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1.- Agua: distribucion entre los diferentes compartimentos celulares y

su relacion con la sed.

Es un hecho bien conocido, que los seres humanos y demas mamiferos,
pierden una gran cantidad de liquido a través de la piel, pulmones y rifion (Adolph,
1969; Fried et al., 1997; Johnson et al., 1997; Saltmarsh, 2001). El rango de esta
pérdida, varia considerablemente dependiendo de la temperatura ambiente y corporal
(fiebre), actividad fisica, respuesta antidiurética (retencion de fluidos) e ingesta de

comida (Fried et al., 1997; Saltmarsh, 2001; Thrasher et al., 1981).

Por término medio, una persona sana, adulta, siguiendo una dieta normal y
viviendo en un ambiente controlado, pierde una media de 1.5 litros/dia. Este déficit
obligatorio, sera compensado parcialmente por la toma de agua, comida o el
metabolismo de la dieta. Esto sugiere que ha de existir algin mecanismo que asegure
que el volumen de ingesta sea siempre suficiente para reemplazar la pérdida habitual
con el fin de mantener un equilibrio en el organismo (Camargo et al., 2001; Curtis et
al; 2001; Fitzsimons, 1979; Hussy et al., 2000; Johnson et al., 1997; Saltmarsh, 2001;
Share et al., 2000; Verbalis et al., 2000).

Ahora bien, en cualquier caso conviene recordar al respecto, que en la
mayoria de las ocasiones la ingesta de agua es producida por una alteracion en su
distribucion dentro del organismo, mas que por una pérdida real de la misma
(Camargo et al., 2001; Johnson et al., 1997; Robertson, 1983; Verbalis et al., 2000;
Wong, 1976).

En este sentido, conviene explicar cuales son los factores que determinan los
movimientos del agua entre los diferentes compartimentos celulares asi como
algunas de sus peculiaridades, tales como las relacionadas con el volumen vy
composicion electrolitica de los mismos, para de esta manera poder estudiar como se

lleva a cabo el control y regulacion de la ingesta de liquidos.
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Sin duda, el agua es la sustancia mas abundante dentro del cuerpo. Se estima
que sobrepasa el 60% del peso corporal en el hombre y el 50% en la mujer (Ganong
1995; Johnson et al., 1997; Saltmarsh, 2001; Verbalis et al., 2000). Una vez
absorbida a través del tracto gastrointestinal, es distribuida por todo el organismo.
Aproximadamente, dos terceras partes se encuentra en el interior de las células en
condiciones estables (compartimento intracelular), y el tercio restante en los
compartimentos extracelulares (Ganong 1995; Johnson et al., 1997; Verbalis et al.,

2000) (ver fig. 0.1).

1.1.- Compartimento Intracelular.

El fluido intracelular forma parte del citoplasma de las células y comprende
alrededor de 2/3 partes del agua del cuerpo (fig. 0.1). Si bien la composicion exacta
del liquido de este compartimento es variable en la mayoria de los casos, se observan
en él niveles altos de potasio y magnesio y bajos en sodio (Cogan, 1991). Por lo que
respecta a la composicion intracelular de los aniones resulta ser baja en cloro y

bicarbonato y alta en fosfatos y sulfatos.

1.2. - Compartimento Extracelular.

El compartimento extracelular, constituye algo mas de un tercio de la
totalidad del agua corporal, y representa el liquido que se encuentra fuera de las
células corporales (Cheek, 1961; Cogan 1991; Edelman et al., 1959; Ganong 1995;
Johnson et al., 1997; Kleeman, 1989; Verbalis et al., 2000) (fig. 0.1), incluyendo:

e Fluido plasmatico (intravascular).
e Fluido intersticial y linfatico.

e Agua del tejido conjuntivo y déseo.
e Liquido transcelular.

e Liquido cefalorraquideo (CFR).
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e La composicion plasmatica, que aproximadamente representa el 7% del agua

total del cuerpo (Edelman y Liebman, 1959), esta constituida aproximadamente
por un 93% de agua y un 7% de solutos, especialmente lipidos y proteinas. El
cation predominante es el sodio, y su concentracion es mantenida por
mecanismos renales dentro de limites muy estrictos. Por otro lado, cationes
como el potasio y el magnesio estan presentes en menores cantidades. En cuanto
a los aniones, hay que decir que los mas frecuentes son el cloro y bicarbonato

(Rose, 1986).

e El fluido intersticial, que se forma como resultado del filtrado del plasma a lo

largo de las paredes de los capilares, contiene el 20% del agua corporal
(Edelman et al., 1959). Estas paredes son altamente permeables al agua,

electrolitos y pequefios solutos.

e Por otra parte, el tejido conjuntivo y 6seo, constituyen el 7% del agua del
organismo (Edelman et al., 1959). El agua en este compartimento es tnica y, por
lo tanto, practicamente inaccesible al intercambio con otros compartimentos del

organismo.

e El liquido transcelular cumple un papel relevante en el transporte celular,

representando el 2.5% del total del agua corporal (Edelman et al., 1959; Hays
1979; Kleeman 1989). Las secreciones de las glandulas salivares, pancreas,
conductos biliares, intestino y piel, son algunos de los ejemplos que forman

parte de este compartimento.

e Finalmente, el liquido cefalorraquideo (CFR), esta constituido por sales

inorganicas similares a las del plasma. El contenido de glucosa es de
aproximadamente la mitad de la disponible en la sangre, presentando niveles
muy bajos en proteinas. El volumen total del LCF del espacio subaracnoideo y

de los ventriculos es de unos 130 ml, un 1% del total del agua del organismo.
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Fluido
, Iniracelular
(28 L)
Totalidad Agua
b Corporal:
j 60% Peso
(42L)
Fluido
Exiracelular
(14 L)

Fig. 0.1.- Representacion esquematica de los compartimentos de fluidos corporales en el hombre. Las
figuras indican los tamafios relativos de los diferentes compartimentos de fluidos y el volumen
absoluto aproximado (litros) de los mismos en una persona de 70 Kg de peso. Tomado de: Verbalis, J
et al., (2000).

Como se ha podido ver, los productos disueltos en el agua, aparecen en
diferentes concentraciones segun se localicen en el interior o en el exterior de las
células (Guyton, 1976; Hussy et al., 2000; Verbalis et al., 2000). Asi, el potasio
intracelular es muy abundante (141 mosmoles/l) frente a su alta dilucion en el
exterior de la célula (5 mosmoles/l); lo mismo sucede con el sodio, pero en sentido
contrario (10 mosmol/l en el interior por 144 mosmol/l en el exterior). La
conservacion de estas distribuciones es vital para el adecuado funcionamiento

celular.
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En cuanto a los compartimentos mencionados anteriormente hay que decir
que se encuentran adosados unos a otros, aunque separados por barreras
semipermeables, que permiten el paso de algunas sustancias, pero no de otras, a
través de ellos. Asi por ejemplo, las paredes de los capilares separan el fluido
plasmatico (intravascular) del liquido intersticial; mientras que las membranas
celulares (proteinas y fosfolipidos) separan el fluido intersticial del intracelular. En
cualquier caso, dos de estos compartimentos en particular, el intracelular e

intravascular, han de mantenerse siempre dentro de unos limites muy precisos.

De hecho, cualquier alteracion producida en la concentracion fisiologica del
electrolito, hace que el agua fluya de un lado hacia el otro de la membrana con el fin
de concentrar o diluir el producto alterado en su concentracion, basandose en los
principios osmoticos. Esta precisa dinamica interna puede verse afectada por varios
factores. Asi por ejemplo, el aumento en los valores osmolares del medio
extracelular, produce la salida inmediata del agua del interior de la célula, quedando

ésta ultima deshidratada, e induciendo a la toma de agua para recuperar sus niveles.

La privacion de agua o el consumo de alimentos ricos en sodio son factores
desencadenantes de la puesta en marcha de mecanismos de conservacion y
regulacion de fluidos renales y electrolitos, asi como del consumo de agua originado
por variables osmoticas (Balment et al 1980; Briski et al., 2000; Cheng et al., 1986;
Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley et al., 1994;
Miyata et al., 2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983;
Sandgaard et al., 2000; Stricker et al., 1987, 2000; Verbalis et al., 1991, 2000; Voisin
et al., 1999; Weitzman et al., 1978).

Experimentalmente, este proceso puede ser desencadenado mediante la
administraciéon de sustancias hipertonicas que no atraviesan con facilidad Ia

membrana celular, como es el caso del cloruro sodico (CINa) o la sacarosa.

En otro apartado y en relacion con el volumen del plasma sanguineo, éste

debe mantenerse dentro de unos limites estrictos a fin de preservar un
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funcionamiento regular del sistema cardiaco (Johnson et al., 1997; Hussy et al.,
2000; Robertson, 1983; Saltmarsh, 2001; Verbalis et al., 2000). Asi por ejemplo, hoy
es bien sabido que ante una reduccion del liquido intravascular (hipovolemia) se
desencadenan una serie de reacciones neuroendocrinas compensatorias que trataran
de posibilitar la conservacion y retencion de los fluidos corporales (respuesta
antidiurética/antinatriurética), asi como el mantenimiento de la presion sanguinea en
condiciones Optimas (respuesta vasoconstrictora) (Fitzsimons, 1998; Johnson et al.,
1997; Phillips, 1987; Phillips et al., 1998; Schiltz et al., 1997; Share, 1988; Share et
al., 2000; Stricker et al., 2000; Verbalis et al., 2000; Weitzman et al., 1978).

Finalmente, no podemos terminar este apartado sin mencionar que una
situacion de hipovolemia también genera una manifiesta respuesta comportamental:
la busqueda e ingesta de agua y CINa con el objetivo de restaurar el déficit de

volumen producido (Share, 1988; Share et al., 2000; Verbalis et al., 2000).

Diarreas, vOmitos, hemorragias, enfermedades renales, trastornos
cardiovasculares; son condiciones clinicas que a veces se acompafian de importantes
pérdidas volumétricas, forzando al consumo de liquidos (Fitzsimons, 1998; Johnson
et al., 1997; Phillips et al., 1998; Share et al., 2000; Stricker et al., 2000; Verbalis et
al., 2000).

Experimentalmente, la sed volémica puede ser desencadenada administrando
un coloide (p.ej. glicol de polietileno) en la cavidad intraperitoneal del animal o bajo
la piel distendida de su zona dorsal (Fitzsimons, 1961, 1998; Stricker, 1968; Verbalis
et al., 2000). Este producto no puede atravesar una biomembrana, acumulandose por
tanto en la pared peritoneal y reduciendo el volumen plasmatico. Existen datos que
demuestran que la osmolaridad no cambia, lo que asegura la no participacion de los
mecanismos osmoticos en esta ingesta de agua (Fitzsimons, 1961; Peters, 1980;
Verbalis et al., 2000). Otros procedimientos experimentales capaces de inducir esta

modalidad de sed, incluyen el desencadenamiento de hemorragias, o manipulaciones
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que interfieran con el retorno venoso al corazon ( Fitzsimons et al., 1969, Fitzsimons,

1998).

En conclusion, y a modo de resumen, se puede sefialar que cualquier
alteracion en los niveles hidrominerales del organismo provoca dos tipos de
respuestas adaptativas y regulatorias: el control fisiologico del medio interno y la
basqueda y consumo de liquidos, y todo ello a través de una interaccion perfecta
entre los organos periféricos y el sistema neuroendocrino cerebral (Fitzsimons, 1979,
1998; Hussy et al., 2000; Johnson et al., 1997; Share et al., 2000; Verbalis et al.,
2000).






2.- Anatomofisiologia de la sed y sus alteraciones.

Los mecanismos osmoticos y volémicos, son los procesos responsables de las
alteraciones producidas en los fluidos internos del organismo. Estas sefiales, son
integradas por regiones especializadas del sistema nervioso central, que reaccionan
intentando el control de estos déficits, bien mediante la activacion de mecanismos
fisiologicos especificos, bien a través de la propia conducta de busqueda y consumo

de agua.

2.1.- Regulacion osmotica de la sed: Deshidratacion celular.

Siempre se ha pensado que la sed, o el hecho de ingerir una serie de liquidos,
puede ser vista como un componente importante de un sistema coordinado, dedicado
al mantenimiento de la tonicidad del fluido corporal dentro de valores adecuados. Por
lo tanto, no es extrafio pensar que si un sistema homeostatico debe funcionar de una
manera efectiva, necesita contar con algin mecanismo que “detecte” pequefos
cambios en la osmolaridad del plasma. Con esta idea parecen coincidir numerosos
autores, que sefialan que un grupo de osmorreceptores llevaria a cabo esta funcion en
los mamiferos, asi como en otras especies (Hussy et al., 2000; Robertson y Athar,
1976; Robertson, 1983; Stricker et al., 2000; Verbalis et al., 2000; Verney, 1947,
Voisin et al., 1999; Wolf, 1950).

Asi por ejemplo, es sabido que el incremento medio en concentracion de
sodio en plasma y osmolaridad necesario para estimular la sed en seres humanos es
de 7 mosm/Kg, con un punto optimo de 284 mosm/Kg (Phillips et al., 1985). En
mujeres embarazadas con una linea base de 280 mosm/Kg, basta sin embargo con un
incremento en 7 mosm/Kg para estimular la sed. Después del parto, las mismas
mujeres tuvieron en linea base una osmolaridad en plasma de 289 mosm/Kg, y el
umbral de la sed fue alcanzado a los 298 mosm/Kg (Davison et al., 1984; Robinson

et al., 1991); lo que indica que bajo ciertas condiciones (parto), se producen una serie
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de cambios en los fluidos corporales, sobre todo en los primeros meses de gestacion,
que hacen que los umbrales para la sensacion de la sed sean menores (Argielles et
al., 2000; Iwasaki et al., 1991; Leggett et al., 1999; Prager et al., 1995; Robertson,
1995; Seckl et al., 1992; Singer et al., 1997; Van der Post et al., 1997). Todos estos
datos estan respaldados hoy en dia, por el conocimiento de una serie de sistemas
neuroendocrinos (de los que hablaremos posteriormente), extremadamente sensibles

a estos cambios o modificaciones en la tonicidad del plasma.

Localizacién de los Osmorreceptores.

La busqueda y localizacion exacta de osmorreceptores cerebrales ha supuesto
un esfuerzo considerable en las ultimas décadas. El método de acercamiento inicial y
mas directo, ha consistido en administrar soluciones hipertonicas en diferentes
regiones cerebrales de distintas especies, y observar el efecto producido en la

conservacion y consumo de agua.

Los intentos para la localizacion exacta de los osmorreceptores cerebrales,
han estado influenciados por la obra de Verney, quien observéd que la administracion
de CINa hipertonico o sacarosa en la arteria carotida eran mas efectivos en estimular
la secrecion de la hormona antidiurética, que cuando eran administrados en una vena
periférica (Verney, 1947). El hecho de que la arteria cardtida irrigue exclusivamente
regiones prosencefalicas, hizo pensar a Verney en la existencia de células sensibles a

la tonicidad del plasma en la parte anterior del hipotalamo (ver fig. 0.2).

Afos mas tarde, Anderson, estimulando eléctricamente o administrando CINa
hipertonico en el hipotalamo rostro-medial, consiguid provocar la toma de agua en
animales saciados (cabras) (Anderson, 1952). Por el contrario, si se generaban
lesiones electroliticas en esta region, los animales se volvian adipsicos (Anderson y

McCann, 1955).

10
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Estos resultados permitian sugerir, que las estructuras prosencefalicas pueden
jugar un papel importante en la regulacion de los procesos osmoéticos. Es mas, la
ablacion mediante aspiracion de la parte frontal del cerebro en ratas, incluyendo la
corteza, bulbo olfatorio, nucleo septal, comisura anterior, cuerpos estriados y area
preodptica, hacia que los sujetos experimentales fuesen insensibles a los tratamientos
hipertonicos (CINa y sacarosa), sin que se viesen afectados por las intervenciones

volémicas (Blass, 1968).

No obstante, uno de los objetivos fundamentales de la neurobiologia de la
regulacion de fluidos, es descubrir la localizacion exacta de estos osmorreceptores y,

como se vera mas adelante, los datos no parecen ser concluyentes.

Dada la importancia de las zonas del prosencéfalo, algunos autores centraron
sus investigaciones en diferentes estructuras del hipotalamo anterior. Una de las

regiones fue el area predptica lateral (fig. 0.2) donde, en resumen, se obtuvieron los

siguientes resultados:

e La administracion (i.c) de CINa hipertonico o sacarosa en el area preoptica
lateral, provoco la toma de agua en ratas y conejos (Blass y Epstein, 1971; Peck

y Novin, 1971).

e Por su parte, lesiones electroliticas restringidas a la misma zona, inhibieron la
respuesta de los sujetos experimentales a inyecciones periféricas de CINa

hipertonico (Abrao et al., 1996, Blass y Epstein, 1971; Peck y Novin, 1971).

Ademas, Blass y Epstein (1971), observaron que cuando se inducia sed en un
animal (rata) mediante la administracion de una solucion hipertonica, la ingesta

de liquidos podia ser abolida inyectando agua en la region preoptica lateral.

11
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Estos trabajos podrian indicar, que los osmorreceptores encargados de
estimular la sed pueden estar localizados en el area preoptica lateral. Mas aun,
diversos estudios electrofisiolégicos han puesto de manifiesto que neuronas
individuales de esta region, se activan cuando los animales son privados de agua o
reciben inyecciones sistémicas de soluciones salinas hipertonicas (Arnauld, Dufy y
Vincent, 1975; Blank y Wayner, 1975; Malmo y Malmo, 1979; Tondat y Almli,
1976).

Ahora bien, estos resultados no demuestran de manera concluyente que las
neuronas del area predptica lateral sean las responsables de detectar directamente los
cambios que se produzcan en la tonicidad del plasma, ya que existe la posiblidad de
que puedan ser activadas indirectamente por osmorreceptores que se encuentren
localizados en otros lugares del cerebro. Es mas, se ha comprobado que lesiones del
area preoptica dificultan el funcionamiento normal de la regulacion osmotica pero no

la eliminan completamente (Coburn y Stricker, 1978; Peck y Novin, 1971).

No se puede descartar por lo tanto, que receptores adicionales localizados en

otras regiones cerebrales puedan ser los responsables de esta conducta regulatoria.

En este sentido, diversos autores han observado un incremento en la actividad
de células situadas en otras zonas del hipotalamo en respuesta a la hipertonicidad
(Gutman et al., 1988; Hayward y Vincent, 1970; Malmo, 1976; Sayer et al., 1984).
Concretamente, una de las estructuras implicadas es, por ejemplo, el hipotalamo

lateral (ver fig. 0.2).

Asi , Smith y McCann (1962), mediante lesiones electroliticas bilaterales en
esta zona, produjeron adipsia y afagia, pensando que esta region podria ser un centro
importante relacionado con la ingesta de agua y comida. A partir de estos datos, se

realizaron numerosos experimentos para intentar disociar ambos comportamientos.

En 1957, Montemurro y Stevenson ya habian sefialado que lesiones

electroliticas que se extienden a la zona incierta y capsula interna, cerca del
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hipotalamo lateral, producian adipsia en los animales pero no afagia. Mas tarde se
comprobd que la estimulacion eléctrica de la zona incierta (dorsal al hipotalamo
lateral), provocaba la toma de agua en ratas saciadas (Huang y Mogenson, 1972).
Estas observaciones parecen indicar que las lesiones de la parte anterior de la zona
incierta, inhiben respuestas fisiologicas que regulan la toma de agua en ratas
normales sin afectar a la ingesta de comida; lo cual sugiere que puede ser un centro

diferente del sistema del hipotalamo lateral (Walsh y Grossman, 1973) (fig. 0.2).

Ademas y apoyando estos resultados, se observo que la administracion de
soluciones salinas hipertonicas en el area predptica, producian cambios en la tasa de
disparo de neuronas de la zona incierta (Mok y Mogenson, 1985). Este hecho podria
indicar que los osmorreceptores situados en la region hipotalamica estimulan la

conducta de ingesta mediante la activacion de neuronas de esta region cerebral.

Otras regiones hipotalamicas que recibieron el maximo interés dadas sus
relaciones con las secreciones neuroendocrinas de caracter hidromineral fueron los

nucleos supradptico (SON) y paraventricular (PAV) (fig. 0.2).

En este sentido, una serie de pruebas experimentales constataron que la
actividad de las células neurosecretoras magnocelulares del SON y PAV exhibian
una serie de cambios tras la administracion de CINa hipertonico (Anderson et al.,
1994; Briski et al., 2000; Han et al., 1996, Hayward y Vincent, 1970; Hussy et al.,
2000; Leng et al., 1999; Miyata et al., 2001; Morien et al., 1999; Rowland, 1998;
Van Tol et al., 1987; Voisin et al., 1999). De esta manera, se penso en la posibilidad
de que algunas de las neuronas de estos centros hipotalamicos podrian ser sensibles a

las variaciones producidas en la tonicidad del plasma.

Estos resultados han sido confirmados por otra serie de estudios mas recientes
en animales (ratas), en los que se ha observado como en condiciones de privacion de
agua se indujo expresion de c-fos en los nucleos hipotalamicos supradptico y
paraventricular magnocelulares (Briski et al., 2000; McKinley et al., 1994; Miyata et
al., 2001; Rowland, 1998; Sagar et al., 1988; Sladek et al., 1994; Takahashi et al.,
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2001; Thunhorst et al., 1998; Xuz et al., 1996); asi como un incremento en la
actividad celular de estas neuronas (Balment et al., 1980; Brimble et al., 1977,
Dogterom, 1977; George, 1976; Jones et al., 1969; 1978; Morris et al., 1984; Walters
y Hatton, 1974; Weitzman et al., 1978).

Hasta ahora, los datos disponibles parecen coincidir con el esquema basico
propuesto por Verney, es decir, que diversas estructuras localizadas en el hipotalamo
anterior parecen responder a cambios en la osmolaridad o concentracion plasmatica,

pudiendo ser relevantes en el control osmético de fluidos.

Ahora bien, independientemente de su localizacion cerebral, los
osmorreceptores deben tener acceso a la circulacion sanguinea a fin de poder llevar a
cabo su funcidén de deteccion. Sin embargo, ninguna de las estructuras cerebrales
mencionadas anteriormente carece de barrera hematoencefalica (BH). Este
planteamiento, condujo al estudio de los oOrganos circunventriculares, zonas del
cerebro exentas de esta limitacion anatomicofuncional (Sladek y Armstrong, 1985).

Asi, algunos autores propusieron que los osmorreceptores podrian localizarse en

>

algunas de estas estructuras, detectando cambios en la osmolaridad gracias a su

acceso directo al plasma sanguineo (Thrasher et al., 1980).

Las primeras evidencias experimentales destacaron el posible papel de la
region hipotalamica situada inmediatamente rostral al extremo anteroventral del III

ventriculo, la zona AV3V (ver fig. 0.2).

En efecto, las lesiones electroliticas en esta region, produjeron adipsia
temporal o permanente, mientras que la administracion de CINa hipertonico o
sacarosa en AV3V generaba una conducta de ingesta (Anderson et al., 1975; Bealer
et al., 1983; Bealer, 2000; Buggy y Johnson 1977; Johnson et al., 1997; Lind y
Johnson 1983; Mckinley et al., 1986; Verbalis et al., 2000). Ademas, los animales
con lesiones en la pared anterior del III ventriculo (AV3V) eran incapaces de
incrementar la secrecion de la hormona antidiurética en respuesta a las situaciones de

hipertonicidad sistémica. Del mismo modo, quedaba alterado el habitual efecto de
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supresion de la respuesta antidiurética cuando la tonicidad del plasma se situaba por
debajo de los valores normales (Bealer et al., 1983; Cunningham et al., 1991;
Johnson et al., 1978, 1990, 1997; Ludwig et al., 1994; Mckinley et al., 1984;
Schoorlemmer et al., 2000).

En resumen pues, los estudios que acabamos de describir parecen confirmar
que la deteccion de las variaciones o descensos en la osmolaridad plasmatica queda

alterada tras las lesiones en AV3V.

Estos resultados dieron pie a que las investigaciones posteriores focalizaran
su atencion en dos regiones de la lamina terminalis adyacentes a la pared anterior del

III ventriculo: a nivel ventral, el 6rgano vasculoso de la lamina terminalis (OVLT), y

mas rostralmente, el 6érgano subfornical (SFO) (Huang et al., 1996; Johnson et al.,

1997; Mckinley et al., 1978, 1999; Thrasher, 1989) (fig. 0.2).

En este sentido, lesiones del OVLT y SFO redujeron la toma de agua y
conservacion de fluidos después de la administracion subcutanea de CINa
hipertonico (Chiaraviglio et al., 1984; Huang et al., 1995; Johnson et al., 1980;
Johnson 1982; Leng et al., 1999; Lind et al., 1982, 1984; Ludwig et al., 1994
Mckinley et al., 1982; Mangiapane et al., 1984; Stricker et al., 2000; Thrasher et al.,
1982). En algunos casos, incluso llegd a observarse una importante acumulacion de

sodio corporal en los animales (Hartle et al., 1984).

Por otra parte, experimentos electrofisiologicos han mostrado un aumento en
la activacion celular de estas regiones tras los incrementos de la osmolaridad del
plasma (Gutman et al., 1988; Han et al., 1996; Johnson et al., 1997; McKinley et al.,
1994; Sayer et al., 1984; Sibbald et al., 1988; Verbalis et al., 2000; Vivas et al.,
1990), si bien en el SFO, la respuesta fue menor (Han et al., 1996; Johnson et al.,
1997; Mckinley et al., 1994; Rowland, 1998).

En esta misma linea, estudios anatomicos y electrofisiologicos han detectado

la presencia de conexiones neurales excitatorias desde el OVLT y SFO hacia
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neuronas magnocelulares hipotalamicas del SON y PAV (Cunningham et al., 1991,
Hatton, 1990; Hatton et al., 1998; Hussy et al., 2000; Leng et al., 1989, 1999,
Mckinley et al., 1990, 1992, 1994; Miselis, 1980; Morien et al., 1999; Oldfield et al.,
1991, 1994; Renaud et al., 1990; Richard y Bourque 1995; Shereeni et al., 2000).

No obstante, conviene precisar al respecto que las aferencias mas abundantes
y relevantes parecen proceder del OVLT, ya que su estimulacion activo alrededor
del 70% de las células del SON (Hatton et al., 1998; Mckinley et al., 1994; Oldfield
et al., 1984, 1994; Richard y Bourque, 1995; Verbalis et al., 2000). Es mas, lesiones
bilaterales de esta region (OVLT) ( Rowland et al., 1998; Xuz et al., 1996) inhibieron
la actividad celular del complejo SON/PAV inducida osmoéticamente (Ludwig et al.,
1994; Rowland et al., 1998; Thrasher et al, 1982; Xuz et al 1996). En
contraposicion, las lesiones del SFO no afectaron a la expresion c-fos en el SON vy
PAYV después de la administracion de CINa hipertonico (Giovanelli et al., 1992; Han
et al., 1996).

Se podria concluir por tanto, que estas dos regiones circunventriculares, y de
manera especial el OVLT, parecen ser candidatas desde un punto de vista anatomico

a la hora de detectar los cambios producidos en la tonicidad de los fluidos corporales.

Ahora bien, en cualquier caso, es un hecho conocido, que ademas del 6rgano
vasculoso de la lamina terminalis (OVLT), la region anteroventral del III ventriculo
se encuentra formada por otras estructuras cerebrales; entre las que podemos citar a
la region periventricular preoptica, parte ventral del nicleo predptico mediano y area

periventricular anterior hipotalamica. De estos componentes, el nucleo predptico

mediano ha recibido una gran atencion, ya que una serie de estudios han revelado
que esta region ademas del OVLT puede quedar afectada tras las lesiones AV3V
comentadas anteriormente (Lind et al., 1981) (fig. 0.2).

El nucleo preoptico mediano recibe aferencias del OVLT y SFO (Miselis,

1981), posibilitando que la informacion procedente de estas regiones pueda ser
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procesada a través de esta estructura (Han et al., 1996; Johnson et al., 1997; Leng et

al., 1999; Mckinley et al., 1994).

Mas aun, pequeiias lesiones del nucleo predptico mediano inhiben la ingesta
de agua inducida osmoticamente (Mangiapane et al., 1983; Stricker et al., 2000;
Takahashi et al., 2001). Incluso se pudo constatar, que estas lesiones eliminan la
expresion de c-fos en el SON y PAV, una activacion habitual en condiciones de
privacion de agua (Leng et al., 1999; McKinley et al., 1994; Rowland, 1998; Stricker
et al., 2000; Takahashi et al., 2001; Xuz et al., 1996).

Estos resultados, se han visto confirmados con estudios de trazado anatomico
retrogado, en los cuales se observaron las abundantes proyecciones existentes desde
el nicleo predptico mediano hacia las neuronas magnocelulares de los nucleos
supradptico y paraventricular (Bisset et al., 1988; Cunningham et al., 1991; Dunn et
al., 1973; Fitzsimons et al., 1987; Hatton, 1990; Mckinley et al., 1990, 1994; Morien
et al., 1999; Renaud et al., 1990; Shereeni et al., 2000).

Finalmente, y dentro de este mismo contexto, cabe sefialar que registros
unicelulares en animales han revelado una mayor activacion del nacleo preoptico
mediano en respuesta a la administracion de soluciones hipertonicas (Han et al.,
1996; McAllen et al., 1990) y privacion de agua (Mckinley et al., 1994; Rowland,
1998).

De acuerdo con los datos expuestos hasta ahora, se podria hipotetizar que las
regiones del hipotalamo anterior parecen ser responsables de la deteccion de los
cambios en la osmolaridad o tonicidad plasmatica, para asi efectuar las respuestas
correctoras pertinentes a través de sus conexiones con el complejo SON/PAV
(Carithers y Johnson 1985; Leng et al., 1999; Miselis, 1981; Rens y Thrasher, 1991;
Stricker y Verbalis 1986; Stricker et al., 2000; Takahashi et al., 2001; Verbalis et al.,
2000). A todo esto se puede afiadir que estas zonas cerebrales se encuentran
densamente vascularizadas permitiendo de este modo un acceso directo a los factores

circulantes en el plasma (Leng et al., 1999).
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Este sistema osmorregulador hipotalamico-neurohipofisario podria ser
entendido como un sistema neurobiologico altamente integrado, en el cual convergen
multiples sefiales que van a permitir una serie de respuestas neuroendocrinas
regulatorias y adaptativas necesarias para poder dar respuesta a las variadas
condiciones fisiologicas que se van a presentar en la vida de los organismos (Hussy

et al., 2000).

Fig. 0.2.- Representacion de una seccion medio-sagital del cerebro que ilustra las principales regiones
anatomicas activadas por estimulacion osmotica. Abreviaturas: BNST (nucleo del lecho de la estria
terminalis)., LHA (hipotalamo lateral)., MnPO (nucleo predptico mediano)., OVLT (6rgano vasculoso
de la lamina terminalis)., POA (regién predptica anterior)., PVN (nucleo paraventricular)., SON
(nucleo supradptico)., SFO (6rgano subfornical)., ZI (zona incierta). Adaptada de: Hiibschle, T et al.,
(2001).

La controversia Osmorreceptores-Receptores de Sodio.

El hecho de que un aumento en la osmolaridad o tonicidad del plasma
constituya una motivacion que impulse al individuo a una conducta de busqueda y
consumo de agua ha dirigido la atencion de la Psicobiologia hacia el estudio de la
relevancia de los niveles de sodio corporal (Camargo et al., 2001; Huang et al., 1995;
Hussy et al., 2000; Johnson et al., 1997; Mckinley et al 1983; Natcheff et al., 1975;
Palmieri et al., 1969; Rose, 1986; Saltmarsh, 2001; Schoolemmer et al., 2000;
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Stricker et al., 2000; Verbalis et al, 2000). En este contexto, numerosas
investigaciones ya habian sefialado que mas del 90% de la presion osmotica del
plasma y del fluido extracelular se debe al sodio y sus aniones (Bie et al., 2000;
Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997; Robertson, 1983, 1995; Robertson et al.,
1982; Rose, 1984, 1986, Saltmarsh, 2001).

Durante el proceso de deshidratacion celular, la concentracion de sodio se ha
incrementado dando lugar a una expansion de volumen del liquido extracelular como
consecuencia de la salida inmediata del agua del interior de la célula. Relacionado
con ésto, es un hecho bien conocido que en la mayoria de las especies, y en
condiciones normales, una alteracion osmotica viene acompaifiada finalmente por
natriuresis, es decir, la excrecion de sodio por parte del rifion a fin de corregir el
incremento producido en la osmolaridad (Balment et al., 1980; Bealer et al., 1983;
Bie et al., 2000; Dogteron 1977; Emneluth et al., 1990; Huang et al., 1995; Kadekaro
et al., 1995; Mckinley et al., 1992; Rinaman et al., 1995; Schoorlemmer et al., 2000;
Stricker et al., 1986; Verbalis et al., 2000). Esta respuesta como veremos mas
adelante, parece ser el mejor mecanismo para reestablecer el volumen extracelular

exacerbado que se produce debido a los niveles elevados de sodio corporal.

Estas ideas estan en consonancia con los resultados obtenidos por un grupo de
autores (Anderson et al., 1967; Anderson y Olsson, 1973; Fitzsimons, 1998), para
quienes el factor fundamental de la regulacion osmotica de fluidos residiria en la
presencia de receptores especificos al ion sodio mas que en la presencia de los
osmorreceptores. En concreto, esta afirmacion esta fundamentada en las siguientes

observaciones experimentales:

e La administracion de pequefias cantidades de CINa hipertonico o bicarbonato

sodico en el III ventriculo, provoco la ingesta de agua en animales. Sin embargo,
infusiones equivalentes de sacaridos hipertonicos en el mismo lugar carecian de
efecto dipsogénico (Anderson et al., 1967; Anderson y Olsson, 1973;
Schoorlemmer et al., 2000).
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e Por otra parte, la administracion intracerebroventricular (icv) de soluciones
isotonicas o hipertonicas de fructosa, glucosa o mannitol, que reducen la
concentracion de sodio pero aumentan los niveles osmolares, inhibieron la
ingesta de agua asi como la respuesta antidiurética tras la infusion de CINa
hipertonico (Leksell et al., 1981; Olsson, 1973; Olsson, 1975; Wells et al.,
1990).

e Ademas, la inyeccion (icv) de farmacos que impiden el transporte de sodio,
disminuyeron la toma de agua en los animales (Anderson, 1978; Rundgren et al.,

1979).

De acuerdo con estos resultados, Anderson y colaboradores propusieron la
existencia de una serie de sensores o receptores al sodio en la vecindad de la pared
del IIT ventriculo en contacto directo con el liquido cefalorraquideo, que serian

activados siempre que se produjera un incremento en la tonicidad del plasma.

Sin embargo, a pesar de la consistencia de estos datos, hay que sefalar que
hoy en dia son muchos los autores que se inclinan mas por una hipotesis dualista,
donde ambos, osmorreceptores y sensores de sodio estarian implicados en la ingesta

de agua estimulada osmoticamente (Mckinley et al., 1978; Wells et al., 1990).

Asi, por ejemplo, experimentos en vivo han demostrado que, tanto los
cambios en osmolaridad (Thrasher et al., 1980) como de Nat+ en el liquido
cefalorraquideo (Olsson y Kolmod, 1974; Voisin et al.,, 1999) pueden modular
individualmente la secrecion neuroendocrina en mamiferos. Es mas, cuando se
producen cambios conjuntos en osmolaridad y Na+, entonces se observa un mayor

aumento en la secrecion hormonal (Mckinley et al., 1978).
En la actualidad, estos investigadores proponen la existencia de

osmorreceptores en regiones que carecen de barrera hematoencefalica (BH) (6rganos

circunventriculares), mientras que los receptores sensibles al ion sodio estarian
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localizados en el interior de la misma, presumiblemente en los nucleos

magnocelulares hipotalamicos (Wells et al., 1990).

En efecto, se ha podido observar como incrementos o descensos
significativos de Na+ en el organismo, evocan potenciales receptores despolarizantes
o hiperpolarizantes respectivamente, y expresion de c-fos en las neuronas
neurohipofisarias magnocelulares (Anderson et al., 1994; Han et al., 1996; Hussy et
al., 2000; Leng et al., 1999; McKinley et al., 1994; Morien et al., 1999; Rowland,
1998; Sagar et al, 1988; Sladek et al., 1994; Van Tol et al., 1987; Vincent y
Hayward, 1970; Voisin et al., 1999; Xuz et al., 1996; Walters y Hatton, 1974). Estas
respuestas no se manifiestan sin embargo en regiones osmorreceptoras de la lamina

terminalis (Han et al., 1996; Rowland, 1998).

Estos resultados por tanto, parecen confirmar la presencia de receptores
especificos al ion sodio en ciertas regiones cerebrales (SON/PAV) que se encargarian
de monitorizar las diferentes concentraciones de este soluto corporal (Fitzsimons,
1998). Estas células neurosecretoras podrian detectar los cambios producidos en los
niveles de sodio del LCF debido a que cuentan con una serie de canales i0nicos
sensibles a este cation (Bourque, 1989; Bourque et al., 1994; Hussy et al., 2000;
Leng et al., 1982; Oliet y Bourque, 1993, 1996).

Ahora bien, a pesar de la confirmacion de la existencia de receptores
sensibles a los niveles de sodio corporal, una serie de estudios han puesto de
manifiesto que las concentraciones de este electrolito no son el unico factor que
puede explicar la ingesta de liquidos. Asi por ejemplo, la administracion de urea
hipertonica en el torrente sanguineo que eleva la concentracion de sodio en el liquido
cefalorraquideo tanto como el CINa hipertonico o la sacarosa, no produjo la ingesta
de agua en ovejas, perros y gatos (Epstein, 1980; Mckinley et al., 1978; Stricker et
al., 2000; Thrasher et al., 1980).

De la misma forma, experimentos posteriores han demostrado que las células

magnocelulares neurosecretoras eran despolarizadas por incrementos en la
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osmolaridad (hiperosmolaridad), en ausencia de cambios en Na extracelular (Voisin
et al.,, 1999). Es mas, incluso cuando los niveles de sodio plasmatico permanecieron
bajos por la administracion de mannitol (iv), la ingesta de liquidos asi como la
secrecion de hormonas neurohipofisarias fueron estimuladas normalmente (Kadekaro
et al., 1995). Sladek y Johnson (1983) creen que estas respuestas neuroendocrinas se
producen por la activacion de una serie de detectores, localizados fundamentalmente
en regiones circunventriculares, principalmente OVLT, que responderian ante

modificaciones en la osmolaridad plasmatica.

En resumen, todos estos datos neurofisiologicos parecen validar la hipotesis
de un sistema dual osmoregulador claramente diferenciado anatomicamente (Wells et

al, 1990).

Mecanismos neuroendocrinos hipotalamicos. Regulacién del exceso de sodio corporal e

ingesta de liquidos.

Independientemente de la participacion del sodio en la ingesta de agua, este
ion constituye por si solo un elemento indispensable para la vida, de forma que el
organismo debe conocer su distribucion de manera precisa asi como las alteraciones
que se producen en sus niveles fisiologicos, para de esta manera efectuar las

correcciones homeostaticas pertinentes.

En la actualidad, se dispone de abundante informacion que pone de
manifiesto la existencia de un sistema cerebral encargado de controlar y regular con

gran precision los niveles de sodio corporal.

Asi por ejemplo, se ha constatado que diversas manipulaciones en el sistema
nervioso central pueden producir una serie de alteraciones en la excrecion de sal
(natriuresis), particularmente en situaciones que conllevan incrementos en la
osmolaridad plasmatica (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Bealer et al., 1983;
Cort 1963; Edwards et al., 1984; Ernsberger, 1981; Hennesy et al., 1977; Kavelaars
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et al., 2001; Lichardus et al., 1969; Mckinley et al., 1983; Mirsky et al., 1954;
Morales et al., 1986; Morris et al., 1984; Natchef et al., 1975; Robertson, 1987
Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987; Thrasher et al., 1983).

La mayoria de los estudios se han centrado, una vez mas, en el hipotalamo,
considerado como centro clave en la regulacion del equilibrio hidromineral. Por ello,
se ha intentado precisar las regiones hipotalamicas que pudieran estar involucradas

en este proceso.

En efecto, ya se ha visto anteriormente como las células neurosecretoras

hipotalamicas pertenecientes a los nucleos supradptico y paraventricular (SON-PAYV)

eran activadas en respuesta a cambios en los niveles de sodio plasmatico (Balment et
al., 1980; Brimble et al., 1977, 1978; Briski et al., 2000; Dogterom, 1977; Frank et
al., 2000; George, 1976; Jones et al., 1969; Kjaer et al., 1994; Morris et al., 1984;
Saborio et al., 2000; Stricker et al., 2000; Takahashi et al., 2001; Thunhorst et al.,
1998; Weiss et al., 1989; Weitzman et al., 1978; Zhen-dong et al., 2000).
Anatomicamente, los axones de estas neuronas magnocelulares transcurren a lo largo
del infundibulo hasta llegar a la neurohipofisis, donde van a dar lugar a la liberacion
de vasopresina (ADH) y oxitocina (OT) (Badoer, 2001; Bealer et al., 1999; Brodel
1981; Cajal 1894, citado en Pickford et al., 1945; Carpenter, 1978; Guyton, 1976;
Lincoln et al., 1982; Miyata et al., 2001, Wakerley et al., 1988), dos hormonas que
son sintetizadas mayoritariamente en los cuerpos celulares de estos nucleos
hipotalamicos (Ferguson et al., 2000; Hussy et al., 2000; Miyata et al., 2001; Rhodes
et al., 1981; Swaab et al., 1993; Swaab et al., 1975; Zaida-Diaz et al., 2000).

En cuanto a la distribucion regional y anatomica de estos dos factores
endocrinos, una serie de estudios han observado porcentajes similares de células de
ADH y OT tanto en el SON como en el PAV (Lincoln et al., 1974; Mckinley et al.,
1994; Swaab et al., 1975). Sin embargo, el nimero total de neuronas oxitocinérgicas
marcadas fue 2 veces mayor en el primero que en el segundo (2019/842) (Poulain et

al., 1977; Swaab et al., 1975). Estos hallazgos parecen contradecir la version clasica
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que sefalaba que el nucleo supraodptico sintetizaba principalmente vasopresina y el

nucleo paraventricular, oxitocina ( Swaab et al., 1975).

En cualquier caso, ambas hormonas suelen ser liberadas al sistema
circulatorio en situaciones de desequilibrio osmético con el objetivo de llevar a cabo
las respuestas correctoras pertinentes. En el caso de la vasopresina, ésta ejercera su
accion en los tubulos renales (receptor V2), promoviendo la retenciéon de agua
(respuesta antidiurética) (Cunningham et al., 1991; Guyton, 1976; Lightman 1990;
Robertson, 1983; Saborio et al., 2000; Share et al., 2000; Wakerley 1987).

Por su parte, en mamiferos, la oxitocina ha estado siempre relacionada con
funciones reproductivas. Estas incluyen, la estimulacion de la pared uterina durante
el parto (Fuchs et al., 1980; Gross, 1958; Guyton, 1976; Legros et al., 1993; Rinaman
et al., 1995; Shojo et al., 2000; Van Tol et al., 1987), eyeccion de la leche durante la
lactancia (Rinaman et al., 1995; Shojo et al., 2000); comportamiento maternal (Ivell
et al., 1997), regulacion del ciclo de estrogenos (Ivell et al., 1997; Shojo et al., 2000)
y aumento de la liberacion de prolactina desde la pituitaria anterior, estimulando de
este modo la produccion de leche materna (Lumpkin et al., 1983; McCann et al.,

1984; Van Tol et al., 1987).

Ahora bien, dado que las neuronas neurosecretoras oxitocinérgicas estan
también presentes en los varones y en las mismas concentraciones (Balment et al.,
1980; Conrad et al., 1986; Gutkowska et al., 1997; Heller, 1961; Swaab et al., 1975;
Van Tol et al., 1987), ha hecho pensar que también puede jugar un papel relevante en
otros procesos fisiologicos (Conrad et al., 1986). Asi, por ejemplo, una serie de
estudios han demostrado que la oxitocina esta implicada en la respuesta eyaculatoria
funcionando como un factor regulador testicular (Ivell et al., 1997; Shojo et al.,
2000). Asimismo, y relacionado con el tema que aqui nos interesa, conviene sefialar
que en la actualidad cada vez se disponen de mayor nimero de datos que sugieren la
implicacion de los péptidos neurohipofisarios (entre ellos, la oxitocina) en la
regulacion hidrica y excrecion de CINa de los vertebrados (Balment et al., 1986;

Bealer et al., 1999; Bourque et al., 1994; Brimble et al., 1991; Cheng et al., 1986;
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Chiriguer et al., 2001; Conrad et al., 1986; Edwards et al., 1984; Fitzsimons, 1998;
Garland et al., 1983; Huang et al., 1999; Landgraf et al., 1983; Morris et al., 1984;
Murphy et al., 1998; Pieron et al., 1995; Randolph et al., 1998; Shojo et al., 2000;
Soares et al., 1999; Stricker et al., 1987; Verbalis et al., 1991, 2000; Voisin et al.,
1999; Walter et al., 2000; Weitzman et al., 1978).

Asi, por ejemplo, la administracion de CINa hipertonico (iv), provocod la
liberacion de ADH y OT desde las terminales neurosecretoras después de la
estimulacion de neuronas magnocelulares localizadas en el PAV y SON del
hipotalamo (Bealer et al., 1999; Hussy et al., 2000; Jones et al., 1969; Lincoln et al.,
1982; McKinley et al., 1994; Morien et al., 1999; Van Tol et al., 1987; Warkeley et

al.

>

1988). Asimismo, se observd que estas acciones iban acompafiadas de una
respuesta natriurética (Balment et al., 1980; Dogterom, 1977; Huang et al., 1995;
Jones et al., 1969; Kadekaro et al., 1995; Miyata et al., 2001; Rinaman et al., 1995;
Renaud et al., 1991; Stricker et al., 1986; Van Tol et al., 1987).

Ahora bien, un dato a destacar en estos estudios, es el relacionado con el
hecho de que los niveles de oxitocina eran siempre significativamente mayores que
los de vasopresina (Cheng et al., 1986; Morris et al., 1984; Xiong et al., 1996). Es
por ello, que algunos investigadores han sugerido que la respuesta oxitocinérgica
puede representar un sistema de reaccion rapida, ante un incremento en los niveles de
Na extracelular y osmolaridad (Balment et al., 1980; Edwards et al., 1982, 1984;
Jones et al., 1969; Kjaer et al., 1995; Mckinley et al., 1983).

En relacidon con esta cuestion, una serie de estudios han comprobado que la
administracion de antagonistas oxitocinérgicos inhibid la excrecion de sodio renal
(Balment et al., 1986; Cort et al., 1966; Huang et al., 1995, 1996; Walter et al.,
2000); mientras que la respuesta natriurética pudo ser restaurada mediante infusiones
de oxitocina (Huang et al, 1995; Sjoquist et al., 1993). Es mas, la administracion de
la hormona dentro de rangos fisiologicos produjo un incremento significativo en la
pérdida urinaria y excrecion de Na renal, tanto en ratas conscientes (Balment et al.,

1980; Jacobsen et al., 1956; Peters et al., 1970) como en animales mantenidos en
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dietas deficientes en sodio (Balment et al., 1980; Conrad et al., 1986; Forsling et al.,
1994; Verbalis et al., 1991; Walter et al., 2000).

Estos resultados, que ponen de manifiesto la relevancia de la oxitocina como
factor natriurético y regulador hidromineral, se han visto reforzados en las ultimas

décadas por otra serie de observaciones.

En este sentido, y continuando con el mismo planteamiento teoérico, diversos
autores han comprobado que la ingesta de comida (ganancia de soluto) eleva los
niveles plasmaticos de oxitocina (Arletti et al., 1989; Van Ree et al., 1977; Verbalis

et al., 1986, 2000).

Todos estos datos, han hecho pensar que el apetito por sodio podria
desencadenarse siempre que la actividad de un grupo de neuronas hipotalamicas
pertenecientes al sistema SON-PAYV esté atenuada, mientras que el consumo de sodio
no se produciria cuando estas mismas neuronas estuviesen activas (Chiriguer et al.,
2001; Stricker et al., 1987; Verbalis et al., 1993). Estos planteamientos estan en
consonancia con una serie de estudios en los que se ha puesto de manifiesto que la
inhibicion de los receptores oxitocinérgicos incrementa la ingesta de CINa en
respuesta a situaciones de hiperosmolaridad plasmatica inducida por mannitol

(Blackburn, 1993; Fitzsimons, 1998; Stricker et al., 1996).

En resumen, todos estos resultados parecen resaltar la importancia del sistema
neurohipofisario SON-PAV a la hora de controlar los incrementos en osmolaridad

mediante la liberacion de un factor natriurético, la oxitocina.

Ahora bien, como ya se ha venido sefialando a lo largo de los epigrafes
anteriores, el complejo SON-PAV mantiene numerosas conexiones anatomicas,
(principalmente con las regiones del hipotalamo anterior) (Bisset et al., 1988;
Cunningham et al., 1991; Dunn et al., 1973; Fitzsimons et al., 1987; Hatton et al.,
1990, 1998; Hussy et al., 2000; Leng et al., 1999; McKinley et al., 1990, 1992, 1994,
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Miselis, 1980; Morien et al., 1999; Oldfield et al., 1991, 1994; Renaud et al., 1990;
Richard y Bourque, 1995).

En efecto, los datos parecen confirmar que la region cerebral que rodea al 111
ventriculo (AV3V) puede jugar un papel esencial en la regulacion de los niveles

hidrominerales del organismo.

Asi por ejemplo, los animales con lesiones en AV3V permanecieron
cronicamente en un estado hipernatrémico e hiperosmotico (Bealer et al., 1983; Body
et al., 1980; Buggy et al., 1977; Schoorlemmer et al., 2000). Es mas, la seccion de las
fibras localizadas en posicion posterior a AV3V y en direccion al SON provocaron

también una reduccion en la cantidad de sodio excretado (Bealer et al., 1983).

Mas aun, la destruccion del 6rgano vasculoso de la lamina terminalis (OVLT)

(region perteneciente al AV3V) no gener6 el esperado incremento en la
concentracion de oxitocina plasmatica (Cunningham et al., 1991; Hegoro et al., 1988;
Huang et al., 1995; Johnson et al., 1990), ni respuesta natriurética (Bealer, 1996;
Bealer et al., 1983, 2000; Hartle et al., 1984; Huang et al., 1995; Leng et al., 1998;
Mckinley et al., 1983, 1992; Thrasher et al., 1983) tras la administracion de CINa

hipertonico o incrementos en el volumen extracelular.

En conclusion, estos resultados parecen sugerir que la respuesta natriurética
normal que se produce ante incrementos en osmolaridad es procesada por la
activacion osmotica de los osmorreceptores y/o sensores de sodio localizados en la
region AV3V. Estos receptores controlarian la liberacion de oxitocina a través de las
conexiones especificas establecidas con el SON y PAV (Miselis, 1981; Ramsay et
al., 1991).

Esta idea se ha ido consolidando en los ultimos afios, cuando una serie de
estudios neuroanatomicos e histoquimicos han podido identificar el factor
natriurético atrial (ANP), un péptido que habia sido aislado inicialmente en el

corazon (Gutkowska et al., 1997; Levin et al., 1998; Verbalis et al., 2000), en el
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sistema nervioso central y particularmente en el hipotdlamo (Bastos et al., 2001;
Blackburn et al., 1995; Chiriguer et al., 2001; Gutkowska et al., 1997; Lind et al.,
1984; McCann et al., 1996; Quirion et al., 1988; Saper et al., 1989; Verbalis et al.,
2000).

Esta circunstancia no dejo de ser sorprendente ya que el factor natriurético
atrial no atraviesa con facilidad la barrera hematoencefalica (Levin et al., 1998). Sin
embargo, el hecho de que la mayor parte de sus receptores cerebrales se localicen en
regiones circunventriculares, zonas exentas de dicha limitacion, disipd en parte todas
las dudas planteadas hasta el momento (Blackburn et al., 1995; Fitzsimons, 1998;

Gutkowska et al., 1997; Lind et al., 1984; Quirion et al., 1988; Saper et al., 1989).

En concreto, una de las regiones que presentd mayor nimero de cuerpos
celulares del ANP fue el OVLT (Antunes Rodriguez et al., 1993; Jacobowitz et al.,
1985; Palkovits et al., 1987). De hecho, lesiones en esta zona cerebral bloquearon la
liberacion del péptido natriurético atrial en aquellos centros hipotalamicos a los que
se les venia asignando un papel relevante en el equilibrio hidromineral (Antunes

Rodriguez et al., 1991, 1993).

Todos estos resultados parecen indicar pues, que el sistema nervioso central
y en particular el hipotalamo, podrian mediar en la liberacion intracerebral de este

factor natriurético.

Con respecto al papel que puede jugar el ANP en la regulacion del fluido
extracelular, o lo que es lo mismo, en el equilibrio del sodio corporal se ha podido
comprobar que la administracion del factor natriurético atrial en los ventriculos
cerebrales suprime el apetito por CINa (Antunes Rodriguez et al., 1985; Bastos et al.,
2001; Saper et al., 1989; Samson et al., 1987), mientras que el uso de antagonistas
(rAANP) no impide esta respuesta consumatoria tras la administracion del producto
hipertonico (Blackburn et al., 1995). Ademas, incrementos en los niveles osmolares

del plasma provocaron la liberacion del ANP (Blackburn et al., 1995; Iitake et al.,
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1989) asi como una marcada natriuresis (De Bold, 1981; Levin et al., 1998; Shelat et

al., 1998).

En resumen, todos los datos enumerados hasta el momento permiten pensar
que existe un preciso control neuroendocrino por parte del sistema nervioso central

sobre los niveles de sodio corporal.

El circuito neural implicado en tal regulacion podria resumirse de la siguiente

manera:

Una vez que el sodio es ingerido a través de la dieta, y pasa al riego
sanguineo, se distribuye por la totalidad de los tejidos. Cuando existe un exceso de
CINa en el espacio extracelular, o lo que es lo mismo una consiguiente expansion de
volumen de fluido corporal, se van a generar una serie de sefiales barorreceptoras,
tanto renales como cardiopulmonares. Estos mensajes provocaran la excitacion de
neuronas troncoencefalicas, concretamente del nucleo del tracto solitario (NTS), que
establecen conexiones con células noradrenérgicas del locus coeruleus; las cuales
ascienden a centros circunventriculares localizados principalmente en la region
AV3V, actuando sobre interneuronas colinérgicas. La activacion de estas
interneuronas va a provocar finalmente la liberacion del factor natriurético atrial
(ANP) en el torrente sanguineo gracias a la activacion de algunas neuronas de la
zona anteroventral del III ventriculo (SFO/OVLT), cuyas terminales nerviosas llegan
a la eminencia media y lobulo neural de la hipofisis. (Es importante destacar el hecho
de que estas estructuras circunventriculares que contienen ANP también pueden ser
excitadas directamente por los cambios producidos en los niveles de CINa o ANP en
el sistema circulatorio tras los incrementos en presion vascular (Gutkowska et al.,

1997).

El péptido natriurético atrial circulante se unira a los receptores de la
auricula del corazon, estimulando la secrecion de ANP (Bastos et al., 2001; Chiriguer
et al., 2001; Gutkowska et al., 1997; McCann et al., 1996; Soares et al., 1999;

Verbalis et al., 1991), que a su vez actuara en el rifion (receptor A) incrementando la
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filtracion glomerular (Gutkowska et al., 1997; Iida et al., 1994) y causando una

respuesta natriurética (Kishimoto et al., 1990; Levin et al., 1998).

Por otra parte no podemos terminar este apartado, sin mencionar que en los
ultimos afios se ha descrito una nueva conexion eferente al corazon por parte del
sistema nervioso central que puede ser relevante en el control y regulacion de los

niveles de sodio corporal.

En este caso, la expansion de volumen de fluido corporal provocaria ademas
de la liberacion en la circulacion sistémica del péptido natriurético atrial comentada
anteriormente, la secrecion de ANP cerebral desde las neuronas hipotalamicas
circunventriculares (SFO/OVLT) (algo similar a lo que acontece con las acciones
dipsogénicas de la angiotensina (Miselis, 1981). En este sentido, una serie de
estudios anatomicos han observado la existencia de terminales inmunorreactivas al
ANP en el sistema SON/PAV (Gutkowska et al., 1997; Kawata et al., 1985; Saper et
al., 1989) que podrian facilitar la liberacion neuroendocrina de la hormona oxitocina

en la neurohipofisis.

Una vez liberada la oxitocina en el sistema circulatorio, se encuentra en buena
disposicion para actuar en la auricula del corazon con el fin de potenciar la secrecion
de ANP y de este modo asegurar una adecuada respuesta natriurética (Bastos et al.,
2001; Chiriguer et al., 2001; Favaretto et al., 1997; Gutkowska et al., 1997; lida et
al., 1994; McCann et al., 1996; Soares et al., 1999; Verbalis et al., 1991). Este efecto
natriurético puede ser bloqueado por la administracion de antagonistas
oxitocinérgicos (Chiriguer et al., 2001; Gutkowska et al., 1997; McCann et al., 1996;
Randolph et al., 1998; Shojo et al., 2000).

En paralelo con estos estudios, también se han localizado receptores
oxitocinérgicos en los tubulos proximales del rifion (Brimble et al., 1991; Soares et
al., 1999; Stockel et al., 1987), lo que ha hecho pensar que la oxitocina podria llevar
a cabo una accion natriurética independiente de la ejercida por el ANP; y que la

contribuciéon de las dos sustancias podria fortalecer esta necesaria respuesta
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regulatoria. Sin embargo, este planteamiento tedrico puede sufrir importantes

variaciones en vista de los ultimos descubrimientos sobre el tema.

Asi por ejemplo, en 1993 fue descubierta una nueva sustancia en el tejido

humano, la adrenomedulina (Charles et al., 1999; Kitamura et al., 1993). Debido a

los potentes efectos natriuréticos y diuréticos producidos por esta hormona tras su
administracion central, se ha pensado que podria jugar un papel importante en la
regulacion de fluidos y en la homeostasis de electrolitos (Charles et al., 1999;
Cuzzola et al., 2001; Samson, 1999; Serino et al., 1999; Ueta et al., 2000). De
momento, no se conoce con certeza la region cerebral implicada en estas respuestas,
pero dada la rapidez de su efecto tras la administracion en el ventriculo lateral, todo

hace pensar en una accion hipotalamica (Samson, 1999).

A favor de esta ultima idea podemos sefialar los siguientes datos:

e La administracion central de adrenomedulina (AM) produjo expresion de
c-fos en el PAV y SON, que fue abolida mediante la inyeccion de antagonistas

(AM-22-52)NH2 ( Serino et al 1999; Ueta et al., 2000).

e Estos resultados fueron confirmados por estudios inmunohistoquimicos, que
revelaron la presencia de la hormona en el sistema PAV-SON hipotalamico de la
rata (Veta et al., 1995, 1999) y del ser humano (Satoh et al., 1996; Veta et al.,
2000).

Estos trabajos preliminares permiten suponer que la adrenomedulina puede
actuar como un nuevo factor modulador del sistema hipotalamo-hipofisario
relacionado con la regulacion del sodio corporal (Charles et al., 1999; Cuzzola et al.,
2001). Este hecho puede confirmarse después de la observacion de un incremento en
la oxitocina plasmatica después de la administracion central de AM (Serino et al.,
1999; Veta et al., 2000), sin cambios aparentes en los niveles de vasopresina (Veta et

al., 2000).
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Resumiendo lo expuesto a lo largo de las paginas anteriores, se podria sefialar
que la natriuresis podria depender de algin modo de la accidén conjunta de al menos
tres productos: OT, ANP y AM (Blackburn et al., 1995; Charles et al., 1999; Samson
et al., 1999; Swanson, 1992; Swanson et al,. 1996, 1998; Verbalis et al., 1999; Veta
et al., 2000 ). La excrecion del exceso de sodio seria una respuesta apropiada ante
situaciones de expansion de volumen e hiperosmolaridad. Por otra parte, debido a
que el Na y CL son los principales solutos disponibles en el espacio extracelular, se
necesitaria también una apropiada respuesta comportamental: la inhibicion del

apetito por sal.

Los estudios comentados anteriormente demuestran que el péptido
natriurético atrial, oxitocina y la adrenomedulina ejercerian su accion natriurética (al
menos en parte) actuando también sobre el propio cerebro facilitando un descenso en
la ingesta de soluto (Antunes Rodriguez et al., 1986; Blackburn et al., 1992, 1995;
Serino et al., 1999; Stricker, 1981, 1987; Swanson et al., 1997; Taylor et al., 1996;
Veta et al.,, 2000). Esta respuesta comportamental ayuda a complementar asi sus
acciones periféricas para provocar natriuresis (Blackburn et al., 1995; Charles et al.,
1999; Cournega et al., 1989; Huang et al., 1995; Samson et al., 1999; Sjoquist et al.,
1993; Shelat et al., 1998; Verbalis et al., 1991, 1999; Ueta et al., 2000). A su vez,
estos efectos son facilitados por la inhibicion de la aldosterona, una hormona
implicada en la reabsorcion del sodio a partir de los tibulos distales del rifion con la
consiguiente pérdida de sal a través de la orina (Charles et al., 1999; Palkovits et al,

1992; Samson , 1999; Share et al., 2000; Swanson, 1990; Yamaguchi et al., 1996).

Finalmente, resaltar dentro de este contexto que existen pruebas
experimentales de que ciertas manipulaciones en otras regiones cerebrales del
hipotalamo también producen alteraciones en los niveles hidrominerales del
organismo (Lichardus et al., 1969; Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Bealer et
al., 1983; Cort et al., 1963; Ernsberger, 1981; Hennesy et al., 1977; Kavelaars et al.,
2001; Mirsky et al., 1954; Morales et al., 1986; Morris et al., 1984; Natcheff et al.,
1975; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987). En concreto, una serie de estudios han

demostrado que las regiones del hipotalamo posterior también pueden formar parte

32



ANATOMOFISIOLOGIA DE LA SED Y SUS ALTERACIONES

de un circuito anatomico en el sistema nervioso central implicado en el control de la
excrecion de sodio. Esta idea sera retomada y abordada en mayor profundidad en
apartados posteriores, dada su significacion y la importancia que representa para este

trabajo de investigacion.

Podemos concluir para terminar este apartado que cualquier modificacion en
los niveles organicos de CINa induce una multiple e inmediata deteccion y
correccion regulatoria por parte del sistema nervioso central, en el cual las regiones

hipotalamicas parecen ser una de las estructuras clave.

2.2.- Regulacion volémica de la sed: Deshidratacion Extracelular.

Los cambios producidos en el volumen de los fluidos extracelulares sin
afectar al grado de tonicidad, son asimismo sefales inductoras de toma de agua, y
constituyen el segundo sistema tradicionalmente involucrado en la regulacion de

fluidos.

La pérdida de sangre (hemorragia) es la causa mas poderosa de
deshidratacion extracelular y, por lo tanto, de sed volémica. Desde la historia mas
remota, las cronicas de las batallas relatan casos de heridos pidiendo agua
imperiosamente (Fitzsimons, 1979). Otras situaciones clinicas que producen
importantes pérdidas volumétricas pueden ser: diarreas, vomitos, enfermedades

renales, etc (Fitzsimons, 1998).

En tultima instancia, la sed volémica proporciona un segundo mecanismo de
defensa ante la posible pérdida de liquido extracelular. Ademas, debido a que la
hipovolemia (descenso volumen sanguineo), produce también una pérdida de sodio,
hace que se pongan en marcha los mecanismos endocrinos implicados en la

conservacion de este mineral.
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Receptores implicados en la sed volémica.

Fue Fitzsimons (1961), quien proporciondé la primera prueba sélida, de que la
pérdida de fluido extracelular era un estimulo primario para la toma de agua. Este
autor provoco hipovolemia en ratas administrando (ip) un coloide o desarrollando
hemorragias, y observo que bebian significativamente mas agua en las 6 horas
siguientes que los animales controles. Para constatar que la toma de agua no era
secundaria a un incremento en la excrecion renal de fluidos (poliuria), realizo el
mismo experimento pero ahora extirpando los rifiones de los animales (nefroctomia)

y, a pesar de ello, observando los mismos resultados (Fitzsimons, 1961).

Es sabido que las auriculas del corazéon asi como las venas disponen de
neuronas sensoriales (barorreceptores vasculares) capaces de detectar los cambios en
la presion sanguinea. Estas células reciben el nombre de receptores cardiopulmonares

( Johnson et al, 1997; Stricker et al., 2000; Verbalis et al 2000).

Cuando se produce un aumento significativo en el volumen sanguineo
(hipervolemia) se generan una serie de mensajes tonicos de caracter inhibitorio desde
estos receptores arteriales y venosos hacia los mecanismos hipotalamicos que
controlan la secrecion de vasopresina (Johnson et al, 1997 Share, 1988). Estas
sefiales tienen por objetivo el corregir estas alteraciones en los fluidos corporales a
fin de evitar potenciales problemas cardiovasculares. En cualquier caso, si el imput
procedente de estos receptores es tOnicamente inhibitorio para los mecanismos
implicados en la sed, como es el caso de la secrecion de ADH, se podria predecir que
manipulaciones que redujesen la actividad de los mismos podria estimular la ingesta

de fluidos.

La evidencia de que la informacion cardiaca podria jugar un papel importante
en la regulacion hidromineral fue demostrada originalmente por Sobocinska (1969),
quien observo que bloqueando la conduccion nerviosa del nervio vago en animales

(perros), se producia un descenso en el umbral de la ingesta de agua en respuesta a
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estimulacion osmética. Esto dio pie a pensar que lo mismo podria suceder en los

casos de hipovolemia.

Fitzsimons y Moore-Guillon (1980) en sus investigaciones con perros,
situaron un pequefio globo en la vena cava inferior (vena que transporta la sangre de
la mayor parte del cuerpo hacia el corazon). Cuando se inflaba el globo, se reducia el
flujo sanguineo hacia el corazén, disminuyendo asi la sangre que entraba en la
auricula derecha. Al cabo de unos 30 minutos, los perros empezaban a beber, y los
volumenes registrados correlacionaban con descensos en la presion arterial y el
volumen sanguineo. Ademas, se produjo un descenso en el flujo de orina, lo que
significaba una mayor retenciéon de agua (Fitzsimons, 1979). Resultados similares
han sido descritos por Weitzman (1978), quien observd que la pérdida de volumen
sanguineo (hipovolemia) producia una disminucidon significativa en la presion

sistolica asi como un aumento notable en los niveles de ADH.

En otro experimento relacionado, Moore-Guillon y Fitzsimons (1980)
implantaron un pequefio globo en la unidon entre una de las grandes venas de los
pulmones y la auricula izquierda del corazon. Extirparon la parte del pulmon irrigada
por la vena, de modo que al inflar el globo no se viese afectado el flujo sanguineo
que llegaba al corazon. Los resultados fueron los esperados: el hecho de estimular
directamente los receptores de distension de la auricula izquierda, redujo la ingesta
de agua de los animales. Ademas, y en otros estudios semejantes, también se ha
observado que la distension de la auricula derecha (en la rata), inhibe el apetito por

sal (Johnson et al., 1997).

Una vez mas se confirma la idea de que los barorreceptores cardiovasculares
responden ante la expansion de volumen (hipervolemia) con impulsos inhibitorios
sobre centros que controlan la sed. Por otra parte, la ausencia de estas sefiales, que se
producen en situaciones que implican pérdida de fluido extracelular (hipovolemia)
genera el control adecuado de la presion arterial, modulando la secrecion de ADH asi
como el consumo de agua y sal, restableciendo de este modo el volumen sanguineo a

sus valores normales.
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Estudios neurofisiologicos han confirmado que la informacion proveniente de
los receptores cardiopulmonares alcanza el sistema nervioso central a través de un
primer relevo sinaptico en el nucleo del tracto solitario (NTS) (Ciriello et al .,1983;
Davies y Kalia, 1981; Johnson et al., 1997; Norgren, 1981; Panneton y Loewy, 1980;
Stricker et al., 2000; Verbalis et al., 2000) asi como en el area postrema (Fitzsimons,
1998; Johnson et al., 1997, Ohman et al., 1995). Esta informacién asciende
posteriormente hacia el nicleo parabraquial lateral (Fitzsimons, 1998; Johnson et al.,

1997; Ohman et al., 1995) donde establece un segundo relevo.

En concreto, se piensa que las regiones troncoencefalicas mencionadas
pueden formar parte de un sistema que procese la informacion proveniente de los
receptores vasculares en respuesta a los desafios volémicos producidos en el fluido
extracelular (Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997, Ohman et al., 1995). Las
sefiales inhibitorias procedentes de los barorreceptores vasculares llegaran a estos
centros a través del nervio vago o simplemente por sefiales humorales generadas por
la extension auricular (Antunes Rodriguez et al., 1985; Fitts et al., 1985; Johnson et

al., 1997; Kaufman, 1990).

Finalmente, desde estas regiones cerebrales, la informacion cardiovascular
podria modular la actividad de centros localizados en la parte anterior del III
ventriculo (AV3V) (Fitzsimons, 1998) asi como del complejo supradptico y

paraventricular (Fitzsimons, 1998).
En conclusion, estos datos neurofisiologicos permiten afirmar que la

informacion vascular alcanza a las regiones hipotalamicas implicadas en la

regulacion hidromineral y el comportamiento de ingesta.
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Sistema renina-angiotensina: sed hipovolémica y apetito por sal.

En la actualidad, es bien conocido que los rifiones contienen células capaces
de detectar los descensos en el flujo sanguineo (hipovolemia). Estos datos fueron
avalados por el hecho de que los animales nefroctomizados reducian la ingesta de
agua provocada por algunos procedimientos volémicos, mientras el ligamiento del
uréter no producia esta disminucion (Fitzsimons, 1979). Es mas, el descenso
volumétrico detectado, hace que el rifion secrete una enzima importante, la renina,
que en la sangre cataliza la conversion de una serie de proteinas en angiotensina

(Stricker et al., 2000; Verbalis et al., 2000).

Datos experimentales han demostrado que la administracion sistémica de
renina y angiotensina, inducen la ingesta de agua (Fitzsimons, 1978; 1979; Verbalis
et al., 2000), y posteriormente (8-10 horas) el apetito por sal (Fitzsimons, 1961,
Johnson 1997; Phillips, 1987 ; Stricker, 1981).

Asimismo, se ha demostrado que la sustancia dipsogénica no era la renina
sino la angiotensina (AIl). Concretamente, la administracion sistémica de All en la
vena yugular indujo a la ingesta de agua en animales saciados (Fitzsimons y Simons,
1969); efecto que era mucho mayor que si los animales eran nefroctomizados
(excluyendo por lo tanto, la participacion de la renina). La All se convertia de este
modo en una sefial humoral de caracter dipsogénico que iba acompanada ademas de
una clara respuesta vasoconstrictora periférica, asi como de la liberacion y secrecion
de vasopresina y aldosterona (Fitzsimons, 1998; Guyton 1976; Phillips, 1987;
Rinaman et al., 1995; Share, 1988; Thunhorst et al., 1994).

Por otra parte, la administracion (i.c) de AIl provocaba una respuesta mas
eficaz y rapida, tanto en la toma de agua como de sal, que la infusion sistémica de la
hormona (Fitzsimons, 1998). Ello significaba que la angiotensina podia alcanzar el
cerebro, y producir alli su efecto dipsogénico. Una vez mas el hipotalamo fue el

candidato anatomico de tales estudios. Asi:
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e Buggy et al., (1974); Epstein et al., (1970); Fitzsimons, (1998) comprobaron
que la administracion de All (i.c) en el area predptica y nucleos del hipotalamo
anterior inducian ingesta de agua en animales saciados. En concreto, el area

predptica medial parecia ser la region mas sensible a la accion de All

e Ademas, se observdO una actividad incrementada en las neuronas del
hipotalamo lateral y area tegmental ventral. Este dato apoya el modo en qué las
lesiones de la region mas medial del hipotalamo lateral interfieren con la
respuesta dipsogénica del sujeto a manipulaciones volémicas (administracion i.c

de AII) (Kucharzyc y Mogenson, 1977; Swanson et al ., 1978).

No obstante, estos y otros estudios recibieron numerosas criticas
particularmente por el hecho bien conocido de que la angiotensina no atraviesa la
barrera hematoencefalica (Volicer y Loew, 1975). Una vez mas, los o6rganos
circunventriculares se convirtieron en el centro de interés de esta area de
investigacion. Feliz et al., (1986); Mendelsohn, Quirion, Saavedra, Aguilera y Catt
(1984); observaron que las neuronas de varias regiones cerebrales situadas proximas
a los ventriculos, contenian receptores para la angiotensina. Concretamente,
utilizando ligandos altamente selectivos, se han identificado dos subtipos de

receptores: el AT1y AT2 (Phillips et al., 1998).

Asi, la administracion subcutanea de losartan (antagonista AIl) que se une
selectivamente al receptor AT1 inhibe la ingesta de agua y sal causada por la
infusion sistémica 6 icv de Al, AIl y AIIl (Dourish et al., 1992; Wong et al., 1990).
No ocurre lo mismo cuando se administra el péptido PD123177 (antagonista
selectivo AII) que actua por el receptor AT2. Estos datos claramente sugieren que los
receptores AT1 estan implicados en la respuesta de toma de agua y sal inducida por

la angiotensina (Gouldsborough et al., 2001).
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En cualquier caso, aunque todos los organos circunventriculares poseen
receptores AT1, uno de ellos, el SFO, ha sido el que ha recibido mayor atencion por

parte de los investigadores (Ferguson et al., 2000; Simpson, 1981):

e Asi, dosis bajas de angiotensina en el organo subfornical provocaron la
ingesta de agua y CINa, mientras que la destruccion selectiva de esta region o la
administracion de saralasina, que bloquea el receptor de AIl, inhibi6 dicha
respuesta (Johnson et al., 1997; Simpson, 1981; Simpson et al., 1978; Thrasher
et al., 1982; Thunhorst et al., 1990).

e Jgualmente, Phillips y Felix (1976) observaron que la administracion
microiontoforética de All en el SFO producia un aumento en la tasa de disparo
de sus neuronas individuales. La misma actividad neuronal fue también
observada en condiciones que promueven sed y apetito por CINa (hipovolemia)
(Mckinley et al., 1992, 97; Morien et al., 1998; Thunhorst et al., 1999; Rowland
et al 1994; 1999).

e Por otro lado, una serie de autores han puesto de manifiesto que las
conexiones anatomicas del SFO serian compatibles con la respuesta dada a la
angiotensina. Asi, Eng y Miselis, (1981); Lind y Johnson, (1982); Lind et al.,
(1984) comprobaron que las lesiones del tallo ventral del SFO, que interrumpen
sus conexiones eferentes, eliminan el comportamiento de toma de agua y CINa
desencadenado mediante la administracion de All sistémica (i.v). Ahora bien, en
este contexto resulto llamativo que el efecto dipsogénico también se producia si

la angiotensina era inyectada en el III ventriculo.

Estos ultimos resultados parecian indicar que los receptores de angiotensina
localizados en otras regiones cerebrales “internas”, eran capaces de elicitar también
la conducta de ingesta. Una serie de estudios posteriores han demostrado que el

nucleo predptico mediano es muy sensible a la accion dipsogénica de la angiotensina.

39



INTRODUCCION TEORICA

Sin embargo, hay que sefialar que esta region no carece de barrera
hematoencefalica, por lo que unicamente puede ser sensible a la AIl cuando ésta es
administrada a nivel ventricular o lo que es lo mismo, la angiotensina no puede

acceder al nucleo preoptico medial a través de la sangre.

La explicacion ofrecida a esta contradictoria situacion fue la siguiente: las
neuronas del SFO serian estimuladas por la Al circulante (sanguinea), las cuales a
su vez enviarian sefales eferentes a las neuronas del nucleo predptico mediano
(Miselis, 1981), utilizando también angiotensina como sustancia neurotransmisora.
De este modo, los receptores AT1 del nucleo predptico mediano funcionarian como
receptores postsinapticos de una sustancia peptidica transmisora: la angiotensina
cerebral (Lind y Johnson, 1982; Lind et al., 1985). En la actualidad existen una serie

de evidencias experimentales que avalan esta idea:

e Lesiones electroliticas del nicleo preoptico mediano, interrumpen la conducta
de ingesta después de la administracion (i.v) o (c.v) de AIl (Johnson y

Cunningham, 1987).

Estimulacion eléctrica del SFO produjo incrementos en la activacion de
neuronas individuales del nucleo mediano. Estas respuestas eran suprimidas
cuando se bloqueaban los receptores de angiotensina mediante saralasina

(Nelson y Johnson, 1985).

En este sentido, y durante la ultima década, han ido apareciendo nuevos datos
que completan este circuito anatdmico estableciendo una estrecha conexion entre la
liberacion de All y la activacion de las neuronas magnocelulares neurosecretoras
hipotalamicas en situaciones hipovolémicas o hipotensivas (Badoer et al., 1992;
Chiodera et al., 1998; Ferguson et al., 2000; Hegarty et al., 1996; Lackford et al.,
1998; Thunhorst et al., 1998). Es mas, se ha podido comprobar que la administracion
del antagonista All, saralasina, bloquea la actividad de estas regiones hipotalamicas

(Cunningham et al., 1991).
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En la actualidad, estos resultados se han visto confirmados también gracias a
estudios neuroanatomicos que han demostrado que regiones como el SFO y nucleo
predptico mediano proyectan en gran medida hacia las células magnocelulares
oxitocinérgicas y vasopresinérgicas del complejo SON-PAV (Armstrong, 1995;
Chiodera, 1998; Cunningham et al., 1991; Ferguson, et al., 2000; Hatton, 1990; Leng
et al., 1999; Lind et al., 1985; Mckinley et al., 1990;1994, 1996; Miselis, 1980;
Oldfield et al., 1991; Phillips et al, 1998; Renaud et al., 1990).

De hecho, lesiones de la parte anterodorsal del III ventriculo (AV3V), que
incluyen el SFO y nucleo predptico mediano, disminuyen la expresion c-fos en el
SON-PAV inducida por AIl (Bealer et al., 1979; Iovino et al., 1984; Phillips, 1987
Rowland, 1998; Thrasher et al., 1986; Thunhorst et al., 1994).

Finalmente, se ha comprobado que las condiciones hipovolémicas o
hipotensivas (administracion All-Furosemida) suelen incrementar en mayor medida
la tasa de disparo de las neuronas vasopresinérgicas que las oxitocinérgicas (Ivanyi et
al., 1995; Roberts et al., 1993; Thunhorst et al., 1994, 1998, 1999). Estos resultados
tienen una importante significacion fisioldgica, a saber, que en los casos de pérdidas
volumétricas es prioritario ante todo la conservacion de liquidos, funcion en la cual,
la vasopresina es fundamental. Tampoco se debe olvidar la fuerte respuesta
vasoconstrictora que ejerce la hormona antidiurética, una accion que ayuda a
restablecer la presion sanguinea que se encuentra disminuida en estos casos
(Chiodera et al., 1998; Hegarty et al., 1996; Kumar et al., 1998 ; Phillips et al., 1998;
Phillips, 1987).

En resumen pues, el organismo parece controlar los efectos hipovolémicos
producidos por la deshidratacion extracelular mediante la activacion de un sistema
enzimatico-humoral-nervioso. Las variaciones producidas en el fluido vascular serian
detectadas tanto a nivel renal como cardiaco, activandose dos tipos de sefales
humorales y nerviosas, que actuando a través de mecanismos diferentes y sistemas
neuroanatomicos distintos persiguen un objetivo comun: el control del volumen

plasmatico.
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Baroreceptores
Aferencias Viscerales

(XyIX)

OF, AVP

Fig. 0.3.- Representacion de una seccion medio-sagital del cerebro que ilustra las principales vias
neurales activadas por hipovolemia. Abreviaturas: Aferencias viscerales X (nervio vago)., IX
(glosofaringeo)., Ang II (angiotensina)., AP (area postrema)., AVP (vasopresina)., MePN (nucleo
predptico mediano)., NTS (nucleo tracto solitario)., OT (oxitocina)., OVLT (érgano vasculoso lamina
terminalis)., PBN (muicleo parabraquial)., PVN (nucleo paraventricular)., SFO (6rgano subfornical).,
SON (nucleo supraoptico). Adaptada de: Cunningham, J et al., (1991).

2.3.- Contribucion de los Factores Osméticos y Volémicos a la Sed.

Hasta ahora se han venido describiendo los circuitos osmoticos y volémicos
implicados en la regulacion de fluidos como si fuesen procesos independientes. Sin
embargo ambos mecanismos pueden contribuir conjuntamente a la conducta de

ingesta subsiguiente.

Esto no quiere decir que aunque en muchos casos ambos sistemas

coparticipen, no exista la posibilidad de que uno de ellos predomine sobre el otro.

En este sentido, Ramsay y colaboradores, 1977; Rolls et al., 1980; Wood et

al., 1982, investigaron las contribuciones selectivas de los factores osmoticos y

>

volémicos en la regulacion hidrica de animales privados de agua durante 24 horas.

Esta falta de agua provoca un aumento en la concentracion electrolitica del fluido
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extracelular, que lleva a su vez a una deshidratacion intracelular. Asimismo, este
proceso de privacion, desencadena también una reduccion en el volumen plasmatico
(hipovolemia) como se puede comprobar tras un examen de los valores de

hematocrito (Wood et al., 1982).

Pues bien, en estas circunstancias, estos autores pudieron confirmar que la
administracion (i.v) de agua, que contrarresta selectivamente la deshidratacion
celular reduciendo la osmolaridad de la sangre, produjo un descenso en la ingesta de
agua posterior del 72% ante la privacion. Por el contrario, la reposicion selectiva del
compartimento extracelular mediante la administracion de suero salino isotonico
(1.v), s6lo redujo la toma de agua en un 27%. La combinaciéon de ambos
procedimientos produjo un descenso en la ingesta de agua en los perros, del 99%

sobre los valores de linea base.

Estos resultados demuestran por lo tanto que si bien la conducta de ingesta de
agua inducida por privacion, es dependiente tanto de sefiales osmoticas como

volémicas, la dependencia de las primeras es mucho mas marcada.

Paralelamente y dentro de este mismo contexto, la administracion intravenosa
en humanos de CINa hipertonico dentro de valores fisioldgicos, produjo un
incremento significativo en la ingesta de agua. Por el contrario, la administracion de
AlI indujo una débil respuesta, incluso a pesar de utilizar cantidades afisiologicas de

este producto (Phillips, 1987; Verbalis et al., 2000).

En esta misma linea de resultados, Van Eckelen y Phillips (1988), observaron
que los sujetos experimentales (animales) no tomaban agua tras la administracion de
AlI hasta que sus niveles en sangre no alcanzaban los 450pg/ml, valores que solo
estan presentes en animales privados de agua durante 48 horas (Barney et al., 1980).
De acuerdo con estos resultados, es posible concluir que la All s6lo seria importante

para la sed en casos de emergencia (Phillips, 1987).
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Estos datos, parecen confirmar una vez mas el papel relevante y prioritario de
los mecanismos osmoticos en el control diario y normal de la ingesta de agua. De
hecho, diversos autores han demostrado que variaciones en la tonicidad del plasma
de tan solo el 1% sobre los valores optimos, producian un incremento notable en la
actividad neurohipofisaria asi como en la toma de agua. Por el contrario, dicha
activacion endocrina no fue observada hasta que el volumen circulatorio no
descendié al menos un 10% en relacion a los valores normales (Robertson et al .,

1982, 1983; Verbalis et al., 2000; Voisin et al., 1999; Wade et al., 1982).

Como sefiala Robertson (1983), en la vida diaria no es habitual, el que uno se
encuentre con situaciones donde se produzcan pérdidas tan importantes en el
volumen sanguineo. Esto quiere decir, que la mayor parte del agua consumida se

podria explicar debido a las sefales originadas en el sistema osmotico.

Asi pues, estos trabajos experimentales destacan y confirman la importancia
del sistema osmotico en la regulacion de fluidos y el consumo de agua; si bien no
debemos descartar una posible integracion y convergencia a nivel central con los
desequilibrios de tipo volémico. En este sentido, algunas investigaciones han
sugerido que ciertas estructuras cerebrales podrian procesar en paralelo ambos tipos

de informacion.

Asi por ejemplo, Kucharczyk y Mogenson (1977), observaron que las
lesiones electroliticas de la parte mas medial del hipotalamo lateral, interferian con la
respuesta del sujeto a manipulaciones volémicas (All i.c), mientras que cuando la
lesion se situaba en la parte mas lateral de esta region, se producia el mismo efecto
pero ahora en relacion con manipulaciones osmoticas (administracion sistémica de
CINa hipertonico). Estos estudios indican que el procesamiento de la informacion
tanto osmotica como volémica puede ser llevado a cabo por estructuras cerebrales

paralelas aunque anatomica y funcionalmente independientes.

En resumen, los desequilibrios hidrominerales de los compartimentos intra y

extracelulares, son capaces por si solos o conjuntamente, de generar un conjunto de
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sefiales desencadenantes de la ingesta de agua. El déficit producido en la periferia,
alcanza el sistema nervioso central mediante la participacion de diversos
mecanismos, tanto nerviosos como humorales, que implican la participacion de una
serie de circuitos neuroanatomicos diferentes y no siempre bien definidos. Pero tanto
en el caso de las alteraciones en la tonicidad del plasma, como en el de los descensos
volumétricos, se van a generar una serie de respuestas fisiologicas comunes: una
modulacion y regulacion neuroendocrina con el objetivo de controlar el nivel de
absorcion o excrecion renal del agua y electrolitos, de cara a una posterior
conservacion o eliminacion; y la propia conducta de busqueda y consumo de

liquidos.

En personas adultas sanas, la osmolaridad del plasma se mantiene dentro de
unos limites bien definidos (287 mOsm/Kg), aun a pesar de las variaciones y
fluctuaciones que se producen en la ingesta de agua y solutos. Este equilibrio es
alcanzado por la accion conjunta de dos sistemas reguladores principales: uno
comportamental, que modula la toma de agua y otro neuroendocrino, que controla su

pérdida.

Asi por ejemplo, estos dos sistemas estan organizados de tal manera, que un

descenso en la osmolaridad del plasma (hipotonicidad), suprime la secrecion de
vasopresina y consiguientemente la toma de agua, produciendo finalmente un
aumento en el flujo renal (poliuria) que reestablece la osmolaridad plasmatica
(isotonicidad). Por el contrario, un ligero incremento en los valores osmolares

(hipertonicidad), estimula la liberacion de las hormonas neurohipofisarias (ADH vy

oxitocina) asi como la ingesta de agua (sed), que junto a un descenso en la pérdida
renal de fluidos (respuesta antidiurética) consiguen que la osmolaridad retorne a su

nivel optimo (set point; 287 mOsm/Kg).

Por tanto, es importante destacar dentro de este contexto, cOmo variaciones o
cambios muy sutiles en la tonicidad del plasma (donde el sodio es el componente
principal), pueden tener influencias tan significativas, como veremos a continuacion,

sobre el consumo de agua (Camargo et al., 2001; Fisher et al., 1938; Fitzsimons,
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1998; Friedman et al., 1962; Hollinshead, 1964; Huang et al., 1995; Hussy et al.,
2000; Johnson et al., 1997; Kavelaars et al., 2001; Natcheff et al., 1975; Palmieri et
al., 1969; Pivonello et al., 2000; Price et al., 2000; Rolls, 1970; Robertson et al.,
1982, 1995; Robertson 1983; Rose, 1986, 1984; Saborio et al., 2000; Saltmarsh,
2001; Schoorlemmer et al., 2000; Stricker et al., 2000; Verbalis et al., 2000) y como
alguno de estos mecanismos correctores pueden verse alterados, con un

funcionamiento fuera de los limites establecidos.

2.4.- Alteraciones en la ingesta de liquidos.

Hoy en dia, son una practica habitual en la bibliografia sobre este tema las
descripciones de personas que ingieren cantidades andmalas de liquido, un hecho

conocido con el nombre de polidipsia.

En muchos de estos casos, la sed excesiva y el elevado consumo de agua
consiguiente vienen definidos por un funcionamiento normal del mecanismo de
ingesta (sed) acompafiado de grandes pérdidas de fluido (poliuria). En esta situacion,
la polidipsia descrita seria secundaria a un cuadro de poliuria, es decir resultante a un

deterioro o anomalia en el mecanismo de conservacion de fluidos.

Polidipsia secundaria: Diabetes Insipida.

En este apartado, y entre las alteraciones mas frecuentes y comunes de este

tipo de hiperdipsia se encuentra la denominada diabetes insipida (DI). En este

trastorno, la pérdida desproporcionada de agua (diuresis> 30ml/Kg en 24h) se produce
a causa de la insuficiente liberacion de ADH ( diabetes insipida central o
neurogénica), o por una incapacidad renal para responder a la hormona antidiurética

disponible ( diabetes insipida nefrogénica).

En ambos casos, se observa un aumento significativo en la osmolaridad

plasmatica (hipernatremia), provocada fundamentalmente por un incremento
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excesivo en los niveles de sodio, secundaria a la respuesta poliurica (Bacic et al.,
1999; Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958, 1962;
Hollinshead, 1964; Huang et al., 1996; Kavelaars et al., 2001; Laszlo et al., 1996;
Man et al., 1992; O'Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price et al.,2000; Rolls,
1970; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1992; Swann et al., 1939; Verbalis et al.,
1985).

Diabetes insipida central.

Cuando se habla de DI central o neurogénica, hay que sefialar que entre las
multiples causas asociadas a la aparicion de este sindrome, se pueden citar una gran
variedad de enfermedades de indole adquirida, genéticas o idiopaticas. Asi por
ejemplo, traumatismos craneoencefalicos (accidentes de automovil), procesos
tumorales (craneofaringioma, meningioma, etc), intervenciones quirdrgicas, asi como
toxinas y malformaciones cerebrales, pueden provocar dafios o lesiones en ciertas
regiones hipotalamicas, infundibulo, pituitaria o tallo hipofisario (Bacic et al., 1999,
Bronstein et al., 2000; Isidro et al., 1998; Machoun et al., 1991; Noseda et al., 1985;
Randall et al., 1960; Robertson, 1995; Seckl et al., 1987).

En este sentido, también hay que mencionar una variante congénita de la
enfermedad que puede ser transmitida de manera autosdémica dominante con
penetrancia completa. Asi, en alguna de las familias afectadas, se han identificado
mutaciones en el gen que controla la vasopresina neurofisina II (ADH/PNII), el
precursor polipéptido de la hormona antidiurética, que se encuentra localizado en el
cromosoma 20 (Bahnsen et al, 1992; Isidro et al., 1998; Ito et al., 1991, 1993;
Robertson, 1995; Si-Hoe et al., 2000 ).

En cualquier caso, cada una de estas condiciones produce una reduccion
significativa en la sintesis, almacenamiento y liberacion de las hormonas
neurohipofisarias, lo que desencadena finalmente en una excesiva ingesta de agua

(Bronstein et al., 2000; Czernichow et al., 2000; Demunbrun et al., 1954; Gonzalez-
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Portillo et al., 1998; Greger, 1986; Heinbecker et al., 1941; Hollinshead, 1964;
Huang et al., 1996; Kurokawa et al., 1998; Laszlo et al., 1966; Macias-Batista et al.,
1999; Maghnie et al., 2000; Mirsky et al., 1954; Moses et al., 1992; Robertson, 1995;
Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987; Si-hoe et al., 2000; Song et al., 1999).

La polidipsia observada en estos casos muestra un patron trifasico
caracteristico (Bakker et al., 1976; Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000;
Friedman et al., 1958, 1962; Hollishead, 1964; Huang et al., 1996; Laszlo et al.,
1966; Lichardus et al., 1973; O’Connor 1950; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000;
Seckl et al., 1987, 1992; Verbalis et al., 1985; White et al., 1939):

a) Hiperdipsia en el dia posterior a la lesion (fase transitoria politrica).
b) Descenso significativo en la ingesta de agua durante 3-4 dias (interfase
oligurica).

¢) Recuperacion de la polidipsia observada (fase permanente politrica).

Diversos autores interesados en esta area de investigacion han examinado si
los factores neuroendocrinos que han podido quedar afectados por la lesion, podrian
explicar las alteraciones hidrominerales presentadas asi como el elevado consumo de

liquidos descrito.

Dentro de este ambito, algunos estudios clasicos habian sefialado que la
administracion de extractos pertenecientes a la neurohipofisis restauraba
completamente la funcion natriurética y diurética de los animales diabéticos
(Lichardus et al., 1973; O’Connor, 1950; Swann, 1939). Cort et al., (1963) ya habian
sugerido que posiblemente la oxitocina podria ser la hormona que se encontrara

afectada en los animales neurohipofisectomizados.

Es mas, el descenso en la ingesta de agua y de orina que se produce en un
momento determinado después de la lesion (interfase oliglirica) se cree que también
podria venir dado por un aumento inesperado en la actividad endocrina hipofisaria

(O’Connor 1952; Friedman et al., 1958; Heinbecker et al., 1941, 1944; Hollinshead,
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1964; Levkoff et al., 1954; Lipsett et al., 1956; Seckl et al., 1992; Verbalis et al.,
1985). En este contexto, Brooks et al., (1958), Brunner et al., (1956); Dickers,
(1957); Sawyer (1952); observaron que la administracion periférica de oxitocina en
animales hipofisectomizados generaba un incremento en la excreccion de sodio tras

las infusiones de soluciones salinas hipertdnicas.

De hecho se pudo comprobar que el peso del 16bulo posterior de la hipofisis
en las ratas diabéticas con lesiones en el tallo hipofisario disminuyo en un 50%
después de la lesion durante la interfase (dias 2-5), sin mostrar cambios aparentes en
la fase transitoria poliarica (dia 1) (Laszlo et al., 1966). Mas aun, durante la fase
oligtrica, los animales fueron capaces de concentrar la orina y excretar sodio ante
una serie de desencadenantes osmoticos (Brooks et al., 1958; Friedman et al, 1958;
Ikkos et al., 1954; Levkoff et al., 1954; O’Connor 1952; Shannon, 1942; White et al.,
1938). Incluso se observaron niveles elevados de vasopresina en el plasma de
muchos de los animales hipofisectomizados (Fisher et al., 1938; Ikkos et al., 1954,
Laszlo et al.,, 1966; Mirsky et al., 1954; White et al., 1938). Estos hechos no se
produjeron durante la fase transitoria y permanente de la diabetes insipida (Levkoff

et al., 1954; O'Connor, 1952).

En esta misma linea de resultados, se comprobé que la mayoria de los
pacientes diabéticos (DI) requerian 3 o mas dosis de desmopresina (farmaco
antidiurético, analogo de la vasopresina) en las primeras 24 horas (fase transitoria)
debido a las graves pérdidas de fluido (poliuria). Sin embargo, ninguno de ellos
necesito del tratamiento antidiurético durante el 2° dia (interfase oligurica), donde de
nuevo y confirmando los estudios con animales, se produjo un incremento en la
concentracion urinaria (natriuresis) que correlaciond6 con unos altos niveles

plasmaticos de oxitocina (Seckl et al., 1987).

Asi pues, estos estudios parecen sugerir que la falta de respuesta renal ante la
hiperosmolaridad (hipernatremia) que se produce en la DI asi como la polidipsia
observada, se puede deber a la ausencia de factores humorales de origen

neurohipofisario.
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Por otra parte, y dentro de esta misma linea, muchos autores piensan que el
patron trifasico caracteristico de la DI en el cual destaca sobremanera el periodo
oligurico (interfase), puede ser explicado por un dafio incompleto en el tracto
neurohipofisario (Bronstein et al., 2000; Brooks et al., 1958; Heinbecker et al., 1941,
1944; Hollishead, 1964; Laszlo et al., 1966, Lipsett et al., 1956; O 'Connor, 1946,
1952). Estudios postmorten revelaron que si bien existia una reduccion en el nimero
de células del sistema SON y PAV en los sujetos diabéticos, ésta pérdida neuronal no
era completa. En la mayoria de los casos, se comprobd que mas del 15% de las
células y fibras permanecian intactas (Bronstein et al., 2000; Brooks et al., 1958;
Heinbecker et al.,, 1941; O'Connor, 1946). Ademas y como dato afiadido se pudo
observar que las neuronas oxitocinérgicas presentaban una mayor capacidad de
supervivencia a la lesion que las células vasopresinérgicas (70% versus 60%)

(Dohanics et al., 1992; Huang et al., 1996; Kawamoto et al., 1985).

Recientemente y relacionado con esta cuestion, Huang et al., (1996), han
planteado que los axones neurosecretores intactos se pueden regenerar
vigorosamente después de las secciones del tallo neurohipofisario. “Las fibras
parecian formar proximo al lugar de la lesion una estructura funcional semejante al

l6bulo neural, que podria responder a estimulos osmoticos” ( Huang et al., 1996).

Asi pues, y de acuerdo con estos ultimos puntos de vista, se podria decir que
la severidad de la polidipsia y la poliuria manifestada en la diabetes insipida
dependera del grado en que las estructuras cerebrales implicadas se vean afectadas.
Pero si esto es asi realmente, entonces una lesion completa de la neurohipofisis
deberia provocar una hiperdipsia permanente, y de hecho esto es lo que sucede.
Lesiones completas del complejo neurohipofisario (Heinbecker et al, 1941,
O’Connor, 1952), mostraron un Unico patron en la ingesta y excrecion de liquidos.
En concreto, los animales desarrollaron una polidipsia estable y duradera a lo largo
de los dias. Ahora bien, si se realiza un implante del 16bulo posterior en estos
animales diabéticos, la ingesta de agua y diuresis decrecen de modo similar a lo que

acontece en la fase oligurica (Laszlo et al,, 1966). Estos mismos resultados se
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obtuvieron cuando se administraron extractos de oxitocina (Demumbrun et al., 1954;
O’Connor, 1952), corroborando la importancia de los factores neuroendocrinos en la

regulacion hidromineral y conducta de ingesta de liquidos.

A estos argumentos iniciales hay que afnadir los estudios llevados a cabo en

las ratas Brattlelboro. Estos animales desarrollan un modelo animal de DI, pero en

este caso producido por una alteracion genética que afecta al cromosoma responsable
de la sintesis de ADH (Brimble et al., 1991; Edwards et al., 1984; Valtin et al.,
1964).

Un hecho que conviene destacar en estos trabajos es que a pesar de la falta de
vasopresina observada en estos animales, la excrecion de Na alcanzada en las ratas
Brattlelboro es bastante similar a la manifestada por los sujetos normales (Balment et
al., 1980; Brimble et al., 1991; Fuller et al., 1988; Valtin et al., 1964). Diversos
autores han sefialado que el incremento en oxitocina plasmatica que se produce en las
ratas Brattelboro durante la deshidratacion, es el factor responsable de su respuesta
natriurética (Balment et al., 1980, 1982, 1986; Brimble et al., 1991; Edwards et al.,
1984).

De hecho, cuando se compar6 la excrecion renal de Na de los animales
Brattleboro y los neurohipofisectomizados en condiciones que incrementaban la
osmolaridad plasmatica, se observd claramente una mayor respuesta natriurética en
los primeros (Balment et al., 1986; Brimble et al., 1991), destacando una vez mas, el
papel fundamental que juega la oxitocina a la hora de regular la excrecion de sodio

corporal (Brimble et al., 1991; Edwards et al., 1984).

En resumen, todos estos estudios parecen reflejar la idea de que una serie de
alteraciones neurohipofisarias podrian dar cuenta de los graves problemas
regulatorios, tanto hidricos como minerales que manifiestan los sujetos que padecen

diabetes insipida.
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En otro apartado, y por lo que respecta al diagnostico de este trastorno
polidipsico, hay que decir que uno de los procedimientos que mas se ha utilizado
hasta el momento ha sido el test de privacion de liquidos. Durante la realizacion de
estas pruebas se observa el grado de concentracion en la orina que presentan los
pacientes, y que en el caso de la DI se caracteriza por una respuesta tipica:
osmolaridad urinaria disminuida (Bronstein et al., 2000; Czernichow et al 1985;

Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992).

Esta primera observacion suele acompaiiarse con la toma de muestras acerca
de la concentracion de ADH y osmolaridad plasmatica durante la administracion de
una solucion salina hipertonica (3%) (Bronstein et al., 2000; Robertson, 1983; Seckl
et al., 1992). Ante esta situacion, los resultados suelen ser bastante evidentes: los
enfermos de diabetes insipida neurogénica no liberan vasopresina, y si lo hacen la

respuesta es casi siempre insuficiente.

En situaciones controvertidas y en casos particulares, estos métodos de
diagnostico habitualmente suficientes, se han visto recientemente complementados
con la utilizacion de otro tipo de pruebas muy fiables. Asi por ejemplo, a través de
las técnicas de neuroimagen, hoy en dia se puede observar y cuantificar el grado de
intensidad de la sefial proporcionada por el 16bulo posterior de la hipofisis. Esta
informacion puede ser util de cara a la evaluacion cuantitativa de la concentracion
hormonal existente en esta region (Bronstein et al., 2000; Kurokawa et al., 1998).

Asi, al menos, es lo que parecen sugerir una serie de investigaciones que han

observado una fuerte correlacion entre la intensidad de la sefial emitida por las
imagenes de Resonancia Magnética y los niveles neuroendocrinos en la hipofisis
posterior (Czernichow et al., 2000; Kurokawa et al., 1998; Maghnie et al., 2000;

Moses et al., 1992; Saborio et al., 2000).
En concreto, los resultados que se desprenden de estos trabajos, sefialan que

los pacientes que padecen esta enfermedad presentan una reduccion notable en la

intensidad de la sefial emitida por las imagenes, confirmando una vez mas una
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alteracion en el sistema neurohipofisario (Fujisawa et al., 1987; Kurokawa et al.,

1998; Maghnie et al., 1998, 2000; Moses et al., 1992).

En cualquier caso, a pesar de los datos poco esperanzadores que nos ofrecen
estas pruebas diagnodsticas desde el punto de vista clinico, tenemos que decir que en
los ultimos afios se ha experimentado un gran avance en el tratamiento

farmacologico de la diabetes insipida central.

En este sentido, cabe mencionar, que durante afios los pacientes con DI
neurogénica fueron tratados con hormona antidiurética, principalmente lysina VP.
Sin embargo, esta sustancia dejo de prescribirse debido a la escasa duracion de sus
efectos asi como a los problemas secundarios que presentaba, especialmente los
relacionados con un aumento notable en la presion arterial (Fjellestad et al., 1993).
Todo ello, provocod que se comenzasen a estudiar otras alternativas farmacologicas
que pudiesen mejorar los resultados precedentes. Entre estas opciones aparecio el
dDAVP (1-desamino 8-arginina vasopresina- desmopresina Acetato), un analogo de
la hormona antidiurética. Esta sustancia, selectiva al receptor renal V2, mostrd un
efecto antidiurético mas potente y prolongado que incluso la propia hormona ADH
(Fjellestad et al., 1993; Saborio et al., 2000; Seif et al., 1978). Este dato es bastante
significativo, ya que permiti6 que las personas afectadas pudiesen dormir durante
toda la noche y dedicarse a sus actividades diarias sin las necesarias interrupciones
por motivos regulatorios (Greger et al., 1986). Es mas, la utilizacion de este farmaco
de cara al tratamiento de la DI neurogénica mostro otra serie de ventajas adicionales.
Por ejemplo, la desmopresina se administra nasalmente, lo que hace que sea mejor
tolerada (Fjellestad et al., 1993; Greger et al., 1986); y ademas, no s6lo no

incrementa la actividad presora de la vasopresina sino que la reduce.

A estos argumentos iniciales, hay que afiadir que desde hace algunos afios, la
intervencion farmacologica de la DI central se ha complementado, y ademas con
bastante éxito, con el uso racional de diuréticos y la prescripcion de dietas carentes
de sal (Baylis et al., 1998; Fried et al 1997; Niaudet et al., 1985; Rose, 1984; Saborio
et al., 2000; Tetiker et al., 1999; Vyele et al., 1913). La finalidad de tales
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tratamientos no es otra que la de provocar un aumento en la excrecion de sodio
(natriuresis) con el principal objetivo de tratar de disminuir la hipernatremia

observada en este trastorno (Baylis et al 1998; Saborio et al., 2000).

En efecto, es un hecho bien conocido y corroborado de manera experimental
(Bellows 1938; Fisher et al., 1938; Swann et al., 1939), que un aumento considerable
en los niveles de sodio corporal en personas que sufren de DI, lleva consigo un
deterioro de la enfermedad (Fitz, 1924; Oehme et al., 1918; Rosembloom et al., 1916
citados por Swann et al., 1939). No es extrafio, por tanto, que sea algo habitual en la
practica clinica, una reduccion de la ingesta de CINa en estos pacientes para intentar
corregir las cantidades excesivas de fluido excretado asi como la polidipsia que le

acompaia.

Pruebas que confirman la validez de esta interpretacion las podemos
encontrar en una serie de estudios clasicos que demostraron como la privacion de
comida (Curtis, 1924; Swann, 1939) y la adrenalectomia (Friedman et al., 1962);
procedimientos ambos, que disminuyen los niveles de sodio en el plasma, redujeron
de forma significativa la ingesta de agua en los animales diabéticos (lesion eminencia

media) a un nivel proximo del grupo control.

Una vez mas, y como intentaremos demostrar en la fase experimental de la
presente Tesis Doctoral, estos datos ponen de manifiesto la importancia que tiene el
hecho de controlar los niveles de soluto corporal, donde el sodio indudablemente
ocupa una posicion privilegiada en la economia de fluidos y electrolitos del cuerpo
(Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997; Robertson et al., 1995;
Robertson, 1982, 1983; Rose, 1984, 1986; Saltmarsh, 2001).
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Diabetes insipida nefrogénica.

En cuanto a la otra variante de la diabetes insipida, la diabetes nefrogénica;
suele ser producida mas que por una insuficiencia de ADH como ocurria con la DI
central, por una alteracion en su accion renal. Esta insensibilidad renal ha sido
asociada a un defecto o alteracion en las células del tubulo colector, lo que va a
provocar una excrecion de orina persistentemente hipotonica, independientemente de

que los niveles de vasopresina sean altos o normales.

Entre las causas que pueden provocar esta enfermedad, en los Gltimos afios se
ha venido destacando la importancia que pueden tener los factores genéticos. Asi por
ejemplo, en algun caso de diabetes insipida nefrogénica, se ha confirmado Ia
presencia de una mutacion en el gen que codifica el receptor renal de ADH (V2),
responsable del efecto antidiurético de la hormona (Bichet et al 1994; Knoers et al

1993; Robertson, 1995; Rosenthal et al 1994).

Asimismo, y de forma paralela, también se han descrito otras variantes
genéticas de la enfermedad con caracter autosomico recesivo (Si-hoe et al., 2000),
provocadas por mutaciones en el gen que codifica aquaporin II, la proteina que forma
los canales de agua en los tubulos colectores del rifion (Robertson, 1995; Sasaki et

al., 1994; Van Lieburg et al., 1994).

En cualquier caso y de cara al tratamiento de la DI nefrogénica, parece logico
pensar que el uso de antidiuréticos no deberia resolver el problema. Por ello, la
administracion de dDAVP es ineficaz en este caso de diabetes. Los mejores
resultados se han obtenido con la utilizacion moderada de diuréticos y la restriccion

de sal en la dieta (Rose, 1984).

De la misma manera a como acontecia con la DI central o neurogénica, este
tratamiento suele ser bastante efectivo a la hora de reducir la poliuria observada en la
enfermedad (Baylis et al, 1998; Niaudet et al, 1985), posiblemente como

consecuencia de la disminucion de los altos niveles de sodio corporal que poseen
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estos pacientes (Bronstein et al., 2000; Man et al 1992; Saborio et al., 2000; Seckl et
al 1992).

Hasta aqui, el principal objetivo de esta Introduccién ha consistido en
describir una serie de trastornos relacionados con la ingesta de liquidos, que suelen
ser la consecuencia o el resultado de alteraciones en los mecanismos fisiologicos

encargados tanto de la conservacion como de la excrecion hidromineral.

Junto a este tipo de enfermedades (diabetes insipida) existen otras
alteraciones no menos llamativas en la regulacion de fluidos derivadas de la
activacion inapropiada de los mecanismos de la sed en ausencia de pérdidas de
liquido (Dunn 1990; Vonderen et al., 1999). En concreto, se trata de personas que
consumen agua ininterrumpidamente a pesar de disponer de unos niveles de
hidratacion normales o supranormales. Estariamos hablando en este caso de las

denominadas polidipsias primarias.

Algunos investigadores han indicado que si bien puede descartarse en la
mayoria de los casos cualquier tipo de anomalia en la secrecion o accion de las
hormonas neurohipofisarias de estos pacientes (Barlow et al., 1959; Vonderen et al.,
1999), éstas alteraciones podrian darse como consecuencia de la ingesta excesiva de
fluidos. En este sentido, la respuesta polidipsica provocaria una reduccion
significativa en la concentracion del plasma, lo que llevaria a la inhibicion de los
valores enddgenos de ADH con la consiguiente respuesta poliurica (Moses et al
1993; Vonderen et al., 1999). Es mas, a diferencia de los cuadros de diabetes insipida
vistos anteriormente, las imagenes por Resonancia Magnética de estos sujetos
muestran una sefial hiperintensa en la hipofisis posterior cuando son sometidos a
programas de privacion de liquidos (Moses et al., 1993, 1992), lo que significa que
aparentemente la conducta polidipsica no puede ser explicada por una alteracion en

la actividad endocrina neurohipofisaria.
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No obstante y a pesar de estos planteamientos iniciales hay que destacar las
diferencias individuales observadas entre las personas que muestran un excesivo
consumo de liquidos, lo que ha hecho diferenciar dentro de esta polidipsia primaria
dos categorias: la hiperdipsia dipsogénica y la psicogénica (Bronstein et al., 2000;
Illowski et al., 1988, citado por Verghese et al., 1983; Robertson, 1987; 1991; 1995;
Vonderen et al., 1999).

Polidipsia primaria dipsogénica.

Por lo que respecta a la polidipsia dipsogénica (Robertson 1987), el paciente
en todo momento informa de una sensacion anormal de sed. En este caso, la ingesta
de agua sigue siendo regulada por factores osmoticos, pero no puede ser suprimida a
menos que la osmolaridad del plasma y la concentracion de sodio se situen por
debajo del umbral que determina la secrecion de vasopresina. Sin embargo, ésto no
se consigue ya que los altos niveles de hidratacion que manifiestan estos sujetos
impiden la liberacion de la hormona antidiurética, produciendo la consiguiente
pérdida de liquidos. Esta situacion hace que el paciente permanezca en todo
momento en un estado de sed cronica, polidipsia y poliuria (Bronstein et al., 2000;

Robertson, 1995).

En este sentido, se ha descrito el historial de un paciente que sufri6é un golpe
en la parte posterior de la cabeza como consecuencia de una caida desde un caballo.
Esta persona no perdid la consciencia, pero casi inmediatamente después del
accidente desarrolld un cuadro de sed severa, comenzando a ingerir grandes
cantidades de agua. Como dato relevante, hay que mencionar el hecho de que la
excrecion de liquidos a través de la orina no tuvo lugar hasta pasadas dos horas y
media; clara indicacion de un caso de polidipsia primaria. Esta respuesta de ingesta
desmesurada persistio durante 2 semanas en las que estuvo bajo observacion, con un

consumo medio diario de 18.5 litros (caso Nothnagel, citado en Fitzsimons 1979).
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Otro ejemplo de polidipsia primaria dipsogénica post-traumatica, se
manifestd en una mujer de 22 afos, que mostraba una sed excesiva y persistente a las
pocas horas de sufrir un accidente de automovil, que le produjo una fractura en la

base del craneo (Kourilsky et al., citado en Fitzsimons, 1979).

Por ultimo, Bailey et al., citado por (Fitzsimons, 1979) también han
comunicado un caso de polidipsia primaria central tras intervenciones quirurgicas en

el hipotalamo sin interferir con la hipofisis.

En general, todas estas anomalias pueden estar relacionadas con cuadros
patologicos de diversa indole (meningitis, neurosarcoide, esclerosis multiple, etc),
lesiones (traumatismos craneoencefalicos) o drogas (litio) que afectan a multiples
regiones del sistema nervioso central (Bronstein et al., 2000; Robertson 1987; 1991,
1995). Entre los centros que han podido verse afectados, se han propuesto estructuras
hipotalamicas mal definidas, pero que (de un modo relevante para esta tesis) han sido

localizadas frecuentemente en la base del cerebro (Robertson 1987; Robertson 1995).

Polidipsia primaria psicogénica.

En el caso de la polidipsia psicogénica o consumo compulsivo de agua, se
produce una negacion explicita de sed por parte del paciente, y a pesar de ello los
volumenes de ingesta de agua pueden oscilar entre los 5 y 20 litros diarios (Barlow et
al., 1959). Este tipo de hiperdipsia exhibe algunas caracteristicas diferentes de la
diabetes insipida y polidipsia dipsogénica (Illowsky et al., 1988; citado por Verghese
et al 1993).

Es un ejemplo, bastante comun entre la poblacion psiquiatrica, y

especialmente entre personas que padecen de esquizofrenia (6-17%) (Barjau et al,,
2000; Guisado et al., 2000; Kawai et al., 2001; Lerner et al., 2000; Mercier-Guidez,
2000; Sleeper y Jellinek, 1936; citado por Verghese et al 1993). Algunos autores,
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como Robertson (1995), piensan que puede estar motivada por creencias irracionales

a cerca de los beneficios que tendria para la salud una ingesta elevada de liquidos.

Hoy en dia se cree que la polidipsia psicogénica no es un trastorno unitario

sino que se suele manifestar en varias fases (Verghese et al 1993):

a) Alrededor de los 5-15 afios después del comienzo de la enfermedad
psiquiatrica, algunos pacientes comienzan a consumir grandes cantidades de agua.
Esta polidipsia va a provocar una reduccion significativa en la osmolaridad
plasmatica y concentracion de sodio (hiponatremia) (Crenin 1989; Fouqueray et al.,
1998; Goldman et al., 1988; Hariprasad et al., 1980; Kawai et al., 2001).

b) De 1-10 afios después de la aparicion de la polidipsia, se puede producir un
cuadro de intoxicacion por agua en el 50% de los pacientes psicoticos polidipsicos
(Barjau et al., 2000; Gonzalez-Portillo et al., 1998; Schwartz et al 1957, 1967). El
sindrome de secrecion inapropiada de ADH (SIADH) hace que estas personas sean
incapaces de excretar los fluidos ingeridos, exacerbando la hiponatremia, y llevando
en algunos casos a estados de coma e incluso la muerte (Barjau et al., 2000; Goldman

et al., 1998; José, et al., 1979; Vieweg et al., 1985).

Poco se conoce acerca de las posibles causas de este trastorno, en el cual los
valores de ADH se encuentran inapropiadamente elevados ante los bajos niveles de
osmolaridad plasmatica (Kumar et al., 1998; Pullan et al., 1979; Robertson, 1983).
Algunos autores sospechan que puede haberse producido algin dafio en el
hipotalamo (Mellinger y Zafar, 1983). En este sentido, un dato interesante para esta
Tesis Doctoral es el revelado por una serie de estudios postmorten en pacientes
esquizofrénicos, que han observado una menor densidad neuronal bilateral (34%) en

los cuerpos mamilares, region del hipotalamo posterior, con respecto a personas

normales (Briess et al 1998).

¢) Finalmente, en algunos casos se puede producir una 3% etapa, que se

desarrolla a los 5 afios después de que se hayan producido casos de intoxicacion por
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agua, y que incluye una serie de complicaciones organicas: dilatacion de la vejiga e
intestino, fallo renal y cardiaco, etc. Estas personas llegan a consumir las elevadas
cantidades de agua durante el dia, hecho que les lleva también a una marcada

ganancia de peso corporal (Verghese et al 1993).

Algunos autores como Robertson (1987), sugieren que una posible
explicacion para la excesiva ingesta de agua observada en estos pacientes, seria que
el umbral o nivel optimo (set point) que marca el inicio de la liberacion de ADH
estuviese desplazado hacia la izquierda. Estas personas polidipsicas seguirian siendo
sensibles a las variaciones osmoticas, pero ahora de forma mas acusada. Esto permite
suponer que la ADH se pondria en funcionamiento ante niveles de tonicidad
plasmatica que estan por debajo de los requeridos para la liberacion normal de esta
hormona. En estas circunstancias, los sujetos tienden a consumir grandes cantidades

de liquidos en respuesta a estas fluctuaciones osmolares.

Polidipsia primaria gestacional.

Continuando dentro del mismo contexto de las polidipsias primarias, hay que
seflalar que existen situaciones en la vida real, que si bien son menos frecuentes que
las comentadas anteriormente, también cursan con manifestaciones de hiperdipsia.
Este es el caso del aumento en la ingesta de liquidos y poliuria que se produce
algunas veces durante el embarazo (Bronstein et al., 2000; Durr et al., 1987; Iwasaki

et al., 1991; Leggett et al., 1999; Robinson et al., 1991; Seckl et al 1992).

Durr et al (1987), sugieren que durante el periodo de la gestacion se observan
una serie de modificaciones en los niveles de ciertos componentes endogenos
implicados en la regulacion hidromineral, asi como en el mecanismo de la sed.
Debido a que estos cambios regulatorios aparecen fundamentalmente durante el
primer trimestre del embarazo, algunos autores piensan que ciertos factores
hormonales asociados a la gestacion podrian ser los responsables de estas

alteraciones en la ingesta de liquidos (Robertson, 1983).
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Asi por ejemplo, durante estos periodos se ha observado en estas personas
polidipsicas una ausencia de respuesta renal a la ADH (Durr et al., 1987; Singer et
al., 1997) asi como una reduccion en los niveles de oxitocina durante los 253 dias de

la gestacion (Van der Post et al., 1997).

En la actualidad, no se sabe con certeza cual podria ser la explicacion de estos
hechos, pero algunas investigaciones sugieren que podria deberse a la accion de la
vasopresinasa, que se libera durante el embarazo, o en ultima instancia a algin
mecanismo intrarenal que deteriora la respuesta neuroendocrina (Iwasaki et al.,

1991).

Las pruebas a favor de esta idea sugieren que la vasopresinasa, un
aminopéptido elaborado por el tejido placentario, produce la degradacion (durante la
gestacion) de la vasopresina, oxitocina asi como de otros péptidos (Iwasaki et al.,
1991; Tuppy et al, 1968). Ademas, se ha observado que la actividad de esta
sustancia desciende gradualmente durante el postparto (Davison et al., 1989; Iwasaki
et al., 1991; Tupi et al., 1968); periodo en el que no existen alteraciones aparentes en
los niveles de ADH y OT (Van der Post et al., 1997), y en el que tampoco aparecen
cuadros de polidipsia (Iwasaki et al., 1991).

El tratamiento farmacoldgico mas recomendado a la hora de intentar resolver

el trastorno de la hiperdipsia gestacional es la desmopresina (dDAVP)

fundamentalmente por el hecho de que no es degradada por la vasopresinasa (Kumar

et al., 1998).

Ademas, y debido a que durante el embarazo se ha observado también un
incremento significativo del 30-40% del volumen plasmatico (Brown, 1988;
Randolph et al., 1998; Van der Post et al., 1997) y que en muchas ocasiones viene
acompafiado de elevados niveles de sodio corporal (154 mosml/l) (Iwasaki et al.,
1991) es practica habitual recomendar a estas personas una restriccion del consumo
de CINa con el fin de disminuir el volumen extracelular. Es mas, este tratamiento

sera efectivo en mujeres embarazadas hipertensas debido a que como se sabe la

61



INTRODUCCION TEORICA

hipertension puede ser una consecuencia de la retencion inapropiada de sal y de la

expansion de volumen (Hamlyn et al., 1986; Van der Post et al., 1997).

En conclusién y una vez mas, a partir de estos estudios clinicos parece
inferirse que los niveles plasmaticos de sodio (responsable fundamental de la
osmolaridad) (Bie et al., 2000; Bronstein et al., 2000; Camargo et al., 2001;
Fitzsimons, 1998; Huang et al., 1995; Johnson et al., 1997; Natcheff et al., 1975;
Robertson, 1982, 1983; Robertson et al., 1982; Rose, 1984, 1986; Saltmarsh, 2001;
Schoorlemmer et al., 2000; Stricker et al., 2000; Verbalis et al., 2000), podrian jugar
un papel importante en la modulacion de la ingesta de agua. Este hecho, nos permite
poner de manifiesto la importancia que tienen los mecanismos encargados del control
del equilibrio hidromineral para asegurar el mantenimiento del volumen vy
composicion de los fluidos del cuerpo (una afirmacion que intentaremos corroborar a

lo largo del presente trabajo experimental).
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3.- Implicacion del Hipotdlamo Posterior en el control hidromineral.

Es un hecho bien conocido que las lesiones de estructuras subcorticales de la
rata, como la amigdala (Grossman et al 1963), septum (Harvey et al 1965),
hipotalamo medial (Sclafani et al 1969), nucleo del rafe (Coscina et al 1972; Lorens
et al, 1971) y locus coeruleus del tallo cerebral (Osumi et al, 1975), producen un
incremento en la ingesta de agua. En cada una de ellas, siempre se ha discutido el

caracter primario o secundario de tales polidipsias.

En las ultimas décadas, se ha venido destacando también la importancia que

pueden tener regiones del hipotalamo posterior en el control y regulacion de los

fluidos corporales. Asi por ejemplo, Santacana y colaboradores, observaron que las
lesiones electroliticas del area mamilar, producian un aumento significativo en la

ingesta de agua en ratas (Tejedor del Real et al, 1972).

Estos autores comprobaron que esta polidipsia no estaba relacionada con una
alteracion en la toma de alimento, ya que no se observaron diferencias significativas
con el grupo control. Ademas, los animales mamilares presentaron un cuadro de
motivacién mayor (menor latencia), en recorrer un laberinto para acceder al agua,

cosa que no ocurre normalmente en los animales hiperfagicos (Sclafani, 1971).

En cuanto a la posibilidad de que la ingesta de agua de estos animales, se

debiese a un déficit en la secrecion salivar (sed prandial), se pudo comprobar

asimismo que la hiperdipsia mamilar se seguia manteniendo en situaciones de

privacion de alimento (72 horas).

Por altimo, estos autores también sefialaron que la polidipsia observada podia
catalogarse de primaria con respecto a la poliuria. De hecho, la privacion de agua (48
horas), pero no de comida, produjo una reduccion drastica en el volumen de orina
excretado por los animales experimentales. Mas aun, ningiin animal mamilar murid

como consecuencia de la privacion, lo cual sugiere que la ingesta excesiva de agua
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no se debe a un fendmeno de diabetes insipida (DI), que implicaria la pérdida de
grandes cantidades de agua debido a la deficiente absorcion de la misma por parte

del rifion (Guyton, 1976).

En esta misma linea de resultados se encuentran los trabajos llevados a cabo
por Hennesy, Grossman y Kanner (1977), en los cuales se pudo comprobar que la
seccion mecanica (Knife-cut) de las fibras que discurren en posicion ventral al
hipotalamo posterior desarrollaron una marcada polidipsia. En este caso, los
animales lesionados en la region mas ventromedial, consumieron cantidades diarias
de agua superiores al doble de la ingesta media de los propios mamilares. Hennesy et
al., (1977) interpretaron esta hiperdipsia, como el posible resultado de alguna
alteracion en las conexiones de regiones hipotalamicas que regulan la actividad

neurohipofisaria.

Es importante destacar que estos animales excretaron una orina mas diluida
que la del grupo control no lesionado después de la administracion de CINa
hiperténico, a pesar de que el volumen de orina no mostré diferencias significativas

entre ambos.

Por su parte, estos resultados volvian a confirmar que los animales con lesion
en el hipotalamo posterior poseen un cierto nivel de retencion, y el hecho de que
excreten una orina menos concentrada podria estar indicando alguna alteracion en la
regulacion de los niveles de tonicidad plasmatica, donde el sodio es el principal

componente.

En cualquier caso, conviene destacar al respecto que otros estudios
publicados en los ultimos afios han venido a coincidir en el hecho de que las
manipulaciones en las regiones del hipotalamo posterior provocan importantes
desequilibrios en los niveles de sodio del organismo (Bacic et al., 1999; Bealer et al.,
1983; Cort, 1963; Ernsberger, 1981; Hennesy et al., 1977; Kavelaars et al., 2001,
Keeler et al., 1972; Lichardus et al., 1969; Morales et al., 1986; Natcheff et al., 1975;
Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckel et al., 1987).
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En efecto, Bacic et al., (1999) han descrito recientemente severos estados de
hipernatremia o hiponatremia en soldados que habian sufrido dafios cerebrales como
consecuencia de herida/s de bala (Guerra de Bosnia). Los problemas mas serios en la
concentracion de sodio plasmatico fueron observados cuando las lesiones afectaron a
estructuras localizadas en la base del craneo y/o zonas hipotalamicas adyacentes al

IIT ventriculo (Bacic et al., 1999; Doringer et al., 1991; Wijdicks et al., 1991).

Todos estos estudios por tanto parecen reflejar la idea de que ciertas
manipulaciones en el hipotalamo posterior pueden incrementar la conducta de
ingesta, debido a que posiblemente afecten a una serie de mecanismos relacionados

con el consumo de liquidos.

En este sentido, ya se ha mencionado como tanto las lesiones electroliticas
del area mamilar como las del hipotalamo posterior son procesos inductores de
polidipsia, y dada su proximidad anatomica, no seria de extrafiar que compartiesen
mecanismos anatomicos comunes, por ejemplo la seccion de las fibras nerviosas que

discurren en posicion ventral al hipotalamo (Hennesy et al., 1977).

En caso de ser cierta esta interpretacion, cabria la posibilidad de que el
exagerado consumo de agua observado en los animales mamilares pudiese venir
explicado por alguna alteracién en los procesos homeostaticos implicados en la

regulacion hidromineral de los fluidos internos.

Para intentar aclarar algunos de estos aspectos, Morales y Puerto (1986)
realizaron una serie de experimentos que permitiesen comprender en mayor detalle la
significacion funcional de esta region hipotalamica. En concreto, estos autores
comprobaron que las lesiones electroliticas del area mamilar producian una
polidipsia consistente y especifica, independiente de alteraciones en la toma de
alimento (Morales y Puerto, 1986), confirmando los resultados de Santacana y

asociados (Tejedor del Real et al., 1972).
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Asimismo, a fin de examinar el caracter primario o secundario de la
polidipsia observada, se pudo comprobar como los animales con lesién en los

cuerpos mamilares sometidos a un programa de privacion total de liquidos, eran

capaces de regular el volumen diario de orina excretado. Ahora bien, cuando los
mismos animales polidipsicos eran privados parcialmente (el grupo experimental y
control disponian de la misma cantidad de liquidos (30 cc), entonces el grupo
mamilar si mostré un volumen de orina significativamente mayor que los sujetos no
lesionados (Morales et al., 1989, 1990). Es mas, la administracion de pitressin
tannato, un analogo de la vasopresina, redujo drasticamente la toma de agua,

invirtiendo totalmente el efecto polidipsico (Morales et al., 1990).

Estos ultimos resultados parecen indicar inicialmente que la ingesta de agua
mamilar puede presentar también alguna alteracion en los mecanismos responsables
de la conservacion de fluidos (poliuria); por lo que la polidipsia observada tendria
incluido algiin componente secundario, dado la presencia de un cuadro poliurico. En
este sentido, y dado que la neurohipofisis se localiza en posicion ventral a los
cuerpos mamilares, podria ser que la lesion electrolitica realizada afectase a dicho
sistema, con las consiguientes y abundantes pérdidas de agua por parte del rifion
(hecho que se produce en el caso de la DI). Sin embargo, y como ya quedo puesto de
manifiesto anteriormente, Santacana y asociados (Tejedor del Real, et al 1972)
observaron que la privacion total de liquidos durante 48 horas no resultaba ser letal
para los sujetos mamilares. Estos resultados, descartan inicialmente la induccion de
DI como resultado de la lesion. Es mas, los estudios anatomicos realizados en su
laboratorio no han podido detectar dafio alguno en la hipofisis o sistemas adyacentes
de los animales mamilares. Asimismo, se ha podido comprobar desde un punto de
vista comportamental, que la estimulacion eléctrica del SON invirti6 de manera
significativa la polidipsia mamilar sin afectar a la ingesta de comida; lo que

demuestra de nuevo la integridad del sistema neurohipofisario (Morales et al., 1988).
A estos argumentos iniciales habria que afiadir también los datos obtenidos en

nuestro laboratorio (Morales et al., 1989) en los que se demostrd6 un efecto

diferencial entre el grupo mamilar y diabético (lesiones electroliticas en la eminencia
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media) en respuesta a una serie de desencadenantes osmoticos (CINa hipertonico);

confirmando una vez mas que ambas polidipsias son diferentes.

Finalmente, esta interpretacion ha sido ratificada de nuevo, al evaluar la
ritmicidad en la ingesta de agua, observando que los animales mamilares consumian
la mayor parte de la misma durante la fase nocturna, al igual que el grupo control.
Por el contrario, los animales diabéticos bebian continuamente a lo largo del dia,
eliminando los ritmos circadianos (Morales et al., 1989). Esta alteracion no esta
relacionada con los niveles de comida, ni con la lesion del nacleo supraquiasmatico,
sino con la necesidad de beber que tienen estos sujetos para mantener el equilibrio de

los fluidos del organismo.

En resumen, y si analizamos globalmente los resultados obtenidos en esta
serie experimental, se podria concluir que la polidipsia mamilar, aun incluyendo un
cierto componente secundario, es una entidad diferente a la diabetes insipida. Con
ello se pone de manifiesto un claro factor primario propio de esta hiperdipsia
hipotalamica, como lo demuestra el hecho de que los animales experimentales con
lesion en los cuerpos mamilares contintian bebiendo mas que los controles (24 horas)

a pesar de suftir el ligamiento del uréter (Morales et al., 1989).

A las mismas conclusiones han llegado también Blass y Hanson (1970) y
Smith y McCann (1962, 1964) tras la manipulacion de otras regiones hipotalamicas
(area septal y eminencia media respectivamente) y someter a los animales a un

parecido procedimiento experimental.
En conclusion, estos datos parecen estar indicando que el area mamilar, al

igual que otros centros cerebrales localizados en el hipotalamo pueden formar parte

de un circuito neural implicado en la regulacion de la ingesta de liquidos.
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4.- Nutricion: Circuitos hipotalamicos implicados.

Histoéricamente, el hipotalamo ha sido el centro de atencion principal de los
estudiosos de la conducta nutritiva (Bernardis et al., 1993, 1996; Elmquist et al.,

1999; Flier et al., 1998; Inui, 1999; Sakurai et al., 1998; Stellar 1954).

El papel de esta region cerebral en la regulacion de la ingesta y peso corporal

fue puesto de manifiesto en los afios 40 tras los estudios de Hetherington y Ranson.

Estos autores pudieron comprobar que la destruccion del hipotalamo ventromedial
(HVM) provocaba una voluminosa ingesta de comida (hiperfagia) en los animales
(Elmquist et al., 1999; Flier, et al 1998; Inui, 1999); mientras que la estimulacion
eléctrica de dicha region hipotalamica en sujetos privados producia un descenso
significativo en el consumo de alimento (hipofagia) (Nicolaidis, 1999; Morley,

1980).

Anos mas tarde, Anand y Brobeck (1951) sefialaron que las lesiones de otras

regiones hipotalamicas, como el hipotalamo lateral (HL) causaban el efecto

contrario, es decir, hipofagia y reduccion significativa en el peso corporal (Bernardis

et al., 1993; 1996; Elmquist et al., 1999; Flier et al 1998; Sakurai et al., 1998).

Asimismo, la estimulacion eléctrica de esta ultima region (HL), generaba una
conducta de ingesta de comida asi como el desarrollo de obesidad (siempre y cuando

la estimulacion fuese duradera) (Berridge y Robinson 1998; Morley 1980).

Todos estos resultados permitieron que se desarrollase un modelo dual de
nutricion, segun el cual el HVM e HL representarian unos supuestos centros de
saciedad y de hambre respectivamente (Elmquist et al., 1999; Flier et al., 1998
Stellar, 1954). En funcion de esta interpretacion, la ingesta de comida se produciria
ante la inhibicion del centro saciador (HVM), mientras que la activacion del mismo
nucleo desencadenaria el cese de la conducta consumatoria por la inhibicion del

centro del hambre (HL) (Havel et al., 2000; Martin et al ., 1991; Xin et al., 2000).
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En cualquier caso, hay que decir que a pesar del impacto que tuvo la teoria
dual en su momento, pronto se comprobo que este modelo era demasiado simple, por
lo que la explicacion de la conducta nutritiva basada en la accion reciproca de los
centros medial-lateral fue cuestionada (Kuenzel, 1994; Martin et al ., 1991; Morley et

al., 1983; Rolls., 1994).

Muchas de las criticas planteadas estaban relacionadas con el hecho
claramente constatado de que las lesiones electroliticas llevadas a cabo en estas
estructuras cerebrales también destruian fibras o tractos neurales conectados con
otras regiones. Se podria pensar que los déficits conductuales descritos anteriormente
podrian estar relacionados mas con el dafio ocasionado en estas vias de paso que con
el producido en los propios nucleos hipotalamicos (Bad y De 1996; Carlson, 1993;
Elmquist et al., 1999; Gold, 1973; Kupfermann 1991; Kuenzel 1994; Martin et al.,
1991; Morley, 1980)

En este sentido, se ha demostrado por ejemplo que las lesiones electroliticas
del hipotalamo lateral afectan al haz nigroestriado, un tracto dopaminérgico que se
dirige a los ganglios de la base desde la sustancia negra, asi como al fasciculo
prosencefalico medial, un importante conjunto de fibras que permiten establecer
conexiones entre estructuras del cerebro anterior y centros mas caudales. Es mas, en
afios posteriores se ha podido comprobar que lesiones de una serie de nucleos a lo
largo de estas vias desarrollaron también hipofagia y pérdida de peso (Kupfermann,

1991; Le Magnen, 1992; Morley 1980).

Asimismo, y dentro de esta misma linea se ha observado que las lesiones
electroliticas del HVM destruyen tanto la via serotoninérgica que se origina en los
nucleos del rafe, como el haz adrenérgico ventral que conecta la formacion reticular
con el hipotalamo y area septal (Morley, 1980). La destruccion de esta ultima via
produjo igualmente hiperfagia y obesidad aunque de caracteristicas diferentes al

trastorno ventromedial (Le Magnen, 1992; Morley, 1980).
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Todos estos resultados, un tanto contradictorios, han hecho que surjan
propuestas para redefinir con mas exactitud los sistemas hipotalamicos implicados en

la regulacion nutritiva y en el peso corporal.

Para intentar lograr este objetivo, una serie de estudios bioquimicos y de
genética molecular, han identificado en los ultimos afios algunos neuropéptidos
hipotalamicos que estan facilitando conocimientos mas solidos sobre los mecanismos
neurales implicados en el comportamiento de ingesta y equilibrio energético
(Elmquist et al., 1999; Flier et al., 1998; Sakurai et al., 1998, 1999; Tartaglia et al.,
1995; Wolf, 1997; Zhang et al., 1994).

Asi por ejemplo, alrededor de los 70, Douglas Coleman (1969, 1973) centro
su atencion en dos razas de ratones mutantes (ob-ob) y (db-db) genéticamente obesos
y fenotipicamente iguales (Elmquist et al., 1999). Realizando estudios parabiodticos
(cross-circulation) entre ambas cepas de ratones pudo observar de manera
sorprendente que los animales ob-ob perdian peso significativamente, mientras que
los db-db no mostraban cambios aparentes. Estos mismos resultados se obtuvieron
cuando se cruzaron los ratones db-db y normales; ahora eran estos ultimos los que
dejaban de comer y consiguientemente adelgazaban. Sin embargo, y si por el
contrario era el animal normal el que se unia con los ratones ob-ob, entonces era éste
el que perdia peso (Campfield et al., 1995; Halaas et al 1995; Hakansson et al., 1998;
Inui, 1999; Pelleymounter et al., 1995).

En funcion de estos datos, Coleman propuso la existencia de un factor
endocrino que estaria ausente en los ratones ob-ob y que los db-db producirian en

exceso aunque no fuesen accesibles a €l (citado en Martin et al., 1991).

Esta idea ha sido corroborada recientemente con el descubrimiento de la
hormona leptina (del griego, leptos, delgado), un factor regulador que los ratones ob-
ob no pueden producir (Elmquist et al., 1999; Zhang et al.,, 1994) y al que son

insensibles los animales db-db al carecer de los receptores correspondientes (Chen et
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al .,1996; Flier et al., 1998; Hakansson et al., 1998; Lee et al .,1996; Tartaglia et al
,1995),

Dado que la leptina es sintetizada y secretada por las células adiposas (el gen
ob solo se expresa en ellas) es 16gico pensar que podria liberarse en funcion del
indice de grasa y/o masa corporal (Campfield et al., 1995; Hakansson et al., 1998;
Halaas et al., 1995; Morimoto et al., 2000; Pelleymounter et al., 1995; Yarnell et al.,
1998; Zhang et al., 1994). De hecho, se ha comprobado recientemente que los niveles
de leptina son mas elevados en los sujetos obesos que en los delgados asi como en
los periodos posteriores a la ingesta de comida que durante el ayuno prolongado

(Elmquist et al., 1997; 1998; Woods et al., 1998).

En resumen, todos estos trabajos experimentales parecen indicar que los
factores sintetizados por los genes ob y db forman un complejo hormona-receptor
que comunicaria al sistema nervioso central del estado en que se encuentran las
reservas de energia (Inui, 1999; Spiegelman et al., 1996; Tartaglia et al., 1995; Zhang
et al., 1994).

En efecto, en los tltimos afios han aparecido un buen nimero de referencias
que destacan el papel fundamental que juega la leptina en el control y regulacion del
equilibrio energético (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995, Pelleymonter et al
,1995),

En este sentido, debemos sefialar una serie de estudios en los que se ha
demostrado que la administracion periférica (Morimoto et al., 2000; Yarnell et al.,
1998) y central (Campfield et al., 1995; Woods et al., 2000; Xin et al., 2000; Yarnell
et al., 1998) de este factor endocrino provoca una reduccion en la ingesta de comida,
peso corporal y deposito de acidos grasos tanto en ratones delgados como en

genéticamente obesos.

Estos resultados tan concluyentes han provocado que la mayoria de los

investigadores interesados en esta tematica traten de averiguar a través de qué
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centros o regiones cerebrales ejerce su accion la hormona ( hay que recordar que el
receptor de leptina (RL) ha sido clonado recientemente en ratones y seres humanos).

(Tartaglia et al., 1995 y Couce et al 1997, respectivamente).

Entre los principales candidatos ha emergido una vez mas el hipotalamo,
region en la que se ha observado el maximo nimero de receptores de leptina (Fei et
al .,1997; Hakansson et al., 1996, Huang et al., 1996; Zhang et al., 1994); y
especialmente en el nucleo arqueado (Elmquist et al., 1999; Flier et al., 1998;

Hakansson et al., 1996; 1998; Morimoto et al., 2000; Sakurai, 1999).

Este centro mediobasal hipotalamico se encuentra situado fuera de la barrera
hematoencefalica, lo que le permite detectar la presencia de determinadas sustancias
en el sistema circulatorio (Dube et al., 1995; Woods et al., 1998). Ademas, el hecho
de que contenga un gran numero de neuronas que expresan el receptor de la leptina,
asi como una serie de neuropéptidos implicados en el comportamiento de ingesta
(Flier et al., 1998; Hakansson et al., 1996; Havel et al., 2000; Sakurai, 1999) ha
hecho posible que se le considere una region critica en la regulacion del metabolismo

y peso corporal.

Esta afirmacion se ha visto confirmada ultimamente por algunos trabajos de
investigacion que han puesto de manifiesto que las lesiones del nacleo arqueado
(Choi et al., 1999; Flier et al.,1998; Sakurai, 1999) provocan una marcada hiperfagia
y obesidad.

Todos estos estudios han hecho que cada vez cobre mas fuerza la idea de que
la leptina puede llevar a cabo su respuesta inhibidora sobre la ingesta de comida y
peso corporal, actuando en primer lugar sobre el nucleo arqueado, donde controlaria
la liberacion de algunos neuropéptidos implicados en el control del equilibrio
energético (Ahma et al., 1996; Flier et al., 1998; Havel et al., 2000; Inui, 1999; May
et al., 2000; Sakurai, 1999; Schwartz et al., 1996) .
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Entre los posibles mediadores del efecto anoréctico de la leptina, se
encontraria el NPY, un péptido que se ha revelado en los Gltimos 15 afios como uno
de los principales agentes orexigénicos (Gerald et al., 1996; Inui, 1999; Morley et al.,
1987; Sakurai et al., 1998). Su administracion central produce una ganacia de peso
considerable que culmina en obesidad ante aplicaciones prolongadas (Beck, 2000;

Flier et al., 1998; Hall et al., 2001; Inui, 1999).

En este sentido, es importante tener en cuenta que la sintesis del neuropéptido
Y es inhibida por la accidon de la hormona leptina (Erikson et al., 1996; Flier et al.,
1998; Gerald et al., 1996; Inui, 1999; Masaki et al., 2001, 2001; Sakurai et al., 1998;
Schwartz et al., 1996; Wolf, 1998). Es mas, valores elevados de NPY observados en
el nacleo arqueado tanto de ratas privadas de comida como en animales
genéticamente obesos (ob-ob/db-db), pudieron ser bloqueados por la administracion

de la hormona anoréctica (Inui, 1999; Schwartz et al., 1996; Stephens et al., 1995).

Paralelamente, y confirmando estos resultados, se ha descubierto que la
obesidad de los ratones ob-ob es menos acusada si éstos muestran también

alteraciones en el NPY (Erikson et al 1996, Sakurai et al., 1998).

En resumen , los datos disponibles parecen indicar que la respuesta anoréctica
llevada a cabo por la leptina podria venir explicada por la inhibicion de ciertos

péptidos orexigénicos, entre los cuales, el NPY ocupa un lugar privilegiado.

En cualquier caso, y ademas del NPY, en los ultimos afios se han ido
conociendo otra serie de sustancias sintetizadas en el nucleo arqueado y cuya
liberacion parece estar también bajo la influencia de la leptina. Tal es el caso de la

hormona estimulante de los melanocitos (alfa-MSH) (producida por neuronas

generadoras de la propiomelanocortina (POMC)) que provoca una reduccion
significativa en la ingesta de comida cuando actaa en el receptor MC4-R (Flier et al.,

1998; Inui, 1999; Spiegelman et al., 1996; Wolf, 1998; Woods et al., 2000).

74



NUTRICION: CIRCUITOS HIPOTALAMICOS IMPLICADOS

En la actualidad, se cree que la leptina podria regular el efecto anoréctico de
la alfa-MSH mediante la activacion de neuronas POMC en el nacleo arqueado (Flier
et al 1998; Hall et al., 2001; Morimoto et al., 2000; Satoh et al., 1998; Wolf, 1998;
Woods et al., 2000). Existen una serie de pruebas que apoyan esta idea, como las que
sefialan que aproximadamente el 30% de neuronas POMC expresan el receptor de la
leptina (Flier et al., 1998; Thornton et al., 1997). Por otra parte, y siguiendo en esta
misma linea se pudo comprobar que la administracion de la hormona increment6 la

actividad de células POMC en ratas privadas y ratones ob-ob (Schwartz et al 1997).

Finalmente, hay que sefialar que estos descubrimientos iniciales estan en
concordancia con los estudios que han observado que las concentraciones
incrementadas de leptina producen asimismo un descenso en la secrecion de la
proteina agouti (AGRP), una hormona que bloquea el receptor MC4-R produciendo
obesidad (Masaki et al., 2001, 2001; Wolf, 1998). De hecho, niveles elevados del

péptido relacionado con la proteina agouti (AGRP) fueron encontrados en ratas
genéticamente obesas (ob-db) (Flier et al., 1998; Invi, 1999 Ollmann et al., 1997,
Shutter et al ., 1997).

En resumen pues, los datos examinados hasta ahora parecen confirmar la idea
de que la leptina desempefia un papel fundamental en el control y equilibrio
energético a través de la modulacion de ciertos neuropéptidos en varias regiones del

hipotalamo, destacando particularmente el nucleo arqueado.

Recientemente se ha podido completar este sistema alimentario gracias al
descubrimiento de un nuevo agente anoréctico hipotalamico, el CART (transcriptor
regulado por cocaina y anfetamina) (Dall Vechia et al., 2000; Douglas et al., 1995;
Elmquist et al., 1999; Inui, 1999; Kristensen et al., 1998).

En concreto, la administracion central de este neuropéptido (CART) produjo
un descenso significativo en la ingesta de comida (Dall Vechia et al., 2000; Elias et
al., 2001; Kristensen et al., 1998), llegando incluso a inhibir la toma de alimento

inducida por el NPY (Elmquist et al., 1999; Invi, 1999).
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Ademas, es importante destacar que la expresion de CART en el nucleo
arqueado disminuyo en los animales privados de comida y ratones ob-ob (Elias et al.,
2001; Invi, 1999). Estos valores sin embargo pudieron ser restablecidos después de la
infusion de leptina; lo que hace que se vuelva a incidir en la importancia que juega

esta hormona en los procesos homeostaticos nutritivos (Elmquist et al., 1999).

Este gran avance producido en los ultimos afios ha hecho posible un
replanteamiento de la neurobiologia de la nutricion, poniendo de manifiesto la
relevancia que tienen ciertos neuropéptidos y centros hipotalamicos en la regulacion
y control de la conducta de ingesta, y entre ellos una serie de regiones mediales del
hipotalamo; destacando el nucleo paraventricular que ha atraido tanta atencion como

la de los centros clasicamente implicados .

En efecto, se ha comprobado que el nacleo paraventricular expresa muchos

de los receptores sensibles a los neuropéptidos sintetizados en el nicleo arqueado
(Charnay et al., 1999; Dall Vechia et al., 2000; Elmquist et al., 1999; Fleir et al.,
1997; Hakansson et al., 1996, 1998; Huang et al., 1996; Mercer et al., 1996; Woods
et al 1998). Estos datos han sido interpretados por varios autores en el sentido de que
la conexion ARQ-PAYV podria formar parte de un sistema clave a la hora de definir el
comportamiento nutritivo (Woods et al., 1996; 1998). Esto permite entender el
porqué lesiones localizadas en regiones mediobasales-periventriculares del
hipotalamo, producen obesidad (Choi et al., 1999; Havel et al., 2000; Swaab et al.,
1995).

A estos argumentos iniciales hay que afadir los estudios de Woods et al,,
(1996), en los cuales se observo un incremento de c-fos en el PAV después de la
administraciéon central de leptina en ratones normales y genéticamente obesos

respectivamente (Elmquist et al., 1999).

Estos resultados avalan los trabajos experimentales que habian documentado

la presencia de receptores de leptina en el nacleo paraventricular (Fei et al., 1997,

76



NUTRICION: CIRCUITOS HIPOTALAMICOS IMPLICADOS

Hakansson et al., 1996, 1998; Huang et al., 1996; Mercer et al., 1996; Yarnell et al.,
1998).

En cualquier caso, el papel del nicleo paraventricular en la regulacion del
balance energético se hace cada vez mas evidente gracias también a las aportaciones
de la practica clinica. En este sentido, Smeets et al (1992) han puesto de manifiesto
una serie de alteraciones producidas en las neuronas oxitocinérgicas del PAV en

personas que padecen el sindrome de Prader-Willi (PWS) (trastorno que en la

mayoria de los casos (70%) se encuentra relacionado con una deleccion del brazo
largo del cromosoma 15 (Martin et al., 1998) y que cursa con retraso mental,

hipogonadismo, corta estatura, asi como con hiperfagia y obesidad.

En concreto, se ha observado una reduccion del 28% del volumen del PAV
asi como de un 41% en el nimero de las células oxitocinérgicas de los pacientes
PWS. Por su parte, las células de vasopresina no mostraron ningiin cambio (Swaab et
al., 1995). Estos mismos resultados también han sido documentados por otros autores

(Swaab et al., 1993).

En este sentido, la importancia atribuida a la oxitocina en el control nutritivo
ya habia sido puesta de manifiesto en estudios anteriores llevados a cabo en animales
(Arletti et al., 1989; Fitzsimons, 1998; Stricker et al., 1996; Swaab et al., 1993; Van
Ree et al., 1977; Verbalis et al., 1986; 2000).

Asi por ejemplo, se pudo comprobar que la administracion central de la
hormona neurohipofisaria inhibid el comportamiento de ingesta en ratas (Arletti et
al., 1989; Chiodera et al., 2000; Olsson et al 1991; Swaab et al., 1993); efecto que
fue invertido por la infusion (i.c.v) de un antagonista oxitocinérgico (vasotocin). “El
papel inhibidor en la ingesta de alimento por parte de la oxitocina hace pensar que

estamos ante un nuevo agente anoréctico” (Arletti et al., 1989).

Los nuevos datos disponibles parecen confirmar esta idea al demostrar que la

toma de alimento produce un aumento significativo en los niveles plasmaticos de
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oxitocina en animales (Arletti et al., 1989; Van Ree et al., 1977; Verbalis et al
.,1986). Estos resultados por tanto coinciden con los estudios que han observado una
correlacion inversa entre la secrecion y liberacion de la hormona paraventricular y el
apetito por el sodio (Stricker et al., 1987; Stricker et al., 1988; Verbalis et al., 1991,
2000).

De acuerdo con estos estudios se puede concluir que tanto los trabajos
desarrollados en el ambito de la investigacion basica como en el campo de la clinica,
resaltan el papel que puede jugar la oxitocina, y probablemente el nucleo
paraventricular en el control y regulacion de la conducta nutritiva, un hecho que

volvera a ser retomado en la fase experimental de esta Tesis Doctoral.

Por otra parte, desde las aportaciones de los estudios clasicos de Anand y
Brobeck (1951) son muchas las cuestiones que permanecen sin resolver acerca del
supuesto centro del hambre: el hipotalamo lateral. Esta perspectiva, ha comenzado a
cambiar en los ultimos afios gracias al descubrimiento en 1998 de dos nuevas
sustancias orexigénicas (Briski et al., 2001; Fleir et al., 1998; Mullet et al., 2000;

Sakurai et al., 1998). La orexina A y B son dos neuropéptidos que se sintetizan

basicamente en el hipotalamo lateral y regiones adyacentes (Fleir et al., 1998;
Sakurai et al 1998). Pronto se observd que cuando se administraban centralmente
estimulaban el consumo de alimentos (Mullet et al., 2000; Sakurai et al., 1998).
Asimismo, la privacion de comida durante 48 horas aumentaba la sintesis de las dos
hormonas en el hipotalamo lateral (Sakurai et al., 1998). Estos resultados sugieren
que estos neuropéptidos pueden jugar un papel relevante en la regulacion central de

la ingesta de comida (Briski et al., 2001; Sakurai et al., 1998).

Mas aun, recientemente, se ha demostrado que cerca del 50% de las neuronas
orexinérgicas expresan el receptor de la leptina, sugiriendo que los niveles de estos
dos neuropéptidos podrian estar también regulados por fibras de la hormona lipidica

procedentes del nacleo arqueado (Elias et al 1998; Sakurai, 1999).
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A pesar del hecho de que un gran nimero de piezas de este laberinto son
todavia desconocidas, hoy en dia el papel del hipotadlamo en la regulacion del
equilibrio energético parece mas claro. En la actualidad, el epicentro de las
investigaciones se situa en una serie de conexiones y vias localizadas tanto a nivel
mediobasal-periventricular (arqueado, dorsomedial, ventromedial y paraventricular)

como lateral (hipotalamo lateral).

Ahora bien, todos estos estudios han hecho que algunos autores propongan un
nuevo y mas detallado modelo dual de control de ingesta (Elmquist et al., 1999), en
el cual las lesiones mediales del hipotalamo (arqueado, ventromedial, dorsomedial y
paraventricular) producirian hiperfagia, mientras que el dafio en el hipotalamo lateral

inhibiria la toma de alimento.
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5.- La Region Tuberomamilar en el contexto de la Regulacion

Hidromineral y Nutritiva.

De acuerdo con los datos que hemos venido examinando a lo largo de la
presente Tesis Doctoral, una de las estructuras implicadas en la regulacion de fluidos
es el hipotalamo posterior. En el pasado y en relacion con esta hipotesis, algunos
investigadores centraron sus estudios anatomicos en una region situada en la parte
ventral del cerebro, a ambos lados del receso mamilar (Brown et al., 2001; Diepen,
1962; Ericson et al., 1991; Grunthel, 1929 citado en Ericson et al., 1987; Fujimoto et
, 1990; Inagaki et al., 1988 1990; Kohler et al., 1986; Panula et al., 1984;
Schwartz et al., 1991, 1994; Watanabe et al., 1984).

al.

En un estudio comparativo del hipotalamo, Diepen (1962) denomino a esta

zona nucleo tuberomamilar y constatd que estaba presente en todas las especies

animales, alcanzado su maximo desarrollo en el ser humano (ver fig. 0.4).

En la actualidad, muchos autores han implicado a esta estructura hipotalamica

en la regulacion de una serie de actividades cerebrales como la presion sanguinea

(Akins et al., 1990, 1993; Correa et al., 1981), termorregulacion (Bronstein et al.,
2000; Brown et al., 2001; Fujimoto et al., 1990; Masaki et al., 2001; Roberts et al.,

1983), ritmos circadianos (Brown et al., 2001; Doi et al.,, 1994; Fukagawa et al.,

1989; Nakamura et al., 1996), suefio-vigilia (Grossberg et al., 2000; Higuchi et al.,
2000; Nakamura et al., 1996; Sergeeva et al., 2001), y aprendizaje-memoria (Brown
et al., 2001; Higuchi et al., 2000; Hwan Kim et al., 2001; Leurs et al., 1998; Segura-
Torres et al., 1996; Wagner et al., 1993).
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5.1.- El nicleo Tuberomamilar y su papel en el control hidrico y mineral.

Recientemente, una serie de estudios neurofisiologicos y neuroquimicos han

puesto de manifiesto una estrecha relacion entre el nicleo tuberomamilar y zonas o

regiones cerebrales implicadas en la regulacion hidromineral (Akins et al., 1990;

Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et al.,

1999; Moses et al., 1992). Asi por ejemplo, existen abundantes datos que destacan la
participacion de este complejo nucleo hipotalamico en el control y liberacion de

factores neurohipofisarios.

Este resultado fue confirmado al comprobar que todas aquellas situaciones
que dan lugar a un incremento en la osmolaridad plasmatica (deshidratacion,
privacion de liquidos, etc) provocaban un incremento en la actividad del nucleo
tuberomamilar asi como una hipersecrecion paralela de ADH y OT a través del SON
(Akins et al., 1990; Kjaer et al., 1994, 1995). Ademas, se ha observado que en
animales hidratados la estimulacion de las células tuberomamilares conlleva la
despolarizacion de los cuerpos celulares localizados en neuronas magnocelulares del

PAV y SON (Akins et al., 1993; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994).

Estos resultados estan en concordancia con los datos obtenidos utilizando
métodos farmacolodgicos. Asi, se ha podido comprobar que la histamina (un
neurotransmisor sintetizado exclusivamente en el nicleo tuberomamilar; (Airaksinen
et al., 1992; Nakamura et al., 1996) o farmacos que la potencian, produjeron
expresion de c-fos en neuronas magnocelulares hipotalamicas del SON y PAV
(Bealer et al., 1999; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et al., 1999). Esta
activacion, cuando es por administracion central, provoca un aumento rapido en los
niveles de vasopresina y oxitocina plasmaticos de los animales (Bealer et al., 1999;
Bhargava et al., 1973; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et

al 1999; Schwartz et al. 1991; Weiss et al. 1989).

> >
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Ademas, también se observo que dicho tratamiento produjo un descenso
notable en el flujo de orina (antidiuresis) asi como un incremento en la osmolaridad

urinaria (natriuresis) (Tuomisto et al., 1979).

Por otra parte y como cabria esperar, el bloqueo neuroquimico de las células
tuberomamilares histaminérgicas provocd una disminucion significativa en la
secrecion de las hormonas neurohipofisarias vasopresinérgicas (Kjaer et al., 1994;
1994) y oxitocinérgicas (Bealer et al., 1999; Kjaer et al., 1995) ante diferentes

desencadenantes osmoticos.

Por ultimo, resefiar una serie de pruebas anatomicas y electrofisiologicas que
ponen de manifiesto una vez mas la implicacion del nacleo tuberomamilar en el
control neuroendocrino y por lo tanto en la regulacion hidromineral (Akins et al.,
1993; Armstrong et al., 1985; Haas et al., 1977, 1975; Schwartz et al., 1991; Weiss et
al ., 1989). Asi por ejemplo, estudios autorradiograficos confirmaron la presencia de
receptores histaminérgicos localizados densamente tanto en el nicleo supradptico
como en el paraventricular (Inagaki et al., 1988; Kjaer et al., 1994; Kraly et al., 1995;
Palacious et al., 1981; Panula et al., 1989; Schwartz et al., 1991; Weiss et al., 1989;
Wilcox et al., 1982).

Paralelamente, la estimulacion eléctrica de las células del hipotalamo
posterior generd potenciales excitadores monosinapticos en células supradpticas del
hipotalamo (Hatton et al., 1998; Kjaer et al., 1994; Smith et al., 1996; Weiss et al.,
1989; Yang et al., 1989). Es mas, en algunos casos, la actividad de las neuronas se
incrementd en un 200% en comparacion a las células de los animales (ratas) no
estimuladas (Hatton et al., 1998). Resultados similares fueron observados en las

neuronas neurosecretoras del nucleo paraventricular (Schwartz et al., 1991).

Asi pues, los resultados expuestos hasta el momento parecen sugerir la
existencia de una interaccion fisiologica entre la actividad tuberomamilar y la
liberacion endocrina de varias regiones hipotalamicas. Ahora bien, a estas propuestas

que relacionan la importancia de esta region del hipotalamo posterior con el control
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del equilibrio hidromineral del organismo, hay que afiadir la idea cada vez mas
consolidada del posible papel que puede jugar esta estructura hipotalamica en la

regulacion de la conducta nutritiva.

5.2.- Sistema Tuberomamilar y Nutricion.

Cada vez se disponen de mas datos que parecen indicar que las

manipulaciones farmacologicas que inciden en el complejo tuberomamilar pueden

tener repercusiones significativas en la ingesta de alimentos.

Esta idea se ve apoyada por numerosos trabajos que han demostrado que la
administracion central de histamina o farmacos que mimetizan su accion, disminuyen
la toma de alimento, tanto en animales (Brown et al., 2001; Clineschmidt et al., 1973;
Fukagawa et al., 1989; Itoh et al., 1999; Lecklin et al., 1998; Masaki et al., 2001,
2001; Morimoto et al., 2000; Wagner et al., 1963) como en seres humanos

(Clineschmidt et al., 1973).

En efecto, las denominadas ratas Zucker, genéticamente obesas, mostraron
niveles histaminérgicos mas bajos (7 veces) que los animales normales; lo cual
sugiere que la histamina estaria implicada de algin modo en el mantenimiento
homeostatico del equilibrio energético (Brown et al., 2001; Sakata et al., 1991). En
relacion con este punto, algunos investigadores han propuesto que el efecto
comportamental de la histamina podria producirse a través de la activacion de los
centros hipotalamicos implicados en la integracion de sefiales de saciedad (Orthen-
Gambill et al., 1992). De hecho, hoy en dia se cree que esta regulacion podria

llevarse a cabo a través del nucleo paraventricular; en el cual las fibras

tuberomamilares histaminérgicas se distribuyen densamente (Adam et al., 1966; Doi
et al., 1984; Fukagawa et al., 1989; Inagaki et al., 1988; Itoh et al., 1991; Lecklin et
al., 1998; Morimoto et al., 2000; Orthen-Gambill et al., 1992; Panula et al., 1989;
Watanabe et al., 1984) y los receptores de leptina son abundantes (Doi et al., 1994;
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Fei et al., 1997, Hakansson et al., 1996, 1998; Huang et al., 1996; Mercer et al.,
1996; Morimoto et al., 2000; Yarnell et al., 1998 ).

Recientemente, estos datos se han visto confirmados por la observacion de
que la activacion del sistema tuberomamilar histaminérgico podria controlar el efecto
anoréctico inducido por la leptina en algunas de estas regiones hipotalamicas
(Fukogawa et al., 1977; Itoh et al., 1999; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al.,
2000). Esta interpretacion ha sido validada en los ultimos afios por el hecho de que el
tratamiento con alfa-FMH (un inhibidor de la sintesis de histamina) atenuo la
respuesta supresora sobre la ingesta de comida que normalmente produce la hormona

anoréctica (Morimoto et al., 2000).

Todos estos resultados parecen reflejar una relacion inversa entre la actividad
tuberomamilar histaminérgica y la conducta nutritiva, con lo cual la eliminacion

funcional de dicho nucleo podria dar lugar a un aumento en el consumo de alimento.

En efecto, existen abundantes datos al respecto que sefialan que el bloqueo
farmacologico de la region tuberomamilar produce un incremento significativo en el
comportamiento de ingesta y peso corporal sin ninguna alteracion en la toma de agua
y flujo de orina (Doi et al., 1994; Fukagawa et al., 1989; Orthen-Gambill et al., 1992;
Tuomisto et al., 1994). Mas aun, los efectos mas potentes se obtuvieron cuando los

inhibidores histaminérgicos se aplicaron en el hipotalamo ventromedial y nucleo

paraventricular (Fukogawa et al., 1989; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al.,
2000; Sakata et al., 1988, 1991), confirmando una vez mas que los efectos supresores
del apetito por parte de las fibras tuberomamilares histaminérgicas se lleva a cabo
probablemente en los receptores de estas estructuras hipotalamicas (Sakata et al.,

1991).
Todas estas observaciones parecen indicar pues, que nos encontramos ante un

nuevo centro hipotalamico que reune todas las caracteristicas para poder desempefiar

una funcion relevante tanto en la regulacion hidromineral como nutritiva.
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5.3.- Anatomia del Complejo Tuberomamilar.

Esta region cerebral del hipotalamo posterior contiene aproximadamente

2500 neuronas (en roedores) ocupando una posicion ventral y lateral a los cuerpos

mamilares (Kohler et al., 1986).

Meétodos inmunohistoquimicos y de trazado retrogado han sefialado que el

sistema tuberomamilar esta compuesto por varios subnucleos (Brown et al., 2001;

Ericson et al., 1987, Inagaki et al., 1990, Schwartz et al., 1991, Watanabe et al.,
1984). ( fig. 0.4):

TMYV caudal (E1). Situado entre el cuerpo mamilar lateral y medial, y el nacleo

supramamilar.

TMV rostral (E2). Ocupa una posicion rostral al cuerpo mamilar lateral.

TMM ventral (E3). Localizado en la superficie ventral del cerebro, rostral y

dorsal al cuerpo mamilar y lateral al nucleo infundibular y receso mamilar.

TMM dorsal (E4). Se sitia dorsalmente al grupo TMM ventral (E3);

concretamente entre el fornix y fasciculo mamilotalamico. Rostralmente cercano
a la parte dorsal del III ventriculo, y lateral al receso mamilar, se encuentra por
encima del nicleo dorsomedial hipotalamico y nacleo infundibular (Tillet et al.,

1998).

TM difuso (E5). Conjunto de células dispersas (alrededor de 100) entre varios

nucleos hipotalamicos a lo largo del III ventriculo: area hipotalamica lateral, area
hipotalamica posterior, area perifornical, nicleo supramamilar y dorsomedial

hipotalamico (Ericson et al., 1987; Kohler et al., 1985; Schwartz et al., 1991).
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En cuanto a las caracteristicas neuroquimicas de las células tuberomamilares
se han identificado en ellos un buen numero de péptidos, asi como otros
neuromoduladores y neurotransmisores, que son liberados por sus terminales: gaba,
glutamato, histamina, metencefalina, sustancia P, adenosina, galanina, péptido
natriurético cerebral, péptido natriurético tipo C (Airaksinen et al., 1992; Brown et
al., 2001; Kohler et al., 1986; Nakamura et al., 1996; Onodera et al., 1994; Passani et
, 2000; Saper et al., 1989; Schwartz et al., 1991, Staines et al.,1987;, Wada et al.,
1991).

al.

La presencia de tal variedad de sustancias en estas células podria estar
relacionado con la gran diversidad de conexiones y funciones que se le han atribuido
a la region tuberomamilar. Es mas, el hecho de que varios de estos neuropéptidos se
localicen en las mismas terminales indica que podrian actuar como cotransmisores

modulando sus funciones (Airaksinen et al., 1992).

Analisis Morfolégico del Sistema Tuberomamilar.

La aplicacion de los diferentes métodos histoquimicos (Ericson et al., 1987,
Kohler et al., 1985) ha permitido analizar las caracteristicas morfologicas de las
neuronas del TM. En efecto, estos analisis han revelado diferencias celulares entre
cada uno de los subgrupos anteriomente citados.

Asi, se ha podido comprobar que el grupo TMVentral (E1 y E2) estan

constituidos basicamente (90%) por neuronas magnocelulares (1500) compactas
(Ericson et al., 1987, Watanabe et al., 1984); mientras que el TMMedial (E3 y E4)
poseen un alto porcentaje de células de tamafio medio y pobremente organizadas

(600) por comparacion al grupo anterior (Ericson et al., 1987; Schwartz et al., 1991).
Esta subdivision de células tuberomamilares en un grupo magnocelular en la

parte ventral del cerebro (TMV) y un grupo mixto, magnocelular y parvocelular a lo

largo del receso mamilar y III ventriculo (TMM), es semejante a la organizacion de
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los nucleos supraoptico y paraventricular (SON y PAV) hipotalamicos. Asi, mientras
el supraoptico posee principalmente neuronas magnocelulares, el paraventricular esta

subdividido en grupos parvo y magnocelulares (Ericson et al., 1987).

Por otro lado, hay que destacar que el sistema dendritico del complejo TM es
simple, con pocas arborizaciones. Algunas de ellas, se orientan horizontalmente en
direccion mediolateral asi como rostro-caudal. En concreto, en los nacleos E1 y E2
se han observado una serie de dendritas alargadas que se extienden por la zona
ependimal de la superficie ventral del cerebro. Algo similar se ha observado en el
grupo TMM dorsal en los que las dendritas parecen penetrar la capa ependimal del

receso mamilar (Ericson et al., 1987; Reiner et al., 1987).

Estas caracteristicas morfoldgicas del TM sugieren funcionalmente que estas
células se encuentran en una posicion privilegiada para detectar la presencia de
moléculas especificas, asi como responder a sustancias neuroactivas que se hallan en

el liquido cefalorraquideo (Reiner et al., 1987; Watanabe et al., 1984).

Conexiones Tuberomamilares Aferentes.

Se han demostrado conexiones aferentes a las neuronas tuberomamilares
provenientes del cortex prefrontal, coliculo inferior, amigdala, nucleo preoptico
medial, septum lateral e hipotalamo (Ericson, 1991; Inagaki et al., 1990; Saper et al.,
1976; Wouterlood et al., 1988). Asimismo, también se han observado aferencias
adrenérgicas, noradrenérgicas y serotoninérgicas originadas en los ntcleos C1-C3,
Al1-A2, B5-B9, dirigidas hacia los diferentes nacleos tuberomamilares (Ericson,

1987).
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Conexiones Tuberomamilares Eferentes.

Las fibras eferentes del sistema tuberomamilar proyectan a casi todas las
regiones del cerebro. Asi, se ha podido observar que la densidad de estas conexiones
es alta en el hipotalamo (principalmente en los cuerpos mamilares e hipotalamo
ventral, area preoptica medial, area preoptica lateral, nucleo supraquiasmatico,
supraoptico, paraventricular, ventromedial, dorsomedial e hipotalamo lateral) y
septum medial (Adam et al., 1996; Inagaki et al., 1988; Pollard et al., 1976; Wilcox
et al., 1982); moderadas en el cortex cerebral, ganglios basales, hipocampo, HVM,
area preoptica y complejo amigdalino (Watanabe et al., 1984); y bajas en el OVLT,
sustancia gris central, nicleo parabraquial dorsal, nacleo del tracto solitario, bulbo
olfatorio, putamen caudado, cerebelo e hipofisis posterior (Ericson et al., 1987;
Inagaki et al., 1988; Kohler et al., 1985; Onodera et al., 1994; Wada et al., 1991;
Watanabe et al., 1984).

En cualquier caso, y a pesar de la amplia distribucioén que parecen mostrar las
fibras tuberomamilares, éstas se organizan siguiendo sistemas de conexiones
completamente diferenciados. Asi, por ejemplo, se ha demostrado la existencia de
una via ascendente ventral que se formaria en el haz posterior ventrolateral, con
fibras que penetran en el fasciculo prosencefalico medial (MFB) y que proyectan
hacia la neurohipofisis, estructuras talamicas y complejo amigdaloide, asi como a
través de fibras colaterales que decusan para terminar en el cortex cerebral e
hipocampo (Brown et al., 2001; Panula et al., 1989; Schwartz et al., 1994, Watanabe
et al., 1984).

Una segunda via asciende dorsal y lateralmente a lo largo del III ventriculo,
con fibras que terminan en el talamo y estructuras rostrales del cerebro anterior
(Brown et al., 2001; Panula et al., 1989; Schwartz et al., 1991, 1994; Watanabe et al.,
1984).
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Finalmente, los nucleos tuberomamilares también poseen otras conexiones
descendentes que se originan ventrolateralmente a los cuerpos mamilares y que
proyectan fibras al nicleo del rafe dorsal, alrededor de la sustancia gris central, para
continuar caudalmente hacia estructuras del tronco cerebral (NTS) y médula espinal

(Brown et al., 2001; Ericson et al., 1987; Panula et al., 1989; Schwartz et al., 1994).

Estos estudios neuroanatomicos, por el momento, no han observado
diferencias significativas entre las conexiones que mantienen los cinco subgrupos
tuberomamilares con las distintas regiones cerebrales; propiciando que algunos
autores piensen que esta region hipotalamica podria entenderse como un grupo Unico

y homogéneo (Brown et al., 2001; Onodera et al., 1994; Wada et al., 1991).

Sin embargo, esta interpretacion podria ser cuestionada si nos basamos en los
estudios morfoldgicos comentados anteriormente (Ericson et al., 1987; Schwartz et

al., 1991; Watanabe et al., 1984).

Por lo tanto y en funcién de los datos anatomicos mencionados, cabe la
posibilidad de establecer diferencias entre los diversos nucleos tuberomamilares
(TMV/TMM) tanto en relacion con sus conexiones anatomicas como a nivel

funcional.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios se han centrado en el grupo
tuberomamilar ventral (E1 y E2) (Akins et al., 1993; Ericson et al., 1991; Hatton et
al., 1998; Kjaer et al., 1995; Smith et al., 1996; Wagner et al., 1993; Weiss et al.,
1989;Yang et al., 1989), que mantiene conexiones monosinapticas con el SON
(Armstrong y Sladek, 1985; Hatton et al., 1998; Weiss et al., 1989). Los resultados
obtenidos estan en consonancia con la morfologia anteriormente descrita para estos
grupos tuberomamilares, es decir, larga extension de los campos dendriticos y gran
calibre de sus terminales axonicas que podrian explicar la alta velocidad de
transmision observadas en los trabajos electrofisiologicos (Ericson et al., 1987,

Hatton et al., 1998; Weiss et al., 1989).
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Con respecto al grupo TMM (E3 y E4), han sido escasas las investigaciones
llevadas a cabo. No obstante se ha propuesto una mayor implicacioén de estos ntcleos
en condiciones que suponen un gran desequilibrio hidromineral, (deshidratacion
celular y expansion de volumen respectivamente) (Kjaer et al., 1994; Leng et al.,

1999; Luckman et al., 1997).

En general, los resultados disponibles hasta el momento no nos permiten
establecer si las diferencias anatomicas y estructurales propuestas para estos nucleos
hipotalamicos pueden significar una diversidad funcional con respecto al estudio de
los diferentes procesos fisiologicos. La contestacion a éstas preguntas sera uno de los

objetivos del presente trabajo experimental.
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Fig. 0.4. Diagramas esquematicos de cortes frontales del cerebro a nivel del hipotadlamo posterior, en
los cuales se observan las localizaciones de los diferentes subgrupos tuberomamilares. Abreviaturas:
Dm (nucleo hipotdlamo dorsomedial)., Dpm (nicleo premamilar dorsal)., In (nicleo infundibular).,
LM (cuerpo mamilar lateral)., MMc (cuerpo mamilar medial (subdivision central)., MMI (cuerpo
mamilar medial (subdivision lateral)., MMm (cuerpo mamilar) (subdivision medial)., MMp (cuerpo
mamilar medial posterior)., MR (receso mamilar)., Sm (micleo supramamilar)., Vm (nucleo
hipotalamo ventromedial)., VPm (nucleo premamilar ventral).

92



INTRODUCCION TEORICA

6.- Hipotesis de Trabajo.

La presente serie experimental intentara afrontar algunas de las cuestiones
que se han venido describiendo a lo largo de la Introduccion a fin de proporcionar un

conocimiento mas detallado del sistema tuberomamilar.

En este sentido, y en funcién de la informacion disponible habria que
plantearse qué papel desempefia esta region del hipotalamo posterior en la

neurobiologia de la regulacion hidromineral y nutritiva.

Conviene recordar al respecto, que la localizacion del complejo
tuberomamilar (Bronstein et al., 2000; Brown et al., 2001; Diepen, 1962; Ericson et
al., 1991; Fujimoto et al., 1990; Gruntel, 1929 citado en Ericson et al., 1987; Inagaki
et al., 1988, 1990; Kohler et al., 1986; Panula et al., 1984; Schwartz, 1990; Schwartz
et al., 1991, 1994, Watanabe et al., 1984) parece coincidir anatdmicamente con
estructuras hipotalamicas implicadas tanto en los casos de polidipsia humana (Bacic
et al., 1999; Bailey et al., citado en Fitzsimons, 1979; Fitzsimons, 1979; Isidro et al.,
1998; Kourilsky et al., citado en Fitzsimons, 1979; Mellinger y Zafar, 1983; Moses,
1993; Robertson, 1987, 1995; Robinson et al., 1991; Vonderen et al., 1999) como
animal (Bailey et al., citado por Fitzsimons, 1979; Coscina et al., 1972; Grossman et
al., 1963; Harvey et al., 1965; Hennesy et al., 1977; Lorens et al.,, 1971; Morales y
Puerto, 1986; Sclafani et al., 1969; Smith y McCann, 1962, 1964; Tejedor del Real et
al., 1972), constituyendo quiza el sustrato anatomico que pudo haber sido afectado en
muchos casos de lesiones cerebrales, con interrupcion de algunas de sus conexiones

o de sus nucleos constituyentes.

De ser cierta esta interpretacion, cabe la posibilidad, por tanto, de que los
nucleos tuberomamilares puedan formar parte de alguno de los circuitos
neuroanatomicos implicados en la regulacion osmotica de fluidos o en el control del
volumen del liquido extracelular, que han sido localizados de manera general y poco

precisa en el hipotalamo posterior.
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Asi por ejemplo, diferentes estudios han demostrado que esta region
hipotalamica mantiene multiples conexiones bidireccionales con centros cerebrales
cuyo funcionamiento se encuentra relacionada con una serie de variaciones en la
osmolaridad del plasma (Akins et al., 1990, 1993; Armstrong et al., 1985; Denton et
al., 1999; Ericson, 1989; Haas et al., 1975, 1977; Hatton et al., 1998; Inagaki et al.,
1988; Kjaer et al., 1995; Knigge et al., 1999; Kraly et al., 1995; Kohler et al., 1985;
Panula, 1981, 1989; Pollard et al., 1992; Saper et al., 1976; Smith et al., 1993, 1996,
Weiss et al., 1981, 1989; Wilcox et al., 1982; Yang et al., 1989). Dentro de esta
region y por sus caracteristicas morfologicas, los nucleos tuberomamilares se
encuentran en buena posicion para actuar como sensores o receptores de las
sustancias neuroactivas presentes en el liquido cefalorraquideo (Ericson et al., 1987;

Reiner et al., 1987, Watanabe et al., 1984).

Por otra parte, y dentro del mismo contexto, estudios de trazado anatomico
retrogrado han revelado que numerosas fibras nerviosas procedentes de estructuras
relevantes en el control y regulacion de los desequilibrios del fluido vascular,
establecen contactos sinapticos con los diferentes niicleos tuberomamilares (Adam et
al., 1996; Blass y Hanson, 1970; Buggy et al., 1974; Ciriello et al., 1983; Johnson et
al., 1997; Kucharczyc et al., 1977, Panneton y Loewy, 1980; Pollard et al., 1976;
Wilcox et al., 1982; Wouterlood, 1988). A destacar, el area predptica medial, septum,
hipotalamo lateral y 6rgano subfornical;, regiones todas ellas importantes en el

mantenimiento del equilibrio volémico.

En conjunto, todos estos datos parecen sugerir que una serie de traumatismos
o alteraciones en el sistema tuberomamilar pueden afectar a los procesos regulatorios
que controlan la ingesta de liquidos. Si ésto realmente es asi, entonces cabria esperar
que cualquier manipulacion experimental que suponga algin tipo de modificacion en
el equilibrio osmotico o volémico de los compartimentos celulares, produjese una
respuesta diferencial en el consumo de agua entre los animales lesionados

(tuberomamilares) y sus respectivos controles.

94



HIPOTESIS DE TRABAJO

La serie experimental que se presenta a continuacion tiene como objetivo
prioritario el tratar de caracterizar y comprender la posible polidipsia tuberomamilar.
Para ello, introduciremos un grupo de animales con lesiones electroliticas en la
eminencia media, con el fin de intentar reproducir un modelo de diabetes insipida
(Rolls, 1970). Lo que se persigue basicamente con el estudio del grupo diabético es
conocer si la hiperdipsia que pudiésemos observar tras la lesion electrolitica de los
nucleos tuberomamilares comparte algin aspecto en comun con aquella, o si por el

contrario muestra caracteristicas diferentes.

Todos los datos que permitan analizar con mayor exactitud las posibles
causas que subyacen a la DI nos ayudaran indudablemente a entender mejor los
trastornos polidipsicos observados en muchas situaciones, entre los que se podrian

encontrar los relacionados con la region tuberomamilar.

En este sentido, y como ya quedd reflejado en la Introduccion tedrica, la
hiperdipsia puesta de manifiesto en la diabetes insipida no puede ser definida
exclusivamente como un trastorno secundario a una pérdida de liquidos (poliuria).
En la actualidad, una de las evidencias mas solidas que se estan contemplando, indica
que la conducta de ingesta de agua durante el desarrollo de la enfermedad, podria
verse alterada como consecuencia de una serie de anomalias en la regulacion

hidromineral de fluidos.

Relacionado con esta cuestion, numerosos autores han sefialado que los
sujetos que padecen este sindrome polidipsico, presentan niveles elevados de
osmolaridad plasmatica (hipernatremia), posiblemente como resultado de una
retencion inapropiada de sodio corporal (Bakker et al., 1976; Balment et al., 1986;
Friedman et al., 1958, 1962; Kavelaars et al., 2001; Man et al., 1992; O Connor,
1950; Luckman et al., 1977; Pivonello et al., 2001; Price et al., 2000; Rose, 1984;
Swann et al., 1939; Titlebaum et al., 1960; Verbalis et al., 1985; White et al., 1939;
Wolf, 1950).
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Entre las causas que se barajan para explicar estas disfunciones regulatorias,
diferentes trabajos experimentales han propuesto la existencia de una serie de
anomalias en el sistema hipotalamico-neurohipofisario (Baylis et al., 1998; Cheng et
al., 1986; Fitzsimons, 1998; Fujisawa et al., 1987; Kadekaro et al., 1992; Kurokawa
et al., 1998; Maghnie et al., 1998, 2000; Mirsky, 1954; Moses et al., 1992; Murphy et
al., 1998; Pieron et al., 1995; Randall et al., 1960; Renaud et al., 1991; Verghese et
al., 1993). Es un hecho conocido, que dichas alteraciones producen una reduccion
significativa en la secrecion de varios factores endocrinos en la circulacion, (entre los
que destaca de un modo relevante para esta Tesis Doctoral, la oxitocina), que juegan
un papel fundamental en el control y regulacion hidromineral del organismo (Baisset
et al., 1976; Bourque et al., 1994; Brimble et al., 1977, 1991; Cunningham et al.,
1991; Dogterom, 1977; Guyton, 1976; Han et al., 1996, Huang et al., 1999; Hussy et
al., 2000; Jones et al., 1969; Lightman, 1990; McKinley et al., 1994; Morris et al.,
1984; Rinaman et al., 1995; Rowland, 1998; Samson, 1992; Segar et al., 1988; Share
et al., 2000; Shojo et al., 2000; Sladek et al., 1994; Soares et al., 1999; Van Tol et al.,
1987; Verbalis et al., 2000; Vincent et al., 1970; Xuz et al., 1996).

Esta interpretacion, se encuentra apoyada por una serie de investigaciones que
han comprobado que la administracion de antagonistas oxitocinérgicos, inhibe la
excrecion de sodio renal (Huang et al., 1995, 1996; Walter et al., 2000), mientras que
la inyeccion de oxitocina restaurd la funcidn natriurética (Balment et al., 1980;
Brunner et al., 1956; Conrad et al., 1986; Cort et al., 1966; Dickers, 1957, Peters et
al., 1970; Sawyer, 1952; Sjoquist et al., 1993; Verbalis et al., 1991), a la vez que
redujo la ingesta de agua en valores cercanos a la de los animales intactos

(Hollinshead, 1964; Laszlo et al., 1966, Lichardus et al., 1973).

De acuerdo con los datos expuestos, podria ser relevante analizar en el
presente trabajo de investigacion, las consecuencias sobre la polidipsia diabética de
varios tipos de manipulaciones experimentales, y especialmente aquellas que pueden

tener una clara repercusion sobre los niveles de CINa en el organismo.
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Asimismo y continuando con el mismo planteamiento anterior, seria
igualmente importante, el poder estudiar el comportamiento de ingesta de los

animales tuberomamilares ante estas mismas condiciones.

Creemos que existen innumerables razones para pensar, que en el caso de
producirse un consumo elevado de agua después de las lesiones electroliticas de los
nucleos tuberomamilares, éste puede obedecer a algin tipo de desequilibrio en el

control osmético de los fluidos corporales.

Prueba de ello, son los innumerables casos de polidipsia descritos en seres
humanos provocados por una serie de traumatismos o lesiones en estructuras basales
del cerebro (Bacic et al.,1999; Bailey et al., citado en Fitzsimons, 1979; Blackburn et
al., 1995; Briess et al., 1998; Bronstein et al., 2000; Fitzsimons, 1979; Isidro et al.,
1998; Moses et al., 1992; Robinson et al., 1991; Saborio et al., 2000; Seckl et al.,
1987; Vonderen et al., 1999) donde como hemos visto a través de estudios
anatomicos se encuentran los nucleos tuberomamilares (Brown et al., 2001; Diepen,
1962; Ericson et al., 1987, 1991; Fujimoto et al., 1990; Gruntel, 1929; citado en
Ericson et al., 1987; Inagaki et al., 1988, 1990; Kohler et al., 1986; Panula et al.,
1984; Schwartz et al, 1991, 1994; Watanabe et al., 1984), que cursan con
alteraciones en osmolaridad plasmatica y niveles de sodio corporal (Bacic et al.,
1999; Baylis et al., 1998; Bronstein et al., 2000; Brown, 1998; Fitzsimons, 1979,
Iwasaki et al., 1991; Man et al., 1992; Robertson, 1987, 1995; Robinson et al., 1991;
Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1992; Van der Post et al., 1997; Vonderen et al.,
1999).

A éstos argumentos iniciales hay que afiadir el hecho que recientemente
diferentes estudios neurofisioldgicos, neuroquimicos y anatomicos, han confirmado
una interaccion funcional entre esta estructura del hipotalamo posterior y regiones
cerebrales implicadas en el control hidrico y mineral de fluidos (Bhargava et al.,
1973; Coscina et al., 1972; Dogterom et al., 1976; Grossman et al., 1963; Harvey et
al., 1965; Kjaer et al., 1994; Kohler et al., 1985; McKinley et al., 1992; Oliet et al.,
1993, 1975; Onodera et al., 1994; Tuomisto et al., 1984; Vherghese et al., 1973;
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Wada et al., 1991). Es mas, el bloqueo neuroquimico de las células tuberomamilares
produjo un descenso significativo en la secrecion de las hormonas neurohipofisarias
vasopresinérgicas (Kjaer et al., 1994; Knigge et al., 1994) y oxitocinérgicas (Bealer
et al., 1999; Kjaer et al., 1995), que como hemos visto anteriormente llevan a cabo
respuestas correctoras ante diferentes desequilibrios osmoéticos (Balment et al., 1980,
1986; Cheng et al., 1986; Chiriguer et al., 2001; Conrad et al., 1986; Edwards et al.,
1984; Garland et al., 1983; Landgraff et al., 1983; Man et al., 1984; Murphy et al.,
1998; Randolph et al., 1998; Robertson, 1983; Voisin et al., 1999; Wakerley, 1987,
Weitzman et al., 1978).

En resumen, estos resultados parecen indicar, que una serie de anomalias en
los valores osmolares plasmaticos, donde el sodio ocupa un papel fundamental,
pueden tener cierta relevancia en la ingesta de agua de los animales con lesiones
electroliticas en los ntcleos tuberomamilares. Este y otros aspectos seran examinados

en mayor detalle en posteriores apartados del presente trabajo de investigacion.

Finalmente, no podemos terminar este epigrafe introductorio, sin mencionar

la posible implicacion de la region tuberomamilar en el comportamiento nutritivo.

Manipulaciones farmacoldgicas que dan lugar a la activacion de este centro
hipotalamico, provocan una reduccion significativa en la ingesta de comida y peso
corporal, tanto en animales (Brown et al., 2001; Clineschmidt et al., 1973; Fokugawa
et al., 1989; Itoh et al., 1999; Lecklin et al., 1998; Masaki et al., 2001, 2001,
Morimoto et al., 2000; Sakata et al., 1991; Wagner et al., 1963) como en seres
humanos (Clineschmidt et al., 1973).

En la actualidad, se piensa que esta respuesta anoréctica por parte del sistema
tuberomamilar puede ser llevada a cabo a través de la accion de sus terminales
nerviosas sobre estructuras cerebrales relevantes en la integracion de sefiales
nutritivas (Arletti et al., 1989; Doi et al., 1994; Fei et al., 1997; Flier et al., 1998;
Fukogawa et al., 1989; Hakansson et al., 1996, 1998; Invi, 1999; Lecklin et al., 1998;
Leibowitz, 1978; Mercer et al., 1996; Morimoto et al., 2000; Orthen-Gambill et al.,
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1992; Palacious et al., 1981; Sakata et al., 1990, 1991; Seckl et al., 1988; Stricker et
al., 1987; Verbalis et al., 1986; Woods et al., 1998; Yarnell et al., 1998).

Todos estos datos, parecen apoyar la hipotesis de que el complejo

tuberomamilar puede ser un centro relevante en el control del equilibrio energético.

El trabajo experimental que se presenta a continuacion, pretende profundizar
en estos planteamientos teoricos con el fin de valorar la implicacion de éstos nucleos,
examinados como estructuras individuales, en diversos procesos regulatorios

hidrominerales y nutritivos.
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CAPITULO 1

EFECTOS DE LAS LESIONES ELECTROLITICAS EN LA REGION
TUBEROMAMILAR DEL HIPOTALAMO SOBRE LOS PROCESOS
REGULATORIOS HIDRICOS Y NUTRITIVOS.



EXPERIMENTO 1

Implicacion de la region Tuberomamilar en la regulacion hidrica y

nutritiva.

En las ultimas décadas se ha venido destacando la importancia que pueden
tener ciertas estructuras del hipotalamo posterior en el control y regulacion de los

fluidos corporales.

En este sentido, algunas observaciones procedentes del ambito clinico indican
que una serie de lesiones o dafios cerebrales en centros hipotalamicos mal definidos
(la mayoria de ellos en la base del craneo) cursan con una marcada polidipsia y
respuesta poliurica (Bacic et al., 1999; Bailey et al., citado en Fitzsimons, 1979,
Blackburn et al., 1995; Briess et al., 1998; Bronstein et al., 2000; Fitzsimons, 1979;
Isidro et al., 1998; Kourilsky et al., citado en Fitzsimons, 1979; Mellinger y Zafar,
1983; Moses et al., 1992; Robertson, 1987, 1991, 1995; Robinson et al., 1991,
Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987; Vonderen et al., 1999).

Paralelamente, y dentro de este mismo contexto, diferentes trabajos
neuroanatomicos han demostrado que regiones subcorticales, cuyas alteraciones
producen un incremento en la ingesta de liquidos (Blass y Hanson, 1970; Coscina et
al., 1972; Grossman et al., 1963; Harvey et al., 1965; Hennesy et al., 1977; Lorens et
al., 1971; Morales et al., 1986; Osumi et al., 1975; Sclafani et al., 1969; Smith y
McCann, 1962, 1964; Tejedor del Real et al., 1972) estan conectadas sinapticamente
con nucleos del hipotalamo posterior (Adam et al., 1996; Brown et al., 2001;
Ericson, 1991; Ericson et al., 1987; Inagaki et al., 1988, 1990, 1991; Morales et al.,
1986; Onodera et al., 1994; Panula et al., 1989; Pollard et al., 1976; Saper et al.,
1976, 1979; Schwartz et al., 1994; Wada et al., 1991; Wilcox et al., 1982;
Wouterlood et al., 1988).

Todos estos estudios parecen reflejar la idea de que diversas intervenciones

en las estructuras caudales del hipotalamo, pueden incrementar la conducta de
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ingesta a través de mecanismos que, aunque mal definidos pueden estar relacionados

con los sistemas de regulacion hidrica.

En relacion con este punto, y dado que en la mayoria de los casos comentados
anteriormente algunos de los nucleos del sistema tuberomamilar asi como sus
conexiones anatomicas podrian haber quedado afectadas, cabe la posibilidad de que
el elevado consumo de agua descrito, pueda obedecer a alguna alteracion

desapercibida de ciertas regiones concretas del hipotalamo posterior.

De ser cierta esta interpretacion, cabria esperar que las lesiones de los
diferentes ntcleos tuberomamilares puedan provocar algin tipo de desequilibrio en

los procesos homeostaticos que controlan la ingesta de liquidos.

Por otra parte, y como ya se ha venido sefialando a lo largo de los epigrafes
introductorios, cada vez se disponen de mas datos anatomicos y fisiologicos que
indican que el complejo tuberomamilar también puede jugar un papel importante en

la regulacion nutritiva.

Prueba de ello, son los trabajos experimentales que han puesto de manifiesto
como la administracion central de histamina, neurotransmisor localizado
principalmente en la regién tuberomamilar, o farmacos que mimetizan su accion,
disminuyen la ingesta de comida (Brown et al., 2001; Clineschmidt et al., 1973;
Fukogawa et al., 1989; Itoh et al., 1999; Lecklin et al., 1998; Masaki et al., 2001,
2001; Morimoto et al., 2000; Sakata et al., 1991; Wagner et al., 1963).

Algunos investigadores han propuesto que el efecto supresor del apetito
llevado a cabo por las fibras tuberomamilares podria explicarse por la activacion de
estructuras hipotalamicas relevantes en el control del equilibrio energético (Adam et
al., 1996; Arletti et al., 1989; Fei et al., 1997; Flier et al., 1998; Fujimoto et al., 1989;
Fukogawa et al., 1989; Inui, 1999; Lecklin et al., 1998; Morley, 1987; Orthen-
Gambill et al., 1992; Sakata et al., 1990, 1991; Schwartz, 1977; Schwartz et al.,
1991; Stricker et al., 1987, Verbalis et al., 1986), como revela la presencia de
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receptores histaminérgicos en estas regiones del hipotalamo (Doi et al., 1994
Hakansson et al., 1996, 1998; Huang et al., 1996; Inagaki et al., 1998; Masaki et al.,
2001, 2001; Mercer et al., 1996; Morimoto et al., 2000; Panula et al., 1989; Sakata et
al., 1988, 1990, 1991; Watanabe et al., 1984; Yarnell et al., 1998).

En funcion de los datos expuestos hasta ahora, se podria hipotetizar que
algunas de las intervenciones experimentales que afecten a los nucleos

tuberomamilares pueden tener repercusion en el consumo posterior de alimentos.

Asi pues, y a modo de resumen, todo parece indicar que nos encontramos
ante un nuevo sistema hipotalamico que reune alguna de las caracteristicas necesarias
para poder desempefiar una funcion relevante tanto en la regulacion hidrica como

nutritiva.

En caso de confirmarse esta hipotesis, podria resultar de interés el comprobar
si existen diferencias funcionales entre los diferentes nucleos tuberomamilares dadas
las divergencias morfoldgicas y estructurales observadas entre ellos (Ericson et al.,

1987; Kohler et al., 1985 ; Schwartz et al., 1991; Watanabe et al., 1984).

Con la finalidad de examinar todas estas posibilidades se ha realizado el

siguiente experimento.
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Método.

Sujetos.

Los animales empleados fueron ratas macho de la raza Wistar, suministrados
por el Servicio de animalario de la Universidad de Granada, y cuyos pesos al
principio del estudio oscilaban entre 250-320 gramos. Se formaron 4 grupos
experimentales, lesionando individualmente cada uno de los componentes del
sistema tuberomamilar (E1, E2, E3, E4). A su vez, y con el objetivo de tratar de
caracterizar los futuros resultados (comparacion con los grupos tuberomamilares), se
introdujeron dos grupos de referencia con lesiones anddica (EM+) y catddica (EM-)
en la eminencia media intentando reproducir el modelo animal de diabetes insipida
(Rolls, 1970). Finalmente, también se incluyd un grupo control (GC), intervenido

quirurgicamente, aunque sin ningun tipo de lesion.

Durante el experimento, los animales fueron instalados individualmente en
jaulas de metacrilato de 15x30x15 cms, con agua y comida (pienso compuesto
sandermus para animales de laboratorio, Union Alimentaria Sanders, Granada) ad
libitum, al menos que el proceso experimental lo contraindicase. Los laterales de las
jaulas son negros y opacos, mientras que ambos frontales son transparentes. El suelo
consistia en una bandeja blanca, también de metacrilato, cubierta de una fina capa de

serrin.

La temperatura de la habitacion se mantuvo entre 20-24°, con periodos de luz-
oscuridad de 12 horas cada uno. Las luces se encendian a las 8:30 a.m y se apagaban
a las 20:30 p.m. Todas las pruebas experimentales se llevaron a cabo durante el

periodo de luz.
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Procedimiento Quirurgico.

Lesiones electroliticas de los nmicleos Tuberomamilares.

Se efectuaron bajo anestesia con pentotal sddico (tiopental sodico, Lab.

Abbot), intraperitoneal (i.p) a una dosis de 50 mg/Kg.

Los animales anestesiados y con la parte superior de la cabeza rasurada,
fueron situados en un aparato extereotaxico (Stoelting Co. Estereotaxico 51.600). A
continuacion y mediante un bisturi, se practicO una incision longitudinal de
aproximadamente 14 mm de longitud, retirando el tejido conjuntivo peridstico

adyacente, quedando visibles los puntos lambda y bregma, asi como la linea media.

Mediante un torno, se trepanan a continuacion dos orificios de
aproximadamente 1mm de didmetro en la zona correspondiente a las coordenadas
anteroposterior y lateral del subnucleo. Inmediatamente después, se seccionan las
capas meningeas que recubren el cerebro. Este proceso, dada la proximidad de la
linea media en algunos nucleos (p.e. E3, E4 y eminencia media) produce
generalmente la puncion del seno sagital superior, dando lugar a una fuerte
hemorragia que disminuye mediante la aplicacion local de esponjas de fibrina

(espongostan).

A través de los orificios abiertos, se procedido a introducir un electrodo
monopolar (de unas 200 micras de diametro), aislado en toda su longitud (Insl-X)
excepto en su parte mas distal hasta el punto determinado por la coordenada vertical.
Una vez alcanzado el objetivo se cerraba el circuito eléctrico mediante un electrodo
masa colocado en la periferia del animal. A continuacion se aplicod bilateralmente y
durante 20” una corriente continua catddica (negativa) de 1.20 mA de intensidad,
suministrada por un generador de lesiones modelo DCML-5 (Grass Instruments

Corp, Quincy, Mass, USA).
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Las coordenadas estereotaxicas utilizadas para realizar las lesiones
electroliticas de los nicleos tuberomamilares se basaron (referencia interaural) en el

atlas estereotaxico de Paxinos y Watson, (1986) y fueron:

e (E1) AP:+42 L:+12 V:+1.0
e (E2) AP:.+47 L:+1.1 V:+0.6
e (E3) AP:.+47 L:+0.7 V:+04
e (E4) AP:.+52 L:+02 V:+0.38

En aquellos grupos de referencia, donde se utilizaron animales con lesion en
la eminencia media (modelo animal de diabetes insipida; Rolls, 1970), el proceso
quirargico fue el mismo que acabamos de describir, exceptuando el tipo de lesion

electrolitica en cada uno de ellos.

Lesiones electroliticas de la Eminencia Media.

a) Al igual que en el proceso anterior, se aplicO una corriente continua
catodica (negativa), de 1.20 mA de intensidad, durante 20” semejante a la utilizada
en los grupos tuberomamilares. Las coordenadas estereotaxicas para realizar la lesion
del grupo eminencia media negativa (EM-), fueron tomadas (referencia interaural)
del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson, (1986), basandonos previamente en las

coordenadas utilizadas por Rolls (1970) en el atlas de De Groot (1959).
e (EM-) AP:+644 L:+04 V:+0.2
b) Este grupo fue diferente al anterior. En €I, se utilizd una corriente continua
de tipo positivo (anddica), de 1.5 mA de intensidad durante 15” (Rolls, 1970). Las

coordenadas fueron las mismas que en el caso anterior.

o (EM+) AP:+644 L:+04 V:+0.2
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En cuanto a la lesion ficticia de los animales controles, se reprodujeron los
mismos pasos que en los animales experimentales, excepto que en este caso no se
introdujo el electrodo en el cerebro, y por lo tanto, el animal no recibid corriente
alguna. Una vez finalizado todo el proceso, se suturd la herida efectuada en la piel

que recubre el craneo.

Como medida preventiva de posibles infecciones derivadas de la intervencion
quirurugica, todos los animales recibieron una inyeccion de 0.1 cc de penicilina
intramuscular (penivel retard, Lab. Level, S.A, Barcelona) a la concentracion de

250.000 U.I/ml.

Procedimiento Experimental.

Inicialmente, los animales eran asignados de forma aleatoria a uno de los
grupos experimentales o control. Bajo estas condiciones, se dispuso de un total de 38

animales quedando compuestos los grupos de la siguiente forma:

EM+ (n=7); EM- (n=5); E1 (n=5); E2 (n=5); E3 (n=5); E4 (n=6); GC (n=5).

Antes de la intervencion quirtrgica, y durante un periodo de 10 dias, los
animales fueron instalados en condiciones de agua y comida ad libitum. En este
intervalo de tiempo, y concretamente 6 dias antes de efectuar las lesiones
electroliticas correspondientes (dia —6) se privo a los animales durante 24 horas de su
comida habitual (alimento seco: pienso compuesto “sandermus”, Sanders, S.A,
Madrid) con el objetivo de comprobar la ausencia de actividad prandial
“espontanea”. En este caso, los sujetos disponian de agua ad libitum a lo largo de
todo el dia. Transcurridas las 24 horas de privacion, se les devolvia la comida y se
registraba el nimero de respuestas de toma de agua emitidas por los animales durante

un periodo de 2 horas, comprendido entre las 10 amy 12 a.m.

Posteriormente, y como linea base de cada animal, se registré la cantidad de

agua y comida ingerida durante los 4 dias antes de ser sometidos al proceso
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quirargico, destacando que en los 2 altimos dias ( dias —2 y —1) este proceso se llevod
a cabo en periodos de 12 horas, coincidentes con el ciclo luz/oscuridad para poder
estudiar la ritmicidad de las conductas consumatorias. Los datos obtenidos se
analizaron durante la fase de oscuridad, expresandolos en porcentajes respecto al

total consumido.

Finalizada la intervencion, y una vez definidos los grupos experimentales y

control, se cuantificd el consumo de agua y comida de los animales tuberomamilares.

Concretamente en este estudio se pretendia:

e Registrar la cantidad de agua y comida ingerida por los animales
asignados a los grupos a lesionar y control en situacion ad libitum, ( periodo de linea

base ).

e Registrar igualmente el consumo de agua y comida realizado por
todos los grupos de animales después de la intervencidon quirurgica, también en
condiciones ad libitum. Los resultados obtenidos durante el periodo de 16 dias que
dur6 la fase experimental fueron subdivididos en una serie de bloques, que

representaban las distintas fases conductuales observadas.

Analisis Estadistico.

El analisis estadistico de los resultados globales se ha realizado mediante el

empleo de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

En el caso de producirse efectos significativos en el analisis global de alguna
de estas conductas, se pasaria a realizar un analisis post-hoc mas detallado. Para ello,
se ha utilizado la pueba de Kolmogorov-Smirnov que permite comparar las
diferencias entre los diversos grupos experimentales entre si y con los grupos control

en cada uno de los bloques establecidos durante el transcurso del experimento.
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Resultados.

Las lesiones electroliticas de todos los nucleos tuberomamilares intervenidos
individualmente dan lugar a la aparicion de polidipsia. Los resultados obtenidos se

podrian resumir en los siguientes puntos:

Ingesta de Agua de los animales tuberomamilares.

En el periodo de linea base (preoperatorio), no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos lesionados tuberomamilares y grupo control (no
lesionado) en la ingesta de agua {E1, E2, E3, E4 vs. GC H(4,26) =391, p= 4172}
(ver figura 1.1)(dia —1).

Como ya se ha venido sefialando durante la introduccion experimental, uno
de los objetivos de este proyecto de investigacion es observar la contribucion de cada
nucleo tuberomamilar en el control y regulacion de fluidos. Para ello, se analizaron
las posibles diferencias significativas en el consumo de agua entre los distintos
grupos tras la intervencion quirurgica (lesion electrolitica de los nucleos

tuberomamilares).

En este sentido, y dado el desarrollo observado a lo largo de los dias del
experimento en cada uno de los grupos tuberomamilares, pasamos a examinar los
resultados en funcion de los dias correspondientes (bloques de dias), con la finalidad
de establecer diferencias no so6lo cuantitativas (volumen de ingesta de agua) sino

también cualitativas (evolucion de la polidipsia observada).

El analisis estadistico de los datos determind que los grupos diferian
significativamente en la ingesta de agua en todos los bloques de dias analizados
{Bloque 1 H(4,26) = 19.87, p = .0005; Bloque 2 H(4,26) = 21.99, p = .0002;
Bloque 3 H(4,26) = 21.65, p = .0002; Bloque 4/7 H(4,26) = 20.06, p = .0005;
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Bloque 8/11 H(4,26) = 20,52, p = .0004; Bloque 12/16 H(4,26) = 17.21, p = .
0018}(ver fig. 1.1).

Polidipsia Tuberomamilar
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Fig. 1.1. Cantidades medias de agua ingeridas por los grupos experimentales y grupos
control a lo largo de diferentes bloques de dias tras la lesion electrolitica
correspondiente.

En concreto, ya en el dia 1 postoperatorio (bloque 1), los grupos
tuberomamilares mediales E3 y E4 mostraron diferencias significativas en el
consumo de agua con respecto al grupo control de falsa lesion {E3 vs. GC D(5,5) =

1.00, p<.05}{E4 vs. GC D(6,5) = 1.00, p< .01} (fig. 1.2).

Asimismo, también se pudo observar que la polidipsia manifestada por los
animales pertenecientes al grupo experimental TMM dorsal E4 era
significativamente mayor a la del resto de los animales tuberomamilares {E4 vs. E1,

E2, E3 D(6,5)=1.00, p <.01}(fig. 1.2).
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Figura 1.2: Cantidades medias de aguaingeridas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante el primer dia postoperatorio (blogue 1).

A partir del 2° dia postlesion (bloque 2), todos los grupos tuberomamilares
(E1, E2, E3, E4), ingirieron mayor cantidad de agua que el grupo control no
lesionado {E1, E2, E3 vs. GC D(5,5) = 1.00, p< .05}{E4 vs. GC D(6,5) = 1.00, p<
.01} (hecho que se manifiesta de manera mas clara en los ultimos 13 dias del

experimento). (Bloques 8/11 y 12/16) (ver figs 1.3-1.7).

Finalmente, conviene destacar la progresion en la ingesta de agua de los
grupos tuberomamilares ventrales E1 y E2, ya que a partir del 4° dia después de la
lesion (bloque 4/7), llegan a igualar al grupo tuberomamilar medial E3 en el
consumo de agua (fig. 1.5). Es mas, los animales TMV E2 no mostraron diferencias
significativas con el grupo TMM E4 en los ultimos 5 dias del experimento

(bloque 12/16) {E2 vs. E4 D(5,6) = .03, p= n.s}, confirmando la evolucion descrita

anteriormente (ver fig. 1.7).
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Figura 1.3: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante & segundo dia postoperatorio (bloque 2).
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Figura 1.4: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes grupos experimentales
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Figura 1.5: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante los dias cuarto a séptimo postoperatorios (bloque 4/7).
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Figura 1.6: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante los dias octavo a undécimo postoperatorios (blogue 8/11).
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Figura 1.7: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante los dias duodécimo a décimosexto postoperatorios (bloque
12/16).

Ingesta de comida de los animales tuberomamilares.

En cuanto a la ingesta de alimento, los resultados mas relevantes fueron los

siguientes:

Durante el periodo preoperatorio (linea base), no se observaron diferencias
significativas entre los grupos tuberomamilares y grupo control en la ingesta de

comida, {El, E2, E3, E4vs. GC H(4,26) = 6.63, p = .1567}(fig. 1.8) (dia —1).

Sin embargo, durante el periodo postoperatorio, el consumo de alimento
difiri6 significativamente entre los grupos en todos los bloques de dias del
experimento {Bloque 1 H(4,26) = 19.28, p = .0007; Bloque 2 H(4,26) = 15.72,
p = .0034, Bloque 3 H(4,26) = 14.10, p = .0070; Bloque 4/7 H(4,26) = 15.66,
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p = .0035; Bloque 8/11 H(4,26) = 18.01, p = .0012; Bloque 12/16 H(4,26) = 17.84,
p=.0013}.

Consumo de alimento en "animales tuberomamilares"
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Figura 1.8: Cantidades medias de alimento consumidas por los grupos experimentales y grupos control a
lo largo de diferentes bloques de dias tras la lesion electrolitica correspondiente.

En el dia 1 después de la lesion (bloque 1), un dato llamativo es el
relacionado con el grupo tuberomamilar medial dorsal E4, el mas polidipsico, que se
mantiene por debajo no solo del grupo control {E4 vs. GC D(6,5) = -1. 00, p <
.01}(ver fig. 1.9) sino también del resto de los grupos tuberomamilares en lo

referente a la ingesta de comida {E4 vs. E1, E2, E3 D(6,5)=-1.00, p <.01}.
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Figura 1.9: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos
experimentales y grupos control durante el primer dia postoperatorio (bloque 1).

Posteriormente, y durante los 6 dias siguientes a la lesion (bloques 2, 3 y 4/7),
no se observaron diferencias significativas en el consumo de alimento entre los

grupos tuberomamilares y control (GC) (figs. 1.10-1.12).

Sin embargo, a partir del 8° dia postlesion (bloque 8/11), se produjo un
aumento significativo en la conducta de ingesta de los grupos tuberomamilares
ventrales E1 y E2 con respecto al grupo control no lesionado {E1, E2 vs. GC D(5,5)
=1.00, p <.05} (fig. 1.13). Es mas, se aprecia la misma tendencia que en la conducta
polidipsica, es decir, conforme pasan los dias, se observa una mayor ingesta de
comida en estos animales, alcanzando sus valores maximos en los ultimos dias del
experimento (especialmente en el bloque 8/11), superando al ntcleo tuberomamilar

medial E3, {E1, E2 vs. E3 D (5,5)=1. 00, p <.05}, (ver figs.1.13 y 1-14).
Por otra parte, un dato a destacar es el relacionado con el grupo TMM dorsal

E4, el mas polidipsico y sin embargo con un consumo de comida significativamente

menor que los grupos tuberomamilares ventrales E1 y E2, practicamente en todos los
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dias del experimento, alcanzando sus maximas diferencias a partir del bloque 4/7
{E1 vs. E4 D(5,6) = .83, p<.05 (bloque 8/11); D(5,6) = 1.00, p< .01 (bloques 4/7 y
12/16)}{E2 vs. E4 D(5,6) = 1.00, p< .01 (bloque 4/7); D(5,6) = .83, p< .05 (bloques
8/11y 12/16)}.
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Figura 1.10: Cantidades medias de dimento consumidas por los diferentes grupos
experimentalesy grupos control durante e segundo dia postoperatorio (blogue 2).
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Figura 1.11: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos
experimentales y grupos control durante el tercer dia postoperatorio (bloque 3).
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alimento ingerido (gr.)
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Figura 1.12: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos experimentalesy
grupos control durante los dias cuarto a séptimo postoperatorios (bloque 4/7).
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Figura 1.13: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos experimentalesy
grupos control durante los dias octavo a undécimo postoperatorios. (bloque 8/11).
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Figura 1.14: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos experimentalesy
grupos control durante los dias duodécimo a décimosexto postoperatorios (bloque 12/16).
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Ingesta de agua de los animales diabéticos (lesion en la eminencia

media).

Durante el periodo de linea base, no se observaron diferencias significativas
en la ingesta de agua entre los grupos de referencia EM+ y EM- y los animales
tuberomamilares o el grupo control no lesionado {H (6,38) = 5.85, p = .4395} (fig.
1.1) (dia -1).

Una vez realizadas las lesiones electroliticas correspondientes, se analizaron
las diferencias existentes entre los grupos diabéticos EM+; EM- y los grupos

tuberomamilares y control (falsa lesion) a lo largo de los dias.

En este sentido, se pudo constatar la existencia de diferencias significativas
en la ingesta de agua entre los grupos en general para cada uno de los bloques de dias
analizados {Bloque 1 H(6,38) = 30.29, p = .0000; Bloque 2 H(6,38) = 32.17,
p = .0000; Bloque 3 H(6,38) = 31.92, p = .0000; Bloque 4/7 H(6,38) = 28.56,
p =.0001; Bloque 8/11 H(6,38) =29.25, p = .0001; Bloque 12/16 H(6,38) = 26.81,
p =.0002} (ver fig. 1.1).

Concretamente, el grupo con lesion anodica de la eminencia media (EM+)
ingiri6 una cantidad de agua significativamente superior al grupo control (GC) y
EM- durante todos los dias de la prueba {EM+ vs. EM- D(7,5) = .85, p< .05
(bloques 1, 4/7 y 8/11); D(7,5) = 1.00, p< .01 (bloques 2, 3 y 12/16)}{EM+ vs. GC
D(7,5) = 1.00, p< .01 (bloques 1, 2, 3, 4/7, 8/11, 12/16)} ( ver figs. 1.2-1.7).

Asimismo, al comparar la respuesta de los grupos diabéticos con los animales
tuberomamilares se pudo observar que el grupo experimental EM+ consumidé mas
agua que los animales pertenecientes a los grupos tuberomamilares ventrales E1 y E2
unicamente en los 3 primeros dias postlesion {EM+ vs. E1 D(7,5) = 1.00, p< .01
(bloques 1, 2 y 3)}{EM+ vs. E2 D(7,5) = .80, p< .05 (bloque 1); D(7,5) = .86, p<
.05 (bloque 2); D(7,5) = 1.00, p< .01 (bloque 3)}(ver figs. 1.2-1.4).
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Por lo que se refiere a los grupos tuberomamilares mediales E3 y E4 hay que
decir que las diferencias con los animales EM+ fueron minimas, exceptuando el dia 2
(bloque 2), donde el grupo con lesion anddica en la eminencia media tom6 mayor
cantidad de agua que el grupo tuberomamilar E3, {EM+ vs. E3 D(7,5) = . 85, p <
.05} (fig. 1.3).

Finalmente, merece especial atencion el hecho de que el grupo experimental
con lesion catodica en la eminencia media (EM-), s6lo mostro una respuesta superior
al grupo control no lesionado en los primeros dias del experimento (bloques 2 y 3)
{EM- vs. GC D(5,5) = 1.00, p < .05} (fig. 1.3-1.4). Por otro lado, cuando se
llevaron a cabo las comparaciones con los grupos tuberomamilares, se pudo observar
que los grupos mediales E3 y E4 tomaron mayor cantidad de agua que el EM-,
durante practicamente la totalidad de la fase experimental, {EM- vs. E3 D(5,5) = -
1.00, p< .05 (bloques 1, 4/7, 8/11, 12/16)}{EM- vs. E4 D(5,6) = -1.00, p< .01
(bloques 1, 2, 3, 4/7, 8/11 y 12/16) }(ver figs. 1.2-1.7).

Algo similar sucedid con los grupos ventrales E1 y E2, si bien éstos
exhibieron una respuesta de ingesta mayor que los animales EM- en los tltimos dias
de la prueba {EM- vs. E1 D(5,5) =-1.00, p< .05 (bloques 8/11 y 12/16)}{EM- vs.
E2 D(5,5) =-1.00, p< .05 (bloques 4/7 y 12/16)}(fig. 1.7).
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Ingesta de comida de los animales diabéticos (lesion en la eminencia

media).

La cantidad media de comida ingerida durante el periodo preoperatorio (linea
base) no difirio entre los diferentes grupos de referencia diabéticos “EM+ y EM-“ y

los grupos tuberomamilares y control (GC) {H(6,38) =9.05, p = .1705}(fig. 1.8) (dia
-1).

Sin embargo, durante el periodo postoperatorio, se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos en general en cada uno de los bloques de dias
evaluados {Bloque 1 H(6,38) = 23.21, p = .0007; Bloque 2 H(6,38) = 24.36,
p = .0004; Bloque 3 H(6,38) = 26.92, p = .0002; Bloque 4/7 H(6,38) = 29.44,
p =.0001; Bloque 8/11 H(6,38) = 30.22, p = .0000; Bloque 12/16 H(6,38)=31.14,
p =.0000}(ver fig. 1.8).

En concreto, los resultados mas relevantes fueron los siguientes:

Los animales EM+, tomaron mayor cantidad de comida a partir del 2° dia del
experimento (bloque 2) que el resto de los grupos experimentales tuberomamilares,
EM- y grupo control (GC) {EM+ vs. EM- D(7,5) = .85, p< .05 (bloques 2 y 3);
D(7,5) = 1.00, p< .01 (bloques 4/7, 8/11 y 12/16)}{EM+ vs. E1 D(7,5)= .85, p<.05
(bloque 2); D(7,5) = 1.00, p<.01 (bloques 3, 4/7, 8/11, 12/16)} {EM+ vs. E2 D(7,5)
= .85, p< .05 (bloque 2); D(7,5)=1.00, p<.01 (bloques 3, 4/7, 8/11, 12/16)}{EM+
vs. E3 D(7,5) = 1.00, p< .01 (bloques 1, 2, 3, 4/7, 8/11, 12/16)}{EM+ vs. E4
D(7,6) = 1.00, p< .01 (bloques 1, 2, 3, 4/7, 8/11, 12/16)}(ver figs. 1.9-1.14).

Esta conducta hiperfagica sin embargo no fue observada en el grupo EM-, si
exceptuamos los ultimos 5 dias del experimento (bloque 12/16), en los cuales, los
animales del grupo control de falsa lesion y E4 consumen menos alimento que el
grupo diabético con lesion catddica en la eminencia media {GC vs. EM- D(5,5) = -

1.00, p<.05}{E4 vs. EM- D(6,5) = -.83, p< .05 }(fig. 1.14).
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En resumen, los resultados que acabamos de exponer sefialan que las lesiones
electroliticas con corriente positiva en la eminencia media, producen un incremento
considerable en la ingesta de agua paralelo al observado en el consumo de alimento.
Por el contrario, la hiperfagia es mucho menor si la lesion electrolitica efectuada es

con corriente catodica (negativa).

Discusion.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que las lesiones
electroliticas bilaterales restringidas a los subnucleos tuberomamilares (E1, E2, E3,

E4) inducen polidipsia (fig. 1.1).

Este incremento en la ingesta de agua parece ser el resultado especifico de las
lesiones electroliticas realizadas. En efecto, la polidipsia tuberomamilar no puede
explicarse, por ejemplo, por la irritacion tisular resultante del deposito de iones
metalicos en el cerebro tras el paso de la corriente eléctrica de tipo positivo
(anddica). Este efecto irritativo parece ser un factor determinante en el elevado
consumo de agua observado en el grupo EM+ (Rolls, 1970), ya que en el caso de las
lesiones electroliticas con corriente catodica (idéntica a la que se aplica en los grupos

tuberomamilares) (EM-), apenas si se producen alteraciones en la toma de agua

(fig.1.1).

Por otro lado, el examen histologico de las lesiones efectuadas parece indicar
que la polidipsia manifestada por los animales tuberomamilares, se debe a la

destruccion selectiva de estos nucleos hipotalamicos.

En este sentido, se ha podido observar que las lesiones realizadas en los
grupos tuberomamilares mediales E3 y E4 generan una respuesta polidipsica ya
desde el primer dia de la intervencion (bloque 1), muy superior a la ingesta del grupo
control (lesion ficticia), y que permanece estable a lo largo de todo el experimento

(ver fig. 1.1).
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Algo similar acontece con la hiperdipsia mostrada por los grupos
tuberomamilares ventrales E1 y E2, si bien este comportamiento presenta algunas

diferencias tanto cuantitativas como cualitativas con las anteriores (ver fig. 1.1).

En primer lugar, no parece ser tan potente como en el caso anterior, ya que si
bien conforme transcurren los dias ambas polidipsias se van igualando, los animales
con lesiones en los nucleos tuberomamilares E1 y E2 nunca llegan a alcanzar las
cantidades consumidas por los grupos TMM E3 y E4 en los primeros dias de la

prueba (fig. 1.1).

Es mas, la ingesta de agua de estos animales por otra parte no supero
significativamente a la descrita por el grupo control (lesion ficticia) hasta pasados

algunos dias (bloque 4-7) después de la intervencion quirargica (fig. 1.5).

En segundo lugar, la polidipsia observada en los grupos tuberomamilares
mediales, parece ser una entidad independiente del consumo de alimento, dado que
no se han obtenido diferencias significativas en esta variable con respecto al grupo
control no lesionado (fig. 1.8). Este no es el caso, sin embargo, de los grupos
tuberomamilares ventrales, en los cuales se produce un cierto paralelismo entre la
ingesta de comida y la toma de agua. A medida que se suceden los dias, los animales
tuberomamilares E1 y E2 consumen significativamente mayor cantidad de alimento,
un hecho que coincide con la aparicion de una mayor respuesta polidipsica. Su
relacion o dependencia de la hiperfagia observada en los 2 grupos tuberomamilares

ventrales (E1 y E2), sera un aspecto a determinar en otros experimentos.

Finalmente, y en lo relacionado al comportamiento hiperfagico desarrollado
por parte del grupo diabético (EM+), hay que sefialar que éste podria deberse a la
extension de la lesion a nucleos mediobasales-periventriculares hipotalamicos y/o
interrupcion de fibras nerviosas implicadas en el control de la ingesta de comida
(Arletti et al., 1989; Beck, 2000; Charnay et al., 1999; Choi et al., 1999; Del Vechia
et al., 2000; Elmquist et al., 1999; Flier et al 1998; Hakansson et al 1996; Inui, 1999;
Masaki et al., 2001, 2001; Sakurai, 1999; Stricker et al., 1987; Verbalis et al., 1986).

123



CAPITULO I

En relacion con esta cuestion, no puede descartarse que las lesiones
electroliticas que utilizan corriente anodica (positiva) hayan podido afectar a los
nucleos tuberomamilares ventrales E1 y E2 y/o a sus conexiones anatdmicas debido

a la amplia destruccion tisular que provocan (Rolls, 1979).

En este sentido, los resultados del presente experimento han puesto de
manifiesto que la manipulacion experimental (lesion) de estas regiones
tuberomamilares (E1 y E2) del hipotalamo posterior, producen un incremento

significativo en la ingesta de comida (ver fig. 1.8).

Estos datos parecen, por lo tanto, apoyar la hipétesis de que el sistema
tuberomamilar puede jugar un papel importante en la regulacion del equilibrio
energético. Con el objetivo de examinar esta posibilidad en mayor profundidad se

han disefiado nuevos experimentos que se expondran posteriormente.
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Efectos de las lesiones tuberomamilares sobre la ritmicidad nocturna/diurna en

la ingesta de agua y comida.

El experimento anterior ha permitido entrever algunas de las principales
caracteristicas de la polidipsia tuberomamilar, entre las cuales hay que destacar
varias similitudes con la hiperdipsia desarrollada por los animales diabéticos (lesion

electrolitica anddica en la eminencia media).

Asi por ejemplo, la elevada ingesta de agua de los animales tuberomamilares
mediales E3 y E4, mostro un patron trifasico, semejante al observado en el trastorno
polidipsico de la diabetes insipida neurogénica (ver fig. 1.1) y que ha sido
ampliamente documentado (Bakker, 1976; Balment et al., 1986; Bronstein et al.,
2000; Brooks et al., 1958; Czernichow et al., 2000; Heinbecker et al., 1941;
Hollinshead, 1964; Huang et al., 1996; Laszlo et al., 1966; Lipsett et al., 1956;
Maghnie et al., 2000; O'Connor, 1950; Randall et al., 1957; Robertson, 1995;
Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987, 1992; Si-hoe et al., 2000; Song et al., 1999;
Verbalis et al., 1985):

e Polidipsia en el dia posterior a la lesion (fase politrica).
e Descenso en la ingesta de agua durante aproximadamente 3 dias
(interfase o fase oligurica).

e Recuperacion y estabilizacion de la polidipsia (fase permanente).

Por otra parte, si bien los animales con lesion electrolitica en los nucleos
tuberomamilares ventrales E1 y E2, no presentaron ese cuadro tan definido en la

ingesta de liquidos como el grupo TMM, si mostraron analogias con los animales
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EM+ en lo referente a la ingesta de comida, observandose una progresion

significativa en su consumo conforme transcurren los dias (ver fig. 1.8).

Por todo ello y segun estos datos, podria plantearse la posibilidad de que la
polidipsia e hiperfagia tuberomamilar pudiesen ser explicadas teéricamente como un
modelo animal de diabetes insipida. El presente experimento pretende abordar el

estudio de esta problematica en funcidn del siguiente razonamiento teorico.

Es un hecho bien conocido, que en sujetos normales el consumo diario de
agua y comida siguen unos determinados patrones de ritmicidad. Asi, la rata, cuyo
estado de maxima actividad coincide con la fase nocturna, tiende a comer y beber
preferentemente durante este periodo ( 80% del total del agua ingerida y el 70% del

total del alimento consumido) (Armstrong, 1980).

Asimismo, se ha podido comprobar que determinadas lesiones cerebrales
pueden alterar dicha ritmicidad. En efecto, lesiones electroliticas (en ratas)
restringidas a la region rostromedial de la zona incierta (ZI), tienden a incrementar
aun mas estos ritmos, de forma que la ingesta de agua supera el 80% durante la fase

nocturna (Grossman, 1984).

En este contexto, seria interesante comprobar si las lesiones electroliticas de
los nucleos tuberomamilares, producen alglin tipo de alteracion en la ritmicidad de
las conductas consumatorias mencionadas y comparar estos resultados con los
obtenidos en los animales diabéticos (lesiones electroliticas en la eminencia media),
en los que se produce una ausencia de ritmicidad en ambas conductas (Morales,
Cubero y Puerto, 1990). Los resultados obtenidos permitiran examinar si la
polidipsia e hiperfagia tuberomamilar es una entidad cuantitativa y cualitativamente

diferente de la DI
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Método.

Sujetos.

En el presente experimento, se utilizaron los mismos 38 animales del estudio
anterior, es decir, 4 grupos con lesion electrolitica en los nucleos tuberomamilares
(E1, E2, E3 y E4), dos grupos de referencia eminencia media (lesion catddica y
anodica) y un grupo control no lesionado (GC), que permanecieron en condiciones
ad libitum de agua y comida a lo largo de todos los dias de la prueba. Las

condiciones de alojamiento y mantenimiento no variaron en este estudio.

Procedimiento Quirurgico.

No se introdujo ninguna manipulacion quirdargica adicional.

Procedimiento Experimental.

Con anterioridad a la asignacion de los sujetos a los diferentes grupos
experimentales y controles, se habra registrado la cantidad de agua y comida ingerida
en la fase preoperatoria para cada animal en periodos de 12 horas, coincidentes con
el ciclo luz/oscuridad. El proceso se llevo a cabo durante los 2 ultimos dias pre-lesion
(dias —2 y —1), analizdndose los datos obtenidos durante la fase de oscuridad,

expresandolos en porcentajes respecto al total consumido.
Después de la intervencion quirurgica correspondiente, se procedio a registrar

de nuevo y durante 2 dias postlesion (dias 17 y18), la cantidad de agua y comida

ingerida de forma idéntica a como se realizé en la fase preoperatoria (linea base).
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Analisis Estadistico.

Se utiliz6 una prueba de Anova no paramétrica a través del test de Kruskal-

Wallis.

A fin de evaluar las diferencias entre los grupos lesionados y los grupos
control y entre los grupos experimentales entre si, se utilizo la prueba de

Kolmogorov-Smirnov.

Resultados.

En el periodo de linea base (preoperatorio), el registro de la ingesta de agua y
comida durante las 12 horas del ciclo de oscuridad no reveld diferencias
significativas en ambas variables entre los diferentes grupos experimentales y control
(fig. 2.1 y 2.2) {Ritmicidad nocturna/diurna ingesta de agua H(6,38)=11.45,p=
.0753}{Ritmicidad nocturna/diurna ingesta de comida H(6,38) = 4.11, p =
6614}

No sucedid6 lo mismo durante el periodo postoperatorio; ahora si se
observaron diferencias significativas en la ritmicidad nocturna/diurna de ambas
conductas entre los grupos lesionados y grupo control{ Ritmicidad nocturna/diurna
ingesta de agua H(6,38) =22.23, p=.0011}{Ritmicidad nocturna/diurna ingesta
de comida H(6,38) = 27.10, p = .0001}(fig 2.1-2.2).

Asi, se pudo comprobar que la ritmicidad nocturna en la toma de agua de los
animales tuberomamilares y EM- no se vio alterada después de la lesion electrolitica,
ya que no se apreciaron diferencias significativas en ninguno de estos grupos
experimentales respecto al grupo control no lesionado {EM- vs. GC (79.80%-
81.20%) D(5,5) = .40 (n.s)}{E1 vs. GC (83.60%-81.20%) D(5, 5) = .60 (n.s)}{E2
vs. GC (89.00%-81.20%) D(5,5) = .60 (n.s)}{E3 vs. GC (84.40%-81.20%) D(5,5)
= 60 (n.s)}{E4 vs. GC (88.33%-81.20%) D(6,5) = .63 (n.s)}
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Por el contrario, los animales con lesion electrolitica anddica (positiva) de la
eminencia media (Rolls, 1970), mostraron una alteracién en la ritmicidad de su
ingesta diaria de agua, o lo que es lo mismo, la lesion parece interferir claramente
con el patron de consumo de liquidos. En efecto, los sujetos diabéticos consumieron
el 55.42 % del total del agua durante la fase nocturna frente al 81.20 % del grupo
control, {EM+ vs. GC D(7,5)=-1. 00, p <.01} (fig. 2.1).

Esta ausencia de ritmicidad en el consumo de agua por parte del grupo
diabético fue también confirmada cuando se compararon sus resultados con los de
los grupos tuberomamilares y EM- {EM+ vs. EM- (55.42%-79.80%) D (7,5) = -
1.00, p <.01}{EM+ vs. E1 (55.42%-83.60%) D(7,5)=-1.00, p <.01}{EM+ vs. E2
(55.42%-89.00%) D(7,5) =-1.00, p < .01}{EM+ vs. E3 (55.42%-84.40%) D(7,5)
=-1.00, p < .01 }{EM+ vs. E4 (55.42%-88.33%) D(7,6) =-1.00, p <.01}(fig. 2.1).

porcentaje de agua ingerida (cc.)

Ritmicidad Tuberomamilar en el consumo de agua EM+EM- E1 E2 E3 E4 GC
P e R i [

EM+5 =
100 lesion electrolitica

* p<0.01
* p<0.05

EM+ EM- El E2 E3 E4 GC EM+ EM- El E2 E3 E4 GC
Grupos

Figura 2.1: Porcentaje de agua ingerida durante la fase nocturna en los diferentes grupos experimentales y grupos
control antes (dias -2 /-1) y después (dias 17/18) de la lesion electrolitica correspondiente.
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En el otro apartado regulatorio y concretamente en relacion con el estudio de
la ritmicidad en la ingesta diaria de comida, los animales con lesion anddica en la
eminencia media, consumieron el 55.86% de alimento durante la fase nocturna frente
al 80.60% del grupo control de falsa lesion (GC), {EM+ vs. GC D(7, 5) =-1.00, p <
.01} (fig. 2.2). Este patron de ingesta del grupo diabético EM+ fue
significativamente diferente del resto de los grupos tuberomamilares {EM+ vs. E2
(55.86%-81.80%) D(7,5) =-1.00, p<.01}{EM+ vs. E3 (55.86%-76.60%) D(7,5) =
-1.00, p< .01 }{EM+ vs. E4 (55.86%-83.83%) D(7,5) = -1.00, p< .01} excepto del
grupo tuberomamilar ventral E1. Este ultimo no mostro diferencias con respecto al
grupo EM+ (55.85%-65.60%), {EM+ vs. E1 D(7,5) =- .71 (n.s)}, aunque si en
relacion con el grupo control no lesionado (GC) (65.60%-80.60%), {E1 vs. GC
D(5, 5) =-1.00, p< .05} (fig. 18, tabla 19) y tuberomamilar medial E4 (65.60%-
83.83%), {E1 vs. E4 D(5,6) =-1.00, p <.01}.

Ritmicidad Tuberomamilar en el consumo de alimento

+EM- E1 E2 E3 E4 GC
= wk | wk | kx| xx

100 T

linea base lesion electrolitica

* p<0.01
* p<0.05

porcentaje de alimento ingerido (gr.)

EM+ EM- E1l E2 E3 E4

GC EM+ EM- E1l E2 E3 E4 GC
Grupos

Figura 2.2: Porcentaje de alimento consumido durante la fase nocturna en los diferentes grupos experimentales y grupos
control antes (dias -2/-1) y después (dias 17/18) de la lesion electrolitica correspondiente.
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Discusion.

Los resultados obtenidos en este estudio, sugieren que la polidipsia inducida
por lesiones electroliticas en los nacleos tuberomamilares (E1, E2, E3 y E4) puede
ser una entidad diferente del modelo de diabetes insipida propuesto por Rolls (1970),

e inducido mediante lesiones anodicas en la eminencia media (EM+).

De acuerdo con los datos disponibles, se podria concluir que las lesiones
tuberomamilares no interfieren con la ritmicidad en la toma de agua. Estos animales
aun siendo polidipsicos son capaces de distribuir su ingesta a lo largo del dia de
forma semejante a los sujetos controles, confirmando los resultados de Morales et al.,

(1986) tras lesiones del hipotalamo posterior.

Especialmente llamativa es la ausencia de oscilacion observada en la ingesta
de comida en el ntcleo tuberomamilar ventral E1 (ver fig. 2.2). Existe la posibilidad
de que esta falta de ritmicidad pueda ser explicada por una necesidad permanente de
tomar alimentos (por causas desconocidas por el momento), de modo analogo a lo
que sucede en la diabetes insipida (Rolls, 1970). Una alteracion en alguna de las vias
de regulacion circadiana no puede descartarse tampoco, aunque habria que aclarar
por qué no sucede algo parecido en el resto de los ntcleos localizados ventralmente
(E2 y E3). En cualquier caso, es dificil que este efecto comportamental pueda
deberse a la destruccion de estructuras ventromediales (entre ellas la eminencia

media) ya que estas regiones se encuentran muy distantes anatbmicamente.

Los resultados que acabamos de describir contrastan claramente con los
obtenidos en los animales con lesion anddica de la eminencia media, donde la
ritmicidad en los parametros de estudio, agua y comida, se ve profundamente
afectada después de la lesion. El consumo nocturno de agua observado, implica que
estos sujetos distribuyen la ingesta de forma continua a lo largo del dia,

contrariamente a lo manifestado por los animales tuberomamilares y controles.
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Asimismo, también se ha comprobado que la ritmicidad en la ingesta de
alimento ha quedado alterada en estos animales (EM+), posiblemente debido al
efecto hiperfagico resultante de la amplia lesion efectuada, que incluye a los nacleos

mediobasales-periventriculares hipotalamicos.

En resumen pues, los resultados de este experimento parecen confirmar que la
polidipsia tuberomamilar y la diabetes insipida experimentalmente inducida,
muestran disparidades fundamentales en el patron ritmico del consumo de agua, lo

que puede considerarse como un indice diferencial entre los dos tipos de hiperdipsia.
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Prandialidad y la polidipsia Tuberomamilar.

Los resultados obtenidos hasta el momento reflejan unos cuadros polidipsicos
propios, con unas caracteristicas particulares, para cada grupo experimental

estudiado.

Un ualtimo objetivo de esta serie experimental pretende examinar si las
polidipsias descritas anteriormente, se deben a una alteracion en el equilibrio de
fluidos del organismo o por el contrario es dependiente de mecanismos no-
homeostaticos secundarios como puede ser un marcado déficit salivatorio, la
denominada, sed prandial (Epstein et al, 1964; Kissilef, 1969; citado por Ramos
(1987). Caracteristicamente, los animales prandiales alternan repetidamente el
consumo de pequefias cantidades de comida con la ingesta de pequefias cantidades de
agua. Este hecho determina que la frecuencia y la cantidad total de agua consumida
por estos sujetos a lo largo de una comida sea muy superior a la registrada en los

animales normales.

Estos déficits salivares, con el patron comportamental descrito, pueden
generarse seccionando los pares craneales que transcurren por el oido medio en
direccion a las glandulas salivares (Ramos et al, 1991). Este proceso se puede
efectuar introduciendo bilateralmente por el canal auditivo externo las barras
auditivas estereotaxicas quirurgicas. Los resultados muestran que la prandialidad
desarrollada por el déficit salivar, provoca en los animales un efecto polidipsico

significativo dependiente del consumo de alimento seco (Ramos et al, 1991).

En funcién de estos datos, el presente estudio pretende comprobar si la
polidipsia tuberomamilar y diabética (lesion electrolitica en la eminencia media),

poseen una entidad totalmente diferente a la sed prandial de caracter no-homeostatico



CAPITULO I

desarrollada en otros estudios (Epstein, et al 1954, 1964; Kissilef, 1969; citados por
Ramos et al, 1987).

Método.

Sujetos.

Se utilizaron los mismos 38 animales de los experimentos anteriores, que
como ya se dijo previamente han permanecido en situaciones ad lib. de agua y
comida. Las condiciones medioambientales a las que estuvieron sometidos los
animales del presente experimento fueron similares a las descritas en los trabajos

previos.

Procedimiento Quirtrgico.

No se afiadié ninguna intervencion quirurgica adicional.

Procedimiento Fxperimental.

En el periodo preoperatorio (6 dias antes de efectuar la lesion electrolitica
correspondiente), se privo a los animales durante un periodo de 24 horas de su
comida habitual (alimento seco: pienso compuesto “sandermus”, Sanders S.A,
Madrid). Los sujetos disponian de agua ad libitum durante todo el dia. Transcurridas
las 24 horas de privacion, se les devolvia la comida y se registraba el nimero de
respuestas de toma de agua emitidas por los animales durante un periodo de 2 horas,

comprendido entre las 10: a.m y las 12 a.m.

En el ultimo dia de la serie experimental (dia 21), los 38 animales fueron
sometidos al mismo procedimiento experimental seguido durante la linea base y
descrito mas arriba. Asimismo, también se registro la cantidad de agua bebida en el

periodo que estuvieron privados de alimento.
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Analisis Estadistico.

El analisis estadistico de los resultados globales se ha realizado mediante el
empleo de una prueba no paramétrica Kruskal-Wallis con el objetivo de comparar los
resultados obtenidos en las variables analizadas entre los diferentes grupos

lesionados y los grupos control en general.

A su vez, también se utilizaron pruebas de Kolmogorov-Smirnov para
analizar las comparaciones entre los grupos experimentales y grupos control, asi
como entre los diferentes grupos lesionados entre si en cada una de las variables

estudiadas.

Por otra parte, también se utilizo el Anova de Friedman (analisis intragrupo)
para evaluar las posibles diferencias en las variables ya referidas en cada grupo
lesionado y grupo control. En el caso de existir resultados significativos, se pasé a un
analisis mas detallado con la prueba de Wilcoxon, realizando comparaciones Pre-
Post en la condicion de prandialidad (antes y después de la intervencion quirtrgica),
asi como en la ingesta de agua postoperatoria (antes y después de la privacion de

comida) en cada uno de los diferentes grupos experimentales y grupos control.

Histologia.

Concluidos los experimentos anteriores, todos los animales fueron
profundamente anestesiados con una sobredosis de pentotal sddico (i.p) (Lab.
Abbott, 80 mg/Kg). A continuacion, se abria la pared toracica izquierda para acceder

al corazon procediendo a su perfusion.

Finalizada la perfusion intracardiaca, el encéfalo era extraido mediante la
apertura del craneo por su region dorsal, introduciéndolo a continuacién en una
solucion de formaldehido al 10% (formaldehido, Probus S.A. Barcelona), para su

posterior laminacion y examen microscopico.

135



CAPITULO I

Los cerebros fueron laminados mediante un microtomo de congelacion
(Leitz). Los cortes obtenidos presentaban un grosor de 60 micras aproximadamente,
montandose en portaobjetos para su posterior examen bajo microscopio (microscopio
estereoscopico UMZ-4F, Olympus. Tokio, Japon) a fin de comprobar la localizacion
y extension de las lesiones. Las laminas histologicas mas representativas fueron
dibujadas y microfotografiadas (Olympus Optical, mod PM-G, Japon), presentandose

a continuacion.

Ilustracién 1.- Microfotografia de un corte frontal del cerebro a nivel del hipotdlamo posterior, en la
cual se observan las lesiones electroliticas bilaterales del nmicleo tuberomamilar ventral caudal (E1),

en un animal representativo (rata n° 25). Anterioridad: + 4.20.

136



EXPERIMENTO 3

Ilustracién 2.- Microfotografia de un corte frontal del cerebro a nivel del hipotdlamo posterior, en la
cual se observan las lesiones electroliticas bilaterales del nicleo tuberomamilar ventral rostral (E2),

en un animal representativo (rata n° 5). Anterioridad: + 4.70.

Iustraciéon 3. Microfotografia de un corte del cerebro a nivel del hipotdlamo posterior, en la cual se
observan las lesiones electroliticas bilaterales del nucleo tuberomamilar medial ventral (E3) en un
animal representativo (rata n° 39). Anterioridad: + 4.70.

137



CAPITULO I

Ilustraciéon 4. Microfotografia de un corte frontal del cerebro a nivel del hipotdlamo posterior, en la
cual sc observan las lesiones electroliticas bilaterales del nucleo tuberomamilar medial dorsal (E4),

en un animal representativo (rata n° 31). Obsérvese el tracto del electrodo (t). Anterioridad: + 5.20.

Ilustracién 5. Microfotografia de un corte frontal del cerebro, en la cual se observan las lesiones
electroliticas bilaterales catddicas de la eminencia media (EM-), en un animal representativo (rata n°
9). Anterioridad: + 6.44.

138



EXPERIMENTO 3

Ilustraciones 6, 7 y 8. Microfotografias de varios cortes frontales del cerebro (caudal-rostral) en las
cuales se observan las lesiones electroliticas bilaterales anddicas de la eminencia media (EM+) en un
animal representativo (rata n° 29). Anterioridad: + 6.44. Obsérvese la gran extension de la lesion, que

alcanza incluso zonas del hipotdlamo posterior anteriormente observadas.
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Resultados.

En relacion a la frecuencia media de consumo de agua en el dia posterior a la
privacion de comida (periodo preoperatorio) no se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales y grupos control a nivel global

{H(6,38) = 1.37, p > . 9673} (ver fig. 3.1).

Posteriormente y cuando los animales fueron evaluados después de la
intervencion quirargica (dia 21), tampoco se detectaron diferencias significativas en
la frecuencia media de bebida entre los diferentes grupos experimentales y grupos

control {H(6, 38) =1. 47, p> .96} (fig. 3.1).

Por su parte, el analisis intragrupo tampoco revelo diferencias significativas
en cada uno de los grupos lesionados y grupos control en la prueba de prandialidad
cuando se llevaron a cabo las comparaciones entre el periodo preoperatorio y
postquirargico {EM+ Z =52, p=.60; EM- Z= 53, p=.59; E1 Z=.00, p = 1.00;
E2 Z=67,p=.50,E3Z=40,p=.68,E4 Z=.00,p=100,GC Z=64,p=
S13}.
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Figura 3.1: Frecuenciamedia de bebidaen cada uno de los grupos experimentalesy grupos control después
de un programa de privacion de comida antes y después de lalesion electrolitica correspondiente.

Sin embargo, si se observaron grandes diferencias en la ingesta de agua entre
los diversos grupos en general en el dia posterior a la privacion de comida, {H(6,38)

=32.05, p <.0000} (ver fig. 3.2).

El hecho mas destacado fue que el grupo con lesion anddica en la eminencia
media (EM+), ante la privacion de alimento redujo drasticamente su ingesta de agua,
hasta tal punto que todos los grupos experimentales (a excepcion del EM-), incluso el
grupo control no lesionado, bebieron significativamente mas que el grupo diabético
{EM+ vs. E4 D(7,6) =-1.00, p< .01}{EM+ vs. E1, E2, E3, GC D(7,5) = -1.00, p<
.01} (fig. 3.2). Este resultado no deja de ser llamativo, ya que en el dia anterior a la
privaciéon de comida, el grupo con lesion anddica en la eminencia media (EM+)
mostraba una clara respuesta polidipsica, ingiriendo significativamente mas agua que

el grupo control no lesionado {EM+ vs. GC D(7,5)=1.00, p <.01},

Finalmente, y por lo que respecta a los grupos tuberomamilares, si bien
alguno de ellos disminuy6 su ingesta ante el programa de privacion con respecto al
dia previo {E1 Z = 202, p = .0431; E4 Z = 220, p = .0277}, siguieron

consumiendo grandes cantidades de agua, significativamente por encima del grupo
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control (falsa lesion), {E1, E2, E3 vs. GC D(5,5) = 1.00, p< .025}{E4 vs. GC
D(6,5) = 1.00, p< .01 }(ver fig. 3.2).

EM- E1 E2 E3 E4 GC EM+ EM- E1 E2 E3 E4 GC
- p M T P vy ey ey g
** p<0.01 B
* p<0.05

20 - Polidipsia Tuberomamilar tras privacion de alimento

Antes de la privacion Después de la privacion

1o+ -dia 21- -dia 22-

aguaingerida (cc.)

EM+ EM-  El E2 E3 E4  GC Grupos EM+ EM- El E2 E3 E4  GC

Figura 3.2: Cantidades medias de agudaingeridas por los diferentes grupos experimentalesy grupos control
antesy después de un programade privacion de comida (24 horas).

Discusion.

La privacion de comida durante 24 horas no modifica la ingesta polidipsica
de los animales tuberomamilares. En ausencia de alimento, estos animales (incluso
los lesionados en los nucleos tuberomamilares ventrales E1 y E2) continuan
consumiendo mayores cantidades de agua que los sujetos controles de falsa lesion
(GC), un hecho que coincide con los resultados obtenidos por Santacana y asociados

tras lesiones en los cuerpos mamilares (Tejedor Del Real et al, 1972).

Por otra parte, los datos obtenidos sugieren que la frecuencia de ingesta de

agua, en presencia de comida seca, no difiere entre los sujetos tuberomamilares y el
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grupo control (falsa lesion), lo que indica que la polidipsia observada no parece
deberse a cambios producidos en la secrecion salivar, es decir, a factores de caracter
no homeostatico (sed prandial) (ver fig. 3.1). Es mas, los resultados observados en la
prueba de prandialidad se encuentran muy lejos de las frecuencias descritas en

programas semejantes llevados a cabo por otros autores (Ramos et al., 1991).

En cualquier caso, y dentro de esta misma linea, resulta llamativo, que si bien
la hiperdipsia manifestada en el grupo eminencia media positivo (lesiéon anodica),
tampoco obedece a factores prandiales, el hecho de privarlos de comida durante 24
horas, hace que desaparezca el elevado consumo de agua presentado hasta ese
momento. Estos resultados, que parecen sefialar un potente efecto de la variable
alimento en la polidipsia diabética, ya habian sido sugeridos antiguamente por varios
autores, quienes sefialaban que los animales que desarrollaban diabetes insipida
(neurohipofisectomizados), veian disminuida considerablemente su ingesta de
liquidos y respuesta politrica en situaciones de ayuno (Curtis, 1924; Richter, 1938

Swann, 1939).
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Efectos de las lesiones electroliticas de los niicleos tuberomamilares

ventrales sobre la nutricion.

Los resultados del experimento anterior (ver exp.1- fig. 1.8) han puesto de
manifiesto que la manipulacion (lesiones electroliticas) de los nucleos
tuberomamilares ventrales E1 y E2 producen un incremento significativo en la

ingesta de comida.

Estos datos parecen apoyar la hipotesis de que el sistema tuberomamilar

ventral puede jugar un papel relevante en la regulacion del equilibrio energético.

Es posible, que este efecto hiperfagico pueda ser explicado de acuerdo con
diversas observaciones que sefialan que las manipulaciones farmacologicas del
complejo tuberomamilar pueden tener un efecto significativo en el comportamiento

nutritivo.

En efecto, estudios comportamentales y electrofisioldgicos, han demostrado
que el bloqueo de la sintesis de histamina, neurotransmisor sintetizado
exclusivamente en el complejo tuberomamilar (Onodera et al., 1994; Wada et al.,
1991), o de sus receptores, provoca un aumento en el consumo de alimento de los
animales sin cambios relevantes en la ingesta de agua y excrecion de orina (Doi et
al., 1994; Fukogawa et al., 1989; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al., 2000;
Ookuma et al., 1989; Sakata et al., 1988, 1990, 1991; Tuomisto et al., 1994).

Por el contrario, la administracion central de histamina o de farmacos que
potencian su accion, disminuyen la ingesta de comida tanto en animales (Brown et
al., 2001; Clineschmidt et al., 1973; Fukogawa et al., 1989; Itoh et al., 1999; Lecklin
et al., 1998; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al., 2000; Tuomisto et al., 1994;

Wagner et al., 1963) como en seres humanos (Clineschmidt et al., 1973).
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En relacion con este punto, algunos investigadores han propuesto que el
efecto supresor del apetito llevado a cabo por las fibras tuberomamilares podria
explicarse por la activacion de estructuras hipotalamicas implicadas en la integracion
de las sefales nutritivas (Adam et al., 1996; Arletti et al., 1989; Fei et al., 1997; Flier
et al., 1998; Inui, 1999; Fujimoto et al., 1989; Lecklin et al., 1998; Orthen-Gambill et
al., 1992; Palacious et al., 1981; Schwartz et al., 1991; Seckl et al., 1988; Stricker et
al., 1987; Verbalis et al., 1986).

De hecho, estudios neurohistoquimicos han confirmado la presencia de
numerosas fibras tuberomamilares y receptores histaminérgicos en regiones mediales
periventriculares hipotalamicas, como en el caso de los nucleos paraventricular y
ventromedial que juegan un papel importante en el control y regulacion del equilibrio
energético (Charnay et al., 1999; Choi et al., 1999; Doi et al., 1995; Elmquist et al.,
1999; Flier et al, 1998; Hakansson et al., 1996, 1998; Havel et al., 2000,
Hetherington y Ranson, 1940; Huang et al., 1996; Inui, 1999; Mercer et al., 1996;
Nicolaidis, 1999; Swaab et al., 1995; Woods et al., 1998).

En funcion de estos datos, se podria hipotetizar que el efecto hiperfagico
observado en los sujetos tuberomamilares ventrales E1 y E2 (ver experimento 1- fig.
1.8) puede estar relacionado con el dafio provocado a estas fibras tuberomamilares

resultando en un aumento en la ingesta de comida de los animales.

Dadas las semejanzas morfologicas, estructurales (Ericson et al., 1987,
Kohler et al., 1985; Schwartz et al., 1991; Watanabe et al., 1984) y funcionales
(obsérvese como las lesiones electroliticas de ambos nucleos hipotalamicos presentan
el mismo cuadro o patron en la ingesta de comida) entre los nucleos tuberomamilares
ventrales E1 y E2 podria ser relevante analizar las consecuencias que podria tener
sobre el consumo de alimento la destruccion conjunta (EI1+E2) (lesiones

electroliticas) de ambas regiones del hipotalamo posterior.
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Si se tienen en cuenta los datos comentados anteriormente, cabria esperar un
incremento significativo en el comportamiento hiperfagico de los animales

tuberomamilares, y el consiguiente aumento en peso corporal .

Con el objetivo de examinar esta hipétesis, se realizo el presente experimento.

Método.

Sujetos.

Se utilizaron 14 ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el servicio
de Animalario de la Comision de servicios técnicos de la Universidad de Granada, y
cuyo peso al principio del estudio oscilaba entre 250-320 gramos. A su llegada al
laboratorio, los animales fueron mantenidos en las mismas condiciones de los
experimentos previos, es decir, con comida y agua ad libitum hasta el momento de la

intervencion quirurgica.

Procedimiento Quirurgico.

El procedimiento quirurgico empleado fue idéntico al utilizado en el
experimento 1, si bien hay que significar que en este caso los animales
experimentales recibieron lesiones electroliticas bilaterales en 2 regiones anatomicas
diferentes (nicleo tuberomamilar ventral caudal (E1) y nucleo tuberomamilar ventral
rostral (E2). En cuanto a los grupos control (lesion ficticia), el procedimiento fue el
mismo que el utilizado en los animales lesionados, excepto que el electrodo sélo
alcanz6 la parte mas dorsal de ambas estructuras tuberomamilares (E1+E2), sin ser

introducido en el nucleo, y sin que se pasase corriente eléctrica alguna.
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Procedimiento Experimental.

Inicialmente, los 14 animales fueron asignados de forma aleatoria al grupo
experimental o control, quedando distribuidos de la siguiente forma: grupo

experimental E1+E2 (n=8); grupo control E1+E2 (n=0).

Antes de la intervencion quirargica, y durante un periodo de 7 dias, los
animales fueron instalados en condiciones de agua y comida ad libitum ( pienso
compuesto “sandermus”, Sanders, S.A, Madrid). Posteriormente, y como linea base
de cada animal, se registro la cantidad de agua y comida ingerida asi como el peso

corporal durante los 4 dias anteriores a ser sometidos al proceso quirurgico.

El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en la fase preoperatoria

se realizo de forma idéntica a la descrita en los capitulos anteriores.

Finalizada la intervencion, y una vez definidos el grupo experimental y
control, se cuantifico el consumo de agua y comida de los animales asi como el peso
corporal de los mismos. Los resultados obtenidos durante el periodo de 25 dias que
dur6 la fase experimental fueron subdivididos en una serie de bloques, que

representan las distintas fases conductuales observadas.

Analisis Estadistico.

Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov con el objetivo de evaluar las
diferencias entre el grupo lesionado y su respectivo grupo control en cada uno de los

bloques establecidos en el transcurso del experimento.

148



EXPERIMENTO 4

Histologia.

Se realizo, siguiendo el procedimiento descrito en el experimento anterior.

Resultados.

INGESTA DE COMIDA.

En cuanto a la ingesta de alimento, los resultados mas relevantes fueron los

siguientes:

Durante el periodo preoperatorio (linea base), no se observaron diferencias

significativas entre el grupo tuberomamilar E1+E2 y su grupo control en la ingesta

de comida { D(8,0) = .16, p = n.s}(fig. 4.1- dia -1).

comidaingerida (gr.)

Hiperfagia Tuberomamilar Ventral (E1+E2)
60 -
50

40 +

—o— Expl

[ ] [ -8 —8 5 5 = —&—GC1

30
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10 4

0 T T T T T T T .
-1 1 2 3 47 811 1216 1719 2022 2325

Bloques de Dias

Figura 4.1: Cantidades medias de alimento ingeridas por el grupo experimental tuberomamilar ventral (E1+E2) y
grupo control a lo largo de diferentes bloques de dias tras la lesion electrolitica sumativa correspondiente.

L.B (-1) Blo.1 Blo.2 Blo.3 Blo.4/7 Blo.8/11 Blo.12/16 Blo.17/19 Blo.20/22 Blo.23/25

Gr.Exp. Vs GC I n.s I *k I *k I *k I *k I *k I *k I *k I * I *

 p<0.01 * p<0.05
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Sin embargo, durante el periodo postoperatorio, el consumo de alimento fue
siempre significativamente superior en el grupo tuberomamilar lesionado que en los
animales pertenecientes al grupo control en todos los bloques de dias del
experimento {Bloque 1 D(8,6) =1, 00, p <.005; Bloque 2 D(8,6) = 1,00, p <.005,
Bloque 3 D(8,6) = 1,00, p < .005; Bloque 4/7 D(8,6) = 1,00, p <.005; Bloque 8/11
D(8,6) = 1, 00, p = .005; Bloque 12/16 D(8,6) = 1, 00, p < .005; Bloque 17/19
D(8,6) 1, 00, p <.005; Bloque 20/22 D(8,6) = 1, 00, p <.005; Bloque 23/25 D (8,6)
=1, 00, p<.005} (ver fig. 4.1).

INGESTA DE AGUA.

En el periodo de linea base (preoperatorio), no se observaron diferencias
significativas entre el grupo lesionado tuberomamilar E1+E2 y grupo control en la

ingesta de agua { D(8,6) = .25, p = n.s}(fig. 4.2- dia -1).
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Figura 4.2: Cantidades medias de agua ingeridas por el grupo experimental tuberomamilar ventral (E1+E2) y grupo
control a lo largo de diferentes bloques de dias tras la lesion electrolitica sumativa correspondiente.

L.B(-1) Blo.1 Blo.2 Blo.3 Blo.4/7 Blo.8/11 Blo.12/16 Blo.17/19 Blo.20/22 Blo.23/25
Gr.Exp. Vs GC I n.s I Hk I Hk I n.s I Hk I Hk I Hk I Hk I Hk I Hk

** p<0.01 * p<0.05
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Una vez realizada la intervencion quirdrgica, los animales experimentales
muestran un consumo de agua significativamente superior que los sujetos
pertenecientes al grupo control no lesionado en todos los bloques de dias analizados,
exceptuando el dia 1 (bloque 1), donde la ingesta tuberomamilar es menor respecto al
grupo control y dia 3 (bloque 3) que no revela diferencias significativas entre los
animales del experimento {Bloque 1 D(8,6) = -1,00, p < .005; Bloque 2 D(8,6) =
1,00, p < .005; Bloque 3 D(8,6) = .58, p = n.s; Bloque 4/7 D(8,6) = 1,00, p <.005;
Bloque 8/11 D(8,6) = 1,00, p = .005; Bloque 12/16 D(8,6) = 1,00, p < . 005;
Bloque 17/19 D(8,6) = 1,00, p < .005; Bloque 20/22 D(8,6) = 1, 00, p < .005;
Bloque 23/25 D(8,6) =1, 00, p <.005}(ver fig. 4.2).

PESO CORPORAL.

Las comparaciones efectuadas entre el grupo experimental y grupo control en
el peso corporal (grs.) no difieren estadisticamente en el periodo de linea base

{ D(8,6) = .20, p = n.s}(fig. 4.3- dia -1).

Posteriormente, y una vez realizada la intervencion quirdrgica se observa un
incremento significativo en el peso corporal de los animales lesionados con respecto
al grupo control fundamentalmente a partir del dia 12 del experimento (bloque
12/16) {Bloque 12/16 D(8,6) = .75, p < .05; Bloque 17/19 D(8,6) = .87, p < .025;
Bloque 20/22 D(8,6) = .87, p < .025; Bloque 23/25 D(8,6) = 1, 00, p < .005}(fig.
4.3).
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Peso Corporal (E1+E2)
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Figura4.3: Variacionesen € peso corporal manifestadas por € grupo experimental tuberomamilar (E1+E2) y
grupo control alo largo de los diferentes bloques de diastras |a lesion el ectrolitica sumativa correspondiente.
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** p<0.01 * p<0.05
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Discusion.

En el apartado nutritivo, la manipulacion experimental (lesiones electroliticas
E1+E2) de estas regiones tuberomamilares del hipotalamo posterior produce un
incremento significativo en la ingesta de comida. En este caso sin embargo, hay que
destacar que las lesiones bilaterales E1+E2 de los nucleos tuberomamilares ventrales,
originan un comportamiento hiperfagico temprano (bloque 1) que permanece estable
a lo largo del experimento, y que finalmente se ve reflejado en la mayor ganancia de
peso corporal por parte de los animales lesionados con respecto al grupo control

(figs. 4.1y 4.3).

Todo parece indicar, que la mayor destruccion tuberomamilar como
consecuencia de las lesiones bilaterales sumativas “E1+E2”, podria explicar el efecto
hiperfagico mas potente y duradero que se observa en el presente trabajo

experimental.

En relacion con esta interpretacion, estudios neurohistoquimicos han
confirmado la presencia de numerosas vias tuberomamilares (Adam et al., 1966;
Inagaki et al., 1988; Lecklin et al., 1998; Panula et al., 1989; Watanabe et al., 1984)
en regiones mediales periventriculares hipotalamicas que incluirian a los nucleos
paraventricular y ventromedial tan relevantes en el control y regulacion del equilibrio
energético (Charnay et al., 1999; Choi et al., 1999; Doi et al., 1995; Elmquist et al.,
1999; Flier et al, 1998; Hakansson et al., 1996, 1998; Havel et al., 2000,
Hetherington y Ranson, 1940; Huang et al., 1996; Inui, 1999; Mercer et al., 1996;
Nicolaidis, 1999; Swaab et al., 1995; Woods et al., 1998).
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Por ejemplo, y con respecto al nucleo Paraventricular (PAV), existen
numerosos estudios que resaltan la importancia de este centro hipotalamico en la
nutricion (Choi et al., 1999; Havel et al., 2000; Swaab et al., 1995; Woods et al.,
1998) como lo demuestra el hecho de que recientemente se haya demostrado un
incremento en su actividad tras la administracion central de leptina, tanto en ratones
normales como en animales genéticamente obesos (Elmquist et al., 1999) asi como
una abundante presencia de receptores de leptina en el nucleo paraventricular (Fei et
al., 1997; Hakansson et al., 1996, 1998; Huang et al., 1996; Mercer et al., 1996;
Yarnell et al., 1998).

La implicacion del PAV en el comportamiento nutritivo también ha sido
observada en diversos estudios clinicos. Asi por ejemplo, Smeets et al., (1992) han
puesto de manifiesto una serie de alteraciones en las neuronas paraventriculares de
personas que padecen el sindrome de Prader-Willi (PWS) (trastorno que en la
mayoria de los casos (70%) se encuentra relacionado con una deleccion del brazo
largo del cromosoma 15 ( Martin et al., 1998) y que cursa con retraso mental,

hipogonadismo, corta estatura, ademas de hiperfagia y obesidad.

Algunos afos antes, Hetherington y Ranson (1940) pusieron de manifiesto la
relevancia de otro centro hipotalamico, el niicleo ventromedial (HVM), en el control
y regulacion de la conducta nutritiva. La destruccion del hipotalamo ventromedial
provocaba un incremento notable en la ingesta de comida (hiperfagia) de los
animales (ratas), y como consecuencia de ello una ganancia de peso corporal. Por el
contrario, la estimulacion eléctrica de dicha region en sujetos privados de alimento,
producia un descenso significativo en el consumo de alimento (hipofagia) (Morley,

1980; Nicolaidis, 1999).

Por otra parte, este experimento es compatible con estudios
comportamentales y electrofisiologicos que han demostrado que el bloqueo de la
sintesis de histamina, neurotransmisor sintetizado exclusivamente en el complejo
tuberomamilar (Onodera et al., 1994; Wada et al., 1991) o de sus receptores,

produce un incremento en la ingesta de comida de los animales (Doi et al., 1994;
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Fukogawa et al., 1989; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al., 2000; Sakata et
al., 1994, 1988; Tuomisto et al., 1994).

En este sentido, se ha comprobado que ratas Zucker, genéticamente obesas,
muestran niveles histaminérgicos mas bajos (7 veces) que los animales normales, lo
cual sugiere que la histamina tuberomamilar podria estar implicada de algin modo
en el mantenimiento homeostatico del equilibrio energético (Brown et al., 2001,

Sakata et al., 1991).

Por el contrario, la administracién central de histamina o farmacos que
potencian su accion, disminuyen la toma de alimento tanto en animales (Brown et al.,
2001; Clineschmidt et al., 1973; Fukogawa et al., 1989; Itoh et al., 1999; Lecklin et
al., 1998; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al., 2000; Tuomisto et al., 1994),

como en seres humanos (Clineschmidt et al., 1973).

Recientemente, estos datos se han visto apoyados por el hecho de que la
activacion del sistema tuberomamilar histaminérgico podria controlar el efecto
anoréctico inducido por la hormona leptina en algunos centros hipotalamicos
(Fukogawa et al., 1977; Itoh et al., 1999; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al.,
2000).

Asi, se ha podido comprobar que el tratamiento cronico central con histamina
contribuye a mejorar las alteraciones en el equilibrio energético que manifiestan los
animales obesos db/db (alteracion del receptor de leptina) (Chen et al., 1996; Masaki
et al., 2001).

Sin embargo, la histamina no ha sido implicada en la ingesta de agua (Doi et
al., 1994; Fukogawa et al., 1989; Orthen-Gambill et al., 1992; Sakata et al., 1984,
1994; Tuomisto et al., 1994), lo cual sugiere que probablemente tampoco esté
relacionada con la polidipsia tuberomamilar ventral observada en este estudio (fig.

42).
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Las células tuberomamilares contienen en sus terminales un amplio numero
de péptidos asi como otros neuromoduladores y neurotransmisores que pueden
desempefiar una funcion destacada en este comportamiento. De hecho, algunas de
estas sustancias se localizan en subpoblaciones de neuronas histaminérgicas, donde
podrian actuar como co-transmisores modulando las funciones hidricas de estas
células (Airaksinen et al., 1992; Brown et al., 2001; Kohler et al., 1986; Onodera et
al., 1994; Pasanni et al., 2000; Saper et al., 1989; Schwartz et al., 1991; Staines et al.,
1987; Wada et al., 1991).

Ademas, se da la circunstancia de que los nicleos tuberomamilares ventrales
El y E2 emiten una gran cantidad de proyecciones hacia regiones o centros
hipotalamicos implicados en la regulacion hidrica que podrian explicar estas
conductas consumatorias (Akins et al., 1990, 1993; Brown et al., 2001; Ericson et al.,
1991; Harvey et al., 1965; Hatton et al., 1998; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge
et al., 1999; Wagner et al., 1993; Weiss et al., 1989; Yang et al., 1989).

De cualquier manera, los resultados obtenidos en el presente experimento,
indican que las lesiones electroliticas conjuntas EI1+E2 de los nucleos
tuberomamilares ventrales, si bien inducen polidipsia, no modifican el patréon ni el
volumen de ingesta de agua observado en los animales experimentales que presentan
el mismo dafo cerebral pero de forma individual (grupo tuberomamilar E1 y grupo

tuberomamilar E2) (fig. 4.2)(ver exp. 1- fig. 1.1).

En efecto, como ya se habia comprobado en estudios anteriores de la presente
Tesis Doctoral (exp. 1), las lesiones realizadas en los nucleos tuberomamilares
ventrales (E1 y E2) generan una respuesta hiperdipsica de desarrollo lento, que no
supera a la respuesta manifestada por el grupo control, hasta pasados algunos dias

después de la intervencion quirurgica (bloque 4/7 en adelante) (fig. 4.2/fig. 1.1).

En resumen, y a modo de conclusion los datos presentados permiten sugerir

que las lesiones electroliticas acumulativas de los nacleos tuberomamilares ventrales
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E1+E2 generan una serie de alteraciones en los procesos regulatorios nutricionales
que directa o indirectamente se ven acompafiadas de un incremento en el consumo de

agua.
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EXPERIMENTO 5

La polidipsia tuberomamilar en el contexto de la regulacion osmdética y volémica

de fluidos.

Los resultados de los estudios anteriores han puesto de manifiesto que las

lesiones electroliticas de los diferentes nucleos tuberomamilares producen polidipsia.

Hasta el momento, y aunque se disponen de abundantes datos anatomicos y
neurofisiologicos, se desconocen cuales son las causas que provocan esta ingesta
elevada de liquidos, si bien no parece estar relacionada con factores de caracter no

homeostatico (por ejemplo, consumo prandial de agua).

Por ello, parece necesario dilucidar si la polidipsia tuberomamilar puede ser
explicada en funcion de alguna alteracion en los procesos regulatorios que controlan
la ingesta de liquidos. Cabe la posibilidad de que los nacleos tuberomamilares
puedan formar parte de alguno de los circuitos neuroanatdmicos osmoéticos o
volémicos descritos anteriormente, y que han sido relacionados de algin modo con

regiones (poco determinadas) del hipotalamo posterior.

En efecto, diferentes estudios anatomicos han demostrado una estrecha
relacion entre el sistema tuberomamilar y estructuras cerebrales (p.e. SON, PAV,
OVLT, etc) implicadas en la deteccion de cambios o alteraciones en la osmolaridad
plasmatica (Akins et al., 1993; Armstrong et al., 1985; Denton et al., 1999; Ericson et
al., 1991; Haas et al., 1975, 1977; Inagaki et al., 1988, 1990; Kjaer et al., 1994, 1994;
Knigge et al., 1999; Kohler et al., 1985; Kraly et al., 1995; Palacious et al., 1981;
Saper et al., 1976; Schwartz et al., 1991; Weiss et al., 1989).

Asi, por ejemplo, se ha podido comprobar que la estimulacion de células
tuberomamilares provoca la despolarizacion de neuronas magnocelulares

pertenecientes al complejo SON-PAV, con la consiguiente liberacion de factores
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neurohipofisarios (ADH y OT) que, como se ha indicado anteriormente representan
una respuesta apropiada ante situaciones que suponen una seria amenaza para el
mantenimiento de un equilibrio hidromineral optimo. En este sentido, conviene
destacar las caracteristicas morfoldgicas y anatomicas de los diferentes nucleos
tuberomamilares, con sus amplias ramificaciones dendriticas extendiéndose por la
capa ependimal de la superficie ventral del cerebro y receso mamilar, que los situan
en una posicion privilegiada para responder a los cambios o variaciones osmolares
producidos en el organismo (Ericson et al., 1987; Reiner et al., 1987, Watanabe et

al., 1984).

Todas estas observaciones sugieren, por ejemplo, que las lesiones
electroliticas tuberomamilares han podido interrumpir alguno de los circuitos
implicados en la regulacion osmotica de fluidos sensibles a la deshidratacion celular.
En ese caso, cabria esperar que cualquier manipulacion experimental que imponga
un desequilibrio en los niveles osmolares del plasma (por ejemplo, administracion
periférica de CINa o sacarosa en concentraciones hipertonicas), deberia generar una

respuesta diferencial entre los animales tuberomamilares y controles.

Ahora bien, y siguiendo con el mismo planteamiento tedrico, no se puede
descartar la posibilidad de que la region tuberomamilar también pueda estar
involucrada en el control de los niveles fisiologicos de sodio corporal, tal y como se
desprende de las estrechas conexiones anatomicas existentes entre estos nucleos
hipotalamicos y centros o zonas cerebrales encargadas de controlar los niveles de
este electrolito (Adam et al., 1966; Bealer et al., 1983; Fitzsimons, 1998; Hatton et
al., 1998; Huang et al., 1995; Mckinley et al., 1992; Moses et al., 1992; Panula et al.,
1989; Pollard et al., 1976, 1992; Rowland, 1998; Taylor et al., 1972; Voisin et al.,
1999; Wells et al., 1990; Yang et al., 1989; Wilcox et al., 1982).

De hecho esta posibilidad se ha visto respaldada por varios estudios
experimentales y clinicos que muestran como una serie de traumatismos o dafios en
el sistema nervioso central, especialmente en regiones del hipotalamo posterior, (y en

las que pueden estar afectados los nicleos tuberomamilares y/o sus conexiones),

160



EXPERIMENTO 5

provocan graves alteraciones en la concentracion plasmatica de sodio (Balment et al.,
1986; Baylis et al., 1998; Bronstein et al., 2000; Diringer et al., 1991; Hollinshead,
1964; Iwasaki et al., 1991; Laszlo et al., 1966; Lichardus et al., 1969; Man et al.,
1992; Morales et al., 1986; Natcheff et al., 1975; O'Connor, 1950; Price et al., 2000;
Robertson, 1987, 1995; Robinson, 1991; Saborio et al., 2000; Vonderen et al., 1999).

Es mas, como consecuencia de estas lesiones basales del cerebro se han
llegado a observar frecuentes casos de polidipsia, tanto en seres humanos como en
animales (Bacic et al., 1999; Blackburn et al., 1995; Briess et al., 1998; Fitzsimons,
1979; Morales y Puerto, 1986; Seckl et al., 1987; Tejedor del Real et al., 1972)

En resumen y de acuerdo con los resultados que acabamos de describir seria
posible hipotetizar que la region tuberomamilar podria formar parte de un posible
circuito cerebral sensible a las variaciones producidas en los niveles fisiologicos de
sodio en el organismo. En este caso, la administracion periférica de CINa hipertonico
en los animales tuberomamilares deberia provocar una respuesta regulatoria diferente
a la que se observe en los sujetos controles. Es mas, si el efecto es especifico al
sodio, entonces cabria esperar que los animales experimentales y controles no
mostrasen diferencias comportamentales entre si ante los desafios exclusivamente

osmoticos (por ejemplo, sacarosa hipertonica).

Sin embargo, y a pesar de todas estas posibilidades tedricas no pueden
olvidarse las multiples conexiones existentes entre las vias nerviosas procedentes de
estructuras volémicas importantes en la regulacion del volumen extracelular (p.e,
area preoptica medial, oOrgano subfornical, etc) y los diferentes nucleos
tuberomamilares (Blass y Hanson, 1970; Buggy et al., 1974; Ericson, 1991; Ericson
et al., 1987; Johnson et al., 1997; Kucharczyc et al., 1977, Ohman et al., 1995;
Panneton y Loewy, 1980; Pollard et al., 1976; Taylor et al., 1972; Wouterlood,
1988).

De acuerdo con estos estudios neuroanatomicos, las lesiones electroliticas de

los nucleos tuberomamilares podrian provocar la destruccion de proyecciones
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nerviosas hacia estructuras troncoencefalicas, tal y como se ha observado en otras
ocasiones, tras la manipulacion de varias regiones cerebrales (Blass y Hanson, 1970).
Esta posibilidad se puede examinar sometiendo a los animales tuberomamilares a
alteraciones regulatorias de tipo volémico (por ejemplo, con glicol de polietileno),
comparando sus reacciones con respecto a las que se produzcan en el

correspondiente grupo control.

En conclusion, el objetivo principal del presente experimento es el de
comprobar la posible participacion de la region tuberomamilar en los procesos

homeostaticos de regulacion hidromineral.

Asimismo, y de modo analogo a los estudios anteriores, analizaremos esta
posibilidad en cada uno de los ntcleos tuberomamilares con la finalidad de disociar
anatomicamente las posibles peculiaridades funcionales que puedan existir entre
ellos con respecto a las diversas condiciones hidrominerales impuestas. Igualmente,
en este experimento se ha incluido un grupo neurolégico diabético (lesion anddica en
la eminencia media) que nos puede servir de referencia para la caracterizacion

tedrica de la polidipsia tuberomamilar.

Método.

Sujetos.

Los animales empleados son ratas macho pertenecientes a la raza Wistar,

suministradas por el servicio de Animalario de la Universidad de Granada, con un

peso comprendido entre 250-330 gramos.

Todos ellos se mantuvieron en las mismas condiciones del capitulo anterior

(cap. D).
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Procedimiento Quirurgico.

Fue idéntico al referido en el capitulo previo, excepto que en este caso no se
practico lesion electrolitica catddica en la Eminencia Media (EM-) debido a la escasa

aportacion de este grupo en las variables estudiadas (ver resultados cap. 1).

Procedimiento Experimental.

Antes de ser situados en el estereotaxico, los animales eran asignados
aleatoriamente a uno de los grupos experimentales o control. Bajo estas condiciones
se dispuso de un total de 34 animales, quedando compuestos los grupos de la

siguiente forma:

EM+ (n=6); El (n=15); E2 (n=6); E3 (n = 6); E4 (n=5); Control (n = 6).

El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en las fases pre y

postoperatoria se realizd de manera idéntica a la descrita en el capitulo I.

Transcurridos 10 dias después de la intervencion quirargica, se inici6 una 2?
fase experimental con el propdsito de comprobar si las polidipsias tuberomamilares
podian ser explicadas por alguna disfuncion en los procesos homeostaticos de
regulacion de fluidos. Esta posible alteracion fue examinada de forma experimental
provocando diversas modalidades de desequilibrios osmoéticos y volémicos.
Persiguiendo este objetivo, los animales fueron sometidos a los siguientes

tratamientos:

e Administracion intraperitoneal (i.p) de 2cc de CINa (2M) disuelto en
agua destilada como desencadenante osmotico. Se registro la cantidad de agua

ingerida en las 2 horas siguientes a la inyeccion.
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e Administracion intraperitoneal (i.p) de 2cc de sacarosa (2M) disuelta
en agua destilada como desencadenante osmotico (ausencia de sodio), siguiendo el

mismo proceso de registro que con el CINa.

e Administracion intraperitoneal (i.p) de 2cc de glicol de polietileno-
20000 al 40%, disuelto en agua destilada como desencadenante de tipo volémico. En
este caso, se registro la cantidad de agua ingerida por los animales a las 8 horas de la
inyeccion, periodo de tiempo adecuado y suficiente (Fitzsimons, 1961) para apreciar

los efectos dipsogénicos de este coloide.

e Administracion intraperitoneal (i.p) de caracter ficticio (ficticia I)
consistente en la infusion de 2cc de agua destilada. El proceso de registro se efectuo

a las 2 horas, de manera analoga a los casos de la sacarosa y CINa.

e Administracion intraperitoneal (i.p) de caracter ficticio {2cc de agua
destilada (ficticia II)}, utilizada como prueba control del efecto desencadenante del
PEG, siguiendo un proceso idéntico al descrito para este ultimo, es decir, los

registros se cuantificaron 8 horas después de la inyeccion.

Todas las administraciones se realizaron en animales conscientes. En todos
los casos, se retiro el alimento de la jaula durante el periodo de prueba. Una vez
finalizado este proceso, el animal volvia a las condiciones de agua y comida ad

libitum. El tiempo transcurrido entre cada tratamiento fue de cuatro dias.

La diversidad de los productos administrados hizo necesario un balanceo

adecuado. En este sentido, se eligioé un contrabalanceo intragrupo incompleto.
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A fin de comprobar el efecto de los diferentes tratamientos dipsogénicos

sobre la polidipsia tuberomamilar se procedio a:

a) Comparar la ingesta de agua de los diferentes grupos experimentales y control
en la situacion de inyeccion ficticia (ficticia I y II), obteniendo asi un indice de la

existencia de polidipsia en los animales experimentales.

b) Contrastar la cantidad de agua ingerida después de la administracion de los
productos osmoticos pertinentes (CINa, sacarosa) con la situacion de inyeccion
ficticia I en el grupo control con la finalidad de estudiar los efectos dipsogénicos en

ambos tratamientos.

c¢) Comparar la ingesta de agua entre los diferentes grupos experimentales y
control, asi como entre los grupos lesionados entre si, en respuesta a los diferentes
tratamientos dipsogénicos osmoticos (CINa, sacarosa). Para ello se realizo la
siguiente correccion, idéntica a la efectuada por Morales y Puerto (1986) y basada en
los estudios de Wallace y Harrell (1983): ésto es, la cantidad de agua consumida por
los animales durante las 2 horas de registro que sigui6 a la administracion del
tratamiento ficticio (ficticia I), se considerd como indice de la ingesta espontanea de
agua durante este periodo, y esta cantidad fue descontada del consumo total
registrado en respuesta a los diferentes tratamientos dipsogénicos (CINa, sacarosa),
con el objetivo de conocer asi el efecto especifico generado por la administracion de

cada uno de ellos.

d) Comprobar que la concentracion de PEG utilizada es adecuada para ser
considerada como desencadenante dipsogénico volémico. Para ello se contrasta la
ingesta de agua manifestada por el grupo control ante el glicol de polietileno y en la

situacion de inyeccion ficticia (ficticia II).
e) Finalmente, se considerd necesario comparar la respuesta dada por los

diferentes grupos experimentales y control, asi como entre los grupos lesionados

entre si, ante el tratamiento dipsogénico de tipo volémico (PEG). Al igual que en la
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condicion anterior (productos osmoticos), se llevo a cabo la siguiente correccion: la
cantidad de agua consumida por los animales durante las 8 horas de registro que
siguen a la administracion del tratamiento ficticio (ficticia II) fue restada del
consumo total registrado en respuesta al tratamiento especifico con glicol de

polietileno.

Analisis Estadistico.

En la 1? fase del experimento, se utilizd una prueba no paramétrica, Kruskal
Wallis, con el objetivo de comparar los resultados globales en la ingesta de agua y
comida entre los diferentes grupos lesionados y el control para cada bloque de dias

evaluado.

A su vez, para poder contrastar las diferencias en la ingesta entre los grupos
experimentales individuales y el control, y entre los diferentes grupos lesionados
entre si en cada uno de los diferentes bloques de dias se utilizd la prueba de

Kolmogorov-Smirnov.

En relacion a la 2* fase del experimento (tratamientos dipsogénicos), también
se utilizo el Anova de Kruskal Wallis (grupos independientes) para estudiar las
diferencias globales entre los diferentes grupos para cada tipo de tratamiento (CINa,
Sacarosa y PEG). En el caso de existir efectos significativos, se realizo a un analisis
mas detallado usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov, que permite analizar los
resultados obtenidos en los grupos experimentales individuales y el control, asi como
entre cada uno de los diferentes grupos experimentales entre si, en cada uno de los

diferentes tratamientos (CINa, Sacarosa y PEG).

Por otra parte, también se utilizo el Anova de Friedman (analisis intragrupo)
para evaluar las posibles diferencias entre los diversos tratamientos en cada grupo
lesionado y control. En el caso de existir resultados significativos, se pasdé a un

analisis mas pormenorizado con la prueba de Wilcoxon, realizando comparaciones
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entre los 3 tratamientos dipsogénicos (CINa, sacarosa, PEG) y el control (ficticia I y

IT) en cada uno de los diferentes grupos de lesion y control.

Histologia.

Finalizado el experimento, los animales fueron perfundidos y el tejido
nervioso sometido a analisis histologico. Dicho analisis se realizo siguiendo el

procedimiento descrito en el capitulo previo (ilustraciones 1-8., capitulo I).

Resultados 1* Fase Experimental.

INGESTA DE AGUA.

Durante el periodo preoperatorio (linea base), no se observaron diferencias
significativas entre los grupos lesionados y grupo control por lo que respecta a la

ingesta de agua {H (5, 34)=2.02, p=.8462} (fig. 5.1., dia -1).

Polidipsia Tuberomamilar

120
100 -
n ——EM+
o
- 80 —=—FE1
g 60 - E2
= o . Al ——E3
g 401 ~ N // ——E4
> ]
< —8—GC
20 |
0 : : : : : : : |

Ib dial dia2 dia3 dias4-7 dias8-10
Bloques de dias

Figura5.1: Polidipsia inducida mediante lesion electrolitica en los nicleos tuberomamilares a lo
largo de diferentes bloques de dias tras las lesiones electroliticas correspondientes.
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Una vez realizada la intervencion quirurgica, los animales difirieron en el
consumo de agua en cada uno de los bloques de dias analizados {Bloque 1 H(5,34)=
24.94, p = .0001}{Bloque 2 H(5,34) = 20.90, p = .0008} { Bloque 3 H(5,34)= 24.64,
p = .0002}{Bloque 4/7 H(5,34)= 25.36, p= .0001}{Bloque 8/10 H(5,34)= 26.58,
p=.0001} (ver fig. 5.1).

Los datos mas destacados fueron los siguientes:

Desde el primer dia postoperatorio (bloque 1), los grupos tuberomamilares
mediales (E3 y E4) presentaron diferencias significativas en la ingesta de agua
respecto al grupo control (no lesionado), hecho que se mantiene durante los dias
restantes de la prueba. Resultados similares fueron observados en el grupo diabético
{EM+ vs. GC D(6, 6)= 1.00, p < .005 (bloques 1, 2, 3, 4/7 y 8/10)}{E3 vs. GC
D(6, 6)= 1.00, p < .005 (bloques 1, 2, 3, 4/7 y 8/10) {E4 vs. GC D(5, 6) = 1.00, p <
.01 (bloques 1, 2, 3, 4/7 y 8/10) (ver figs. 5.2-5.6).

Por lo que respecta a los animales tuberomamilares ventrales E1 y E2, si bien
no muestran diferencias en la respuesta consumatoria respecto al grupo control en los
primeros dias de la prueba (bloques 1 y 3), mantienen una linea de incremento
progresiva en la toma de agua a lo largo de los dias {E1 vs. GC D(5,6) = 1.00, p <
.01 (bloques 2, 4/7 y 8/10)}{E2 vs. GC D(6,6) = 1.00, p < .005 (bloques 2, 4/7 y
8/10)}, llegando a igualar al grupo tuberomamilar medial E4 al final del experimento

{E1, E2 vs. E4 D(5, 5) = .2, p = (n.s) (bloque 8/10)}(figs. 5.2-5.6).

Por ultimo, un resultado a sefialar es que si bien el grupo lesionado en la
eminencia media (EM+) ingiere una mayor cantidad de agua que los animales
tuberomamilares del grupo ventral (E1-E2) en los tltimos dias, €sto no sucede con
respecto al grupo tuberomamilar medial E3- E4, en relacion a los cuales no se
observaron diferencias significativas a todo lo largo del experimento {EM+ vs. E1
D(6, 5) = .83, p< .05 (bloques 4/7 y 8/10) {EM+ vs. E2 D(6, 6) = .83, p < .05
(bloque 4/7); D(6, 6) = 1.00, p < .005 (bloque 8/10)}{EM+ vs. E3 D (6, 6) = .16, p
= (n.s) (bloque 1); D (6, 6) = .50, p = (n.s) (bloques 2 y 4/7); D (6, 6) = .33, p=(n.s)
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(bloque 3); D(6, 6) = .66, p = (n.s) (bloque 8/10)}{EM+ vs.E4 D(6, 5) = .50, p =
(n.s) (bloque 1); D(6, 5) = .66, p = (n.s) (bloque 2); D(6, 5) = .00, p = (n.s) (bloque
3); D(6, 5) = .46, p = (n.s) (bloque 4/7) (figs. 5.2-5.6).

Polidipsia Tuberomamilar (Bloque 1)
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Polidipsia Tuberomamilar (Bloque 4/7)
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Grupos
INGESTA DE COMIDA.

En cuanto a la ingesta de alimento, los datos mas relevantes fueron los

siguientes:
Durante el dia preoperatorio (linea base), no se observaron diferencias

significativas entre los diferentes grupos experimentales y control en la ingesta de

comida {H(5,34)=1.27,p=.9378}(fig.5.7., dia—1).
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Sin embargo, cuando se compard el consumo de alimento entre todos los
grupos lesionados y el control en general en cada bloque de dias después de la
intervencion quirargica, se obtuvieron diferencias significativas {Bloque 1 H (5, 34)
=13.53, p = .0188}{Bloque 2 H (5, 34) = 20.03, p = .0012} {Bloque 3 H (5, 34) =
26.34, p = 0001} {Bloque 4/7 H (5, 34) = 27.66, p = .0000} { Bloque 8/10 H (5, 34)
=28.99, p = .0000}(fig. 5.7).

Consumo de Alimento

60 -

—o—EM+
—a—E1l
E2

‘/./_/. ——E3
—&—E4

. W —e—GC
15 1 1 ‘ 1 1 1 1 |

Ib dial dia2 dia3 dias4-7 dias8-10
Bloques de dias

IS
&

w
o

Comida ingerida (gr.)

Figura5.7: Cantidades medias de comida ingeridas por los grupos experimentales y grupo control a
lo largo de diferentes bloques de dias tras la lesion electrolitica correspondiente.

Estos resultados permiten realizar comparaciones mas detalladas entre los
diferentes grupos experimentales y control en cada uno de los bloques de dias de la

prueba. Los datos mas relevantes fueron los siguientes:

En los 3 primeros dias postlesion (bloques 1, 2 y 3) no se observaron
diferencias significativas en el consumo de alimento entre los grupos

tuberomamilares y el grupo control (ver figs. 5.8-5.10).

Sin embargo, a partir del 4° dia postoperatorio (bloque 4/7) se produce un
incremento significativo en la conducta de ingesta de los grupos tuberomamilares
ventrales (E1 y E2) respecto al grupo control no lesionado{E1 vs. GC D(5,6) =
1.00, p < .01 (bloques 4/7 y 8/10)}{E2 vs. GC D(6,6) = .83, p < .05 (bloque 4/7);
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D(6,6) = 1.00, p < .005 (bloque 8/10) (fig. 5.11). Estas diferencias con respecto al
grupo control no fueron observadas en el caso de los animales tuberomamilares
mediales (E3-E4){E3 vs. GC D(6, 6)= .16, p = (n.s) (bloques 1, 3 y 4/7); D(6, 6) =
.33, p = (n.s) (bloque 2); D(6, 6) = .66, p = (n.s) (bloque 8/10)}{E4 vs. GC D(5, 6) =
.00, p = (n.s) (bloques 1, 2y 3); D(5, 6) = .43, p = (n.s) (bloque 4/7); D(5, 6) = .66, p
= (n.s) (bloque 8/10) (figs. 5.8-5.12)}.

En cuanto al grupo con lesiones anddicas en la eminencia media, hay que
sefialar que no solo mostrd diferencias significativas en la ingesta de alimento con
respecto al grupo control no lesionado durante casi la totalidad de la fase
experimental, sino también en relacion con los cuatro grupos tuberomamilares
{EM+ vs. E1 D(6, 5) = 1.00, p < .01 (bloques 3, 4/7 y 8/10)}{EM+ vs. E2 D(6, 6) =
1.00, p < .005 (bloques 3, 4/7 y 8/10)}{EM+ vs. E3 D(6, 6) = 1.00, p < .005
(bloques 3, 4/7 y 8/10)}{EM+ vs. E4 D(6, 5) = 1.00, p < .01 (bloques 1, 2, 3, 4/7 y
8/10)}{ EM+ vs. GC D(6, 6) = 1.00, p <.005 (bloques 2, 3, 4/7 y 8/10}(figs. 5.8-
5.12).

Finalmente, el analisis estadistico de los datos puso de manifiesto que
conforme se sucedian los dias, la ingesta de comida se incrementaba en los grupos
tuberomamilares ventrales E1-E2, estableciéndose diferencias notables con los
animales pertenecientes a los grupos tuberomamilares mediales E3-E4 (algo similar
ocurrio con la ingesta de agua como pudimos observar anteriormente) {E1 vs. E3
D(5,6) = .83, p < .05 (bloque 3); D(5, 6) = 1.00, p < .01 (bloques 4/7 y 8/10)}
{E1vs. E4 D(5, 5) = 1.00, p < .025 (bloques 3, 4/7 y 8/10)}{E2 vs. E3 D(6, 6) = .83,
p <.05 (bloque 3); D(6, 6) = .83, p <.05 (bloque 4/7)}{E2 vs. E4 D(6, 5) =1.00, p <
.01 (bloques 1, 2, 3y 8/10); D(6, 5) = .83, p < .05 (bloque 4/7)(figs. 5.8-5.12)}.
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Consumo de Alimento (Bloque 4/7)
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2? Fase Experimental. Tratamientos Dipsogénicos.

Como se sefialdé en la Introduccion de este capitulo, existe la posibilidad de

que la polidipsia tuberomamilar pueda explicarse en funcion de alguna alteracion en

los procesos homeostaticos de la regulacion de fluidos, por ejemplo en los

mecanismos que se encargan de controlar las posibles variaciones en la osmolaridad

plasmatica.

Inicialmente y con el objetivo de estudiar este punto, se examino la reaccion

de los animales (conducta de ingesta de liquidos) ante la induccion de desequilibrios

regulatorios provocados por diversos tratamientos osmoticos; concretamente CINa y

sacarosa en concentraciones hipertonicas.
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El efecto desencadenante de estos productos también fue observado en el
grupo control, comparandolo para ello con los resultados obtenidos tras la infusion
de una solucion neutra {inyeccion ficticia (ficticia I)(agua destilada)}. Asi, se pudo
constatar que tanto el CINa como la sacarosa indujeron una mayor toma de agua que
la sustancia control (agua destilada) {CINa vs. Ficticia Z =2.20, p = .02} {Sacarosa
vs. Ficticia Z =220, p=.02}(fig. 5.13).

Tratamientos Dipsogénicos Osmaoticos CINa Sac Fic
_ CINa i
é 12 Sac o
g . *p<0.01 *p<0.05
o] - -
2 4 =3 Figura 5.13: Cantidades medias de agua
© 2 ingeridas por el grupo control en respuesta a
20 —= los tratamientos dipsogénicos osmoticos con

CINa Sac Fic CNayy Sacarosa.
Grupo Control

Al llevar a cabo el analisis de los diferentes grupos para cada tipo de
tratamiento osmotico, se observan diferencias significativas en la ingesta de agua
unicamente para la condicion de CINa hipertonico {CINa H(5,34) = 27.82,
p =.0000}, pero no para la sacarosa {Sacarosa H(5,34)=5.49, p=.35}.

Un estudio mas detallado de los resultados reveld que los animales
tuberomamilares mediales E3-E4 asi como el grupo TMV E2 mostraron respuestas
diferenciales en la ingesta de agua respecto al grupo control después de la inyeccion
de CINa {E2 vs. GC D(6,6) = 1.00, p < .005}{E3 vs. GC D(6,6) = 1.00,
p <.005}{E4 vs. GC D(5,6) = 1.00, p <.01}(fig. 5.14).

Es mas, la conducta dipsogénica observada en el grupo TMM E3-E4 tras la

administracion de CINa fue también significativamente superior a la desarrollada por

los animales lesionados en los nucleos tuberomamilares ventrales {E3 vs. E1
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D(6,5) = 0.0, p = .01; E3 vs. E2 D(6,6) = .00, p < .05}{E4 vs. E1 D(5,5) = 0.0,
p <.025; E4 vs. E2 D(5,6) = 0.0, p <.01}(fig. 5.14).

CINa EM+ El E2 E3 FE4 GC
EM+ il
'g 20 A E1 =1 =
§ 15 | E2 * Hk *%
o E3 *%
?:) 10 4 E4 *%
©
8 g GC
[%]
S **p<0.01 * p<0.05
= 01 Figura 5.14: Cantidades medias de agua ingeridas por los
EM+  El E2 B = GC diferentes grupos experimentales y grupo control en
Grupos respuesta al tratamiento con CINa.

Sin embargo, estos resultados como se indicoO mas arriba no fueron
significativos tras la administracion intraperitoneal de sacarosa. En este caso no
existieron diferencias significativas en la ingesta de agua entre los diversos grupos
experimentales tuberomamilares y grupo control, asi como entre los animales
tuberomamilares ventrales y mediales {E1 vs. GC D(5,6) = .13, p = (n.s); E2 vs.
GC D(6,6) = .16, p = (n.s); E3 vs. GC D(6,6) = .50, p = (n.s); E4 vs. GC D(5,6)=
20, p=(n.s)}{E1 vs. E3 D(5,6) =.00, p=(n.s); E1 vs. E4 D(5,5)=.20, p=(n.s);
E2 vs. E3 D(6,6) = .00, p =(n.s); E2 vs. E4 D(6,5) = .13, p = (n.s)}(fig. 5.15).
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507 El
Fal E2
) 4 |
2 N E3
] E4
s 2 GC
%]
o 17 ** n<0.01 * p<0.05
=07 Figura 5.15: Cantidades medias de agua ingeridas por los
EM+ El E2 B = GC diferentes grupos experimentales y grupo control en
Grupos respuesta al tratamiento con Sacarosa.
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EM+ El1 E2 E3 E4 GC
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Figura 5.16: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupo control en
respuesta al tratamiento con PEG.
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Figura 5.17: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupo control en
respuesta al tratamiento con agua destilada (Ficticia I).
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Figura 5.18: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupo control en
respuesta al tratamiento con agua destilada (Ficticia II).
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Un hecho que llama poderosamente la atencion es que si bien el grupo
diabético EM+ mostré un incremento significativo en el consumo de agua en
relacion al grupo control de falsa lesion tras la inyeccion ficticia (ficticia I) { D (6, 6)
=1.00, p <.005 }, ahora no se observo una respuesta diferencial ante ninguno de los
tratamientos osmoéticos { EM+ vs. GC (CINa) D(6,6) = .66, p = (n.s)} {EM+ vs. GC
(sacarosa) D(6,0) = .33, p = (n.s)}(figs. 5.14-5.15).

Finalmente, un ultimo objetivo del presente trabajo experimental consistia en
evaluar hasta qué punto la polidipsia tuberomamilar puede estar relacionada con los
mecanismos volémicos que regulan la ingesta de liquidos. Para ello, se examiné la
reaccion de los animales (conducta de ingesta de liquidos) ante la induccion de

desequilibrios provocados por los tratamientos volémicos.

En este caso, se empled el glicol de polietileno, un coloide con propiedades
dipsogénicas como ha quedado puesto de manifiesto en el presente estudio, en el cual
el grupo control ingirid una mayor cantidad de agua que después de la infusion de la

sustancia neutra {(Ficticia IT)(agua destilada)} { Z =2.20, p = .02}(fig. 5.19).

Tratamiento Dipsogénico Volémico P-Ee%l
PEG i
e FIC
o
S 16 **n<0.01 *p<0.05
212
> g Figura 5.19: Cantidad media de
o agua ingerida por (31 grupo contro1 en
= — respuesta al tratamiento dipsogénico
<0 volémico con PEG.
PEG Fic2
Grupo Control

Al analizar las posibles diferencias entre los grupos experimentales y lesion

ficticia (GC) ante dicho tratamiento volémico, el analisis global de los datos no

178



EXPERIMENTO 5

revelo respuestas diferenciales entre los grupos experimentales y control{H (5, 34) =

5.11, p = .40) (fig. 5.16).

Se vuelve a constatar una vez mas que el grupo diabético EM+, si bien
muestra una respuesta mayor durante la situacion ficticia (ficticia II) que el grupo no
lesionado {D (6, 6) = 1.00, p < .005), ésta no se mantiene ante la manipulacion de

tipo volémico { D (6, 6) = .33, p = (n.s)}(figs. 5.16 y 5.18).

Discusion.

Los resultados obtenidos en el presente experimento confirman que las
lesiones electroliticas de los nucleos tuberomamilares inducen polidipsia,

reproduciendo asi los efectos obtenidos en el primer capitulo (fig. 5.1).

De nuevo se vuelven a constatar una serie de diferencias en las caracteristicas
de la hiperdipsia en funcion de la localizacion anatomica de la lesion electrolitica.

Asi, si bien el dafio producido en la region tuberomamilar ventral produce una

;
ingesta de agua elevada en los animales, ésta no es tan potente ni inmediata como la
manifestada por el grupo tuberomamilar medial. Por su parte, los animales diabéticos
(lesién anddica en la eminencia media) si bien muestran una mayor respuesta
polidipsica tras la lesion, ésta no llega a alcanzar valores significativos con respecto a

los grupos E3 y E4 en ninguno de los dias del experimento (fig. 5.1).
En el otro apartado regulatorio, y como ya se habia descrito en los estudios
previos, las lesiones electroliticas de los grupos tuberomamilares ventrales (E1-E2)

produjeron un incremento significativo en la ingesta de comida (fig. 5.7).

La hiperfagia observada mostr6 una progresion a lo largo de los dias de la

prueba, similar a lo que ya sucediera con la conducta hiperdipsica de estos animales.
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En resumen, estos resultados ratifican una vez mas, que las lesiones
electroliticas de la region tuberomamilar producen una serie de alteraciones en los

mecanismos regulatorios hidricos y nutritivos.

Ahora bien, y como ya se ha sefialado, uno de los principales objetivos del
presente experimento consistia en conocer si la polidipsia tuberomamilar y diabética
podian ser analizadas en el contexto de los procesos homeostaticos implicados en la

regulacion hidromineral.

Existe la posibilidad de que el elevado consumo de agua observado tras las
lesiones de los nucleos tuberomamilares, pueda depender en cierto modo de alguna
anomalia en los circuitos cerebrales implicados en la regulacion osmotica de fluidos.
Sin embargo, los resultados obtenidos parecen descartar esta interpretacion. En este
sentido, se ha podido comprobar que los animales experimentales tuberomamilares y
el grupo control no muestran diferencias significativas en la ingesta de agua tras la

administracion periférica de sacarosa hipertonica (fig. 5.15).

En cualquier caso, el hecho de que la polidipsia tuberomamilar no pueda ser
explicada en funcion de alguna alteracion en los procesos regulatorios osmoticos
inducidos por sacarosa, no descarta otras posibilidades, sobre todo a partir de los
resultados obtenidos tras la administracion intraperitoneal (i.p) de CINa hipertonico
que muestran una respuesta dipsogénica significativamente superior del grupo
tuberomamilar medial (E3-E4) y grupo tuberomamilar ventral rostral E2 con

respecto al grupo control (fig. 5.14).

Dado que, conforme a los resultados obtenidos con la sacarosa, su
explicacion en términos osmoticos debe ser descartada, cabe la posibilidad de que la
polidipsia tuberomamilar pueda estar relacionada de una u otra forma con los
mecanismos cerebrales implicados en el control de los niveles internos de sodio
corporal. En este sentido, se ha observado un incremento en la actividad celular del
grupo TMM en situaciones de expansion de volumen extracelular que, como se sabe,

correlacionan con valores elevados en este electrolito (Luckman et al., 1997).
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Esta circunstancia podria estar relacionada con las caracteristicas
morfologicas de las neuronas tuberomamilares, con amplias ramificaciones
dendriticas que se extienden por la capa ependimal de la superficie ventral del
cerebro y receso mamilar, y que les permitirian detectar y responder ante
determinadas moléculas y sustancias neuroactivas presentes en el LCF (Ericson et
al., 1987; Reiner et al., 1987, Watanabe et al., 1984). En este sentido, varios autores
han propuesto la existencia de una serie de sensores o receptores al ion sodio en la
vecindad de la pared del III ventriculo y en contacto directo con el liquido
cefalorraquideo que serian activados ante los aumentos en la tonicidad del plasma

(Anderson et al., 1967; Anderson y Olsson, 1973, Fitzsimons, 1998; Rowland, 1998).

A estas observaciones iniciales caben afiadir las estrechas conexiones
anatomicas existentes entre los nucleos tuberomamilares y algunas regiones del
hipotalamo anterior relacionadas con la deteccion y control de los incrementos en la
concentracion plasmatica, en donde el sodio suele ocupar un papel fundamental
(Akins et al., 1990; Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001; Han et al., 1996, Hatton
1990; Johnson et al., 1997; Kjaer et al., 1994, 1994; Knigge et al., 1999; Mckinley et
al., 1994; Moses et al., 1992; Rowland, 1998; Sladek et al., 1994; Walters et al.,
1974; Xu et al., 1996).

Es mas, existen pruebas experimentales que demuestran como algunas
manipulaciones en el sistema nervioso central, especialmente en el hipotalamo
posterior (region de la que forman parte los nicleos tuberomamilares) afectan a los
niveles internos de sodio, provocando en muchos casos la aparicion de cuadros
polidipsicos tanto en seres humanos como animales (Bacic et al., 1999; Blackburn et
al., 1995; Briess et al., 1998; Cort, 1963; Diringer et al., 1991; Fitzsimons, 1979;
Henessy et al., 1977; Morales y Puerto, 1986; Natcheff et al., 1975; Seckl et al.,
1987; Tejedor del Real et al., 1972; Wijdicks et al., 1991).

En este sentido, lor trabajos experimentales llevados a cabo en nuestro

laboratorio por Morales y Puerto (1988), utilizando lesiones electroliticas en la

region mamilar, generaron una marcada polidipsia que fue interpretada en términos
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de alguna alteracion en la regulacion hidromineral de los fluidos internos, dada la
respuesta diferencial en la ingesta de agua observada en el grupo mamilar respecto al
grupo control tras la administracion periférica (i.p) de una solucion hipertonica de

CINa.

Ahora, el presente estudio viene a confirmar y a ampliar los resultados
obtenidos en aquella investigacion, al establecer concretamente las estructuras
anatomicas implicadas en este proceso comportamental. En efecto, conforme a los
datos que acabamos de presentar son las lesiones electroliticas de los nucleos
tuberomamilares mediales (E3 y E4) y region tuberomamilar ventral rostral (E2) las
que producen una alteracion en los mecanismos regulatorios de sodio en el
organismo, y cuya consecuencia conductual se manifiesta en una excesiva ingesta de

agua.

Estas observaciones estan en concordancia con los estudios que han
demostrado una relacion entre las células tuberomamilares y los niveles de sodio
extracelular (Balment et al., 1980; Bealer et al., 1999; Chiriguer et al., 2001; Hussy
et al., 2000; Kjaer et al., 1994, 1995; McKinley et al., 1983; Share et al., 2000;
Soares et al., 1999).

Podria interpretarse, que el efecto diferencial obtenido en la prueba con CINa
por parte de alguno de los grupos experimentales es debido simplemente a la
interrupcion de vias y/o la destruccion de cuerpos celulares de los otros nucleos

tuberomamilares que se encuentran proximos anatdbmicamente.

Esta posibilidad puede ser descartada si nos atenemos a los resultados
obtenidos en el presente trabajo de investigacion, donde queda puesto de manifiesto
que las lesiones circunscritas a diferentes zonas de la region tuberomamilar, tanto a
nivel ventral (E1 y E2) como a nivel medial (E3 y E4), provocan una serie de
cuadros o patrones en el consumo de agua con caracteristicas bien diferenciadas
tanto cuantitativa como cualitativamente, como ya ha quedado reflejado

anteriormente.
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En otro orden de cosas, y por lo que respecta a los datos observados en este
experimento sobre el efecto producido por los diversos tratamientos dipsogénicos
osmoticos (CINa y sacarosa) en el grupo de diabetes insipida (EM+), se puede
proponer que la polidipsia tuberomamilar y la hiperdipsia inducida por lesion en la
eminencia media deberian ser consideradas como manifestaciones propias de dos

entidades diferentes.

Al contrario de lo sucedido en los animales tuberomamilares mediales (E3-
E4) y E2 que se caracterizan por ser altamente sensibles a la administracion de las
soluciones salinas hipertonicas (CINa), los sujetos diabéticos con lesion electrolitica
anodica en la EM+ no s6lo no responden de manera significativa (respecto del grupo
control) a ninguno de los tratamientos dipsogénicos osmoéticos implicados (CINa y
sacarosa) sino que la ingesta de agua tras la administracion periférica de CINa es
inferior a la observada en los animales tuberomamilares mediales (E3-E4) (fig. 5.14-

5.15).

Una interpretacion inicial de estos resultados se podria obtener a partir de los
estudios de Robertson (1983), quien ha observado una cierta incapacidad de los
animales diabéticos para responder adecuadamente a los cambios o variaciones

osmolares.

Sin embargo, esta interpretacion puede no ser adecuada de acuerdo con los

nuevos datos que han ido apareciendo en los ultimos afios.

En efecto, como ya ha quedado reflejado a lo largo del presente trabajo de
investigacion los animales diabéticos tienen alterados los mecanismos responsables
de la conservacion de fluidos, a lo que hay que afiadir un aumento considerable en la
osmolaridad plasmatica (hipernatremia), provocado fundamentalmente por un
incremento significativo en los niveles de sodio corporal (Bacic et al., 1999; Brimble
et al., 1991; Bronstein et al., 2000; Edwards et al., 1984; Friedman et al., 1958, 1962;
Hollinshead et al., 1964; Huang et al., 1996; Kavelaars et al., 2001; Laszlo et al.,
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1966; Man et al., 1992; O'Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price et al., 2000;
Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1992; Swann et al., 1939).

Estas dos circunstancias hacen que estos animales en condiciones normales
(ad libitum) deban ingerir grandes cantidades de agua con el objetivo de contrarestar

los déficits volémicos (poliuria) y osmoticos (hipernatremia) que padecen.

Si a estas dificultades regulatorias se le afiade el desequilibrio osmolar tan
acusado al que se ven sometidos los animales con DI (EM+) tras la administracion de
2M CINa (concentracion superior a la del agua del mar) y 2M de sacarosa
hipertonica, entonces cabria esperar que surjan una serie de respuestas fisiologicas y
comportamentales que traten de reestablecer las alteraciones hidrominerales que se
les ha impuesto. De hecho, varios trabajos experimentales han comprobado como
animales (perros) con dafio o lesiones en el sistema neurohipofisario (SON-
PAV/Hipofisis posterior) fueron capaces de mostrar una respuesta antidiurética tras
la administracion de productos dipsogénicos osmoéticos en concentraciones
hipertonicas (Brooks et al., 1958). La presencia de células intactas en el SON y PAV
de estos sujetos hipofisectomizados, revelada por estudios histologicos postmorten
podria explicar estos resultados (Bronstein et al., 2000; Brooks et al., 1958; Dohanics
et al., 1992; Heinbecker et al., 1941; Huang et al., 1996; Kawamoto et al., 1985;
O’ Connor, 1946).

Por otra parte, y dentro del mismo contexto, es un hecho bien conocido que la
administracion de una solucion salina hipertonica podria facilitar una mayor
retencion de agua corporal mediante una reabsorcion renal mas acusada (Rose, 1986,
1994). En el caso de llegar a producirse esta respuesta fisiologica, cabria esperarse
una disminucion significativa tanto en la hipernatremia como en las pérdidas

volumétricas de los animales diabéticos del estudio actual.
Asimismo, es importante tener en cuenta que los animales con lesion anddica

en la eminencia media se encuentran privados de comida durante el experimento

(tratamientos dipsogénicos), una situacion en la que reducen drasticamente la ingesta

184



EXPERIMENTO 5

de agua como asi se ha podido comprobar en el trabajo experimental anterior (exp.3);
y que habia sido demostrado por varios estudios clasicos (Curtis, 1924; Swann,

1939).

Estas y otras cuestiones relevantes para el presente trabajo de investigacion
seran retomadas y analizadas en mayor profundidad en capitulos posteriores de esta

Tesis Doctoral.

Finalmente, el ultimo objetivo que nos planteamos en este estudio pretendia
examinar si la polidipsia tuberomamilar podria ser explicada por algin trastorno o
alteracion de tipo volémico, semejante al observado por otros autores tras lesiones en
otras regiones cerebrales (Blass y Hanson, 1970; Kucharzyc y Mogenson, 1977). Es
importante tener en cuenta al respecto, que el complejo tuberomamilar mantiene
conexiones anatomicas con centros o zonas cerebrales implicadas en el control de la
presion vascular (Brown et al., 2001; Ericson et al., 1987, 1991; Fitzsimons, 1998;
Inagaki et al., 1988, 1990, 1991; Panneton y Loewy, 1980; Saper et al., 1976;
Schwartz et al., 1991; Wada et al., 1991; Wouterlood, 1998 Yang et al., 1997). Sin
embargo, el analisis de los datos permite pensar que esta hipotesis es improbable, ya
que la respuesta consumatoria observada por parte de los animales tuberomamilares
y controles ante el tratamiento dipsogénico volémico (glicol de polietileno) no difiere

significativamente entre ambos grupos (fig. 5.16).

Estos datos sugieren, que los mecanismos de regulacion volémica de fluidos

no parecen haber sido alterados como resultado de las lesiones tuberomamilares.

Por otra parte, los resultados del presente experimento nos revelan que la
ingesta de agua del grupo con lesion anodica en la EM+ tampoco difiere
estadisticamente de la observada en los animales control tras la infusion de PEG.
Esta respuesta en cierto modo parece logica, después de comprobar que el
tratamiento volémico presenta un menor (significativamente) efecto dipsogénico que
la mera inyeccion de agua destilada (tratamiento ficticio II) en los animales

diabéticos.
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En resumen, y siguiendo con los mismos planteamientos tedricos esgrimidos
en relacion a los productos osmoticos, cabe la posibilidad de que la administracion
del coloide (PEG), que no deja de ser un agente diurético ya que ocasiona el
secuestro de fluido plasmatico del compartimento extracelular, puede facilitar en el
grupo EM+ una mejor respuesta natriurética (disminucion de los niveles de sal), que
se traduciria finalmente en una importante reduccion en la ingesta de agua. Esta
interpretaciéon se encuentra hoy en dia avalada por una serie de trabajos
experimentales que sefialan que la DI mejora considerablemente con el tratamiento
racional de farmacos que tengan propiedades diuréticas (Baylis et al., 1998; Fried et

al., 1997; Niaudet et al., 1985; Rose, 1984; Saborio et al., 2000; Tetiker et al., 1999).

En este ultimo sentido, se ha comprobado que el tratamiento farmacologico
con Indapamida, un producto diurético y antihipertensivo que es capaz de
incrementar la osmolaridad urinaria al mismo tiempo que reduce la osmolaridad
plasmatica, provocd una mejoria considerable en varias personas con diabetes

insipida central (Tetiker et al., 1999).

En conclusion, los estudios que acabamos de describir parecen indicar que el
incremento en el consumo de agua provocado por las lesiones electroliticas de la
Region Tuberomamilar podria venir desencadenado por alguna alteracion en los

procesos regulatorios hidrominerales del organismo.
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LESIONES ELECTROLITICAS DE LA EMINENCIA MEDIA: UN MODELO
EXPERIMENTAL DE DIABETES INSIPIDA NEUROLOGICA.



EXPERIMENTO 6A4

Efectos de la manipulacion de la dieta sobre la polidipsia diabética inducida por

lesiones electroliticas en la Eminencia Media.

A través de los capitulos anteriores se ha examinado la posible implicacion de
la region tuberomamilar en la regulacion hidromineral y nutritiva. Para tratar de
caracterizar y comprender mejor estas conductas homeostaticas se incluyd un grupo
de animales con lesiones electroliticas anodicas en la eminencia media, con el
objetivo de reproducir el modelo animal de diabetes insipida propuesto por Rolls,

(1970).

Como ya se ha indicado, la diabetes insipida central se produce
fundamentalmente por un déficit o ausencia de vasopresina, hormona secretada por
la neurohipofisis y cuya funcion basica es la de modular la permeabilidad del agua en
los tubulos colectores del rifion, permitiendo asi la reabsorcion de ésta y evitando su
pérdida en la orina (Fried et al., 1997, Guyton, 1976; Robertson, 1983; Seckl et al.,
1987).

Los resultados experimentales obtenidos en el presente estudio y en otros
trabajos de investigacion previos, sugieren que el modelo neurologico de diabetes
insipida es mas complejo de lo previsto y que algunos de sus planteamientos basicos

merecen ser reexaminados.

En este sentido, hay que sefialar que si bien estos animales diabéticos
desarrollan una elevada hiperdipsia como consecuencia de una alteracion en los
mecanismos encargados de la conservacion de fluidos (Hennesy et al, 1977,
Hollinshead, 1964; Ikkos et al., 1954; Seckl et al., 1987), esta polidipsia no se

observa en ciertas situaciones.
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Asi, por ejemplo, se ha podido comprobar que la privacion de alimento (ver
exp. 3., fig. 3.2) (Palmieri et al., 1969; Swann, 1939; Tittlebaum et al., 1960)
repercute considerablemente sobre la polidipsia diabética. La diabetes insipida cursa
con niveles elevados de osmolaridad plasmatica (hipernatremia), provocada
fundamentalmente por un incremento significativo en los niveles de sodio corporal
como consecuencia de las graves pérdidas de liquido a través de la orina (Bacic et al.,
1999; Bakker et al., 1976; Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958; Hollinshead et
al., 1964; Huang et al., 1996, Laszlo et al., 1966; Lichardus et al., 1973; Man et al.,
1992; O’Connor, 1950; Rolls, 1970; Seckl et al., 1992), y existe la posibilidad de que
la reduccidn en la ingesta de alimentos haya podido modificar la concentracion de

solutos y electrolitos de los fluidos organicos.

En este experimento, se evaluaran las repercusiones que puedan tener sobre el
desarrollo de la polidipsia diabética ambas variables experimentales mencionadas
(comida y sodio) a través de la manipulacion mediante la privacion de comida o la
disponibilidad de cloruro sédico hipertonico de manera complementaria al agua

ofrecida de manera ad libitum.

Con respecto a los datos expuestos hasta el momento, cabe la posibilidad de
que los animales diabéticos con niveles elevados de sodio extracelular
(hipernatremia)(Friedman et al., 1958, 1958, 1962; Lichardus et al., 1973; Man et al.,
1992; O’Connor, 1950; Seckl et al, 1992), rechacen las soluciones salinas
hipertonicas, ya que en caso contrario este comportamiento agravaria aun mas si cabe

ese desequilibrio osmolar.

Se podria pensar también que los animales diabéticos mostrasen una
tendencia a ingerir soluciones hipotonicas o en su defecto soluciones salinas
isotonicas que puedan corregir los severos problemas volémicos que desarrollan
estos sujetos (Hennessy et al., 1977; Hollinshead, 1964; Ikkos et al., 1954; Lichardus
et al.,, 1973; O'Connor, 1952; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987,
1992; Valtin et al., 1964).
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En este estudio se incluye la cuantificacion del volumen de orina excretado
por los animales diabéticos y sus controles en estas mismas condiciones. Toda
variacion en la toma de liquidos suele venir acompafiada de alguna alteracion en la
capacidad retentiva, un hecho que puede facilitar una mejor caracterizacion vy

comprension de este trastorno polidipsico.

Método.

Sujetos.

Se utilizaron 26 ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el servicio
de Animalario de Experimentacion de la Comision de servicios Técnicos de la
Universidad de Granada. El peso de los animales al principio del estudio estuvo
comprendido entre 260 y 340 gramos. El mantenimiento a su llegada al laboratorio

fue 1déntico al descrito en los experimentos previos.

Procedimiento Quirurgico.

Dado que este estudio se centrd exclusivamente en la polidipsia por diabetes
insipida solo se realizaron lesiones electroliticas en la eminencia media (corriente
anodica). El procedimiento empleado fue el que se detalld en el primer capitulo

(experimento 1).

La cirugia en los animales controles fue idéntica a la de los grupos
experimentales, a excepcion de que en este caso la coordenada vertical tuvo un valor
de 0.7 mm, con el fin de no alcanzar el nicleo. Ademas, no hubo paso de corriente a

través del electrodo.
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Procedimiento Experimental.

Antes de ser situados en el estereotaxico, los 26 animales fueron asignados,
de forma aleatoria, a uno de los grupos experimentales o control, quedando
distribuidos de la siguiente forma: grupo experimental EM+1 (n=7); grupo control

EM+1 (n=6); grupo experimental EM+2 (n=7); grupo control EM+2 (n=6).

El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en la fase preoperatoria,

se realizo de forma idéntica a la descrita en los capitulos anteriores.

Una vez realizada la intervencion quirdrgica, los animales recibieron un
tratamiento especifico {comida ad libitum, privacién de alimento, cloruro sodico
hiperténico (1.5%) } en cada uno de los 4 dias que dur6 el experimento en funcion

del grupo al que pertenecian (ver tablas 6a.1-6a.2).

En este experimento, los animales pertenecientes al grupo con lesion anddica
en la eminencia media (EM+1) y grupo control EM+1 (GCEM+1) recibieron el
siguiente tratamiento: Durante el 1° dia (primeras 24 horas después de la operacion),
todos los sujetos permanecieron con agua ad libitum pero en una situacion de
privacion completa de alimento que continud durante el 2° dia postoperatorio (24/48
horas). A partir del 3° dia (48/72 horas), los animales recibieron su comida habitual

(ad libitum) que fue retirada posteriormente en el 4° dia (72/96 horas) (privacion de

alimento).
Tabla 6a.1.
| PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
’ GRUPOS DIA1 DIA2 DIA3 DIA4
|| EM1 PRIVACION PRIVACION COMIDA PRIVACION
I‘ GC1 DE ALIMENTO | DE ALIMENTO| ESTANDAR |DE ALIMENTO
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Por su parte, los animales del grupo experimental EM+2 y grupo control
EM+2 (GCEM+2) dispusieron en su jaula (ademas del agua) de cloruro sodico
hipertonico (1.5%) durante el 1° dia de la prueba (primeras 24 horas). En el 2° dia
(desde las 24 a las 48 h.), tras retirar la solucion salina, los sujetos permanecieron
privados de alimento, el cual fue introducido de manera (ad libitum) en los 2 ultimos

dias del experimento (48/72 h. y 72/96h.).

Tabla 6a.2.
| PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
" GRUPOS DIAI DIA2 DIA3 DIA4
l EM2 PRIVACION COMIDA COMIDA
| GC2 CLNA 15% |DE ALIMENTO [ ESTANDAR | ESTANDAR

Asimismo, hay que hacer notar que también se incluyd un grupo con lesion
anodica en la eminencia media (EM+3) y su grupo control (GCEM+3), con agua y

comida ad libitum (ver fig. 6a.2) pero cuyos datos no han sido incluidos.

En cada uno de los grupos lesionados y sus respectivos controles, se procedio
a registrar la ingesta de liquido de cada animal en los 4 momentos diferentes de la
prueba (dias). Asimismo, se contabilizo el volumen de orina excretado. Para ello, los
animales una vez operados permanecieron en todo momento en jaulas metabolicas
(Tecniplast 3701MO-000) las cuales, mediante un sistema de filtrado permiten

recoger la orina, libre de restos de comida.

Finalmente, también se registro la cantidad de comida ingerida por los

diferentes grupos en aquellas situaciones que lo permitian.
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Analisis Estadistico.

Se utilizO el Anova no paramétrico de Kruskal-Wallis (grupos
independientes) con el objetivo de comparar los resultados globales en las variables
estudiadas entre los grupos experimentales y controles para cada uno de los dias de la

prueba.

En el caso de existir diferencias significativas en el analisis global de alguna
de las variables evaluadas, se pasaba a realizar un analisis post-hoc mas detallado. En
este caso, se analizaron las diferencias entre los grupos experimentales y controles, y
entre los diferentes grupos lesionados entre si, en cada uno de los 4 dias del

experimento (efecto tratamiento) mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Asimismo se utilizd un Anova de Friedman (analisis intragrupo) con el
objetivo de analizar las diferencias entre los diversos tratamientos {comida habitual,
privacion de alimento, suero fisioldgico hipertonico (1.5%) } en cada uno de los dias
del experimento para cada grupo experimental y control. En el caso de obtener
efectos significativos en el analisis global de estas conductas se pasaba a un nivel de

analisis mas detallado.
Concretamente, y mediante la prueba de Wilcoxon, se realizaron

comparaciones entre los diversos tratamientos efectuados en los diferentes dias de la

secuencia experimental para cada uno de los 4 grupos del experimento.

Histologia.

Se realizo siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo 1.
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Resultados.

INGESTA DE LIQUIDOS.

Después de la intervencion quirtrgica, los grupos muestran diferencias
significativas en el consumo de liquidos para cada dia analizado { Dia 1 H (3, 26) =
21.96, p = .0001; Dia 2 H (3, 26) = 13.66, p = .0034; Dia 3 H (3, 26) = 14.83, p =
.0020; Dia 4 H (3, 26) = 20.03, p = .0002 }(figs. 6a.2-6a.5).

Dia 1: privacion de alimento/ suero fisiologico hipertonico.

En el 1° dia postoperatorio, el analisis estadistico entregrupos revelo que tanto
el grupo con lesion anddica en la eminencia media (EM+1) como los animales
pertenecientes al grupo experimental (EM+2) mostraron un consumo de liquido
significativamente mayor que los grupos control (GCEM+1) y (GCEM+2) en las
condiciones de privacion de alimento y solucion salina hipertonica (1.5%)
respectivamente {EM+ vs. GCEM+1 D (7, 6) = 1.00, p < .005; EM+2 vs.
GCEM+2 D(7,6)=1.00, p <.005}(fig. 6a.2).

En este sentido hay que destacar que mientras los sujetos experimentales
EM+1 y EM+2 incrementaron su ingesta con respecto a la linea base (antes de la
operacion) {EM+1 (dia 1 vs dia-1) Z =236, p= .017, EM+2 (dia 1 vs. Dia —1)
Z =236, p=.017}, los animales control, o bien descendieron significativamente la
toma de liquido cuando carecieron de comida {GCEM+1 (dia 1 vs. Dia -1)
Z =220, p=.027), o por el contrario no presentaron diferencias significativas en la
conducta consumatoria entre los dos periodos evaluados {GCEM+2 (dia 1 vs.

dia—-1) Z=.10, p=.91}(figs 6a.1 y 6a.2).
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Figura 6a.1: Cantidades medias de agua ingeridas
por los grupos experimentales y grupos control
durante el periodo preoperatorio (linea base).
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Figura 6a.2: Cantidades medias de agua ingeridas
por los grupos experimentales y grupos control
durante el primer dia postoperatorio.

Por lo que respecta a las comparaciones entre los diferentes grupos

experimentales (EM+1 vs. EM+2) hay que decir que no revelaron diferencias

significativas en el consumo total de liquidos {EM+1 vs. EM+2 {D(7,7) = .00, p =

n.s}. Sin embargo, cuando se analizé la ingesta de los grupos controles, los animales

control no lesionados GCEM+2, que tuvieron la posibilidad de beber indistintamente

cloruro sodico hipertonico (1.5%) y/o agua si ingirieron un mayor volumen de

liquido que los sujetos pertenecientes al grupo control EM+1 que solo disponian de

agua {GCEM+2 vs. GCEM+1 D(6, 6) = .00, p <.005}(fig. 6a.2).

Por ultimo, conviene destacar la elevada ingesta efectuada por el grupo

diabético EM+2 de la solucion salina hipertonica (X = 114 c.c) que representa mas

del 82 % del total del liquido consumido a diferencia de la cantidad ingerida por el
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grupo control (X =16 c.c, 43.33 %) {EM+2 % suero salino hipertonico (82.14) vs.
GCEM+2 % suero salino hipertonico (43.33) D(7,6) = .85, p <.025}. Es mas,
esta preferencia por el cloruro sodico (1,5%) manifestada por el grupo experimental
es significativamente mayor que la mostrada por el agua {CINa vs. Agua Z =2.19,
p = .027}, una circunstancia que sin embargo no se observa en los animales del

grupo control EM+2 {CINa vs. Agua Z = .10, p = .91}(fig. 6a.2).

Dia 2: privacion de alimento/ privacion de alimento.

En el 2° dia del experimento, se pudo comprobar que el grupo lesionado
EM+1 disminuy¢ significativamente la ingesta de agua con respecto al dia anterior
{EM+1 (dia 2 vs. dia 1) Z =236, p = .017}, si bien ésta todavia permanecid por
encima de los valores observados en el grupo control (GCEM+1) tras la privacion de
alimento { D (7, 6) = 1.00, p <.005}(fig. 6a.3). Esta circunstancia sin embargo, no se
produjo en los animales experimentales EM+2, quienes a pesar de encontrarse en la
misma condicion experimental que el grupo diabético EM+1 (privacion de alimento),
no mostraron diferencias significativas con el grupo control (GCEM+2) {D (7, 6) =
.28, p=n.s}. Es mas, el grupo EM+1 mostré una respuesta superior en la ingesta de
agua que el grupo experimental EM+2 {EM+1 vs EM+2 D(7, 7)= .85, p <.025}, un
hecho que sin embargo no fue observado entre los grupos controles con falsa lesion

{GCEM+1 vs. GCEM+2 D(6,6)=.016, p=n.s}.
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Figura 6a.3: Cantidades medias de agua ingeridas
por los grupos experimentales y grupos control
durante el segundo dia postoperatorio.

Dia 3: comida ad libitum/ comida ad libitum.

Los resultados mas destacables en esta condicion experimental fueron los

siguientes:

Mientras que el grupo (EM+1) tomdé mayor cantidad de agua que su grupo

control (GCEM+1) en la presencia de alimento, no sucedid lo mismo con el grupo

experimental EM+2 (comida ad libitum){EM+1 vs. GCEM+1 D(7,6) = 1.00, p <

005} {EM+2 vs. GCEM+2 D (7, 6) = .71, p = n.s}(fig. 6a.4).

A pesar de estas respuestas diferenciales entre los grupos experimentales y

sus respectivos grupos control, hay que sefialar que el analisis estadistico no reflejo

diferencias significativas en la conducta de ingesta entre los animales pertenecientes

a los dos grupos diabéticos {EM+1 vs. EM+2 D(7,7) = .42, p = n.s}(fig. 6a.4).
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Polidipsia Diabética (Dia 3)
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Figura 6a.4: Cantidades medias de agua ingeridas
por los grupos experimentales y grupos control

durante el ter cer dia postoperatorio.
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Dia 4: privacion de alimento/ comida ad libitum.

En el ultimo dia de la prueba, los animales experimentales EM+1 al ser
privados de comida no muestran diferencias significativas en la ingesta de agua con
su grupo control (GCEM+1) { D(7,6) = -.50, p = n.s}(fig. 6a.5). El grupo lesionado
EM+1 disminuye significativamente su respuesta consumatoria en esta condicion
(privacion de alimento) respecto al dia previo, cuando disponia de alimento {EM+1

(dia 4 vs. dia 3) Z =2,36, p=.017}(figs. 6a.4-6a.5).

Por su parte, el grupo experimental EM+2 (con comida) tomd, como cabria
esperar, mas agua que el grupo control (GCEM+2) y que los animales con lesion
anodica en la eminencia media (EM+1) en la condicion de privacion de alimento
{EM+2 vs. GCEM+2 D(7,6) = .85, p < .025; EM+2 vs. EM+1 D(7,7)= .00, p <
.005}(fig. 6a.5).
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Polidipsia Diabética (Dia 4)
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VOLUMEN DE ORINA.

Por lo que respecta al volumen de orina excretado por parte de los diferentes
grupos lesionados y controles, se observaron diferencias significativas en cada uno
de los dias analizados, exceptuando el ultimo de ellos {Dia 1 H(3,26) =28.91, p=
.0000; Dia 2 H(3,26) = 22.36, p = .0004; Dia 3 H(3,26) = 21.28, p = .0007; Dia 4
H(3,26) = 5.31, p=n.s}(fig. 6a.6-6a.9).

Dia 1: privacion de comida/suero fisiologico hipertonico.

En el 1° dia de la prueba, tanto los animales del grupo experimental EM+1 como los
pertenecientes al grupo lesionado EM+2 excretaron una mayor cantidad de orina que
sus respectivos grupos controles, en las condiciones de privacién de alimento y
solucion salina hipertonica respectivamente {EM+1 vs. GCEM+1 D(7,6) = 1.00, p
<.005; EM+2 vs. GCEM+2 D(7,6) = .83, p <.025}(fig. 6.6).

Por otra parte, el analisis entregrupos no reflejo diferencias significativas en
el volumen de orina entre los diferentes grupos experimentales {EM+1 vs. EM+2

D(7,7) =-.42, p =n.s}(fig. 6a.6).
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Poliuria Diabética (Dia 1)
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Figura 6a.6: Cantidades medias de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y
grupos control durante el primer dia postoperatorio.
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Dia 2: privacion de alimento/privacion de alimento.

Los principales resultados observados en esta condicion experimental pueden

resumirse de la siguiente manera:

En primer lugar, se pudo comprobar que el grupo experimental EM+1
continia mostrando una mayor respuesta diurética en la condicion de privacion de
comida que el grupo control (GCEM+1) {D(7,6) = .85, p < .025}, si bien ésta
disminuy6 con respecto al dia anterior {EM+1 (dia 2 vs. dia 1) Z = 2.36, p =
.017}(fig. 6a.6-6a.7).

Por su parte, los animales lesionados EM+2 no mostraron diferencias
significativas en la respuesta excretora con respecto a su grupo control (GCEM+2)
en la situacion de privacion de alimento {D(7,6) = .38, p = n.s}. Como ya sucediera
en el grupo anterior (EM+1), el grupo experimental EM+2 disminuy6 el volumen de
orina en esta condicion (privacion de alimento) respecto al dia previo {EM+2 (dia 2

vs.dia 1) Z=2.19, p = .027}(figs. 6a.6-6a.7).

Sin embargo, hay que indicar que el analisis de los datos no revel6 diferencias
significativas en el volumen de orina excretado entre los dos grupos experimentales

{EM+1 vs. EM+2 D(7,7)= .57, p = n.s}(fig. 6a.7).
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Figura 6a.7: Cantidades medias de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y
grupos control durante el segundo dia postoperatorio.

Dia 3: comida ad libitum/comida ad libitum.

El principal resultado observado es la ausencia de diferencias en la excrecion

de orina entre el grupo lesionado EM+2 y su control (GCEM+2) {D(7,6) = .71,

p = n.s}(fig. 6a.8). Por el contrario, el grupo experimental EM+1 (comida ad libitum)

mostrd una mayor respuesta diurética que el grupo control no lesionado (GCEM+1)

{D(7,6) = 1.00, p < .005}. Asimismo, se volvid a confirmar la ausencia de

diferencias significativas en el volumen de orina excretado entre los diversos grupos

lesionados ante las diferentes condiciones experimentales {EM+1 vs. EM+2 D(7,7)

= .71, p = n.s}(fig. 6a.8).
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Figura 6a.8: Cantidades medias de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y
grupos control durante el ter cer dia postoperatorio.




EXPERIMENTO 6A

Dia 4: privacion de alimento/comida ad libitum.

Como ya se mencionoé anteriormente, el analisis global de los datos no sefialo
la existencia de diferencias significativas en la respuesta diurética de los grupos
experimentales y controles en este dia de la prueba {H(3,26)= 5.31, p = n.s},
incluyendo al Grupo EM+2 que, recordemos, dispone de agua y comida “ad lib” (fig.
6a.9).

Poliuria Diabética (Dia 4)
EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3

.

£ 100 1 EM2

§ 60 - GC3

S a0 ** p<0.01 * p<0.05

é 20 - Figura 6a.9: Cantidades medias de volumen de orina
> ol - - —= excretadas por los diferentes grupos experimentales y

grupos control durante el cuarto dia postoperatorio.
EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3

Grupos

INGESTA DE COMIDA.

En cuanto a la ingesta de alimento, no se observaron diferencias significativas
globales entre los grupos experimentales y controles en el dia preoperatorio (linea
base) {H(3,26) = 8.35, p=.13}(6a.10).

201



CAPITULO III

Consumo de Alimento (Linea Base)
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Figura 6a.10: Cantidades medias de alimento

consumidas por los grupos experimentales y
GC3 grupos control durante el periodo preoperatorio
(linea base).
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Posteriormente, y una vez intervenidos quirurgicamente los animales, se
analizaron las diferencias entre los diversos grupos experimentales y controles y
entre los grupos experimentales entre si en aquellas situaciones que tuviesen comida

disponible.

Dia 3: Grupo Experimental EM+1 vs. Grupo Control EM+1/ Grupo

Experimental EM+2 vs. Grupo Control EM+2.

Durante este dia, los animales experimentales EM+1 consumieron una mayor
cantidad de comida que el grupo control no lesionado (GCEM+1) {D(7,6) = .85,
p = .025}(fig. 6a.13); una circunstancia que no fue observada cuando se comparan el
grupo lesionado EM+2 con el grupo control (GCEM+2) o el grupo EM+I
respectivamente {EM+2 vs GCEM+2 D(7,6) = .52, p = ns; EM+2 vs EM+1
D(7,7)= .42, p=ns}.
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Figura 6a.11: Cantidades medias de alimento
consumidas por los grupos experimentales y grupos
control durante el tercer dia postoperatorio.

Dia 4: Grupo Experimental EM+2 vs. Grupo Control EM+2.

En el ultimo dia de la prueba, se repiten los resultados obtenidos el dia

anterior entre el grupo experimental EM+2 y los animales pertenecientes al grupo

control no lesionado (GCEM+2) {D(7,6) = .57, p = n.s}(fig. 6a.14).
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Figura 6a.12: Cantidades medias de alimento
consumidas por los grupos experimentales y grupos
control durante el cuarto dia postoperatorio.

203



CAPITULO III

Discusion.

Los resultados del presente experimento parecen sefialar que si bien la lesion
electrolitica anddica de la eminencia media produce una marcada polidipsia, ésta

puede ser modificada en funcion de la dieta de que disponen estos animales.

El dafio ocasionado en la eminencia media, provoca de manera inmediata
(primeras 24 horas postoperatorias) una notable alteracion de caracter retentivo
independientemente de la manipulacion experimental a la que se ven sometidos los
animales lesionados {privaciéon de alimento/suero salino hipertonico/comida ad
libitum (datos no presentados)}(fig. 6a.6) (Balment et al., 1986; Bronstein et al,,
2000; Friedman et al., 1958; Laszlo et al., 1966; Saborio et al., 2000; Seckl et al.,
1997).

En efecto, en este periodo se observa un paralelismo entre la elevada ingesta
de liquidos de los animales diabéticos (EM+1/EM+2) y una pérdida considerable de
fluido a través de la orina (hipovolemia) en ambas condiciones experimentales

(privacion de alimento/solucion salina hipertdnica) (figs. 6a.2 y 6a.6).

En cualquier caso, llama poderosamente la atencion el elevado consumo de
CINa hipertonico que muestran los animales del grupo experimental EM+2 con
respecto a su grupo control (GCEM+2), y que podria obedecer a alguna alteracion de
tipo volémico (fig. 6a.2) (Palmieri et el., 1969). En efecto, conviene recordar que en
situaciones de hipovolemia como la que nos encontramos en este caso, se produce la
activacion del sistema enzimatico-humoral renina-angiotensina-aldosterona que
promueve entre otras respuestas fisiologicas compensatorias la ingesta de agua y
CINa (Buggy et al., 1974; Fitzsimons, 1987, 1998; Johnson et al., 1997; Morien et
al., 1999; Phillips, 1987; Rose, 1984; Shelat et al., 1998; Stricker et al., 1987).

En otras palabras, la lesion electrolitica de la eminencia media, ha podido

interferir con los mecanismos renales encargados de la conservacion de fluidos, pero
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EXPERIMENTO 6A

no con la habilidad del sistema nervioso central para detectar el desequilibrio

hidromineral provocado por la lesion (Cort, 1963; Friedman et al., 1962).

Los resultados que acabamos de presentar parecen sefialar que el dafio
producido en la eminencia media desencadena de manera inmediata un déficit
volémico que los animales intentaran compensar con la ingesta elevada de agua asi

como de soluciones hipertonicas de cloruro sodico.

Cabria esperar, que los animales diabéticos pudiesen equilibrar esos déficits
en el volumen extracelular, desarrollando preferencias por una concentracion de
liquido isotonica (agua y CINa al 0.9 %). Sin embargo, y contrariamente a lo
reflejado por este planteamiento, se ha podido observar que los animales
experimentales muestran una mayor predisposicion por la solucion salina (1.5%) que
por el agua, lo que finalmente se traduce en una ingesta de liquidos con una
concentracion ligeramente hipertonica (agua y CINa al 1.23%), practicamente el

doble de la manifestada por el grupo control (agua y CINa al 0.62%) (fig. 6a.2).

Estos resultados, no dejan de ser sorprendentes, sobre todo si se tiene en
cuenta que los animales diabéticos presentan severos cuadros de hipernatremia como
consecuencia de las alteraciones producidas en los mecanismos encargados de la
conservacion de fluidos (Friedman et al., 1958, 1958, 1962; Lichardus et al., 1973;
Man et al., 1992; O'Connor, 1950; Seckl et al., 1992).

En la actualidad, existen autores que describen el comportamiento
compulsivo de los pacientes con diabetes insipida por conseguir alimentos que
tengan un alto contenido en sal, si bien no se conoce cual puede ser la explicacion de

este fenomeno (Rose, 1984).

Cabe la posibilidad de que la ingesta de la solucion salina (1.5%) llevada a
cabo por el grupo experimental EM+2 (en las primeras 24 horas postlesion) pueda
ser la causa de las respuestas diferenciales observadas en el consumo de agua con

respecto al grupo diabético EM+1 en el 2° dia postquirurgico, y que en este caso no
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pueden ser atribuidas a una alteracion de tipo volémico al no existir diferencias

significativas entre ambos grupos en el volumen de orina excretado (fig. 6a.7).

En efecto, los animales experimentales que vuelven a estar privados de
alimento (EM+1), si bien disminuyen de forma significativa su ingesta respecto al
dia anterior, todavia consumen mayor cantidad de agua que el grupo control
(GCEM-+1), un hecho que sin embargo no se produce en el grupo con lesion anodica
EM+2 a pesar de encontrarse en la misma situacion experimental (privacion de

alimento) (fig. 6a.3).

Se podria hipotetizar que las elevadas cantidades de CINa hipertonico
consumidas por los animales pertenecientes al grupo experimental EM+2 durante el
1° dia después de la intervencion quirargica (X = 114 c.c), y que representan mas del
82% del total del liquido ingerido, podrian promover una mayor retencion de fluidos
como consecuencia del incremento de Na, facilitando la reabsorcion de agua por

parte del rifidn con el objetivo de incrementar el volumen extracelular (Rose, 1984).

De ser cierta esta interpretacion, se confirmaria una vez mas que la diabetes
insipida inducida por lesiones de la eminencia media no puede ser definida
exclusivamente como un trastorno polidipsico secundario a una pérdida de liquidos;
una circunstancia que ya pusieron de manifiesto en su momento Smith y McCann
(1962, 1964) al documentar la presencia de hiperdipsia en animales diabéticos

(lesion electrolitica en la eminencia media) nefroctomizados.

La presencia de alimento en el grupo experimental EM+2 provocd un
aumento considerable en la ingesta de agua (dias 3 y 4) de estos animales que incluso
llega a ser superior significativamente a la observada en el grupo control (GCEM+2)
en el ultimo dia de la prueba (figs 6a.4-6a.5). Por otra parte, hay que destacar el
acusado descenso (no se obtuvieron diferencias significativas con relacion al grupo
control) que se produce en la conducta polidipsica de los animales pertenecientes al
grupo experimental EM+1 cuando carecen de comida (dia 4) (fig. 6a.5); unos

resultados que se encuentran en la misma linea de otros estudios (Curtis, 1924;

206



EXPERIMENTO 6A

Palmieri et al., 1969; Swann, 1939; Tittlebaum et al., 1960) y que ya habian sido

reflejados en experimentos anteriores (ver exp.3).

Finalmente, y en consonancia con los datos que otros autores han puesto de
manifiesto en relacion con los niveles elevados de osmolaridad plasmatica en la
diabetes insipida (Bacic et al., 1999; Bakker, 1976; Balment et al., 1986; Huang et
al., 1996; Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Rolls, 1970; Seckl et al., 1992) podria
proponerse que el consumo elevado de alimento que muestran estos animales {ver
Grupo Experimental EM+1 vs. Grupo Control EM+1 (dia 3)(fig. 6a.11)}y que ha
sido confirmado en experimentos previos de la presente Tesis Doctoral (ver exp. 1y
4) podria agravar los problemas hipernatrémicos que padecen, provocando la ingesta
de grandes cantidades de agua con la finalidad de resolver esos desequilibrios

osmolares.

Esta idea se ve apoyada por una serie de estudios clasicos que han
demostrado que la severidad de la diabetes insipida es proporcional a la cantidad de
sodio ingerido por los animales durante las comidas (Curtis, 1924; Palmieri et al.,
1969; Swann, 1939; Tittlebaum et al., 1960). Es mas, cuando los animales diabéticos
fueron privados de alimento o sometidos a una dieta carente en sal, entonces se
observo una reduccion significativa en la polidipsia, similar a la que hemos venido
relatando a lo largo de este capitulo (Curtis, 1924; Palmieri et al., 1969; Swann,

1939).

En conclusion, los estudios que se han descrito en este capitulo, parecen
demostrar que, si bien el comienzo de la Diabetes insipida (fase transitoria) no parece
ser dependiente de la mayor o menor ingesta de comida de los animales, la fase
permanente (polidipsica) de la enfermedad si puede estar relacionada con este
comportamiento. Lo que en un principio podria deberse a un problema en Ia
conservacion de fluidos también podria estar relacionado con un trastorno secundario
a algun tipo de desequilibrio hidromineral. En concreto, y como ya se explico
anteriormente, una serie de autores sefialan al ion sodio como la pieza clave en este

proceso, sobre todo al conocer los datos que indican que los sujetos diabéticos tienen
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un exceso de este mineral en el organismo (Bacic et al., 1999; Man et al., 1992;
Seckl et al., 1992). Estas y otras cuestiones relevantes para el presente trabajo de
investigacion seran retomadas y analizadas en mayor profundidad en capitulos

posteriores de esta Tesis Doctoral.
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Efectos de la administracion periférica (i.p) de cloruro sédico hiperténico
sobre el desarrollo y progresion de la polidipsia diabética inducida por lesiones

electroliticas en la Eminencia Media.

A través del estudio anterior (experimento 6A) se ha puesto de manifiesto que
la polidipsia de indole diabética generada por lesiones de la eminencia media no
puede ser considerada solamente como un trastorno regulatorio secundario a la

pérdida de liquidos (Smith y McCann, 1962, 1964).

En efecto, si bien los animales diabéticos desarrollan de manera inmediata
(fase transitoria) una elevada hiperdipsia como consecuencia de una alteracion en los
mecanismos encargados de la conservacion de fluidos (exp. 6A) (Balment et al.,
1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958; Hennesy et al, 1977,
Hollinshead, 1964; Ikkos et al., 1954; Laszlo et al., 1966; Saborio et al., 2000; Seckl
et al., 1997), también presentan, una serie de desequilibrios osmolares de caracter
hipernatrémico (incrementados o mas reducidos en funcion de las caracteristicas de
la dieta alimenticia y de la ingesta de liquidos) (experimento.6A) que pueden reflejar
un inadecuado control y regulacion hidromineral (Bacic et al., 1999; Balment et al.,

1986; Huang et al., 1996; Man et al., 1992; Seckl et al., 1992).

Concretamente, y como se ha venido indicando a lo largo de la presente Tesis
Doctoral, cada vez cobra mayor fuerza la idea de que el sodio puede ser un
componente fundamental en este proceso regulatorio (trastorno polidipsico), sobre
todo al confirmarse repetidamente que los animales diabéticos muestran un exceso de
este mineral en su organismo (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Friedman et
al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang et al., 1996; Laszlo et al., 1966; Man et
al., 1992; O’Connor, 1950; Rolls, 1970; Seckl et al., 1992; Swann et al., 1939).
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En relacion con esta cuestion, diversos autores coinciden en sefialar que los
niveles elevados de sodio corporal observados durante el transcurso de la diabetes
insipida podrian ser un fiel reflejo de una incapacidad renal para excretar una orina
concentrada (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Huang et al., 1996; Man et al.,
1992; O'Connor, 1950; Swann et al., 1939; Seckl et al., 1992; Titlebaum et al., 1960;
Wolf, 1950).

Es posible que estas alteraciones en los procesos regulatorios hidrominerales
puedan explicar las estrechas relaciones existentes entre la severidad de la polidipsia
y poliuria en la diabetes insipida y la cantidad de sodio ingerido por los sujetos
durante las comidas (Curtis, 1924; Palmieri et al., 1969; Swann, 1939; Titlebaum et
al., 1960).

Como se ha descrito anteriormente, la presencia de alimento ad libitum en las
jaulas de los animales diabéticos incrementa de manera significativa la ingesta de
agua con respecto a los sujetos del grupo control no lesionado (exp.6A). Por el
contrario, cuando a los mismos animales se les priva de comida o se les proporciona
dietas hiposodicas, se observa una reduccion significativa en el consumo de liquidos
similar a la que hemos venido describiendo en los capitulos anteriores (ver exp. 3 y

6A) (Curtis 1924; Palmieri et al., 1969; Swann et al., 1939).

Una vez mas, estos resultados parecen incidir en la relevancia de un adecuado
control de los niveles de sodio corporal durante los procesos regulatorios
(Fitzsimons, 1998; McKinley et al., 1983; Robertson, 1982, 1983; Robertson et al.,
1995; Rose, 1984, 1986; Saltmarsh, 2001).

Desde esta Optica podria ser relevante analizar las consecuencias que podrian
tener sobre el desarrollo y progresion del trastorno polidipsico diabético, la
manipulacion del medio interno a través de varias condiciones experimentales, a
saber, la administracion periférica (intraperitoneal) de una solucion salina hipertonica
(2 cc CINa, 2M), la ingesta ad libitum de una comida estandar (0.25% de sodio), o la

privacion de alimento (y, por lo tanto, del consumo de CINa).
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En funcion de los argumentos esgrimidos anteriormente cabria esperar
respuestas diferenciales en el comportamiento polidipsico de los animales diabéticos
dependiendo de que las condiciones experimentales incrementen o disminuyan los

desequilibrios osmolares que todo parece indicar que padecen.

Con el objetivo de examinar esta hipotesis, se realizo el presente experimento
en el cual se incluye asimismo un estudio sobre la composicion electrolitica de la
orina (centrandonos particularmente en el sodio) asi como del grado de

concentracion de la misma (osmolaridad).
Método.

Sujetos.

Se utilizaron 39 ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el servicio
de Animalario de Experimentacion de la Comision de servicios técnicos de la
Universidad de Granada. El peso de los animales al principio del estudio estuvo

comprendido entre 240-320 gramos. El mantenimiento a su llegada al laboratorio fue

idéntico al descrito en los experimentos previos.

Procedimiento Quirurgico.

Fue idéntico al descrito en el capitulo 1.

Procedimiento Experimental.

Inicialmente, los 39 animales fueron asignados de forma aleatoria a uno de

los grupos experimentales o control, quedando distribuidos de la siguiente forma:

grupo experimental EM+1 cloruro sodico hipertonico (2cc CINa, 2M) (n=7); grupo

control EM+1 cloruro sodico hipertonico (2cc CINa, 2M) (n=0); grupo experimental

EM+ 2 comida estandar ad libitum (n=7); grupo control EM+2 comida estandar ad
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libitum (n=06); grupo experimental EM+3 privado de alimento (n=7); grupo control

EM+3 privado de alimento (n=6).

El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en la fase preoperatoria

se realizo de forma idéntica a la descrita en los capitulos anteriores.

Después de efectuada la intervencion quirurgica, los animales recibieron un
tratamiento especifico (administracion periférica (i.p) de CINa (2cc, 2M ), comida
estandar ad libitum y privacion de alimento) durante las primeras 48 horas en funcion

del grupo al que pertenecian.

En este experimento, los animales pertenecientes al grupo con lesion anddica
en la eminencia media (EM+1) y grupo control (GCEM+1) recibieron la
administracion periférica (i.p) de una solucion salina hipertonica (2 cc CINa, 2M)
inmediatamente después de haber efectuado la intervencion quirargica. En todo
momento, estos animales permanecieron con agua ad libitum pero en una situacion
de privacion completa de alimento, que continu6 durante el 2° dia postoperatorio
(24/48 horas), aunque ahora sin recibir la administracion intraperitoneal de la

solucion salina hipertonica.

Tabla 6b.1

Grupos Dia 1 Dia 2 Dia 3/7
EMI1 Administracion i.p Privacion de Comida
GC1 De CINa 2cc, 2M Alimento Estandar
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Por su parte, los animales del grupo experimental EM+2 y grupo control
(GCEM+2) dispusieron en su jaula (ademas del agua) de la presencia de comida

estandar ( 0.25% de sodio) ad libitum durante las primeras 48 horas postoperatorias.

Tabla 6b.2
Grupos Dia 1 Dia 2 Dia 3/7
EM2 Comida Comida Comida
GC2 Estandar Estandar Estandar

Finalmente, también se incluyd un grupo con lesion anodica en la eminencia
media (EM+3) y su grupo control (GCEM+3) con agua ad libitum pero privados de

alimento en los 2 primeros dias (48 horas) tras la intervencion quirurgica.

Tabla 6b.3
Grupos Dia 1 Dia 2 Dia 3/7
EMS3 Privacion de Privacion de Comida
GC3 Alimento Alimento Estandar

Con el objetivo de comprobar el efecto de los diferentes tratamientos en los
grupos lesionados y controles, se procedio a registrar la ingesta de agua y comida
(s6lo en la condicion que lo permita) de cada animal durante las 48 horas siguientes a
la intervencion quirurgica. Asimismo, también se cuantificaron los niveles de sodio
en la orina (6, 6-24 y 24-48 horas) asi como el volumen de la misma (6, 6-24 y 24-48
horas) y su grado de concentracion (osmolaridad 6, 6-24 y 24-48 horas) en todos los
grupos experimentales y controles. Para ello, los animales una vez intervenidos
quirurgicamente permanecieron durante 48 horas en jaulas metabolicas (Tecniplast
3701Mo0-000) las cuales, mediante un sistema de filtrado permiten recoger la orina,

libre de restos de comida, para su posterior procesamiento.
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La concentracion de sodio en la muestra de orina se determind mediante un
analizador automatico (Beckman Instruments, Synchron CX3 Delta, USA)

calculandose la excreccion resultante de la siguiente manera:

UNaV = [Na]U X D/IOOO,

Donde, Ux,V: excreccion urinaria de sodio (mEgq/l); [Na]u: concentracion

urinaria de sodio (mosmol/Kg); D: diuresis (ml).

Por lo que se refiere a la determinacion de la osmolaridad urinaria, se llevo a
cabo mediante un osmoémetro automatico basado en técnicas de crioscopia (Osmostat

OM-6020, Kyoto-Japon).

Finalmente, transcurridas las primeras 48 horas del experimento, todos los
animales fueron devueltos a sus jaulas individuales, donde dispusieron de comida y
agua ad libitum. En todos los casos, se procediod a seguir registrando la cantidad de
agua y comida ingerida, con la finalidad de comprobar si la manipulacion
experimental llevada a cabo en los primeros dias (primeras 48 horas postoperatorias)

pudiera tener alguna repercusion sobre las conductas estudiadas.

Analisis Estadistico.

Se utilizo6 el Anova no paramétrico de Kruskal Wallis (grupos
independientes) con el objetivo de comparar los resultados globales en las variables
estudiadas entre los grupos experimentales y controles para cada uno de los dias del

experimento.
En el caso de existir diferencias significativas en el analisis global de alguna

de las variables evaluadas se pasaba a realizar un analisis post-hoc mas detallado.

Para ello, se analizaron las diferencias entre los grupos experimentales y controles, y
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entre los diferentes grupos lesionados entre si en cada uno de los dias del

experimento mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov.

Asimismo, se utilizO un Anova de Friedman (analisis intragrupo) con el
objetivo de analizar las posibles diferencias en cada uno de los dias del experimento
para cada grupo experimental y control. En el caso de obtener efectos significativos
en el analisis global de estas conductas se pasaba a un nivel de analisis mas

detallado.

Concretamente, y mediante la prueba de Wilcoxon se realizaron
comparaciones entre las puntuaciones obtenidas en los diferentes dias de la secuencia

experimental para cada uno de los 6 grupos del experimento.

Histologia.

Se realizo siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo I.

Resultados.

INGESTA DE AGUA.

Una vez realizada la intervencion quirargica (lesion electrolitica anodica de la
eminencia media) los grupos muestran diferencias significativas en la ingesta de agua
para cada dia analizado {Dia 1 H(5,39) = 29,14, p = .0000, Dia 2 H(5,39) = 30,70,
p = .0000, Dia 3 H(5,39) = 30,30, p = .0000, Dia 4 H(5,39) = 30,68, p = .0000, Dia
5 H(5,39) = 28,70, p = .0000, Dia 6 H(5,39) = 31,91, p = .0000, Dia 7 H(5,39) =
31,70, p = .0000} (fig. 6b.1).
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Dia 1: administracion (ip) CINa hipertonico/comida ad libitum/privacion

de alimento.

El analisis estadistico entregrupos reveld que los animales pertenecientes a
los grupos lesionados mostraron un consumo de agua significativamente superior que
los grupos controles en las primeras 24 horas postoperatorias { EM+1 vs. GCEM+1
D(7,6) = 1.00, p < .005; EM+2 vs. GCEM+2 D(7,6) = 1.00, p < .005; EM+3 vs.
GCEM+3 D(7,6)=1.00, p <.005}(fig. 6b.1).

Por lo que respecta a las comparaciones entre los diferentes grupos
experimentales entre si, los resultados obtenidos mostraron que no habia diferencias
significativas en la ingesta de agua {EM+1 vs. EM+3 D(7,7) = .00, p = n.s; EM+2
vs. EM+3 D(7,7) = .00, p = n.s}(fig.6b.1).

Dia 2: privacion de alimento/comida “normal” ad libitum/privacion de

alimento.

En el 2° dia del experimento (48 horas) se mantuvieron los mismos resultados
del dia anterior. Los animales pertenecientes a los grupos experimentales mostraron
respuestas superiores en la ingesta de agua con respecto a los sujetos del grupo
control {EM+1 vs. GCEM+1 D(7,6) = 1.00, p < .005; EM+2 vs. GCEM+2 D(7,6)
=1.00, p <.005; EM+3 vs. GCEM+3 D(7,6) = 1.00, p < .005 }(fig. 6b.1).

Sin embargo, en el analisis entre grupos, el grupo lesionado EM+1 cloruro
sodico hipertonico ingiere mayor cantidad de agua que el grupo experimental EM+3
que se encuentra privado de alimento {EM+1 vs. EM+3 D(7,7) = .85, p <.025}, una
circunstancia que no se observa en las comparaciones efectuadas entre los animales
pertenecientes a los correspondientes grupos controles {GCEM+1 vs. GCEM+3
D(6,6) = .00, p = n.s}, mientras que el grupo EM+2 ocupa una posicion intermedia

(fig. 6b.1).
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En relacion con estos resultados, hay que destacar el marcado descenso en la
ingesta de agua mostrado por el grupo experimental EM+3 (48 horas) con respecto al
primer dia postoperatorio {EM+3 (dia 2 vs.dia 1) Z =236, p=.017}, y que no se
llega a producir en los animales lesionados EM+1 y EM+2, que continuaron

presentando una polidipsia estable {EM+1 (dia 2 vs. dia 1) Z = .84, p = .39; EM+2

(dia 2 vs. dia 1) Z = .84, p = .39}. Por lo que respecta a los sujetos pertenecientes a

los diferentes grupos control hay que decir que no se observaron diferencias

significativas entre ambos periodos (fig. 6b.1).

Dias 3/7: alimentacion “ ad libitum *.

A partir del 3° dia postoperatorio y ya con todos los animales experimentales
y controles en condiciones de comida ad libitum, se observa una disminucidon
significativa en la ingesta de agua con respecto al dia anterior por parte de los
animales pertenecientes a los grupos lesionados EM+1 y EM+2 {EM+1 (dia 3 vs.
dia 2) Z = 202, p = .04, EM+2 (dia_3 vs. dia 2) Z = 236, p = .017}. Esta

disminucion no se observo en los correspondientes grupos controles. Es mas, incluso
se produjo el efecto contrario, es decir, los animales del grupo control EM+1 y
EM+2 incrementaron significativamente su ingesta en esta misma condicion (comida
estandar ad libitum) respecto al dia previo { GCEM+1 (dia 3 vs. dia 2) Z =220, p =
027, GCEM+2 (dia 3 vs. dia 2) Z = 1,99, p = .04}(fig. 6b.1).

Este descenso significativo tampoco se observo en el grupo experimental

EM-+3 tras disponer de alimento por primera vez (dia 3) {EM+3 (dia 3 vs. dia 2) Z =

1,18, p = .23}. Es mas, los animales pertenecientes a este grupo lesionado (EM+3)
permanecieron por encima del grupo experimental EM+2 en la toma de agua en los
ultimos dias del experimento {EM+3 vs. EM+2 D(7,7) = .85, p < .025 (dia 6),
D(7,7) = .85, p <.025 (dia 7)}, una circunstancia que no fue observada en los grupos
controles no lesionados { GCEM+3 vs. GCEM+2 D(6,6) = .33, p = n.s (dia 6);,
D(6,6) = .33, p=n.s (dia 7)}(fig. 6b.1).
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Conforme transcurren los dias (dia 5 en adelante) se produce una progresion
significativa en la ingesta de agua de cada uno de los grupos experimentales con
respecto a los dias previos. Estos resultados sin embargo tampoco fueron observados
en los diferentes grupos controles {EM+1 (dia 6 vs dia 5) Z =236, p =.017; (dia 7
vs. dia 6) Z =236, p=.017}{EM+2 (dia 6 vs. dia 5) Z =236, p = .017; (dia_7 vs.
dia 6) Z = 2,36, p = .017} {EM+3 (dia _6 vs. dia 5) Z = 2,36, p = .017, (dia_7 vs. dia
6)Z =236, p=.017}.{GCEM+1 (dia 6 vs. dia 5) Z = 1,15, p = .24, (dia_7 vs. dia
6)Z=121,p=22}{GCEM+2 (dia 6 vs. dia 5) Z = 1,27, p = .20, (dia_7 vs. dia 6)
Z =73, p=46}{GCEM+3 (dia 6 vs. dia §5) Z = .73, p = .46, (dia_7 vs. dia 6) Z =
1,82, p =.067}(fig. 6b.1).
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Polidipsia Diabética
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Figura 6b.1: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes grupos experimentales y grupos control
durante el periodo postoperatorio y tras la manipulacion de una serie de condiciones experimentales que
afectan a los niveles de sodio en el organismo.
Linea Base Dia 1
EM1 GC1l EM2 GC2 EM3 GC3 EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 EM1 *x
GC1 GC1
EM2 EM2 -
GC2 GC2
EM3 EM3 **
GC3 GC3
** p<0.01 * p<0.05 ** p<0.01 * p<0.05
Dia 2 Dia 3
EM1 GC1l EM2 GC2 EM3  GC3 EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 ** ki EM1 *x
GC1 GC1
EM2 ** EM2 *k
GC2 GC2
EM3 ** EM3 *k
GC3 GC3
** p<0.01 * p<0.05 ** p<0.01 * p<0.05
Dia 4 Dia 5
EM1 GC1l EM2 GC2 EM3  GC3 EM1 GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 ** EM1 *x
GC1 GC1
EM2 ** EM2 *k
GC2 GC2
EM3 ** EM3 *k
GC3 GC3
** p<0.01 * p<0.05 ** p<0.01 * p<0.05
Dia 6 Dia 7
EM1 GC1l EM2 GC2 EM3 GC3 EM1 GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 ** EM1 *x
GC1 GC1
EM2 ** hid EM2 *k
GC2 GC2
EM3 ** EM3 *k
GC3 GC3
** p<0.01 * p<0.05 ** p<0.01 * p<0.05




CAPITULO III

Por ultimo hay que significar que a pesar de estas variaciones en el patron de
la polidipsia diabética entre los diferentes grupos experimentales, éstos manifestaron
siempre una mayor respuesta hiperdipsica que los sujetos control durante todos los
dias de la prueba {EM+1 vs. GCEM+1/EM+2 vs. GCEM+2/EM+3 vs. GCEM+3
D(7,6) = 1,00, p <.005 (dias 3, 4, 5, 6 y 7}(fig. 6b.1).

VOLUMEN DE ORINA.

El analisis global de la cantidad de orina excretada por parte de los grupos
lesionados y controles reveld diferencias significativas entre ellos en cada una de las
condiciones evaluadas (6, 6-24 y 24-48 horas).{6 horas H(5,39) = 29,74, p = .0000;
6-24 horas H(5,39) = 30,81, p = .0000; 24-48 horas H(5,39) = 30,17, p = .0000}(fig.
6b.2., 6b.5., 6b.8).

Cuando se analizan estas diferencias de una manera mas detallada, se observa
que los animales experimentales presentan una mayor respuesta diurética que los
sujetos de los grupos controles en las 3 mediciones efectuadas {EM+1 vs.
GCEM+1/EM+2 vs. GCEM+2/EM+3 vs. GCEM+3 D(7,6) = 1,00, p < .005 (6, 6-
24 y 24-48 horas) (figs. 6b2., 6b.5., 6b.8)}. Sin embargo, se observa una significativa
respuesta oligarica en los sujetos pertenecientes a los grupos EM+2 y EM+3 en el 2°
dia postoperatorio (24-48 horas) con respecto al periodo 6-24 horas {EM+2 (24-48
horas vs. 6-24 horas) Z = 2,36, p = .017; EM+3 (24-48 horas vs. 6-24 horas) Z =

2,36, p = .017}. Este efecto retentivo no fue manifestado por el grupo lesionado
EM+1, que permanecio sin cambios en la respuesta diurética {EM+1 (24-48 horas

vs. 6-24 horas) Z = 31, p = .75}(fig. 6b.5).
El analisis estadistico entregrupos no reflejo diferencias significativas en el

volumen de orina entre los diferentes grupos experimentales en cada una de las

condiciones evaluadas (ver figs. 6b.2., 6b.5., 6b.8).
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NIVELES DE SODIO EN ORINA.

Por lo que respecta a la respuesta natriurética de los grupos experimentales y
controles, se observaron diferencias significativas en las 3 condiciones evaluadas (6,
24 y 48 horas) después de la intervencion quirurgica {6 horas H(5,39) = 16,94, p =
.0046; 6-24 horas H(5,39) = 14,00, p = .0156; 24-48 horas H(5,39) = 22,46, p =
.0004 }(figs. 6b.3., 6b.6., 6b.9).

Salvo el grupo lesionado EM+2 que mostré una menor concentracion de
sodio urinaria respecto al grupo control (GCEM+2) en el periodo 6-24 horas
postoperatorias {EM+2 vs. GCEM+2 D(7,6) = .02, p < .025}, ninguno de los
restantes grupos diabéticos (EM+1 y EM+3) manifestaron diferencias con los

controles en la respuesta natriurética (fig. 6b.6).

Por otra parte, comparando los resultados de cada uno de los grupos de
animales lesionados, se observa una mayor excreccion de sodio en la orina por parte
de los grupos diabéticos EM+1 (6 y 24-48 horas postoperatorias) y EM+2 (24-48
horas) respecto al grupo experimental EM+3 {EM+1 vs. EM+3 D(7,7) = .85, p <
1025 (6'y 24-48 horas); EM+2 vs. EM+3 D(7,7) = .85, p < .025 (24-48 horas)(figs.
6b.3., 6b.6., 6b.9)}.

OSMOLARIDAD URINARIA.

Las comparaciones realizadas entre los grupos lesionados y control en
general, evidenciaron diferencias significativas en la osmolaridad urinaria en las
diferentes condiciones evaluadas (6, 24 y 48 horas) tras la intervencion quirurgica {6
horas H(5,39) = 32,54, p = .0000; 6-24 horas H(5,39) = 29,03, p = .0000; 24-48
horas H(5,39) =32,70, p = .0000}(figs. 6b.4., 6b.7., 6b.10)
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Los principales resultados pueden resumirse de la siguiente manera:

Los grupos experimentales mostraron una menor concentracion urinaria que
los grupos control en cada una de las situaciones analizadas {EM+1 vs GCEM+1
D(7,6) = -1.00, p < .005 (6 y 24-48 horas), D(7,6) = -83, p < .025 (6-24
horas)} {EM+2 vs. GCEM+2 D(7,6) = -1.00, p < .005 (6, 6-24 y 24-48
horas) } {EM+3 vs. GCEM+3 D(7,6) =-1.00, p <.005 (6, 6-24 y 24-48 horas) (figs.
6b.4., 6b.7., 6b.10)}.

Por lo que respecta a la comparacion de los animales pertencecientes a los
distintos grupos lesionados, se observo una mayor respuesta osmolar en la orina (6 y
24-48 horas) en el grupo experimental EM+1 cloruro sodico hipertonico y EM+2
comida “normal” ad libitum (24-48 horas) respecto al grupo diabético EM+3 privado
de alimento {EM+1 vs. EM+3 D(7,7) = .85, p <.025 (6 y 24-48 horas); EM+2 vs.
EM+3 D(7,7) = .85, p <.025 (24-48 horas)}(6b.4., 6b.7., 6b.10).
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EM1 GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 **
GC1
EM2 **
GC2
EM3 **
GC3

* p<0.01 * p<0.05

Figura 6b.2: Cantidades medias de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y
grupos control a las 6 horas después de la lesion
electrolitica correspondiente y tras la manipulacion de una
serie de condiciones experimentales que afectan a los
niveles de sodio en el organismo.

EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 **
GC1
EM2
GC2
EM3
GC3

** p<0.01 * p<0.05

Figura 6b.3: Cantidades medias de los niveles de sodio
en orina excretadas por los grupos experimentales y
grupos control 6 horas después de la lesion electrolitica
correspondiente y tras la manipulacion de una serie de
condiciones experimentales que afectan a los niveles de
sodio en el organismo.

EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 *
GC1
EM2 **
GC2
EM3 *
GC3

** p<0.01 * p<0.05
Figura 6b.4: Cantidades medias obtenidas en los valores de
osmolaridad urinaria por parte de los grupos experimentales
y grupos control 6 horas después de la lesion electrolitica
correspondiente y tras la manipulacion de varias condiciones
experimentales que afectan a los niveles de sodio en el
organismo.

223




CAPITULO III

EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 *
GC1
EM2 **
GC2
EM3 **
GC3

** p<0.01 * p<0.05

Figura 6b.5: Cantidades medias de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y grupos
control durante el periodo comprendido entre las 6-24 horas

postoperatorias y tras la manipulacion de una serie de

condiciones experimentales que afectan a los niveles de
sodio en el organismo.
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EM1
GC1
EM2 **
GC2
EM3
GC3

** p<0.01 * p<0.05

Figura 6b.6: Cantidades medias de los niveles de sodio
en orina excretadas por los grupos experimentales y
grupos control en el periodo comprendido entre las 6-24
horas postoperatorias tras la manipulacion de una serie
de condiciones experimentales que afectan a los niveles
de sodio en el organismo.
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Figura 6b.7: Cantidades medias obtenidas en los valores de
osmolaridad urinaria por parte de los grupos experimentales
y grupos control durante el periodo comprendido entre las 6-
24 horas postoperatorias y tras la manipulacion de varias
condiciones experimentales que afectan a los niveles de
sodio en el organismo.
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Figura 6b.8: Cantidades medias de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y
grupos control durante el periodo comprendido entre
las 24-48 horas postoperatorias y tras la manipulacion
de una serie de condiciones experimentales que
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afectan a los niveles de sodio en el organismo.
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EM1 *
GC1
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EM3
GC3
** p<0.01 * p<0.05

Figura 6b.9: Cantidades medias de los niveles de
sodio en orina excretadas por los grupos
experimentales y grupos control en el periodo
comprendido entre las 24-48 horas postoperatorias
tras la manipulacion de una serie de condiciones
experimentales que afectan a los niveles de sodio
en el organismo.

EM1 GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 **
GC1
EM2 **
GC2
EM3 **
GC3

**p<0.01 * p<0.05

Figura 6b.10: Cantidades medias obtenidas en los valores
de osmolaridad urinaria por parte de los grupos
experimentales y grupos control durante el periodo
comprendido entre las 24-48 horas postoperatorias y tras la
manipulacion de varias condiciones experimentales que
afectan a los niveles de sodio en el organismo.
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CAPITULO III

INGESTA DE COMIDA.

Una vez intervenidos quirurgicamente los animales, se analizaron las
diferencias entre los grupos experimentales y controles, y entre los grupos

experimentales entre si, en aquellas situaciones en que tuvieron comida disponible.

En este caso, hay que indicar que los grupos diabéticos mostraron una mayor
ingesta de alimento que los grupos control en los ultimos dias de la prueba {EM+1, 2
y 3 vs. GCEM+ 1, 2y 3 (7,6) = .85, p <.025 (dias 5, 6 y 7)}. En este sentido, hay
que indicar que los animales diabéticos consumieron una mayor cantidad de comida,
precisamente en los dias en los que se observa una progresion significativa en el
consumo de agua (dia 7) (ver fig. 6b.1). Estas respuestas diferenciales en la conducta
nutritiva segin el momento del dia analizado no fueron observadas en los grupos
control, posiblemente porqué tampoco se reflejaron en la conducta de ingesta de agua

de los mismos (figs 6b.1 y 6b.11).

Ingesta de comida Ingesta de agua
EM+1 (dia 7vs.dia4) Z=2.36,p=.017 Z=236,p=.017
EM+2 (dia 7 vs.dia4) Z =1,99, p = .04 Z=236,p=.017
EM+3 (dia 7 vs.dia4) Z =188, p = .05 Z=236,p=.017
GCEM+1 (dia 7 vs.dia4) Z=1,75,p = .07 Z=94p= 34
GCEM+2 (dia 7 vs.dia 4) Z = .94 , p= .34 Z=23lp=.75
GCEM+3 (dia 7 vs.dia 4) Z = .94, p = .26 Z=40,p=.68
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Consumo de Alimento
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FABLS 6b.11 : Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos experimentales y grupos control
después de la lesion electrolitica correspondiente tras la manipulacion de una serie de condiciones experimentales que
afectan a los niveles de sodio en el organismo.

Dia 3 Dia 4

N T e

EML GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3 EML GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 EM1
GC1 GC1
EM2 EM2
GC2 GC2
EM3 EM3
GC3 GC3

** n<0.01 * p<0.05 ** n<0.01 * p<0.05
Dia 5 Dia 6

[ T e

EML1 GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3 EML GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3
EM1 ** EM1 **
GC1 GC1
EM2 ** EM2 **
GC2 GC2
EM3 ** EM3 **
GC3 GC3

** n<0.01 * p<0.05 ** n<0.01 * p<0.05
Dia 7

*k

** p<0.01 * p<0.05
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Discusion.

Los resultados del presente experimento confirman que los animales con
lesion electrolitica en la eminencia media desarrollan una importante hiperdipsia en
las primeras horas tras la intervencion, como consecuencia de una alteracion en la
conservacion de fluidos (fig. 6b.1 y 6b.2) (experimento. 6A) (Balment et al., 1986;
Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958; Hennesy et al., 1977; Hollinshead,
1964; Ikkos et al., 1954; Laszlo et al., 1966; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987,
1992; Swann et al., 1939). En efecto, apenas 6 horas después de la intervencion
quirargica (ver fig. 6b.2) se observa una elevada respuesta diurética en los animales
diabéticos que no puede ser atribuida a la ingesta de agua, ya que la poliuria de los
sujetos lesionados en las primeras horas se encuentra siempre “por delante” del

consumo de liquidos (datos observados en nuestro laboratorio, no presentados).

Sin embargo, y a pesar de esta alteracion en la retencion renal de los fluidos
corporales por parte de los animales diabéticos, no se puede descartar, tal y como ya
sucediera en estudios anteriores (exp. 6A), que las lesiones electroliticas de la

eminencia media pueden desencadenar otro tipo de alteraciones regulatorias.

En este sentido, la administracion periférica (i.p) de cloruro sodico
hipertonico (2cc CINa, 2M) que recibe el grupo experimental EM+1 (en las primeras
24 horas postlesion) puede facilitar la comprension de los mecanismos regulatorios
utilizados por los animales diabéticos y las respuestas diferenciales observadas en la
ingesta de agua con respecto al grupo diabético EM+3 en el 2° dia postquirurgico,
diferencias que no se observan en sus grupos controles (fig. 6b.1). En efecto, estas
diferencias no pueden ser atribuidas a una alteracion de tipo volémico ya que no
existen diferencias significativas entre ambos grupos en el volumen de orina
excretado (fig. 6b.8). Es mas, los animales experimentales que vuelven a estar
privados de alimento (EM+3) (24-48 horas) disminuyen de forma significativa su

polidipsia respecto al dia anterior (24 horas postoperatorias), circunstancia que no se
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produce en el grupo con lesion anddica EM+1 a pesar de encontrarse en la misma

condicion experimental (privacion de alimento) (fig. 6b.1).

Estos resultados, sugieren que la diabetes insipida que padecen estos animales
puede sufrir una serie de cambios o modificaciones en funcion de las condiciones
experimentales a las que se ven sometidos. En este caso en concreto, la mayor o
menor concentracion de sodio disponible en cada una de las manipulaciones
experimentales realizadas (administracion intraperitoneal de CINa hipertonico (2cc,
2M) versus ingesta (0,25% de sodio) o privacion de comida (ausencia de sodio)
podria explicar las respuestas diferenciales observados en esta conducta regulatoria

(ingesta de liquidos).

En relacion con esta observacion, se ha visto reflejado en el presente estudio
que los sujetos con lesiones en la eminencia media pueden manifiestar una seria
dificultad a la hora de regular los excesos de sodio corporal. En efecto, si bien el
grupo experimental EM+1 muestra una mayor respuesta natriurética (sodio en orina)
que los animales pertenecientes al grupo lesionado EM+3 (6 y 24-48 horas) (figs.
6b.3., 6b.6., 6b.9), no es capaz de mantener estas diferencias en la excrecion de sodio
urinario con respecto a su propio grupo control a pesar de excretar un volumen de
orina significativamente superior a éste. Esta idea se ve ratificada en la menor
osmolaridad urinaria evidenciada por los animales diabéticos (EM+1, EM+2 vy
EM+3) respecto a los grupos control no lesionados (Czernichow et al., 1985;

Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992)(figs. 6b.4., 6b.7., 6b.10).

Podria hipotetizarse que estas alteraciones en los procesos regulatorios
hidrominerales, descritos en los animales diabéticos y que pueden provocar un
aumento considerable en la osmolaridad plasmatica (hipernatremia), podrian estar
relacionados con la severidad y gravedad de la polidipsia y poliuria manifestadas en

la diabetes insipida.

Los resultados experimentales obtenidos en el presente estudio y en otros

trabajos de investigacion previos parecen validar este planteamiento. Asi por
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ejemplo, y en funcion de los datos comentados anteriormente, se podria proponer que
la administracion periférica (i.p) de CINa hipertonico (2cc, 2M) llevada a cabo en el
grupo experimental EM+1 (primeras 24 horas postoperatorias) puede agravar los
serios desequilibrios osmolares que parece que presentan los sujetos diabéticos
(hipernatremia)( Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead,
1964; Huang et al., 1996, Laszlo et al., 1966; O'Connor 1950; Rolls, 1970; Swann et
al., 1939). Si a estos problemas hipernatrémicos le afiadimos el hecho de que estos
animales manifiestan alteraciones inmediatas (6 y 24 horas) de tipo volémico
(conservacion de fluidos) como consecuencia de la lesion en la eminencia media,
entonces seria posible explicar la polidipsia tan elevada que muestran estos sujetos
(grupo experimental EM+1) en el 2° dia postoperatorio con respecto a los otros

grupos experimentales (EM+3).

En este sentido, la mera privacion de alimento llevada a cabo en las primeras
24 horas postoperatorias en el grupo experimental EM+3 podria disminuir o al
menos no agudizar las alteraciones osmolares que de por si presentan estos sujetos
tras el dafio cerebral. Esta circunstancia se veria reflejada en el comportamiento
posterior (48 horas) de los animales diabéticos que ahora y a diferencia de los
animales del grupo experimental EM+1, beberian principalmente para tratar de
reestablecer la elevada pérdida de liquidos (problemas volémicos), lo que provocaria
que la respuesta consumatoria sea considerablemente menor que en el caso anterior

(EM+1).

Estas ideas estan en consonancia con una serie de estudios clasicos que
demuestran que la privacion de comida (Curtis, 1924; Palmieri et al., 1969; Swann et

al., 1939; Titlebaum et al., 1960) y la adrenalectomia (Friedman et al., 1962),

>

procedimientos ambos, que disminuyen los niveles de sodio en el plasma, reducen de

forma significativa la polidipsia de los animales diabéticos.
A estos argumentos iniciales hay que afiadir el hecho de que desde hace

algunos afios, la intervencion farmacoldgica de la diabetes insipida central se ha

complementado, y ademas con bastante éxito, con el uso racional de diuréticos y la
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prescripcion de dietas carentes de sal (Baylis et al., 1998; Fried et al., 1997; Niaudet
et al., 1985; Rose, 1984; Saborio et al., 2000; Tetiker et al., 1999). La finalidad de
tales tratamientos no es otra que la de provocar una mayor excreciéon de sodio
(natriuresis) con el principal objetivo de tratar de disminuir la hipernatremia
observada en este trastorno (Baylis et al., 1998; Friedman et al., 1958; Hollinshead,

1964; Saborio et al., 2000).

En resumen, estos resultados vuelven a significar la relacion tan estrecha que
se produce en la diabetes insipida entre la ingesta de agua y un Optimo control y
regulacion hidromineral, donde destaca el sodio como una pieza fundamental de este
engranaje (Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997; McKinley et al.,
1983; Robertson, 1982, 1983; Robertson et al., 1995; Rose, 1984, 1986; Saltmarsh,
2001).

Por otra parte, hay que destacar el descenso tan acusado (dias 3 y 4) que se
produce en el comportamiento polidipsico de los animales pertenecientes a los
grupos lesionados EM+1 y EM+2 en relacion a los dias previos y que sin embargo
no se observa en el grupo experimental EM+3 a pesar de que se encuentran todos
ellos ahora en la misma situacion experimental (comida “normal” ad libitum) (fig.

6b.1).

En la actualidad, se piensa que esa disminucion brusca en la ingesta de
liquidos (EM+1 y EM+2) podria responder a una necesidad urgente de los animales
de superar los serios desafios osmoticos (hipernatremia) y volémicos (pérdida de
liquidos) que presentan. En relacion con esta cuestion, los sujetos diabéticos pueden
ser capaces de en un momento dado (fase oligarica o interfase) de mostrar una mejor
respuesta retentiva, que se traduciria en una mayor excrecion renal de sodio, asi
como en una menor pérdida de fluidos (Friedman et al., 1958; Huang et al., 1996;
Ikkos et al., 1954; Levkoff et al., 1954; O'Connor, 1952; Shannon, 1942; White et
al., 1938).
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Realmente, esta respuesta regulatoria que puede venir dada por un aumento
inesperado en la actividad endocrina neurohipofisaria (Heinbecker et al., 1941,
Hollinshead, 1964; O'Connor, 1952; Seckl et al., 1992) podria ser la responsable del

descenso tan significativo observado en la polidipsia de estos animales.

En este contexto, Brooks et al., (1958), Brunner et al., (1956) y Sawyer
(1952) observaron que la administracion periférica de factores neurohipofisarios en
animales diabéticos (hipofisectomizados) provocaba un incremento en la excrecion

de sodio tras las infusiones de soluciones salinas hipertonicas.

De hecho, se pudo comprobar que el peso del 16bulo posterior de la hipofisis
de los animales (ratas) diabéticos con lesiones en el tallo hipofisario disminuy6 en un
50% después de la lesion durante la interfase (fase oligurica, dias 2-5) sin mostrar

cambios aparentes en la fase transitoria poliurica (dia 1) (Laszlo et al., 1966).

En esta misma linea de resultados se comprobd que la mayoria de los
pacientes (DI) requieren 3 o mas dosis de desmopresina (farmaco antidiurético,
analogo a la vasopresina) en las primeras 24 horas (fase transitoria) de la enfermedad
debido a las graves pérdidas de fluido (poliuria). Sin embargo, ninguno de ellos
necesito el tratamiento antidiurético durante el 2° dia (interfae oligurica), donde de
nuevo y confirmando los estudios con animales se produjo un incremento en la
concentracion urinaria (natriuresis) que correlaciona con altos niveles plasmaticos de

hormonas neurohipofisarias (Seckl et al., 1987).

En cualquier caso, habra que plantearse entonces porqué este periodo
interfasico oligiirico no se refleja de una manera tan evidente en la conducta
consumatoria del grupo con lesion anddica en la eminencia media EM+3 (dias 3 y 4)

(fig. 6b.1).
Es probable que una vez mas, la repuesta a esta interrogante haya que

buscarla en el estado hidromineral en que se encuentran estos animales. En este

sentido, podria parecer logico que los sujetos lesionados pertenecientes al grupo
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experimental EM+3 no necesitan poner en marcha de una manera tan acuciante un
mecanismo de emergencia (interfase oligurica) como los casos referidos
(EM+1/EM+2) ya que los desequilibrios osmoéticos que han podido padecer estos
animales, se han visto de alguna manera disminuidos durante las primeras 48 horas
postoperatorias al encontrarse privados de alimento (obsérvese que los animales
EM+3 muestran una menor respuesta natriurética que los sujetos pertenecientes a los

grupos lesionados EM+1 y EM+2 en las 24-48 horas postoperatorias) (fig. 6b.9).

A esta circunstancia, habria que afiadirle el hecho de que los sujetos del grupo
lesionado EM+3 disponen por primera vez (dia 3) de alimento ad libitum en sus
jaulas; un dato que hace todavia mas improbable que se produzca una reduccion

significativa en la polidipsia diabética de estos animales (fig. 6b.11).

De hecho, y en consonancia con los resultados que han puesto de manifiesto
un incremento en los niveles de osmolaridad plasmatica en la diabetes insipida
(Bacic et al., 1999; Bakker, 1976; Balment et al., 1986; Huang et al., 1996; Man et
al., 1992; O’'Connor, 1950; Rolls, 1970; Seckl et al., 1992), cabe la posibilidad de
que el consumo tan elevado de comida que muestran todos los animales
experimentales en el estudio actual (especialmente en los ultimos dias del
experimento) y que ha sido confirmado en experimentos previos de la presente Tesis
Doctoral (exp. 1 y 5) agudicen los problemas hipernatrémicos que poseen,
provocando la ingesta de grandes cantidades de agua con la finalidad de resolver esos

desequilibrios osmolares (fig. 6b.11).

En este sentido, si se analizan los resultados obtenidos en el presente trabajo,
se puede observar que la recuperacion de la conducta polidipsica en los animales
diabéticos (fase permanente{6° dia}) coincide con un nuevo incremento en la ingesta
de alimento por parte de los sujetos experimentales lesionados, corroborando los
planteamientos previos que sefialan que la severidad de la diabetes insipida puede
estar relacionada con las cantidades de sodio ingerido por los animales durante las
comidas (ver experimento 6A)(Curtis, 1924; Palmieri et al., 1969; Swann et al.,

1939; Titlebaum et al., 1960).
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De ser cierta esta interpretacion, se confirmaria una vez mas que la diabetes
insipida inducida por lesiones de la eminencia media no puede ser definida
exclusivamente como un trastorno polidipsico secundario a una pérdida de liquidos
sino que también puede verse afectada por una serie de alteraciones en la regulacion
hidromineral de los fluidos organicos (hipernatremia) que igualmente tendran

repercusiones sobre el comportamiento de ingesta de los sujetos diabéticos.
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Efectos de la manipulacion de la dieta y lesiones electroliticas en la Eminencia

Media sobre los niveles plasmaticos de sodio.

En los experimentos anteriores (6A, 6B), se ha puesto de manifiesto que la
polidipsia diabética no puede ser explicada exclusivamente en funcion de una
incapacidad para la conservacion de fluidos. Los resultados descritos, son
compatibles con observaciones previas llevadas a cabo por diferentes autores, que
habian sefialado que los animales diabéticos pueden manifestar una clara hiperdipsia

a pesar de estar nefroctomizados (Smith y McCann, 1962, 1964).

En este sentido, se han propuesto diversas alternativas para explicar la
elevada y permanente ingesta de agua observada en esta enfermedad. Una de las
propuestas mas solidas que se contemplan actualmente es la que hace referencia a
una posible alteracion en la regulacion tanto hidrica como mineral. Esta hipotesis
esta avalada por un gran nimero de trabajos que indican que los sujetos afectados
por este trastorno polidipsico suelen presentar cuadros de hipernatremia, provocados
fundamentalmente por un incremento en los niveles de sodio corporal como
consecuencia de las excesivas pérdidas de fluido a través de la orina (poliuria) (Bacic
et al., 1999; Bakker et al., 1976; Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958, 1962;
Huang et al., 1996, Laszlo et al., 1966; Lichardus et al., 1973; Man, et al., 1992;
O’Connor, 1950; Seckl et al., 1992).

Algunos de los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral parecen
apuntar en esta misma direccion. Asi, por ejemplo, se ha observado que los animales
lesionados en la eminencia media presentan cambios significativos en la ingesta de
agua después de la administracion de una serie de tratamientos dipsogénicos
(experimento. 5), unas intervenciones que modifican considerablemente la
concentracion de sodio en el organismo (Leksell et al., 1981; Olsson, 1973, 1975;

Rose, 1986; Wells et al., 1990).
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Por otra parte, la manipulacion experimental de la dieta (en la cual, la sal es
uno de sus elementos principales) o la disponibilidad de CINa hipertonico, modifican
el comportamiento de los animales lesionados, lo cual sugiere también que la
polidipsia diabética puede estar relacionada con algin desequilibrio en el control y

regulacion de los niveles de sodio corporal (ver experimentos 6A y 6B).

En este sentido, varios estudios clinicos y experimentales han puesto de
manifiesto que la administracion de CINa conlleva un incremento en la poliuria y
polidipsia de la diabetes insipida (ver exp. 6B) (Curtis, 1924; Fisher et al., 1938; Fitz,
1914; Oehme et al., 1918; Rosembloom et al., 1916; Swann, 1939). Todo lo contrario
sucede cuando los animales diabéticos (hipofisectomizados) son mantenidos con
dietas hiposodicas, observandose ahora una reduccion significativa en la ingesta de
liquidos (llegando a alcanzar niveles preoperatorios), a pesar de que el consumo de

alimento no se ve alterado en ningun momento (Swann, 1939).

Paralelamente, y en consonancia con estas observaciones, la presencia de
comida ad libitum en las jaulas de los animales diabéticos, incrementa de manera
significativa la ingesta de agua con respecto a los sujetos del grupo control
(experimento 6A). Es mas, cuando los animales lesionados fueron privados de
alimento, se produjo un descenso significativo en la polidipsia diabética

(experimentos 3 , 6A y 6B).

En resumen, estos resultados parecen apoyar la idea de la importancia que
pueden tener los niveles de sodio plasmatico (Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998;
Johnson et al., 1997; Mckinley et al., 1983; Rose, 1984, 1986; Robertson, 1982,
1983; Robertson et al., 1995; Saltmarsh, 2001), de modo que variaciones muy sutiles
de este electrolito, pueden tener repercusiones significativas en la ingesta de liquidos

(Robertson et al., 1983; Saltmarsh, 2001).

Desde esta optica, podria ser relevante analizar las consecuencias que podria
tener sobre la tonicidad plasmatica la exposicion a algunas de las condiciones

experimentales descritas, a saber, disponer de cloruro sodico hipertonico (1.5%) de
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manera complementaria al agua disponible, la ingesta ad libitum de comida estandar
(0.25% de sodio) o carente en sal (0.04% de sodio), y la privacion de alimento con o

sin la presencia de agua.

En funcion de los argumentos esgrimidos anteriormente, cabria esperar un
comportamiento regulatorio diferencial en los animales diabéticos hipernatrémicos
dependiendo de que las condiciones experimentales incrementen o disminuyan los

desequilibrios osmolares.

Con el objetivo de examinar esta hipotesis se realizo el presente experimento
en el cual se incluye asimismo un estudio sobre la composicion electrolitica de la
orina (centrandonos indudablemente en el sodio) asi como del grado de
concentracion de la misma (osmolaridad).

Método.

Sujetos.

En este estudio, se utilizaron 65 ratas macho de la cepa Wistar suministradas
por el servicio de Animalario de Experimentacion de la Comision de servicios
técnicos de la Universidad de Granada, con un peso comprendido entre 250-340
gramos. Todos ellos se mantuvieron en las mismas condiciones de los experimentos
previos.

Procedimiento Quirurgico.

Fue idéntico al descrito en el capitulo 1.
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Procedimiento Experimental.

Antes de ser situados en el estereotaxico, los 65 animales fueron asignados
aleatoriamente a uno de los grupos experimentales o control, para quedar distribuidos
de la siguiente forma: grupo experimental EM+1 privado de comida (n=7); grupo
control EM+1 privado de comida (n=6); grupo experimental EM+2 cloruro sédico
hipertonico (1.5%) (n=7); grupo control EM+2 cloruro sodico hipertonico (n=6);,
grupo experimental EM+3 comida estandar ad libitum (n=7); grupo control EM+3
comida estandar ad libitum (n=6); grupo experimental EM+4 comida sin sal (n=7);
grupo control EM+4 comida sin sal (n=6); grupo experimental EM+5 privado de

alimento y agua (n=7); grupo control EM+5 privado de alimento y agua (n=6).

El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en la fase preoperatoria

se realizo de forma idéntica a la descrita en los capitulos anteriores.

Después de llevar a cabo la intervencion quirdrgica, los animales recibieron
un tratamiento especifico (privacion de comida, cloruro soédico hipertonico, comida
estandar ad libitum, comida sin sal, privacion de alimento y agua) durante las

primeras 24 horas en funcion del grupo al que pertenecian .

En este sentido conviene sefialar que todos los animales del experimento
fueron habituados, antes de ser operados, a las condiciones experimentales que de
alguin modo suponian algun tipo de situacion novedosa (p.e. comida sin sal) para

evitar asi el posible rechazo de las mismas (neofobia).

Con el objetivo de comprobar el efecto de los diferentes tratamientos en los
grupos experimentales y controles se procedio a registrar la ingesta de liquido de
cada animal durante las 24 horas siguientes a la intervencion quirurgica. Asimismo,
también se cuantifico la cantidad de comida ingerida en aquellos grupos que asi lo

permitian.
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Finalmente, y de cara al estudio de uno de los principales objetivos de este
experimento, se analizaron los niveles de sodio en el plasma (primeras 24 horas
postoperatorias) y orina (6 y 6-24 horas); asi como el volumen de la misma (6 y 6-24
horas) y su grado de concentracion (osmolaridad 6 y 6-24 horas) en todos los grupos
experimentales y controles. Para ello, los animales una vez intervenidos
quirurgicamente permanecieron en todo momento en jaulas metabolicas (Tecniplast
3701MO-000) las cuales, mediante un sistema de filtrado permiten recoger la orina,

libre de restos de comida.

El analisis de los valores plasmaticos de sodio en los diferentes animales fue
llevado a cabo inmediatamente después de finalizar el experimento (24 horas). Para
ello, los sujetos pertenecientes a los grupos lesionados y controles fueron
anestesiados mediante la administracion (i.p) de pentotal sodico (Tiopental Sodico,
Lab. Abbott 40 mg/Kg). Seguidamente, y una vez inhibidos los reflejos corneales y
nociceptivos se practica una incision longitudinal de unos 4 cms por la linea alba y
otra perpendicular a la anterior en forma de cruz con el objetivo de tener libre acceso

a la cavidad abdominal.

Mediante la utilizacion de gasas estériles se desplaza el paquete intestinal
dejando al descubierto aorta y cava abdominales. En ese momento, se introduce en la
bifurcacion de las arterias iliacas una aguja heparinizada (heparina sddica, LEO) con
la finalidad de extraer la mayor cantidad posible de sangre (alrededor del 8% de peso
corporal) que luego sera centrifugada (800-1000g, Grigel) para poder asi obtener los
elementos formes del plasma (hematies, plaquetas, globulos, etc). Una vez que el
plasma se encuentra separado, se congela para una posterior medicion. En este caso,
el sodio fue determinado mediante analisis rutinario selectivo por electrodos

(Beckman Instruments, Synchron CX3 Delta, USA).

Por otra parte, a las 6 y 24 horas después de haber realizado la intervencion
quirargica se determino la diuresis y se recogieron muestras de orina para su
posterior procesamiento, analizando principalmente la excrecion de sodio (Un, V) y

osmolaridad urinaria.
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La concentracion de sodio en la muestra de orina se determind mediante un
analizador automatico (Beckman Instruments, Synchron CX3 Delta, USA)

calculandose la excrecion resultante de la siguiente manera:

UNaV = [Na]U X D/IOOO,

Donde, Un,V: excrecion urinaria de sodio (mEgq/l); [Na]u:concentracion

urinaria de sodio (mosmol/Kg); D: diuresis (ml).

Por lo que se refiere a la determinacion de la osmolaridad urinaria, se llevo a
cabo mediante un osmoémetro automatico basado en técnicas de crioscopia (Osmostat

OM-6020, Kyoto-Japon).

Una caracteristica importante que debemos tener en cuenta al respecto de
estas comparaciones es la introduccion de un grupo experimental eminencia media
asi como de su respectivo grupo control que se encuentran privados tanto de alimento
como de agua durante las 24 horas del estudio. La introduccion de esta condicion
experimental puede aportar datos mas consistentes acerca del grado de retencion
renal y regulacion hidromineral de los animales diabéticos sin el posible
“enmascaramiento” de los resultados como consecuencia de la ingesta de liquidos o

alimento.
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Analisis Estadistico.

Se utilizo6 el Anova no paramétrico de Kruskal-Wallis para evaluar los
resultados globales en las diferentes variables estudiadas en los grupos lesionados y

controles durante el dia de la prueba.

Después de comprobar la existencia del efecto global en alguna de estas
variables, se ha pasado a realizar un analisis mas pormenorizado. Para ello, se
examinaron las diferencias entre los grupos experimentales y sus respectivos
controles, y entre los diferentes grupos lesionados entre si, mediante la prueba no

paramétrica de Kolmogorov-Smirnov.
Asimismo, y mediante la prueba de Wilcoxon se realizaron comparaciones

entre las puntuaciones obtenidas en alguna de las condiciones experimentales para

cada uno de los 6 grupos del experimento.

Histologia.

Se realizo siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo I.
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Resultados.
INGESTA DE LIQUIDOS.

Una vez realizada la intervencion quirargica (lesion electrolitica anodica de la
eminencia media) los grupos muestran diferencias significativas en la ingesta durante

el dia de la prueba {H(7,52) = 43.09, p =.0000}(fig. 7.1).

El analisis entregrupos reveldo que los animales pertenecientes a los grupos
lesionados mostraron un consumo de liquido significativamente mayor que los
grupos controles en las primeras 24 horas postoperatorias { EM+ privado de comida
vs. GCEM+ privado de comida D(7,6) = 1.00, p < .005, EM+ cloruro sodico
hiperténico vs. GCEM+ cloruro sédico hiperténico D(7,6) = 1.00, p <.005, EM+
comida estandar ad libitum vs. GCEM+ comida estandar ad libitum D(7,6) =
1.00, p < .005, EM+ comida sin sal vs. GCEM+ comida sin sal D(7,6) = 1.00,
p <.005} (fig. 7.1).

Estas diferencias no fueron observadas en los grupos lesionados, si
exceptuamos al grupo diabético EM+ en la condicion de cloruro sodico hipertonico
que mostrd una ingesta de liquidos significativamente superior que los animales
pertenecientes al grupo lesionado EM+ que se encontraban privados de comida
{EM+ cloruro sodico hiperténico vs. EM+ privado de comida D(7,7) = .00, p <
005 }(fig. 7.1).

Tal y como ya habia sucedido en el experimento anterior, el grupo EM+ con
CINa disponible manifiesta una clara preferencia por la solucion salina (X =137 c.c,
el 88.57% del liquido consumido) si lo comparamos con las cantidades ingeridas por
el grupo control (X =15 c.c, 55.16%) {EM+ % cloruro sodico hiperténico (88.57)
vs. GCEM+ % cloruro sédico hipertonico (55.16) D(7,6) = 1.00, p < .005}(fig.
7.1).
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Es mas, esta preferencia por el cloruro sodico hipertonico desarrollada por el
grupo diabético es significativamente superior que la mostrada por el agua (CINa vs.
Agua Z =236, p=.01}, una circunstancia que sin embargo no se llega a observar

en los animales del grupo control {CINa vs. Agua Z=157,p=.11}.

EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3 EM4 GC4 EM5 GC5

*k *k
Il ciNa 1.5%
*k
*k
*k
** p<0.01 * p<0.05
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o
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[
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o
K=}
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40 4

[]
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EM1 GC1 EM2 GC2 EM3 GC3 EM4 GC4 EM5 GC5
Grupos

Figura 7.1: Cantidades medias de liquido ingeridas por los diferentes grupos
experimentales y grupos control después de la lesion electrolitica correspondiente tras
ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales que afectan a la dieta de
los mismos.
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VOLUMEN DE ORINA A LAS 6 HORAS.

El analisis global de la cantidad de orina excretada por parte de los grupos
lesionados y controles, 6 horas después de la intervencion quirurgica, revelo

diferencias significativas entre ellos {H(9,65) = 45.69, p = .0000) (fig. 7.2).

A pesar del corto periodo de tiempo transcurrido tras la lesion electrolitica,
los animales experimentales presentan una mayor respuesta diurética que los sujetos
del grupo control, exceptuando el grupo EM+ cloruro sodico hipertonico que, de un
modo llamativo no mostrdé diferencias significativas en el volumen de orina
excretado con respecto al grupo control no lesionado {EM+ privado de comida vs.
GCEM+ privado de comida D(7,6) = 1.00, p < .005, EM+ comida estindar ad
libitum vs. GCEM+ comida estandar ad libitum D(7,6) = .85, p < .025, EM+
comida sin sal vs. GCEM+ comida sin sal D(7,6) = .85, p <.025, EM+ cloruro
sodico hipertonico vs. GCEM+ cloruro sédico hiperténico D(7,6) = .71, p =
n.s}(fig. 7.2).

El resultado obtenido en los animales privados de alimento y agua, evidencia
una gran dificultad en la conservacion de fluidos por parte del grupo diabético { EM+
privado de alimento y agua vs. GCEM+ privado de alimento y agua D(7,6) =
.85, p <.025}(fig. 7.2).

Por otro lado, el analisis estadistico entregrupos no reflejo diferencias
significativas en el volumen de orina entre los diferentes grupos experimentales (ver

fig. 7.2).
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VOLUMEN DE ORINA A LAS 24 HORAS (Periodo 6-24 Horas

Postoperatorio).

El analisis estadistico de los datos mostrd diferencias significativas en el
volumen de orina excretado por los grupos lesionados y controles, transcurridas 24
horas después de la cirugia (periodo 6-24 horas postoperatorias) {H(9,65) = 55.55, p
= .0000) (fig. 7.5).

Los resultados observados no difieren en gran medida de los comentados
anteriormente (6 horas), es decir, los animales diabéticos continuan desarrollando
una respuesta diurética significativamente superior que los animales controles { EM+
privado de comida vs. GCEM+ privado de comida D(7,6) = 1.00, p <.005, EM+
comida estandar ad libitum vs. GCEM+ comida estandar ad libitum D(7,6) =
1.00, p < .005, EM+ comida sin sal vs. GCEM+ comida sin sal D(7,6) = 85, p <
.025}. En este caso, sin embargo el grupo experimental EM+ cloruro sddico
hipertonico excretd un mayor volumen de orina que el grupo control no lesionado
{EM+ cloruro sédico hipertonico vs. GCEM cloruro sédico hiperténico D(7,6) =

1.00, p <.005}(fig. 7.5).

Por el contrario, los animales diabéticos carentes de alimento y agua no
presentan ahora (24 horas después de la intervencion quirargica) diferencias
significativas en el volumen de orina con su grupo control {EM+ privado de

alimento y agua vs. GCEM+ privado de alimento y agua D(7,6) = .00, p =n.s}.

Por otra parte, el analisis entregrupos constatd una mayor diuresis en los
grupos experimentales EM+ privados de comida y EM+ comida estandar ad libitum
respecto a los animales lesionados que disponian de comida carente en sal {EM+
privado de comida vs. EM+ comida sin sal D(7,7) = 1.00, p <.005, EM+ comida
estandar ad libitum vs. EM+ comida sin sal D(7,7) = .85, p < .025}(fig. 7.5).

Estos resultados también fueron observados en el grupo control EM+ privado de
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comida cuando se compard el volumen de orina excretado con los animales
pertenecientes al grupo control comida sin sal {GCEM+ privado de comida vs.
GCEM+ comida sin sal D(7,6) = .83, p < .05}, si bien es conveniente precisar que
estas respuestas diferenciales fueron estadisticamente inferiores a las obtenidas en las
comparaciones llevadas a cabo entre los respectivos grupos diabéticos EM+ privado
de comida vs. EM+ comida sin sal {EM+ privado de comida - EM+ comida sin sal
vs. GCEM+ privado de comida — GCEM+ comida sin sal (X =983 vs. X =
23.57) D =-.83, p<.025}.

SODIO PLASMATICO (24 horas).

Las diferentes comparaciones entre los grupos experimentales y controles en
general, sefialaron diferencias significativas en los niveles de sodio corporal, 24

horas después de la intervencion quirtrgica {H(9,65) = 50.14, p =.0000) (fig. 7.8).

Cuando analizamos de una manera detallada estas diferencias, se observo que
los animales lesionados EM+ en las condiciones suero salino hipertonico y comida
estandar ad libitum presentaron unos valores elevados de sodio plasmatico respecto a
los grupos controles { EM+ cloruro sédico hipertonico vs. GCEM+ cloruro sédico
hiperténico D(7,6) = 1.00, p < .005, EM+ comida estandar vs. GCEM+ comida
estandar D(7,6) = .83, p < .025}. Sin embargo, un resultado a destacar es la clara
hipernatremia que manifiestan los animales diabéticos privados de alimento y agua
{EM+ privado de alimento y agua vs. GCEM+ privado de alimento y agua
D(7,6) = .85, p <.025}(fig. 7.8).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de sodio corporal

(24 horas postoperatorias) entre los grupos experimentales (ver fig. 7.8).
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Figura 7.8: Cantidades medias obtenidas en los niveles de sodio plasmatico por los
diferentes grupos experimentales y grupos control en las primeras 24 horas
postoperatorias.

NIVELES DE SODIO EN ORINA A LAS 6 HORAS.

El analisis estadistico no paramétrico no reveld diferencias significativas en
los niveles de sodio urinario entre los grupos experimentales y controles, y entre los
grupos lesionados entre si, 6 horas después de la intervencion quirurgica (ver fig.

7.3).
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NIVELES DE SODIO EN ORINA A LAS 24 HORAS (Periodo
6-24 Horas Postoperatorio).

Transcurridas las primeras 24 horas después de haber realizado Ia
intervencion quirdrgica, se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales y grupos controles en general en la respuesta natriurética (periodo 6-

24 horas postoperatorias) {H(9,65) = 39.29, p <.0000}(fig. 7.6).

Concretamente, analizando las comparaciones entre los animales lesionados,
se observa una mayor natriuresis en el grupo experimental perteneciente a la
condicion suero salino hipertonico respecto al grupo diabético privado de comida
{EM+ cloruro sédico hipertonico vs. EM+ privado de comida D(7,7) = .00, p <
.005}, una circunstancia que también fue observada en los grupos controles
{GCEMH+ cloruro sédico hipertonico vs. GCEM privado de comida D(6,6) =
.00, p <.005}(fig. 7.6).

Por otra parte, las comparaciones entre los diferentes grupos diabéticos y sus

respectivos grupos controles no revelaron diferencias significativas en la excreccion

de sodio urinario (ver fig. 7.6).

OSMOLARIDAD URINARIA A LAS 6 HORAS.

Por lo que respecta a la osmolaridad urinaria de los grupos experimentales y
controles, se observaron diferencias significativas, 6 horas después de la intervencion

quirurgica {H(9,65) =38.58, p <.0000) (fig. 7.4).
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Los principales resultados en esta condicion experimental pueden resumirse

de la siguiente manera:

En primer lugar, hay que sefialar que si exceptuamos al grupo lesionado EM+
en la condicion de cloruro sddico hipertonico, todos los demas, incluyendo el grupo
experimental EM+ privado de alimento y agua, mostraron una menor concentracion
de la orina que sus respectivos grupos controles {EM+ privado de comida vs.
GCEM+ privado de comida D(7,6) = .00, p < .025, EM+ cloruro sédico
hipertonico vs. GCEM+ cloruro sédico hiperténico D(7,6) = .07, p = n.s, EM+
comida estandar ad libitum vs. GCEM+ comida estandar ad libitum D(7,6) =
.00, p <.025, EM+ comida sin sal vs. GCEM+ comida sin sal D(7,6) = .00, p <
.025, EM+ privado de alimento y agua vs. GCEM+ privado de alimento y agua
D(7,6) = .00, p < .025}(fig. 7.4).

Por su parte, el analisis de los datos no revel6 diferencias significativas en los

niveles de osmolaridad urinaria entre los grupos experimentales (ver fig. 7.4).

OSMOLARIDAD URINARIA A LAS 24 HORAS (Periodo 6-24

Horas Postoperatorio).

Una vez mas, las comparaciones realizadas entre los grupos lesionados y
controles en general, evidenciaron diferencias significativas en la osmolaridad
urinaria, 24 horas después de las lesiones electroliticas (periodo 6-24 horas

postoperatorias) {H(9,65) = 46.20, p = .0000) (fig. 7.7).

Sin embargo, en este caso, el analisis entregrupos mostrd una menor
concentracion urinaria en los grupos diabéticos que disponian de alimento {EM+
comida estandar ad libitum vs. GCEM+ comida estandar ad libitum D(7,6) =
.00, p <.025, EM+ comida sin sal vs. GCEM+ comida sin sal D(7,6) = .00, p <

.025}asi como en los animales que se encontraban privados de comida {EM+
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privado de comida vs. GCEM+ privado de comida D(7,6) = .00, p < .005}(fig.
7.7).

Por lo que respecta a los animales pertenecientes a los grupos lesionados en
las condiciones suero salino hipertonico y privado de alimento y agua, hay que
indicar que no se produjeron diferencias significativas en los niveles de osmolaridad
urinaria transcurridas 24 horas después de la intervencion quirurgica {EM+ cloruro
sodico hipertonico vs. GCEM+ cloruro soédico hipertonico D(7,6) = .16, p = n.s,
EM+ privado de alimento y agua vs. GCEM+ privado de alimento y agua
D(7,6) = .28, p =n.s}(fig. 7.7).

Por ultimo, cabe sefialar que el analisis de los datos reveld6 Unicamente
diferencias significativas en la concentracion urinaria entre los grupos
experimentales privados de comida y aquellos que se encontraban en la condicion de
privaciéon de alimento y agua, siendo estos ultimos los que presentan mayor
osmolaridad en la orina {EM+ privado de alimento y agua vs. EM+ privado de

comida D(7,7) =.00, p <.005} (fig. 7.7).
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Figura 7.2: Cantidades medias de volumen de orina excretadas por los diferentes
grupos experimentales y grupos control 6 horas después de la lesion electrolitica
correspondiente y tras ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales
que afectan a la dieta de los mismos.
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Figura 7.3: Cantidades medias obtenidas en los niveles de sodio en orina por
los diferentes grupos experimentales y grupos control 6 horas después de la
lesion electrolitica correspondiente y tras ser sometidos a una serie de
manipulaciones experimentales que afectan a la dieta de los mismos..

osmolaridad (mEq/l.)

Osmolaridad Urinaria (6 Horas)
2500
2000 -
1500 -
1000 -

500

EM1 GCl1 EM2 GC2 EM3 GC3 EM4 GC4 EM5 GC5
Grupos

Figura 7.4: Cantidades medias obtenidas en los niveles de osmolaridad urinaria por
los diferentes grupos experimentales y gupos control 6 hor as después de la lesion
electrolitica correspondiente tras ser sometidos a una serie de manipulaciones
experimentales que afectan a la dieta de los mismos.
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Figura 7.5: Cantidades medias de volumen de orina excretadas por los diferentes
grupos experimentales y grupos control durante el periodo 6-24 hor as postoperatorio
tras ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales que afectan a la
dieta de los mismos.
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Figura 7.6: Cantidades medias obtenidas en los niveles de sodio en orina por
los diferentes grupos experimentales y grupos control durante el periodo
comprendido entre las 6-24 hor as postoperatorias tras ser sometidos a una serie
de manipulaciones experimentales que afectan a la dieta de los mismos.
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Figura 7.7: Cantidades medias obtenidas en los niveles de osmolaridad urinaria por
los diferentes grupos experimentales y gupos control durante el periodo comprendido
entre las 6-24 hor as postoperatorias tras ser sometidos a una serie de manipulaciones

experimentales que afectan a la dieta de los mismos.
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INGESTA DE COMIDA.

En cuanto a la ingesta de alimento, no se observaron diferencias significativas
globales entre los grupos experimentales y controles durante el periodo preoperatorio

{H(9,65) = 12.44, p = .18}(fig. 7.9).

Consumo de Alimento (Linea Base)
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Figura 7.9: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos
experimentales y grupos control durante el periodo preoperatorio (linea base).

Posteriormente, y una vez intervenidos quirurgicamente, se analizaron las
diferencias entre los grupos experimentales y controles y entre los grupos lesionados

entre si en aquellas situaciones que lo permitian.

Grupo Experimental EM+ comida estandar ad libitum vs. Grupo

Control EM+ comida estandar ad libitum/ Grupo Experimental EM+ comida

sin sal vs. Grupo Control EM+ comida sin sal.

Los animales experimentales EM+ comida sin sal consumieron mayor
cantidad de comida que el grupo control no lesionado {EM+ comida sin sal vs.
GCEM+ comida sin sal D(7,6) = .85, p < .025}, una circunstancia que no fue
observada cuando se comparan el grupo experimental comida estandar ad libitum

con el grupo control o con el grupo EM+ comida sin sal respectivamente { EM+
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comida estandar ad libitum vs. GCEM+ comida estandar ad libitum D(7,6) =
57, p=n.s, EM+ comida estandar ad libitum vs. GCEM+ comida sin sal D(7,6)
=.00, p =n.s}(fig. 7.10).
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Figura 7.10: Cantidades medias de alimento consumidas por los diferentes grupos
experimentales y grupos control durante el periodo postoperatorio.

Discusion.

Los resultados del presente trabajo experimental confirman que la lesion
electrolitica de la eminencia media provoca una rapida y potente polidipsia,

independientemente de las variaciones en la dieta de los animales (fig. 7.1).

Se pone, igualmente de manifiesto en este estudio, la dificultad que supone
para los animales diabéticos la conservacion de los fluidos corporales. En efecto,
apenas 6 horas después de la intervencion quirurgica se observa una marcada
respuesta poliurica en los sujetos lesionados (ver fig. 7.2) que no puede ser explicada
en funcion del consumo de liquidos, ya que la diuresis de los animales diabéticos en
las primeras horas siempre “va por delante” de la ingesta de agua (datos observados
en nuestro laboratorio, no presentados). Es mas, el hecho de que el grupo
experimental que se encuentra privado de alimento y sobre todo de agua también
muestre una mayor respuesta diurética respecto al grupo control, parece indicar que

el comienzo de la diabetes insipida (fase transitoria) puede estar supeditado a una
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anomalia en la retencion renal de fluidos (fig. 7.2) (Ikkos et al., 1954; Seckl et al.,

1992; Swann, 1939).

Sin embargo, junto a estos resultados iniciales estrictamente de tipo volémico
hay que afiadir la posibilidad de que las lesiones electroliticas de la eminencia media

puedan haber desencadenado también otro tipo de alteraciones.

Con respecto a la primera de las variables implicadas (volemia), los
resultados de este experimento muestran un aumento en la osmolaridad plasmatica
(hipernatremia) del grupo diabético carente de alimento y agua respecto al grupo
control no lesionado, y que podria ser provocado fundamentalmente por los elevados
niveles de sodio que presentan estos animales en el organismo como consecuencia de
las graves pérdidas de fluido a través de la orina (24 horas postoperatorias)(fig. 7.8)
(Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang et al.,
1996; Laszlo et al., 1966; O’Connor, 1950; Rolls, 1970; Swann, 1939).

Sin embargo, varios autores han propuesto que los desequilibrios osmolares
(hipernatremia) reflejados en la diabetes insipida podrian ser causados también por
una serie de alteraciones en el control y regulacion hidromineral de los fluidos
organicos como consecuencia de una retencion inapropiada de los niveles de sodio
corporal (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Huang et al., 1996, Man et al.,
1992; Seckl et al., 1992).

En relacion con esta interpretacion, destaca el hecho de que los grupos de
animales experimentales que tedricamente toman en proporcion una mayor cantidad
de sodio debido a la condicion experimental a la que pertenecen (Grupo EM+ cloruro
sodico hipertonico (1.5%)/Grupo EM+ comida estandar ad libitum (0.25% de
contenido de sodio) son los Gnicos que presentan un aumento significativo en la

concentracion plasmatica con respecto a los grupos controles no lesionados (fig. 7.8).

Por el contrario, los animales diabéticos que disponen de una alimentacion

con contenidos mas bajos en este electrolito, no muestran los severos cuadros de
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hipernatremia comentados anteriormente (Grupo EM+ privado de comida/Grupo
EM-+ comida sin sal). En estos casos, la potente polidipsia desarrollada, junto con las
caracteristicas de la dieta hiposodica son capaces de reducir la hipernatremia

observada en la diabetes insipida (ver Grupo EM+ privado de comida y agua).

En otras palabras, los datos presentados en este estudio sugieren que el dafio
producido en la eminencia media, aparte de provocar un inmediato déficit volémico,
también desencadena alteraciones en la regulacion hidromineral de fluidos
(hipernatremia) que pueden ser incrementadas o reducidas en funcion de las

caracteristicas de la dieta alimenticia y de la ingesta de liquidos.

En este sentido, seria importante dilucidar cual puede ser la causa de la
retencion excesiva de sodio plasmatico manifestada por los sujetos diabéticos (Bacic
et al., 1999; Balment et al., 1986; Huang et al., 1996; Man et al., 1992; Seckl et al.,
1992).

Diversos autores han propuesto que la clave puede residir en la incapacidad
del rifion para poder excretar una orina concentrada (O’ Connor, 1950; Swann et al.,

1939; Titlebaum et al., 1960; Wolf, 1950).

Los resultados de este experimento parecen confirmar una menor respuesta
natriurética en los animales con lesiones en la eminencia media. En efecto, si bien se
ha demostrado que existen grupos experimentales (Grupo EM+ cloruro sodico
hiperténico/Grupo EM+ comida estandar ad libitum) que muestran niveles elevados
en la tonicidad plasmatica en relacion a los grupos control, éstos no son capaces de
liberar este exceso de electrolitos (sodio en orina), a pesar de excretar un volumen de
orina significativamente superior al observado en el grupo control no lesionado (fig.
7.2). Es mas, esta idea se ve ratificada cuando se observa que la osmolaridad urinaria
de los animales diabéticos es menor que la de los grupos controles (figs. 7.4-7.7)

(Czernichow et al., 1985; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992).
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Sin embargo, y contrariamente a lo reflejado por este planteamiento, conviene
matizar que los datos experimentales también han revelado que cuando los animales
que desarrollan diabetes insipida no tienen un libre acceso al agua (Grupo EM+
privado de comida y agua) o muestran un elevado consumo de CINa hipertonico

(Grupo EM+ cloruro sédico hipertonico) son capaces de concentrar su orina.

Es probable que la preferencia por la solucién salina hipertonica (CINa)
manifestada por el grupo diabético (88,57% del total del liquido ingerido), pueda ser
explicada como un intento por parte de estos animales de conseguir un adecuado
control volémico. La ganancia de Na extracelular como consecuencia de la ingesta
elevada de CINa hipertonico, facilitaria la reabsorcion de agua por parte del rifion,
provocando una mayor retencion de fluidos con el consiguiente incremento en el

volumen extracelular (Rose, 1984).

En este sentido, es un hecho constatado que ante situaciones de hipovolemia
como las que nos encontramos en este caso, se produce la activacion del sistema
enzimatico-humoral renina-angiotensina-aldosterona que promueve ademas de las
respuestas  fisiologicas compensatorias comentadas anteriormente (mayor
reabsorcion renal de agua y CINa), un reestablecimiento de la presion arterial (que se
encuentra disminuida en estos casos) asi como la busqueda e ingesta de liquidos,
preferentemente agua y CINa (Buggy et al., 1974; Fitzsimons, 1987, 1998; Johnson
et al., 1997; Morien et al., 1999; Phillips, 1987; Shelat et al., 1998; Stricker, 1983,
1984; Stricker et al., 1987; Rose, 1984).

Los resultados obtenidos en el presente experimento parecen confirmar esta
posibilidad ya que el grupo experimental “cloruro sddico hipertonico” evidencid una
mayor respuesta retentiva, como lo demuestra el hecho de que no se llegaran a
observar diferencias significativas en el volumen de orina excretado (primeras 6
horas) (ver fig. 7.2) asi como en la osmolaridad urinaria (24 horas postoperatorias)
(fig. 7.7) con respecto al grupo control. Una prueba evidente que sefiala que bajo

ciertas condiciones los animales diabéticos pueden desarrollar respuestas
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alternativas, y que si bien el problema renal es un componente de la enfermedad no

parece ser el unico.
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CAPITULO 1V

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION INTRAPERITONEAL DE OXITOCINA
SOBRE LA POLIDIPSIA DE INDOLE DIABETICA Y TUBEROMAMILAR.
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Implicacion de la oxitocina en la polidipsia de indole diabética inducida

por lesiones electroliticas en la eminencia media.

Los resultados del capitulo anterior han puesto de manifiesto que los animales
diabéticos con lesion electrolitica anodica en la eminencia media desarrollan una
elevada ingesta de agua como consecuencia de una serie de alteraciones tanto en la

conservacion como en la regulacion hidromineral de fluidos (ver exp. 6A, 6B y 7).

En la actualidad, se piensa que estas alteraciones tras el dafio cerebral pueden
estar relacionadas con la pérdida o ausencia de algun factor neuroendocrino. De
hecho mas del 80% de las neuronas magnocelulares hipotalamicas pertenecientes a
los nucleos supradptico y paraventricular se encuentran dafiadas en los casos de
diabetes insipida central o neurogénica (Bacic et al., 1999; Kurokawa et al., 1998;

Laszlo et al., 1966; Maghnie et al., 1998; Moses et al., 1992; Randall et al., 1960).

Los nucleos supradptico y paraventricular hipotalamicos sintetizan y
almacenan en sus cuerpos celulares una serie de hormonas que a través de sus axones
son secretadas en la hipofisis posterior (Badoer, 2001; Bastos et al., 2001; Bealer et
al., 1999; Cajal, 1894 en Pickford et al., 1945; Briski et al., 2000; Chiriguer et al.,
2001; Cunningham et al., 1991; Hussy et al., 2000; Lincoln et al., 1982; Miyata et al.,
2001; Miyata et al., 2001; Raggenbass, 2001; Rinaman et al., 1995; Saborio et al.,
2000; Thunhorst et al., 1998; Voisin et al., 1999; Wakerley et al., 1988; Walter et al.,
2000), en respuesta a desequilibrios en los niveles hidrominerales del organismo
(Brimble et al., 1977, Dogterom, 1977; Jones et al., 1969; Mckinley et al., 1994;
Morris et al., 1984; Rowland, 1998; Sladek et al., 1994; Xu et al., 1996).

Las anomalias en este eje hipotalamico neurohipofisario suelen provocar
diversos trastornos en lo relacionado con la sintesis, almacenamiento y liberacion de

estos factores endocrinos en la circulacion (Balment et al., 1986; Demunbrun et al.,
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1954; Heinbecker et al., 1941; Laszlo et al., 1966, Lichardus et al., 1973;
Moses et al., 1992).

En la altima década, y gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, se han
podido confirmar muchas de estas apreciaciones. En efecto, mediante pruebas de
neuroimagen, se ha observado que la intensidad de la sefial del 16bulo posterior
(neurohipofisis) se encuentra atenuada en las personas diabéticas (Kurokawa et al.,

1998; Maghnie et al., 1998; Moses et al., 1992, 1993).

En efecto, como se ha descrito anteriormente es bien sabido que una gran
variedad de enfermedades de indole adquiridas, genéticas e idiopaticas afectan al eje
hipotalamo-hipofisis posterior, provocando una carencia notable en la hormona
antidiurética o vasopresina (Bacic et al., 1999; Isidro et al., 1998; Randall et al.,
1960; Robertson, 1995; Seckl et al., 1987). El resultado se traduce, en una
incapacidad renal para poder concentrar la orina y conservar el fluido corporal.
Consecuentemente, se producen pérdidas elevadas de liquido (poliuria) que
ocasionan una sed extrema (polidipsia), uno de los sintomas principales de la

diabetes insipida (ver experimentos 6A, 6B y 7).

Por todo ello, no resulta extrafio que uno de los tratamientos mas efectivos a
la hora de controlar esta enfermedad consista en la prescripcion de un analogo de la
hormona antidiurética (ADH), el dAAVP (1 desamino-8 arginina vasopresina),
agonista selectivo al receptor tubular renal V2, que de hecho ofrece una accion
antidiurética mas potente y prolongado que la de la propia hormona (Fjellestad-
Paulsen et al., 1993; Greger et al., 1986; Kumar et al., 1998; Maghnie et al., 2000,
Saborio et al., 2000; Singer et al., 1997).

En cualquier caso, y junto a estos estudios, hay que afiadir que el tratamiento
farmacologico de la diabetes insipida neurogénica se ha complementado
recientemente, y ademas con buenos resultados, con el uso racional de diuréticos y
una restriccion de sal en la dieta (Baylis et al., 1998; Fried et al., 1997; Niaudet et al.,
1985; Rose, 1984; Saborio et al., 2000; Tetiker et al., 1999).
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El objetivo de estos tratamientos no es otro que el tratar de corregir los
desequilibrios osmolares (hipernatremia) que presentan estos sujetos (ver
experimento 7) (Baylis et al., 1998; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead et al.,
1964; Saborio et al., 2000), provocados fundamentalmente por un incremento
significativo en los niveles de sodio corporal (experimento 7) (Bacic et al., 1999;
Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958; Huang et al.,
1996; Kavellaars et al., 2001; Laszlo et al., 1966; Man et al., 1992; Moses et al.,
1993; O’Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price et al., 2000; Saborio et al., 2000;
Seckl et al., 1992), y todo ello como consecuencia de una incapacidad renal para
excretar una orina concentrada (natriuresis) (experimentos 6B y 7) (Bacic et al.,
1999; Balment et al., 1986, Huang et al., 1996; Laszlo et al., 1966; Man et al., 1992;
O’Connor, 1950; Rose, 1984; Seckl et al., 1992; Swann, 1939; Wolf, 1950).

En relacion con esta cuestion, se dispone de abundante informacion que pone
de manifiesto la existencia de un sistema cerebral encargado de controlar y regular

los valores de sodio en el organismo.

Asi por ejemplo, se ha constatado que diversas manipulaciones en el sistema
nervioso central pueden producir una serie de alteraciones en la necesaria respuesta
natriurética inducida por incrementos en la osmolaridad plasmatica (Balment et al.,
1986; Bealer et al., 1983; Cort, 1963; Edwards et al., 1984; Gutkowska et al., 1997;
Laszlo et al., 1966; Lichardus et al., 1969; Mckinley et al., 1983; Natcheff et al.,
1975; O’Connor, 1952; Robertson, 1995; Thrasher et al., 1983; Wells et al., 1990).

Estos resultados se han visto fortalecidos en la Gltima década por una serie de
estudios que parecen coincidir en que al igual que sucede con la distorsionada
respuesta renal para la conservacion de fluidos observada (ver exp. 6B y 7) (Bacic et
al., 1999; Isidro et al., 1998; Mckinley et al., 1991; Randall et al., 1960; Robertson,
1995; Seckl et al., 1987); las alteraciones hidrominerales descritas en estos pacientes
pueden deberse también a la ausencia de algunos factores hormonales de origen
neurohipofisario (Fitzsimons, 1998; Kadekaro et al., 1992; Kurokawa et al., 1998;
Maghnie et al., 1998; Moses et al., 1992; Murphy et al., 1998; Pierson et al., 1995).
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En efecto, la administracion de extractos pertenecientes a la hipofisis posterior en
animales diabéticos restaurd6 completamente la funcion natriurética (Lichardus et al.,

1973; O’Connor, 1950).

Actualmente, se cree que la oxitocina, un péptido neuroendocrino, sintetizado
en los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo (Badoer, 2001; Bealer et
al., 1999; Briski et al., 2000; Cajal, 1894 en Pickford et al., 1945; Cunningham et al.,
1991; Hussy et al., 2000; Lincoln et al., 1982; Miyata et al., 2001; Poulain et al.,
1977; Swaab et al., 1975; Thunhorst et al., 1998; Wakerley et al., 1988; Xiong et al.,
1996; Zaida-Diaz et al., 2000; Zheng-dong et al., 2000) puede ser uno de los
responsables de la proteccion rapida y urgente que se produce ante los incrementos
en el sodio extracelular y en la osmolaridad (Balment et al., 1980; Bourque et al.,
1994; Edwards et al., 1984; Huang et al., 1999; Jones et al., 1969; Kjaer et al., 1995,
Mckinley et al., 1983; Soares et al., 1999) y que, en definitiva puede ser un sistema

afectado tras las lesiones o dafio cerebral que padecen estos sujetos.

Esta interpretacion se encuentra respaldada por una serie de estudios
experimentales que han comprobado que la administracion de antagonistas
oxitocinérgicos inhibe la excrecion de sodio renal (Blackburn et al., 1995; Huang et
al., 1995, 1996; Walter et al.,, 2000), mientras que la administracion de oxitocina
restaurd dicha respuesta natriurética (Balment et al., 1980; Conrad et al., 1986;
Forsling et al., 1994; Peters et al., 1970; Verbalis et al., 1991; Walter et al., 2000),
incluso en animales hipofisectomizados (Brooks et al., 1958; Brunner et al., 1956;

Dicker, 1957; Sawyer, 1952).

En resumen, estos datos parecen destacar la importancia de este factor
neurohipofisario, la hormona oxitocina, en el control y regulacion hidromineral de
los fluidos organicos (Balment et al., 1980; Bourque et al., 1994; Fitzsimons, 1998;
Huang et al., 1995, 1999; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1992; Landgraf et al.,
1983; Murphy et al., 1998; Pierson et al., 1995; Soares et al., 1999; Weitzman et al.,
1978).
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De cara a la presente Tesis Doctoral, y como quedd reflejado en los
experimentos previos, la hiperdipsia de los animales con lesion electrolitica en la
eminencia media no puede ser definida exclusivamente como un trastorno
regulatorio secundario a una pérdida de fluidos (ver exp. 6A, 6B y 7) (Smith et al.,

1962, 1964).

Existe la posibilidad de que las alteraciones en los procesos regulatorios
hidrominerales descritas en los animales diabéticos, y que provocan un aumento
considerable en la osmolaridad plasmatica (hipernatremia), podrian explicar los
cuadros de ingesta elevados (polidipsia) que se observan durante el desarrollo de la

diabetes insipida.

Concretamente, se ha puesto de manifiesto que la polidipsia de los animales
experimentales se incrementa significativamente cuando éstos se encuentran
expuestos a altos contenidos de sodio, bien de forma directa a través de la dieta (exp.
6A y 7) o después de la administracion periférica (i.p) de CINa hipertonico (ver
experimento 6B) (Curtis, 1924; Fisher et al., 1938; Oehme et al., 1918; Rosenblom et
al., 1916; Swann, 1939, Wolf, 1958); confirmandose una vez mas las dificultades que
presentan los animales diabéticos a la hora de conseguir un adecuado control y
equilibrio hidromineral, donde el sodio es un elemento principal (Bie et al., 2000;
Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997; McKinley et al., 1983; Robertson, 1982,
1983; Robertson et al., 1995; Rose, 1984, 1986; Saltmarsh, 2001).

Desde esta optica, podria ser relevante analizar las consecuencias que pudiera
tener sobre el desarrollo de la polidipsia diabética la administracion periférica (i.p) de
este factor endocrino neurohipofisario, la oxitocina. En funcion de los argumentos
esgrimidos anteriormente (Balment et al., 1980; Bourque et al., 1994; Brunner et al.,
1956; Dicker et al., 1946; Fitzsimons, 1998; Hollishead 1964; Huang et al., 1999,
Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1992; Landgraf et al., 1983; Laszlo et al., 1966;
Lichardus et al., 1973; O’Connor, 1950; Pierson et al., 1995; Swayer, 1952; Soares et
al., 1999; Weitzman et al., 1978), cabria esperar que dicho tratamiento produjese una

mayor facilitacion en la respuesta natriurética de los sujetos experimentales (lesion

263



CAPITULO IV

electrolitica anddica de la eminencia media), lo cual podria repercutir sobre el

comportamiento polidipsico diabético de los mismos.

Método.

Sujetos.

Se utilizaron 22 ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el servicio
de Animalario de la Comision de servicios técnicos de la Universidad de Granada. El
peso de los animales al principio del estudio estuvo comprendido entre 265-340
gramos. A su llegada al laboratorio, los animales fueron mantenidos en las mismas
condiciones de los experimentos previos, es decir, con comida y agua ad libitum,

hasta el momento de la intervencion quirurgica.

Procedimiento Quirurgico.

Fue idéntico al documentado en el capitulo 1.

Procedimiento Experimental.

Inicialmente, los 22 animales fueron asignados de forma aleatoria a uno de
los grupos experimentales o control, quedando distribuidos de la siguiente forma:
grupo experimental EM+ “oxitocina” (EMOT) (n=6), grupo control EM+
“oxitocina” (GCOT) (n=5), grupo experimental EM+ “suero fisiol6gico” (EMSF)
(n=6), grupo control EM+ “suero fisiologico” (GCSF) (n=5).

El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en la fase preoperatoria

se realizo de forma idéntica a la descrita en los capitulos anteriores.
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Transcurridas 8 horas después de la intervencidon quirtrgica, los animales
recibieron un tratamiento especifico (administracion periférica (i.p) de oxitocina y

suero fisiologico) en funcion del grupo al que pertenecian (ver cuadro).

En este sentido, los animales que fueron asignados al grupo experimental
EMOT y grupo control (GCOT) recibieron 8 horas después de la intervencion
quirargica la administracion periférica (i.p/lc.c) de la hormona neurohipofisaria
(Oxitocina, Lab. Iven, 22microg/Kg). El mismo procedimiento se siguiod con el resto
de los animales del experimento (grupo experimental EMSF y grupo control GCSF),
si bien en este caso, el tratamiento consistid en la administracion (i.p/1c.c) de suero

salino isotonico (Apiroserum, Lab. Ybis. Madrid).

Con el objetivo de tratar de estudiar el desarrollo y progresion del
comportamiento polidipsico de los diferentes animales del experimento (efecto
lesion), se registrd la ingesta de agua de cada animal 8 horas después de la
intervencion quirirgica. Asimismo, el efecto de la variable tratamiento (oxitocina vs.
suero fisioldgico) sobre la conducta consumatoria diabética se cuantifico 16 horas
después de la administracion intraperitoneal, coincidiendo con las primeras 24 horas

postoperatorias (periodo 8-24 horas postlesion).

Siguiendo con la misma logica anterior, se registro el volumen de orina
excretado por los diversos grupos durante los mismos periodos ya resefiados (8 y 8-
24 horas respectivamente). Igualmente, se cuantifico el efecto del tratamiento sobre
la regulacion hidromineral, midiendo los niveles de sodio en la orina (8 y 8-24 horas)
y su concentracion (8 y 8-24 horas) en todos los animales del experimento. Para ello,
los animales una vez intervenidos quirurgicamente permanecieron durante este
tiempo (primeras 24 horas postoperatorias) en jaulas metabolicas (Tecniplast
3701M0-000) las cuales, mediante un sistema de filtrado permiten recoger la orina,
libre de impurezas (restos de heces, serrin, comida, etc) para su posterior

procesamiento.
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La concentracion de sodio en la muestra de orina se determind mediante un
analizador automatico (Beckman Instruments, Synchron CX3 Delta, USA),

calculandose la excreccion resultante de la siguiente manera:

UNaV = [Na]U X D/IOOO,

Donde, Ux,V: excreccion urinaria de sodio (mEgq/l); [Na]u: concentracion

urinaria de sodio (mosmol/Kg); D: diuresis (ml).

Por lo que se refiere a la determinacion de la osmolaridad urinaria, se llevo a
cabo mediante un osmoémetro automatico basado en técnicas de crioscopia (Osmostat

OM-6020, Kyoto-Japon).

En cualquier caso, es necesario indicar que en todo momento los sujetos

experimentales asi como sus respectivos controles estuvieron privados de alimento.

Finalmente, y una vez transcurridas las primeras 24 horas de la fase
experimental, los animales fueron devueltos a sus jaulas individuales (ver cap.l)
donde se les ofrecié simultaneamente y en dos botellas separadas, una solucion salina
hipertonica (1.5%) y otra de agua desmineralizada, de forma que pudiesen elegir
libremente de una u otra indistintamente (contrabalanceo). Se registro el volumen
total consumido de cada una de las 2 opciones posibles con la finalidad de
comprobar si la manipulacion experimental llevada a cabo en el primer dia (periodo
8-24 horas postoperatorio) podria tener alguna repercusion sobre las conductas

regulatorias estudiadas (ingesta de liquido).

En todos los casos, los registros se efectuaron en 2 momentos diferentes del
dia (a las 30 y 48 horas postoperatorias), matizando que en la primera situacion
(periodo 24-30 horas postoperatorio) los animales todavia se encontraban privados
de alimento. Una vez llevada a cabo dicha medida, todos los sujetos volvieron a

disponer de comida ad libitum en sus jaulas, por lo que también se analizo el
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comportamiento nutritivo de todos los sujetos en el perido 30-48 horas después de la

intervencion quirurgica.

Analisis Estadistico.

De la misma forma que en los experimentos previos, se empleo un Anova no
paramétrico de Kruskal Wallis (grupos independientes) con el objetivo de analizar
las posibles diferencias en las variables estudiadas entre todos los grupos

experimentales y control para cada uno de los registros o medidas efectuadas.

En el caso de obtener un efecto global en alguna de estas variables, se pasaba
a realizar un analisis mas detallado. Para ello, se utilizo la prueba de Kolmogorov-
Smirnov con el objetivo de evaluar las diferencias entre los grupos lesionados y sus
respectivos controles, y entre los diferentes grupos experimentales entre si en cada

uno de los registros o medidas efectuadas.

Asimismo, se utilizO un Anova de Friedman (analisis intragrupo) con el
objetivo de analizar las posibles diferencias en cada uno de los momentos evaluados
para cada grupo experimental y control. En el caso de obtener efectos significativos
en el analisis global de estas conductas se pasaba a un nivel de analisis mas
detallado. Concretamente, y mediante la prueba de Wilcoxon, se realizaron
comparaciones entre las puntuaciones obtenidas en los diferentes periodos de la

secuencia experimental para cada uno de los 4 grupos del experimento.

Histologia.

Se realizo, siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo 1.

267



CAPITULO IV

Resultados.
INGESTA DE LIQUIDO.

Una vez realizada la intervencion quirurgica, los animales difieren en el
consumo de agua en cada una de las condiciones evaluadas {8 horas H(3,22) =
13,45, p = .0038; 8-24 horas H(3,22) = 19,45, p = .0002; 24-30 horas H(3,22) =
17,43, p = .0006; 30-48 horas H(3,22) = 17,05, p=.0007}(figs 8.1, 8.5, 8.9 y 8.11).

El analisis estadistico entregrupos reveld que los animales pertenecientes a
los grupos lesionados mostraron un consumo de agua significativamente superior que
los grupos control en las primeras 8 horas postoperatorias {EMOT vs. GCOT
D(6,5) = 1.00, p < .01}{EMSF vs. GCSF D(6,5) = .83, p <.05}(fig. 8.1).

Por lo que respecta a las comparaciones entre los diferentes grupos
experimentales y controles entre si, los resultados obtenidos sefialan que no habia
diferencias significativas en la respuesta polidipsica {EMOT vs. EMSF D(6,6) =
33, p=n.s}{GCOT vs. GCSF D(5,5)= .00, p=n.s} (fig. 8.1).

Una vez incluida la variable tratamiento (periodo 8-24 horas postoperatorias),
los animales diabéticos continian desarrollando una respuesta de ingesta superior a
la de los animales pertenecientes al grupo control {EMOT vs. GCOT D(6,5) = .83,
p < .05}{EMSF vs. GCSF D(6,5) = 1.00, p < .01}, si bien hay que resaltar que
mientras los sujetos experimentales que reciben la administracion periférica de la
solucion salina isotonica incrementan de manera significativa su ingesta (periodo
8-24 horas) respecto a las primeras 8 horas postoperatorias (resultados no observados
en el grupo control correspondiente), no sucede lo mismo con el resto de los
animales con lesion electrolitica en la eminencia media, que sorprendentemente no
muestran diferencias significativas en su respuesta polidipsica tras el tratamiento
hormonal (oxitocina) en un periodo de 16 horas (8-24 horas postlesion) respecto a la

condicion anterior ( primeras 8 horas postoperatorias ), { EMSF Z =220, p = .02,
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21,50cc (8 horas) vs. 79,50cc (8-24 horas)} {EMOT Z = 1,88, p =.06; 25,66cc (8

horas) vs. 40,00cc (8-24 horas)},a pesar de que el grupo control que recibe el
mismo tratamiento (oxitocina) duplica su consumo de agua tras la administracion de
la hormona neurohipofisaria {GCOT Z =202, p = .04; 10cc (8 horas) vs. 21,60cc
(8-24 horas) }(fig. 8.5).

Es mas, al analizar las comparaciones entre los diferentes grupos lesionados,
se observa que los animales que recibieron la administracion intraperitoneal de
oxitocina ingieren una menor cantidad de agua que los sujetos experimentales EM+
“suero fisiologico” en el periodo 8-24 horas postoperatorio {EMOT vs. EMSF
D(6,6) = .00, p < .005}. Todo lo contrario sucede con el grupo control “oxitocina”
que muestra una mayor ingesta de agua que los animales controles que reciben la
administracion de suero salino isotonico en el mismo periodo (8-24 horas) {GCOT

vs. GCSF D(5,5) = 1.00, p <.025}(fig. 8.5).

En el 2° dia del experimento (24-30 y 30-48 horas), todos los animales
pertenecientes a los grupos experimentales (EMOT vs. EMSF) mostraron respuestas
superiores en la ingesta de agua con respecto a sus respectivos controles { EMOT vs.
GCOT D(6,5) = 1,00, p < .01 (24-30 y 30-48 horas} {EMSF vs. GCSF D(6,5) = 1,
00, p < .01 (24-30 y 30-48 horas) }(figs. 89y 8.11).

El analisis estadistico entregrupos no reflejo diferencias significativas en las
medidas efectuadas (24-30 y 30-48 horas postoperatorias) entre los grupos
lesionados en la eminencia media {EMOT vs. EMSF D(6,6) = .50, p (n.s) 24-30
horas; D(6,6) = .33, p (n.s) 30-48 horas} aunque el consumo de agua del grupo
EM/OT es siempre mayor que el grupo EM/SF.

Hay que significar que en estas condiciones (24-30 y 30-48 horas postlesion)
todos los animales tienen la posibilidad de (ademéas del agua), ingerir una solucion
salina hipertonica (1,5%). En este sentido, el analisis de los datos sefiald que los
grupos experimentales diabéticos (EM+ “oxitocina/suero fisiologico”) muestran una

mayor preferencia por la solucion salina hipertonica en el periodo 30-48 horas
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postoperatorias que los grupos control no lesionados {EMOT vs. GCOT D(6,5) =
.83, p < .05 (30-48 horas)} {EMSF vs. GCSF D(6,5) = 1,00, p < .01 (30-48
horas)}(fig. 8.12).

Conviene destacar sin embargo, que el consumo de CINa en los animales
experimentales es notablemente inferior al desarrollado por el agua en este mismo
periodo {EM/OT Z =220, p=.02; 88,50cc (agua) vs. 15,50cc (CINa)}{EM/SF Z
=220, p=.02; 73,16cc (agua) vs. 10,50cc (CINa) (figs. 8.11y 8.12)}.

VOLUMEN DE ORINA A LAS 8 HORAS.

El analisis de la cantidad de orina excretada por parte de los grupos
experimentales y controles revelo diferencias significativas entre ellos, 8 horas

después de la intervencion quirurgica {H(3,22) = 15,47, p = .0015}(fig. 8.2).

A pesar del corto periodo de tiempo transcurrido tras las lesiones
electroliticas, los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales
(“oxitocina vs. suero fisioldgico”) excretaron una mayor cantidad de orina que los
respectivos grupos control {EMOT vs. GCOT D(6,5) = 1,00, p < .01}{EMSF vs.
GCSF D(6,5) = .83, p < .05}(fig. 8.2).

Por otro lado, el analisis entregrupos no reflejo diferencias significativas en el

volumen de orina entre los diferentes grupos lesionados.

270



EXPERIMENTO 8

VOLUMEN DE ORINA A LAS 24 HORAS (Periodo 8-24 Horas

Postoperatorio).

El analisis estadistico de los datos mostrd diferencias significativas en el
volumen de orina excretado por los grupos lesionados y controles, en el periodo de

8-24 horas desde de la intervencion {H(3,22) = 16,80, p = .0008 }(fig. 8.6).

Los resultados observados no difieren en gran medida de los comentados
anteriormente (8 horas), es decir, los animales experimentales continuan
desarrollando una respuesta diurética significativamente superior que los sujetos
control {EMOT vs. GCOT D(6,5) = 1,00, p < .05}{EMSF vs. GCSF D(6,5) =
1,00, p <.01}(fig. 8.6).

El analisis entregrupos no reflejo diferencias significativas en la respuesta

diurética entre los diferentes grupos experimentales.

NIVELES DE SODIO EN ORINA A LAS 8 HORAS.

El analisis estadistico no paramétrico entregrupos no reveld diferencias
significativas en los niveles de sodio urinario entre los grupos experimentales y
controles, y entre los grupos lesionados entre si, 8 horas después de la intervencion

quirurgica { H (3,22) =7, 61, p <.0546 } (fig. 8.3).
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NIVELES DE SODIO EN ORINA A LAS 24 HORAS (Periodo
8-24 Horas Postoperatorio).

Transcurridas las primeras 24 horas desde la intervencion quirargica (periodo
8-24 horas postlesion), se observaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales y grupos controles en general en la respuesta natriurética {H(3,22) =

9,24, p=.0262} (fig. 8.7).

Las comparaciones entre los diferentes grupos lesionados y sus respectivos
grupos control revelaron una mayor natriuresis en el grupo experimental diabético
que recibe la administracion (i.p) de oxitocina con respecto al grupo control no

lesionado {EMOT vs. GCOT D(6,5) = .83, p <.05}(fig. 8.7).

Por otra parte, comparando los grupos experimentales, se observan niveles
superiores de sodio en orina en el grupo lesionado que recibe la administracion
periférica de la hormona neurohipofisaria (oxitocina) que en los animales
experimentales que son sometidos al tratamiento de suero salino isotonico {EMOT
vs. EMSF D(6,6) = .83, p < .05}; una circunstancia que no se observa en los

animales del grupo control {GCOT vs. GCSF D(5,5) = .60, p (n.s)} (fig. 8.7).

OSMOLARIDAD URINARIA A LAS 8 HORAS.

Por lo que respecta a la osmolaridad urinaria de los grupos experimentales y
control, se observaron diferencias significativas, 8 horas después de la intervencion

quirurgica {H(3,22) = 15,47, p = .0015} (fig. 8.4).

Los principales resultados en esta condicion experimental pueden resumirse

de la siguiente manera:
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En primer lugar, hay que sefialar que todos los animales lesionados mostraron
una menor concentracion de la orina que sus respectivos grupos control {EMOT vs.

GCOT D(6,5)=.00, p<.01}{EMSF vs. GCSF D(6,5)=.00, p < .01} (fig. 8. 4).

Por su parte, el analisis de los datos no revel6 diferencias significativas en los

niveles de osmolaridad urinaria entre los grupos experimentales.

OSMOLARIDAD URINARIA A LAS 24 HORAS (Periodo 8-24

Horas Postoperatorio).

Una vez mas, las comparaciones realizadas entre los grupos lesionados y
controles en general, evidencian diferencias significativas en la osmolaridad urinaria
en el periodo 8-24 horas después de las lesiones electroliticas {H(3,22) = 16,80, p =
.0008} (fig. 8.8).

En este caso, el analisis entregrupos mostro una menor concentracion urinaria
en los grupos experimentales que recibieron la administracion de suero salino

isotonico con respecto al grupo control {EMSF vs. GCSF D(6,5) = .00, p <.01}.

Por lo que respecta a los animales pertenecientes a los grupos lesionados que
reciben la administracion intraperitoneal de oxitocina hay que indicar que no se
producen diferencias significativas en los niveles de osmolaridad urinaria con
respecto al grupo control no lesionado, transcurridas 24 horas desde la intervencion
quirargica (periodo 8-24 horas postlesion) {EMOT vs. GCOT D(6,5) = 33, p =
n.s}(fig. 8.8).

Estos resultados parecen confirmarse a la hora de realizar las comparaciones
entre los diferentes grupos experimentales, donde se observa que aquellos animales
que recibieron la administracion de la hormona neurohipofisaria “oxitocina”
presentan una mayor osmolaridad en la orina que los que recibieron la inyeccion de

suero fisiologico {EMOT vs. EMSF D(6,6) = .83, p <.05}(ver fig. 8. 8).
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Ingesta de Agua (8 Horas)
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Figura 8.1: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante las
primeras 8 hor as postoperatorias.
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Figura 8.2: Cantidades medias en el volumen de orina excretado
por los diferentes grupos experimentales y grupos control durante
las primeras 8 hor as postoperatorias.
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Figura 8.3: Cantidades medias obtenidas en los niveles de sodio
urinario por los diferentes grupos experimentales y grupos
control durante las primeras 8 hor as postoperatorias.
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Figura 8.4: Cantidades medias en los niveles de osmolaridad
urinaria reflejadas por los grupos experimentales y grupos
control durante las primeras 8 hor as postoperatorias.
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Ingesta de Agua (8-24 Horas)

EXPERIMENTO 8
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Figura 8.5: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante el
periodo comprendido entre las 8-24 hor as postoperatorias.
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Figura 8.6: Cantidades medias en € volumen de orina excretado
por los diferentes grupos experimental es y grupos control
durante periodo comprendido entre las 8-24 horas
postoperatorias.
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Figura 8.7: Cantidades medias obtenidas en los niveles de sodio
urinario por los diferentes grupos experimentales y grupos
control durante el periodo comprendido entre las 8-24 horas
postoperatorias.
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Figura 8.8: Cantidades medias en los niveles de osmolaridad
urinaria reflejadas por los grupos experimentales y grupos
control durante el periodo comprendido entre las 8-24 horas
postoperatorias.
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Ingesta de Agua (24-30 Horas)
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Figura 8.9: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante el
periodo comprendido entre las 24-30 hor as postoperatorias.
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Figura 8.10: Cantidades medias en la ingesta de CINa
hipertonico obtenidas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante el periodo comprendido entre las
24-30 hor as postoperatorias.
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Figura 8.11: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante el
periodo comprendido entre las 30-48 hor as postoperatorias.
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Figura 8.12: Cantidades medias en la ingesta de CINa
hipertonico obtenidas por los diferentes grupos experimentales
y grupos control durante el periodo comprendido entre las
30-48 hor as postoperatorias.
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INGESTA DE COMIDA (Periodo 30-48 Horas Postoperatorio).

En cuanto a la ingesta de alimento, se observaron diferencias significativas

globales entre los grupos lesionados y controles, en el periodo 30-48 horas después

de la intervencion quirtrgica {H(3,22) = 14,48, p = .0023 }(fig. 8.13).

Concretamente, los animales diabéticos consumieron una mayor cantidad de

alimento que los sujetos del grupo control {EMOT vs. GCOT D(6,5) = 1.00, p <
.01}{EMSF vs. GCSF D(6,5) = .83, p < .05 }(ver fig. 8.13).

El analisis estadistico entregrupos no reflejo diferencias significativas en la

conducta hiperfagica entre los grupos experimentales.
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Figura 8.13: Cantidades medias de alimento consumidas
por los diferentes grupos experimentales y grupos control
durante el periodo comprendido entre las 30-48 horas

postoperatorias.
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Los resultados del presente trabajo experimental confirman que las lesiones

electroliticas de la eminencia media provocan una respuesta polidipsica ya en las

primeras 8 horas postoperatorias (fig. 8.1) (ver experimentos 6B y 7). Ello es debido

en buena parte a la dificultad para mantener un control adecuado en la conservacion

de los fluidos corporales (ver exp. 6A, 6B y 7) (Balment et al., 1986; Bronstein et al.,
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2000; Friedman et al., 1958; Hennesy et al., 1977; Hollinshead, 1964; Ikkos et al.,
1954; Laszlo et al., 1966; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1992, 1997; Swann,
1939).

En este sentido, los resultados de las lesiones electroliticas anddicas de la
eminencia media muestran una marcada diuresis al poco tiempo de practicarse la
intervencion quirtargica (fig. 8.2), que no puede ser explicada en funcion del
consumo de liquidos, ya que el volumen de orina (poliuria) va siempre “por delante”
de la ingesta de agua en este periodo (datos observados en nuestro laboratorio, no

presentados).

Sin embargo, todo parece indicar que las diversas alteraciones producidas en
el sistema neurohipofisario pueden explicar los graves problemas regulatorios tanto
hidricos como minerales que manifiestan los sujetos que padecen diabetes insipida

neurologica.

Concretamente, una serie de investigaciones han observado una fuerte
correlacion entre la intensidad de la sefial emitida por las imagenes de resonancia
magnética y los niveles neuroendocrinos en la hipofisis posterior (Czernichow et al.,
2000; Kucharzyc et al., 1986, 1998; Kurokawa et al., 1998; Maghnie et al., 2000;
Moses et al., 1992; Saborio et al., 2000). Los resultados observados en estos trabajos
sefialan que los pacientes con trastornos polidipsicos presentan una reduccion notable
en la intensidad de la sefial emitida por las imagenes (Kurokawa et al., 1998;
Maghnie et al., 1998, 2000; Moses et al., 1992); lo que conlleva una disminucion
significativa en la sintesis, almacenamiento y liberacion de hormonas
neurohipofisarias (Bronstein et al., 2000; Czernichow et al., 2000; Demunbrun et al.,
1954; Gonzalez-Portillo et al., 1998; Greger, 1986; Huang et al., 1996; Heinbecker et
al., 1941; Hollinshead, 1964; Kurokawa et al., 1998; Laszlo et al., 1966; Macias-
Batista et al., 1999; Maghnie et al., 2000; Mirsky et al., 1954; Moses et al., 1992;
Robertson, 1995; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987, 1992; Si-hoe et al., 2000;
Song et al., 1999).
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Estas observaciones confirman un hecho bien conocido, a saber, que en una
gran variedad de enfermedades regulatorias de indole adquiridas, genéticas o
idiopaticas, ha quedado afectado el eje hipotalamo-hipofisis posterior y
particularmente la principal hormona que historicamente se ha vinculado a estos
trastornos, la vasopresina, cuya principal funcion es la de modular la permeabilidad
del agua en los tubulos colectores del rifion, permitiendo asi la reabsorcion de ésta

(Fried et al., 1997; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987).

De hecho, uno de los tratamientos mas efectivos desde el punto de vista
clinico para hacer frente a los desequilibrios hidricos ocasionados por esta
enfermedad, consiste en la prescripcion de un analogo de la hormona antidiurética, el
dAAVP (1-desamino-8 arginina vasopresina) cuyo efecto es incluso mas potente y

prolongado que el de la propia hormona (Greger et al., 1986).

Sin embargo, junto a estos argumentos iniciales hay que afiadir que desde
hace algunos afios, la intervencion farmacologica de la diabetes insipida central se ha
complementado y ademas con bastante éxito con el uso racional de diuréticos y la
prescripcion de dietas carentes en sal (Baylis et al., 1998; Fried et al., 1997; Niaudet
et al., 1985; Rose, 1984; Saborio et al., 2000; Tetiker et al., 1999). El objetivo del
primero de los tratamientos no es otro que el provocar un aumento selectivo en la
excrecion de sodio (natriuresis) sin afectar a la reabsorcion de agua, con la finalidad
en general de tratar de disminuir la hipernatremia observada en este trastorno, y que
podria reflejar una retencion inapropiada en los niveles de sodio corporal (ver
experimento 7); (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Baylis et al., 1998;
Friedman et al., 1998; Hollinshead, 1964; Huang et al., 1996, Laszlo et al., 1966;
Lichardus et al., 1973; Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Saborio et al., 2000; Seckl
et al., 1992).

En efecto, en la presente Tesis Doctoral también se ha observado un
considerable aumento en los niveles de sodio corporal en sujetos que presentan
diabetes insipida y que ello trae consigo un deterioro regulatorio en forma de un

incremento significativo en la conducta polidipsica y poliurica. Por ejemplo, la
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presencia de comida ad libitum en las jaulas de los animales diabéticos incremento
de manera significativa la ingesta de agua con respecto al grupo control (ver

experimento 6A).

Estos resultados se han visto fortalecidos en las Gltimas décadas por una serie
de estudios que parecen coincidir en que al igual que sucede con la ausencia de una
adecuada respuesta renal para la conservacion de fluidos (ver exp. 6B y 7) (Bacic et
al., 1999; Isidro et al., 1998; Mckinley et al., 1991; Randall et al., 1960; Robertson,
1995; Seckl et al., 1987), las alteraciones hidrominerales descritas en estos casos
pueden deberse también a alguna anomalia de los factores hormonales
neurohipofisarios (Fitzsimons, 1998; Kadekaro et al., 1992; Kurokawa et al., 1998;
Maghnie et al., 1998; Moses et al., 1992; Murphy et al., 1998; Pierson et al., 1995;
Renaud et al., 1991).

Asi, la administracion periférica (i.p) de oxitocina, un péptido neuroendocrino
sintetizado en los nucleos supraoptico y paraventricular hipotalamicos, 8 horas
después de la intervencion quirdrgica provoca importantes cambios en la regulacion

hidromineral de los animales polidipsicos.

Si bien los animales diabéticos a quienes se les administra oxitocina
continuan tomando mayor cantidad de agua que los sujetos pertenecientes al grupo
control, ésta polidipsia es significativamente inferior a la que se observa en los
animales lesionados que reciben una infusion de suero fisioldgico, a pesar de no
existir diferencias significativas entre ambos grupos en el volumen de orina

excretado (fig. 8.5).

Estas respuestas diferenciales en la ingesta de agua entre los diferentes grupos
experimentales del presente experimento, no pueden ser explicadas por un efecto
aversivo del tratamiento con oxitocina como sugieren algunos autores (se ha
observado un incremento en los niveles de oxitocina plasmaticos en los animales que
han sido sometidos a un aprendizaje aversivo-gustativo, fendmeno en el cual una

sustancia novedosa (sabor) es asociada con una sensacion gastrointestinal

280



EXPERIMENTO 8

desagradable provocada por la administracion de un producto aversivo (CILi, sulfato
de cobre, CCK, etc)(Verbalis et al., 1991). En efecto, los animales pertenecientes a
los grupos control que reciben la administracion periférica de oxitocina no muestran
la caracteristica disminucion en la ingesta de agua en el mismo periodo (8-24 horas
postoperatorias) con respecto a los sujetos del grupo control que reciben la infusion
(i.p) de la solucion salina (fig. 8.5). De hecho, una comparacion entre los dos grupos
control diabéticos permiten observar un consumo de liquidos significativamente

superior en aquellos animales que fueron tratados con la hormona neurohipofisaria.

Estos resultados parecen confirmar un papel importante para los factores
neurohipofisarios como la oxitocina, en el control y regulacion hidromineral de los
fluidos organicos (Balment et al., 1980; Bourque et al., 1994; Fitzsimons, 1998;
Huang et al., 1999; Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1992;
Landgraff et al., 1983; Murphy et al., 1998; Pierson et al., 1995; Soares et al., 1999,
Weitzman et al., 1978). Esta hormona puede constituir un mecanismo de proteccion
ante las amenazas de un incremento en el sodio extracelular y en la osmolaridad
(Balment et al., 1980; Bourque et al., 1994; Edwards et al., 1984; Huang et al., 1999;
Jones et al., 1969; Kjaer et al., 1995; McKinley et al., 1983; Soares et al., 1999).

Como se ha visto en estudios anteriores y también en la presente Tesis
Doctoral (ver experimentos 6B y 7) los sujetos que desarrollan el trastorno de la
diabetes insipida neurogénica manifiestan serias dificultades a la hora de regular los
elevados niveles de sodio corporal. Diversos autores, han propuesto que la clave
puede residir en la incapacidad del rifion para excretar una orina concentrada
(O’Connor, 1950; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960; Wolf, 1950). En este sentido,
se ha podido observar (exp.7) que algunos grupos experimentales a pesar de mostrar
unos valores elevados en la osmolaridad plasmatica con respecto a los grupos control

no lesionados, no son capaces de liberar este exceso de sodio en orina.
En funcion de estos resultados, se podria hipotetizar que la disminucion en el

comportamiento polidipsico observada en los animales que reciben la administracion

periférica de oxitocina podria deberse a los efectos natriuréticos (excrecion de sodio)
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que presenta esta hormona neurohipofisaria (Balment et al., 1980; Brooks et al.,
1958; Brunner et al., 1956; Conrad et al., 1986; Forsling et al., 1994; Huang et al.,
1995, 1996; Lichardus et al., 1973; O'Connor 1950; Peters et al., 1970; Sawyer,
1952; Sjoquist et al., 1993; Verbalis et al., 1991; Walter et al., 2000).

En este sentido, el presente estudio revela como los animales experimentales
diabéticos tras recibir la administracion (i.p) de oxitocina muestran mayores niveles
de sodio en orina (8-24 horas después de la lesion) (fig. 8.7) que los sujetos del grupo
control, una circunstancia que no se observa antes de la administracion del péptido.
Es mas, los animales lesionados que son sometidos al tratamiento con oxitocina
evidencian una mayor respuesta natriurética asi como un incremento significativo en
la osmolaridad urinaria (8-24 horas postlesion) que los sujetos diabéticos que reciben
la infusion (i.p) de suero salino, y que curiosamente muestran una respuesta

polidipsica superior (fig. 8.7).

Posteriormente, y una vez que los efectos de la oxitocina parecen decaer con
el paso del tiempo, se puede observar como el grupo experimental (EM/OT) vuelve a
mostrar un comportamiento hiperdipsico tan potente (48 horas postoperatorias) como
el desarrollado por los animales que habian recibido la administracion de suero

salino isotonico (fig. 8.9y 8.11).

En relacion con esta cuestion, es un hecho bien documentado que las
hormonas neurohipofisarias sintetizadas en los ntcleos supradptico y paraventricular
hipotalamicos (entre las que se encuentra, la oxitocina) presentan una vida media
muy corta en el organismo cuando son liberadas desde la hipofisis posterior al

sistema circulatorio ( Robertson, 1995).

La polidipsia observada a las 48 horas de la intervencion quirirgica puede
obedecer fundamentalmente al intento por parte de los grupos lesionados (“oxitocina
vs. suero fisiologico”) de reestablecer el serio problema volémico que presentan y
que se refleja en una elevada pérdida de liquidos a través de la orina (ver

experimentos 6B y 7).
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En este sentido, tanto la administracion del factor natriurético oxitocina en
uno de los grupos experimentales (EM/OT), como el comportamiento polidipsico
desarrollado por el otro grupo lesionado (EM/SF), podrian reducir de manera
considerable los desequilibrios osmolares (hipernatremia) que pueden manifestar
estos animales (ver experimento 7)(Baylis et al., 1998; Friedman et al., 1958, 1962;

Hollinshead et al., 1964; Saborio et al., 2000).

Concretamente, en el caso del grupo experimental que es sometido a la
intervencion hormonal con oxitocina, se ha podido confirmar en el presente estudio
que es capaz de mostrar una mayor respuesta natriurética que el grupo control no
lesionado, lo que de alguna manera facilitaria un control mas adecuado de los niveles

de sodio en el organismo.

Por otra parte, la respuesta comportamental (polidipsia), mostrada por el
grupo lesionado (EMSF) podria conllevar posiblemente una menor reabsorcion de
sodio a nivel renal (Palmieri et al., 1969; Rose, 1984), lo que implicaria una
disminucion en el grado de hipernatremia que presentan los animales diabéticos (ver

experimento. 7).

Sin embargo, y a pesar de todas estas respuestas tanto fisiologicas como
comportamentales manifestadas por los grupos diabéticos en un primer momento del
experimento (primeras 24 horas postoperatorias), y que parecen tener como finalidad
el hacer frente a las alteraciones hidrominerales ya comentadas, no se puede olvidar
los severos problemas en la conservacion de fluidos que presentan estos sujetos (ver

experimentos 6B y 7).

Relacionado con esta apreciacion, destaca el mayor consumo de CINa
hipertonico y de agua que muestran los animales experimentales con respecto a los
grupos control no lesionados en el periodo 30-48 horas postoperatorio, a lo que
habria que afiadir el comportamiento hiperfagico desarrollado por los sujetos
lesionados durante el mismo periodo (figs. 8.12 y 8.13). En efecto, conviene recordar

que en situaciones de hipovolemia se produce la activacion del sistema enzimatico-
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humoral renina-angiotensina-aldosterona que promueve entre otras respuestas
fisiologicas compensatorias la ingesta de agua y CINa (Buggy et al., 1974
Fitzsimons, 1987, 1998; Johnson et al., 1997; Morien et al., 1999; Phillips, 1987,
Rose, 1984; Shelat et al., 1998; Stricker et al., 1987).

En resumen, los resultados del presente experimento parecen confirmar que
los cuadros de ingesta de liquidos tan elevados (polidipsia) que se observan durante
el desarrollo de la diabetes insipida inducida por lesiones electroliticas en la
eminencia media, son causados por una serie de alteraciones hidrominerales que
podrian ser disminuidas por la administracion de hormonas neurohipofisarias, tanto

vasopresina como oxitocina.

Esta interpretacion se ve apoyada por los datos clinicos recientes que sefialan
que el tratamiento farmacologico de la diabetes insipida neurogénica con Pituitrin, un
extracto de la hipofisis posterior que contiene vasopresina y oxitocina, genera una
mejor repuesta regulatoria en los pacientes que desarrollan este trastorno diabético

(Simmons, et al., 2002).
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Efectos de la administracion periférica (i.p) de oxitocina sobre la

polidipsia tuberomamilar medial.

Cabe la posibilidad de que el elevado consumo de agua que se observa tras la
lesion electrolitica de la region tuberomamilar medial pueda estar relacionada de una
u otra forma con los mecanismos cerebrales implicados en el control de los niveles
internos de sodio corporal (ver experimento 5), tal y como se desprende de las
estrechas conexiones anatomicas existentes entre estos nucleos hipotalamicos y
centros o zonas cerebrales encargados de controlar los niveles de este electrolito
(Bealer et al., 1983, 1999; Hatton et al., 1998; Huang et al., 1995; McKinley et al.,
1992; Moses et al., 1992; Panula et al., 1989; Pollard et al., 1976; Rowland, 1998;
Voisin et al., 1999; Wells et al., 1990; Wilcox et al., 1982).

Prueba de ello son los casos de polidipsia documentados en seres humanos
provocados por dafio o lesiones en estructuras basales del cerebro (Blackburn et al.,
1995; Bacic et al., 1999; Bries et al., 1998; Fitzsimons, 1979; Mellinger y Zafar,
1983; Robertson, 1987; Robertson 1995; Seckl et al., 1987) region en la que también
se encuentran los ntcleos tuberomamilares (Ericson et al., 1987, 1991; Inagaki et al.,
1988; 1990; Kohler et al., 1986; Panula et al., 1984; Schwartz et al., 1991, 1994;
Watanabe et al., 1984). Estos cuadros polidipsicos cursan con alteraciones en la
osmolaridad plasmatica y en los niveles de sodio corporal (Bacic et al., 1999,
Iwasaki et al., 1991; Man et al., 1992; Robertson, 1987, 1995; Robinson et al., 1991;
Seckl et al., 1992; Van der Post et al., 1997; Vonderen et al., 1999).

A estos argumentos iniciales, hay que afiadir recientes trabajos
experimentales que han demostrado que esta region del hipotalamo posterior
mantiene conexiones con estructuras cerebrales implicadas en el control hidromineral
y regulacion de fluidos (Akins et al., 1990, 1993; Bealer et al., 1999; Ericson et al.,
1987, 1991, Haas et al., 1977; Kohler et al., 1985; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995,
Knigge et al., 1999; Inagaki et al., 1988, 1990; Onodera et al., 1994; Panula et al.,
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1989; Saper et al., 1976, 1979; Smith et al., 1993, 1996; Watanabe et al., 1984;
Weiss et al., 1989).

En efecto, diferentes estudios anatomicos han sefialado la existencia de una
estrecha relacion entre el sistema tuberomamilar y regiones cerebrales (p.e. SON,
PAV, OVLT, etc) implicadas en la deteccion de cambios o alteraciones en la
osmolaridad plasmatica (Akins et al., 1993; Denton et al., 1999; Ericson et al., 1991;
Haas et al., 1975, 1977; Inagaki et al., 1988, 1990; Kjaer et al., 1994, 1994; Knigge
et al., 1999; Kohler et al., 1985; Kraly et al., 1995; Saper et al., 1976, 1979; Schwartz
et al., 1991; Weiss et al., 1989).

Asi por ejemplo, la estimulacion eléctrica de las células tuberomamilares
generd potenciales excitadores monosinapticos en neuronas supradpticas del
hipotalamo (Hatton et al., 1998; Kjaer et al., 1994; Smith et al., 1993, 1996; Weiss et
al., 1989) que en algunos casos incrementaron su actividad en mas del 200% en
comparacion con las células de los animales (ratas) no estimuladas (Hatton et al.,
1998). Resultados similares fueron observados en las neuronas neurosecretoras del

nucleo paraventricular (Schwartz et al., 1991).

Estas observaciones estan en concordancia con los datos obtenidos utilizando
métodos farmacologicos. Asi, se ha podido demostrar que la histamina (un
neurotransmisor sintetizado exclusivamente en el nucleo tuberomamilar) o farmacos
que la potencian, desarrollan expresion de c-fos en neuronas magnocelulares
hipotalamicas del SON y PAV (Bealer et al., 1999; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995;
Knigge et al., 1999; Nakamura et al., 1996) provocando un aumento rapido en los
niveles de vasopresina y oxitocina plasmaticos de los animales, que son las
responsables de alguna de las respuestas correctoras ante diferentes desequilibrios
osmoticos (Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995;
Knigge et al., 1999; Schwartz et al., 1991; Weiss et al., 1989).

Por otra parte y como cabria esperar, el bloqueo farmacoldgico de las

terminales tuberomamilares produce un descenso significativo en la secrecion de las
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hormonas neurohipofisarias vasopresinérgicas (Kjaer et al., 1994, 1995; Knigge et
al., 1994) y oxitocinérgicas (Bastos et al., 2001; Bealer et al., 1999; Bourque et al.,
1994; Chiriguer et al., 2001; Cunninghan et al., 1991; Gutkowska et al., 1997; Huang
et al., 1999; Hussy et al., 2000; Kjaer et al., 1995; Lightman, 1990; Miyata et al.,
2001; Robertson, 1983; Soares et al., 1999; Verbalis et al., 2000; Voisin et al., 1999;
Wakerley, 1987).

En resumen, estos resultados parecen sugerir que una serie de irregularidades
en los valores osmolares plasmaticos, donde el sodio ocupa un papel fundamental
(Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997; McKinley et al., 1983;
Robertson, 1982, 1983; Robertson et al., 1995; Rose, 1984; Saltmarsh, 2001) pueden
tener una cierta relevancia en la ingesta elevada de agua observada en los animales

con lesion electrolitica en los nicleos tuberomamilares (ver exp. 1y 5).

De ser asi, cabria esperar que la administracion periférica del factor
natriurético hipofisario, oxitocina, que podria paliar en cierto modo las alteraciones
hipernatrémicas ya comentadas (véase experimento anterior), produjese un descenso

significativo en la polidipsia tuberomamilar.

Con el objetivo de tratar de examinar estas cuestiones se realizo el presente
experimento, en el cual se incluye un estudio sobre la composicion electrolitica de la
orina (centrandonos en los niveles de sodio) asi como del grado de concentracion de

la misma (osmolaridad).
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Método.

Sujetos.

Se utilizaron 22 ratas macho de la cepa Wistar, suministradas por el servicio
de experimentacion de la Comision de servicios técnicos de la Universidad de
Granada, y cuyo peso al principio del estudio oscilaba entre 265-340 gramos. A su
llegada al laboratorio, los animales fueron mantenidos en las mismas condiciones de
los experimentos previos, es decir, con comida y agua ad libitum hasta el momento

de la intervencion quirtrgica.

Procedimiento Quirurgico.

Dadas las similitudes morfologicas, neuroanatomicas (Ericson et al., 1987,
Schwartz et al., 1991, Watanabe et al., 1984) y funcionales (ver capitulos I y II)
observadas entre los nucleos tuberomamilares mediales (E3 y E4), se ha optado en
este estudio y con el objetivo de simplificar los resultados, por centrarse

exclusivamente en el grupo tuberomamilar medial ventral E3.

El procedimiento quirtirgico empleado para lesionar dicha region anatomica
fue 1déntico al descrito en los capitulos I y II. En cuanto a los grupos controles
(lesion ficticia) el procedimiento fue similar al de los animales lesionados, excepto
que el electrodo solo alcanzo6 la parte mas dorsal del E3 sin introducirse en el nucleo,

y que no se paso corriente eléctrica alguna.

Procedimiento Experimental.

Inicialmente, los 22 animales fueron asignados de forma aleatoria a uno de
los grupos experimentales o control, quedando distribuidos de la siguiente forma:

43

grupo experimental E3 “oxitocina” (E30T)(n=6); grupo control E3 “oxitocina”
(GCOT)(n=5); grupo experimental E3 “suero fisiologico” (E3SF)(n=0); grupo

control E3 “suero fisiologico” (GCSF)(n=5).
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El registro de la cantidad de agua y comida ingerida en la fase preoperatoria

se realizo de forma idéntica a la descrita en los capitulos anteriores.

Transcurridas 8 horas después de la intervencidon quirtrgica, los animales
recibieron un tratamiento especifico (administracion periférica (i.p) de oxitocina y

suero fisiologico) en funcion del grupo al que pertenecian (ver cuadro).

En este sentido, los animales que fueron asignados al grupo experimental
E3/OT y grupo control (CE3/OT) recibieron la administracion periférica (i.p/lc.c) de
la hormona neurohipofisaria (Oxitocina, Lab. Iven, 22microg/Kg). El mismo
procedimiento acontecid con el resto de los animales del experimento (grupo
experimental E3/SF y grupo control E3/SF), si bien en este caso, el tratamiento
consistio en la administracion (i.p/1c.c) de suero salino isotonico (Apiroserum, Lab.

Ybis. Madrid).

Con el objetivo de tratar de estudiar el desarrollo y progresion del
comportamiento polidipsico de los diferentes animales del experimento (efecto
lesion), se registrd la ingesta de agua de cada animal 8 horas después de la
intervencion quirirgica. Asimismo, el efecto de la variable tratamiento (oxitocina vs.
suero fisiologico) sobre la conducta consumatoria tuberomamilar se cuantifico 16
horas después de la administracion intraperitoneal coincidiendo con las primeras 24

horas postoperatorias (periodo 8-24 horas postlesion).

Por otra parte, y siguiendo con el mismo planteamiento anterior, se registro el
volumen total de orina excretado por los diversos grupos durante los periodos ya
resefiados ( 8 y 24 horas respectivamente). Asimismo, con el objetivo de evaluar la
posible implicacién del factor endocrino hipofisario (oxitocina) en la regulacion
hidromineral se cuantificaron los niveles de sodio en la orina (8 y 24 horas) y su
grado de concentracion (8 y 24 horas) en todos los animales del experimento. Para
ello, los animales una vez intervenidos quirdrgicamente permanecieron durante este
tiempo (primeras 24 horas postoperatorias) en jaulas metabolicas (Tecniplast

3701MO-000) las cuales, mediante un sistema de filtrado permiten recoger la orina
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libre de impurezas (restos de heces, serrin, comida, etc) para su posterior

procesamiento.

La concentracion de sodio en la muestra de orina se determind mediante un
analizador automatico (Beckman Instruments, Synchron CX3 Delta, USA),

calculandose la excreccion resultante de la siguiente manera:

UNaV = [Na]U X D/IOOO,

Donde, Ux,V: excreccion urinaria de sodio (mEgq/l); [Na]u: concentracion

urinaria de sodio (mosmol/Kg); D: diuresis (ml).

Por lo que se refiere a la determinacion de la osmolaridad urinaria, se llevo a
cabo mediante un osmoémetro automatico basado en técnicas de crioscopia (Osmostat

OM-6020, Kyoto-Japon).

En cualquier caso, es necesario indicar que en todo momento los sujetos

experimentales asi como sus respectivos controles estuvieron privados de alimento.

Finalmente, y una vez transcurridas las primeras 24 horas de la fase
experimental, los animales fueron devueltos a sus jaulas individuales (ver cap.l)
donde se les ofrecié simultaneamente y en dos botellas separadas, una solucion salina
hipertonica (1.5%) y otra de agua desmineralizada, de forma que pudiesen elegir
libremente de una u otra indistintamente. En este caso, se registro el volumen total
consumido de cada una de las 2 opciones posibles con la finalidad de comprobar si la
manipulacion experimental llevada a cabo en el primer dia (periodo 8-24 horas
postoperatorio) podria tener alguna repercusion sobre las conductas regulatorias

estudiadas (ingesta de liquido).
En todos los casos, los registros se efectuaron en 2 momentos del dia

diferentes (a las 30 y 48 horas postoperatorias), matizando que en la primera

situacion (periodo 24-30 horas postlesion) los animales todavia se encontraban
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privados de alimento. Una vez llevada a cabo dicha medida, todos los sujetos
volvieron a disponer de comida ad libitum en sus jaulas, por lo que también se
analizo el comportamiento nutritivo de todos los sujetos en el periodo 30-48 horas

después de la intervencion quirtrgica.

Analisis Estadistico.

De la misma forma que en los experimentos previos, se empleo un Anova no
paramétrico de Kruskal Wallis (grupos independientes) con el objetivo de analizar
las posibles diferencias en las variables estudiadas entre todos los grupos

experimentales y control para cada uno de los registros o medidas efectuadas.

En el caso de confirmarse el efecto global en alguna de estas variables, se
pasaba a realizar un analisis mas detallado. Para ello, se utilizd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov con el objetivo de evaluar las diferencias entre los grupos
lesionados y sus respectivos controles, y entre los diferentes grupos experimentales

entre si en cada uno de los registros o medidas efectuadas.

Asimismo, se utilizO un Anova de Friedman (analisis intragrupo) con el
objetivo de analizar las posibles diferencias en cada uno de los momentos evaluados
para cada grupo experimental y control. En el caso de obtener efectos significativos
en el analisis global de estas conductas se pasaba a un nivel de analisis mas
detallado. Concretamente, y mediante la prueba de Wilcoxon, se realizaron
comparaciones entre las puntuaciones obtenidas en los diferentes periodos de la

secuencia experimental para cada uno de los 4 grupos del experimento.

Histologia.

Se realizo, siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo 1.
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Resultados.
INGESTA DE LIQUIDOS.

Una vez realizada la intervencion quirurgica, los animales difieren en el
consumo de agua en cada una de las condiciones evaluadas {8 horas H(3,22) =
15,90, p = .0012; 8-24 horas H(3,22) = 15,70, p = .0013; 24-30 horas H(3,22) =
13,19, p = .0042; 30-48 horas H(3,22) = 17,56, p=.0005}(figs. 9.1, 9.5, 9.9y 9.11).

Asi por ejemplo, se puede observar una mayor ingesta de agua por parte de
los animales tuberomamilares (oxitocina/suero fisiologico) respecto a los grupos
controles en las primeras 8 horas postoperatorias { E30T vs GCOT D(6,5) = 1,00, p
< 01}{E3SF vs. GCSF D(6,5)=1.00, p <.01}(fig. 9.1).

El analisis entregrupos no reveld diferencias significativas en el consumo de

agua entre los grupos lesionados.

Una vez incluida la wvariable tratamiento, los resultados cambian
drasticamente ya que la administracion periférica (i.p) de la hormona
neurohipofisaria “oxitocina” en el grupo tuberomamilar medial ventral E3 provoca
que las diferencias en la ingesta de agua respecto al grupo control no lesionado no
sean ahora significativas (periodo 8-24 horas postoperatorias) {E3OT vs. GCOT
D(6,5) = .50, p = n.s}(fig. 9.5).

Conviene destacar el descenso en la ingesta de agua mostrado por el grupo
experimental “oxitocina” en 16 horas (8-24 horas postlesion) respecto a la condicion

anterior (primeras 8 horas postoperatorias) {E3OT (8-24 horas vs. 8 horas) Z =

2,20, p = .02 (60,33cc vs. 23,33 cc) y que no se llega a producir ni en los animales
pertenecientes al grupo control (que incluso muestran un incremento significativo en
la ingesta), ni en el grupo lesionado que recibe la administracion periférica de suero

fisiologico { GCOT (8-24 horas vs. 8 horas) Z = 2,02, p = .04 (10,00 cc vs. 18,60
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cc}{E3SF (8-24 horas vs. 8 horas) Z = 1,15, p = .24 (63,83 cc vs. 67,66 cc). Es

mas, los animales con lesion electrolitica en la region tuberomamilar medial ventral
E3 en la condicidon suero fisiologico, siguen manteniendo una elevada respuesta
polidipsica (8-24 horas) respecto a los sujetos del grupo control no lesionado {E3SF

vs. CE3SF D(6,5) = 1,00, p < .01}(fig. 9.5).

Por lo que respecta a las comparaciones efectuadas entre los grupos
experimentales, los animales que reciben la administracion i.p de oxitocina ingieren
una menor cantidad de agua que los animales tuberomamilares que reciben la
infusion de la solucidn salina isotonica {E3OT vs. E3SF D(6,6) = .00, p < .005},
una circunstancia que no fue observada en los grupos control no lesionados {GCOT

vs. GCSF D(5,5) = .80, p = n.s}(fig. 9.5).

En el 2° dia del experimento (24-30 y 30-48 horas), todos los animales
pertenecientes a los grupos experimentales mostraron mayores ingestas de agua
respecto a los sujetos del grupo control, excepto el grupo tuberomamilar “suero
fisiologico” que no evidencio estas diferencias cuando la medicion fue realizada a las
30 horas postoperatorias {E3OT vs. GCOT D(6,5) = 1,00, p < .01 (24-30 y 30-48
horas)} {E3SF vs. GCSF D(6,5) = .33, p = n.s (30 horas), D(6,5) = 1,00, p < .01
(30-48 horas)}(figs. 9.9y 9.11).

El analisis estadistico entregrupos reflejo que el grupo lesionado que recibio
la administracion intraperitoneal de suero fisioldgico tom6 menor cantidad de agua
durante un periodo de ingesta de 6 horas (24-30 horas postoperatorias) que el grupo
experimental E3 “oxitocina” {E30T vs. E3SF D(6,5) = 1,00, p < .005 (24-30
horas)}, una circunstancia que no fue observada en las comparaciones efectuadas
entre los animales pertenecientes a los grupos control {GCOT vs. GCSF D(5,5) =
40, p =n.s}(fig. 9.9).

Hay que significar que en estas condiciones (24-30 y 30-48 horas

postoperatorias), todos los animales tuvieron la posibilidad de (ademas del agua)

ingerir una solucion salina hipertonica (1,5%). En este sentido, el analisis estadistico
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de los datos sefaldo que el grupo tuberomamilar “oxitocina” muestra una mayor
preferencia por la solucion salina hipertonica en alguna de las mediciones efectuadas
(30 y 48 horas) respecto al grupo control {E3OT vs. GCOT D(6,5) = .83, p < .05
(30 horas); D(6,5) = 1,00, p < .01 (30-48 horas)} y a los animales que tienen la
misma lesion, pero a los cuales se les administra suero fisiologico {E3OT vs. E3SF
D(6,6) = .83, p <.05 (24-30 horas); D(6,6) = 1,00, p <.005 (30-48 horas) (figs. 9.10
y9.12)}.

VOLUMEN DE ORINA A LAS 8 HORAS.

El analisis global de la cantidad de orina excretada por parte de los grupos
experimentales y controles revelo diferencias significativas entre ellos, 8 horas

después de la intervencion quirurgica { H (3,22) = 15,82, p = .0012}(fig. 9.2).

A pesar del corto periodo de tiempo transcurrido tras las lesiones
electroliticas, los animales experimentales (oxitocina/suero fisiologico) excretaron
una mayor cantidad de orina que los sujetos del grupo control {E3OT vs. GCOT
D(6,5) = 1,00, p < .01}{E3SF vs. GCSF D(6,5) = 1,00, p <.01}(fig. 9.2).

Por otro lado, el analisis entregrupos no reflejo diferencias significativas en el

volumen de orina entre los grupos lesionados.
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VOLUMEN DE ORINA A LAS 24 HORAS (Periodo 8-24 Horas

Postoperatorio).

El analisis estadistico de los datos mostrd diferencias significativas en el
volumen de orina excretado por los grupos lesionados y controles, transcurridas 16
horas después de la administracion intraperitoneal (oxitocina vs. suero fisioldgico)

(periodo 8-24 horas postlesion) { H(3,22) = 15,10, p = .0017}(fig. 9.6).

Los resultados observados difieren en gran medida de los comentados
anteriormente (8 horas postoperatorias). Mientras que los animales experimentales
“suero  fisiologico”  continuan  desarrollando  una  respuesta  diurética
significativamente superior que los sujetos control {E3SF vs. GCSF D(6,5) = 1,00,
p < .01}, el grupo lesionado que recibe la administracion periférica de oxitocina no
excretdo un mayor volumen de orina que el grupo control no lesionado {E3OT vs.

GCOT D(6,5) = .66, p=n.s}(fig. 9.6).

Sin embargo, el analisis entregrupos no llegd a alcanzar diferencias

significativas en la respuesta diurética entre los grupos experimentales.

NIVELES DE SODIO EN ORINA A LAS 8 HORAS.

El analisis estadistico no paramétrico entregrupos no reveld diferencias
significativas en los niveles de sodio urinario entre los grupos experimentales y
controles, y entre los grupos lesionados entre si, 8 horas después de la intervencion

quirurgica { H (3,22) = 2,01, p = .5690 }(fig. 9.3).
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NIVELES DE SODIO EN ORINA A LAS 24 HORAS (Periodo
8-24 Horas Postoperatorio).

Transcurridas 16 horas desde la administracion intraperitoneal (oxitocina vs.
suero fisiologico), se observan diferencias significativas entre los grupos
experimentales y grupos controles en general en la respuesta natriurética durante el

periodo 8-24 horas postoperatorio { H(3,22) = 11,57, p = .0090}(fig. 9.7).

Las comparaciones entre los diferentes grupos lesionados y sus respectivos
grupos control no revelaron diferencias significativas en los niveles de sodio
urinario, si bien se produce una mayor pérdida de sodio en orina por parte del grupo
lesionado E3O0T con respecto a los animales pertenecientes a su grupo control
{E30T vs. GCOT D(6,5) = .80, p =n.s (1.68 vs .75)}{E3SF vs. GCSF D(6,5) =
.00, p=n.s (.47 vs. .59) (fig. 9.9)}.

Por otra parte, analizando las comparaciones entre los animales lesionados, se
observa una mayor respuesta natriurética en el grupo experimental que recibe la
administracion periférica de la hormona neurohipofisaria (oxitocina) que en los
animales experimentales que son sometidos al tratamiento de suero salino isotonico

{E30T vs. E3SF D(6,6) = 1,00, p <.01 (fig. 9.9)}.

OSMOLARIDAD URINARIA A LAS 8 HORAS.

Por lo que respecta a la osmolaridad urinaria de los grupos experimentales y
control, se observaron diferencias significativas, 8 horas después de la intervencion

quirurgica {H(3,22) = 15,71, p = .0013 }(fig. 9.4).

Los principales resultados en esta condicion experimental pueden resumirse

de la siguiente manera:
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En primer lugar, hay que sefialar que todos los animales lesionados
(oxitocina/suero fisiologico) mostraron una menor concentracion de la orina que sus
respectivos grupos control {E30T vs. GCOT D(6,5) = .00, p < .01}{E3SF vs.
CGSF D(6,5) =.00, p < .01}(9.4).

Por su parte, el analisis de los datos no revel6 diferencias significativas en los

niveles de osmolaridad urinaria entre los grupos experimentales.

OSMOLARIDAD URINARIA A LAS 24 HORAS (Periodo 8-24

Horas Postoperatorio).

Una vez mas, las compraciones realizadas entre los grupos lesionados y
controles en general, evidencian diferencias significativas en la osmolaridad urinaria,
durante el periodo comprendido entre las 8 y 24 horas después de las lesiones

electroliticas {H(3,22) = 13,23, p =.0042} (fig. 9.8).

Sin embargo, el analisis entregrupos mostré una menor concentracion urinaria
solamente en los grupos experimentales que recibieron la administracion de suero
salino isotdnico con respecto a su grupo control { E3SF vs. GCSF D(6,5) = .00, p <
.01}. Por su parte, los animales pertenecientes a los grupos lesionados que reciben la
administracion intraperitoneal de oxitocina no mostraron diferencias significativas en
los niveles de osmolaridad urinaria con respecto al grupo control no lesionado,
transcurridas 16 horas desde la administracion (periodo 8-24 horas postlesion)

{E30T vs. GCOT D(6,5) = .33, p=n.s (fig. 9.8)}.

Estos resultados se confirman a la hora de realizar las comparaciones entre
los diferentes grupos experimentales, donde se observa que aquellos animales que
recibieron la administracion de la hormona neurohipofisaria “oxitocina” presentan
una mayor osmolaridad en la orina que los que recibieron la inyeccion de suero

fisiologico {E3OT vs. E3SF D(6,6) = 1,00, p <.005 (fig. 9.8)}.
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Figura 9.1: Cantidades medias de agua ingeridas por los diferentes
grupos experimentales y grupos control durante las primeras 8
hor as postoperatorias.
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control durante las primeras 8 horas postoperatorias.
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por los diferentes grupos experimentales y grupos control durante las
primeras 8 horas postoperatorias.
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Figura 9.9: Cantidades medias de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante el
periodo comprendido entre las 24-30 hor as postoperatorias.
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Figura 9.10: Cantidades medias obtenidas en la ingesta de CINa
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postoperatorias.
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INGESTA DE COMIDA (Periodo 30-48 Horas Postoperatorio).

En cuanto a la ingesta de alimento, no se observaron diferencias significativas
globales entre los grupos lesionados y controles, 48 horas después de la intervencion
quirargica (periodo 30-48 horas postoperatorio) { H(3,22) = 4,22, p = .2385}(ver
tablas) (fig. 9.13).

Consumo de Alimento (30-48 Horas)
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< 301 T GCSF
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g 101 Figura 9.13: Cantidades medias de alimento consumidas por los
S 51 diferentes grupos experimentales y grupos control durante el

0 - w periodo comprendido entre las 30-48 hor as postoperatorias.
E30T GCOT E3SF GCSF
Grupos
Discusién.

Los resultados del presente trabajo experimental ponen de manifiesto que las
lesiones electroliticas de la region tuberomamilar ventral medial (E3) provocan una
respuesta polidipsica potente e inmediata (primeras 8 horas postoperatorias) (ver exp.
1y 5) (fig. 9.1) que precede en la mayoria de los periodos evaluados a la repuesta

politrica (datos observados en nuestro laboratorio, no presentados).

En relacion con este punto, conviene recordar que los animales
tuberomamilares mediales, aun siendo polidipsicos, son capaces de distribuir su
ingesta a lo largo del dia de forma semejante a los sujetos control no lesionados (ver
exp.2) (Morales et al., 1986), una circunstancia que no fue observada en el grupo

diabético (lesion electolitica anddica en la eminencia media), donde la ritmicidad
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nocturna/diurna en la ingesta de agua se ve profundamente afectada después del dafio

cerebral.

Hasta el momento, y aunque se disponen de abundantes datos anatomicos y
neurofisiologicos, se desconocen cuales pueden ser las causas que provocan esta
ingesta elevada de liquidos en los animales tuberomamilares, si bien no parece estar
relacionada con factores de caracter no homeostatico (por ejemplo, consumo prandial

de agua (ver exp. 3).

No se puede descartar la posibilidad de que la region tuberomamilar pueda
estar involucrada en la regulacion hidromineral de los fluidos internos, tal y como se
desprende de los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, que muestran
que las lesiones electroliticas de los nucleos tuberomamilares mediales pueden
producir una alteracion en los mecanismos regulatorios de sodio en el organismo, y
cuya consecuencia comportamental se manifieste en una elevada ingesta de agua (ver

exp.d).

En este sentido, hay que destacar el incremento en la actividad celular del
grupo tuberomamilar medial observado en situaciones de expansion de volumen
extracelular, que como se sabe correlacionan con valores elevados de sodio corporal

(Luckman et al., 1997).

Esta circunstancia, podria estar relacionada con las caracteristicas
morfoldgicas y anatémicas de las neuronas tuberomamilares, con sus amplias
ramificaciones dendriticas extendiéndose por la capa ependimal de la superficie
ventral del cerebro y receso mamilar, y que les permiten acceder a los cambios o
variaciones osmolares producidas en el organismo (Ericson et al., 1987; Reiner et al.,

1987; Watanabe et al., 1984).
En relacion con esta cuestion, varios autores han propuesto la existencia de

una serie de sensores o receptores de sodio en la vecindad de la pared del III

ventriculo, y en contacto directo con el liquido cefalorraquideo que serian activados
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ante los incrementos en la tonicidad plasmatica (Anderson y Olsson, 1973;

Fitzsimons, 1998; Rowland, 1998).

Recientemente, una serie de estudios neurofisioldgicos, neuroquimicos y
anatomicos han puesto de manifiesto una estrecha relacion entre el sistema
tuberomamilar y zonas o regiones cerebrales implicadas en la deteccion y control de
cambios o alteraciones en la osmolaridad plasmatica, donde el sodio ocupa un papel
fundamental (Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001; Akins et al., 1993; Denton et
al., 1999; Ericson et al., 1991; Hatton et al., 1998; Huang et al., 1995; Johnson et al.,
1997; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et al., 1999; Kraly et al., 1995;
McKinley et al., 1994; Oliet y Bourque, 1993; Rowland, 1998; Sladek et al., 1994;
Voisin et al., 1999).

En esta misma linea, se ha constatado que una serie de lesiones o dafios
cerebrales localizados en la parte basal del cerebro y/o zonas hipotalamicas
adyacentes al III ventriculo (Ia misma region donde se encuentran los nucleos
tuberomamilares) (Brown et al., 2001; Ericson et al., 1987, 1991; Kohler et al., 1986)
provocan importantes desequilibrios en los niveles internos de sodio en el organismo
(Bacic et al., 1999; Cort, 1963; Fitzsimons, 1979; Hennesy et al., 1977; Morales et
al., 1986; Natcheff et al., 1975; Price et al., 2000; Saborio et al., 2000; Vonderen et
al., 1999), originandose en muchos casos la aparicion de cuadros polidipsicos tanto
en seres humanos como animales (Bacic et al., 1999; Blackburn et al., 1995;
Grossman et al., 1963; Fitzsimons, 1979; Hennesy et al., 1977; Morales et al., 1986;
Robetson, 1987, 1995; Seckl et al., 1987, Sclafani et al., 1969; Tejedor del Real et
al., 1972; Van der Post et al.,1997; Vonderen et al., 1999).

En este sentido, los trabajos experimentales llevados a cabo en nuestro
laboratorio por Morales y Puerto (1988), utilizando lesiones electroliticas de la
region mamilar, desarrollan una marcada polidipsia que fue interpretada en términos
de alguna alteracion en la regulacion hidromineral de los fluidos internos, dada la

respuesta diferencial en la ingesta de agua observada en el grupo mamilar respecto al
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grupo control no lesionado tras la administracion periférica (i.p) de una solucion

hipertonica de CINa.

Ahora, el presente estudio viene a confirmar y a extender los resultados

obtenidos en aquella investigacion.

En efecto, tal y como habia sucedido en el estudio con animales diabéticos
(exp. 8), la administracion periférica (i.p) de la hormona neurohipofisaria oxitocina
en el grupo tuberomamilar medial, (8 horas después de la intervencion quirtrgica),
disminuye de forma significativa la polidipsia de estos animales respecto a las
condiciones evaluadas anteriormente (a pesar de tratarse de un periodo de 16 horas),
hasta tal punto que no se producen respuestas diferenciales en la ingesta de agua con

respecto al grupo control no lesionado (periodo 8-24 horas postlesion) (ver fig. 9.5).

Estos resultados no se observan en los animales tuberomamilares que reciben
la administracion (i.p) de una solucion salina isotonica, y que mantienen su patron
polidipsico. Es mas, el consumo de agua del grupo tuberomamilar medial “suero
fisiologico” es significativamente superior al manifestado por los animales
experimentales que presentan el mismo dafio cerebral, pero que reciben la
administracion periférica (i.p) de oxitocina, a pesar de no existir diferencias

significativas entre ambos grupos en el volumen de orina excretado (fig. 9.5).

Estas respuestas diferenciales en la ingesta de agua entre los grupos
lesionados del presente experimento, no pueden ser explicadas por un efecto aversivo
del tratamiento neuroendocrino (oxitocina) como sugieren algunos autores (se ha
observado un incremento en los niveles de oxitocina plasmaticos en los animales que
han sido sometidos a un aprendizaje aversivo-gustativo, fendmeno en el cual una
sustancia novedosa (sabor) es asociada con una sensacion gastrointestinal
desagradable provocada por la administracion de un producto aversivo (CILi, sulfato

de cobre, CCK, etc)(Verbalis et al., 1991).
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En efecto, los animales pertenecientes al grupo control que reciben la
administracion periférica de oxitocina (8 horas postlesion) no muestran ese descenso
tan acusado en la ingesta de agua en el periodo comprendido entre las 8 y 24 horas
postoperatorias respecto a los sujetos del grupo control que reciben la infusion (i.p)
de la solucion salina. Es mas, la administracion de la hormona neurohipofisaria
provoco un consumo de liquidos significativamente mayor en este mismo intervalo
de tiempo en el grupo control respecto a las primeras 8 horas postoperatorias (no
recibian la administracioén de oxitocina), una circunstancia que no se llega a observar
en los animales del grupo control que reciben la infusion de suero salino isotonico

(figs. 9.1y 9.5).

En relacion con esta observacion, cada vez se disponen de un mayor niumero
de datos que sugieren la implicacion de los péptidos neurohipofisarios
(principalmente oxitocina) en la regulacion hidrica y excrecion de CINa en
vertebrados (ver experimento anterior) (Bealer et al., 1999; Bourque et al., 1994;
Chiriguer et al., 2001; Fitzsimons, 1998; Huang et al., 1999; Murphy et al., 1998;
Pierson et al., 1995; Randolph et al., 1998; Shojo et al., 2000; Soares et al., 1999,
Verbalis et al., 2000; Voisin et al., 1999; Walter et al., 2000).

Es por ello, por lo que algunos investigadores sugieren que la respuesta
oxitocinérgica puede representar un sistema de reaccion ante los incrementos de
sodio extracelular y osmolaridad (Balment et al., 1980; Edwards et al., 1984; Jones et

al., 1969; Kjaer et al., 1995; McKinley et al., 1983).

En este sentido, diversos estudios han comprobado que la administracion de
antagonistas oxitocinérgicos inhibe la excrecion de sodio renal (Balment et al., 1986;
Cort, 1963; Huang et al., 1995, 1996, Walter et al., 2000) mientras que la funcion
natriurética puede ser restituida mediante infusiones de oxitocina (Huang et al., 1995;
Sjoquist et al., 1999), La administracion de la hormona neurohipofisaria dentro de
rangos fisiologicos produjo un incremento significativo en la excrecion de sodio

renal tanto en ratas conscientes (Balment et al., 1980) como en animales mantenidos

305



CAPITULO IV

en dietas deficientes en sodio (Balment et al., 1980; Conrad et al., 1986; Forsling et

al., 1994; Verbalis et al., 1991; Walter et al., 2000).

Relacionado con este punto, conviene destacar que coincidiendo con la
disminucion en la ingesta de agua descrita en el grupo tuberomamilar medial tras la
administracion de oxitocina, se observa una mayor liberacion de sodio en orina
(natriuresis) respecto al grupo lesionado que recibio la administracion periférica de
suero fisiologico (periodo 8-24 horas postlesion) (fig. 9.7). Es mas, al analizar los
niveles de osmolaridad urinaria se puede comprobar que los animales experimentales
que reciben la administracion de la hormona neurohipofisaria presentan una mayor
concentracion en la orina que el grupo tuberomamilar medial “suero fisiologico”, que
a su vez muestra una osmolaridad urinaria significativamente inferior que los

animales pertenecientes al grupo control no lesionado (fig. 9. 8).

Es posible que la mayor respuesta natriurética mostrada por el grupo
experimental que recibe la administracion de oxitocina, lo que de alguna manera
facilitaria un control mas adecuado sobre los niveles de sodio en el organismo, pueda
explicar las respuestas diferenciales observadas en el consumo de liquidos (agua y
CINa) con respecto a los animales tuberomamilares que reciben la administracion
periférica de suero salino isotonico en la ultima fase del experimento (24-30 y 30-48

horas postoperatorias).

En relacion con esta interpretacion, podria hipotetizarse que dado que la
administracion de la hormona neurohipofisaria conlleva una pérdida significativa de
sodio en orina) (ver exp. 8) pudiese provocar un déficit en los niveles de sodio
extracelular con respecto al agua (hiponatremia), que explicaria las preferencias por
la solucion de CINa hipertonica que muestran los animales lesionados respecto al
grupo experimental que recibe la administracion periférica de suero fisioldgico

(periodo 24-30 y 30-48 horas postoperatorio).

La mayor respuesta comportamental (polidipsia) llevada a cabo por el grupo

lesionado “suero fisiologico” en el periodo que transcurre entre las 8 y 24 horas
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postoperatorias, si bien, en cierta manera, podria también disminuir los niveles de
sodio corporal (posiblemente como consecuencia de una menor reabsorcion renal de
sodio (Palmieri et al., 1969; Rose, 1984) nunca llegaria a alcanzar los niveles de

hiponatremia que se han podido producir en el grupo tuberomamilar “oxitocina”.

En resumen, y de acuerdo con los resultados que acabamos de describir, la
polidipsia tuberomamilar podria estar relacionada con una serie de alteraciones en los
procesos regulatorios hidrominerales, donde el sodio puede ocupar un papel
fundamental (Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997, McKinley et
al., 1983; Robertson, 1982, 1983; Robertson et al., 1995; Rose, 1984; Saltmarsh,
2001), que estarian mediados fundamentalmente por la ausencia de factores

hormonales de origen neurohipofisario.

Recientemente, se ha podido comprobar que la activacion de células
tuberomamilares ante varios desencadenantes osmolares (deshidratacion, privacion
de liquidos, etc) provoca la despolarizacion de neuronas magnocelulares
pertenecientes al complejo supraoptico-paraventricular, con la consiguiente
liberacion de factores neurohipofisarios (ADH y oxitocina) que, como se ha visto
anteriormente representan una respuesta apropiada ante situaciones que suponen una
seria amenaza para el mantenimiento de un 6ptimo equilibrio hidromineral (Akins et

al., 1990, 1993; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995).

Por otra parte, y como cabria esperar, el bloqueo farmacologico de las células
tuberomamilares provoca una disminucion significativa en la secrecion de las
hormonas de la hipofisis posterior vasopresinérgicas (Kjaer et al., 1994, 1994) y
oxitocinérgicas (Bealer et al., 1999; Kjaer et al, 1995) ante los mismos

desencadenantes osmoticos.
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Introduccion.

Uno de los mecanismos adaptativos mas importantes que poseen los
organismos superiores es la capacidad para mantener y regular sus niveles hidricos
dentro de limites fisioldgicos, asi como la busqueda y consumo de liquidos, a través

de una interaccion perfecta entre los factores periféricos y el sistema neuroendocrino.

Como ya se ha reflejado a lo largo de este trabajo, numerosas estructuras y

circuitos neuroanatomicos parecen estar implicados en esta conducta consumatoria.

La busqueda y explicacion funcional de tales circuitos es uno de los objetivos
principales de la Psicobiologia de la regulacion de fluidos y también del presente

proyecto de investigacion.

La metodologia mas empleada por los diferentes autores ha consistido en
interrumpir zonas mas o menos especificas del sistema nervioso central y analizar su
influencia en el consumo de liquidos. Asi por ejemplo, lesiones de estructuras
subcorticales como la amigdala (Grossman et al., 1963), septum (Harvey et al.,
1965), hipotalamo medial (Sclafani et al., 1969), nucleos del rafe (Coscina et al.,
1972; Lorens et al., 1971), eminencia media (Rolls, 1970), hipotalamo posterior
(Hennesy y Grossman, 1977), area mamilar (Morales y Puerto, 1986; Tejedor del
Real et al.,, 1972) entre otras, inducen polidipsia, esto es, una ingesta de agua

significativamente superior a la de un sujeto control sin dafio cerebral alguno.

En nuestro laboratorio, lesiones electroliticas confinadas en una region
situada en el hipotalamo posterior modifican sensiblemente y de forma permanente el
consumo diario de agua (Morales y Puerto, 1986). Pues bien, dada su localizacion
anatomica, el sistema tuberomamilar, con sus subnucleos constituyentes, podria ser

la zona cerebral crucial, implicada en esta conducta.
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Polidipsia Tuberomamilar

En estos casos, el incremento en la ingesta de agua de los animales
tuberomamilares, es potente y duradera, y la polidipsia observada parece ser
especifica y peculiar a cada grupo tuberomamilar. En efecto, el analisis de los datos
ha revelado la existencia de diferencias tanto cuantitativas como cualitativas
dependiendo de la localizacion anatomica de las lesiones electroliticas

correspondientes (ver fig. 1.1) (experimento 1y 5).

En este sentido, las lesiones de los nucleos tuberomamilares mediales E3 y
E4, originan una respuesta polidipsica temprana, ya desde el primer dia tras la
intervencion, sin alteracion alguna en la ingesta de alimento, en la misma linea de los
resultados comunicados por varios autores tras la manipulacion de regiones amplias
del hipotalamo posterior (Hennesy et al., 1977; Morales et al., 1986; Tejedor del Real
et al., 1972).

Por el contrario, las lesiones electroliticas tuberomamilares ventrales E1 y E2,
si bien producen un incremento significativo en la ingesta de agua, ésta no es tan
marcada como la anterior, ya que no se observan diferencias significativas con
respecto al grupo no lesionado hasta que no transcurren una serie de dias (4/7 en

adelante). En otras palabras, su desarrollo es mas lento.

Podriamos sefialar por tanto que las lesiones circunscritas a diferentes zonas
de la region tuberomamilar, tanto a nivel ventral (E1 y E2) como a nivel medial (E3
y E4), provocan una serie de cuadros o patrones en el consumo de agua con

caracteristicas diferenciadas.

Estos resultados se ven apoyados por una serie de estudios previos de
caracter neuroanatomico y neurofisiologico, que han permitido analizar las
caracteristicas morfoldgicas de las neuronas individuales de la zona tuberomamilar,

confirmando una clara diferenciacion entre la “region tuberomamilar ventral”, donde
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la mayoria de las neuronas son magnocelulares y compactas, y la “region
tuberomamilar medial”, en la que predominan células de tamafio medio, menos
organizadas (Akins et al., 1993; Armstrong y Sladek, 1985; Ericson et al,. 1987,
1991; Hatton et al., 1998; Kjaer et al., 1995; Kohler et al., 1985; Reiner et al., 1987;
Schwartz et al., 1991; Wagner et al., 1993; Watanabe et al., 1984; Weiss et al., 1989;
Yang et al., 1989).

En cualquier caso, un hecho que se puede destacar en estos trabajos
(experimentos 1 y 5), y que se encuentra relacionado con la disociacion funcional
entre los grupos tuberomamilares, es que la “polidipsia ventral E1 y E2” se
manifiesta conjuntamente con un aumento significativo en el consumo de comida,
mostrando diferencias significativas al final del estudio (dias 8/11 en adelante) con

respecto a los grupos tuberomamilares mediales y control (falsa lesion).

Dadas las semejanzas (entre E1 y E2) tanto morfologicas, como estructurales
(algunos autores piensan que pueden derivar de un grupo celular comin y que se ha
dividido durante el desarrollo; (Ericson et al., 1987; Inagaki et al., 1990; Kohler et
al., 1985; Schwartz et al., 1991, Watanabe et al., 1984) y funcionales (obsérvese
como las lesiones electroliticas de ambos nucleos hipotalamicos presentan el mismo
cuadro o patron en la ingesta de comida) en esta Tesis se ha optado por analizar las
consecuencias que podria tener sobre el consumo de alimento la destruccion conjunta
(E1 + E2) (lesiones electroliticas) de ambas regiones del hipotalamo posterior

(experimento 4).

Implicacion de la region Tuberomamilar Ventral en el

comportamiento nutritivo.

Los resultados volvieron a confirmar el incremento significativo en el
consumo de alimento que se produce tras la manipulacion experimental de estas
regiones hipotalamicas (E1 y E2). En este caso sin embargo, hay que destacar que las

lesiones bilaterales de los nucleos tuberomamilares ventrales (E1 + E2) originan un

311



DISCUSION FINAL

comportamiento hiperfagico temprano (desde el 1° dia, bloque 1) que permanece
estable a lo largo del experimento, y que finalmente se ve reflejado en la mayor
ganancia de peso corporal por parte de los animales lesionados con respecto al grupo

control.

La mayor destruccion tuberomamilar que se produce como consecuencia de
las lesiones bilaterales sumativas “E1 + E2” podria explicar el efecto hiperfagico tan

potente y duradero que se observa en este experimento (exp. 4).

En relacion con esta cuestion, se dispone de abundantes datos que indican
como diversas manipulaciones farmacologicas que afectan al sistema tuberomamilar

repercuten de una manera significativa en el comportamiento nutritivo.

Asi por ejemplo, estudios comportamentales y electrofisiolégicos, han
demostrado que el bloqueo de la sintesis de histamina, neurotransmisor sintetizado
exclusivamente en el complejo tuberomamilar (Onodera et al., 1994; Stevens et al.,
2001; Wada et al., 1991) o de sus receptores postsinapticos (principalmente H1)
produce un incremento en la ingesta de comida de los animales. Este
comportamiento suele estar acompafiado por un aumento de peso considerable, sin
cambios consistentes en la toma de agua y excrecion de orina (Doi et al., 1994;
Fukagawa et al., 1989; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al., 2000; Ookuma et

al., 1989; Orthen-Gambill et al., 1992; Sakata et al., 1988, 1990, 1991, 1994,

Schwartz et al., 1988; Tuomisto et al., 1994). Mas aun, los efectos mas potentes se
obtienen cuando los inhibidores histaminérgicos se aplican en regiones mediales
periventriculares hipotalamicas en torno a los nicleos paraventricular y ventromedial
con un reconocido papel en el control y regulacion del equilibrio energético
(Charnay et al., 1999; Choi et al., 1999; Doi et al., 1995; Elmquist et al., 1999; Flier
et al., 1998; Hakansson et al., 1996, 1998; Havel et al., 2000; Hetherington y Ranson,
1940; Huang et al., 1996; Inui, 1999; Mercer et al., 1996; Nicolaidis, 1999; Swaab et
al., 1995; Tokunaga et al., 1986; Woods et al., 1998). Esto parece indicar que los

efectos supresores del apetito mediados por las fibras tuberomamilares
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histaminérgicas puede llevarse a cabo a través de sus receptores en estas estructuras

hipotalamicas.

En este sentido, hay que sefalar que los cuerpos celulares de las células
tuberomamilares ventrales muestran niveles elevados de CART (transcriptor
regulado por cocaina y anfetamina), un neuropéptido anoréctico que ha sido
identificado recientemente y cuya administracion central (PAV) produce un descenso
significativo en la ingesta de comida (Dall Vechia et al., 2000; Douglas et al., 1995;
Elias et al., 2001; Elmquist et al., 1999; Inui, 1999; Kristensen et al., 1998).

Asimismo, en los ultimos afios, diversos estudios neuroanatomicos han
mostrado la existencia de numerosas proyecciones inhibitorias galanérgicas sobre
neuronas tuberomamilares ventrales (E1 y E2) (Kohler et al., 1986; Sherin et al,,
1998). Conviene recordar al respecto, que la galanina (péptido de 29 aminoacidos) es
uno de los principales agentes orexigénicos conocidos en la actualidad. Su
administraciéon en el sistema nervioso central estimula la conducta de ingesta,

especialmente de lipidos (Havel et al., 2000 Leibowitz et al., 1998).

En resumen, los datos descritos hasta el momento, parecen reflejar una
relacion inversa entre la actividad tuberomamilar histaminérgica y la conducta

nutritiva.

Esta afirmacion también se ve apoyada por numerosos trabajos que han
demostrado que la administracion central de histamina o farmacos que potencian su
accion, disminuyen la toma de alimento, tanto en animales (Brown et al., 2001;
Clineschmidt et al., 1973; Fukagawa et al., 1989; Itoh et al., 1998; 1999; Lecklin et
al., 1998; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al., 2000; Tuomisto et al., 1994;
Wagner et al., 1963), como en seres humanos (Clineschmidt et al., 1973). En este
sentido, Itoh y colaboradores (1991) han indicado que la liberacion de histamina
tuberomamilar en el hipotalamo se incrementd de manera significativa después de la

ingesta de alimento en animales (ratas) saciados.
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En la misma linea de estos resultados, se ha comprobado que ratas Zucker,
genéticamente obesas, muestran niveles histaminérgicos mas bajos (7 veces) que los
animales normales; lo cual sugiere que la histamina tuberomamilar podria estar
implicada de algin modo en el mantenimiento homeostatico del equilibrio energético

(Brown et al., 2001; Sakata et al., 1991).

En relacion con esta idea, algunos investigadores han propuesto que el efecto
anoréctico tuberomamilar puede ser explicado a través de la activacion de los centros
hipotalamicos implicados en la integracion de sefiales saciadoras. De hecho, esta
regulacion podria llevarse a cabo a través de los nicleos mediales hipotalamicos
paraventricular 'y ventromedial (PAV/HVM), en los cuales las fibras
tuberomamilares histaminérgicas se distribuyen densamente (Adam et al., 1966;
Fernandez-Novoa et al., 2001; Grossman, 1980; Inagaki et al., 1988; Itoh et al.,
1991; Lecklin et al., 1998; Orthen-Gambill et al., 1992; Panula et al., 1985, 1989;
Watanabe et al., 1984) y en los que los receptores de leptina son abundantes (Doi et
al., 1994; Fei et al., 1997; Hakansson et al., 1996, 1998; Huang et al., 1996, Mercer
et al., 1996; Morimoto et al., 2000; Yarnell et al., 1998)

Por ejemplo, y con respecto al nucleo paraventricular (PAV), existen
numerosos estudios que resaltan la importancia de este centro hipotalamico en la
nutricion (Choi et al., 1999; Havel et al., 2000; Leibowitz et al., 1981; Swaab et al.,
1995; Tokunaga et al., 1986; Woods et al., 1996, 1998) como lo demuestra el hecho
de que recientemente se haya demostrado un incremento en su actividad tras la
administracion de leptina, tanto en ratones normales como en animales
genéticamente obesos (Elmquist et al., 1999; Fei et al., 1997; Hakansson et al., 1996,
1998; Huang et al., 1996; Mercer et al., 1996; Yarnell et al., 1998).

La implicacion del PAV en el comportamiento nutritivo también ha sido
observada en diversos estudios clinicos. Asi, por ejemplo, Smeets y colbs. (1992)
han puesto de manifiesto una serie de alteraciones en el nicleo paraventricular de
personas que padecen el sindrome de Prader-Willi (PWS), trastorno que en la

mayoria de los casos (70%) se encuentra relacionado con una deleccion del brazo
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largo del cromosoma 15 (Martin et al., 1998), y que cursa con retraso mental,

hipogonadismo, corta estatura, ademas de hiperfagia y obesidad.

En concreto, se ha observado una reduccion del 28% y 41% respectivamente,
en el volumen de esta region hipotalamica asi como en el nimero de células
paraventriculares en los pacientes PWS. Estos mismos resultados también han sido

documentados por otros autores (Swaab et al., 1993).

Por otra parte, los estudios clasicos de Hetherington y Ranson (1940), ya
habian puesto de manifiesto la relevancia del nucleo ventromedial (HVM), en el
control y regulaciéon de la conducta nutritiva. La destruccion del hipotalamo
ventromedial provocaba un incremento notable en la ingesta de comida (hiperfagia)
de los animales (ratas), y como consecuencia de ello una ganancia en el peso
corporal. Por el contrario, la estimulacion eléctrica de dicha region en sujetos
privados de alimento producia un descenso significativo en el consumo de comida

(hipofagia) (Nicolaidis, 1999).

Recientemente, estos datos se han visto confirmados por el hecho de que la
activacion del sistema tuberomamilar histaminérgico podria controlar el efecto
anoréctico inducido por la hormona leptina en alguno de estos centros hipotalamicos
(Fukogawa et al., 1977; Itoh et al., 1999; Masaki et al., 2001, 2001; Morimoto et al.,
2000; Yashimatsu et al., 1999).

Asi, se ha podido comprobar que el tratamiento cronico central con histamina
contribuye a mejorar las alteraciones en el equilibrio energético que manifiestan los
animales obesos db/db (alteracion del receptor de leptina) (Cheng et al., 1996;
Masaki et al., 2001). Este descubrimiento ha sido validado en los ultimos afios por el
hecho de que la administracion de alfa-fluoro-metyl-histamina (alfa-FMH) (un
inhibidor irreversible de la sintesis de histamina) atenua la respuesta anoréctica
llevada a cabo por la leptina en animales (ratas) (Morimoto et al., 2000; Yashimatsu

et al., 1999).
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Todas estas observaciones parecen indicar pues, que con la region
tuberomamilar nos encontramos ante un nuevo sistema hipotalamico que reune todas
las caracteristicas para poder desempefiar una funcion relevante en el
comportamiento nutritivo; un tema de extraordinaria importancia no solo cientifica
sino también clinica dado el gran niumero de trastornos alimenticios como la
obesidad, la bulimia o la anorexia nerviosa cuya incidencia, al menos en las
sociedades occidentales se incrementa dia a dia (Rowland, 1998). El efecto
hiperfagico observado en los sujetos tuberomamilares ventrales E1 y E2 podria estar
relacionado con la destruccion de estas fibras histaminérgicas tuberomamilares
nutricionales como consecuencia de las lesiones electroliticas, lo que provocaria un
aumento en la ingesta de comida de los animales, en la misma linea que los estudios

anteriores.

El hecho de que la histamina no haya sido implicada en la ingesta de agua
(Doi et al., 1994; Fukogawa et al., 1989; Orthen-Gambill et al., 1992; Sakata et al.,
1984, 1990, 1994; Schwartz et al., 1988; Tuomisto et al., 1994), sugiere que su
participacion no es relevante en la polidipsia tuberomamilar ventral observada en
estos estudios (experimentos 1, 4 y 5). Sin embargo, las células tuberomamilares
contienen en sus terminales un amplio namero de péptidos asi como otros
neuromoduladores y neurotransmisores que pueden desempefiar una funcion
destacada en este comportamiento. De hecho, algunas de estas sustancias se localizan
en subpoblaciones de neuronas histaminérgicas, donde pueden actuar como co-
transmisores modulando las funciones de estas células (Airaksinen et al., 1992;
Brown et al., 2001; Kohler et al., 1986; Onodera et al., 1994; Pasanni et al., 2000;
Saper et al., 1989; Schwartz et al., 1991; Wada et al., 1991).

Ademas, los nucleos tuberomamilares ventrales EI1-E2 emiten un gran
numero de proyecciones hacia regiones o centros hipotalamicos implicados en la
regulacion hidrica que podrian explicar estas conductas consumatorias (Akins et al.,
1990, 1993; Armstrong y Sladek, 1985; Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001,
Coscina et al., 1972; Ericson et al., 1991; Grossman et al., 1963; Harvey et al., 1965;
Hatton et al., 1998; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et al., 1999; Lorens, 1971,
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Morales et al., 1986; Sclafani et al., 1969; Tejedor del Real et al., 1972; Wagner et
al., 1993; Weiss et al., 1989; Yang et al., 1989).

Efectos de las lesiones tuberomamilares y eminencia media sobre la

ritmicidad nocturna/diurna en la ingesta de agua y comida.

Los datos enumerados demuestran que las lesiones electroliticas de los
diferentes nicleos tuberomamilares generan una serie de alteraciones en los procesos
regulatorios hidricos y nutricionales, con caracteristicas peculiares en cada uno de
ellos. Esta polidipsia tuberomamilar no puede ser explicada sin embargo como una
resultante de la irritacion del tejido cerebral producido por la lesion electrolitica. En
otros casos, el efecto irritativo tiene lugar como consecuencia del depodsito de iones
metalicos en el cerebro tras el paso de una corriente eléctrica a través de un electrodo
anodico (corriente positiva), como puso de manifiesto Rolls, (1970) en el modelo
animal de diabetes insipida (lesion de la eminencia media); si bien, éste no es el caso
de las lesiones efectuadas en los grupos tuberomamilares, en las cuales se ha

utilizado corriente catodica.

Se han observado (exp. 2) otras diferencias entre la polidipsia tuberomamilar
y la generada tras lesiones de la eminencia media, a saber, la lesion tuberomamilar
no modificod la ritmicidad en la toma de agua, que permanecid dentro de valores
normales, semejantes al grupo no lesionado. La ingesta se realizo principalmente
durante la noche, periodo de méaxima actividad en estos animales. Este hecho parece
indicar que la polidipsia tuberomamiliar posee un cuadro primario, no dependiente
de poliuria, ya que de haber quedado afectado el proceso de retencion y conservacion

de agua, la polidipsia también se hubiera manifestado durante el periodo diurno.
Una vez mas se vuelve a manifestar aqui la persistencia y especificidad de la

hiperdipsia tuberomamilar que, en este sentido comparte caracteristicas comunes con

las observadas tras la manipulacién de otras regiones subcorticales (Brown, 1998;
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Coscina et al., 1972; Grossman et al., 1963; Harvey et al., 1965; Hennesy et al.,
1977; Kavelaars et al., 2001; Lorens et al., 1971; Morales et al., 1986; Saborio et al.,
2000; Sclafani et al., 1969; Tejedor del Real et al., 1972).

Estos resultados, contrastan con los obtenidos en los animales con lesiones
electroliticas anodicas en la eminencia media (EM+), en los cuales la ritmicidad
nocturna/diurna en la ingesta de agua, se ve profundamente afectada después de la
lesion. En concreto, estos sujetos distribuyen la ingesta de manera continuada a lo
largo del dia, contrariamente a lo descrito para los animales tuberomamilares y
controles no lesionados, lo cual sugiere posiblemente alguna alteracion en los

mecanismos de conservacion de fluidos (Morales et al., 1986).

Esta ausencia de ritmicidad en la toma de agua también esta presente en el
consumo de alimento, ya que ahora los animales polidipsicos con lesiones anddicas
en la eminencia media, y al contrario que el grupo tuberomamilar y control (lesion
ficticia), muestran un volumen de ingesta de comida parecida en los dos periodos del
dia analizados (dia/noche). Este efecto puede deberse a la gran extension de la lesion
que podria afectar a centros hipotalamicos mediobasales-periventriculares
(adyacentes a la zona de estudio), y que son relevantes en el control de la ingesta de
alimento (Arletti et al., 1989; Choi et al., 1999; Del Vechia et al., 2000; Havel et al.,
2000; Inui, 1999; Mercer et al., 1996; Nicolaidis, 1999; Powley, 1977; Sakurai,
1999; Tokunaga et al., 1986; Verbalis et al., 1986; Woods et al., 1996, 1998). Entre
estas estructuras hipotalamicas lesionadas, podrian encontrarse también los nucleos
“tuberomamilares ventrales E1 y E2”, que como ya ha quedado reflejado pueden

formar parte de un circuito neural implicado en el control nutritivo.

En relacion con esta cuestion conviene destacar la ausencia de ritmicidad
nocturna-diurna en la ingesta de comida observada en los animales lesionados en el
nucleo “tuberomamilar ventral E1”, y que no muestra diferencias estadisticamente

significativas con el grupo diabético (EM +).
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Existe la posibilidad, de que esta alteracion en el habitual patron ritmico
nutritivo pueda explicarse como el resultado de una necesidad permanente de tomar
alimento; y en este sentido una serie de estudios recientes, han propuesto una vez
mas que la histamina hipotalamica, puede estar implicada (Fukagawa et al., 1989,
Sakata et al., 1994). En efecto, se ha demostrado que el bloqueo histaminérgico
induce al consumo de comida durante el dia, cuando los niveles de histamina
permanecen elevados y no durante la noche, cuando son bajos (Fukagawa et al.,
1989; Sakata et al., 1994). Estos resultados podrian explicarse, asumiendo que la
histamina neuronal, sintetizada principalmente en los nucleos tuberomamilares,
regula los ritmos circadianos de la ingesta de comida en los animales (Brown et al.,
2001; Doi et al., 1994; Fernandez-Novoa et al., 2001; Sakata et al 1994). Entre las
pruebas que parecen avalar estas hipdtesis se encuentran los estudios
neurohistoquimicos que han permitido comprobar como un gran nimero de fibras
tuberomamilares histaminérgicas y receptores H1, se localizan en el hipotalamo
ventromedial, paraventricular y sobre todo en el niicleo supraquiasmatico, una region
fundamental en el control de la ritmicidad circadiana (Beck et al., 1981; Doi et al.,
1994; Palacious et al., 1981; Panula et al., 1989; Tuomisto et al., 2001; Watanabe et
al., 1984).

Por lo tanto, si estos resultados se confirman, una posible explicacion de la
alteracion en la ritmicidad nocturna/diurna en la ingesta de comida observada en el
grupo “tuberomamilar ventral caudal E1”, podria deberse a la interrupcion de vias
(hay que recordar que estos resultados ya habian sido observados en nuestro
laboratorio cuando al lesionar electroliticamente el area mamilar, region del
hipotalamo posterior que recibe un gran numero de proyecciones nerviosas del
sistema tuberomamilar (Adam et al., 1996; Inagaki et al., 1988; Kohler et al., 1986;
Wilcox et al., 1982), se observd una alteracion similar en la ritmicidad
nocturna/diurna del consumo de alimento en los animales lesionados (Morales,
1986., Tesis Doctoral) o a la destruccion de cuerpos celulares tuberomamilares
histaminérgicos, que impedirian que esta conducta regulatoria se manifestara

diferencialmente durante los periodos de luz y de oscuridad.
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Prandialidad: Polidipsia Tuberomamilar y Diabética.

Un ultimo objetivo de esta serie experimental (experimento 3), pretendia
examinar si las polidipsias descritas anteriormente, podrian deberse a alguna
alteracion en los mecanismos de indole no homeostaticos. Un déficit en la secrecion
salivar suele originar un patron prandial de ingesta de agua, de forma que el sujeto
para poder comer, ingeriria finalmente mayores cantidades de liquido con objeto de
humedecer sus estructuras orofaringeas y facilitar asi su deglucion (Ramos et al,

1991).

La participacion de un proceso de sed prandial en los grupos tuberomamilares
y eminencia media ha sido examinada y exluida en este estudio. Concretamente, y
siguiendo el procedimiento habitual (Ramos et al., 1991), se pudo comprobar que la
privacion de comida durante 22 horas en los sujetos experimentales, no produjo (en
las 2 horas siguientes) diferencias con respecto a los grupos control en la frecuencia
de ingesta de agua en presencia de alimento seco. Es mas, los datos observados en la
prueba de prandialidad se encuentran muy lejos de las frecuencias obtenidas en

programas semejantes llevados a cabo por otros autores (Ramos et al., 1991).

Estos resultados, por tanto, parecen indicar que las polidipsias documentadas
no se deben a cambios producidos en la secrecidon salivar, es decir, a factores de
caracter no-homeostatico (sed prandial). En este sentido, la privacion de comida no
consiguid invertir la polidipsia en los sujetos tuberomamilares, es decir, en ausencia
de alimento los animales con lesion tuberomamilar (incluso los tuberomamilares
ventrales E1 y E2) continian consumiendo mayores cantidades de agua que el grupo
control no lesionado, lo que parece indicar que en la hiperdipsia observada no hay

una dependencia del consumo de alimento.
Este no fue el caso de la polidipsia inducida mediante lesiones anddicas en la

eminencia media, ya que en este grupo, la polidipsia fue abolida totalmente cuando

los animales dejaron de disponer de alimento.
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Este resultado merece ser destacado, ya que sugiere que los animales con
lesion anddica en la eminencia media estan capacitados ( en caso de privacion) para
la retencion de agua. Si esto es asi, la polidipsia descrita no se justificaria
exclusivamente por las pérdidas excesivas de liquido a través de la orina (Curtis,

1924; Swann,1939).

A favor de esta ultima posibilidad se pueden resefiar los estudios de Smith y
McCann (1962, 1964), quienes documentaron la presencia de hiperdipsia en
animales diabéticos (lesion electrolitica anddica en la eminencia media) a pesar de

ser nefroctomizados.

En la misma linea, Bellows, citado por Rolls, (1970), lig6 las arterias renales
de animales diabéticos, y sin embargo éstos continuaron consumiendo 4-5 veces mas

agua que cuando se encontraban en un estado normal.

En resumen, estos estudios parecen plantear la necesidad de reconsiderar el
modelo animal de diabetes insipida atribuido a Rolls (1970). Es mas, el hecho de que
las lesiones electroliticas con corriente negativa (catddica), semejante a la utilizada
en los grupos tuberomamilares y localizada en la eminencia media (EM-) no
provoque ninguna alteracion en la regulacion hidrica, sugiere que el papel de esta

region en la conducta consumatoria de agua es todavia incierto.

En funcion de los datos obtenidos (exp. 1, 2 y 3) se podria hipotetizar que la
polidipsia observada en los animales con lesion positiva en la eminencia media,
podria representar, de algin modo, un sistema integrador de los efectos conseguidos
tras las lesiones electroliticas en los distintos niicleos tuberomamilares. De hecho el
dafio producido con la lesion anddica de la eminencia media podria incluir a los
nucleos tuberomamilares, principalmente a los grupos tuberomamilares mediales (E3
y E4) que se encuentran a ambos lados del receso mamilar y cuyas proyecciones

nerviosas, han podido quedar destruidas por la lesion.
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A favor de esta propuesta, se puede citar las semejanzas observadas en la
polidipsia manifestada por ambos grupos experimentales (tuberomamilar medial (E3

y E4) y EM+), después de la intervencion quirtrgica:

o Polidipsia en el dia inmediatamente posterior a la lesion (fase
poliurica).
o Descenso  significativo en la ingesta de agua durante

aproximadamente 3 dias postlesion (fase oligurica o interfase).

o Recuperacion y estabilizacion de la polidipsia (fase permanente).

Implicacion de la Region Tuberomamilar en la Regulacion

Hidromineral.

Por ultimo, y dentro de un contexto clinico, podria ser relevante determinar si
los efectos obtenidos con las lesiones tuberomamilares, puedan ser de utilidad para
explicar alguno de los trastornos humanos asociados a alteraciones en el control de

fluidos.

Ya se ha hablado anteriormente en la Introduccion, de la existencia de una
serie de cuadros polidipsicos, de tipo primario, cuyas causas no son bien conocidas.
Estas alteraciones no siempre pueden ser justificadas por una pérdida de grandes
cantidades de orina, ya que la ausencia de anomalias en la conservacion de fluidos es
la caracteristica mas notable de estos pacientes (Dunn, 1990; Fitzsimosns, 1979,
Robertson, 1987; Vonderen et al., 1999). Por otra parte, existe coincidencia entre los
distintos autores en la posibilidad de que estos trastornos puedan ser debidos a dafos
o lesiones de algunas estructuras cerebrales localizadas en la parte basal del cerebro
(Bacic et al., 1999; Bellows, citado por Rolls, 1970; Dorniger et al., 1991;
Fitzsimons, 1979; Mellinger y Zafar, 1983; Morales et al., 1986; Robertson, 1987,
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1991, 1995; Robinson et al., 1991; Smith y McCann, 1962, 1964; Tejedor del Real et
al.,, 1972), la misma region donde se encuentran los nucleos tuberomamilares (Brown
et al., 2001; Ericson et al 1987, 1991; Fujimoto et al., 1990; Grunthel, 1929 citado en
Ericson et al., 1987; Inagaki et al., 1988; 1990; Kohler et al., 1986, Panula et al.,
1984; Schwartz, 1990, 1994; Schwartz et al 1991, Watanabe et al., 1984) y que
particularmente suelen provocar diversos desequilibrios o variaciones en la
osmolaridad plasmatica asi como en los niveles de sodio corporal, modificando
sensiblemente de esta manera el consumo de agua (Bacic et al., 1999; Bealer et al.,
1983; Bronstein, 2000; Brown 1998; Cort, 1963; Dorniger et al., 1991; Fitzsimons,
1979; Iwasaki et al., 1991; Kavelaars et al., 2001; Keeler et al., 1972; Lichardus et
al., 1969; Natcheff et al., 1975; Robertson, 1995; Rolls, 1970; Robertson, 1987,
Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987; Van der Post et al., 1997; Vonderen et al.,
1999).

Todos estos planteamientos iniciales justificaban, por tanto, que uno de los
principales objetivos de los siguientes experimentos de la presente Tesis Doctoral
fuese el tratar de examinar las consecuencias de las lesiones tuberomamilares en la
regulacion hidromineral de los animales y en la explicacion de las conductas

polidipsicas.

Existe la posibilidad de que el elevado consumo de agua observado tras las
lesiones de los nucleos tuberomamilares pueda depender, en cierto modo, de alguna

anomalia en los circuitos cerebrales implicados en la regulacion hidromineral de

fluidos.

En este sentido, diferentes estudios anatomicos han demostrado la existencia
de una estrecha relacion entre el sistema tuberomamilar y estructuras cerebrales
implicadas en la deteccion de cambios o alteraciones en la osmolaridad plasmatica
(Akins et al., 1993; Armstrong et al., 1985; Denton et al., 1999; Ericson et al., 1991;
Ericson, 1989; Haas et al., 1975, 1977, 1982; Inagaki et al., 1988, 1990; Kjaer et al.,
1994, 1994, 1995; Knigge et al., 1999; Kohler et al., 1985; Kraly et al., 1995;
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Palacious et al., 1981; Panula, 1981; Schwartz et al., 1991; Swanson, 1987; Weiss et
al., 1989).

Asi por ejemplo, la estimulacion eléctrica de las células tuberomamilares
generd potenciales excitatorios monosinapticos en neuronas supraopticas del
hipotalamo (Hatton et al., 1998; Kjaer et al., 1994; Weiss et al., 1989; Yang et al.,
1989) que en algunos casos incrementaron su actividad en mas del 200% en
comparacion con las células de los animales (ratas) no estimuladas (Hatton et al.,
1998). Resultados similares fueron observados en las neuronas neurosecretoras del

nucleo paraventricular (Haas et al., 1982; Schwartz et al., 1991).

Estas observaciones estan en concordancia con los resultados obtenidos
utilizando métodos farmacologicos. Asi, se ha podido demostrar que la histamina
(neurotransmisor sintetizado exclusivamente en los nucleos tuberomamilares) o
farmacos que la potencian expresan c-fos en neuronas pertenecientes al complejo
SON-PAV (Airaksinen et al., 1991; Bealer et al., 1999; Kjaer et al., 1994, 1994,
1995; Knigge et al., 1999) cuya activacion representa una respuesta apropiada ante
situaciones que suponen una seria amenaza para el mantenimiento de un equilibrio
hidromineral optimo (Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994,
1994, 1995; Knigge et al., 1999; Schwartz et al., 1991; Tuomisto et al., 1984; Weiss
et al., 1989).

Por otra parte, y como cabria esperar, el bloqueo farmacologico de las
terminales tuberomamilares produce un descenso significativo en la activacion de las
neuronas magnocelulares hipotalamicas de los nucleos anteriormente referidos
(SON-PAYV) (Bastos et al., 2001; Bealer et al., 1999; Bourque et al., 1994; Chiriguer
et al., 2001; Cunninghan et al., 1991; Gutkowska et al., 1997; Huang et al., 1999;
Hussy et al., 2000; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et al., 1999; Lightman,
1990; Miyata et al., 2001; Soares et al., 1999; Verbalis et al., 2000; Wakerley, 1987).
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Todas estas observaciones, por tanto, parecen sugerir que las lesiones
electroliticas tuberomamilares han podido interrumpir alguno de los circuitos

implicados en la regulacion osmotica de fluidos, sensibles a la deshidratacion celular.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el capitulo III (experimento 5)
parecen descartar esta interpretacion inicial. En este sentido, se ha podido comprobar
que los animales experimentales tuberomamilares y el grupo control no muestran
diferencias significativas en la ingesta de agua tras la administracion periférica (i.p)

de una solucion dipsogénica de sacarosa hipertonica.

En cualquier caso, el hecho de que la polidipsia tuberomamilar no pueda ser
explicada en funcion de alguna alteracion en los procesos regulatorios osmoticos
inducidos por sacarosa, no descarta otras posibilidades, sobre todo a partir de los
resultados obtenidos tras la administracion (i.p) de CINa hipertonico que muestran
una respuesta dipsogénica significativamente superior del grupo tuberomamilar
medial (E3-E4) y grupo tuberomamilar ventral rostral E2 con respecto al grupo

control.

Es posible que la polidipsia tuberomamilar pueda estar relacionada de una u
otra forma con los mecanismos cerebrales implicados en el control de los niveles
internos de sodio corporal. En este sentido, se ha observado un incremento en la
actividad celular del grupo tuberomamilar medial (TMM) en situaciones de
expansion de volumen extracelular que, como se sabe, correlacionan con valores

elevados en este electrolito (Luckman et al., 1997).

Esta circunstancia podria estar relacionada con las caracteristicas
morfologicas de las neuronas tuberomamilares, con amplias ramificaciones
dendriticas que se extienden por la capa ependimal de la superficie ventral del
cerebro y receso mamilar, y que les permitirian detectar y responder ante
determinadas moléculas y sustancias neuroactivas presentes en el liquido
cefalorraquideo (Ericson et al., 1987; Fernandez-Novoa et al., 2001; Reiner et al.,

1987; Watanabe et al., 1984). En este sentido, varios autores han propuesto la
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existencia de una serie de sensores o receptores al ion sodio en la vecindad de la
pared del III ventriculo y en contacto directo con el LCF que serian activados ante
los aumentos en la tonicidad del plasma (Anderson et al., 1967; Anderson y Olsson,

1973; Fitzsimons, 1998; Rowland, 1998).

A estas observaciones iniciales caben afiadir las estrechas conexiones
anatomicas existentes entre los nucleos tuberomamilares y algunas regiones del
hipotalamo anterior relacionadas con la deteccion y control de los incrementos en la
concentracion plasmatica, en donde el sodio suele ocupar un papel fundamental
(Akins et al., 1990; Bealer et al., 1999; Brown et al., 2001; Han et al., 1996; Hatton,
1990; Johnson et al., 1997; Kjaer et al., 1994, 1994, 1995; Knigge et al., 1999,
McKinley et al., 1994; Moses et al., 1992; Rowland, 1998; Sladek, 1994; Vincent et
al., 1990; Walter et al., 1974; Xuz et al., 1996).

Es mas, varios estudios experimentales y clinicos han demostrado que una
serie de traumatismos o dafios diversos en el sistema nervioso central, especialmente
en regiones del hipotalamo posterior (y en las que podrian estar afectados los nucleos
tuberomamilares y/o sus conexiones) provocan importantes desequilibrios en los
niveles internos de sodio en el organismo, originandose en muchos casos la aparicion
de cuadros polidipsicos tanto en seres humanos como animales (Bacic et al., 1999;
Blackburn et al., 1995; Briess et al., 1998; Cort, 1963; Dorniger et al., 1991,
Fitzsimons, 1979; Henessy et al., 1977; Morales y Puerto, 1986; Natcheff et al.,
1975; Seckl et al., 1987; Tejedor del Real et al., 1972).

En este sentido, Bacic y colbs. (1999) han descrito recientemente severos
estados de hipernatremia o hiponatremia en soldados que habian sufrido dafos
cerebrales como consecuencia de herida/s de bala (Guerra de Bosnia). Los problemas
mas serios en la concentracion de sodio plasmatico fueron observados cuando las
lesiones afectaron a estructuras localizadas en la base del craneo y/o zonas

hipotalamicas adyacentes al III ventriculo (Bacic et al., 1999).
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Asimismo, los trabajos experimentales llevados a cabo en nuestro laboratorio
por Morales y Puerto (1988) utilizando lesiones electroliticas en la region mamilar,
generaron una marcada polidipsia que fue interpretada en términos de alguna
alteracion en la regulacion hidromineral de los fluidos internos, dada la respuesta
diferencial en la ingesta de agua observada entre el grupo mamilar y el grupo control

tras la administracion periférica (i.p) de una solucion hipertonica de CINa.

Ahora, el presente estudio presentado en el capitulo III (experimento 5) viene
a confirmar y a extender los resultados obtenidos en aquella investigacion, al
establecer concretamente las estructuras anatomicas implicadas en este proceso
comportamental. En efecto, conforme a los datos que acabamos de presentar son las
lesiones electroliticas de los nucleos tuberomamilares mediales (E3-E4) y region
tuberomamilar ventral rostral (E2) las que producen una alteracion en los
mecanismos regulatorios de sodio en el organismo, y cuya consecuencia conductual

se manifiesta en una elevada ingesta de agua.

Podria interpretarse no obstante, que el efecto diferencial obtenido en la
prueba con CINa por parte de alguno de los grupos experimentales es debido
simplemente a la interrupcion de vias y/o la destruccion de cuerpos celulares de los

otros nucleos tuberomamilares que se encuentran proximos anatomicamente.

Esta posibilidad puede ser descartada si nos atenemos a los resultados
observados en el presente trabajo de investigacion (experimentos 1 y 5), donde queda
puesto de manifiesto que las lesiones circunscritas a diferentes zonas de la region
tuberomamilar, tanto a nivel ventral (E1 y E2) como a nivel medial (E3 y E4),
provocan una serie de cuadros o patrones en el consumo de agua con caracteristicas
bien diferenciadas, tanto cuantitativa como cualitativamente, como ya ha quedado

reflejado anteriormente.
En otro orden de cosas, y en lo que respecta a los datos observados en este

experimento sobre el efecto producido por los diversos tratamientos dipsogénicos

osmoticos (CINa y sacarosa) sobre el grupo de diabetes insipida (EM+), se puede
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proponer que la polidipsia tuberomamilar y la hiperdipsia inducida por lesion en la
eminencia media deberian ser consideradas como manifestaciones propias de dos

entidades diferentes.

Al contrario de lo sucedido en los animales tuberomamilares mediales (E3-
E4) y E2 que se caracterizan por ser altamente sensibles a la administracion de las
soluciones salinas hipertonicas (CINa), los sujetos diabéticos con lesion electrolitica
anodica en la EM+ no s6lo no responden de manera significativa (respecto del grupo
control) a ninguno de los tratamientos dipsogénicos osmoéticos implicados (CINa y
sacarosa) sino que la ingesta de agua tras la administracion periférica de CINa es

inferior a la observada en los animales tuberomamilares mediales (E3-E4).

Una interpretacion inicial de estos resultados se podria obtener a partir de los
estudios de Robertson (1983), quien ha observado una cierta incapacidad de los
animales diabéticos para responder adecuadamente a los cambios o variaciones

osmolares.

Sin embargo, esta interpretacion quiza deba ser matizada de acuerdo con los

nuevos datos que han ido apareciendo en los ultimos afios.

En efecto, como ya ha quedado reflejado a lo largo del presente trabajo de
investigacion los animales diabéticos tienen alterados los mecanismos responsables
de la conservacion de fluidos, a lo que hay que afiadir un aumento considerable en la
osmolaridad plasmatica (hipernatremia), provocado fundamentalmente por un
incremento significativo en los niveles de sodio corporal (Bacic et al., 1999; Brimble
et al., 1991; Bronstein et al., 2000; Edwards et al., 1984; Friedman et al., 1958, 1962;
Hollinshead et al., 1964; Huang et al., 1996, Kavelaars et al., 2001; Laszlo et al.,
1966; Man et al., 1992; O'Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price et al., 2000;
Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1992; Swann, 1939; Valtin, 1967,
Verbalis et al., 1985).
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Estas dos circunstancias hacen que estos animales en condiciones normales
(ad libitum) deban ingerir grandes cantidades de agua con el objetivo de contrarrestar

los déficit volémicos (poliuria) y osmoticos (hipernatremia) que padecen.

Si a estas dificultades regulatorias se le afiade el desequilibrio osmolar tan
acusado al que se ven sometidos los animales con DI (EM+) tras la administracion de
CINa 2M vy de sacarosa hipertonica 2M, entonces cabria esperar que surjan una serie
de respuestas fisiologicas y comportamentales que traten de reestablecer las
alteraciones hidrominerales que se les ha impuesto. De hecho, varios trabajos
experimentales han comprobado como animales (perros) con dafio o lesiones en el
sistema neurohipofisario (SON-PAV/Hipofisis posterior) fueron capaces de mostrar
una respuesta antidiurética tras la administracion de productos dipsogénicos
osmoticos en concentraciones hipertonicas (Brooks et al., 1958; Lipsett et al., 1956).
La presencia de células intactas en los nucleos supraoptico y paraventricular de estos
sujetos hipofisectomizados revelada por estudios histologicos postmorten podria
explicar estos resultados (Bronstein et al., 2000; Brooks et al., 1958; Dohenics et al.,

1992; Heinbecker et al., 1941; Huang et al., 1996; Kawamoto et al., 1985).

Por otra parte, y dentro del mismo contexto, es un hecho bien conocido que la
administracion de una solucion salina hipertonica podria facilitar una mayor
retencion de agua corporal mediante una reabsorcion renal mas acusada (Rose, 1986;
Saltmarsh, 2001). En el caso de llegar a producirse esta respuesta fisiologica, se
podria esperar una disminucion significativa tanto en la hipernatremia como en las

pérdidas volumétricas de los animales diabéticos del estudio actual.

Asimismo, es importante tener en cuenta que los animales con lesion anddica
en la eminencia media se encuentran privados de comida durante el experimento
(tratamientos dipsogénicos), una situacion en la que reducen drasticamente la ingesta
de agua como se ha podido comprobar en el trabajo experimental anterior (exp.3) y
en varios estudios clasicos con animales hipofisectomizados (Curtis, 1924; Swann,

1939).
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Finalmente, el ultimo objetivo que nos planteamos en este estudio
(experimento 5) pretendia examinar si la polidipsia tuberomamilar podria ser
explicada por algun trastorno o alteracion de tipo volémico, semejante al observado
por otros autores tras lesiones en otras regiones cerebrales (Blass y Hanson, 1970;
Kucharzyc y Mogenson, 1977). Es importante tener en cuenta al respecto, que el
complejo tuberomamilar mantiene conexiones anatOmicas con centros O zonas
cerebrales implicadas en el control de la presion vascular (p.e. area predptica medial,
organo subfornical, etc) (Brown et al., 2001; Cirello et al., 1983; Ericson, 1989,
1991; Ericson et al., 1987, 1991; Fitzsimons, 1998; Inagaki et al., 1988, 1990, 1991,
Panneton y Loewy, 1980; Schwartz et al., 1991; Swanson, 1987, Wada et al., 1991,
Wouterlood, 1998; Yang et al., 1997). Sin embargo, el analisis de los datos permite
pensar que esta hipotesis es improbable, ya que la respuesta consumatoria observada
por parte de los animales tuberomamilares y controles ante el tratamiento
dipsogénico volémico (glicol de polietileno) no difiere significativamente entre

ambos grupos.

Estos datos sugieren, que los mecanismos de regulacion volémica de fluidos

no parecen haber sido alterados como resultado de las lesiones tuberomamilares.

Por otra parte, los resultados del presente experimento nos revelan que la
ingesta de agua del grupo con lesion anodica en la EM+ tampoco difiere
estadisticamente de la observada en los animales control tras la infusion de PEG.
Esta respuesta en cierto modo parece logica, después de comprobar que el
tratamiento volémico presenta un menor (significativamente) efecto dipsogénico que
la mera inyeccion de agua destilada (tratamiento ficticio II) en los animales

diabéticos.

En resumen, y siguiendo con los mismos planteamientos tedricos esgrimidos
en relacion a los productos osmoticos, cabe la posibilidad de que la administracion
del coloide (PEG), que no deja de ser un agente diurético ya que ocasiona el
secuestro de fluido plasmatico del compartimento extracelular, puede facilitar en el

grupo EM+ una mejor respuesta natriurética (disminucion de los niveles de sal), que
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se traduciria finalmente en una importante reduccion en la ingesta de agua. Esta
interpretaciéon se encuentra hoy en dia avalada por una serie de trabajos
experimentales que sefialan que la DI mejora considerablemente con el tratamiento
racional de farmacos que tengan propiedades diuréticas (Baylis et al., 1998; Fried et

al., 1997; Niaudet et al., 1985; Rose, 1984, Saborio et al., 2000).

En este sentido, se ha comprobado que el tratamiento farmacoldgico con
Indapamida, un producto diurético y antihipertensivo que es capaz de incrementar la
osmolaridad urinaria al mismo tiempo que reduce la osmolaridad plasmatica,
provoco una mejoria considerable en varias personas con diabetes insipida central

(Tetiker et al., 1999).

En conclusion, el estudio que acabamos de describir parece indicar que el
incremento en el consumo de agua provocado por las lesiones electroliticas de la
region tuberomamilar podria venir desencadenado por alguna alteracion en los
procesos regulatorios hidrominerales del organismo. Asimismo, los resultados
experimentales obtenidos en el presente trabajo como en investigaciones previas
(experimento 3) sugieren que el modelo neurologico de diabetes insipida es mas
complejo de lo previsto y que algunos de sus planteamientos basicos merecen ser

reexaminados.

Modelo animal de Diabetes Insipida Neurologica inducido por lesiones

electroliticas en la Eminencia Media.

Poliuria y Polidipsia Diabética.

Asi, los resultados obtenidos en el capitulo IV de esta serie experimental
ponen de manifiesto que el dafio ocasionado en la eminencia media provoca,
independientemente de la manipulacion experimental a la que se ven sometidos los

animales lesionados en estos estudios (experimento 6A, 6B y 7) (privacion de
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alimento/disponibilidad de suero salino hipertonico/comida ad
libitum/administracion i.p de CINa/privacion de alimento y agua/comida carente de
sodio), una respuesta polidipsica en las primeras horas tras la intervencion (fase
transitoria), como consecuencia de una alteracion en la conservacion de fluidos
(Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Hennesy et al., 1977; Hollinshead,
1964; Ikkos et al., 1954; Laszlo et al., 1966; Friedman et al., 1958; Saborio et al.,
2000; Seckl et al., 1997; Verbalis et al., 1985). En efecto, apenas 6 horas después de
la intervencion quirdrgica se observa una elevada respuesta diurética en los animales
diabéticos (experimentos 6B y 7) que no puede ser atribuida a la ingesta de agua, ya
que la poliuria de los sujetos lesionados en las primeras horas se encuentra siempre
“por delante” del consumo de liquidos (datos observados en nuestro laboratorio, no
presentados). Es mas, el hecho de que animales lesionados en la eminencia media
que se encuentran privados de alimento y sobre todo de agua también muestren una
mayor respuesta diurética respecto al grupo control (experimento 7), parece indicar
que el comienzo de la diabetes insipida (fase transitoria) puede estar supeditado a una
anomalia en la retencion renal de fluidos (Ikkos et al., 1954; Seckl et al., 1992;

Swann, 1939).

A favor de esta interpretacion, destaca el elevado consumo de CINa
hipertonico (1.5%) que muestran los animales diabéticos con respecto a sus grupos
control (superior al 80% del total del liquido consumido)(experimento 6A y 7) y que
podria ser explicado como un intento por parte de estos sujetos de conseguir un
adecuado control volémico. En efecto, conviene recordar que en situaciones de
hipovolemia como la que nos encontramos en este caso, se produce la activacion del
sistema enzimatico-humoral renina-angiotensina-aldosterona que promueve entre
otras respuestas fisiologicas compensatorias, un reestablecimiento de la presion
arterial (que se encuentra disminuida en estos casos) asi como la busqueda e ingesta
de liquidos, preferentemente agua y CINa (Buggy et al., 1974; Fitzsimons, 1987,
1998; Johnson et al., 1997; Morien et al., 1999; Phillips, 1987; Rose, 1984; Stricker
et al., 1987).
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En otras palabras, la lesion electrolitica de la eminencia media, ha podido
interferir con los mecanismos renales encargados de la conservacion de fluidos, pero
no con la habilidad del sistema nervioso central para detectar el desequilibrio

hidromineral provocado por la lesion (Cort, 1963; Friedman et al., 1962).

Efectos de la manipulacion de la dieta sobre la Polidipsia Diabética Neurologica

inducida por lesiones electroliticas en la Eminencia Media.

Los resultados que acabamos de presentar en el capitulo IV, por tanto,
parecen confirmar que el dafio producido en la eminencia media desencadena de
manera inmediata un déficit volémico que los animales intentaran compensar con la

ingesta elevada de agua asi como de soluciones hipertonicas de cloruro sodico.

Cabria esperar, que los animales diabéticos pudiesen equilibrar esos déficits
en el volumen extracelular, desarrollando preferencias por una concentracion de
liquido isotonica (agua y CINa al 0.9 %). Sin embargo, y contrariamente a lo
reflejado por este planteamiento, se ha podido observar que los animales
experimentales muestran una mayor predisposicion por la solucion salina (1.5%) que
por el agua, lo que finalmente se traduce en una ingesta de liquidos con una
concentracion ligeramente hipertonica (agua y CINa al 1.23%), practicamente el
doble de la manifestada por el grupo control (agua y CINa al 0.62%) (experimento
6A).

En la actualidad, existen autores que describen el comportamiento
compulsivo de los pacientes con diabetes insipida por conseguir alimentos que
tengan un alto contenido en sal, si bien no se conoce cual puede ser la explicacion de

este fenomeno (Rose, 1984).

Cabe la posibilidad de que la ingesta de la solucion salina (1.5%) llevada a
cabo por el grupo experimental EM+2 (en las primeras 24 horas postlesion) pueda
ser la causa de las respuestas diferenciales observadas en el consumo de agua con

respecto al grupo diabético EM+1 en el 2° dia postquirurgico, y que en este caso no
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pueden ser atribuidas a una alteracion de tipo volémico al no existir diferencias
significativas entre ambos grupos en el volumen de orina excretado (experimentos

6A).

En efecto, los animales experimentales que vuelven a estar privados de
alimento (EM+1), si bien disminuyen de forma significativa su ingesta respecto al
dia anterior, todavia consumen mayor cantidad de agua que el grupo control
(GCEM-+1), un hecho que sin embargo no se produce en el grupo con lesion anodica
EM+2 a pesar de encontrarse en la misma situacion experimental (privacion de

alimento).

Se podria hipotetizar que las elevadas cantidades de CINa hipertonico
consumidas por los animales pertenecientes al grupo experimental EM+2 durante el
1° dia después de la intervencion quirargica (X = 114 c.c), y que representan mas del
82% del total del liquido ingerido, podrian promover una mayor retencion de fluidos
como consecuencia de la ganancia de Na+ extracelular, facilitando la reabsorcion de
agua por parte del rifion provocando una mayor retencion de fluidos con el

consiguiente incremento en el volumen extracelular (Rose, 1984).

En este sentido, diversas investigaciones han demostrado que la ingesta de
agua por si sola no es la mejor respuesta para intentar mantener un adecuado control
hidromineral, ya que en ausencia de sodio, el agua es incapaz de pasar rapidamente
al plasma a través de la pared intestinal con el objetivo de restaurar el volumen del
fluido extracelular. Este proceso seria facilitado por los iones de sodio (Saltmarsh,

2001).
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Efectos de la administracion periférica (i.p) de cloruro sodico hipertonico sobre el
desarrollo y progresion de la polidipsia diabética neurologica inducida por lesiones

electroliticas en la Eminencia Media.

Los resultados obtenidos en el experimento 6b de esta serie experimental
parecen confirmar esta posibilidad ya que el grupo diabético que recibe la
administracion i.p de CINa hipertonico muestra una mayor respuesta retentiva, como
lo demuestra el hecho de que no se observan diferencias significativas en el volumen
de orina excretado (6 horas postoperatorias) asi como en la osmolaridad urinaria (24

horas postlesion) con respecto al grupo control.

De ser cierta esta interpretacion, se confirmaria una vez mas que la polidipsia
de indole diabética inducida por lesiones de la eminencia media no puede ser
definida exclusivamente como un trastorno regulatorio secundario a una pérdida de
liquidos ya que también puede verse afectada por una serie de alteraciones en la
regulacion hidromineral de los fluidos organicos que igualmente tendran
repercusiones sobre el comportamiento de ingesta de los sujetos diabéticos (Bellows,

1938; Smith y McCann, 1962, 1964).

Concretamente, se ha puesto de manifiesto en esta serie experimental
(capitulo IV) que la manipulacion de la dieta (en la cual la sal es uno de sus
elementos principales) o la administracion i.p de CINa hipertonico, modifican el
comportamiento polidipsico de los animales con lesion electrolitica en la eminencia
media, lo que sugiere que el sodio puede ser un componente fundamental en este
proceso regulatorio (trastorno polidipsico), mas si cabe al confirmarse que los
animales diabéticos muestran un exceso de este mineral en el organismo
(experimento 7) (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958,
1962; Hollinshead, 1964; Huang et al., 1996; Laszlo et al., 1966; Man et al., 1992;
O’ Connor, 1950; Rolls, 1970; Seckl et al., 1992; Swann et al., 1939; Verbalis et al.,
1985).
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Polidipsia Diabética e Hipernatremia.

En efecto, los resultados del experimento 7 muestran un aumento en la
osmolaridad plasmatica (hipernatremia) del grupo lesionado que no dispone de
alimento y agua con respecto a su grupo control (24 horas postoperatorias), y que es
provocado fundamentalmente por los elevados niveles de sodio que presentan estos
animales en el organismo como consecuencia de las graves pérdidas de fluido que se

producen a través de la orina.

Varios autores han propuesto que los desequilibrios osmolares
(hipernatremia) reflejados en la diabetes insipida podrian ser causados por una serie
de alteraciones en el control y regulacion hidromineral de los fluidos organicos como
consecuencia de una retencion inapropiada de los niveles de sodio corporal (Bacic et
al., 1999; Balment et al., 1986; Huang et al., 1996; Man et al., 1992; Seckl et al.,
1992).

En relacion con esta interpretacion, destaca el hecho de que los grupos de
animales experimentales que tedricamente toman en proporcion una mayor cantidad
de sodio debido a la condicion experimental a la que pertenecen (Grupo EM+ cloruro
sodico hipertonico (1.5%)/Grupo EM+ comida estandar ad libitum (0.25% de
contenido de sodio) son los Gnicos que presentan un aumento significativo en la

concentracion plasmatica con respecto a los grupos controles no lesionados.

Por el contrario, los animales diabéticos que disponen de una alimentacion
con contenidos mas bajos en este electrolito, no muestran los severos cuadros de
hipernatremia comentados anteriormente (Grupo EM+ privado de comida/Grupo
EM-+ comida sin sal). En estos casos, la potente polidipsia desarrollada, junto con las
caracteristicas de la dieta hiposodica son capaces de reducir la hipernatremia

observada en la diabetes insipida (ver Grupo EM+ privado de comida y agua).
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En funcion de estos resultados, diversos autores coinciden en sefialar que los
niveles elevados de sodio corporal observados durante el transcurso de la diabetes
insipida podrian ser un fiel reflejo de una incapacidad renal para excretar una orina
concentrada (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958 ; Huang
et al., 1996; Man et al., 1992; O'Connor, 1950; Seckl et al., 1992; Swann, 1939;
Titlebaum et al., 1960; Wolf, 1950).

Los resultados de este experimento parecen confirmar una menor respuesta
natriurética en los animales con lesiones en la eminencia media. En efecto, si bien se
ha demostrado que existen grupos experimentales (Grupo EM+ cloruro sodico
hipertonico/Grupo EM+ comida estandar ad libitum) que muestran niveles elevados
en la tonicidad plasmatica con respecto a sus respectivos grupos control, €stos no son
capaces de liberar este exceso de electrolitos (sodio en orina), a pesar de excretar un
volumen de orina significativamente superior al observado en los grupos control no
lesionados. Es mas, esta idea se ve ratificada cuando se observa que la osmolaridad
urinaria de los animales diabéticos es menor que la de los grupos controles

(Czernichow et al., 1985; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992).

En otras palabras, los datos presentados en estos estudios (experimento 6a, 6b
y 7) sugieren que el dafio producido en la eminencia media, aparte de provocar un
inmediato déficit volémico, también desencadena alteraciones en la regulacion
hidromineral de fluidos (hipernatremia) que pueden ser incrementadas o reducidas en
funcién de las condiciones experimentales a las que se ven sometidos los animales.
En este caso en concreto, la mayor o menor concentracion de sodio disponible en
cada una de las manipulaciones experimentales llevadas a cabo podria explicar las
respuestas diferenciales observadas en esta conducta regulatoria (ingesta de

liquidos).

Por ejemplo, la presencia de comida ad libitum en las jaulas de los animales
diabéticos incrementd de manera significativa la ingesta de agua con respecto a los
sujetos del grupo control (experimento 6A). Es probable que el consumo tan elevado

de alimento que muestran los animales experimentales en estos estudios
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(experimento 6B) y que ha sido confirmado en experimentos previos de la presente
Tesis Doctoral (experimento 1 y 5) pueda agudizar los problemas hipernatrémicos
que poseen (experimento 7), provocando la ingesta de grandes cantidades de agua

con la finalidad de resolver esos desequilibrios osmolares.

En este sentido, si se analizan los resultados obtenidos en el experimento 6b,
se puede observar que la recuperacion de la conducta polidipsica en los animales
diabéticos (fase permanente {6° dia}) coincide con un incremento en la ingesta de
comida por parte de los sujetos lesionados, corroborando los planteamientos previos
que sefialan que la severidad de la diabetes insipida puede estar relacionada con las
cantidades de sodio ingerido por los animales durante las comidas (Curtis, 1924;

Palmieri et al., 1969; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960).

Siguiendo el mismo razonamiento anterior, la administracion periférica (i.p)
de CINa hipertonico (2cc, 2M) que recibe el grupo diabético EM+1 tras Ia
intervencion quirurgica (experimento 6B) pudiera agravar los serios desequilibrios
osmolares que presentan los sujetos diabéticos (hipernatremia) (experimento 7)
(Balment et al., 1986; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang et al.,
1996; Laszlo et al., 1966; O'Connor, 1950; Rolls, 1970; Swann, 1939; Verbalis et al.,
1985), lo que explicaria la polidipsia tan elevada que muestran estos sujetos (grupo
experimental EM+1) en el 2° dia postoperatorio con respecto a otros grupos
experimentales (EM+3) a pesar de encontrarse en la misma condicién experimental y
no existir diferencias significativas entre ambos grupos en el volumen de orina

excretado.

Todo lo contrario, sucede cuando los grupos lesionados son privados de
alimento o sometidos a una dieta carente de sal (hiposoddica). Estas situaciones, que
no incrementan las alteraciones osmolares ya comentadas, producen un acusado
descenso en la ingesta de agua (no se obtuvieron diferencias significativas con
respecto al grupo control) (experimento 6A y 6B), que en algunos casos llega a ser
incluso inferior a la observada en los animales controles no lesionados (experimento

3). Estos resultados se encuentran en la misma linea que una serie de estudios
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clasicos que indican que la adrenalectomia, un procedimiento que disminuye los
niveles de sodio en el plasma, reduce de forma significativa la polidipsia y respuesta

politrica de los animales diabéticos (hipofisectomizados) (Friedman et al., 1962).

En resumen, los estudios que se han descrito en este capitulo, parecen
demostrar que, si bien el inicio de la diabetes insipida (fase transitoria) no parece ser
dependiente de la mayor o menor concentracion de sodio disponible en cada una de
las manipulaciones experimentales llevadas a cabo, la fase permanente (polidipsica)
de la enfermedad si puede estar asociada con estas condiciones. Lo que en un
principio podria deberse a un problema en la conservacion de fluidos también puede
estar relacionado con un trastorno secundario a algun tipo de desequilibrio

hidromineral.

Implicacion de la Oxitocina en la polidipsia de indole diabética inducida por

lesiones electroliticas en la Eminencia Media.

En la actualidad, se piensa que estos problemas regulatorios tanto hidricos
como minerales manifestados por los sujetos diabéticos tras el dafio cerebral, pueden
estar relacionadas con la pérdida o ausencia de algun factor neuroendocrino. De
hecho mas del 80% de las neuronas magnocelulares hipotalamicas pertenecientes a
los nucleos supradptico y paraventricular sintetizan y almacenan en sus cuerpos
celulares una serie de hormonas que a través de sus axones son secretadas en la
hipofisis posterior (Badoer, 2001; Bastos et al., 2001; Briski et al., 2000; Cajal, 1894
en Pickford et al., 1945; Chiriguer et al., 2001; Cunningham et al., 1991; Miyata et
al., 2001, 2001) y se encuentran dafiadas en los casos de diabetes insipida central o
neurogénica (Bacic et al., 1999; Fujisawa et al., 1987; Kurokawa et al., 1998; Laszlo

et al., 1966; Maghnie et al., 1998; Moses et al., 1992).
En la altima década, y gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, se han

podido confirmar muchas de estas apreciaciones. En efecto, mediante pruebas de

neuroimagen se ha observado que la respuesta (intensidad de la sefial emitida por la
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imagen proporcionada por la resonancia magnética) del lobulo posterior de la
hipofisis se encuentra atenuada en las personas diabéticas (Czernichow et al., 2000;
Kurokawa et al., 1998; Maghnie et al., 1998, 2000; Moses et al., 1992, 1993; Saborio
et al., 2000), lo que conlleva una disminucion significativa en la sintesis,
almacenamiento y liberacion de factores neurohipofisarios en la circulacion (Balment
et al., 1986; Heinbecker et al., 1941; Laszlo et al., 1966; Lichardus et al., 1973;
Moses et al., 1992).

Estas observaciones confirman un hecho bien conocido, a saber, que en una
gran variedad de enfermedades regulatorias de indole adquiridas, genéticas o
idiopaticas, ha quedado afectado el eje hipotalamo-hipofisis posterior y
particularmente la principal hormona que historicamente se ha vinculado a estos
trastornos, la vasopresina (ADH), cuya principal funcion es la de modular la
permeabilidad del agua en los tubulos colectores del rifion, permitiendo asi la
reabsorcion de ésta (Fried et al.,, 1997; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987). El
resultado se traduce, en una incapacidad renal para poder concentrar la orina y
conservar el fluido corporal. Consecuentemente, se producen pérdidas elevadas de
liquido (poliuria) que ocasionan una sed extrema (polidipsia), uno de los sintomas

principales de la diabetes insipida (experimentos 6B y 7).

Por todo ello, no resulta extrafio que uno de los tratamientos mas efectivos
desde el punto de vista clinico para hacer frente a los desequilibrios hidricos
ocasionados por esta enfermedad, consista en la prescripcion de un analogo de la
hormona antidiurética (ADH), el dAAVP (1 desamino-8 arginina vasopresina),
agonista selectivo al receptor tubular renal V2, cuyo efecto es incluso mas potente y
prolongado que el de la propia vasopresina (Fjellestad-Paulsen et al., 1993; Maghnie

et al., 2000; Saborio et al., 2000).

Sin embargo, junto a estos argumentos iniciales, estrictamente de tipo
volémico, hay que afiadir que desde hace algunos afios, la intervencion
farmacologica de la diabetes insipida neurologica se ha complementado, y ademas

con buenos resultados, con el uso racional de diuréticos y una restriccion de sal en la
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dieta (Baylis et al., 1998; Fried et al., 1997; Niaudet et al., 1985; Rose, 1984; Saborio
et al., 2000; Tetiker et al., 1999). El objetivo del primero de los tratamientos no es
otro que el provocar un aumento selectivo en la excrecion de sodio (natriuresis) sin
afectar a la reabsorcion de agua, con la finalidad en general de tratar de disminuir la
hipernatremia observada en este trastorno, provocada fundamentalmente por una
retencion inapropiada en los niveles de sodio corporal (experimento 7) (Bacic et al.,
1999; Balment et al., 1986; Baylis et al., 1998; Friedman et al., 1958; Hollinshead,
1964; Huang et al., 1996; Laszlo et al., 1966; Lichardus et al., 1973; Man et al.,
1992; O'Connor, 1950; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1992).

Diversos estudios realizados en las ultimas décadas parecen coincidir en que
al igual que sucede con la distorsionada respuesta renal para la conservacion de
fluidos (experimento 6b y 7) (Bacic et al., 1999; Bie et al., 1992; Isidro et al., 1998;
Ito et al., 1991, 1993; Mckinley et al., 1991; Robertson, 1995; Seckl et al., 1987), las
alteraciones hidrominerales descritas en estos casos pueden deberse también a la
ausencia de algunos factores hormonales de origen neurohipofisario (Fitzsimons,
1998; Fujisawa et al., 1987; Kadekaro et al., 1992; Kurokawa et al., 1998; Maghnie
et al., 1998; Moses et al., 1992; Murphy et al., 1998; Pierson et al., 1995).

En efecto, los resultados obtenidos en el capitulo IV (experimento 8) del
presente proyecto de investigacion ponen de manifiesto que la administracion
periférica (i.p) de oxitocina, un péptido neuroendocrino sintetizado en los nucleos
supradptico y paraventricular hipotalamicos provoca importantes cambios en la
regulacion hidromineral de los animales diabéticos a las pocas horas después de

haberse realizado la intervencion quirtrgica.

En este sentido, se ha podido comprobar que si bien los animales lesionados a
quienes se les administra oxitocina continuan tomando mayor cantidad de agua que
los sujetos pertenecientes al grupo control, ésta polidipsia es significativamente
inferior a la que se observa en los animales experimentales que reciben una infusion
de suero fisiologico, a pesar de no existir diferencias significativas entre ambos

grupos en el volumen de orina excretado.

341



DISCUSION FINAL

Estas respuestas diferenciales en la ingesta de agua entre los diferentes grupos
experimentales, no pueden ser explicadas por un efecto aversivo del tratamiento con
oxitocina como sugieren algunos autores (se ha observado un incremento en los
niveles de oxitocina plasmaticos en los animales que han sido sometidos a
aprendizaje aversivo-gustativo, fendmeno en el cual una sustancia novedosa (sabor)
es asociada con un malestar gastrointestinal provocado por la administracién de un
producto aversivo (CILi, sulfato de cobre, CCK, etc) (Verbalis et al., 1991). De
hecho, los animales pertenecientes al grupo control que reciben la administracion
periférica de oxitocina no muestran la caracteristica disminucion en la ingesta de
agua en el mismo periodo (8-24 horas postoperatorias) con respecto a los sujetos del
grupo control que reciben la infusion (i.p) de la solucion salina. Es mas, una
comparacion entre los dos grupos control diabéticos permite observar un consumo de
liquidos significativamente superior en los animales que fueron tratados con la

hormona neurohipofisaria.

Estos resultados, por tanto, parecen confirmar la relevancia de factores
neuroendocrinos como la oxitocina, en el control y regulacion hidromineral de los
fluidos organicos (Balment et al., 1980; Bourque et al., 1994; Fitzsimons, 1998;
Huang et al., 1999; Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1992;
Pierson et al., 1995; Soares et al., 1999; Weitzman et al., 1978).

Concretamente, se podria hipotetizar que la disminucién en el
comportamiento polidipsico observada en los animales que reciben la administracion
periférica de oxitocina podria deberse a los efectos natriuréticos (excrecion de sodio)
de esta hormona neurohipofisaria (Balment et al., 1980; Brooks et al., 1958; Brunner
et al., 1956; Conrad et al., 1986; Dickers et al., 1946; Forsling et al., 1994; Huang et
, 1995, 1996; Lichardus et al., 1973; O’Connor, 1950; Petersen et al., 1970,
Sawyer, 1952; Verbalis et al., 1991; Walter et al., 2000). Este hecho, de algin modo,

al.
podria reducir de manera considerable los serios desequilibrios osmolares

(hipernatremia) que manifiestan estos animales (experimento 7) (Baylis et al., 1998;

Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead et al., 1964; Saborio et al., 2000).
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En este sentido, el presente estudio revela como los animales experimentales
diabéticos tras recibir la administracion (i.p) de oxitocina muestran mayores niveles
de sodio en orina (8-24 horas después de la lesion) que los sujetos del grupo control,
una circunstancia que no se observa antes de la administracion del péptido. Es mas,
los animales lesionados que son sometidos al tratamiento con oxitocina evidencian
una mayor respuesta natriurética asi como un incremento significativo en la
osmolaridad urinaria (8-24 horas postlesion) que los sujetos diabéticos que reciben la
infusion i.p de suero salino, y que curiosamente muestran una respuesta polidipsica

superior.

Estos resultados se han visto respaldados recientemente por una serie de
estudios que han confirmado que la administracion de antagonistas oxitocinérgicos
inhibe la excrecion de sodio renal ante varias condiciones experimentales que
provocan un incremento en la tonicidad plasmatica (privacion de liquidos,
administracion de CINa hipertonico, etc) (Blackburn et al., 1995; Huang et al., 1995,
1996; Walter et al., 2000), mientras que la administracion de oxitocina restaur6 dicha

respuesta natriurética (Huang et al., 1995).

En resumen, los resultados del presente capitulo (experimento 8) parecen
corroborar que los cuadros de ingesta tan elevados (polidipsia) que se observan
durante el desarrollo de la diabetes insipida inducida por lesiones electroliticas en la
eminencia media, son causados por una serie de alteraciones hidrominerales que
podrian ser disminuidas por la administracion de hormonas neurohipofisarias, tanto
vasopresina como oxitocina. En efecto, datos clinicos recientes sefialan que el
tratamiento farmacolodgico de la diabetes insipida neurogénica con Pituitrin, un
extracto de la hipofisis posterior que contiene vasopresina y oxitocina, genera una
mejor respuesta regulatoria en los pacientes que manifiestan este trastorno diabético

(Simmons, et al., 2002).
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Implicacion de la region tuberomamilar en el control y regulacion

neuroendocrina del metabolismo de agua y sodio corporal.

Estas observaciones junto con los datos obtenidos en experimentos previos de
la presente Tesis Doctoral (experimento 5) que indican que la polidipsia
tuberomamilar puede estar relacionada de una u otra forma con los mecanismos
cerebrales implicados en el control y regulacion neuroendocrina del metabolismo de
agua y sodio corporal, justificaban la intervencion farmacologica del péptido
neurohipofisario oxitocina en dicha region anatomica (subnucleo tuberomamilar

medial E3) (experimento 9).

En relacion con esta cuestion, varios trabajos experimentales han observado
una actividad celular inmcrementada en neuronas del hipotalamo posterior,
concretamente en los nucleos tuberomamilares dorsomediales (E3 y E4), en animales

(ratas) hipertensos (Kjaer et al., 1995; Schwartz et al., 1991).

Estos resultados se encuentran en la misma linea que una serie de estudios
publicados recientemente que han comprobado que la activacion de células
tuberomamilares, ante varios desencadenantes osmolares (deshidratacion, privacion
de liquidos, etc), provoca la despolarizacion de neuronas magnocelulares
pertenecientes al complejo supraoptico-paraventricular, con la consiguiente
liberacion de factores neuroendocrinos (vasopresina y oxitocina) que, como se ha
visto anteriormente representan una respuesta apropiada ante situaciones que
suponen una seria amenaza para el mantenimiento de un Optimo equilibrio
hidromineral (Akins et al., 1990, 1993; Brown et al., 2001; Kjaer et al., 1994, 1994,
1995).

Por otra parte, y como cabria esperar, el bloqueo farmacologico de las células
tuberomamilares conlleva una disminucion significativa en la secrecion de las

hormonas de la hipofisis posterior vasopresinérgicas (Kjaer et al., 1994, 1994) y
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oxitocinérgicas (Bealer et al., 1999; Kjaer et al, 1995) ante los mismos

desencadenantes osmoticos.

En funcion de estos datos, no se puede descartar la posibilidad de que las
lesiones electroliticas tuberomamilares hayan podido interrumpir alguno de estos
circuitos cerebrales (eje hipotalamo-hipofisis posterior) implicados en el control y
regulacion hidrica y mineral de los fluidos internos, donde el sodio ocupa un papel
relevante (Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997, McKinley et al.,
1983; Robertson, 1982, 1983; Robertson et al., 1995; Rose, 1984; Saltmarsh, 2001)

con la consiguiente aparicion de la respuesta polidipsica.

De ser asi, cabria esperar que la administracion periférica (i.p) del factor
natriurético hipofisario, oxitocina, que podria paliar en cierto modo las posibles
irregularidades hidrominerales comentadas produjese un descenso significativo en la

polidipsia tuberomamilar.

En efecto, tal y como habia sucedido en el estudio con los animales diabéticos
(experimento 8), la administracion i.p de oxitocina en el grupo tuberomamilar medial
(8 horas después de la intervencion quirargica), disminuye de forma significativa la
polidipsia de estos animales respecto a las condiciones evaluadas anteriormente (a
pesar de tratarse de un periodo de 16 horas), hasta tal punto que no se producen
respuestas diferenciales en la ingesta de agua con respecto al grupo control no

lesionado (periodo 8-24 horas postlesion).

Estos resultados no se observan en los animales tuberomamilares que reciben
la administracion (i.p) de una solucion salina isotonica, y que mantienen su patron
polidipsico. Es mas, el consumo de agua del grupo tuberomamilar medial “suero
fisiologico” es significativamente superior al manifestado por los animales
experimentales que presentan el mismo dafio cerebral, pero que reciben la
administracion periférica (i.p) de oxitocina, a pesar de no existir diferencias

significativas entre ambos grupos en el volumen de orina excretado.
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Estas respuestas diferenciales en la ingesta de agua entre los grupos
lesionados del presente experimento, no pueden ser explicadas por un efecto aversivo
del tratamiento neuroendocrino (oxitocina) como sugieren algunos autores ( Verbalis
et al., 1991) ya que los animales pertenecientes al grupo control que reciben la
administracion periférica de oxitocina (8 horas postlesion) no muestran ese descenso
tan acusado en la ingesta de agua en el periodo comprendido entre las 8 y 24 horas
postoperatorias respecto a los sujetos del grupo control que reciben la infusion (i.p)
de la solucion salina. Es mas, la administracion de la hormona neurohipofisaria
provoco un consumo de liquidos significativamente mayor en este mismo intervalo
de tiempo en el grupo control respecto a las primeras 8 horas postoperatorias (no
recibian la administracion de oxitocina), una circunstancia que no se llega a observar

en los animales del grupo control que reciben la infusion de suero salino isotonico.

Una vez mas, los datos obtenidos en esta serie experimental (capitulo V)
parecen confirmar la relevancia del péptido neurohipofisario oxitocina en la
regulacion hidrica y mineral en vertebrados, pudiendo representar un sistema de
reaccion rapido y eficaz ante los posibles incrementos de sodio extracelular y

osmolaridad que pueden manifestar los animales tuberomamilares.

Relacionado con este punto, conviene destacar que coincidiendo con la
disminucion en la ingesta de agua descrita en el grupo tuberomamilar medial tras la
administracion de oxitocina, se observa una mayor liberacion de sodio en orina
(natriuresis) respecto al grupo lesionado que recibid la administracion periférica de
suero fisiologico (periodo 8-24 horas postlesion). Es mas, al analizar los niveles de
osmolaridad urinaria se puede comprobar que los animales experimentales que
reciben la administracion de la hormona neurohipofisaria presentan una mayor
concentracion en la orina que el grupo tuberomamilar medial “suero fisiologico”, que
a su vez muestra una osmolaridad urinaria significativamente inferior que los

animales pertenecientes al grupo control no lesionado.

Es posible que la mayor respuesta natriurética mostrada por el grupo

experimental que recibe la administracion de oxitocina, (lo que de alguna manera
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facilitaria un control mas adecuado sobre los niveles de sodio en el organismo),
pueda explicar las respuestas diferenciales observadas en el consumo de liquidos
(agua y CINa) con respecto a los animales tuberomamilares que reciben la
administracion periférica de suero salino isotonico en la ultima fase del experimento

(24-30 y 30-48 horas postoperatorias).

En relacion con esta interpretacion, podria hipotetizarse que dado que la
administracion de la hormona neurohipofisaria conlleva una pérdida significativa de
sodio en orina) (experimentos 8 y 9), se puede provocar un déficit en los niveles de
sodio extracelular (hiponatremia), que explicaria las preferencias por la solucion de
CINa hipertonica que muestran los animales lesionados respecto al grupo

experimental con suero fisiologico (periodo 24-30 y 30-48 horas postoperatorio).

En resumen, y de acuerdo con los resultados que acabamos de describir, la
polidipsia tuberomamilar podria estar relacionada con una serie de alteraciones en los
procesos regulatorios hidrominerales, donde el sodio puede ocupar un papel
fundamental (Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson et al., 1997, McKinley et
al., 1983; Robertson, 1982, 1983; Robertson et al., 1995; Rose, 1984; Saltmarsh,
2001), y que estarian mediadas fundamentalmente por la ausencia de factores

hormonales de origen neurohipofisario.
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Hipotilamo Posterior: Region Tuberomamilar. Implicacion en los

trastornos polidipsicos humanos.

Por ultimo, y ya dentro del contexto clinico, seria interesante determinar si los
efectos obtenidos como resultado de las lesiones tuberomamilares podrian explicar
alguno de los trastornos humanos asociados con las polidipsias primarias (Dunn,

1990; Vonderen et al., 1999).

En este sentido, varios autores parecen coincidir en la posibilidad de que estas
anomalias en la ingesta de liquidos pueden deberse a una serie de dafios o lesiones
localizados frecuentemente en la base del cerebro y/o zonas hipotalamicas
adyacentes al III ventriculo (Bacic et al., 1999; Fitzsimons, 1979; Mellinger y Zafar,
1983; Robertson, 1987, 1995), donde como hemos visto a través de diferentes
estudios anatomicos se encuentran los nacleos tuberomamilares (Brown et al., 2001;
Ericson et al., 1987, 1991; Inagaki et al., 1988, 1990; Kohler et al., 1986; Panula et
al., 1984; Schwartz et al., 1991; Watanabe et al., 1984).

Estas lesiones cerebrales suelen provocar diversos desequilibrios o
variaciones en la osmolaridad del plasma asi como en los niveles de sodio corporal,
modificando sensiblemente de esta manera el consumo de agua (Bacic et al., 1999;

Bronstein, 2000; Robertson, 1987, 1995; Seckl et al., 1987; Vonderen et al., 1999).

En relacion con esta apreciacion, una serie de estudios postmorten en
pacientes esquizofrénicos, han observado una menor densidad neuronal bilateral
(34%) en los cuerpos mamilares, region del hipotalamo posterior que mantiene
estrechas conexiones sinapticas con los nucleos tuberomamilares, con respecto a
personas normales (Briess et al., 1998). Es necesario recordar al respecto, que es
bastante comin entre la poblacion psiquiatrica, y especialmente entre personas que
padecen de esquizofrenia (6-17%) encontrarnos con volumenes de ingesta de agua
que pueden oscilar entre los 5 y 20 litros diarios (Barjau et al., 2000; Guisado et al.,

2000; Kawai et al., 2001; Lerner et al., 2000; Mercier-Guidez, 2000; Verghese et al.,
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1993). En alguno de estos casos, se han observado niveles de sodio plasmaticos
significativamente elevados (hipernatremia), que contrastan con los valores de otros
electrolitos (K+, Ca) que permanecen dentro de los rangos habituales (Lerner et al.,
2000). Inicialmente, estos resultados obtenidos de la practica clinica coinciden con
los observados en nuestro laboratorio tras lesiones electroliticas de la region mamilar

(Morales y Puerto, 1988).

En el futuro, puede ser relevante examinar si estos resultados observados en
la poblacion psicotica podrian estar relacionados con algun tipo de alteracion en los
circuitos cerebrales implicados en la regulacion de los niveles internos de sodio en el
organismo y que experimentalmente han sido localizados principalmente en regiones
del hipotalamo posterior, y quiza en el sistema tuberomamilar (sus subnucleos

constituyentes y/o sus conexiones).

De ser asi, el tratamiento farmacologico con factores natriuréticos que
incrementen la excrecion renal de sodio sin afectar a la reabsorcion de agua, asi
como el consumo de alimentos carentes de sal que no agraven los posibles
desequilibrios osmolares producidos en este trastorno regulatorio, podria favorecer

significativamente la polidipsia psicogénica.

Igualmente, y dentro de las polidipsias primarias, existen otros cuadros que
cursan con manifestaciones de hiperdipsia. Este es el caso, por ejemplo, del aumento
en la ingesta de liquidos y poliuria que se produce en ocasiones durante el embarazo
(Bronstein et al., 2000; Iwasaki et al., 1991; Leggett et al., 1999; Robinson et al.,
1991; Seckl et al., 1992).

Debido a que la polidipsia gestacional aparece fundamentalmente durante el
primer trimestre del embarazo, algunos autores piensan que ciertos factores
hormonales implicados en la regulacion hidromineral podrian ser los responsables de
estas alteraciones en la ingesta de liquidos (Robertson, 1983). En efecto, durante

estos periodos se ha observado en estas personas polidipsicas una ausencia de
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respuesta renal a la ADH (Durr et al., 1987; Singer et al., 1997) asi como una

reducciodn en los niveles de oxitocina plasmaticos (Van der Post et al., 1997).

En la actualidad, se desconoce cual puede ser la explicacion concreta de estos
hechos, sin embargo algunas investigaciones sugieren que podria deberse a la accion
de la vasopresinasa, un aminopéptido elaborado por el tejido placentario durante el
embarazo, que produce la degradacion de la vasopresina, oxitocina asi como de otros
péptidos (Fuwisaki et al., 1991; Iwasaki et al., 1991). De hecho, se ha observado que
la actividad de esta sustancia decae gradualmente durante el postparto (Davison et
al., 1989; Iwasaki et al., 1991), periodo en el que no existen alteraciones aparentes en
los niveles de ADH y OT (Van der Post et al., 1997) y en el que tampoco aparecen
cuadros de polidipsia (Iwasaki et al., 1991).

El tratamiento farmacoldgico mas recomendado a la hora de intentar resolver
el trastorno de la hiperdipsia gestacional es la desmopresina (dDAVP)
fundamentalmente por el hecho de que no es degradada por la vasopresinasa (Kumar

et al., 1998).

Ademas, y debido a que durante el embarazo se ha observado también un
incremento significativo del 30-40% del volumen plasmatico (Brown, 1988;
Randolph et al., 1998; Van der Post et al., 1997) y que en muchas ocasiones viene
acompafiado de elevados niveles de sodio corporal (154 mosm/l) (Iwasaki et al.,
1991) es practica habitual recomendar a estas personas una restriccion del consumo
de CINa con el fin de disminuir el volumen extracelular. Es mas, este tratamiento
sera efectivo en mujeres embarazadas hipertensas debido a que como se sabe la
hipertension puede ser una consecuencia de la retencion inapropiada de sal y de la

expansion de volumen (Van der Post et al., 1997).

En resumen, tanto los estudios clinicos que hemos presentado como los datos
observados en esta serie experimental permiten concluir que los niveles plasmaticos
de sodio (responsable fundamental de los incrementos en osmolaridad) (Bie et al.,

2000; Bronstein et al., 2000; Camargo et al., 2001; Fitzsimons, 1998; Huang et al.,
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1995; Johnson et al., 1997; Natcheff et al., 1975; Robertson, 1982, 1983; Robertson
et al., 1982; Rose, 1984, 1986; Saltmarsh, 2001; Schoorlemmer et al., 2000; Stricker
et al, 2000; Verbalis et al., 2000), pueden jugar un papel importante en la
modulacion de la ingesta de agua. Este hecho pone de manifiesto la importancia que
pueden tener en el mantenimiento del volumen y composicion de los fluidos
organicos, los mecanismos encargados del control del equilibrio hidromineral, y
particularmente los factores endocrinos de origen neurohipofisario como la oxitocina

y vasopresina (ver experimentos 8 y 9).

La posibilidad de establecer un paralelismo entre estos estudios en animales y
los trastornos clinicos es una tarea que aun esta por realizar. No obstante, en este tipo
de relacion entre el campo clinico y experimental, la Psicobiologia ha demostrado ser
relevante, aportando detallados modelos animales de alteraciones patologicas
especificas que permiten comprender las caracteristicas de determinados sindromes,

asi como su posible solucion terapéutica.
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1.- Las lesiones electroliticas de los nacleos tuberomamilares son un proceso
inductor de polidipsia especifica y permanente. La polidipsia observada muestra una
serie de cuadros o patrones bien definidos, dependiendo de la localizacion de las

lesiones dentro del complejo tuberomamilar.

2.- Las lesiones electroliticas individuales de los nucleos tuberomamilares

ventrales E1 y E2 inducen hiperfagia.

3.- Este aumento en la ingesta de alimento se ve potenciado por las lesiones
electroliticas conjuntas de ambas estructuras, produciéndose una ganancia de peso

corporal por parte de los animales lesionados con respecto al grupo control.

4.- La ritmicidad diurna/nocturna asociada al consumo de agua es distinta
entre sujetos tuberomamilares y los sujetos polidipsicos por lesion en la eminencia

media, aunque analoga a los animales controles.

5.- Tanto los animales con lesion anodica en la eminencia media (EM+) como
los tuberomamilares ventrales E1, carecen de ritmicidad diurna/nocturna en la

ingesta de comida.

6.- La polidipsia tuberomamilar es independiente de procesos no

homeostaticos (sed prandial) que controlan la ingesta de agua.

7.- La polidipsia tuberomamilar es independiente de la ingesta de alimento, ya
que la privacion de comida no altera significativamente la hiperdipsia conseguida,
siempre por encima del grupo control. Esto no sucede en los animales lesionados en
la eminencia media (EM+), que reducen su ingesta de agua de manera significativa, e

incluso por debajo del grupo control no lesionado.
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8.- La polidipsia del modelo animal de diabetes insipida inducida por lesiones
electroliticas en la eminencia media, no puede ser explicada simplemente por la

pérdida de grandes cantidades de fluido (poliuria).

9.- La polidipsia tuberomamilar refleja algun tipo de alteracion en la
reglacion hidromineral de los fluidos internos, dada la respuesta diferencial en la
ingesta de agua observada entre los grupos tuberomamilares mediales (E3-E4) y
tuberomamilar ventral rostral E2 con respecto al grupo control tras la administracioén

periférica (i,p) de CINa.

10.- La polidipsia tuberomamilar y la hiperdipsia diabética inducida por
lesiones en la eminencia media pueden ser consideradas como manifestaciones

propias de 2 entidades diferentes.

11.- Al contrario de lo sucedido con los animales tuberomamilares mediales
(E3-E4) y tuberomamilares ventrales (E2), los sujetos diabéticos con lesiones
electroliticas en la eminencia media reducen significativamente la ingesta de agua

tras la administracion periférica de CINa.

12.- El dafio producido en la eminencia media desencadena de manera
inmediata un déficit volémico que los animales intentaran compensar con la ingesta

elevada de agua asi como de soluciones hipertonicas de cloruro sodico.

13.- Los animales con lesiones electroliticas en la eminencia media muestran
un aumento en la osmolaridad plasmatica (hipernatremia) provocado
fundamentalmente por los niveles elevados de sodio que presentan estos animales en
el organismo y por la imposibilidad de liberar este exceso de electrolitos y ello a
pesar de excretar un volumen de orina significativamente superior al observado en el

grupo control.

354



CONCLUSIONES

14.- La administracion periférica (i.p) de oxitocina disminuye el
comportamiento polidipsico observado en los animales diabéticos, mostrando éstos,

mayores niveles de sodio urinario que los sujetos pertenecientes al grupo control.
15.- El mismo efecto se observa en los animales tuberomamilares mediales

(E3), quienes tras recibir la administracion periférica de oxitocina disminuyen de

forma significativa su polidipsia, coincidiendo con una mayor respuesta natriurética.
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ADH
AGRP
AIl
Alfa-FMH
Alfa-MSH
AM
ANP
ARQ
AV3V
BH
CvV
CART
CFR
CLNA
DI

E1

E2

E3

E4

ES

HL
HVM
I.C
L.V
MFB

NTS
oT
OVLT

ABREVIATURAS

vasopresina

proteina agouti

angiotensina

alfa fluoro-metilhistamina

hormona estimulante de los melanocitos
adrenomedulina

péptido natriurético atrial

nucleo arqueado

region anteroventral al III ventriculo
barrera hematoencefalica
cerebro-ventricular

transcriptor regulado por cocaina y anfetamina
liquido cefalorraquideo

Cloruro sodico

diabetes insipida

nucleo tuberomamilar ventral caudal
nucleo tuberomamilar ventral rostral
nucleo tuberomamilar ventral medial
nucleo tuberomamilar dorsal medial
nucleo tuberomamilar difuso
hipotalamo lateral

hipotalamo ventromedial
intracerebral

intravenosa

fasciculo prosencefalico medial
neuropéptido Y

nucleo del Tracto solitario

oxitocina

organo vasculoso de la lamina

terminalis



PAV
PEG
POMC
PWS
SFO
SIADH
SON
™
TMM
T™MV

nucleo paraventricular

glicol de polietileno

propiomelanocortina

sindrome de Prader-Willi

organo subfornical

sindrome de secrecion inapropiada de vasopresina
nucleo supradptico

tuberomamilar

tuberomamilar medial

tuberomamilar ventral
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TABLAS

Bloque 1 (Dia 1) Bloque 2 (Dia 2)
MM Media | Sx_|

Bloque 3 (Dia 3) Bloque 4/7 (Dias 4-7) | Bloque 8/11 (Dias 8-11)
MM [Media | Sx [ Sem |

Tabla 1: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de agua ingeridas por los

grupos experimentales y grupo control a lo largo de los dias tras la lesion electrolitica
correspondiente.
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Bloque 1 (Dia 1) Bloque 2 (Dia 2)
MM Media | Sx

Bloque 3 (Dia 3) Bloque 4/7 (Dias 4- 7) Bloque 8/11 (Dias 8-11)

Tabla 2: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de alimento consumidas por

los grupos experimentales y grupo control a lo largo de los dias tras la lesion electrolitica
correspondiente.

360



TABLAS

Lbase (Dias —2/-1) Lesion (Dias 17/18)
__

Tabla 3: Promedio, desviaciéon y error estandar de los porcentajes de agua ingerida durante la
fase nocturna en los diferentes grupos experimentales y grupo control antes (dias —2/-1) y
después (dias 17 y 18) de la lesion electrolitica correspondiente.

Lbase (Dias —2/-1) Lesién (Dias 17/ 18)

Tabla 4: Promedio, desviacion y error estandar de los porcentajes de alimento consumido
durante la fase nocturna en los diferentes grupos experimentales y grupo control antes (dias —2/-
1) y después (dias 17 y 18) de la lesion electrolitica correspondiente.
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Lbase (Dia —0) Lesion (Dia 21)
__

Tabla 5: Promedio, desviacion y error estandar de las frecuencias de ingesta de agua en cada
uno de los grupos experimentales y grupos control después de un programa de privacion de
comida antes (dia —6) y después (dia 21) de la lesion electrolitica correspondiente.

Grupos Sem Sem

Tabla 6: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control antes (dia 21) y después (dia 22) de un
programa de privacion de comida (24 horas).
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Sem

Exp [30,13 | 1,17 | 041 || 438 | 2,91 | 1,03 3988 | 42 | 148
GC | 2908 | 134 | 055 I 275 | 472 | 1,93 | 29,17 | 1,07 | 0,44

Bloque 3 (Dia 3) Bloque 4/7 (Dias 4-7) Bloque 8/11 (Dias 8-11)
Grupos|[Media | Sx | Sem | Media| Sx [ Sem | Media| Sx | Sem

Exp [ 33,38 | 3,31 1,17 45,63 | 2,83 1 45 | 218 | 0,77
GC | 3017 | 146 | 06 | 2967 | 1,89 | 0,77 | 29.83 | 2,41 | 0,98

-

Exp 435 206 | 0,73 | 46,38 | 3,04 | 1,07 | 47,13 1,01
GC 129 | 0,53 | 3133 | 1,37 | 056 | 31,83 1,57 0,64

Exp | 50,88 | 4,70 | 1,66
GC | 3133 | 1,11 | 045

Tabla 7: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de agua ingeridas por el grupo
experimental tuberomamilar ventral (E1+E2) y grupo control a lo largo de diferentes bloques de
dias tras la lesion electrolitica sumativa correspondiente.

w2
(€]
!
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Bloque | (Dia 1) Blogue 2 (Dia 2)
Grupos Sem m

Exp [/ 2838 | 2,23 | 0,79 |[ 34,88 | 2,42 | 086 | 4638 | 453 | 16
GC | 2817 | 195 | 08 2667 | 411 | 1,68 || 2533 | 2,87 | 1,17

Bloque 3 (Dia 3) Bloque 4/7 (Dias 4-7) || Bloque 8/11 (Dias 8-11)
Grupos Sem Sem

Exp | 385 | 45 | 15 4238 ] 574 | 203 | 41 | 548 | 194
GC 27 129 | 053 | 27 | 163 | 067 | 27.3 | 1.6 | 065

Sem

Exp [ 42,13 | 470 | 166 4125 ] 3,7 | 131 | 425 | 2,74 | 0097
GC | 2767 | 197 | 081 | 2667 | 221 | 09 27 | 1,53 | 0,62

Exp || 445 | 2,29 | 081
GC | 2717 | 134 | 0,55

Tabla 8: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de alimento ingeridas por el
grupo experimental tuberomamilar ventral (E1+E2) y grupo control a lo largo de diferentes
bloques de dias tras la lesion electrolitica sumativa correspondiente.
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Sem

EM+ || 293 | 1436 | 508 | 278 | 1471 | 52 | 300 | 13,67 | 4,83
EM- || 294 | 1926 | 7.86 | 295 | 17,97 | 734 | 301 | 16,75 | 6,84

Bloque 4/7 (Dias 4-7) || Bloque 8/11 (Dias 8-11)
Sem

EM+ || 311 | 1493 | 528 | 323 | 1463 | 517 || 343 | 16,73 | 592
EM- || 308 | 1731 | 7,07 | 316 | 1452 | 593 || 324 | 1643 | 6,71

Sem

EM+ || 367 | 1937 | 685 | 383 | 1944 | 687 || 391 | 21,04 | 7,44
EM- || 329 | 1599 | 6,53 | 334 | 16,55 | 6,76 | 337 | 17,25 | 7,04

Bloque 23/25
Grupos Sem

EM+ || 399 | 2031 | 7,18
EM- || 348 | 145 | 5,9

Tabla 9: Promedio, desviacion y error estandar en el peso corporal manifestadas por el grupo
experimental tuberomamilar ventral (E1+E2) y grupo control a lo largo de los diferentes
bloques de dias tras la lesion electrolitica sumativa correspondiente.
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Tabla 10: Promedio, desviacién y error estandar de las cantidades de agua ingeridas por los
grupos experimentales y grupo control a lo largo de los diferentes bloques de dias tras la lesion
electrolitica correspondiente.

Tabla 11: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de comida ingeridas por los
grupos experimentales y grupo control a lo largo de los diferentes bloques de dias tras la lesion
electrolitica correspondiente.
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Tabla 12: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de agua ingeridas por los

grupos experimentales y grupos control en respuesta a tratamientos dipsogénicos osmoticos y
volémicos
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Tabla 13: Promedio, desviacidn y error estandar de las cantidades de liquido ingeridas por los
grupos experimentales y grupos control tras una serie de manipulaciones relacionadas con la
dieta.

| Sem[[Med. | Sx | Sem |Med. | Sx |

Tabla 14: Promedio, desviacién y error estandar de las cantidades de volumen de orina
excretadas por los grupos experimentales y grupos control tras una seric de manipulaciones
relacionadas con la dieta.

_ Sx [ Sem|[Med | Sx | Sem | Med | Sx |

Tabla 15: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de alimento consumidas por
los grupos experimentales y grupos control tras una serie de manipulaciones relacionadas con la
dieta.
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Tabla 16: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de agua ingeridas por los diferentes
grupos experimentales y grupos control durante el periodo postoperatorio y tras la manipulacion de una
serie de condiciones experimentales que afectan a los niveles de sodio en ¢l organismo.

Tabla 17: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de alimento consumidas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante el periodo postoperatorio tras la manipulacion
de una serie de condiciones experimentales que afectan a los niveles de sodio en el organismo.
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Tabla 18: Promedio, desviacién y error estandar de las cantidades de volumen de orina
excretadas por los diferentes grupos experimentales y grupos control tras la lesion electrolitica
correspondiente y después de la manipulacion de una serie de condiciones experimentales que
afectan a los niveles de sodio en el organismo.

Tabla 19: Promedio, desviacidon y error estandar de las cantidades de sodio en orina excretadas
por los diferentes grupos experimentales y grupos control tras la lesion electrolitica
correspondiente y después de la manipulacion de una serie de condiciones experimentales que
afectan a los niveles de sodio en el organismo.

Tabla 20: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades obtenidas en los valores de
osmolaridad urinaria por parte de los diferentes grupos experimentales y grupos control tras la
lesion electrolitica correspondiente y después de la manipulacion de una serie de condiciones
experimentales que afectan a los niveles de sodio en el organismo.
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Sem

Tabla 21: Promedio, desviacidn y error estandar de las cantidades de liquido ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control después de la lesidon electrolitica
correspondiente tras ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales que afectan a
la dieta de los mismos.

Sem

Tabla 22: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades obtenidas en los niveles de
sodio plasmatico por los diferentes grupos experimentales y grupos control después de la lesion
electrolitica correspondiente tras ser sometidos a una seric de manipulaciones experimentales
que afectan a la dieta de los mismos.
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Sem i Sem

Tabla 23: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de volumen excretadas por
los diferentes grupos experimentales y grupos control después de la lesion electrolitica
correspondiente y tras ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales que afectan a
la dieta de los mismos.

Sem i Sem

Tabla 24: Promedio, desviacion y error estandar en los niveles de sodio en orina excretados por
los diferentes grupos experimentales y grupos control después de la lesion electrolitica
correspondiente y tras ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales que afectan a
la dicta de los mismos.
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Grupos Sem Sem

Tabla 25: Promedio, desviacion y error estandar en los niveles de osmolaridad urinaria por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios tras
ser sometidos a una serie de manipulaciones experimentales que afectan a la dicta de los
mismos.

Sem

Tabla 26: Promedio, desviacion y error estandar de las cantidades de alimento consumidas por
los diferentes grupos experimentales y grupos control durante el periodo postoperatorio.
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EMOT 25,67

EMSEF J[21.50

Tabla 27: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Tabla 28: Promedio, desviacion y error estandar en el volumen de orina excretado por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Tabla 29: Promedio, desviacion y error estandar en los niveles de sodio urinario excretado por
los diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Grupos Sem Sem

EMOT [220.6
GCOT J96522
EMSEF J2976
GCSF (8954

Tabla 30: Promedio, desviacién y error estandar en los niveles de osmolaridad urinaria
reflejados por los diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos
postoperatorios.
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Tabla 31: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de CINa ingeridas por los
grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Sem

GCSF |[|25.80

Tabla 32: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de alimento consumidas
por los grupos experimentales y grupos control durante ¢l periodo postoperatorio.

375



APENDICE

Tabla 33: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de agua ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Tabla 34: Promedio, desviacion y error estandar en el volumen de orina excretado por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Tabla 35: Promedio, desviacioén y error estandar en los niveles de sodio excretados por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Grupos Sem Sem

E30T j212.3
GCOT j925.4

Tabla 36: Promedio, desviacién y error estandar en los niveles de osmolaridad urinaria

reflejados por los diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos
postoperatorios.
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TABLAS

24/30 Horas 30/48 Horas
Grupos Sem i

Tabla 37: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de CINa ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante varios periodos postoperatorios.

Sem

GCSF 26:40

Tabla 38: Promedio, desviacion y error estandar en las cantidades de alimento ingeridas por los
diferentes grupos experimentales y grupos control durante ¢l periodo postoperatorio.
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