo podria ser relevante en el control de la PA debido a su influencia
sobre la liberacién de hormonas hipofisarias, como prolactina y ACTH, o de
endorfinas.
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Una de las multiples respuestas fisiologicas que el organismo experimenta
frente al estrés es un incremento de la PA (Brody y cols., 1987). El modelo de estrés
por deprivaci6n social induce un estado hipertensivo en la rata (Gardiner y Bennet,
1977) presentando un doble interés al permitir asociar estrés e hipertension.

El sistema catecolaminérgico central juega un papel preponderante en el
control cardiovascular, En particular, el NTS y diferentes nacieos hipotaldmicos, en
donde la activacién de receptores adrenérgicos origina cambios en la PA (Van de
Buuse y Head, 1989).

Teniendo en cuenta las anteriores premisas consideramos la posibilidad de que
el sistema catecolaminérgico central estuviera implicado en la elevacién de la PA
generada tras la aplicacion del estrés por deprivacion social.

En primer lugar, intentamos caracterizar convenientemente el modelo
experimental elegido lievando a cabo el seguimiento de la PA, constatando el
desarrolio de la respuesta hipertensiva descrita por primera vez en animales adultos
por Gardiner y Bennet (1977) y, posteriormente, en animales jovenes por Naranjo
y Fuentes (1985).

Al mismo tiempo, se validd dicho paradigma experimental como fuente de
estrés en términos de la actividad adrenocortical mediante la medida directa de los
niveles de corticosterona plasméticos por radicinmunoensayo.

La funcionalidad del sistema catecolaminérgico cerebral se estimb mediante
la determinacién de los miveles de aminas (NA, AD y DA} y de metabolitos
(MHPG) por HPLC en distintas estructuras cerebrales elegidas en funcién de su
conocido papel en la respuesta fisioldgica al estrés y/o en la regulacion central de la
PA (hipotdlamo, bulbo raquideo y médula espinal).

Se evaluaron los cambios temporales en los pardmetros bioquimicos
considerados relacionados con modificaciones en la PA durante el perfodo en que
los animales estuvieron sometidos a estrés, comparando los indices de actividad
catecolaminérgica en las diferentes regiones cerebrales entre animales normotensos
e hipertensos.
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Como segunda aproximacién farmacol6gica se procedid a la administracién de
6-OHDA en el HNV. La utilizacién de una neurotoxina que, como €n nuestro ¢aso,
es capaz de destruir selectivamente un sistema de neurotransmision es una de las
herramientas de trabajo mas frecuentes en la investigacion farmacol6gica, puesto que
permite dilucidar algunos aspectos de la funcién a desempefiar por dicho sistema.

En primer término, se estudiaron los efectos directos de la administracion de
Ja neurotoxina sobre la PA y la actividad catecolaminérgica central en animales
normotensos.

Y, por ultimo, se analizaron las consecuencias de la destruccion selectiva de
los sistemas catecolaminérgicos centrales sobre los mismos pardmetros considerados
anteriormente en animales antes y después de desarrollar la respuesta hipertensiva
inducida por deprivacidn social.
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MATERIALES Y METODOS



1. FARMACOS Y PRODUCTOS QUIMICOS

Los fairmacos y productos quimicos empleados en los experimentos que se
describen en el capitulo posterior fueron los siguientes:

Pentobarbital sddico, 4cido etilendiaminotetracético (EDTA) sal sGdica,
octilsulfato sédico, bisulfito sédico, NA bitartrato, AD, DA clorhidrato, 6-OHDA,
MHPG sulfato, MHPG hemipiperazina, 3-4-dihidroxibencilamina (3-4-DHBA),
seroalbimina bovina, tripsina, inhibidor de tripsina, hidroxiapatita y corticosterona
que procedian de Sigma,

La gamma-globulina se obtuvo de Serva, el anticuerpo para corticosterona de
Bioclin y la 3H-corticosterona de Amersham.

El 4cido citrico, 4cido ascérbico, acetato sédico, fosfato disédico, sulfato
magnésico, 4cido perclérico y etanol absoluto procedian de Merck. El hidrato de
cloral y el cloruro sédico fueron de Panreac, mientras que e} propilenglicol fue de
Probus y el metanol para HPLC, asi como el Cocktail 22-Normascint-liquido de
centelleo de Scharlau.

2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron ratas Wistar macho de
90-100 gramos de peso (aproximadamente 6 semanas de edad),

Los animales procedian de Interfauna Ibérica (San Feliu de Codines,
Barcelona) y se mantuvieron a temperatura constante (212 C) y luz controlada
(12 hr luz/12 hr oscuridad), disponiendo en todo momento de acceso libre a la
comida y a la bebida, permaneciendo en nuestro estabulario por un periodo de al
menos 5-6 dias antes de su utilizacion.
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3. TECNICAS QUIRURGICAS

3.1. LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA DEL HAZ NORADRENERGICO
VENTRAL

La lesién del HNV se llev6 a cabo estereotdxicamente por inyeccién bilateral
de la neurotoxina 6-OHDA en ratas previamente anestesiadas con Equitesin
(3 ml/kg), cuya composicién se indica a continuacion:

Pentobarbital sédico 0.4 mM
Sulfato magnésico 8.6 mM
Hidrato de Cloral 2.5 mM
Propilenglicol 56.0 mM
Etanol 90 % 11.5 %
Agua C.5.

Una vez anestesiadas, se fijaron a un aparato estereotéxico (David K&pf) y se
efectu6 una pequefia incisién en la piel craneal, limpiandose perfectamente la
superficie expuesta del craneo con el fin de dejar las suturas visibles y asi proceder
a la localizacion del punto exacto de )a lesién segGn las coordenadas siguientes:

Ratas jévenes (90-100 g):

Antero-posterior - 5.9 mm con respecto a la bregma
Lateral ¥ 1.2 mm desde la linea media
Profundidad = 6.5 mm desde la duramadre
Angulo de incisivos 2.0

Ratas adultas (240-250 g):

Antero-posterior - - 7.3 mm con respecto a la bregma
Lateral + 1.3 mm desde la linea media
Profundidad — 7.4 mm desde la duramadre
Angulo de incisivos 3.5
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Las coordenadas de 1a lesion, asi como las correcciones pertinentes segin el
peso del animal de experimentacién en cada caso, se determinaron utilizando el atlas
de Paxinos y Watson (1986).

Una vez localizado el punto de la lesién, y con un torno dental, se practicaron
dos pequeifios orificios en el crdneo a través de los cuales se procedié a efectuar la
inyecci6n de 2 pl (ratas jovenes) 6 3 pl (ratas adultas) de una solucion de 3 pg/kl de
6-OHDA en 4cido ascérbico 0.2 % 6 de vehiculo sélo con un jeringa Hamilton (
Hamilton CO. Mod. 701). La inyeccién se realiz6 lentamente, a 0.5 pl/min.

4, MODELO DE ESTRES

El modelo de estrés utilizado fue el de la deprivacién social, Las condiciones
experimentales para la induccion del estrés por este método fueron descritas por
primera vez por Gardiner y Bennet (1977) y posteriormente modificadas por Naranjo
y Fuentes (1985).

En este modelo, cada animal se sitéia individualmente en una jaula standard
(25x25x14 cm) de paredes opacas, manteniendose en estas condiciones durante un
periodo de tiempo de 15-20 dias, hasta que se obtiene la respuesta hipertensiva. Se
considera que dicha respuesta se produce cuando los valores de presidn arterial
sistélica se sitGan unos 15-20 mm de Hg por encima de los valores de los animales
control. Este grupo, siempre paralelo al de animales aislados, esta formado por ratas
que permanecen agrupadas de 5 en 5, durante el mismo tiempo y en las mismas
condiciones, en jaulas de mayor tamafio (40x33x16 cm). En todos los casos, al
comienzo del perfodo de aislamiento, se utilizaron animales de seis semanas de edad
(90-100 g) que habfan sido habituados previamente a la medida indirecta de la
presién arterial,
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5. MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL

5.1. MEDIDA INDIRECTA DE LA PRESION ARTERIAL

La medida de la presi6n arterial se efectud por el método indirecto (tail-cuff)
descrito por Bufiag (1973), utilizando un aparato W+W B.P. Recorder y Letica
(LE-51060).

En este procedimiento se aplica en la cola del animal un manguito unido a un
dispositivo neumético generador de una presion que varia ciclicamente. La presion
del manguito es producida por un motor que acciona un piston alojado en el interior
de un cilindro, de dimensiones tales que la presi6n minima es 0 mm de Hg y la
méaxima 290 mm de Hg. Asimismo, el sistema cuenta con un transductor, acoplado
previamente a la cola del animal, que detecta la pulsacion de la arteria caudal cuya
sefial es amplificada y registrada por una plumilla sobre un papel calibrado en mm
de Hg.

Cuando la presién del manguito iguala la presi6n diastolica, la amplitud del
trazado comienza a descender, anulandose completamente cuando alcanza la presion
sistdlica. Ello es debido a que la arteria caudal se colapsa interrumpiendose la
transmisién de la pulsacién a la parte periférica de la cola. Cuando la presién del
manguito desciende, la pulsacion retorna.

Para obtener un registro estable de la presién es necesario provocar la
vasodilatacién de la arteria caudal de la rata para lo cual se coloca al animal bajo
una ldmpara de luz infrarroja durante 5-10 minutos.

La escasa reproductibilidad en los valores de la presion arterial diastélica
obtenidas con el aparato W+W B.P. Recorder obligaron a utilizar exclusivamente
las medidas de presidn arterial sistélica durante la iniciacion del presente trabajo.
Posteriormente se pudo disponer de un aparato Letica (LE-5100), cuyo fundamento
es semejante al descrito anteriormente, pero dispuesto de un lector digital que
registraba con fiabilidad tanto la presion arterial sistlica como diastdlica,
procediendose a la repeticién de los experimentos ya realizados con objeto de
estimar los valores de presion arterial diastSlica que anteriormente habian sido

desestimados,
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Todas las ratas fueron sometidas a dicha medida durante tres dias previos al
inicio del aislamiento con el fin de favorecer su acostumbramiento, eliminandose
automéaticamente aquellos animales cuyos valores de presién arterial no fueron
estables durante este perfodo. Los valores finales de presién arterial corresponden
a la media de, al menos, ocho medidas consecutivas. La frecuencia cardiaca se
obtuvo mediante un tacémetro acoplado al sistema.

6. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

6.1. DETERMINACION DE CATECOLAMINAS CEREBRALES Y SUS
METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
PRESION

6.1.1. Fundamento de la técnica cromatogréfica

La técnica de cromatografia liquida de alta presién (HPLC) y de fase reversa,
de par iénico es una variante de la cromatografia cldsica de fase normal, que permite
la separacién de mezclas compuestas por sustancias polares, incorporando a esta
tltima la ventaja, por un lado, de reducir el tiempo de analisis y la cantidad de
eluyente empleado, y por otro, permitir manipular selectivamente los tiempos de
retencién de moléculas ionizadas, cuando el formador de par idnico (un Acido
sulfénico en este caso) se afiade a la fase mévil, e interacciona con el grupo NH*+
de las catecolaminas, suprimiendo su jonizacién e incrementando la retencion de las
mismas en la fase estacionaria, sin afectarse los componentes 4cidos o neutros de la
muestra.

El pH y la concentracién del solvente orgdnico son otros de los factores
frecuentemente manejados para obtener una resolucién adecuada.
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6.1.1.1, Deteccién electroquimica

Solamente aquellos compuestos capaces de sufrir procesos de éxido-reduccion
pueden ser detectados electroquimicamente, dentro de los [imites de potencial fijados
por el tipo de material del electrodo de trabajo. Todas las catecolaminas son, por
tanto, susceptibles de ser detectadas electroquimicamente por oxidacidén a sus
correspondientes ortoquinonas en la superficie de dicho electrodo.

La selectividad de este método de deteccién se logra ajustando la diferencia
de potencial entre el electrodo de trabajo y el de referencia a un valor justo por
encima del potencial de oxidacién de los compuestos de interés. En el caso de las
catecolaminas se requieren potenciales del orden de 0.60-0.70 V, mientras que los
metabolitos O-metilados de estas aminas, como el MHPG, precisan una energia de
activacién mas elevada y, por tanto, requieren potenciales de oxidacion mas altos.
El empleo del detector electroquimico para la determinacién de MHPG en nuestras
condiciones no permitié obtener ni la resolucién ni la sensibilidad adecuadas,
utilizandose otro sistema de deteccion diferente para su analisis.

6.1.1.2. Detecci6n fluorimétrica

Los detectores de fluorescencia son los mas communmente utilizados en la
determinacion de compuestos que presentan fluorescencia natural, asi como para los
que pueden convertirse en fluorescentes por simple derjvatizacitn.

La fluorescencia tiene lugar cuando compuestos que poseen determinados
grupos funcionales se excitan con energia de una cierta longitud de onda y emiten
radiacién de mayor longitud de onda, la cual es medida gracias a la presencia de un
fotomultiplicador. Normalmente ]a emisién se determina en direccién perpendicular
a la excitacién, y la capacidad real de la fluorescencia de grupos quimicos especificos
es funcién de las longitudes de onda de la excitacién y de la emision.

Este sistema de deteccién permite la separacién y cuantificacion de
catecolaminas, que por su estructura fendlica presentan fluorescencia natural para
una longitud de onda de 200-300 nm, pero con una sensibilidad muy inferior a la
obtenida cuando se emplea la deteccion electroquimica. Sin embargo, mediante el
empleo de esta técnica de deteccion fluorimétrica,se obviaron los inconvenientes
derjvados de la escasa resolucién que se obtenfa para la identificacién del MHPG
cuando se utilizaba la deteccién electroquimica.
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Nuestro sistema constaba de un momnocromador para la seleccion de la
longitud de onda de excitacién y un filtro de emisién de paso de banda para la
longitud de onda de emision.

6.1.2. Determinaci6n de catecolaminas cerebrales y metabolitos

6.1.2.1. Preparacion de Jas muestras

Los animales fueron sacrificados por decapitacién, procediendose
inmediatamente a la extraccién del cerebro y diseccién de las distintas éreas
cerebrales de interés, segin el método de Glowinski e Iversen (1966). A
continuacién, todas las estructuras se pesaron y congelaron e€n nieve carbGnica,
manteniendose a -80¢ C hasta el momento de su procesamiento.

Homogeneizacién

El liquido de extraccién donde se realizd la homogeneizacién contenfa Acido
perciérico 0.4 M y ademés 3-4 DHBA como standard interno para la cuantificacion
de NA, AD y DA. El proceso fue llevado a cabo en un homogeneizador de
ultrasonidos (Labsonic 1510, Braun). A continuaci6n, se centrifugé el homogeneizado
a 18,000 g., durante 30 minutos, en una minifuga Heraus Mod.B, recogiendose el
sobrenadante para efectuar, en el caso de NA, AD y DA, el andlisis directo del
mismo por HPLC con deteccion electroquimica, o bien, en el caso del MHPG, una
hidr6lisis 4cida previa a su determinacién fluorimétrica. El volumen para la
homogeneizacion fue variable, dependiendo de la concentracién estimada de cada
sustancia en el tejido concreto a analizar,

Hidrélisis dcida

Puesto que el MHPG en cerebro de rata se encuentra en su mayoria
conjugado en forma de sulfato y que la presencia de este grupo sulfato imposibilita
su deteccion, fue preciso realizar una hidrélisis previa a su determinacion con objeto
de dejar el MHPG en forma libre. Asf, se tomaron 200 pl del sobrenadante en tubos
de cristal de 3 ml y se introdujeron en un bafio de agua a 100* C durante 4 minutos.
Después de neutralizar los mismos con NaOH y tras someter a las muestras a una
centrifugacién jeve para recolectar todo el liquido del fondo de los tubos, se procedi
al anélisis cuantitativo de MHPG. El rendimiento de la hidr6lisis no fue nunca

inferior al 70 %.
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6.1.2.2. Condiciones cromatogréficas para la determinacion de
noradrenalina, adrenalina y dopamina

La determinacion de las tres aminas se realizd inyectando directamente el
sobrenadante de la homogeneizacién en un equipo de HPLC acoplado a un detector
electroquimico. El equipo de cromatografia constaba de una bomba (Waters M-510),
un inyector automético (Spark Holland, Mod. Promis I}, un detector electroquimico
(Waters M-40) y un integrador (Spectra Physics, Mod. SP-4290), La columna
utilizada fue una Resolve C-18 (Waters) de 15 cm de longitud, 4.6 mm de diametra
y 5 4 de tamaifio de particula, de fase reversa. La composicién de la fase movil era:

Acetato sbdico 0.1 M
Acido citrico 0.1 M
EDTA 0,15 mM
Octilsulfatosddico 1.2 mM
Metanol 10%
pH=3.7

circulando a un flujo de 1 ml/min, aplicandose una diferencia de potencial de
0.65 V entre el electrodo de trabajo y el de referencia. El volumen de la muestra
inyectada fue de 20 pl

6.1.2.3. Condiciones cromatogréficas para la determinacién de MHPG

Para la determinacién de MHPG se utilizaron dos alicuotas del sobrenadante
de la homogeneizacién de 200 ! cada una, segin el método descrito por Artigas y
cols. (1986). Una de las alicuotas llevaba una sobrecarga de 10 pl de MHPG-sulfato
(600 pg/pl), y a la segunda alicuota se le afiadieron 10 pl de agua destilada. A
continuacién, ambas alicuotas fueron sometidas a la hidrolisis, tal y como se ha
descrito anteriormente, y los sobrenadantes fueron inyectados en un equipo de
HPLC acoplado a un detector fluorimétrico.

El equipo de cromatograffa utilizado en la determinacién de MHPG fue
similar al descrito en el apartado anterior a excepcion del detector que, en este €aso,
era un detector fluorimétrico (Applied Byosistem, 980). La columna utilizada fue una
ODS-1 Spherisorb (Brownlee) de 15 e¢m de longitud, 4.6 mm de diametro y 5 p de
tamafio de particula, de fase reversa.
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La fase movil estaba constituida por:

Acido citrico 0.03 M
Fosfato sddico 0.06 M
Metanol 5.5%

circulando a un flujo de 1.2 ml/min. La longitud de onda empleada en la deteccion
fue de 236 nm (excitacién) y 350 nm (emisi6n). El volumen inyectado fue de 50 pl
y la cuantificacién se efectué por el método de adicioén externa.

6.1.4. Cuantificacién y expresion de los resultados

Los standards empleados para la identificacion y cuantificacion de jos distintos
componentes de las muestras se prepararon en acido perciérico 0.4 M para NA, AD
y DA y en metanol absoluto para el MHPG-sulfato y MHPG-hemipiperazina. Estas
soluciones almacenadas a -2028 C se mantienen estables durante un mes. Las
soluciones de trabajo (50-200 pg/pl) se prepararon diariamente por dilucién de las
soluciones madre (100-200 ng/pl) en 4cide perclorico.

La calibraci6n del sistema se efectud por inyeccién del standard externo
correspondiente. El DHBA y el MHPG-sulfato se emplearon como standards
internos para la cuantificacién de NA, AD, DA y de MHPG, respectivamente, para
de este modo salvar las pequefias variaciones que pudieran producirse al preparar
las muestras o en el volumen de inyecccién, Siempre se inyectaron los standards cada
5-6 muestras con el fin de compensar la pérdida gradual de sensibilidad del detector
con e} uso cantinuado.,

La concentracién de las catecolaminas en las muestras se determinG por
comparacién de las dreas de sus picos con las 4reas de los picos obtenidos para los
standards, después de aplicar la correccion correspondiente una vez evaluada la
recuperacién para el standard interno. El valor obtenido fue de nuevo corregido, en
funcién de los volimenes de homogeneizacién de cada tejido, para expresar las
concentraciones en pg/mg de tejido.
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En el caso del MHPG, la concentracién en las muestras se obtuvo de acuerdo
con la siguiente férmula:

h/c = hs/(c + cs)
siendo: h la altura del pico de MHPG en la alicuota sin sobrecarga
hs la altura del pico de MHPG en la alicuota sobrecargada
¢ la concentracién real de MHPG

cs la concentracién de MHPG-sulfato afiadido a la alicuota
sobrecargada

6.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE
CORTICOSTERONA POR RADIOINMUNOENSAYO

6.2.1. Obtenci6n de las muestras y separacién del plasma

Tras decapitar por la mafiana (08.00-11.00 h) a los animales se recogié la
sangre troncular en tubos heparinizados en frio (0%-4* C). Para la separacion del
plasma, la sangre se centrifugd a 1000 g, durante 10 minutos, a 4 C. Se recogid el
plasma y se mantuvo a -20° C para la posterior determinacién de los niveles
circulantes de corticosterona,

6.2.1.1. Liberacion de corticosterona de proteinas plasméticas

La mayoria de las moléculas de corticosterona se encuentran unidas a
proteinas plasméticas y s6lo un bajo porcentaje se presenta en forma libre. Para
evaluar los niveles de esta hormona es necesario que esté presente en su forma libre,
lo que requiere un proceso de extraccién previo a la realizacién del
radioinmunoensayo (RIA).
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En lugar de realizar la extraccién de la hormona utilizando disolventes
orgénicos, se procedi6 a la digestion de las muestras con tripsina, enzima que
hidroliza la transcortina asf como otras proteinas con alta afinidad por corticosterona,
deteniendose la digestién por incubaci6n con un inhibidor de tripsina, siguiendo el
método descrito por Armario y Castellanos (1984). La tripsina y el inhibidor de la
misma fueron preparadas en un buffer RIA que estaba constituido por:

Buffer fosfato 5 mM pH=74
Seroalbiimina bovina 0.06 %
Gamma-Globulina 0.02 %
Cloruro sédico 0.9 %

El ensayo se realizé por duplicado partiendo de 2 pl de plasma a los que se les
afiadi6 100 pl de una solucién de tripsina (1 pg/pl). Trés agitar los tubos 1 minuto
e incubar 1 hora a temperatura ambiente, se detuvo la reaccion anadiendo 100 u!l
de una solucién del inhibidor de tripsina (1.25 pg/pl). Se repitio el proceso de
agitacién e incubacién, en este caso 30 minutos a temperatura ambiente, y se
procedié a realizar el RIA.

6.2.2. Radioinmunoensayc de corticosterona

Fundamento

El RIA estd basado en la unién especifica de un antfgeno (Ag) con su
anticuerpo (Ac) correspondiente segin la siguiente reaccion:

Si una cantidad determinada de Ac se expone a una cantidad constante de Ag
marcado radiactivamente (Ag*), se establece un equilibrio de union Ag*-Ac que, en
presencia de cantidades crecientes de Ag frio, se veré afectado, ya que ambos (Ag*
y Ag) competirdn por los mismos sitios de unién del Ac:

Ag* + Ag + Ac <-ee- > Ag*-Ac + Ap-Ac
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Mediante la realizacidn de una curva standard con concentraciones crecientes
de Ag, se irA produciendo un desplazamiento progresivo del Ag* del complejo
Ag*-Ac, de tal modo que se puede establecer una relacién entre la cantidad de
complejo Ag*-Ac y la concentracién de Ag de la muestra. Esta ltima sera
determinada mediante contaje del radioisétopo que permanece unido al complejo
de tal modo que, cuanto menor sea la formacién del complejo Ag*-Ac, mayor sera
la cantidad de Ag presente en la muestra.

Realizacién del RIA

El RIA se realizé por combinacién de dos métodos diferentes descritos por
Villanta y Gamallo (1985} y Armario y Castellanos (1984).

La curva standard se preparé diariamente a partir de una solucién madre de
corticosterona en etano! de 500 pg/pl, llevandose puntos de 0, 15, 31, 62, 125, 250,
500, 1000, 2000, 4000 y 8000 pg de corticosterona. El punto 0 de la curva , que sélo
contiene Ag* y Ac, serd el indicador de la unién méxima Ag*-Ac. Esta curva
standard se completd con dos tubos: un primer tubo, denominado N, que daba
cuenta de la captacién inespecifica de Ag* por la hidroxiapatita y cuyas ¢.p.m. fueron
sustraidas de todos los tubos ensayados y, un segundo tubo, el de las c.p.m. totales,
que indicaba la radiactividad total que habia sido afiadida en cada tubo.

Tanto a las muestras como a los diferentes puntos de la curva se les anadi6
100 pl de 1,2 *H-corticosterona (60 Ci/mmol), aproximadamente unas 4,000 ¢.p.m.,
y 100 pl de antisuero anticorticosterona de dilucién 1710000 (concentracién necesaria
para obtener aproximadamente un 50 % de uni6n Ag*-Ac) en buffer RIA. Trés una
incubacién de 16-18 horas a 08-42 C, se precipitaron los complejos Ag-Ac formados
con 200 pl de hidroxiapatita al 2.5 % en buffer fosfato 1 mM, pH 7.4, por
centrifugacién en frfo, a 1000 g, durante 10 minutos. A continuacién se anadieron
2 ml de liquido de centelleo y se procedié a su contaje en un contador beta (LKB).
Para evitar posibles variaciones intra e interensayo se corridé siempre una muestra
del mismo "pool" de plasma cada 25 tubos de RIA, asi como en todos los diferentes
RIA de corticosterona realizados en distintas ocasiones.
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El contenido de corticosterona en las muestras biolégicas se obtuvo por
interpolacién de sus valores, en c.pm., en la curva standard de concentraciones
conocidas de la hormona, representada en porcentaje de complejo Ag*-Ac (c.p.m.)
en ordenadas frente a concentraciones crecientes de corticosterona (pg) en abcisas.
Los valores fueron expresados en pg de corticosterona/100 ml de plasma.

7. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El valor de las variables estudiadas se expresa mediante un parametro de
centralizacién (media aritmética) y otro de dispersién (error standard de la media)
(ESM).

Para analizar las diferencias entre los grupos experimentales se utilizé el test

"' de Student, una vez comprobada la viabilidad de su aplicacién (ajuste de los
grupos experimentales a una distribucién normal).

47



RESULTADOS



1. DESTRUCCION SELECTIVA DEL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL
MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE 6-HIDROXIDOPAMINA

1.1, EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 6-HIDROXIDOPAMINA ENEL
HAZ NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LA PRESION ARTERIAL

Los animales lesionados en el HNV con 6-OHDA presentaron un aumento
transitorio de la presion arterial sistélica y diast6lica 24 horas después de realizarse
la lesi6n (FIG 4) con respecto a los valores, para ambos parédmetros, de los animales
sometidos a la misma operacién quirirgica pero a los que se les administré vehiculo
en lugar de la neurotoxina (Sham). Estos animales sham no experimentaron
alteraciones en la presién arterial por efecto del sometimiento al simulacro de lesion.
Las lecturas de presién arterial, tanto sistdlica como diastélica, de los animales
lesionados volvieron a ser similares a las de los animales sham transcurridos tres dias
después de la lesién (Tabla I).

No se apreciaron variaciones ni en la frecuencia cardiaca (sham, 430%13;
lesion, 423:+12) ni en el peso corporal (sham, 297+6; lesion, 304+5) de los animales
lesionados respecto a sus controles sham-operados. (Los valores que se muestran
corresponden al dia 30 de aislamiento).

1.2. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 6-HIDROXIDOPAMINA EN
EL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LA ACTIVIDAD
CATECOLAMINERGICA CENTRAL

Se determinaron los niveles de NA, AD y DA, asi como de MHPG, en tres
diferentes estructuras elegidas en funcién de su conocida participaciéon en la
regulacion central de] sistema cardiovascular (hipotélamo, bulbo raquideo y médula
espinal) en animales lesionados mediante la inyeccion de la neurotoxina 6-OHDA
en el HNV, con el fin de examinar la posible alteracién que la lesién produciria
sobre el contenido de catecolaminas y la actividad neuronal de estos sistemas de

neurotransmision.
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Fig. 4.- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral sobre la presi6n arterial sistOlica y diastolica.

La medida de la presi6n arterial se llevé a cabo por el método indirecto "tail-
cuff' 1 dfa antes (-1) y a diferentes dias después de la administracién bilateral de
6 ug/rata de la neurotoxina (Lesion) o vehiculo (Sham). Los datos se expresan como
la media = ESM en grupos de 16-18 animales,

** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).



TABLA 1

ESTADO HIPERTENSIVO TRANSITORIO ASOCIADO A LA LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA DEL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL

PRESION ARTERIAL SISTOLICA PRESION ARTERIAL DIASTOLICA
(mm Hg) (mm Hg)

DIA SHAM LESION SHAM LESION
-1 1212 122+ 2 68 £3 69 =2
1 120 = 3 150 = 2 ** 70 =4 111 = 4 **
2 122 = 4 151 = 2 ** 72+ 3 110 = 3 **
3 122 = 3 130 = 3 71=4 79 =3
4 124 £ 3 126 = 4 74 =3 76 £ 2

Ratas Wistar macho jovenes fueron lesionadas con 6-OHDA (6ug/rata) en el dia 0. Los animales sham recibicron vehiculo. La medida
de fa presion arterial sistolica y diastblica se llevd a cabo por el método indirecto de "tail-cuff” un dia antes de la lesion (-1) y sucesivos
dias después de la misma. Los valores de la tabla estdn expresados como la media + ESM de grupos de 16-18 animales.

** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).



En el caso del MHPG, y debido al hecho de que solamente una pequefia
fraccibn no determinada del mismo procede de la actividad de neuronas
adrenérgicas, se considerd que la totalidad del MHPG detectado en nuestros ensayos
procedia del metabolismo de NA, toméndose como indice de la actividad neuronal
noradrenérgica en las diversas regiones consideradas.

Las determinaciones bioquimicas se efectuaron a diferentes tiempos
coincidiendo con aquellos a los que se habia realizado el seguimiento de la presién
arterial.

1.2.1. Niveles de catecolaminas en distintas estructuras

Hipotdlama

Se llevd a cabo la medida de los niveles de los tres neurotransmisores en
cuestién en hipotdlamo procedente de animales sham y lesion.

Bajo estas condiciones experimentales se encontrd una disminucion
significativa de los niveles de NA (60-70%) y AD (35-60%) hipotaldmica en los
animales lesionados a los 12, 20 y 30 dfas después de producirse la lesion,
disminucién que no tuvo lugar en el grupo control de animales sham (FIG. 5).

El sistema dopaminérgico, en cuanto a los niveles de DA se refiere, no
aparecfa alterado por efecto de la administracién de la neurotoxina siendo similares
los niveles del neurotransmisor en los animales lesionados y sham-operados.

Bulbo raguideo

La Figura 6 muestra los niveles de los tres neurotransmisores analizados en
el bulbo raquideo de animales lesionados y sus controles sham. En esta region
cerebral la lesidn no alterd los niveles de ninguna de las catecolaminas a 1, 12, 20
6 30 dias transcurridos desde la administracién de la neurotoxina.
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Fig. 5.- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de noradrenalina,
adrenalina y dopamina en hipotilamo.

Los animales fueron sacrificados a diferentes tiempos después de la administracién de 6 ugfrata de la neurotoxina (Lesion)
o vehiculo (Sham) y los niveles de catecolaminas fueron determinados por HPLC en hipotalamo. Los datos se expresan como la
media + ESM en grupos de 14-16 animales. (Para detalles metodologicos de la determinacién de aminas ver apartado 6.1.2. del
capitulo de métodos).
** 5<0.01 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).
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Fig. 6.- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de noradrenalina,
adrenalina y dopamina en bulbo raquideo.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 5).



Médula espinal

Dado que los niveles de AD en médula espinal fueron en muchas ocasiones
indetectables, hubo que prescindir de ella en nuestra valoracion. Los niveles de las
otras dos catecolaminas -NA y DA- se reflejan en la Figura 7, no habiendose
encontrado alteraciones en ninguna de ellas por efecto de la lesion,

1.2.2. Velocidad de renovaci6n de noradrenalina en distintas estructuras

Hipotélamo

En la Tabla II se presentan conjuntamente los niveles de NA y de MHPG en
hipotilamo de animales lesionados y sus correspondientes contrales sham-operados,
mientras que la Figura 8 muestra el contenido del metabolito en dicha estructura a
Jo largo del tiempo. En esta regién cerebral, la lesion produjo un descenso de los
niveles del neurotransmisor (70%) y de su metabolito (30-40%) a los 12, 20y 30 dfas
después de la inyeccion de 6-OHDA, disminucion que era significativa cuando se
comparé con los niveles de los animales sham-operados.

1bo raguideo

La lesién no produjo alteraciones en los niveles de NA en ninguno de los
tiempos analizados (Tabla III), como se deduce de la similitud de los contenidos del
neurotransmisor observada entre los animales lesionados y los sham-operados.

Sin embargo, si se aprecié un aumento significativo (20%) de los niveles de
MHPG en esta estructura cerebral en los animales Jesionados con respecto al grupo
control de animales sham-operados tan solo 1 dia después de la administracion de
la neurotoxina (FIG. 9), incremento que, no acompafiado de ninguna modificacién
de los niveles de NA, indica consecuentemente un aumento de la velocidad de
renovaci6n noradrenérgica a nivel del bulbo raquideo 24 horas después de producirse
la lesion.
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Fig. 7.- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de noradrenalina y
dopamina en médula espinal.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 5).



0 Sham

280 - N Lesidn
L T L
T 210 - I‘% .
2 N x *
s> 1IN N
g NN (NN
N N\ N N
1 12 20 30

TIEMPO (dTas)

Fig. 8- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de MHPG en
hipotilamo.

La valoracion de los niveles de MHPG se efectud por HPLC 1, 12, 20 y 30 dias después de la administracién bilateral de
6 ug/rata de la neurotoxina (Lesion) o vehiculo (Sham). Los datos se expresan como la media £ ESM de 9 animales por grupo.
(Para detalles metodologicos de Ia determinacién del metabolito de NA ver apartado 6.1.2. del capitulo de métodos).
* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).



TABLA II

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 6-HIDROXIDOPAMINA EN EL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LA VELOCIDAD DE RENOVACION DE
NORADRENALINA EN HIPOTALAMO

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)
1 Sham 1507 = 75 213 £ 21
Lesion 1300 + 66 189 = 24
12 Sham 1473 + 66 232 22
Lesién 473 x 64 ** 167 = 19 *
20 Sham 1600 = 96 226 = 23
Lesién 490 = T2 ** 132 + 20 **
30 Sham 1697 + 80 235 = 19
Lesion 510 = 65 ** 146 + 18 **

Ratas Wistar macho jovenes fueron lesionadas mediante la administracion de
6 ug/rata de 6-OHDA. Los animales sham recibieron vehiculo. El sacrificio de los
animales se llevé a cabo a diferentes dfas después de la lesion, Los niveles de NA
y MHPG fueron determinados posteriormente por HPLC, considerando al
metabolito de NA como indice de la velocidad de renovacién de la amina. Los
valores de la tabla estén expresados como la media + ESM de 9 animales por grupo.
* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham (test de 1a "t" de

Student).
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Fig. 9.- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de MHPG en bulbo
raquideo.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 8).

* p<0.05 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).



TABLA III

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 6-HIDROXIDOPAMINA EN EL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LA VELOCIDAD DEREN OVACIONDE
NORADRENALINA EN BULBO RAQUIDEO

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)

1 Sham 655 + 38 190 = 10
Lesion 600 = 17 225 = 10 *

12 Sham 627 = 26 163 = 16
Lesion 671 = 28 159 = 12

20 Sham 600 x 29 188 + 20
Lesién 638 + 37 179 + 13

30 Sham 650 = 31 172 = 19
Lesion 627 = 23 181 + 14

(Para detalles metodolégicos ver leyenda de la Tabla 1I).

* p<0.05 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).



Médula espinal

En la medula espinal no se encontraron variaciones en los niveles de NA entre
animales lesionados y sham-operados (Tabla IV); pero si se observé un aumento
significatico (30%) de los niveles de su metabolito s6lo 24 horas después de la lesion,
tal y como muestra la Figura 10, indicando un incremento de la velocidad de
renovacién noradrenérgica en la médula espinal 1 dia después de la administracién
de la neurotoxina.

2. ESTUDIO SOBRE LA PARTICIPACION DEL SISTEMA
NORADRENERGICO CENTRAL EN LA RESPUESTA
HIPERTENSIVA INDUCIDA POR DEPRIVACION SOCIAL

2.1, MODELO DE ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL:
CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA HIPERTENSIVA'Y
VALIDACION DEL MODELO DE ESTRES

La deprivacién social prolongada de ratas jévenes ocasioné un aumento
progresivo tanto de la presién arterial sistolica como diastélica (FIG 11), que fue
significativo antes de las dos semanas de aislamiento, Este estado hipertensivo
liegaba a ser maximo y practicamente estable en la tercera semana de aislamiento.

Los animales aislados hipertensos no presentaban modificaciones apreciables
en la frecuencia cardiaca con respecto a sus controles agrupados normotensos
(agrupados, 460+18; aislados, 457=11, en el dia 30). Sin embargo, si se observaron
diferencias en el peso corporal de los animales agrupados y aislados al final del
periodo de aislamiento, aunque no llegaron a ser significativas (agrupados, 2958,
aislados, 314£5).

La determinacién de Jos niveles plasméticos de corticosterona fue Ila
aproximacion utilizada como indicador de estrés. Los animales sometidos a estrés por
deprivacién social presentaban una incremento significativo en el contenido
plasmético de esta hormona corticoide durante el aislamiento. Los valores obtenidos
aparecen en la Tabla V.
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Fig. 10.- Efecto de la administracién de 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de MHPG en médula
espinal.

(Para detalles metodolégicos ver leyenda de la Figura 8).

** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).



TABLA IV

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 6.HIDROXIDOPAMINA EN EL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LA VELOCIDAD DERENOVYACION DE
NORADRENALINA EN MEDULA ESPINAL

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(difas) (pg/mg tej)

1 Sham 210 = 20 a1
Lesién 203 = 17 43 &£ 1 **

12 Sham 230 = 26 311

Lesi6n 218 £ 16 33 2

20 Sham 215 = 16 35+ 2

Lesion 222 =12 34 + 1

30 Sham 219 £ 15 31 =2

Lesidn 226 £ 9 331

(Para detalles metodologicos ver leyenda de la Tabla II}.

** n<0,01 respecto a los valores de los animales sham (test de la "t" de Student).
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Fig. 11.- Desarrollo de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacién social:
presion arterial sistdlica y diastolica,

La presién arterial se determind en animal consciente por el método
indirecto "tail-cuff' (Bufiag 1973). Las ratas fueron acostumbradas a la medida de
presion arterial durante tres dias previos al aislamiento que se inicié en el dia 0. Los
datos se expresan como la media = ESM en grupos de 16-18 animales.

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales agrupados (test de la "t"
de Student).



TABLA V

EFECTO DE LA DEPRIVACION SOCIAL SOBRE LOS NIVELES DE
CORTICOSTERONA PLASMATICOS

TIEMPO GRUPO CORTICOSTERONA
(dias) (ug/d1)
1 Agrupadas 49 x 1.2
Aisladas 7.2 + 2.4
20 Agrupadas 41+ 1.2
Adisladas 86 =09 *

Los animales fueron sacrificados por la mafiana (00.08-00.09 h) y la sangre recogida
para determinar posteriormente los niveles de corticosterona plasmaéticos por
radioinmunoensayo (para detalles metodolégicos ver apartado 6.2. de métodos) 1y
20 dias transcurridos de aislamiento continuado. Los datos de la tabla se expresan
como la media = ESM de grupos de 8 animales.

* p<0.05 respecto a los valores de los animales controles agrupados (test de la "t"

de Student).



2.2, EFECTO DE LA LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA DEL
HAZ NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LA RESPUESTA
HIPERTENSIVA INDUCIDA POR DEPRIVACION SOCIAL

2.2.1. Efecto de 1a lesién con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral
durante el desarrollo de la respuesta hipertensiva inducida por
deprivacién social

Con el fin de averiguar el posible papel que los sistemas catecolaminérgicos
centrales podrian desempeiiar en el desarrollo de la respuesta hipertensiva inducida
por deprivacién social, se procedié a aislar a animales lesionados con 6-OHDA en
el HNV inmediatamente después de producirse la lesion.

Como se observa en las Figuras 12 y 13 los animales lesionados fueron
incapaces de desarrollar la respuesta hipertensiva caracteristica de la aplicacion de
este modelo de estrés. Por otro lado, el estado hipertensivo transitorio que se habia
detectado en animales lesionados agrupados, y al que se hacfa referencia en el
apartado 1.1. de resultados, se manifesto también en los animales lesionados aislados
recuperandose las lecturas basales de presion arterial sistélica y diastOlica en un
periodo de tiempo de 72 horas.

No se apreciaron diferencias significativas en la frecuencia cardiaca entre
ninguno de los cuatro grupos experimentales a lo largo del perfodo de aislamiento
(sham agrupados, 438+ 13; sham aislados, 443+15; lesién agrupados, 435:£12; lesion
aislados, 446+15; en el dia 30). Por otro lado, los animales aislados, tanto sham-
operados como lesionados, presentaron pesos corporales superiores a los de sus
respectivos controles agrupados tan solo a los treinta dias de aislamiento; no
obstante, esas diferencias encontradas entre los distintos grupos no llegaron a ser
significativas (sham agrupados, 276+10; sham aislados, 290x8; lesién agrupados,
286+10; lesion aislados, 299+16).
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Fig. 12.- Bloqueo de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacitn social en
animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral: presién arterial sistblica,

Los animales fueron aislados inmediatamente después de la inyeccitn
bilateral de 6 ug/rata de la neurctoxina (LESION) o vehiculo (SHAM). La presién
arterial sistOlica se determiné 1 dia antes (-1) y a diferentes dias después de la
operacidn por el método indirecto "tail-cuff". Los datos de la figura se expresan como
la media + ESM en grupos de 16-18 animales.

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados;
* p<0.01 respecto a los valores basales de los animales lesién agrupados o aislados
(test de la "t" de Student).
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Fig. 13.- Bloqueo de la respuesta hipertensiva inducida por deprivacién social en
animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral: presién arterial diastdlica.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Fifura 12).
* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados;

% p<0.01 respecto a los valores basales de los animales lesion agrupados o aislados
(test de la "t" de Student).



2.2.2. Bfecto de la lesién con 6-hidraxidopamina del haz noradrenérgico ventral
durante el mantenimiento de la respuesta hipertensiva inducida por
deprivaci6n social

Dado que los animales lesionados en el HNV y deprivados socialmente eran
incapaces de desarrollar el estado hipertensivo inducido por el aislamiento
continuado, se procedié a la administracién de la neurotoxina en animales ya
hipertensos, prolongando su aislamiento después de la lesibn por un perfiodo de
tiempo de 20 dias, con el objeto de evaluar si los sistemas catecolaminérgicos
afectados por la lesién participaban no solo en la génesis sino también en el
mantenimiento de la respuesta hipertensiva asociada a la deprivacién social.

Los animales aislados y lesionados presentaron lecturas de presi6n arterial
sistolica y diastélica similares a los animales aislados sham (FIG. 14 y 15), lo que
reflejaba que la lesion con 6-OHDA en el HNV era incapaz de producir
modificaciones en la respuesta hipertensiva inducida por deprivacion social una vez
que aquella estaba perfectamente establecida.

Tampoco se apreciaron diferencias ni en la frecuencia cardiaca (agrupados
sham, 460+10; aislados sham, 4649; agrupados lesion, 467+15; aislados lesién,
457+12; en e! dia 40) ni en el peso corporal entre ninguno de los cuatroc grupos, si
bien los animales aislados (sham y lesién) posefan cierta tendencia a presentar pesos
corporales superjores a sus respectivos controles agrupados al final del periodo de
aislamiento, sin que las diferencias observadas fueran significativas (agrupados sham,
395+14; aislados sham, 418+ 14; agrupados lesién, 394+ 16; aislados lesion, 437217).

3, ACTIVIDAD CATECOLAMINERGICA CENTRAL

Ia determinacién de los niveles de catecolaminas, asi como de sus metabolitos,
en las diferentes estructuras analizadas (elegidas en funcién de su conocida
participacién en la regulacion central del sistema cardiovascular y en la respuesta
fisiologica al estrés), se llevaron a cabo a diferentes tiempos coincidiendo con
aquelios en los que se habia realizado el seguimiento de la presidn arterial y que se
consideraron relevantes en el desarrollo de las alteraciones cardiovasculares
observadas.

En el caso del metabolito de NA, y como ya se ha explicado en el apartado

1.2. de resultados, se considerd a aquel como indice de la actividad neuronal
noradrenérgica en las diversas regiones consideradas.
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Fig. 14.- Efecto de la lesi6n con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral
sobre la presién arterial sistflica de animales hipertensos por deprivacion

social.

Los animales fueron aislados en el dfa 0. La administracion de 9 ug/rata de
6-OHDA (LESION) o vehiculo (SHAM) se llevé a cabo en el dia 21 de aislamiento,
prolongandose éste por un perfodo de 20 dfas més. La presion arterial sistOlica se
determin por el método indirecto "tail-cuff". Los datos de la figura se expresan como
la media =+ BESM en grupos de 16-18 animales.

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los correspondientes valores de los animales
agrupados sham o agrupados lesion (test de la "t" de Student).
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Fig. 15.- Efecto de la lesion con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral
sobre la presion arterial diastélica de animales hipertensos por deprivacién
social.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 14).

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los correspondientes valores de los animales
agrupados sham o agrupados lesién (test de la "t" de Student).



3,1. EFECTO DEL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL SOBRE
LA ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS CATECOLAMINERGICOS
CENTRALES

Con objeto de poder determinar si los animales sometidos al modelo de estrés
por deprivacién social presentaban modificaciones en el contenido endbgeno de
catecolaminas y/o en la actividad de estos mismos sistemas de neurotransmision se
procedié a la determinacién de los niveles de NA, AD y DA, asi como de MHPG,
en diferentes estructuras, como se describe en el apartado 6.1, de métodos.

3.1.1. Niveles de catecolaminas en distintas estructuras

_Hipotélamo

En la Figura 16 se muestra de modo conjunto los niveles de NA, ADyDAen
hipotdlamo de animales aislados hipertensos y sus correspondientes controles
agrupados normotensos. En esta region cerebral no se observaron alteraciones en
Jos niveles de ninguna de las tres aminas analizadas a lo largo del tiempo como
consecuencia del aislamiento.

’

u d €

Los resultados obtenidos en bulbo raquideo para los mismos grupos
experimentales aparecen en la Figura 17. De manera semejante a lo que sucedia en
el hipotalamo, el aislamiento no produjo variaciones significativas en el contenido de
NA, AD y DA a lo largo del perfodo en que los animales permanecieron deprivados
socialmente.

cdul

Al igual que en el caso de la determinacion de catecolaminas en médula espinal
de animales sham y lesién (apartado 1.2.1.) solamente se pudieron detectar sin
ningtin problema los niveles de NA y DA que aparecen reflejados en la Figura 18,
no encontrandose variaciones en el contenido de estas dos aminas entre los animales
aislados y su respectivo grupo control de animales agrupados.
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Fig. 16.- Efecto del estrés por deprivacién social sobre los niveles de noradrenalina, adrenalina y dopamina en hipotilamo.

Ratas Wistar macho jévenes fueron sometidas a estrés por deprivaci6n social en el dia 0, manteniendose aisladas durante
un mes. El sacrificio de los animales y la posterior determinacion de aminas por HPLC se efectud en el dia de inicio del aislamiento
y a los 12, 20 y 30 dias después del mismo. (Para detalles metodoldgicos ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos se expresan
- como la media = ESM en grupos de 14-16 animales.
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radrenalina, adrenalina y dopamina en bulbo raquideo.

Fig. 17.- Efecto del estrés por deprivacion social sobre los niveles de no

(Para detalles metodologicos ver leyenda de la Figura 16).
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obre los niveles de moradremalina y dopamina en médula espinal.

Fig. 18.- Efecto del estrés por deprivacién social s

(Para detalles metodologicos ver leyenda de la Figura 16).



3.1.2. Velocidad de renovacién de noradrenalina en distintas estructuras

Hipotélamo

Mientras que los niveles de NA en el hipotdlamo no se alteraban como
consecuencia de Ja deprivacién social (Tabla VI), los niveles de su metabolito
-MHPG- aparecfan significativamente disminuidos (27%) en los animales aislados
hipertensos, a partir de los 20 dias de aislamiento, con relacién al grupo control de
animales agrupados normotensos (FIG. 19), produciendose consecuentemente una
disminucién de la velocidad de renovacién noradrenérgica a nivel hipotaldmico
durante la deprivacion social.

Bulbo raguideo

En el caso del bulbo raquideo, no se apreciaron variaciones significativas en
los niveles de MHPG entre animales aislados hipertensos y animales agrupados
normotensos a lo largo del periodo de aislamiento (FIG. 20), asi como tampoco se
habian apreciado modificaciones en los niveles del neurotransmisor NA en esta
estructura durante ese mismo periodo (Tabla VII).

édula

La Figura 21 refleja los niveles de MHPG en médula espinal durante los treinta
dias de aislamiento y, de modo conjunto, los niveles de NA y su principal metabolito
se muestran en la Tabla VIIL Paralelamente a lo que sucedia en el bulbo raquideo,
no se observaron variaciones significativas en la velocidad de renovacion
noradrenérgica de los animales aislados hipertensos con relacién a sus controles
agrupados normotensos en esta regién.
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Fig. 19.- Efecto del estrés por deprivacién social sobre los miveles de MHPG en hipotilamo.

La determinacion de los niveles de MHPG se realizé por HPLC con deteccién fluorimétrica
(para detalles ver apartado 6.1.2. de! capitulo de métodos) a diferentes tiempos a lo largo del periodo
de aislamiento iniciado en el dia 0. Los datos se expresan como la media = ESM de 9 animales por

grupo.
** p<(.01 respecto a los valores de los animales controles agrupados (test de la "t" de Student).



TABLA VI

EFECTO DE LA DEPRIVACION SOCIAL SOBRE LA VELOCIDAD DE
RENOVACION DE NORADRENALINA EN HIPOTALAMO

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)

0 Agrupadas 1499 + 41 216 + 22

Aisladas 1421 + 53 224 = 18

12 Agrupadas 1483 + 64 236 + 20

Adisladas 1329 = 64 196 + 16

20 Agrupadas 1635 = 169 240 = 17
Adisladas 1510 = 120 170 = 15 **

30 Agrupadas 1678 + 73 242 + 14
Aisladas 1599 * 65 179 + 15 **

Los animales fueron sacrificados transcurridos 0, 12, 20 y 30 dias de aislamiento
continuado, determinandose con posterioridad los niveles de NA y MHPG por
HPLC, considerando al metabolito de NA como indice de la velocidad de renovacion
de la amina. Los valores de la tabla estan expresados como la media =+ ESM de 9
animales por grupo.

** p<0.01 respecto a los valores de los animales agrupados (test de la "t" de
Student).
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Fig. 20.- Efecto del estrés por deprivaci6bn social sobre los niveles de MHPG en bulbo raquideo.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 19).



EFECTO DE LA DEPRIVACION SOCIAL SOBRE LA VELOCIDAD DE

TABLA VII

RENOVACION DE NORADRENALINA EN BULBO RAQUIDEO

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)

0 Agrupadas 590 + 42 188 + 12
Aisladas 580 = 28 181 + 13

12 Agrupadas 638 = 19 168 = 16
Aisladas 623 + 27 176 x 12

20 Agrupadas 655 = 29 185 %= 14
Aisladas 649 + 30 192 % 20

30 Agrupadas 643 x 31 178 + 11
Aisladas 638 + 23 174 + 15

(Ver leyenda de la Tabla VI para detalles metodol6gicos).
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Fig. 21.- Efecto del estrés por deprivacién social sobre los niveles de MHPG en médula espinal.

(Para detalles metodolégicos ver leyenda de la Figura 19).



EFECTO DE LA DEPRIVACION SOCIAL SOBRE LA VELOCIDAD DE
RENOVACION DE NORADRENALINA EN

TABLA VIII

MEDULA ESPINAL

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)

0 Agrupadas 219 = 16 33 x2
Aisladas 222 = 12 35 x1

12 Agrupadas 223 = 19 34 x1
Aisladas 227 £ 16 35 =3

20 Agrupadas 218 = 10 352
Aisladas 233 = 12 361

30 Agrupadas 217 = 9 30 £ 2
Aisladas 221 + 10 312

(Ver leyenda de la Tabla VI para detalles metodoldgicos).



3.2. ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS CATECOLAMINERGICOS
CENTRALES EN ANIMALES LESIONADOS EN EL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL CON 6-HIDROXIDOPAMINA
Y DEPRIVADOS SOCIALMENTE

Se lesionaron animales jovenes e, inmediatamente después de llevarse a cabo
la lesi6n, los animales fueron distribuidos en cuatro grupos diferentes; sham
agrupados, sham aislados, lesién agrupados y lesion aislados, Los resultados que se
mostrardn a continuacién reflejan el contenido de catecolaminas y sus metabolitos
de esos cuatro grupos, en distintas estructuras y procesados a diferentes tiempos.

3.2.1. Niveles de catecolaminas en distintas estructuras

Hipotalamo

Mientras que el aislamiento no produjo variaciones significativas en el
contenido de ninguna de las tres catecolaminas en esta estructura cerebral, como se
deduce de los niveles similares que presentaron los animales sham agrupados y sham
aislados, la lesion con 6-OHDA disminuy6 significativamente los valores de NAy AD
(F1G. 22 y 23), encontrandose un descenso de hasta un 70% en el caso de NA, y un
65% en el de AD, tanto en los animales lesionados agrupados como en los
lesionados aislados a los 12, 20 y 30 dias después de la lesién y simultdneo
aislamiento.

Los niveles de DA (FIG. 24) permanecieron inalterados en los cuatro grupos
animales durante todo el periodo de tiempo observado.

rd

ulbo u

la determinacién de los niveles de catecolaminas en el bulbo raquideo no
sefiald diferencias apreciables en el contenido de las tres neurotransmisores entre
ninguno de los cuatro grupos considerados y en ningin momento a lo largo del
tiempo (FIG. 25, 26, y 27).
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Fig. 22.- Niveles de noradrenalina en _hipotilamo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz
noradrenérgico ventral y deprivados socialmente.

Ratas Wistar macho jovenes fueron lesionadas mediante la inyeccién bilateral de 6 ug/rata de Ja neurotoxina (Lesion) o
vehiculo (Sham) y a continuacion aisladas, manteniendose el periodo de aislamiento durante un mes, llevandose siempre en paralelo
los correspondientes grupos de animales sham y lesién agrupados. La determinacion de los niveles de noradrenalina se realizd por
HPLC 1, 12, 20 y 30 dias después de la lesion (ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos se expresan como la media = ESM de
8 animales por grupo.

** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados o aislados (test de la "t" de Student).
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Fig. 23.- Niveles de adrenalina en hipotilamo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral y deprivados socialmente.

(Para detalles metodologicos ver leyenda de la Figura 22).

** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados o aislados (test de la "t" de Student).
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Fig. 24.- Niveles de dopamina en hipotflamo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral y deprivados socialmente.

(Para detalles metodol6gicos ver leyenda de la Figura 22).
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Fig. 25.- Niveles de noradrenalina en bulbo raquideo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz
noradrenérgico ventral y deprivados socialmente.

Ratas Wistar macho jovenes fueron lesionadas mediante la inyeccion bilateral de 6 ug/rata de la neurotoxina (Lesion) o
vehiculo (Sham) y a continuacidn aisladas, manteniendose el periodo de aislamiento durante un mes, llevandose siempre en paralelo
los correspondientes grupos de animales sham y lesion agrupados. La determinacion de los niveles de noradrenalina se realiz6 por
HPLC 1, 12, 20 y 30 dias después de la lesién (ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos se expresan como la media * ESM de
8 animales por grupo.
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Fig. 26.- Niveles de adrenalina en bulbo raquideo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz
noradrenérgico ventral y deprivados socialmente.

(Para detalles metodologicos ver leyenda de Ja Figura 25).
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Fig. 27.- Niveles de dopamina en bulbo raquideo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz
poradrenérgico ventral y deprivados socialmente.

(Para detalles metodologicos ver Jeyenda de la Figura 25).



Médula espinal

Tal y como ya se ha mencionado en el apartado 1.2.1. de resultados se
detectaron sin problemas, exclusivamente, los niveles de NA y DA que se muestran
respectivamente en las Figuras 28 y 29 no encontrandose variaciones significativas
en los niveles de dichas catecolaminas entre ninguno de los grupos.

3.2.2. Velocidad de renovacién de noradrenalina en distintas estructuras

Hipotédlamo

La Tabla IX refleja los niveles de NA 'y de MHPG en hipotélamo de animales
sham agrupados, sham aislados, lesién agrupados y lesién aislados a diferentes
tiempos.

A pesar de que los niveles de NA de animales sham aislados no diferfan de
los de su correspondiente grupo control de animales sham agrupados, si se
encontraron diferencias significativas en el contenido de MHPG de estos mismos
animales sham aislados hipertensos después de la segunda semana de aislamiento
con respecto a los animales sham agrupados normotensos (FIG. 30). Esta
disminucién significativa en el metabolito de NA en ¢l hipotalamo de animales sham
aislados indica una manifiesta disminucién de la velocidad de renovacién y, por
tanto, de la actividad noradrenérgica a nivel hipotalimico en animales sometidos a
deprivacién social.

Por lo que respecta a Jos animales lesionados, tanto agrupados como aislados,
se aprecid una disminucién considerable (70%) de los niveles del neurotransmisor
hipotaldmico como consecuencia de la destruccién de aferencias noradrenérgicas
mediante la aplicacién de 6-OHDA, disminuci6n que fue significativa a partir de los
12 dfas posteriores a la lesién, pero no antes. De manera paralela a lo que sucedia
con el contenido de NA, su metabolito sufrié una importante disminucién en los
animales lesionados, bien agrupados, bien aislados, a los 12, 20 y 30 dias (FIG. 30).
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Fig. 28.- Niveles de noradrenalina en médula espinal procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz
noradrenérgico ventral y deprivados socialmente.

Ratas Wistar macho jévenes fueron lesionadas mediante la inyeccion bilateral de 6 ug/rata de la neurotoxina (Lesion) o
vehiculo (Sham) y a continuacién aistadas, manteniendose el periodo de aislamiento durante un mes, llevandose siempre en paralelo
Jos correspondientes grupos de animales sham y Jesién agrupados. La determinacién de los niveles de noradrenalina se realiz por
HPLC 1, 12, 20 y 30 dias después de la lesion (ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos se expresan como la media = ESM de

8 animales por grupo.
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Fig. 29.- Niveles de dopamina en médula espinal procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz
noradrenérgico ventral y deprivadas socialmente.

. (Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 28).
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Fig. 30.- Niveles de MHPG en hipotilamo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral y deprivados socialmente.

La lesion se llevd a cabo mediante la inyeccién bilateral de la neurotoxina (6 ug/rata) en ratas Wistar macho jovenes que
fueron a continuacién aisladas, manteniendose durante un mes ¢l periodo de aislamiento, llevandose en paralelo los
correspondientes grupos de animales agrupados sham y lesién. Los animales sham recibieron vehiculo. La determinacion de los
niveles de MHPG se realizé por HPLC 1, 12, 20 y 30 dias después de Ia lesién (ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos se

expresan como la media + ESM de 8 animales por grupo.
* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados (test de la "t" de Student).



TABLA IX

VELOCIDAD DE RENOVACION DE NORADRENALINA EN HIPOTALAMO
PROCEDENTE DE ANIMALES LESIONADOS CON 6-HIDROXIDOPAMINA EN
EL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL Y DEPRIVADOS SOCIALMENTE

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dfas) (pg/mg tef)
1 Sham agrupadas 1470 £ 70 225 + 32
aisladas 1438 = 45 234 + 21
Lesion agrupadas 1291 =+ 60 194 = 18
aisladas 1285 % 56 175 = 25
12 Sham agrupadas 1542 + 64 236 = 20
aisladas 1391 = 77 198 + 25
Lesi6n agrupadas 486 = 53 ** 165 + 19 *
aisladas 515 *+ 48 oo 143 = 30
20 Sham agrupadas 1608 =+ 69 235 £ 16
aisladas 1584 = 52 170 = 14 **
Lesién agrupadas 474 £ 71 ** 131 + 20 **
aisladas 450 = 75 oo 126 = 21
30 Sham agrupadas 1623 = 53 238 = 19
aisladas 1617 + 65 165+ 15 **
Lesién agrupadas 480 x 68 ** 146 = 17 **
aisladas 466 * 73 oo 133 = 19

La lesién se realizd mediante la inyeccién bilateral de 6 ug/rata de 6-OHDA o
vehiculo en animales jovenes que fueron inmediatamente aislados. Los niveles de NA
y MHPG fueron determinados por HPLC a distintos tiempos después de la lesién
y aislamiento consecutivo, considerando al metabolito de NA como indice de la
velocidad de renovacién de la amina. Los valores de la tabla estdn expresados como
la media £ ESM de 8 animales por grupo.

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados;
0o p<0.01 respecto a los valores de los animales sham aislados (test de la "t" de
Student).



Bulbo raguideo

Como muestra la Tabla X, los niveles de NA en esta regién cerebral fueron
muy similares en los cuatro grupos considerados: animales sham agrupados, sham
aislados, Jesién agrupados y lesion aislados a 1, 12, 20 y 30 dias,

El contenido de MHPG en bulbo raquideo no diferia significativamente al
comparar animales sham aislados con animales sham agrupados a lo largo del tiempo
(FIG. 31). Sin embargo, se encontré una aumento significativo en los niveles del
metabolito en los animales lesionados, tanto agrupados como aislados, tan solo a 1
dia después de la administracion de la neurotoxina (FIG. 31).

édula espinal

La Tabla XI refleja los niveles de NA y su metabolito en médula espinal de
los cuatro grupos experimentales. No se apreciaron diferencias significativas en el
contenido de este neurotransmisor entre ninguno de los grupos establecidos a lo
largo del tiempo.

Tampoco se encontraron variaciones en los niveles de MHPG entre animales
sham agrupados y sham aislados; pero si se observé un aumento significativo en el
contenido del metabolito de animales lesionados, tanto agrupados come aislados, 24
horas después de la lesién; mientras que a 12, 20y 30 dias los niveles de MHPG no
diferfan entre los cuatro grupos considerados (FIG. 32).

3.3. ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS CATECOLAMINERGICOS
CENTRALES EN ANIMALES DEPRIVADOS SOCIALMENTE Y
POSTERIORMENTE LESIONADOS CON 6-HIDROXIDOPAMINA
EN EL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL

Habijendose observado respuestas cardiovasculares muy diferentes en el caso
de que la lesion con 6-OHDA en el HNV se llevara a cabo antes o después de
someter a los animales a un aislamiento continuado y, ya que se habia realizado el
estudio de la actividad catecolaminérgica central cuando la lesion precedia a la
deprivacién social, parecia oportuno el analizar también las alteraciones de los
sistemas aminérgicos centrales en animales deprivados socialmente que, una vez que
habian desarrollado la respuesta hipertensiva, fueran lesionados tal y como se
describe en el apartado 3.1. de métodos.
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Fig. 31.- Niveles de MHPG en bulbo raquideo procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral y deprivados socialmente.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 30).

* p<0.05 respecto a los valores de los animales sham agrupados o aislados (test de la "t" de Student).



TABLA X

VELOCIDAD DE RENOVACION DENORADRENALINA EN BULBO RAQUIDEQ
PROCEDENTE DE ANIMALES LESIONADOS CON 6-HIDORXIDOPAMINA'EN
EL HAZ NORADRENERGICO VENTRAL Y DEPRIVADOS SOCIALMENTE

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dfas) (pg/mg tej)
1 Sham agrupadas 673 = 35 188 + 17
aisladas 651 = 27 183 + 21
Lesién agrupadas 610 = 34 239 = 16 *
aisladas 625 * 26 240 £ 13 ¢
12 Sham agrupadas 637 £ 19 164 + 19
aisladas 643 + 27 179 += 12
Lesion agrupadas 668 = 30 162 + 19
aisladas 686 = 18 172 = 15
20 Sham agrupadas 660 = 39 185 = 16
aisladas 654 = 25 190 * 14
Lesién agrupadas 622 = 31 169 = 20
aisladas 649 = 28 188 * 16
30 Sham agrupadas 630 x 33 168 + 19
aisladas 657 £ 25 165 = 15
Lesién agrupadas 627 £ 23 177 = 17
aisladas 633 = 19 190 = 18

(Para detalles metodol6gicos ver leyenda de la Tabla IX).

* p<0.05 respecto a los valores de los animales sham agrupados o aislados (test de

la "t" de Student).
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Fig. 32.- Niveles de MHPG en médula espinal procedente de animales lesionados con 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral y deprivados socialmente,

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 30).

** n<(.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados o aislados (test de 1a "t" de Student).



TABLA XI

VELOCIDAD DE RENOVACION DENORADRENALINA EN MEDULA ESPINAL
PROCEDENTE DE ANIMALES LESIONADOS CON 6-HIDROXIDOPAMINA EN
EL HAZ NORADRENERGICO YENTRAL Y DEPRIVADOS SOCIALMENTE

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)

1 Sham agrupadas 225 = 22 37+ 1
aisladas 230 + 17 39 x2

Lesién agrupadas 208 = 16 45 = 1 **

aisladas 216 = 14 47 x 1 **
12 Sham agrupadas 228+ 19 391
aisladas 230 = 15 40 = 3
Lesion agrupadas 226 = 18 38+ 2
aisladas 231 £ 16 37x1
20 Sham agrupadas 215 = 10 39+ 1
aisladas 227 £ 13 40 = 2
Lesidn agrupadas 218 = 17 37 £ 2
aisladas 233 + 12 36 £ 1
30 Sham agrupadas 211 + 13 36 = 1
aisladas 219 £ 15 37+ 1
Lesion agrupadas 220x 10 35 x1
aisladas 223+ 12 38 +3

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Tabla IX).

** n<0.01 respecto a los valores de los animales sham agrupados o aislados (test de
la "t" de Student).



3.3.1. Niveles de catecolaminas en distintas estructuras

ipotal

El andlisis de NA y AD en esta estructura cerebral revel§ una disminucién
estadisticamente significativa en los niveles de los dos neurotransmisores en el caso
de los animales agrupados lesién y aislados lesion cuando se compararon con los
animales agrupados sham o aislados sham respectivamente (FIG.33 y 34).

En el caso de la DA no se observd ninguna modificacion en su contenido entre
ninguno de los grupos considerados y en ninguno de los tiempos analizados, tal y
como se muestra en la Figura 35.

Bulbo raquideo

Por lo que respecta a esta estructura cerebral, no se apreciaron alteraciones
en los niveles de ninguna de las tres catecolaminas analizadas ni antes, ni después
de la lesién con 6-OHDA entre ninguno de los grupos considerados (FIG. 36, 37 y
38).

Las Figuras 39 y 40 reflejan el contenido de NA y DA respectivamente de
animales agrupados y aislados, tanto sham como lesién, no habiendose encontrado
diferencias significativas entre ninguno de los cuatro grupos y en ninguno de los
tiempos analizados.
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Fig. 33.- Efecto de la lesién con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de noradrenalina en
hipotilamo de animales sometidos a estrés por deprivacién social-

Ratas Wistar jovenes fueron sometidas a estrés por deprivacion social durante 20 dias. El dia 21 fueron lesionadas mediante
Ja administracién de 9 ug/rata de 6-OHDA (Lesion) o vehicuio (Sham), prolongando a continuacién el aislamiento durante 20 dias
mis. Se Devaron siempre en paralelo los correspondientes animales agrupados sham y lesion. La determinacién de los niveles de
noradrenalina se efectud por HPLC 1y 20 dias antes de la lesion y 10 y 20 dias después de la misma, que corresponden en la
grafica a los dias 30 y 40 de aislamiento. (Para mas detalles ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos de ]a figura se expresan
como la media + ESM de 8 animales por grupo.
** p<0.01 respecto a los valores de los animales agrupados o aislados sham (test de Ia "t" de Student).
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Fig. 34.- Efecto de la lesién con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de adrenalina en hipotilamo
de animales sometidos a estrés por deprivacion social.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 33).

** p<0.01 respecto a los valores de los animales agrupados o aislados sham (test de la "t" de Student).



400 -
— 300 4
2 L 1
o™ —] —
E — =
& —_— —
—] —
< — —]
0 100 - —
o+ ih = —
1 20 1 30 40
Operacidn
quirGrgica

TIEMPO (dTas)

Fig. 35.- Efecto de la lesi6n con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de dopamina en

de animales sometidos a estrés por deprivacién social.

(Para detalles metodologicos ver leyenda de la Figura 33).
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Fig. 36.- Efecto de la lesién con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de moradrenalina en bulbo
raquideo de animales sometidos a estrés por deprivacién social.

Ratas Wistar jovenes fueron sometidas a estrés por deprivacion social durante 20 dias. El dia 21 fueron lesionadas mediante
la administracion bilateral de 9 ug/rata de 6-OHDA (Lesi6n) o vehiculo (Sham), prolongando a continuacion el aislamiento durante
20 dias més. Se lievaron siempre en paralelo los correspondientes animales agrupados sham y lesion. La determinacién de los niveles
de noradrenalina se efectué por HPLC 1y 20 dias antes de la lesion y 10 y 20 dias después de la misma, que corresponden en la
grifica a los dias 30 y 40 de aislamiento. (Para més detalles ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos de la figura se expresan
como Ja media = ESM de 8 animales por grupo.
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Fig. 37.-Efecto de 1a lesion con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de adrenalina en bulbo raquideo
de animales sometidos a estrés por deprivacion social.

(Para detalies metodologicos ver leyenda de la Figura 36).
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Fig, 38.- Efecto de la lesion con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de dopamina en bulbo raquideo
de animales sometidos a estrés por deprivacion social.

(Para detalles metodolégicos ver leyenda de la Figura 36).
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Fig. 39.- Efecto de la lesién con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de noradrenalina en médula
espinal de animales sometidos a estrés por deprivacion social.

Ratas Wistar jévenes fueron sometidas a estrés por deprivacion social durante 20 dias. El dia 21 fueron lesionadas mediante
la administracién de 9 ug/rata de 6-OHDA (Lesion) o vehiculo (Sham), prolongando a continuacion el aislamiento durante 20 dias
mas. Se llevaron siempre en paralelo los correspondientes animales agrupados sham y lesion. La determinacion de los niveles de
noradrenalina se efectud por HPLC 1y 20 dias antes de la lesién y 10 y 20 dias después de la misma, que corresponden en Ja
grafica a los dias 30 y 40 de aislamiento. (Para mis detalles ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos de la figura se expresan
como la media = ESM de 8 animales por grupo.



O Agrupadas sham
B Aisiadas sham
N Agrupadas jesibn
B Aisladas lesibn

30 -
: L1 | NS
om 1
£ —] —
e — -
(o] -
2 — —]
< 107 = =
) —] —]
0 - —it =
1 20 T 30 40
Op_erac_ién
quirlirgica

TIEMPO {dTas}

Fig. 40.- Efecto de la lesi6n con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de dopamina en

de animales sometidos 2 estrés por deprivacion social.

(Para detalles metodoldgicos ver leyenda de la Figura 39).

médula espinal




3.3.2. Velocidad de renovacién de noradrenalina en distintas estructuras

Hipotalamo

Los animales aislados presentaron una disminucién significativa de los niveles
de MHPG en hipotdlamo a los 20 dias desde el inicio del aislamiento cuando se
compard con los niveles del metabolito en el grupo de animales agrupados. Esta
disminucién se mantenia a lo largo del periodo de aislamiento sin afectarse por el
hecho de verse sometidos a la operacién quirirgica (similar a la de los animales
lesionados) donde se les administrd vehiculo (FIG. 41).

Por otro lado, la lesién con 6<OHDA en los animales agrupados indujo una
disminuci6n significativa en el contenido del metabolito en esta estructura cerebral
manifiesta ya a los 10 dfas tras la administracién de la neurotoxina. En el caso de los
animales aislados y lesionados también se observé un descenso en los niveles de
MHPG que era estadisticamente significativo cuando se compard con €l valor de los
animales aislados sham (FIG. 41).

En cuanto a los niveles de NA que aparecen en la Tabla XII junto a los de su
metabolito, s6lo la lesién produjo una disminucién en el contenido del
neurotransmisor manifiesta a partir de los 10 dias después de la administracion de
la neurotoxina tanto en los animales agrupados como aislados.

Bulbo raquideo

La Tabla XIII muestra conjuntamente los niveles de NA'y MHPG en el bulbo
raquideo de los cuatro grupos experimentales considerados, mientras que la Figura
42 representa tnicamente los valores del metabolito. No se apreciaron diferencias
significativas ni en el contenido de la amina, ni de su metabolito, entre ninguno de
los grupos y en ninguno de los tiempos considerados.

Médula espinal

No se observaron variaciones en el contenido de NA, ni de MHPG, en médula
espinal antes o después de la lesidn, como tampoco en ninglin momento del
aislamiento de los animales. Estos resultados aparecen conjuntamente en la Tabla
XIV y tan solo los niveles del metabolito se muestran en la Figura 43,

109




0O Agrupadas sham
E Aisladas sham
N Agrupadas lesidn

360 - g Aisladas lesibn
> 270 - * *
- * * *
o * * oy
3 * :
g 180 - é °
o = =
T = =
= %97 — —
0 - } = —
' 1 20 30 40
Operacibn
quirGrgica

TIEMPO (dTas)

Fig. 41.- Efecto de la lesi6n con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de MHPG en hipotilamo de
animales sometidos a estrés por deprivacion social.

Los animales fueron aislados por un periodo de 20 dfas. El dia 21 de aislamiento fueron lesionados mediante Ia inyecciOn
de 9 ug/rata de 6-OHDA. (Lesion) o vehiculo (Sham), prolongando a continuacion ¢l aislamiento durante 20 dias més. Se llevaron
en paralelo los correspondientes animales agrupados sham y lesion. Los niveles d¢ MHPG se determinaron por HPLC 1y 20 dias
antes de 1a lesién y 10 y 20 dias después de la misma, que corresponden en la grafica a los dias 30 y 40 de aislamiento. (Para mas
detalles ver apartado 6.1.2. de métodos). Los datos se expresan como la media £ ESM de B animales por grupo.

** 5<0.01 respecto a los valores de los animales agrupados sham; o p<0.05 respecto a los valores de los animales aislados sham
(test de la "t" de Student).



TABLA XII

EFECTO DE LA LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA SOBRE LA VELOCIDAD
DE RENOVACION DE NORADRENALINA EN HIPOTALAMO DE ANIMALES
AISLADOS HIPERTENSOS

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)

1 Agrupadas 1600 x 68 277 = 19
Aisladas 1572 + 45 250 =+ 23

20 Agrupadas 1678 = 73 294 = 17
Aisladas 1599 = 64 216 £ 16 **

30 Agrupadas sham 1789 = 69 322 = 16
Aisladas  sham 1759 = 79 224 + 12 **
Agrupadas lesi6n 590 + 54 ** 179 = 17 **
Aisladas  lesién 540 + 67 oo 162 + 20 o

40 Agrupadas sham 1810 = 88 318 = 24
Aisladas  sham 1720 + 92 205 + 13 **
Agrupadas lesion 576 = 49 ** 176 £ 19 **
Aisladas  lesion 603 + 66 00 155 =+ 150

Se estudio el efecto de la lesién con 6-OHDA. (9 ug/rata) o vehiculo en animales
sometidos a deprivacién social durante 20 dias, Después de la lesién, efectuada en
el dfa 21 de aislamiento, los animales permanecieron aislados durante 20 dias mas.
Los niveles de NA y MHPG fueron determinados por HPLC a distintos tiempos
antes de la lesion (1 y 12 dfas de aislamiento) y después de la misma (30 y 40 dias
de aislamiento), considerando al metabolito de NA como indice de la velocidad de
renovacién de la amina. Los valores estan expresados como la media = ESM de 8
animales por grupo.

* p<0.05 y ** p<0.01 respecto a los valores de los animales agrupados sham;
o p<0.05 y oo p<0.01 respecto a los valores de los animales aislados sham (test

de la "t" de Student).
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42.- Efecto de la lesién con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de MHPG en bulbo raquideo
de animales sometidos a estrés por deprivacion social.

Fig.

(Para detalles metodologicos ver leyenda de la Figura 41).



TABLA XIiI

EFECTO DE LA LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA SOBRE LA VELOCIDAD
DE RENOVACION DE NORADRENALINA EN BULBO RAQUIDEO DE
ANIMALES AISLADOS HIPERTENSOS

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tej)
1 Agrupadas 660 x 29 234 + 23
Aisladas 654 + 17 245 = 19
20 Agrupadas 649 x 21 246 = 15
Aisladas 655 + 18 251 = 17
30 Agrupadas sham 612 + 33 255 = 21
Aisladas  sham 603 + 26 269 £ 13
Agrupadas lesion 654 % 25 243 £ 16
Aisladas  lesi6n 661 + 42 264 = 23
40 Agrupadas sham 673 + 24 248 = 19
Aisladas  sham 680 x 31 253 = 18
Agrupadas lesién 668 + 27 265 = 13
Aisladas  lesion 674 + 20 260 = 22

(Ver leyenda de la Tabla XII para detalles metodolégicos).
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Fig. 43.- Efecto de Ia lesifn con 6-hidroxidopamina del haz noradrenérgico ventral sobre los niveles de MHPG en médula espinal
de animales sometidos a estrés por deprivacién social.

(Para detalles metodolgicos ver leyenda de Ia Figura 41).



TABLA XIV

EFECTO DE LA LESION CON 6-HIDROXIDOPAMINA SOBRE LA VELOCIDAD
DE RENOVACION DE NORADRENALINA EN MEDULA ESPINAL DE
ANIMALES AISLADOS HIPERTENSOS

TIEMPO GRUPO NA MHPG
(dias) (pg/mg tef)

1 Agrupadas 235 + 18 35 £ 2
Aisladas 243 + 15 39+2

20 Agrupadas 223 = 22 38 = 2
Adisladas 230 = 15 40+ 1

30 Agrupadas sham 230 = 16 41 = 2
Aisladas  sham 237 = 27 42 = 1

Agrupadas lesion 241 = 11 39 + 2

Aisladas  lesion 233 + 19 37 + 3

40 Agrupadas sham 227 £ 23 42 = 1
Aisladas  sham 239 = 14 44 = 3

Agrupadas lesion 242 £ 12 39 + 2

Aisladas  lesidn 226 = 18 40 = 3

(Ver leyenda de la Tabla XII para detalles metodoldgicos).



DISCUSION



1. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA HIPERTENSIVA EN EL
MODELO DE DEPRIVACION SOCIAL Y VALIDACION DEL MISMO
COMO MODELO DE ESTRES

La premisa inicial en este estudio sobre los mecanismos catecolaminérgicos
centrales implicados en los efectos cardiovasculares inducidos por deprivacitn social
fue la conveniente caracterizacién del modelo experimental elegido.

Asf, en primer lugar, se procedié a determinar la respuesta hipertensiva
inducida por deprivacién social, replicando los hallazgos de Naranjo y Fuentes (1985)
quienes observaron que el aislamiento de ratas jévenes producia un incremento de
la presién arterial sist6lica, Efectivamente, los animales jovenes deprivados
socialmente presentaron lecturas elevadas no solamente de la presion arterial
sistdlica, sino también de la presion arterial diastélica, incremento que alcanzd
valores maximos y pricticamente estables en la tercera semana de aislamiento.

La discrepancia de nuestros resultados y los de Naranjo y Fuentes (1985) en
relacién a la frecuencia cardiaca, que no se ve modificada durante el periodo en que
los animales fueron sometidos a deprivacién social en este trabajo, puede estar
fundamentada en las distintas estirpes de ratas Wistar empleadas en cada caso Y,
consecuentemente, en la diferente reactividad de cada una de ellas al someterse a
la misma situacién. De acuerdo con la hipétesis anterior, algunos autores han
explicado la diversidad de las respuestas observadas para distintos grupos de ratas
SHR y ratas Sprague-Dawley ante un mismo estimulo en funcién de las
caracterfsticas genéticas propias de cada grupo animal (Trippodo y Frohlich, 1981).

En una segunda aproximacién al modelo de deprivacién social, se tratb de
validar dicho paradigma experimental como modelo de estrés.

Definir con precision marcadores biol6gicos para el estrés entrafia una gran
dificultad debido a la especificidad del efecto que produce cada modelo sobre los
distintos parametros fisiolégicos. A pesar de ello, es cierto que en todos los casos se
verifica una activacién del eje HHA (Selye, 1976; Reisine, 1986) que conlleva, en
fitimo término, un aumento de los niveles de GC circulantes. En este sentido, se
encuentran los trabajos de Takahashi y cols, (1992), Vogel y Jensh (1988) y Natelson
y cols. (1981) indicando que, mientras los niveles de catecolaminas plasmaticas
expresan la intensidad del estrés percibido cuando la naturaleza de aquél es aguda,
la concentraci6n de corticosterona en plasma refleja més adecuadamente la magnitud
del estrés cuando éste presenta un cardcter crénico o semicronico. Por lo tanto,
estaria justificada la determinacién de corticosterona plasmatica como indice del
estrés inducido por deprivacion social,
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Asi, los niveles plasméiticos de corticosterona se elevaron de manera
significativa como consecuencia del aislamiento, coincidiendo con las observaciones
de Bennet y Gardiner (1978) empleando el mismo modelo experimental en ratas
adultas. Sin embargo, las variaciones detectadas en los niveles de corticosterona
plasmaticos aunque significativas son, en nuestro caso, sensiblemente inferiores a las
descritas por aquellos autores. Estas diferencias podrian explicarse en funcién de la
distinta edad de los animales empleados o de la hora del dja a la que se efectud la
toma de muestras, ya que puede modificar de forma radical los resultados debido al
ritmo circadiano de la corticosterona (Shimoda y cols., 1988). Cabe también la
posibilidad de que se trate de diferencias metodolégicas del radioinmunoensayo
empleado en cada caso.

2. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA CENTRAL EN
EL TRANSCURSO DEL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

Son numerosos los estudios que revelan modificaciones de la actividad de las
neuronas catecolaminérgicas en respuesta a una gran variedad de estimulos
estresantes. Con esta premisa, y conocida la manifiesta contribucién de las
catecolaminas en la regulacién cardiovascular, se planteaba la posibilidad de que la
respuesta hipertensiva observada en €l transcurso del estrés por deprivacion social
estuviera mediada por alteraciones de la transmision catecolaminérgica en el SNC.

En nuestras condiciones experimentales, la modificacién més relevante
encontrada después de someter a los animales al modelo de deprivacion social fue
una disminucién del tono noradrenérgico hipotaldmico, reflejado por el descenso de
los niveles del metabolito de NA (MHPG) en esta estructura a los 20 dfas desde el
inicio del ajslamiento. Tanto el sistema adrenérgico como dopaminérgico no se
modificé en el transcurso del estrés en ninguna de las estructuras analizadas.
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Si la mencionada variacién en el tono noradrenérgico durante el aislamiento
estd correlacionada con el aumento de la PA es, por el momento, s6lo una hipétesis,
puesto que también es posible que dicha variacién sea reflejo de otros eventos
fisioldgicos que acompafian al estrés (Weiss y cols., 1989) y que han sido asociados,
igualmente, con modificaciones del tono catecolaminérgico central. Esta
consideraci6n alcanza mayor relevancia al tratarse del hipotdlamo, regién cerebral
que juega un papel fundamental en la coordinacibn de las respuestas
comportamentales y neuroendocrinas (Swanson y Sawchenko, 1983). Por el contrario,
el bulbo raquideo y la médula espinal, son zonas que desempefian, casi
exclusivamente, funciones auténomas, como el control cardiovascular, sin aparentes
implicaciones en el funcionalismo endocrino.

La reduccién de la velocidad de renovacién de NA en hipotdlamo que se
observa en las ratas aisladas coincide con los resultados obtenidos para otros
modelos experimentales de hipertension. As, Saute! y cols. (1988a) encontraron una
disminucién de la actividad de este sistema de neurotransmisién en diferentes
niicleos hipotaldmicos de ratas genéticamente hipertensas de la raza Lyon, resultados
que son coincidentes con los de Wijnen y cols. (1980) en ratas SHR.

Mitchell y Lawler (1989) han sugerido, del mismo modo, la participacion del
sistema noradrenérgico hipotaldmico en la génesis de la hipertension, al observar que
ratas BHR (con hipertension l4bil y sometidas a un modelo de estrés que
previamente se habfa demostrado inducia una elevaci6n de la PA) presentaban una
disminucién de la velocidad de renovacién de NA en los ntcleos ventromedial y
paraventricular del hipotalamo,

Parece ser que la reducida actividad de las terminales noradrenérgicas en la
regi6n anterior hipotaldmica en los casos antes mencionados podria estar
estrechamente relacionada con el desarrollo de la hipertension, ya que a esta zona
se le atribuye una funcién vasodepresora (Philippuy cols., 1979) y, al mismo tiempo,
moduladora del reflejo barorreceptor (Hilton y Spyer, 1977) por medio de la
estimulacién de receptores alfa-adrenérgicos a través de la liberacion local de NA

(Sautel y cols., 1988b).

Igualmente, se ha encontrado una disminucién de la velocidad de renovacion
de NA asociada a otros modelos experimentales de hipertensién no genéticos, Tal
es el caso de De Champlain y Van Amerigen (1981) en ratas DOCA-sal y de Wijnen
y cols. (1980) en ratas con hipertensién renal. :
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Es preciso sefialar que, por el contrario, durante el estrés agudo sucle
verificarse una activacion del sistema noradrenérgico en distintas regiones cerebrales,
necesaria para responder a las demandas més inmediatas del organismo (Dunn,
1988).

En relacién a la inalterabilidad de la actividad adrenérgica y dopaminérgica
hipotaldmica se encuentran los resultados de Fuxe y cols. {1975) en ratas SHR
respecto a sus controles WKY. Al mismo tiempo, la ausencia de efecto sobre este
altimo sistema de neurotransmisién en nuestro modelo no excluirfa, totalmente, su
participacion en el desarrollo de 1a hipertension. Las terminales dopaminérgicas en
el hipotdlamo no s6lo desempefian funciones vasculares, sino también
comportamentales y neuroendocrinas (Hokfelt y cols., 1973), que estdn patentes en
el transcurso del estrés, y que podrian contrarrestar el efecto cardiovascular
intrinseco de las mismas.

Analizando los resultados en las otras dos estructuras, bulbo raquideo y
médula espinal, es posible que la similitud encontrada en los diferentes sistemas
catecolaminérgicos considerados entre animales aislados y agrupados no refleje,
exactamente, la refractariedad de dichos sistemas ante el estrés. Puede ser que,
debido a la disposicién de los neurotransmisores en diferentes nicleos dentro de
estas regiones, la ausencia aparente de efecto represente el resultado neto de la
activaci6n o inhibicién simultdnea de diversas poblaciones, cuyos efectos, por lo que
se refiere al control cardiovascular, sean contrapuestos (Patel y Schmid, 1987; Reis
y cols, 1987). Esto sucederfa, por ejemplo, en el caso de las poblaciones
noradrenérgicas del bulbo raquidec Al en la CVLB y A2 en el NTS, asi como para
las poblaciones adrenérgicas C2 y C1 localizadas en esta misma regién cerebral

(Louis y cols., 1987).

3, EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE 6-HIDROXIDOPAMINA EN
EL. HAZ NORADRENERGICO VENTRAL SOBRE LOS SISTEMAS
CATECOLAMINERGICOS CENTRALES

Parece necesario, antes de valorar Jas consecuencias de la administracion de
la neurotoxina sobre los sistemas catecolaminérgicos centrales, justificar el empleo
de 6-OHDA, asi como la eleccion del HNV para su administracion, com'o
aproximacién farmacolégica que nos permitiera confirmar la hip6tesis de trabajo

planteada al inicio de este estudio.
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La importancia de la 6-OHDA como agente neurotdxico radica en que este
andlogo de NA dirige sus acciones citotfxicas selectivamente, al acumularse con
exclusividad en neuronas catecolaminérgicas. Este hecho ha permitido que sea una
de las herramientas de trabajo m4s utilizadas en la investigacion basica de la funcion
de los sistemas de neurotransmisién monoaminérgicos en la regulacion
cardiovascular, comportamental o endocrina (Van den Buuse y cols.,, 1984; Cole y
Robins, 1987; Haas y George, 1989).

Son numerosos los trabajos que utilizan 6-OHDA en el estudio de los
mecanismos patogénicos que originan un aumento de la PA en diferentes modelos
de hipertensién animal. En relacién a lo anteriormente expuesto encontramos los
trabajos de Dargie y cols. (1976) en ratas con hipertensién renovascular, donde la
administracién intracisternal de 6-OHDA previene la elevacion de la PA y el
incremento de los niveles de NA plasmadticos caracteristicos de este modelo de
hipertensién. Del mismo modo, Van den Buuse y cols. (1986) observaron que la
lesion con esta misma neurotoxina atenuaba el desarrollo de la hipertension en ratas
espontdneamente hipertensas.

La relevancia cardiovascular de las vias noradrenérgicas ascendentes estd
basada en la profunda inervacién que estructuras tales como el hipotalamo o la
corteza cerebral reciben desde neuronas noradrenérgicas situadas en regiones
pontino-bulbares (Lindvall y Bjorklund, 1974). Del mismo modo, nicleos
hipotalamicos proyectan densamente al NTS donde tiene lugar la primera sinapsis
de las aferencias barorreceptoras (Palkavits 1980). De esta manera, areas implicadas
en la regulacién basica del sistema cardiovascular estdn ligadas a centros
relacionados con las respuestas comportamentales, emocionales y hormonales frente
a estimulos ambientales (Korner y cols., 1972; Van den Buuse, 1990).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la eleccion del HNV como lugar de
administracién de la neurotoxina se realizd en base a que este tracto ascendente
proporciona la principal inervacién noradrenérgica del hipotdlamo desde grupos
celulares situados en regiones pontino-bulbares de reconocida participacidén en la
regulacién cardiovascular (Ungerstedt, 1971) y, asimismo, el hipotdlamo es una
estructura cuya intervencién en muchas de las respuestas fisioldgicas al estrés no
admite ninguna duda (Swanson y Sawchenko, 1983; Spyer, 1989).

En general, existe una buena correlacion entre la reduccién en el contenido
de catecolaminas y la accién degenerativa de la neurotoxina a nivel] central como
periférico (Kostrzewa y Jacobowitz, 1974; Sudo, 1985), de tal modo que los niveles
de aminas pueden ser considerados un buen indice bioquimico del grado de la lesion
ocasionada por 6-OHDA (Jonsson, 1980).
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La administracion de la neurotoxina produce una disminucién del contenido
hipotaldmico de NA y de su metabolito MHPG, asi como de AD a partir de los 12
dias, sin originar ninguna modificacién en la actividad de estos dos sistemas de
neurotransmision en el bulbo raquideo, ni en la médula espinal. De modo anélogo,
los niveles de DA tampoco se modifican por efecto de la lesién en ninguna de las
estructuras analizadas.

La inervacin noradrenérgica hipotaldmica se origina en grupos celulares de}
bulbo raquideo que corren, preferentemente, a través del HNV (Palkovits, 1981). Las
lesiones con 6-OHDA en este tracto noradrenérgico provocan una disminucién de
los niveles de NA hipotaldmica (Mitchell y cols., 1990; Cole y Robbins, 1987),
manteniendo intacta Ja inervacién dopaminérgica, Ello concuerda perfectamente con
nuestros resultados, donde encontramos tras la lesién una disminucién en el
contenido de NA en el hipotdlamo (70%), mientras que los niveles de DA no se ven
modificados.

Paralelamente, la pérdida de neuronas noradrenérgicas, asf como la posible
alteracion de las enzimas de sintesis y, tal vez, del metabolismo de esta monoamina
por efecto de la neurotoxina, originan también una disminucién en la velocidad de
renovacion de NA tras la administracién de 6-OHDA, que viene reflejada por los
niveles de su principal metabolito: MHPG (Kostrzewa y Jacobowitz, 1974).

Por otro lado, se han encontrado evidencias sobre la existencia de un tracto
adrenérgico que ascenderfa desde la regién C1 bulbar enviando proyecciones hacia
el hipotdlamo (Fuller, 1982). La estimulacién eléctrica de esta regién aumenta la
liberacion de AD hipotaldmica, mientrés que la estimulacion cercana, pero fuera de
ella, no afectarfa a la liberacién de catecolaminas en el hipotdlamo (Ward-Routledge
y Marsden, 1988). Asi, en nuestro caso, la administracién de 6-OHDA en el HNV
produce una marcada disminucién de los niveles de AD hipotaldmica que podria
deberse a un deterioro simultineo ocasionado a dichas proyecciones adrenérgicas al
efectuarse la lesion.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la lesidon con 6-OHDA no tiene
efecto sobre los niveles de catecolaminas en el bulbo raquideo. Para explicar esta
falta de degeneracion retrograda, se puede especular que el perfodo en el que se ha
llevado a cabo el seguimiento de las variaciones bioquimicas consecuencia de la
lesion con 6-OHDA sea insuficiente para observar dichas alteraciones ya que, segln
algunos autores, parece ser que este proceso en el SNC es lento y progresivo, y los
cuerpos celulares no se degeneran hasta varios meses después de la administracién
de la neurotoxina (Thoenen y Tranzer, 1973).
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4. IMPLICACION DEL SISTEMA NORADRENERGICO CENTRAL EN LA
RESPUESTA HIPERTENSIVA AL ESTRES POR DEPRIVACION SOCIAL

4,1. PREVENCION DE LA RESPUESTA HIPERTENSIVA INDUCIDA POR
DEPRIVACION SOCIAL EN ANIMALES LESIONADOS EN EL HAZ
NORADRENERGICO VENTRAL

El papel del sistema noradrenérgico central en el desarrollo de la respuesta
hipertensiva al estrés por deprivacién social se puso de manifiesto mediante la lesién
del HNV por administracién de 6-OHDA previa al aislamiento.

La administracién de la neurotoxina induce un descensc en los niveles
hipotaldmicos de NA, AD y MHPG, sin que se observaran alteraciones en esos
mismos sistemas en las demds regiones analizadas, as{ como tampoco en los niveles
de DA. Esta reduccién en el contenido de catecolaminas centrales estd de acuerdo
con el proceso degenerativo ocasionado por la neurotoxina (Sudo, 1985).

Los animales lesionados y aislados son incapaces de generar la respuesta
hipertensiva, en contraposicién a lo que ocurre en la rata con su SNC intacto que
registra lecturas elevadas de la PA sistdlica y diastdlica a partir de los 12 dias de
aislamiento continuado.

Por tanto, la integridad del HNV parece ser critica para el desarrollo de Ia
respuesta hipertensiva inducida por deprivacién social. De acuerdo con este hecho,
la destruccién de terminales nerviosas catecolaminérgicas en el hipotdlamo por 6-
OHDA no altera la presién arterial basal pero si antagoniza la elevacion de la PA
provocada por estimulacién eléctrica (Przuntek y cols., 1971),

Cabe afiadir aqui que para el caso de la rata SHR se ha puesto de manifiesto
que la lesién intracerebroventricular (i.c.v.) con 6-OHDA previene el desarrollo de
la hipertensién (Erinoff y cols., 1975; Kubo y Hashimoto, 1978). Contrariamente,
cuando la lesion se efectfia por microinyeccién de la neurotoxina en las principales
bandas noradrenérgicas ascendentes ventral y dorsal, el desarrollo de la hipertension
no se ve afectado por la lesién (Van de Buuse y cols., 1984). Las diferencias pueden
deberse al efecto de la neurotoxina sobre los distintos sistemas catecolaminérgicos
segin la via de administracion utilizada en cada caso. Mientras que la administracion
local de 6-OHDA produce la destruccién de NA, en el caso de fa ruta i.c.v. también
se afectan los sistemas DA y AD.
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En conclusién podemos afirmar que, mientras que en la respuesta hipertensiva
al estrés la inervacién prosencefilica noradrenérgica parece ser trascendente, en
cambio no desempefia el mismo papel preponderante en otros modelos de
hipertensién no relacionados con la aplicacién de un estimulo aversivo.

4.2. INALTERABILIDAD DE LA PRESION ARTERIAL POR LA LESION DEL
HAZ NORADRENERGICO VENTRAL EN ANIMALES HIPERTENSOS
POR DEPRIVACION SOCIAL

Con el fin de determinar si la integridad del HNV era critica no s6lo en el
desarrollo, sino también en el mantenimiento de la respuesta hipertensiva inducida
por deprivacién social se procedié a lesionar con 6-OHDA animales deprivados
socialmente por un perfodo de tiempo de 20 dias que ya hubieran desarrollado la
respuesta hipertensiva caracterfstica de este modelo de estrés.

La administracién de la neurotoxina produce una disminucién de los niveles
hipotalamicos de NA, MHPG y AD transcurridos 10 dias de la lesion, sin observarse
modificaciones en estos sistemas de neurotransmisién, as{ como tampoco en los
niveles de DA, en ninguna de las otras dos estructuras analizadas. Las modificaciones
encontradas en los sistemas catecolaminérgicos centrales son similares a las
registradas cuando Ja lesion era previa a la deprivaci6n social, indicando una estrecha
correlacién entre las alteraciones bioquimicas observadas y la administracion de la
neurotoxina.

Las lecturas de PA, tanto sistdlica como diast6lica, se mantienen elevadas en
el caso de que la lesién suceda al aislamiento, contrariamente a lo que sucedia
cuando los animales eran lesionados antes de la aplicacién del modelo de estrés,

Hausler y cols. (1972a, 1972b) obtuvieron unos resultados muy similares en
ratas SHR. Asf, la inyeccién de 6-OHDA en ratas espontdneamente hipertensas
antes del desarrollo de la hipertensién prevenfa la progresiva elevacién de la PA,
mientras que la administracién de la neurotoxina en ratas adultas SHR con
hipertensién establecida causaba solamente una caida de PA de carécter transitorio
y débil. Un efecto preventivo, andlogo al mencionado, ha sido observado por
diferentes investigadores en otro tipo de ratas hipertensas (Ikeda y cols,, 1976; Clark
y cols., 1972).
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El analisis de los 0ltimos resultados expuestos sugiere que el HNV puede
desempeiiar un papel en el inicio, pero no en el mantenimiento, de la hipertension
observada en el transcurso del estrés por deprivacién social. De este modo, los
mecanismos centrales regidos por neuronas monoaminérgicas son importantes, al
menos en parte, en el desarrollo de dicha respuesta hipertensiva, No obstante, el
mantenimiento de las lecturas elevadas de PA dependeria de otros procesos, tal vez
periféricos, que se activarfan en un segundo lugar, permitiendo que el estado
hipertensivo persistiera en el tiempo.

5. CORRELACION ENTRE LA VARIACION DE LA PRESION ARTERIAL Y
IA MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD NORADRENERGICA
CENTRAL INMEDIATAMENTE DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE
6-HIDROXIDOPAMINA EN EL. HAZ NORADRENERGICO VENTRAL

Cuando lesionamos el HNV en animales jévenes observamos que se producia
un estado hipertensivo transitorio a las 24 horas después de la administracion de la
neurotoxina, recuperandose las lecturas basales de PA sistlica y diastdlica en un
espacio breve de tiempo (3-4 dias). Dicho incremento de PA era efecto directo de
la lesién y no del aislamiento, ya que se presentaba en animales lesionados, tanto
agrupados como aislados, y no tenfa lugar en los animales sometidos a la operacion
ficticia (Sham),

Por otro lado, las variaciones en la neurotrasmisién noradrenérgica central
ocasionadas por la administraci6n de 6-OHDA, a las que se ha hecho alusi6n en los
apartados anteriores, no se podfan correlacionar con la modificacién en la PA un dia
después de la inyeccion de la neurotoxina puesto que mo existfa simultaneidad
temporal entre ambos sucesos,

Sin embargo, se encontraron algunos cambios en la actividad noradrenérgica
central se encontraron en ese mismo perfodo de tiempo en dos de las estructuras
analizadas. El aumento de los niveles del metabolito de NA (MHPG) en bulbo
raquideo y médula espinal s parecfa poder estar sintonizado con la elevacion de la
PA que acontecia en ese mismo momento.
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Resuita dificil el determinar si el aumento del tono noradrenérgico observado
en estas estructuras es causa o consecuencia del estado hipertensivo transitorio.
Nomura y Okamura (1989) describen que los niveles de MHPG en el bulbo raquideo
son més elevados en ratas SHR que en sus controles normotensos WKY,
correlacionando la alteracién de este parémetro bioquimico en dicha regién cerebral
con la hipertensién que presentan las ratas SHR.

En otro modelo experimental de hipertensién, Shalita y cols. (1982) relacionan,
de nuevo, el aumento de la velocidad de recambio de NA en bulbo raquideo con las
lecturas elevadas de presion arterial manifiesta en las ratas DOCA-sal.

En cuanto a la médula espinal, algunos autores han descrito un incremento de
la actividad noradrenérgica en esta estructura en animales genéticamente
hipertensos, sugiriendo su implicacién, de algiin modo, en el dasarrollo de la
hipertensién en estos animales (Howe y cols., 1981).

Nuestros resultados, de acuerdo con lo anterior, permitirfan especular que el
incremento de la actividad noradrenérgica en el bulbo raquideo y en la médula
espinal pudiera constituir el suceso final que en el SNC contribuiria al
desencadenamiento de ese estado hipertensivo efimero.
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CONCLUSIONES



1.- Los animales jovenes deprivados socialmente presentan lecturas elevadas de
presi6n arterial sistélica y diast6lica. Desde el punto de vista neuroquimico, el estrés
por deprivacién social produce una disminucion de la actividad noradrenérgica
hipotaldmica, que se refleja en un descenso en los niveles del metabolito de
noradrenalina (MHPG), hecho probablemente relacionado con el incremento de la
presién arterial manifiesto en los animales aislados.

2.- La respuesta hipertensiva generada en animales jovenes sometidos a estrés por
deprivacién social no se desarrolla en ratas previamente lesionadas en el haz
noradrenérgico ventral con 6-hidroxidopamina. Tal circunstancia denota el papel
critico desempeiiado por esta via noradrenérgica central en la generacion del estado
hipertensivo durante el aislamiento.

3.- Los animales deprivados socialmente e hipertensos no modifican las lecturas
elevadas de presién arterial sistolica y diastolica por efecto de la lesidén en el haz
noradrenérgico ventral con 6-hidroxidopamina. Por lo tanto, este tracto
noradrenérgico no parece ser imprescindible en el mantenimiento de la respuesta
hipertensiva inducida por deprivacién social,

4.- La administracién de la neurotoxina 6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico
ventral origina alteraciones en la presion arterial de animales normotensos,
modificacién que se traduce en un estado hipertensivo transitorio manifiesto 24 horas
después de la inyeccién de la neurotoxina,

5. El aumento directo e inmediato de la presion arterial por administracion de
6-hidroxidopamina en el haz noradrenérgico ventral podria correlacionarse con el
incremento de la actividad noradrenérgica observado en el bulbo raquideo y en la
médula espinal, constituyendo el suceso final que en el SNC contribuiria a
desencadenar ese estado hipertensivo efimero.
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