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CARACTERISTICAS BASICAS DE LA
HOMEOSTASIS CORPORAL.

Para vivir, el ser humano precisa mantener ciertas funciones orgéanicas, como la presion
arterial y la temperatura corporal, dentro de un rango especifico de valores. El término
que expresa la necesidad de estabilidad de estos procesos biologicos es el de
homeostasis corporal, y fue acunado por Walter B. Cannon en 1929 (Grossman, 1967;

Kalat, 1995; Kandel et al, 1997; Robbins y Everitt, 1999).

El concepto de homeostasis permite comprender, por ejemplo, por qué los
habitantes de los desiertos y de los polos geograficos, tienen una temperatura corporal
similar y préxima a 37 grados centigrados. Asi, para mantener la estabilidad del medio
interno (Bernard, 1865) con independencia de los cambios ambientales, el organismo
cuenta con una serie de mecanismos protectores de indole comportamental, autondémica

y endocrina.

Desde un punto de vista bioldgico, los mecanismos que aseguran la homeostasis
corporal son entendidos como sistemas de feedback negativo porque se activan cuando
algiin proceso biologico se desvia de su punto Optimo. Una vez que el organismo ha

recuperado la normalidad, la actividad de estos sistemas de retroalimentacion cesa.
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La regulacion de la temperatura corporal sirve de prototipo comun para el

estudio de las caracteristicas y variables implicadas en la homeostasis corporal, entre las

que se pueden destacar:

1.

de la forma de regular la temperatura corporal, podemos considerar la
existencia de dos tipos de especies: los organismos ectotérmicos (como
los reptiles), obtienen la mayor parte del calor del ambiente, por lo que su
mecanismo homeostatico fundamental es de indole comportamental.
Cuando hace frio, estos animales acuden a zonas soleadas y cuando hace
calor, buscan lugares donde enfriarse. Los organismos endotérmicos
(entre los que se incluye el ser humano), disponen ademas de ajustes

internos o autonémicos (Rosenzweig, 1996).

En condiciones normales, independientemente de la temperatura
ambiental, el ser humano mantendra una temperatura corporal entre 36.5
y 37.0 grados centigrados (Guyton y Hall, 2001). Este valor estd
determinado por el metabolismo basal o tasa de energia que se utiliza en

condiciones de reposo (Kalat, 1995; Rosenzweig, 1996; Silva, 1993).

punto critico, comienzan a observarse serias dificultades que pueden

llegar a ocasionar la muerte.

Cuando la temperatura disminuye por debajo de 34.5 ° C, las reacciones
quimicas del organismo se alteran, y algunas son abolidas por completo.
Por debajo de 29.5 °C, un centro nervioso, el Hipotalamo (HT), pierde la

capacidad de regular la temperatura y el individuo entra en coma.

Por el contrario, cuando la temperatura corporal aumenta, las moléculas
proteicas se pliegan de forma inadecuada, alterando el funcionamiento
celular. En este contexto, las neuronas son especialmente sensibles a los
aumentos de la temperatura corporal (Guyton y Hall, 2001;

Rosenzweig, 1996).
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3. Retroalimentacidon _negativa: Con el objetivo de mantener una
temperatura corporal estable, el Sistema Nervioso Central (SNC) dispone
de centros termorreguladores conectados con los efectores que generan y

disipan calor.

Ante los cambios ambientales, la temperatura corporal resultara del
equilibrio entre los mecanismos de producciéon y eliminacion de calor.
Durante el invierno, con el objeto de mantener la temperatura corporal,
se activardn los mecanismos responsables de la produccion de calor y se
inhibira a aquellos otros encargados de disiparlo. Lo contrario sucedera

durante los periodos estivales.

El enfriamiento de la piel genera escalofrios (Rosenzweig, 1996),
piloereccion y vasoconstriccion cutdnea (Bligh, 1986) e incrementa el
metabolismo celular (Guyton, 1994; Bligh, 1986; Silva, 1993). Estos son
mecanismos autonéomicos. Comportamentalmente, cuando sentimos frio,
nos abrigamos y buscamos refugio. Por el contrario, ante los aumentos
de la temperatura ambiental, nos quitamos ropas, los vasos sanguineos
cutaneos se dilatan y comenzamos a sudar, eliminando el exceso de calor

(Guyton, 1994).

Si las condiciones ambientales extremas se mantienen durante un tiempo
prolongado, el organismo recurre ademas a ajustes mas finos en los que
suele intervenir el Sistema Neuroendocrino. Un ejemplo lo constituye la
hipertrofia de la glandula tiroidea (con el objeto de potenciar la
produccion de calor) que se observa en los habitantes de las regiones

polares (Briick y Zeisberger, 1987; Silva, 1993).

La neurobiologia se ha interesado por el estudio de la homeostasis corporal, por
ejemplo, para identificar los centros nerviosos responsables de estos comportamientos y
con capacidad para modular la actividad de los sistemas autonomo y endocrino. Por su
significacion funcional (modular el control autéonomo y endocrino) y por recibir
informacién tanto nerviosa como humoral, el hipotalamo estd considerado como la
estructura cerebral fundamental para el mantenimiento de la homeostasis corporal

(Leibowitz, 1978; Le Magnen, 1992; Swanson y Sawchenko, 1983).
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En este contexto, la psicobiologia ha centrado su investigacion en el estudio y
comprension de las bases biologicas de los mecanismos comportamentales que regulan
la homeostasis. Los comportamientos homeostaticos, activados por los distintos déficits
corporales, que siempre son fundamentales para nuestra supervivencia, se denominan

conductas motivadas primarias (Robbins y Everitt, 1999; Kandel et al, 2000).

En este sentido, los estudios psicobioldgicos clasicos fomentaron inicialmente la
aparicion de las denominadas ‘teorias hipotalamo-céntricas de la motivacion’. La idea
fundamental proponia que, para cada proceso homeostatico, existirian dos centros
hipotaldmicos cruciales. Uno de ellos protegeria de los aumentos y el otro, de los
descensos en relacion con el punto optimo (por ejemplo, HT Anterior como centro para
disipar calor e HT Posterior para su ganancia; HT Ventromedial como “centro de
saciedad” e HT Lateral como “centro del hambre™) (Le Magnen, 1992; Rolls, 1982 y
1994; Rowland, 1996; Stellar, 1954).

Estos puntos de vista no se mantienen en la actualidad, enfatizando, en su lugar,
el caracter de interrelacion, no sélo entre centros y vias nerviosas, sino también entre los
circuitos responsables de los diferentes comportamientos homeostaticos (Cooper y
Higgs, 1992; Leibowitz, 1992; Le Magnen, 1992; Robin y Everitt, 1999; Woods y
Stricker, 1999). De esta forma, un mismo comportamiento puede influir sobre diversos
procesos homeostaticos. Asi, por ejemplo, durante los periodos calidos, se incrementa la
ingesta de fluido y se reduce el consumo de alimento (Kalat, 1995; ver también Hori,
1991). En definitiva, los comportamientos que participan en la homeostasis
hidromineral y nutritiva, contribuyen a su vez, a mantener una temperatura corporal

estable.

El presente trabajo de investigacion queda enmarcado en el contexto de las bases
biologicas de la homeostasis hidromineral, entendida ésta como proceso regulador de
la cantidad de agua y solutos asi como de su proporcion relativa, dentro del organismo.
El mantenimiento de dicho proceso dentro del rango de normalidad, dependera del
equilibrio entre la ingesta de agua y sales minerales y, por supuesto, de la pérdida de

ambos.



I.-DETERMINANTES DE LA INGESTA Y

EXCRECION DE AGUA Y SALES MINERALES:

El agua es el componente mas abundante del organismo. De hecho, se estima que
sobrepasa el 60% del peso corporal en los hombres y el 50% en la mujer (Ganong,
1995; Saltmarsh, 2001; Verbalis y Johnson, 1997; Verbalis y Stricker, 2000). Este
fluido se localiza en diferentes compartimentos corporales que estan separados entre si
por membranas biologicas. En general, se asume que existen dos compartimientos

principales: el intra- y el extra-celular.

Una parte del liquido corporal se pierde gradualmente a través de la piel, los
pulmones y los rifiones (Adolph, 1947; Fried y Palevsky, 1997; Johnson et al., 1997;
Saltmarsh, 2001) y esa pérdida varia en funciéon de factores como la temperatura
ambiental y corporal (fiebre), la actividad fisica, la retencion de fluidos (antidiuresis) y
la ingesta de comida (Fried y Palevsky, 1997; Saltmarsh, 2001; Thrasher et al., 1981).
Sin embargo, en la mayoria de los casos, la ingesta de agua es dependiente de los
cambios en la distribucion de los fluidos dentro del organismo, mas que de una pérdida
real de la misma (Camargo y Abrao, 2001; Johnson y Thunhorst, 1997;
Robertson, 1983; Verbalis y Stricker, 2000; Wong, 1976).
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El espacio intracelular contiene, aproximadamente, las dos terceras partes del
agua corporal. Este agua forma parte del citoplasma de las células. La membrana celular
lo separa del espacio extracelular, que esta formado por (Edelman et al., 1959; Ganong

1995; Johnson y Thunhorst, 1997; Verbalis y Stricker, 2000):

o El fluido vascular, con la pared capilar como membrana bioldgica. Las
células sanguineas constituyen el 45 % del volumen sanguineo, mientras que
el 55% restante lo constituye el plasma, compuesto fundamentalmente por
agua y por el que circulan diversos tipos de sustancias (sales, proteinas,

nutrientes, hormonas, etc.) (del Abril et al, 2001).

e Entre la membrana celular y la vascular se localiza el espacio intersticial,
que se forma como resultado del filtrado del plasma a trevés de las paredes

de los capilares.

o El liquido cefalorraquideo (LCR) de los ventriculos cerebrales y del espacio

subaracnoideo.

o FEl liquido transcelular, segregado por las glandulas salivares, pancreas,

conductos biliares, intestino y piel.

e FEl agua del tejido conjuntivo y oseo, practicamente inaccesible al

intercambio con otros compartimientos del organismo.

En condiciones normales, los capilares (que separan los espacios intersticial e
intravascular), permiten el movimiento de todos los componentes plasmaticos (excepto
proteinas); sin embargo, la membrana celular es mas selectiva y dificulta el paso de

sustancias entre los espacios intra y extracelular (Rolls y Rolls, 1982).

La sed (y apetito por sodio), dependera del volumen y composicion relativa de
los compartimientos intra y extra-celular, y del mantenimiento del equilibrio entre
ambos. Por tanto, la distincion entre los espacios intra- y extra-celular no es meramente

anatomica.
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En efecto, dentro y fuera de las células, existen diferentes sustancias que no
atraviesan la membrana celular y que actuan como solutos. Los dos mas importantes son
el sodio y el potasio. El potasio intracelular es muy abundante (141 mOsm/l), frente a
una alta dilucion en el exterior de la célula (5 mOsm/l). Con respecto al sodio, sucede lo

contrario (10 mOsm/I en el interior por 144 mOsm/I en el exterior)'.

Conservar esta distribucion es vital para el adecuado funcionamiento celular
dado que mantiene el equilibrio y evita el movimiento de agua (Guyton y Hall, 2001;

Hussy et al., 2000; Verbalis y Stricker, 2000) (Figura 0.1).

INTERSTICIAL v LV
1
1
> —>
1
+ K‘r
K Aguay
Agua
Sales +
Na+ Na
gl dl 1
| o ]
1
:
ESPACIO INTRACELULAR ESP. EXTRATRACELULAR
(66%) (33%)
1
1

La figura 0.1 representa la mayor concentracion de sodio en el espacio extracelular y
de potasio en el intracelular. La membrana celular (linea vertical continua) es
impermeable al paso de solutos, con lo que unicamente se puede producir el
movimiento de agua. Por su parte, la membrana capilar (linea vertical discontinua) es
mas permeable, y permite el intercambio de agua y sales entre los espacios intersticial
e intravascuar.

Dos tipos fundamentales de mecanismos fisioldgicos generan sed y la conducta

ingestiva:

1.- Sed Osmdtica: Determinada por el movimiento de agua a través de la
membrana celular, es decir, entre los espacios intracelular e intersticial. El agua

- , )
puede moverse entre ambos compartimientos por 6smosis”.

'La presion osmdtica de una solucion (osmolaridad) se suele expresar en miliosmoles por kilo de solucion (y
en litros la osmolalidad). Por ejemplo, la osmolalidad de la orina tiene un valor normal entre 500 y 800 mOsm/1
agua (Rolls y Rolls, 1982).

2 .. , .

Movimiento de un solvente puro, como el agua, a través de una membrana semipermeable, desde una
solucién que tiene una menor concentracion a una con mayor concentracion de solutos. El movimiento de agua
continua hasta que la concentracién de ambas soluciones se iguala (Diccionario Mosby de la salud, 1996).
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Dado que la concentracion intracelular de los solutos es fija, la clave para
entender el desplazamiento del agua vendra determinada por su concentracion en el
exterior de la célula, y fundamentalmente por la concentracion extracelular de sodio, el
i6n mas abundante y que constituye un 90% de la osmolaridad plasmatica (Johnson y
Thunhorst, 1997). Si la concentracion extracelular de solutos aumenta, el agua

intracelular tendera a salir al espacio intersticial.

Cuando el agua sale desde el interior de la célula, provoca deshidratacion
celular. Para compensar esta pérdida, el organismo consumird y retendrd agua’

(Figura 0.2).

MECANISMOS COMPORTAMENTALES

< Sed > Sed
y y
> Apetito < Apetito
U S — . le—
por sodio por sodio
PRESION
OSMOTICA vV
Y - >>>>>>>>>>Punt0A0'pt‘;mo <<<<<<<<<<< +
CONCENTRACION
DE SODIO
>Excrecion >Retencion
L » deAgua [ 1 L{ deAgua |
>Retencion >Excrecion
de Sales de Sales

| MECANISMOS FISIOLOGICOS

Figura 0.2: Mecanismos fisiologicos y comportamentales ante cambios en la
tonicidad extracelular: Los descensos en la presion osmotica y/o concentracion de
sodio, se normalizan reduciendo la ingesta y retencion de agua y aumentando la
ingesta y retencion de sales. Inversamente, los aumentos en la presion osmoética y/o
concentracion de sodio, se corrigen aumentando la ingesta y retencion de agua y
reduciendo la ingesta y retencion de sales”.

3 Por otra parte, si en el espacio intersticial tiene lugar una pérdida de solutos, el agua tenderd a
introducirse en el interior de las células, generandose una necesidad por recuperar la tonicidad intersticial.

4 , ’ . . . .7 . ;. .
Obsérvese como el comportamiento ingestivo y la excrecion de fluidos, estan inversamente relacionados; al
igual que el apetito por agua o por sales minerales.
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La salida intracelular de agua aparece tipicamente al consumir alimentos ricos
en cloruro sodico (CINa) o también mediante la administracion de sustancias
hiperténicas que no atraviesen con facilidad la membrana celular. Las sustancias

hipertonicas que si la atraviesan, como la urea, no generan sed (Gilman, 1937).

En estos casos, el CINa pasarda desde el sistema digestivo a la circulacion
sanguinea, siendo depositado por los capilares en el espacio intersticial de regiones
cerebrales concretas (Apartado II.1), y provocando deshidratacién celular-sed y la
excrecion de una orina muy escasa (antidiuresis) y concentrada (natriuresis) (Balment et
al 1980; Brimble y Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986;
Dogterom, 1977; Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1995;
Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al.,
1995; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000; Sevensen et al, 2003; Stricker et al.,
1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker, 2000; Voisin
et al., 1999; Weitzman et al., 1978).

2.- Sed Volémica: En el caso expuesto anteriomente, la sed era consecuencia de
cambios (aumentos) en la osmolaridad-tonicidad intersticial. Un segundo motivo
que estimula la ingesta de agua, es la pérdida de fluido del espacio intravascular

(hipovolemia).

Esta pérdida se observa en diferentes circunstancias, tanto anormales
(hemorragias, diarreas, etc.), como normales (sudoracion) (Fitzsimons, 1998; Johnson y
Thunhorst, 1997; Phillips y Sumners, 1998; Share y Schneider, 2000; Stricker y Sved,
2000; Verbalis y Stricker, 2000). En estos casos, ademas de agua, se pierden otros
componentes del plasma sanguineo® (Share, 1988; Share y Schneider, 2000; Verbalis y
Stricker, 2000).

La concentracion de cloruro sodico (CINa) en el fluido extracelular, es del 0.9%
6 0.15 Molar (Rolls y Rolls, 1982). De ahi que los fluidos con esta concentracion se
denominen isotonicos, y sean el remedio mas recomendable para el tratamiento de la

sed volémica.

* La concentracién plasmatica (osmolalidad sérica) normal es de unos 290 mOsm/l de agua (Rolls y Rolls,
1982).
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La pérdida de fluido intravascular, activard un conjunto de reacciones de ajuste
cuya mision es retener la mayor cantidad posible de agua y sales (antidiuresis-
antinatriuresis) y mantener la presion sanguinea en un estado optimo (Fitzsimons, 1998;
Johnson y Thunhorst, 1997; Phillips, 1987; Phillips y Sumners, 1998; Schiltz et al.,
1997; Share, 1998; Share y Schneider, 2000; Stricker y Sved, 2000; Verbalis y Stricker,
2000; Weitzman et al., 1978) (Figura 0.3).

| MECANISMOS COMPORTAMENTALES

> Sed < Sed
y y
> Apetito < Apetito
> o L e
por sodio por sodio

VOLUMEN v v

>S>>>>>>>>>Punto Optimo <<<<<<<<<<<< +
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>Retencion >Excrecion
L » deAgua [ 1 L{ deAgua |
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| MECANISMOS FISIOLOGICOS |

Figura 0.3: Mecanismos fisiologicos y comportamentales ante cambios en el volumen
intravascular: Los descensos en el volumen plasmatico (hipovolemia) se normalizan
aumentando la ingesta de agua y sales y reduciendo su excrecion. Inversamente, la
hipervolemia se corrige reduciendo la ingesta de agua y sales y aumentando su
excrecion®.

Una forma sencilla de provocar déficit extracelular, consiste en reducir el
contenido de sodio en la dieta (ver Fitzsimons, 1979, pags. 199-206). La excrecion
gradual e inevitable de este ion, arrastrard consigo agua extracelular, provocando

hipovolemia (Guyton y Hall, 2001).

6 . r . . . . . .
Obsérvese como, a diferencia del caso anterior, en la hipovolemia el apetito por agua y sal cursa en paralelo.
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En condiciones de laboratorio, un procedimiento experimental ampliamente
usado para reducir la cantidad de fluido intravascular consiste en inyectar un coloide,
subcutaneamente (Srtricker, 1966) o en la cavidad peritoneal (Fitzsimons, 1961b). Sus
grandes moléculas hipertonicas no atraviesan las biomembranas y, al acumularse en las
zonas donde se inyecta, fuerzan la salida de fluido intravascular isotonico (la
osmolaridad plasmatica no cambia), provocando hipovolemia, sed y apetito por sales

minerales (Fitzsimons, 1961b; Peters, 1980; Verbalis y Stricker, 2000).

Tras la administracion del coloide, las ratas retienen agua y sal. Paradojicamente,
al principio, estos animales ingieren Unicamente agua (pero no CINa), con lo que la
tonicidad plasmatica se reduce (hiponatremia). S6lo después de unas horas, consumen

adicionalmente la solucion hipertonica (Stricker, 1981).

En tultima instancia, para restaurar el volumen y la concentracion extracelular, y
por lo tanto equilibrando los espacios intra- y extra-celular, se precisa de la ingesta de
fluidos isotonicos (Fitzsimons, 1979; McCance, 1938; Rolls y Rolls, 1982;
Wright et al, 1978).

La distribucion del agua y su tonicidad en los diferentes espacios corporales, motiva y
depende de nuestro comportamiento ingestivo (y de la pérdida de fluido en situaciones
hemorragicas o diarréicas). La homeostasis hidromineral depende, adicionalmente, de
un proceso excretor. Dado que, de forma general, se toma mas agua y se ingiere mas
sodio del que se necesita, el organismo tendra que eliminar los excedentes
(Fitzsimons, 1979). El é6rgano responsable de la excrecion de agua y solutos es el rifion

(ver Rose, 1994).

La importancia del rifién queda patente en los casos experimentales en los que se
limita su capacidad excretora, como al practicar una nefrectomia o al ligar los uréteres.
Tras estas intervenciones, la tinica forma del organismo para adaptarse a los aumentos
osmolares, sera comportamental. Asi, en animales nefrectomizados, se incrementa la

ingesta de agua que resulta de la inyeccion intravenosa de CINa (Fitzsimons, 1961).
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Abhora bien, el volumen y concentracion final de la orina que se excreta y el que
comienza a circular por los rifiones, no es el mismo. En diferentes puntos de éste
organo, se produce la reabsorcion de la mayor parte del fluido y sales que le llegan,

desde la circulacion general (ver Apartado III. Excrecion y reabsorcion renal).

En resumen, de acuerdo con esta breve descripcidn, la composicion y el volumen de los
compartimientos intracelular e intravascular, han de mantenerse siempre dentro de unos
limites muy precisos (Johnson y Thunhorst, 1997; Hussy et al., 2000; Robertson, 1983;
Saltmarsh, 2001; Verbalis y Stricker, 2000). El volumen de fluido intersticial no
requiere un control tan rigido: cuando los espacios intracelular e intravascular se
mantienen dentro del rango normal, el volumen intersticial automaticamente lo hace.
Sin embargo, su tonicidad (la concentracién de soluto) tiene que ser regulada con
precision, ya que esta variable es la que determina el flujo de agua celular

(Carlson, 1999).

El aumento en la concentracion intersticial de solutos genera sed, mientras que la
pérdida de fluido intravascular provoca sed y apetito por sodio y puede alterar procesos
cardiovasculares como la presion sanguinea. Por tanto, un amplio conjunto de sefiales
modulan la ingesta y excrecion de agua y sales. Entre éstas, podemos destacar las

siguientes (Stricker y Sved, 2000):

e Concentracion plasmatica de sodio y osmolaridad intersticial.
¢ Volumen sanguineo (intravascular).

e Presion arterial sanguinea.

Cada una de esas variables puede, en un momento dado, estar por encima o por
debajo de su nivel 6ptimo y, esas desviaciones, proporcionan sefiales excitatorias e
inhibitorias que influiran en la regulacion hidromineral (Stricker y Sved, 2000) y que

seran procesadas por el Sistema Neuroendocrino.



II.-NEUROENDOCRINOLOGIA DE LA SED Y DEL

APETITO POR SODIO:

El sustrato neural de las variables citadas anteriormente (y de los cambios por exceso o
por defecto en cualquiera de ellas), es complejo. Numerosas estructuras controlan el
volumen y composicion intra- y extra-celular y la presion arterial. Técnicas de trazado
neural y de mapeo funcional han sefialado la participacion de diversas regiones
cerebrales (para una revision, ver Johnson y Thunhorst, 1997), algunas de cuyas células

integraran informacion de diferentes procesos.

En la regulacion hidromineral, la informacioén relevante se refiere a pardmetros
de caracter osmdtico, volémico y cardiovascular (presion arterial) y las células
integradoras se localizan, al parecer, en regiones periventriculares que se extienden
desde el nucleo supraquiasmatico a la banda diagonal de Broca (Nicolaidis et al 1991;

Thronton et al., 1984).

Los procesos osmdticos, volémicos y cardiovasculares estdn intimamente
relacionados. De un lado, la deshidratacion intracelular es dependiente de la tonicidad
extracelular. De otro lado, la hipovolemia reduce la presioén arterial. Sin embargo,
adicionalmente, la hipertonicidad extracelular, la hipovolemia y la hipotension pueden
evocar por si mismos (en ausencia de cambios en los demas), la ingesta de fluido

(Stricker y Sved, 2000).
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I1.1.- VOLUMEN INTRACELULAR DE AGUA Y
TONICIDAD INTERSTICIAL: SED OSMOTICA.

Como se indicod previamente, los aumentos en la concentracion extracelular de solutos
provocan la salida de agua, por 6smosis, desde el interior celular y estimulan su ingesta

(Stricker y Sved, 2000).

Para conocer su sustrato neurobioldgico, debe uno remontarse hasta mediados
del siglo pasado. En 1947, Verney comprobd que la administracion de sustancias
hipertonicas en la carotida, estimulaban la liberacion de una hormona antidiurética con
mas facilidad que su inyeccion en arterias periféricas. Ello sugeria la existencia de
centros cerebrales de deteccion, y, considerando las regiones cerebrales irrigadas por

esta arteria, delimitaban su localizacion en el prosencéfalo (Verney, 1947).

Algunos afios mas tarde, Anderson implantd canulas intracerebrales en cabras
con el objeto de introducir soluciones hipertonicas de CINa. De esta forma, observo que
la administracion en la region medial periventricular del HT anterior, era seguida de la

ingesta de agua (Anderson, 1953).

Dado que incrementos en la osmolaridad plasmatica de s6lo un 1 o un 2 %
estimulaban la sed y la ingesta de agua en los animales (Fitzsimons, 1963), las células
detectoras debian estar en contacto directo con el plasma sanguineo (Thrasher et al.,
1980) y por tanto, carecer de Barrera Hematoencefalica (Sladek y Armstrong, 1985). En
el limite rostral del HT, la Lamina Terminal, se localizan dos regiones
circunventriculares que resultarian fundamentales: el area AV3V (anteroventral al 11IV)

y, dorsalmente, el Organo Subfornical (OSF).

Las primeras evidencias experimentales ya destacaron su posible implicacion en
estos procesos. Asi, las lesiones electroliticas del area AV3V, producian una adipsia
temporal o permanente (Anderson et al., 1975; Bealer, 2000; Bealer et al., 1983; Buggy
y Johnson, 1977; Johnson y Thunhorst, 1997; Lind y Jonson, 1983; Mckinley et al.,
1986; Verbalis y Stricker, 2000). Estas intervenciones afectaban a la expresion de la
proteina c-fos en los nucleos neurosecretores (Rocha et al, 1999) y suprimian la

secrecion de la hormona antidiurética (Bealer et al., 1983; Cunningham y Sawchenko,
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1991; Honda, et al, 1989; Johnson et al., 1978b y 1980; Johnson y Thunhorst, 1997;
Mckinley et al., 1984; Schoorlemmer et al., 2000), tras la inyeccion de soluciones
hipertonicas. Por otra parte, la administracion de sustancias hipertonicas en la region
AV3V, estimularon la ingesta de agua (Anderson et al., 1975; Bealer, 2000; Bealer et
al., 1983; Buggy y Johnson, 1977; Johnson y Thunhorst, 1997; Lind y Johnson 1983;
Mckinley et al., 1986; Verbalis y Stricker, 2000).

El area AV3V esta constituida por diversas estructuras, entre las que se pueden
destacar el Organo Vasculoso de la lamina terminal (OVLT), el Nucleo Predptico
Mediano (MePO) y los Nucleos Periventriculares (Johnson y Thunhorst, 1997). De
estos componentes, el OVLT podria ser una estructura crucial, ya que las
manipulaciones en éste area reprodujeron los efectos observados al intervenir en la
region AV3V. Asi, por ejemplo, la destruccion del OVLT parece impedir la respuesta
natriurética que se observa al administrar soluciones hipertonicas de CINa (McKinley et

al, 1992b).

Junto con el OVLT, el Organo Subfornical (OSF), ofrecid unas respuestas
similares (Huang et al., 1996; Johnson y Thunhorst, 1997; Mckinley et al., 1978 y
1999; Thrasher, 1989):

e La destruccion del OVLT y del OSF, interferia con la respuesta antidiurética
a la hipertonicidad sistémica (Chiaraviglio y Perez-Guaita, 1984; Hosutt et
al, 1981; Huang et al., 1995; Johnson, 1982; Johnson et al., 1980; Leng et al.,
1999; Lind y Johnson, 1982; Lind et al, 1984; Mangiapane et al., 1984;
McKinley et al., 1982 y 1992b; Starbuck y Fitts, 1998; Stricker y Sved,
2000; Thrasher et al., 1982), al tiempo que se observo la acumulacion de

sodio corporal (Hartle y Brody, 1984).

e Al aumentar la osmolaridad plasmatica, ambas estructuras se activaban
(Gutman et al., 1988b; Han y Rowland, 1996; Johnson y Thunhorst, 1997;
McKinley y Oldfield, 1994; Sayer et al., 1984; Sibbald et al., 1988; Verbalis
y Stricker, 2000; Vivas et al., 1990). Sin embargo, la respuesta del OVLT era
de mayor magnitud (Han y Rowland, 1996; Johnson y Thunhorst, 1997;
Mckinley y Oldfield et al., 1994; Rowland, 1998).
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e Las dos estructuras mencionadas, proyectan a los nucleos hipotalamicos
responsables de la sintesis y liberacién de la hormona antidiurética, los
nicleos Supraoptico (SON) y Paraventricular (PVT) (Bisset y Chowdrey,
1988; Cunningham y Sawchenko, 1991; Dunn et al., 1973; Fitzsimons, 1979;
Hatton, 1990; Hatton y Li, 1998; Hussy et al., 2000; Leng et al., 1989 y
1999; Mckinley et al.,1992; Mckinley y Oldfield, 1994; Miselis, 1981;
Morien et al., 1999; Oldfield et al., 1991 y 1999; Renaud y Bourque, 1990;
Richard y Bourque 1995; Shereeni et al., 2000).

A pesar de estas similitudes, los efectos generados al intervenir en el OVLT,
eran de mayor magnitud que los observados en el OSF. Asi, mientras que la
estimulacion del OVLT activa al 70% de las células del SON (Hatton y Li, 1998;
Mckinley y Oldfield et al., 1994; Oldfield et al., 1991; Richard y Bourque, 1995;
Verbalis y Stricker, 2000) y su destrucciéon bloquea la activacion del complejo
SON/PVT inducida osmoticamente (Ludwig et al., 1994; Rowland y Fregly, 1998;
Thrasher et al., 1982; Xu y Herbert, 1996), la destruccion especifica del OSF no parecia
modificar la expresion c-fos en el SON y PVT tras la administracion de CINa

hipertonico (Giovanelli y Bloom, 1992; Han et al., 1996).

El OSF y el OVLT proyectan, adicionalmente, al Nucleo Preoptico Mediano
(MePO) (Miselis, 1981; Tanaka et al, 1987), una estructura de la region AV3V que
también cuenta con eferencias hacia los nucleos SON y PVT (Armstrong, 1995;
Chiodera et al, 1998; Cunningham y Sawchenco, 1991; Ferguson y Latchford, 2000;
Hatton, 1990; IThamandas et al., 1989; Leng et al., 1999; Lind et al., 1985; Mckinley y
Oldfield 1994; Miselis, 1981; Oldfield et al., 1991; Phillips y Sumners, 1998; Renaud y
Bourque, 1990). Pequefias lesiones del nticleo predptico mediano abolen la ingesta de
agua inducida osméticamente (Mangiapane et al., 1983; Stricker y Sved, 2000;
Takahashi et al., 2001) y eliminan la expresiéon de c-fos en el SON y PVT en
condiciones de privacion de agua (Leng et al., 1999; McKinley y Oldfield, 1994;
Rowland, 1998; Stricker y Sved, 2000; Takahashi et al., 2001; Xu y Herbert, 1996).
Evitando los inconvenientes de las técnicas lesivas, los estudios unicelulares han
revelado que las células del nicleo predptico mediano aumentan su tasa de disparo en
respuesta a la administracion de soluciones hipertonicas (Han y Rowland, 1996;

McAllen et al, 1990) y a la privacion de agua (Mckinley y Oldfield et al., 1994;
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Rowland, 1998). Adicionalmente, este nucleo parece procesar sefales de cese (de la

ingesta y antidiuresis) procedentes de la periferia (King et al, 1991).

Ademas de su implicacion en la ingesta de agua y respuesta antidiurética, el
OSF, el OVLT y el MePO parecen importantes para el apetito por sodio y la respuesta
natriurética (Bourque et al, 1994). La estimulacion eléctrica de estos centros, activa al
SON y PVT (Ferguson et al, 1984; Honda et al, 1990; Leng et al, 1989; Sgro et al,
1984; Tanaka et al, 1985; 1986; 1987; Yang et al, 1994) e induce la secrecion de
hormonas neurohipofisarias (Blackburn et al, 1987; Leng et al, 1989).

Finalmente, la secrecion hormonal por parte de los nicleos SON y PVT, parece
modulada cuantitativamente por la osmolaridad plasmatica. Asi, la inyeccion
intraperitoneal de agua (que reduce la osmolaridad), inhibe a las células neurosecretoras
(Brimble y Dyball, 1977); mientras que las soluciones hipertdnicas, incrementan su tasa

de disparo (Bourque et al, 1994; Honda et al, 1999; Leng et al, 1989).
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Figura 0.4: Principales estructuras hipotalamicas implicadas en la
regulacion osmdtica de fluidos.
A.- Corte sagital medial del cerebro de una rata.
El recuadro (B) se amplia en el dibujo inferior.

Abreviaturas: CA (Comisura Blanca Anterior); MePO (Niicleo Predptico Mediano); OSF (Organo Subfornical);
OVLT (Organo Vasculoso de la Lamina Terminal); PVT (Nucleo Paraventricular); SON (Nucleo Supradptico);
QO (Quiasma Optico).
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Deteccion de osmolaridad o de sodio plasmatico: Uno de los aspectos mas polémicos

tradicionalmente, es el referido a los eventos o sustancias detectados por las células de
la region AV3V. Entre los determinantes mas poderosos del aumento en la tonicidad
extracelular, se encuentran los incrementos en la osmolaridad intersticial y en los

niveles plasmaticos de sodio.

Dado que la mayor parte de la presion osmética del fluido extracelular se debe al
sodio y sus aniones, algunos autores sugirieron que existiria un sistema de deteccion de
este soluto (Bie et al., 2000; Fitzsimons, 1998; Johnson y Thunhorst, 1997; Robertson,
1983 y 1995; Robertson et al., 1982; Rose, 1986 y 1994; Saltmarsh, 2001). Sin
embargo, también se propuso que podrian captarse las modificaciones osmolares
(Kadekaro et al, 1995; Voisin et al., 1999; Voisin y Bourque, 2002) (para una revision

sobre la controversia tradicional ver Fitzsimons, 1989).

Desde hace algunos afios, se asume la existencia de un mecanismo dual
(osmolaridad y sodio) de deteccion (McKinley et al., 1978; Wells et al., 1990): tanto los
cambios en osmolaridad (Thrasher et al., 1980), como de Na' en el liquido
cefalorraquideo (Olsson y Kolmodin, 1974; Voisin et al., 1999) y plasma (Hiyama, et al,
2002), podrian detectarse y modular la secrecion hormonal (McKinley et al., 1978).

Los canales de sodio implicados parecen pertenecer a una subfamilia de los
canales de sodio dependientes de voltaje, aunque cuentan con caracteristicas
diferenciales (Goldin, 2001). Por su parte, los aumentos en la tonicidad extracelular,
podrian activar o aumentar el potencial de membrana de las neuronas osmosensitivas

(Bourque et al, 1994 y 1997).
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Deteccion de 1a osmolaridad plasmatica vy Barrera Hematoencefalica: Lesionando el

area AV3V, Morris y asociados observaron, tras la administracion de estimulos
osmoticos, un aumento en los niveles del ARNm para la hormona antidiurética en el
nucleo paraventricular. Sin embargo, la secrecion de esta hormona, era deficitaria
(Morris et al, 1994). Este resultado sugeria que, en ausencia de la region AV3V, la
estructura neurosecretora podria detectar la hipertonicidad plasmatica, aunque no
pudiese incrementar la secrecion neurohormonal. Por tanto, otras zonas cerebrales
debian estar conectadas con el nucleo PVT para estimular la sintesis neurohormonal,

aunque este nucleo, de manera endégena, podria ser osmosensible.

Los estudios in vitro permitieron demostrar la osmosensibilidad intrinseca de
células cerebrales concretas. Asi, si se expone una neurona a un medio hiper- o hipo-
tonico y se modifica su tasa de respuesta, se puede pensar que esa célula detecta
cambios en la tonicidad extracelular (Bourque, 1994). De esta forma se ha observado
que las células del OSF (Sibbald et al, 1988) y del OVLT (Nissen et al, 1993; Richard y

Bourque, 1993), podrian ser osmosensibles.

Sorprendentemente, algunas estructuras protegidas por la  Barrera
Hematoencefalica (como el Nucleo Preoptico Mediano (Bourque y Oliet, 1997) y el
Nucleo Supraodptico (Mason, 1980 y 1980b)), también parecian responder, in vitro, a la
concentracion de soluto. Por ejemplo, la aplicacion de soluciones hipertonicas aumenta
la liberacion de hormonas neurohipofisarias por parte de las neuronas supradpticas. Lo

contrario sucede con las soluciones hipotonicas (Yagil y Sladek, 1990).

En efecto, el nicleo supradptico ha sido abordado como modelo para el estudio
de la osmosensibilidad enddgena de las estructuras protegidas por la barrera
hematoencefalica. La deteccion de cambios en la osmolaridad plasmatica por parte de
estas células, parece depender de dos factores (ver Bourque et al, 1994; Bourque y

Oliet, 1997; Leng et al, 1999; Voisin y Bourque, 2002):

1. La existencia de canales mecanosensitivos: El SON es un nucleo
densamente vascularizado, por lo que la presion osmoética de su fluido
intersticial es similar a la del plasma (Leng et al, 1999). En condiciones
normales (unos 295 mOsm/L), algunos canales catidnicos permanecen

abiertos en la membrana de sus células.
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La hipertonicidad y la hipotonicidad, incrementan y reducen,
respectivamente, la cantidad de canales abiertos, modificando el

potencial de membrana de estas neuronas.

2. Un control paracrino dependiente de la liberacion de taurina por parte de
los astrocitos presentes en las proximidades del nucleo (Decavel y
Hatton, 1995). Los estimulos hiperosmoticos reducen la liberacion de
taurina, y los estimulos hipo-osmoticos la incrementan (Deleuze et al,
1998). La taurina actia sobre el receptor de glicina, que al abrirse,
provoca la entrada de cloro (CI') en el interior celular (Hussy et al, 1997).
De esta forma, la taurina podria reducir el potencial de membrana

celular.

Como puede apreciarse, ambos factores contribuirian a aumentar o reducir el
potencial de membrana de las neuronas supradpticas. Sin embargo, los cambios en este
potencial podrian ser insuficientes para la activacion neuronal, requiriéndose de la
presencia de potenciales postsindpticos procedentes de la region AV3V para estimular
el disparo celular (Bourque et al, 1994; Bourque y Oliet, 1997; Leng et al, 1999; Morris
et al, 1994; Voisin y Bourque, 2002).

La administracion de soluciones hipertonicas en el sistema circulatorio cerebral
ha generado, en este contexto, aplicaciones terapéuticas importantes (para una revision
ver Rapoport, 2000). Asi, estas soluciones parecen deshidratar a las células endoteliales
que constituyen el soporte anatomico de la barrera hematoencefalica (Reese y
Karnovsky, 1967). La pérdida de volumen celular ocasionada por la salida intracelular
de agua, aumenta la distancia de separacion entre estas células, facilitando el acceso al
cerebro, de farmacos hidrosolubles (Rapoport et al, 1980; Zunkeler et al, 1996a y
1996b).
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Finalizacion de la conducta ingestiva: En condiciones normales, el consumo de fluido

y la secreciéon de hormonas neurohipofisarias finaliza antes de que se observe un
decremento significativo en la osmolaridad plasmatica’ (incluso en animales con fistulas
intragastricas implantadas) (Andrew et al, 1989; Thompson et al, 1987). Por tanto, debe
existir una sefal de cese previa a la rehidratacion (para una revision, ver Stricker et al,

2002).

Esta informacion podria proceder de receptores orofaringeos, gastrointestinales y
de otros receptores situados en la vena portal hepatica e higado (Baertschi y Pence,
1995; Kobashi y Adachi, 1992; Morita et al, 1997) y ser procesada por vias neurales que
proyectan al Area Postrema (AP) y al Nucleo del Tracto Solitario (NTS) en el tronco
cerebral® (Kobashi y Adachi, 1985). Estas estructuras parecen fundamentales para el
cese de la ingesta de agua, porque los animales a los que se les interrumpen esas fibras o
se les destruye el AP/NTS, se comportan como si esa sefial anticipatoria no existiera:
continian bebiendo hasta que la osmolaridad plasmatica se reduce (Curtis y Stricker,
1997; Curtis et al, 1996). Sin embargo, como se vera, este sistema también parece

implicados en la sed volémica.

7 Cuando un organismo toma agua, deben transcurrir entre 30 y 60 minutos para su absorcion y distribucién por
todo el organismo (Guyton y Hall, 2001).

¥ EI NTS también cuenta con eferencias hacia el OSF (Zardetto-Smith y Gray, 1987), MePO (Edwards et
al 1989; Saper et al, 1983) y a los nucleos Supradptico y Paraventricular (Ciriello y Calaresu, 1980;
Kannan y Koizumi, 1981).
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I1.2.- VOLUMEN PLASMATICO: HIPOVOLEMIA,
SED Y APETITO POR SODIO.

Aunque la cantidad de fluido del compartimiento extracelular sea menor que la del
espacio intracelular, es vital su mantenimiento dentro de un rango preciso, porque una

reduccion en su volumen puede ocasionar un colapso circulatorio (Rolls y Rolls, 1982).

Como se indicod previamente, las hemorragias intensas estimulan la ingesta de
agua y la secrecion de la hormona antidiurética sin modificar la osmolaridad plasmatica
(Fitzsimons, 1961b); sin embargo, la pérdida de globulos rojos que la acompaifian,
puede resultar en anemia (Rolls y Rolls, 1982). Por ello, los investigadores se han
valido de coloides para el estudio de la sed volémica. La administracion de estas
sustancias, genera una pérdida de fluido intravascular isoténico, por lo que se hace
necesario retener e ingerir fluido y sales minerales para contrarrestar el déficit
producido (Fitzsimons, 1961b; Stricker, 1981; Stricker et al, 1971 y 1992). Los coloides
estimularan la ingesta de agua y la secrecion de hormona antidiurética de forma
proporcional a la reduccion en el volumen plasmatico (Fitzsimons, 1961b; Dunn et al,

1973; Stricker, 1966, 1968; Stricker y Verbalis, 1986).

Mientras la conducta de regulacion hidromineral es desencadenada, una serie de
mecanismos autonémicos intentan, en primer lugar, mantener la funcion cardiovascular.
Posteriormente, el descenso del volumen plasmatico activara a circuitos
neuroendocrinos dependientes de la liberacion de sustancias renales y extra-renales que

intervendran en la ingesta de agua por hipovolemia (Johnson y Thunhorst, 1997).

Como ocurre en otros procesos, dos sistemas parecen implicados en la ingesta
volémica de agua y sales minerales. Uno nervioso y rapido y el otro humoral, mas lento

y que proporcionara la informacion al SNC a través de los Organos Circunventriculares.

Esquematicamente, los procesos activados por hipovolemia quedarian

representados como sigue:
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HIPOVOLEMIA
Altera
/
Activan

e

A 4

MECANISMOS  REFLEJOS FUNCIONES NEUROENDOCRINAS

Neurales Endocrinas
l l Renales
ACTIVACION HORMONAS
SIMPATICA
Extra-
renales

De forma general, se asume que existen mecanismos extrarrenales y renales

en la ingesta de agua por hipovolemia:

La existencia de factores extrarrenales fue demostrada por Fitzsimons en 1961.

En su estudio, inyectd un coloide en sujetos nefrectomizados, incrementando la ingesta
de agua (Fitzsimons, 1961). Ese comportamiento ingestivo, por tanto, parecia

independiente de la excrecion renal de fluido.

El resultado de este experimento, llevd a sugerir que los receptores
cardiovasculares, ademds de mantener la funcion cardiovascular (Skorecki, 1981),

podrian participar en la ingesta volémica de agua.
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Los receptores cardiovasculares se encuentran en el interior de los vasos que
conforman los dos grandes componentes del sistema circulatorio’. Algunos detectan

cambios en el volumen sanguineo y otros, en la presion arterial.

Los receptores sensibles a los cambios en el volumen vascular (receptores
cardiopulmonares (Thrasher, 1991)), se localizan en el corazén, grandes venas y
circulacién pulmonar. Son receptores de estiramiento que captan modificaciones en la
tasa de retorno venoso hacia el corazén (Johnson y Thunhorst, 1997). Otro conjunto de
receptores detecta variaciones en la presion arterial y se localizan en el cayado de la
aorta y seno carotideo (barorreceptores sinoadrticos) y en la arteria renal
(barorreceptores renales) (Johnson y Thunhorst, 1997). Todos ellos estimulan la
liberacion de hormona antidiurética y la conservacion renal de agua, mientras que su
destruccion abole la ingesta de agua que resulta de la hipovolemia (Quillen et al, 1990;

Zimmerman et al, 1981).

La coexistencia de receptores de volumen y presion arterial permite explicar por
qué se necesita una reduccion del plasma sanguineo de, al menos, un 10% para generar
sed volémica. Asi, con el objeto de permitir una adecuada distribucion del flujo
sanguineo (homeostasis cardiovascular), los receptores cardiopulmonares de
estiramiento deben tener un margen amplio de respuesta antes de que los mecanismos

homeostaticos hidrominerales entren en juego (Fitzsimons, 1991).

En definitiva, la pérdida de fluido intravascular reducira la tasa de retorno
venoso al corazdn, dejando de estimular a los receptores cardiopulmonares; y provocara
hipotension, con lo que los barorreceptores sinoaorticos se inhiben. Ambos formarian
parte del sistema extrarrenal en la ingesta volémica de agua. Los barorreceptores renales

estaran incluidos en el circuito renal:

? El sistema circulatorio estd formado por dos grandes vias vasculares (ver Guyton y Hall, 2001; cap. 14):

La circulacién sistémica: la sangre rica en oxigeno y nutrientes es propulsada por el corazon hacia
las arterias, y depositada por los capilares en los tejidos. Las vénulas recogen la sangre cargada de dioxido de
carbono y productos de deshecho y las venas lo transportan nuevamente al corazon, que la impulsa a través del
sistema circulatorio menor 6

circulaciéon pulmonar hacia los pulmones, donde la sangre venosa se oxigena antes de regresar,
limpia, al corazon.
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Conforme el volumen plasmatico disminuye, se reduce la presion que la sangre
ejerce sobre la arteriola renal aferente. En respuesta a esta caida, las células
yuxtaglomerulares que forman la pared vascular, liberan renina al interior del vaso
(Davis y Freeman, 1976). La renina promueve la formacion de Angiotensina II (All);
una sustancia presora que estimula la secrecion de la hormona antidiurética, de ACTH y

aldosterona (para la retencion renal de sodio) y la ingesta de agua (Simpson, 1981).

Asi, la ingesta de agua mediada por la All, dependerd de los cambios en la
presion arterial: en casos de hipertension aguda, la All resulta un agente dipsogénico

inefectivo' (Johnson y Thunhorst, 1997).

HIPOTENSION Barorreceptores
ARTERIAL — () Sinoaérticos

+) | TC 4>‘ HT
HIPOVOLEMIA Receptores / / RN !
_ | Cardipulmonares Eferentes )

Simpaticos

Y

(+) Aldosterona
HIPOTENSION R RINON: - -
RENAL »(+)| Renina Angiotensina II
— (1)

Figura 0.5: La hipovolemia inhibe a los barorreceptores sinoaorticos y a los receptores
cardiopulmonares. Esta inhibicion, aumenta la actividad simpatica (que estimula la
liberacion renal de renina), y de las estructuras hipotalamicas dipsogénicas y
secretoras de la hormona antidiurética (ADH). Adicionalmente, la renina es liberada
en respuesta al descenso en la presion arterial renal y se transforma en Angiotensina 11
que, actuando sobre el Organo Subfornical (ver mds abajo) estimula la sintesis
hipotalamica de ADH y la sed. Finalmente, las acciones de la All sobre la corteza
adrenal, inducen la liberacion de Aldosterona y la retencion renal de sodio.

' Curiosamente, la baja potencia dipsogénica de la AIl en condiciones de elevada presién arterial ha sido
atribuida a los receptores cardiopulmonares (Retting y Johnson, 1986), cuya destruccion reinstaura el efecto
ingestivo (Klingbeil et al, 1991).
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En resumen, cuando acontece una pérdida intravascular, los mecanismos reflejos
se ponen en marcha. La reduccion del output cardiaco estimulara las siguientes
respuestas fisiologicas desencadenantes de la sed y del aumento de presion arterial

(Thraser, 1991) (Figura 0.6):

1.- Activacion del Sistema Nervioso Simpatico que induce la constriccion de los
vasos e incrementa la tasa cardiaca (para mantener la presion arterial

(Johnson y Thunhorst, 1997)) y la reabsorcion renal de sodio (DiBona, 1985).

2.- Secrecion de renina renal y activacion del sistema renina-angiotensina-

aldosterona.

3.- Secrecion de hormona antidiurética o vasopresina (denominada de ambas
formas porque sus efectos principales son la retenciéon renal de agua y la

contraccion de la musculatura lisa vascular) (Share, 1988).

Baroreceptores
Aforencias Viscerales
(XyIX)

caley

AVP

Figura 0.6: Representacion de una seccion sagital medial 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)., MePO (nticleo predptico mediano)., NTS (ntcleo tracto solitario)., OVLT (6rgano vasculoso lamina
terminalis)., PBN (nficleo parabraquial)., PVT (nucleo paraventricular)., OSF (6rgano subfornical)., SON (nticleo
supradptico). Adaptada de: Cunningham, J et al., (1991).
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A.-MECANISMO REFLEJO: RECEPTORES CARDIOPULMONARES
Y BARORRECEPTORES SINOAORTICOS.

Los receptores cardiopulmonares de estiramiento, responden a descensos en el volumen
plasmatico (sed volémica), pero los barorreceptores arteriales son afectados
secundariamente por los cambios hemodinamicos ¢ influirdn en la sed (Fitzsimons,
1991). Ambos tipos de receptores seran cruciales en el cese de la ingesta de agua, y su

inhibicion, en el efecto volémico dipsogénico.

Para comprobar la implicacion de estos receptores de volumen y presion,
algunos investigadores introdujeron un pequefio globo en el interior de arterias y vasos
especificos. De esta forma, al inflar este globo, podian “engafiar” a los receptores

(estimularlos en ausencia de cambios volumétricos sanguineos).

En uno de estos experimentos, Fitzsimons y Moore-Gillon (1980), insertaron el
globo en la vena cava inferior de perros (reduciendo la tasa de retorno vascular hacia el
corazon (“hipovolemia™)), y lograron estimular la ingesta y retencion de agua. De forma
similar, la mera constriccion de esta vena, resultaba dipsogénica (Fitzsimons, 1969;

Ramsay et al, 1975).

Por tanto, mediante manipulaciones intravasculares o al ligar la cava, los sujetos

emitian el mismo conjunto de respuestas que se activan en situaciones hipovolémicas.

La hipervolemia, por su parte, inhibe la ingesta de agua. Analogamente, al inflar
un diminuto globo insertado en la entrada de la vena pulmonar a la auricula izquierda,
se redujo la ingesta ad libitum e inducida por isoproterenol'' (Fitzsimons y Moore-
Gillon, 1980b), aunque no en respuesta a la inyeccion de CINa hipertonico (Kaufman,
1984). En casos de hipervolemia, el corazon parece liberar una sustancia, el péptido
natriurético atrial (ANP), que podria participar en el cese de la ingesta de agua y

secrecion de la Hormona Antidiurética (ADH) (Goetz, 1988).

"' El isoproterenol es un agonista beta-adrenérgico dipsogénico, hipotensor y que incrementa la actividad
plasmatica de renina (Evered y Robinson, 1981; Leenen y McDonald, 1974).
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La constriccion de la vena cava (y reduccion del retorno venoso al corazon)

aumenta la actividad del sistema renina-angiotensina (y los niveles de All), la liberacion

de ADH y la ingesta de agua, a la vez que reduce la presion arterial. Para observar la

implicacion funcional de cada tipo de receptor en este conjunto de respuestas, el grupo

de Quillen practicé denervaciones selectivas o combinadas previas a la obstruccion de la

cava. Los resultados obtenidos fueron los siguientes (Quillen et al, 1990):

La destruccion de los receptores cardiopulmonares bloqueo el incremento en

los niveles de la hormona antidiurética, mientras que la denervacion

sinoadrtica no los modificd. Ahora bien, la denervacion sinoaodrtica si parece
influir sobre la actividad y respuesta neurosecretora de los nucleos
supradptico y paraventricular en situaciones donde se ve afectada la
osmolaridad plasmatica (al ingerir o inyectar CINa) (Alexander y Morris,
1986 y 1988; Anderson et al, 1974; Morris y Alexander, 1989; Rocha et al,
1993). Por tanto, los efectos de la denervacion sobre los niveles de
vasopresina estan modulados por el procedimiento empleado y por el tipo de
sed (osmoética o volémica) inducida. Si, como en el caso presente, la
osmolaridad plasmatica no resulta afectada, la respuesta antidiurética podria

depender de los receptores cardiopulmonares.

Con respecto a la ingesta de agua, la denervacion sinoaodrtica y la

cardiopulmonar, reducen el consumo de fluido que se observa tras la
constriccion de la cava. Sin embargo, sélo la denervacion combinada
(sinoadrtica y cardiopulmonar), consiguié suprimirla por completo (Quillen
et al, 1990). Por tanto, la ingesta de agua por obstruccion de la cava, parecia

depender de ambos receptores.

Finalmente, el aumento en los niveles de angiotensina (y en la actividad del

sistema renina-angiotensina) y el descenso de la presion arterial, no resultd
modificado por la denervacion sinoadrtica, cardiopulmonar o la denervacion
conjunta. Por tanto, estas respuestas podrian aparecer con independencia de
ambos tipos de receptores (Quillen et al, 1990) y depender de los

barorreceptores renales.
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La actividad originada en los receptores cardiovasculares parece ser
tonicamente inhibitoria. La hipervolemia e hipertension incrementan la tasa de disparo
neural, mientras que la hipovolemia e hipotension la reducen (Moore-Gillon &
Fitzsimons, 1982). De esta forma, la expansion del volumen vascular inhibe la sed

volémica (Corbit, 1965; Kaufman, 1984).

Que dicha informacion resultara tonicamente inhibitoria sobre la ingesta de
agua, fue sugerido a finales de los 60 por Sobocinska mediante el bloqueo (por seccion,
anestésicos y enfriamiento) de la rama vagal cervical. Al destruir esta via, redujo la
estimulacion osmotica necesaria para estimular la ingesta de agua (Sobocinska, 1969).
Como la hipovolemia también reduce el umbral osmotico de sed, su sustrato podria
depender de la inhibicion del nervio vago. Es decir, la reactividad de los mecanismos
hipovolémicos de sed, resultaria de la retirada de impulsos inhibitorios procedentes de

los receptores cardiopulmonares y sinoaorticos (Fitzsimons, 1991).

Al no estimular a receptores tonicamente inhibitorios, la hipovolemia activaria
el mecanismo reflejo simpatico. La activacion simpatica aumentaria el output cardiaco,
provocaria vasoconstriccion (ver Thasher, 1991), secrecion de renina (Davis y Freeman,
1976), Vasopresina (AVP) (hormona vasoconstrictora y antidiurética) y

Adrenocorticotropina (ACTH) (Share, 1988) y la ingesta de agua.

Para someter a prueba esta hipotesis, Moore-Guillon y Fitzsimons (1982),
implantaron un pequefio globo en la unidén entre una de las grandes venas de los
pulmones y la auricula izquierda del corazén. Extirparon la parte del pulmoén 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: al estimular los receptores de
distension de la auricula izquierda (“‘hipervolemia”), se redujo la ingesta de agua (en
respuesta al isoproterenol) de los animales. Si el cese en la ingesta dependia de un
procesamiento vagal inhibitorio, la interrupcion de esta via deberia reinstaurar el
comportamiento ingestivo. Este resultado fue obtenido anestesiando en estos animales,
la rama cervical izquierda del vago (Moore-Guillon y Fitzsimons, 1982). Asi, al reducir
la actividad de las fibras vagales, la hipovolemia parece estimular el sistema nervioso

simpatico y la ingesta de agua.
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La informacidn originada en los receptores cardiovasculares, seria procesada por
los nervios glosofaringeo (IX par craneal) y vago (X par craneal) (ver Johnson y
Thunhorst, 1997). Los pares craneales IX y X proyectan al NTS (Norgren, 1978 (citado
por Johnson y Thunhorst, 1997)) y al area postrema (Fitzsimons, 1998; Johnson y
Thunhorst, 1997; Ohman y Johnson, 1995).

La lesion de la region lateral del Nucleo Parabraquial Lateral 6 IPBN (el
segundo relevo), elimina la informacion ascendente de los receptores de
presion/volumen vascular hacia estructuras del cerebro anterior y provoca una ingesta
incrementada (Johnson y Thunhorst, 1997). Méas aun, el que la destruccion de sus
cuerpos celulares sin afectar a las fibras de paso (mediante neurotoxinas) sea
dipsogénico, sugiere que el IPBN es lugar de integracion de la informacion neural sobre
la ingesta de agua (Edwards y Johnson, 1991). Los efectos de las lesiones IPBN son
similares a los de AP/mNTS (Edwards y Ritter, 1982) en el sentido de que incrementan
la ingesta volémica de agua (mediante isoproterenol o un coloide) pero no la que resulta
de la deshidratacion celular (inyeccion de CINa hipertonico) (Edwards y Ritter, 1982;
Ohman y Jonson, 1989).

Por tanto, la destruccion de esas estructuras genera efectos similares a los
observados al bloquear la informacién vagal. Es decir, las estructuras troncoencefalicas

estudiadas, parecen formar parte de ese circuito inhibitorio para el control del volumen

sanguineo.
. . AV3V | SIST.NERV.
La actividad espontanea de las PVT-SON P SIMPATICO
estructuras troncoencefalicas participa i
en el cese de la ingesta de agua, mientras RECEPT. | X | mNTS
_ > AP —» ()
que el aumento en la ingesta, en caso de LV X
Ve IPBN
hipovolemia, estd sujeta a su inhibicion.
INGESTA
AGUA
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Como se ve arriba, la informacion originada en los receptores de volumen y
barorreceptores sinoaorticos también se dirige, desde estos nucleos, hacia la region
AV3V y a nucleos como el SON y PVT (Fitzsimons, 1998), de modo que la
denervacion sinoadrtica puede generar cambios en la ingesta de agua y en la actividad
neurosecretora de estos centros (Alexander y Morris, 1986 y 1988; Morris y Alexander,

1989; Rocha et al, 1993).

El que se procese conjuntamente informacidon sobre volumen y presion implica
que la contribucidn relativa de cualquier proceso variara en funcion de la severidad de la
hipovolemia (p.ej. con o sin hipotension) (Johnson y Edwards, 1991). Ahora bien, los
efectos de hipovolemia sobre la homeostasis hidromineral pueden ocurrir en ausencia de
cambios en la presion arterial y de la osmolalidad plasmatica (Stricker y Sved, 2000) y a
su vez, las sustancias vasodilatadoras (que reducen la presion arterial) pueden estimular
la ingesta de agua y secrecion de vasopresina en ausencia de cambios en la osmolaridad

o en el volumen plasmatico (Lehr et al, 1967).

B.- MECANISMO RENAL: LOS BARORRECEPTORES RENALES Y
EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA.

A finales del siglo XIX, Tigersted y Bergman (ver Fitzsimons, 1998) encontraron que la
administracion de extractos del cortex renal ejercian efectos presores en conejos
anestesiados. La sustancia responsable fue llamada renina; era sintetizada en el aparato
yuxtaglomerular y liberada a la luz de la arteriola renal aferente (Davis y Freeman,

1976).

En 1964, Fitzsimons observo que al reducir el retorno venoso cardiaco, las ratas
comenzaban a beber y que esta ingesta se reducia en animales nefrectomizados. Este
dato sugeria la existencia en los rifiones de algin compuesto que incitase al
comportamiento ingestivo. Los extractos renales analizados contenian una sustancia

dipsogénica que resulto ser idéntica a la renina (Fitzsimons, 1964 y 1969).
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En sujetos sanos, el principal factor para la secrecion de renina es la ingesta de
sodio: una ingesta elevada expande el volumen extracelular y reduce la liberacion de
renina; mientras que la ingesta reducida estimula la secrecion de esta enzima
(Rose, 1994; pag 31). La renina, en efecto, es una enzima que transforma el
angiotensindgeno plasmatico en Angiotensina I (AI) (Naftilan et al, 1991).
Posteriormente, la enzima convertidora de la angiotensina, convierte la Al en
Angiotensina II (AIl) (Dzau, 1988). En verdad, la responsable de los efectos presores
(Braun-Menéndez et al., 1940) y dipsogénicos (Fitzsimons y Simons, 1969) es la All; la

renina, es fisioldogicamente inactiva (Fitzsimons, 1979).

Los efectos dipsogénicos y presores de la All se pueden disociar temporalmente:
la respuesta dipsogénica es transitoria, mientras que el aumento en la presion arterial, un
efecto mas sostenido (DiNicolantonio et al, 1982). El sistema renina-angiotensina
requiere de unos 20 minutos para activarse por completo y la All persiste en la sangre
solo 1 6 2 minutos porque unas enzimas (angiotensinasas) la inactivan rapidamente

(Guyton y Hall, 2001).

La AIl provoca vasoconstriccion (Davis y Freeman, 1976), activacion simpética
(y liberacion de adrenalina por parte de la médula suprarrenal), secrecion de
aldosterona, liberacion de hormonas hipofisarias (como vasopresina), conservacion de
agua y sodio y sed (Mahon et al, 1995; Mangiapane et al, 1984). Ademas, de un potente
estimulo dipsogénico (Fitzsimons y Simons, 1969), induce apetito por sodio

(Fitzsimons, 1998; Simpson, 1981).

En 1973, Lehr y asociados protagonizarian un descubrimiento inesperado. Estos
investigadores trataban de distinguir entre la sed dependiente de la Angiotensina Il y la
que se produce sin su intervencion. Para ello, administraron sustancias hipovolémicas
en animales en los que impedian la formaciéon de AIl mediante inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (como el captopril). Paraddjicamente, la administracion
periférica de captopril potencié la ingesta volémica de agua (Lehr et al, 1973), sodio
(Elfont et al, 1984; Evered y Robinson, 1983; Fregly, 1980; Rowland y Fregly, 1988;
Stricker, 1983) y la secrecion de ADH (Knepel y Meyer, 1980; Thunhorst et al, 1994).
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En este experimento, el captopril habria impedido la transformacion periférica
de Angiotensina I. Sin embargo, esa Al podria haber accedido al SNC, transformandose
intracerebralmente en All para estimular el comportamiento ingestivo. Con el objeto de
impedir la posible transformacion intracerebral de All, se administr6 captopril periférica
e intracerebroventricularmente, y se interrumpié la ingesta de agua (Fitts y Masson,

1989; Lee et al, 1981). Estos resultados sugerian que la All podria actuar sobre el SNC.

Efectivamente, los efectos dipsogénicos de la AIl se maximizaron cuando era
administraba intracerebralmente (Booth, 1968; Epstein et al, 1970; Fitzsimons, 1970;
Fluharty y Manaker, 1983; Severs y Daniels-Severs, 1973; Simpson, 1981; Simpson et
al, 1978), actuando sobre estructuras como la Region Preodptica (Epstein et al, 1970;
Buggy y Fisher, 1974; Chiaraviglio, 1976), Septum (Huwyler y Felix, 1980), SON
(Okuya et al, 1987) y PVT (Gutman et al, 1988). El HT Anterior-Region Preoptica fue
una de las zonas mas estudiadas: la administracion intracerebral de pequenas cantidades
de AII en ratas saciadas, incrementaron de forma dosis dependiente la ingesta de agua

(Epstein et al, 1970) y sal (Buggy y Fisher, 1974; Chiaraviglio, 1976).

La ingesta de agua en respuesta a la administracion intracraneal de All o renina,
puede ser elicitada en ratas adrenalectomizadas o hipofisectomizadas (Avrith et al,
1980b), y en ratas bilateralmente nefrectomizadas (Avrith y Fitzsimons, 1980). Es por
tanto, un efecto primario, independiente de las hormonas pituitarias o adrenales, y de la

pérdida renal de fluido (Fitzsimons, 1998, pag. 595).

Los receptores cerebrales angiotensinérgicos implicados en la ingesta de agua,
parecen ser de tipo AT1 (Allen et al, 1998; Chipodera et al, 1998; Gouldsborough y
Ashton, 2001). Sin embargo, la Al y AIl no atraviesan la Barrera Hematoencefalica
(Ganten et al, 1971; Volicer y Loew, 1971). Asi, de nuevo la region circunventricular de
la lamina terminal se convirtid en el centro de atencion (Buggy y Johnson, 1978; Okuya

et al, 1987).

Los resultados avalaron esta idea, mostrando que:
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e Las estructuras de la ldmina terminal contienen receptores para la All
(Mendelson et al, 1984; Plunkett et al, 1987) y sus células son sensibles a esta

hormona (Gronan y York, 1978; Knowles y Phillips, 1980).

e Las lesiones de la region AV3V bloquean la respuesta a las sefiales humorales
inductoras de sed (Johnson y Thunhorst, 1997; pag. 313). De hecho y al
principio, los animales AV3V son adipsicos y no liberan la correspondiente
hormona antidiurética ante situaciones hipovolémicas o hiperosmoticas. Mas
aun, si los animales no son hidratados, estas lesiones podrian provocarle la
muerte. Por el contrario, si los animales son hidratados habitualmente, a los 7-10
dias recuperan la ingesta espontanea. Esta mejora no impide que se aprecie un
deterioro cronico en la ingesta de agua, liberacion de ADH y en las respuestas
presoras emitidas ante cambios osmoticos y volémicos (Johnson y Thunhorst,

1997; Shrager y Johnson, 1980; Simpson, 1981).

En resumen, las lesiones AV3V afectan tanto a receptores de tonicidad, como a
posibles fibras de paso y a células que integran la informacion hidromineral

procedente de multiples sistemas (Johnson y Thunhorst, 1997).

e Finalmente, las lesiones del OSF y de la region AV3V, bloquean el efecto
dipsogénico de la AIl (Buggy y Johnson, 1977 y 1978; Johnson y Buggy, 1978).

A la hora de dilucidar la implicacion funcional del OSF y de las estructuras
pertenecientes al area AV3V, se ha observado que las células del OSF son sensibles, in
vivo e in vitro, a la All y que la administracion de esta hormona directamente en el OSF
estimula, especificamente, la ingesta de agua (ver McKinley et al, 1998). Esta respuesta
ingestiva es abolida mediante el empleo previo de antagonistas de la AIl como la

saralasina (Phillips y Felix, 1976).

También el efecto dipsogénico del isoproterenol ha sido bloqueado lesionando el
OSF (Simpson 1981, Thrasher et al 1982b; Thunhorst et al, 1987) o administrando
captopril o antagonistas de la All en las proximidades del OSF (Fitts y Masson, 1989;
Lee et al, 1981).
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Estos y otros datos sugerian que el OSF podria mediar las acciones dipsogénicas
de la AIl. Las estructuras AV3V y otras regiones cerebrales, parecen mediar otros
comportamientos dependientes de la AIl (Fitts y Masson, 1990; Joy y Lowe, 1970; Lane
et al, 1997). El OSF, por tanto, podria representar la “puerta de entrada” de la
angiotensina periférica (Simpson, 1981; Simpson et al, 1978; Simpson y Routtenberg,
1973). Asi, la seccion con knife-cut (microbisturi) de las eferencias del OSF, afectaron
al efecto ingestivo de la AIl administrada sistémicamente (Eng y Miselis, 1981). Sin
embargo, por la ruta intracerebroventricular, la angiotensina continuaba siendo
dipsogénica (Lind y Johnson, 1982). Por tanto, debian existir otras estructuras

cerebrales sensibles a la All.

En efecto, una serie de estudios posteriores demostraban que el nucleo
predptico mediano (MePO) era muy sensible a la accion dipsogénica de la

angiotensina. Pero el MePO estaba protegido por la Barrera Hematoencefalica.

El hecho de que estructuras cerebrales carentes y no carentes de barrera
hematoencefalica respondieran a la angiotensina llevo a Lind y Johnson a proponer que
la AII podria actuar sobre el MePO como sustancia neurotransmisora. Es decir, la All
hormonal actuaria sobre el SNC a través del OSF quién a su vez, liberaria Angiotensina
como neurotransmisor. Esta AIl cerebral podria actuar sobre estructuras como el MePO
(Ferguson y Washburn, 1998; Lind y Johnson, 1982), que recibe aferencias del OSF
(Miselis, 1981). Por tanto, una sustancia podria actuar como hormona primero y la

misma molécula como sustancia transmisora en el SNC.

Esta atrevida proposicion contaria poco después con una serie de evidencias

experimentales que la avalaron:

e Lesiones electroliticas del nucleo predptico mediano, interrumpian la conducta
de ingesta que resulta de la administracion i.v o ic.v de AlIl (Johnson y

Cunningham, 1987).

e La estimulacion eléctrica del OSF incrementaba la actividad de las neuronas del
nucleo mediano. Estas respuestas se suprimian mediante el bloqueo de los

receptores de angiotensina con saralasina (Nelson y Johnson, 1985).
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Las vias de AII procedentes del OSF terminan también en el OVLT, Nucleo
Lecho de la Estria Terminal (NLST), Cortex Infralimbico, PVT y Rafé (ver Fitzsimons,
1998; Fuxe et al, 1976). A su vez, el nucleo predptico mediano proyecta también a los
nucleos magnocelulares del complejo SON-PVT (Armstrong, 1995; Chiodera et al,
1998; Cunningham y Sawchenco, 1991; Ferguson y Latchford, 2000; Hatton, 1990;
IThamandas et al., 1989; Leng et al., 1999; Lind et al., 1985; Mckinley y Oldfield 1994;
Miselis, 1981; Oldfield et al., 1991; Phillips y Sumners, 1998; Renaud y Bourque,
1990). De hecho, lesiones que incluyen al OSF y nucleo predptico mediano, disminuyen
la expresion c-fos en el SON-PVT inducida por All (Iovino y Steardo, 1984; Johnson,
1982; Phillips, 1987; Rowland, 1998; Thunhorst et al., 1994).

Otros datos apoyan la implicacion de las estructuras neurosecretoras en las
acciones de la All. Asi, el efecto dipsogénico de la administracion de All en el OSF es
reducido administrando saralasina (Tanaka et al, 2001) o mediante Iesiones
neurotoxicas (Gutman et al, 1988) del nucleo paraventricular. Adicionalmente, la
administracion de All en el PVT, induce la liberacién de ADH y la ingesta de agua

(Qadri et al, 1998).

Ademas de esta propuesta, se ha sugerido que la Angiotensina II podria actuar de forma
paracrina. Los efectos paracrinos pueden ser ejercidos por sustancias liberadas en los
ventriculos cerebales y transportadas por el fluido cerebroespinal (liquido

cefalorraquideo).

Entre los datos que respaldan esta propuesta, se ha observado la expresion de
genes para renina y angiotensina en el cerebro (Dzau et al, 1988; Phillips et al, 1993).
Las cantidades cerebrales de renina no resultan afectadas por nefrectomia, sugiriendo
que el tejido nervioso puede sintetizar esta enzima independientemente del rifion
(Fischer-Ferraro et al, 1971; Ganten et al, 1971 y 1971b). Se ha encontrado
angiotensindgeno en el fluido cerebroespinal y su ARNm en astrocitos. También la
enzima convertidora de angiotensina estd ampliamente distribuida en el cerebro (ver

Fitzsimons, 1998).
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Ese angiotensindgeno cerebral podria ser procesado intersticialmente y los
péptidos activos de angiotensina difundirse hacia el fluido cerebroespinal, y ser

detectados por células cercanas con receptores especificos.

En definitiva, la presencia de la molécula de angiotensina en el liquido
cefalorraquideo, la elevada latencia y los efectos prolongados tras su administracion
central, asi como la separacion entre las células sintetizadoras y las que cuentan con
receptores de angiotensina, sugieren esta accion paracrina (Fischer-Ferraro et al, 1971;
Szczepanska-Sadowska, 1991). Estos datos apoyan la posible implicacion de los
péptidos de angiotensina cerebrales en la homeostasis hidromineral, aunque la extension
y naturaleza de esta implicacién no esta resuelta por completo (Fitzsimons, 1998, pag.

630).

En resumen, la Angiotensina (como hormona) puede acceder al SNC a través de
los Organos Circunventriculares. En el cerebro, podria actuar como sustancia
neurotransmisora o como agente paracrino, dependiente o independientemente de sus

acciones hormonales.
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Figura 0.7: Posibles mecanismos de accion de la angiotensina sobre el SNC:

a. AII como neurotransmisor: La All formada en el plasma sanguineo (Allp) es
sintetizada a partir de la renina renal y actiia sobre receptores ATI (W) localizados
en organos circunventriculares (OCVs) como el OSF. El OSF liberaria Angiotensina
como neurotransmisor (Allny), que ya si podria actuar sobre organos que disponen
de Barrera Hematoencefalica y cuentan con receptores ATI como el MePO.

b. Accion paracrina: La All seria sintetizada intracerebralmente (Allc ) y se difundiria
al Il V para ejercer efectos sobre estructuras cercanas con receptores AT1, como el
MePO.
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11.3.- CONTRIBUCION RELATIVA DE LOS

FACTORES OSMOTICOS Y VOLEMICOS EN LA
INGESTA DE AGUA.

En los apartados anteriores hemos observado la implicacion de un grupo de estructuras,
principalmente hipotaldmicas, en el control de la ingesta y retencion de fluido. Los
circuitos osmoéticos y volémicos relacionados con la retencion de liquidos estan

conformados por estructuras que proyectan a los niicleos neurosecretores.

HIPOVOLEMIA
I |

Recept. Renales Recept. Sinoaérticos
y Angiotensina Il y Cardiopulmonares
AP
OSF <
IPBN mNTS
Y SON

HIPER-
OSMOLARIDAD HOVLT + v

AV3V ADH

Figura 0.8: Principales estructuras cerebrales implicadas en la sed osmotica y volémica:

o Sed Osmotica: La hiperosmolaridad o el exceso de sodio plasmatico es detectado por
estructuras circunventriculares (especialmente el OVLT). Esta informacion es
enviada al MePO y a los nucleos SONy PVT.

o Sed Volémica: Los descensos del plasma sanguineo son procesados de dos formas:
1.- Mediante receptores cardiovasculares que proyectan a estructuras
troncoencefalicas como el AP, mNTS y IPBN para llegar al HT (al OSF y
AV3V (que incluye al OVLT y MePQO)). La linea vertical que separa el OVLT
del MePO denota la ubicacion de la barrera hematoencefilica.

2.- Mediante la Angiotensina Il actuando principalmente sobre el OSF (se
obvian otros mecanismos posibles de la All).
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Como puede verse, el output del sistema de retencion lo constituyen los nucleos
Supraodptico y Paraventricular que liberan sus productos hormonales a los capilares
neurohipofisarios. Estos nucleos reciben informacion aferente originada en la region
AV3V y en el OSF. El OVLT seria especialmente importante de cara a la deteccion de
los cambios en la osmolaridad o sodio plasmatico y el OSF procesaria, eminentemente,
informaciéon humoral. Ambas estructuras proyectan al MePO, una estructura de la
region AV3V que podria integrar toda esta informacidn con la procedente de receptores

cardiovasculares (Johnson y Cunningham, 1987).

La induccién conjunta de sed osmoética y volémica, genera un efecto aditivo
sobre la ingesta de agua (Oatley, 1964) y sobre la liberacion de ADH (Stricker y
Verbalis, 1986), en consonancia con la posible independencia funcional entre ambos
mecanismos (Fitzsimons, 1979; Stricker, 1966). Ahora bien, la secrecion de la hormona
antidiurética es estimulada por un aumento osmolar de sélo un 1-2% y por un descenso
en el volumen plasmatico superior al 10% (Baylis, 1987; Dunn et al, 1973; Mettauer et

al, 1986; Robertson, 1987; Wade et al, 1983).

Con el objetivo de estudiar la contribucion de los factores osmoticos y
volémicos en la ingesta de agua, se ha partido de los resultados que se observan tras la
privacion de fluido. De hecho, la privacion de agua es el estimulo mas potente para
estimular la sed (Fitzsimons, 1979). La ingesta de agua tras privacion, estd motivada por
factores osmoticos (hay aumentos en la osmolaridad plasmatica) y volémicos (la
privacion de agua aumenta la fraccion de hematocrito y proteinas plasmaticas con

respecto al plasma) (McKinley et al, 1983; Thrasher et al, 1984).

La implicacion de factores osmdticos y volémicos en la sed por privacion de
agua, parece confirmada por estudios que registran la actividad cerebral. Asi, pese a que
esta manipulacion parece reducir la ingesta de alimento (Kadekaro et al, 1992), la
retencion de sodio y su presencia en la comida, podria incrementar los niveles
plasmaticos de este i6n, la actividad de los ntcleos PVT, SON y de la neurohipofisis
(Windle et al, 1993) y la secrecion neurohormonal (Chan, 1965). Posteriormente, el
volumen extracelular declina y la actividad en el OSF, MePO y OVLT y la formacion
de AIl se incrementa (Windle et al, 1993; Kadekaro et al, 1992; Van Ekelen y Phillips,
1988).
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Para averiguar cudl de los dos factores es mas relevante, se ha privado de agua a
los animales y se ha intentado restablecer de forma independiente el volumen
extracelular (mediante la administracion de sustancias isotonicas) y el intracelular

(mediante agua).

En ratas privadas de agua durante el periodo nocturno, la administracion
intragastrica, intraoral o intravenosa de 10 ml de agua, reduce la ingesta posterior en un
64-69%. Por el contrario, al restablecer el volumen plasmdtico con una inyeccion
isotonica de 10 ml (que no modifica la osmolaridad), se reducia la ingesta en un
20-26%. (Ramsay et al, 1977). Estos efectos son bastante similares en animales
nefrectomizados o con ligamiento de uréteres, lo cual sugiere que la ingesta no es
secundaria a alguna modificacion renal generada por la administracion de agua o sal

isotonica (Fitzsimons, 1979).

En perros se ha observado un resultado similar: la infusion intracarotida de agua
(a una tasa que normalizaba la osmolaridad plamatica), redujo la ingesta de animales
privados en un 72 %. Por su parte, al normalizar el volumen plasmatico, la reduccion
fue sélo de un 27%. La rehidratacion conjunta mediante la administracion de agua y
CINa isotonico, elimind casi totalmente la ingesta de agua que resulta de la privacion.
Ademas, considerando que en este experimento se administraron las sustancias
intracarotidamente, los autores habrian reducido la osmolaridad plasmatica de la
circulacion cerebral, mds no la sistémica; sugiriendo el papel determinante de las

estructuras cerebrales en la inhibicion de la ingesta (Ramsay et al, 1977b).

En resumen, los resultados presentados en este epigrafe sugieren que la ingesta
de agua inducida por privacidon, obedece tanto a sefales osmdticas como volémicas,
aunque la dependencia de las primeras es mayor. Obviamente, en la vida diaria no es
muy comun la pérdida de cantidades elevadas de liquido extracelular: como se indico,
se necesita una reduccion del 10 al 20% del volumen plasmatico para provocar sed por

hipovolemia.
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11.4.- PRESION ARTERIAL E INGESTA DE AGUA:

La presion sanguinea hace referencia a la fuerza o tension con que la sangre fluye por el
sistema circulatorio. Esa presion proporciona el impulso necesario para propulsarla por
las arterias y capilares y retornarla al corazon a través del sistema venoso. Se mide en
mm de mercurio (Hg) y fluctia, en condiciones normales, entre 80 y 120 mmHg en

cada ciclo cardiaco'? (Guyton y Hall, 2001).

Durante la sistole (cuando la sangre es expulsada al arbol arterial), se obtiene el
valor mas alto de presion arterial (presion sistolica o PSS). El nivel més bajo ocurre
entre los ciclos de expulsion o diastole y se denomina presion sanguinea diastolica
(PSD). Por tanto, la PSS sefala la presion maxima con que la sangre es expulsada
durante el pico de contraccion cardiaca mientras que la PSD representa la presion
sostenida, entre latidos, dentro de la vasculatura (de ahi los valores 120 y 80 mmHg). La
presion arterial media (PAM) expresa la presion representativa a lo largo de un ciclo
cardiaco entero y equivale a la PSD mas un tercio de la diferencia entre la PSS y PSD,

es decir:

PAM =PSD + 1/3 (PSS - PSD).

Los receptores de distension sensibles a las modificaciones en la presion arterial
son terminales nerviosas denominadas barorreceptores sinoaorticos. Estan
fundamentalmente  localizados el seno carotideo y cayado  adrtico
(Jonson y Thunhorst, 1997) y se ocupan de regular la presion arterial y asegurar un
adecuado aporte de oxigeno al cerebro. A corto plazo, normalizan la presion ante
cambios en su valor: si ésta sube, los barorreceptores reduciran la tasa o frecuencia

cardiaca, que aumentara en caso de hipotension.

Curiosamente, los incrementos sostenidos de la presion arterial, modifican al
alza el punto 6ptimo de la presion arterial y los barorreceptores pierden sensibilidad
ante cambios presores en el rango normal (se tornan sensibles en un rango superior)

(Fitzsimons, 1991).

2 Por ejemplo, una presion arterial de 100 mmHg se refiere a la fuerza necesaria para empujar una columna de
mercurio contra la gravedad hasta una altura de 100 milimetros.
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Existen diversos mecanismos de control de la presion arterial. Ante descensos
en la presion, los barorreceptores sinoadrticos responden rapidamente: tienen una
latencia de pocos segundos y se mantienen activos aproximadamente durante un minuto.
Cuando ya han transcurrido unos minutos, comienzan a observarse otras respuestas,
como el efecto vasoconstrictor dependiente del sistema renina-angiotensina
(barorreceptores renales) y el intercambio de liquido a través de los capilares (hacia el
interior o exterior del sistema circulatorio para reajustar el volumen sanguineo segun sea

necesario).

Mas a largo plazo, interviene otro mecanismo renal de control: la disminucion de
la presion arterial provoca la retencion de liquido corporal, con lo que el volumen
sanguineo aumenta y la presion se normaliza (Cowley, 1992). Este es un mecanismo
potente, pues el volumen sanguineo continuara ascendiendo hasta que la presion se
normalice (Guyton, 1991). Si la retencién de fluido y sales es insuficiente, el aumento
en el volumen sanguineo requerira, adicionalmente, de la ingesta de agua y sales
minerales (Thrasher, 1991). Ahora bien, es mas probable que el incremento en la PAM
resulte del aumento en la ingesta de sal (y de su reabsorcion) que de un consumo
excesivo de agua, porque el agua por si sola seria renalmente excretada casi a medida
que se ingiere, mientras que el cloruro soédico no se elimina con tanta facilidad

(Guyton y Hall, 2001).

En efecto, el aumento en los niveles corporales de CINa incrementard el

volumen extracelular por (Guyton y Hall, 2001; cap. 19; Fitzsimons, 1979, pag. 517):

e Aumentar la osmolaridad y estimular la sed (para diluir el exceso de sal y

restablecer la concentracion extracelular isotonica).

e Activar la secrecion de hormona antidiurética, que facilita la reabsorcion de

agua, reduciendo su volumen en la orina.

El Sistema Nervioso Auténomo (SNA) participa en estos mecanismos rapidos de
control: la estimulacion de la rama simpatica aumenta la presion arterial al incrementar
la tasa cardiaca, el volumen de contraccion y provocar vasoconstriccion. Por su parte, la
estimulacion vagal parasimpatica, reducira la frecuencia de latido y el volumen de
contraccion, inhibiendo a los centros bulbares vasoconstrictores con el objeto de reducir

la presion arterial.
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Los mecanismos humorales, como es habitual, resultan un poco mas lentos: la
hormona antidiurética o vasopresina, incrementa la reabsorcion renal de agua y provoca
vasoconstriccion. Efectos similares producen las sustancias derivadas del sistema

renina-angiotensina-aldosterona (Thrasher, 1991).

Por lo tanto, los barorreceptores sinoadrticos pueden ser conceptualizados como
sistemas de retroalimentacion negativa. Cuando son estimulados por los incrementos en
la presion arterial, su respuesta se dirigira hacia el bulbo raquideo para frenar al centro
vasoconstrictor e inhibir los impulsos simpaticos hacia el corazén y vasos sanguineos.
De esta forma, se prioriza la funcion de la rama vagal desaceleradora del ritmo cardiaco.
Inversamente, en respuesta a las reducciones de la presion arterial, se relaja la respuesta

barorreceptora y la actividad simpatica incrementa (Thrasher, 1991).

La informacion de los barorreceptores carotideos y adrticos es procesada,
respectivamente, por fibras de los pares craneales glosofaringeo y vago hacia el NTS
(donde también finalizan las fibras estimuladas por los receptores cardiopulmonares)
(Donogue el al. 1984; Miura y Reis, 1972; Nondinez, 1941). Aqui, los inputs
procedentes de diferentes campos, pueden sumarse para generar respuestas neurales
autonomicas integradas. Mas aun, tras la denervacion de algin barorreceptor, los inputs
restantes pueden asumir mayor importancia y, con el paso del tiempo, restablecer las

respuestas normales y los niveles de presion arterial (Donogue et al, 1985).

Sin embargo, la actividad barorreceptora no es uniforme: las presiones arteriales
por debajo de 60 mmHg, no evocan ninguna respuesta, mientras que entre 60 y 120
mmHg, el nimero de impulsos aumenta progresivamente (alcanzando la tasa maxima de
respuesta alrededor de los 180 mmHg). Durante la diastole, estos barorreceptores no
responden, debido a la disminucion de la presion que la sangre ejerce sobre la pared

aortica y sobre los propios barorreceptores (Stocker et al, 2001).

En cuanto a la relacion entre presion arterial e ingesta de agua, las primeras
investigaciones, asociaron los efectos presores y dipsogénicos derivados de la
activacion del sistema renina-angiotensina. De hecho, en su estudio pionero con renina,

Tigersted y Bergman registraron incrementos en la presion arterial (ver Fitzsimons,



SED Y APETITO POR SODIO 65

1998) y con posterioridad, otros autores documentaron los aumentos en la ingesta de

agua.

De forma general, los cambios en la presion y volumen sanguineo suelen ir en la
misma direccion (Thrasher, 1991): en casos hipovolémicos, conforme la sangre sale del
sistema vascular, la tasa de retorno venoso al corazon decae, reduciéndose también la
fuerza con la que ésta fluye y la estimulacion de los barorreceptores sinoarérticos. El
cese de la actividad baroceptora conlleva la des-inhibicion simpatica que promovera la
secrecion de los componentes del sistema renina-angiotensina'’ y de la ADH. Todas
estas sustancias ejercen efectos vasoconstrictores (para aumentar la presion arterial) y
estimulan la ingesta-reabsorcion de agua. De hecho, la ADH es secretada (por motivos
no osmoticos) cuando la hipovolemia produce una reduccion de la presion arterial (Bie
et al, 1986; Goldsmith et al, 1982). En determinados casos de hipotension, los niveles
circulantes de ADH llegan a superar los observados durante aumentos en la osmolaridad

extracelular (Baylis, 1987; Goldsmith et al, 1982).

Algunos experimentos apuntan en la misma direccion: estudiando la ingesta de
agua que resulta de la reduccion del retorno venoso al corazon, Fitzsimons y Moore-
Gillon, encontraron una correlacion directa entre los descensos de la presion arterial y
venosa central y el volumen de fluido consumido (Fitzsimons y Moore-Gillon, 1980).
Maximizando la caida de la presion arterial, estos autores lograron incrementar la
ingesta de agua. De esta forma, los descensos en la presion arterial estimulan la
secrecion de ADH vy la ingesta de fluido, aunque ambas respuestas podrian ser activadas

por vias diferentes (Stricker y Sved, 2002; Stocker et al, 2000).

Asi, las sustancias vasodilatadoras (como el isoproterenol) estimulan la ingesta
de agua y secrecion de ADH (Atkinson et al, 1979; Evered, 1990; Hosutt et al, 1978;
Lehr et al, 1967; Stocker et al, 2000). Los sistemas mas cruciales en estas respuestas
parecen ser el de renina-angiotensina y el sistema baro-receptor (Chiaraviglio, 1979;

Houpt y Epstein, 1971; Hosutt et al., 1978; Johnson et al, 1981).

'3 La renina es liberada ante aumentos en la actividad simpatica (por reduccién de la actividad barroreceptora
sinoadrtica) y ante descensos en el flujo sanguineo renal (barorreceptores renales) (Keeton y Campbell, 1980).
De hecho, los efectos dipsogénicos de la All se potencian lesionando el NTS (Schreinhofer et al, 2000) y
mediante denervacion sinoaortica (Stocker et al, 1999), hecho coherente con el cese de la sefal (inhibitoria)
procedente de los barorreceptores arteriales (Stricker y Sved, 2000).
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Otros agentes vasodilatadores modulan la ingesta de agua de forma diferente. En
humanos, se ha identificado una sustancia hipotensora de origen suprarrenal, la
adrenomedulina (Kitamura et al, 1993; Samson, 1999; Ueta et al, 2000). Los estudios
que la administran intracerebralmente han reportado tanto incrementos (Saita et al,
1998) como descensos en la presion arterial (Smith y Ferguson, 2001). La
administracion sistémica de adrenomedulina estimula la excrecion de agua y sales (Vari
et al, 1996); mientras que, centralmente, inhibe su ingesta (Murphy, 1995; Samson et al,
1997; Taylor et al, 1996). Parece acceder al cerebro a través de Organos
circunventriculares como el Area Postrema '* (Allen et al, 1996 y 1997), pero no a
través del OSF (Shan et al, 2000). Estudios con c-fos sugieren que esta informacion se
dirige hacia el NTS y PVT donde podria modular la liberacion de hormonas
neurohipofisarias (Serino et al, 1999). De hecho, la ablacion del AP reduce la activacion
del PVT en respuesta a la adrenomedulina (Shan et al, 2000). Por tanto, en este caso, el
Area Postrema parece un candidato excepcional para modular las acciones dipsogenas y

presoras.

En caso de hipotension, la ingesta de agua (y sales minerales) podria colaborar a

., . ., . ., 1 . .
aumentar la presion arterial. También la hipertension renal'® ha sido relacionada con el
comportamiento ingestivo de los animales ya que se reduce restringiendo el acceso y la

ingesta de agua (ver Rolls y Rolls, 1982).

Los aumentos en la presion arterial (mediante agonistas alfa-adrenérgicos
como fenilefrina), inhiben la ingesta de agua incluso si ésta es estimulada por
hiperosmolalidad, hipovolemia o AIl (Johnson y Thunhorst, 1997; Stricker y Sved,
2000; Stocker y Sved, 2001), pero no parecen influir sobre la secrecion de ADH
(Stocker y Sved, 2001).

El efecto inhibitorio de la hipertension aguda sobre el comportamiento ingestivo,
parece depender del aumento en la actividad vagal parasimpatica inducida por los
barorreceptores arteriales (Eckberg et al, 1971; Korner et al, 1972) y es bloqueado por
denervacion sinoadrtica (Stocker et al, 2001b). Asi, los incrementos en la presion

arterial (desde 120 a 160 mmHg) aumentan progresivamente la descarga barorreceptora

' Recuérdese que la AIl también parecia ejercer sus efectos presores a través del AP.
% La hipertension renal es provocada mediante la constriccion de las arterias renales (Mann et al, 1980).
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y reducen la ingesta de agua (Stocker et al, 2001). Esta es otra prueba de la relacion

inversa entre ambos procesos.

Sin embargo, los aumentos cronicos de la presion arterial no ejercen ningun
efecto sobre la ingesta de agua. Este resultado aparentemente contradictorio, podria
estar mediado por el aumento en el punto de ajuste para la presion arterial y por la
reducida sensibilidad barorreceptora que se observa ante incrementos presores mas

sostenidos (Fitzsimons, 1991), como se sefialé anteriormente.

En definitiva, la hipertensién reduce la ingesta de agua. Sin embargo, algunas
sustancias, como la Angiotensina II, son simultaneamente dipsogénicas y presoras. Este
dato podria sefialar nuevamente la independencia entre ambos mecanismos de accion,
ya que si prevenimos el efecto hipertensivo (vasoconstrictor) de la AIl administrando
simultineamente sustancias vasodilatadoras, se potencian sus efectos dipsogénicos

(Ganten et al, 1985; Everd, 1992; Evered et al, 1988; Robinson y Evered, 1987).

Aunque por lo general la presion y el volumen sanguineo estén asociados, los
cambios en la presion arterial pueden influir sobre la ingesta de agua en ausencia de
cambios en la osmolaridad plasmatica y del volumen sanguineo (Stricker y Sved, 2000).
Asi, se observan diferencias sutiles en la activacion (c-fos) de las estructuras cerebrales
ante cambios (hiper- e hipo-) volémicos y (hiper- e hipo-) presores (Budzikowski, et al,
1998; Li y Dampney, 1994; Potts et al, 2000), sugiriendo la independencia entre ambos

procesos.
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AGUA Y SALES MINERALES:

En el apartado anterior se ha abordado el componente ingestivo asociado a la regulacion
hidromineral. Este proceso homeostatico también esta estrechamente relacionado con la
excrecion renal de agua y solutos (fundamentalmente sodio). Dado que en la
civilizacion moderna se ingiere mayor cantidad de sodio del que se necesita (lo cual
parece contribuir a la apariciéon de enfermedades cardiovasculares como la hipertension
(Meneton et al, 1998; Osborn, 1991)), se hace necesaria su excrecion. Por el contrario,
cuando la excrecion de sodio es patologicamente alta (como ocurre en la enfermedad de
Addison'®) los sujetos necesitan ingerir grandes cantidades de CINa (Stricker y

Verbalis, 1986; Schulkin, 1991) para paliar su pérdida.

La excrecion de los excedentes depende de los rifiones. Estos organos estan

relacionados fundamentalmente con (Rose, 1994; pag. 3):

¢ El mantenimiento de un entorno extracelular constante gracias a la excrecion de
productos del metabolismo celular, como la urea, y al ajuste de la excrecion de

agua y electrolitos en funcién de su ingreso en el organismo.

16 Y AF " 1 . . . -
Déficit de la secrecion de Aldosterona que provoca la pérdida excesiva de sodio en la orina, disminuyendo el
volumen extracelular.



EXCRECION Y REABSORCION RENAL 69

e La secrecion de hormonas, como la renina, que participan en la regulacion

hemodinamica sistémica y renal y en el catabolismo de hormonas peptidicas.

Para mantener la vida, el ser humano debe excretar a largo plazo, una cantidad
de sodio semejante a la que ingiere. Los ajustes renales mantienen el equilibrio de sodio
sin alterar el volumen de fluido extracelular. Si la capacidad de compensacion
intrarrenal se dificulta, se ponen en funcionamiento otros mecanismos sistémicos
(presion sanguinea, modificaciones autondmicas y hormonales, etc.) que son costosos
para la homeostasis global, porque conllevan cambios que pueden resultar nocivos. Por
eso, siempre que la funcidon de los rifiones sea normal, las variaciones en el aporte de
agua y sales podran compensarse con leves modificaciones del volumen sanguineo y del
liquido extracelular, del gasto cardiaco y de la presion arterial (Guyton y Hall, 2001;

cap. 29).

Los rifiones filtran el plasma sanguineo y eliminan las sustancias de deshecho en
funcion de las necesidades del organismo. Las sustancias filtradas que puedan resultar
necesarias, son reabsorbidas nuevamente a la circulacion general. Como cabria esperar,

tienen una capacidad especial para modificar la excrecion de sodio.
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111.1.- ANATOMO-FISIOLOGIA RENAL:

Cada rindn esta formado por mas de un millén de nefronas, su unidad funcional. Las
nefronas estan compuestas por un conjunto de segmentos o tibulos celulares y rodeada,
en su mayor parte, de capilares peritubulares. Los componentes mas superficiales de
cada nefrona conforman la corteza renal y los mas profundos, la médula renal. El primer
elemento de la nefrona es la Cdpsula de Bowman. La sangre, es transportada a través de
la arteriola renal aferente hacia una malla de capilares que se denomina glomérulo renal
(Abrahamson, 1987), donde se filtra antes de depositarse en la capsula de Bowman (ver

figura 0.9).

Sorprendentemente, cada dia se filtran unos 180 litros de fluido; sin embargo, el
volumen de orina excretado apenas supera el litro y medio. Esto es asi porque la mayor
parte del filtrado que recorre los diferentes segmentos de la nefrona, reingresa al sistema
circulatorio a través de los capilares peritubulares (Auckland et al., 1994; Beeuwkes y

Bonventre, 1975); proceso que se denomina reabsorcion tubular.

De forma analoga, también existe un flujo de sustancias (secrecion tubular)

desde los capilares peritubulares hacia el interior de la nefrona. Asi (Rose, 1994),

excrecion = filtraciéon glomerular — reabsorcion tubular + secrecién tubular

Cada sustancia plasmatica tiene unos valores especificos de filtracion,
reabsorcidn y secrecion antes de ser finalmente excretada. Por ejemplo, los iones sodio,
cloruro y bicarbonato, se reabsorben intensamente, por lo que solo aparecen en la orina
(en condiciones normales) en pequefia cantidad. La orina excretada, pasara al uréter y

de aqui a la vejiga.

Desde la capsula de Bowman, el filtrado glomerular entra en el tubulo proximal
y fluye hacia el asa de Henle, que se extiende hacia la médula renal. El asa de Henle
estd formada por una rama descendente y una ascendente y su configuracion en
horquilla juega un importante papel en la excrecion de orina hiperosmotica (Rose,

1994). El extremo superior de la pared ascendente es mds grueso y discurre
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perpendicularmente a la parte de la arteriola aferente donde se libera renina'’
(Baumbach y Skott, 1986). Posteriormente, el filtrado alcanza el tubulo distal y el
tubulo colector, que vacia su contenido en el conducto colector (Imai, 1979; Madsen y
Tisher, 1986). Las paredes de ocho o diez conductos colectores se van uniendo para
formar un nico conducto colector mas grande. En cada rifion hay unos 250 conductos
colectores muy grandes que recogen la orina de unas 4000 nefronas (Guyton y Hall,

2001; pag 343) y la dirigen hacia el uréter.

Céapsula

de

Bowman
Tubulo
Distal

Glomérulo

Arteriola Aferente

Figura 0.9: LA NEFRONA
Componentes de la nefrona:

La sangre llega a la nefrona a través
de la arteriola renal aferente y entra
Tabulo en el glomérulo, siendo filtrada
Proximal hacia la Capsula de Bowman. El

filtrado glomerular recorre

sucesivamente los  tubulos o

conductos proximal, asa de Henle

(descendente, ascendentre y

ascendente gruesa), el tibulo distal y
Tabulo el conducto colector.

Colector Para mayor claridad, se omiten los

capilares peritubulares.

Asa de

Henle (Adaptado de Binkley, 1995).

La division de la nefrona en segmentos, estd basada en caracteristicas especificas
de permeabilidad y transporte de sustancias, y por tanto, en implicaciones funcionales

diferentes (Jacobson, 1981).

A continuacion se comentan los procesos de filtracion glomerular, reabsorcion y

secrecion tubular.

'7 La secrecién de renina se lleva a cabo en el aparato yuxtaglomerular, que estd formado por las células
yuxtaglomerulares que revisten la arteriola renal aferente y por un conjunto de células denominado
macula densa (Rose, 1994).



72 INTRODUCCION TEORICA

A.- FILTRACION GLOMERULAR: En condiciones normales, el filtrado glomerular
permite el paso libre del agua, electrolitos (como el sodio) y otros compuestos de
pequefio tamafio (Brenner y Humes, 1977). Como se indico, la tasa de filtrado
glomerular (TFG) es de unos 180 litros/dia (volumen mas de 10 veces superior al del

fluido extracelular (Rose, 1994)) y la reabsorcion tubular de 178.5 litros/dia.

Es importante que la tasa de filtracion glomerular no experimente grandes
fluctuaciones, que afectarian enormemente al volumen excretado (Rose, 1994;
Steinhausen et al, 1990). Asi, por ejemplo, un aumento del 5% en la TFG provocaria la
excrecion de unos 9 litros de orina diarios (si no se produjera una compensacion

tubular) (Guyton y Hall, 2001; pag. 402).

B.- REABSORCION Y SECRECION TUBULAR: Dado que la filtracion
glomerular es cuantitativamente importante y que la cantidad final de orina muy
reducida, gran parte del fluido y solutos se reabsorben a la sangre. Sin embargo, a
diferencia de la filtracion glomerular, la reabsorcion tubular es muy selectiva (por
ejemplo, es muy elevada para electrolitos como el sodio, cloruro y bicarbonato (aunque
su tasa es variable en funcion de las demandas del organismo) y muy baja para

productos de deshecho como la urea).

En general, la reabsorcion tubular es mas importante que la secrecion tubular,
aunque ¢ésta ultima, desempefia un importante papel en la excrecion de algunos iones
(como hidrégeno y potasio) y de otras sustancias, como los derivados farmacoldgicos

(Guyton y Hall, 2001).

La reabsorcion se produce desde los tiibulos renales hacia el liquido intersticial
y, a través de los capilares peritubulares, a la circulacion general. La mayor parte del
agua y de los solutos contenidos en el filtrado, se reabsorben desde el tibulo proximal y
asa de Henle. En los tubulos mas distales, la reabsorcion de estos componentes es

variable en funcidn de su ingesta (Rose, 1994).

El proceso de reabsorcion comprende mecanismos activos y pasivos (Gesek y

Friedman, 1995; Katz, 1986; Neuman et al, 1976; Schafer, 1984):
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En el caso del sodio, los mecanismos activos dependen de bombas de
transporte, como la ATPasa de sodio-potasio (Doucet, 1988), que se
localizan en el segmento ascendente del asa de Henle. En otros segmentos, el
sodio se reabsorbe pasivamente a través de espacios intercelulares o unido a

la reabsorcion o secrecion de otros productos (Rose, 1991).

Conforme el sodio es transportado fuera de los tubulos renales, el agua, es
reabsorbida por 6smosis en la misma direccion. Para ello, la membrana de
las células tubulares que esta en contacto con la luz tubular, ha de ser

permeable a su paso.

Finalmente, la reabsorcion de sodio se acompafia de la reabsorcion de
cloruro. Como el sodio es positivo, su transporte al intersticio renal, deja al
interior tubular cargado negativamente. Por ello, aniones como el cloro

difunden, junto al sodio, hacia el exterior tubular.

De esta forma, la reabsorcion activa de sodio esta intimamente acoplada a la
reabsorcion de agua y de cloro (Guyton y Hall, 2001): el atomo negativo del
Oxigeno (en la molécula de agua (H,0)), atrae electrostaticamente a cationes
como el sodio (Na"), y el atomo positivo del Hidrégeno a aniones como el

cloro (CI') (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al, 1997, pag. 125).

Por segmentos, la reabsorcion se produce de la siguiente forma:

Alrededor del 65% del sodio y agua filtrados (y un porcentaje algo menor de
cloruro) se reabsorben isotonicamente desde el tiibulo proximal (Kinne,
1991; Maddox y Gennari, 1987; Rector, 1983). Por ello, la concentracion de
sodio (y la osmolaridad total) siguen siendo bastante constantes (Green y

Giebish, 1989; Preston et al, 1992; Verkman, 1989).

El 35% del filtrado no reabsorbido del tibulo proximal, entra en el asa de
Henle, que penetra en la médula renal (Rose, 1994; pag. 104). La

osmolaridad del liquido intersticial de la médula renal es mayor que la del



74 INTRODUCCION TEORICA

resto del organismo, porque ha acumulado solutos (en mayor proporcién que

agua) mediante los siguientes mecanismos (Kokko, 1987; Zeidel, 1993):

1. El tansporte activo de iones sodio desde el segmento grueso de la

rama ascendente del asa de Henle hacia el intersticio renal.

2. Por difusion pasiva de urea desde los tubulos colectores.

El segmento descendente del asa de Henle es muy permeable al agua (que
tiende a salir porque la médula renal es hiperosmotica) y poco permeable a la
mayoria de solutos, como el sodio. Ello provoca el aumento gradual de la
osmolaridad dentro del asa, hasta que se iguala con la del liquido intersticial
circundante. La porcion ascendente del asa de Henle (y principalmente la
seccidon gruesa) reabsorbe activamente un 25% de las cargas filtradas de
sodio, cloruro y potasio pero es impermeable al agua. Por tanto, el liquido
tubular se ira diluyendo, permitiendo la posterior concentracién o no de la

orina en funcion de las necesidades.

Posteriormente, el resto del filtrado entra en el tiabulo distal, con unas

condiciones muy similares a las del segmento anterior.

e En la tltima porcion del tibulo distal y en el tibulo colector cortical, la
reabsorcion de agua y sales estd regulada hormonalmente. Las principales
hormonas implicadas en este proceso son la angiotensina-aldosterona (para
la reabsorcion de sodio) y la ADH (para la reabsorcion de agua) (ver mas

adelante).

e Finalmente, el filtrado que queda, alcanza el tubulo colector medular. La
reabsorcion desde este segmento, a pesar de no ser muy elevada, es
sumamente importante porque es el ultimo conducto donde pueden
producirse ajustes. La reabsorcion de agua, nuevamente, requiere de la
presencia de ADH. Adicionalmente, este conducto es permeable a la urea,
cuya reabsorcion ayuda a elevar la osmolaridad en el intersticio renal y
contribuye, como se verd, a la capacidad global de los rifiones para formar

una orina concentrada.
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I11.2.- REGULACION DE LA OSMOLALIDAD Y DE
LA CONCENTRACION EXTRACELULAR DE SODIO:

El hecho de que un soluto llegue o no a concentrarse en el interior tubular depende del
grado relativo de reabsorcion de ese soluto con respecto a la reabsorcion de agua. Si se
reabsorbe un porcentaje de agua mayor, la sustancia queda mas concentrada. Si se
reabsorbe un porcentaje mayor de soluto, esa sustancia estard mas diluida. En general,
cuando el filtrado glomerular pasa a través de los tibulos renales, se reabsorben mas del

99% del agua y la mayoria de solutos (Guyton y Hall, 2001).

Los principales mecanismos que participan en este proceso son:

A.- PRESION ARTERIAL: Pequefios aumentos de la presion arterial elevan la
excrecion urinaria de sodio y agua (natriuresis y diuresis por presion) al aumentar
(ligeramente) la tasa de filtracion glomerular, disminuir la reabsorcion tubular e inhibir

la formacion de angiotensina (Rose, 1994).

B.- SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO: El mecanismo autonémico de
regulacion excretora esta controlado por mecanismos eferentes del sistema simpatico.
La activacidon simpatica aumenta la reabsorcién de sodio y agua al producir constriccion

de las arteriolas renales, con lo que se reduce la tasa de filtracion glomerular.

Los impulsos simpaticos aumentan también la reabsorcion de sodio en el tibulo
proximal y en la porcion gruesa de la rama ascendente del asa de Henle y la liberacion

de renina y All, lo que se sobreafiade al efecto anterior (DiBona y Kopp, 1997).

C.- CONTROL HORMONAL DE LA REABSORCION TUBULAR:
Las hormonas que influyen en la funcion renal fosforilan proteinas celulares e inducen
la sintesis de nuevas proteinas (Breyer y Ando, 1994). Las hormonas no esteroideas,
ejercen acciones mediante segundos mensajeros y las esteroideas, adicionalmente,
activando la transcripcion de ARNm (Bastl y Hayslett, 1992; Berridge, 1993; Funder,
1993; Miller, 1991).
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De forma resumida, las principales hormonas, sus efectos y el lugar de accidn se

presentan en el siguiente cuadro:

HORMONA

LUGAR DE ACCION

EFECTOS

ALDOSTERONA

Tubulo Colector

Reabsorcion de CINa, H,O

y Secrecion de potasio

ANGIOTENSINA I

Tabulo proximal, Porcién
gruesa ascendente del asa

de Henle, Tubulo distal

Reabsorcion de CINa, H,O

y Secrecidon de Hidrdgeno

PEPTIDO Tubulo distal, Tubulo y|Reduce la reabsorcion de
NATRIURETICO ATRIAL |Conducto colector CINa

HORMONA Tabulo distal, Tubulo y|Reabsorcion de H,O
ANTIDIURETICA (ADH) |Conducto colector

1.- Aldosterona: Es secretada por las células de la corteza suprarrenal y aumenta
la reabsorcion de sodio y la secrecion de potasio (Sansom et al, 1987) al estimular la
bomba sodio-potasio en los tubulos distal y colector (Garg, et al, 1981; Husted, et al,

1990; Stanton et al, 1987).

La liberacion de aldosterona esta mediada por el eje HT-Adenohipofisis-Corteza
(CRF-ACTH-Mineralocorticoides) y
hiponatrémicas (Connell y Fraser, 1991; Merrill et al, 1989; Taylor et al, 1987). Sin

Suprarrenal tiene lugar en situaciones
embargo, los dos estimulos mas importantes para su secrecion, son la AIl (Aguilera y
Catt, 1978) y los aumentos en la concentracién plasmatica de potasio (Rose, 1994). De
hecho, estd mas implicada en la regulacion de la concentracion de potasio
(Young, 1988) que en la de sodio (que puede mantenerse mientras existan minimos
niveles de aldosterona) (Bastl y Hayslett, 1992; Finn y We, 1963; Funder, 1993;
Liddle, 1958; Young, et al 1976).

El péptido natriurético atrial 1992;

Laragh, 1985).

suprime su liberacion (Ganguly,
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2.- Angiotensina II: Es la hormona mas potente para la retencion de sodio, lo
cual conlleva, adicionalmente, la reabsorcion de agua. Su liberacion es estimulada ante
descensos en la presion y volumen sanguineo (Ichikawa y Harris, 1991) y en condicones
de privacion de agua (Harding y cols, 1992) y ejerce esos efectos de tres formas

diferentes:

o Estimulando la secrecion de aldosterona (Kifor et al, 1991).

e Generando constriccion de las arteriolas renales eferentes y favoreciendo
la disminucidn del riego sanguineo a través de los capilares peritubulares,
lo que a su vez, aumenta la reabsorcién de sodio y agua (Denton et al,

1992; Yuan et al, 1990).

e Promueve directamente la reabsorcion de sodio en los tabulos
proximales, asa de Henle y tibulos distales al activar la bomba de
sodio-potasio y el intercambio entre sodio e hidrogeno (Cogan, 1990;

Ichikawa y Harris, 1991; Hall, 1989).

3.- Péptido Natriurético Atrial (ANP): Incrementa la tasa de filtrado
glomerular e inhibe la reabsorcion de agua y sodio por parte de los tubulos renales
(fundamentalmente por los conductos colectores) aumentando la excrecion de orina y
ayudando a que se normalice el volumen sanguineo (Maack, 1985). Adicionalmente,
inhibe la secrecion de renina y aldosterona durante la expansion de volumen (Cuneo et
al, 1987; Laragh, 1985) y reduce la respuesta tubular a la ADH (Ganguly, 1992; Harris
et al, 1987; Nonoguchi et al, 1988).

Al administrar una carga de sodio, el volumen extracelular se expande
resultando en una respuesta excretora apropiada. Los primeros investigadores sugirieron
que este proceso podia depender de un aumento en la tasa de filtracién glomerular y/o
de una reduccion en la secrecion de aldosterona. Sin embargo, previniendo los aumentos
en la TFG o administrando dosis altas de Aldosterona, no interrumpieron la excrecion
de esa carga de sodio (ver Rose, 1994; cap. 6). Por tanto, debia estar mediado por otros

factores, como el ANP.
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El ANP es liberado por el corazén (DeBold et al, 1981; Goetz, 1988) y por
regiones cerebrales (Chriguer et al, 2001; Jacobowitz et al, 1985) en respuesta a la
hipervolemia o expansion isotéonica de volumen (mediante la inyeccién de suero
fisiologico) (Edwards et al 1988; Garcia et al, 1987; para una revision ver McCann et al,

2003).

Ejerce tres acciones principales: vasodilatadora (para reducir la presion arterial),
diurética y natriurética (para eliminar el exceso de agua y sal). Entre sus mecanismos
destacan el aumento de la TFG y la inhibicion de la reabsorcion tubular de sodio

(Gotees, 1988).

Su posible contribucion en la regulacion dia a dia de la excrecion de sodio es
controvertida, ya que las variaciones en los niveles de AIl y Aldosterona parecen mas
importantes para este fin (Cogan, 1990). Asi, el bloqueo del ANP no interfiere con la
respuesta excretora que se observa al expandir cronicamente el volumen extracelular

(Grunwald et al, 1988).

4.- Hormona Antidiurética (ADH): Aumenta la permeabilidad al agua en el
tubulo distal, colector y conducto colector y su falta (diabetes insipida) conlleva la

excrecion de grandes cantidades de orina diluida (Jard, 1998).

La sintesis de hormona antidiurética acontece en el SON y PVT. Algunos
granulos secretores penetran en el tercer ventriculo y en los capilares portales de la
eminencia media. Una vez liberada, ejerce sus acciones y es metabolizada rapidamente

(su vida media plasmatica es de 15 a 20 minutos) en el higado y rifion.

Existen dos tipos de receptores para la ADH: el receptor V1 se localiza en el
utero, intestinos y en la musculatura lisa vascular y media la contraccion uterina, la
peristalsis intestinal y la vasoconstriccion. Los receptores V2 se localizan en el rifion
(fundamentalmente en el tabulo distal y en los tibulos colectores) y participan en la

reabsorcion renal de agua (Jard, 1998).

Como se indicd, la osmolaridad final de la orina se determina en los tubulos
colectores de forma dependiente de la ADH: en presencia de ADH, se incrementa la

permeabilidad de estos conductos al agua y su reabsorcion, y se excreta un volumen
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reducido de orina. Esto es asi porque, como se indicd previamente, en el segmento
ascendente del asa de Henle, el sodio es transportado al intersticio renal, por lo que, al
aumentar la permeabilidad al agua en los tubulos colectores por la accion de la ADH, el
agua se reabsorbe osmoéticamente, con lo que se reduce su excrecion. En el caso

contrario, si no se produce ADH, la orina excretada esta diluida (Rose, 1994).

Cuando la ADH se une a receptores V2, se inicia una cascada (mediada por el
AMPc) que activa determinadas proteinas; resultando en la insercion de canales de agua
(acuaporinas) en la membrana tubular (Fushimi et al, 1993; Knepper et al., 1996;
Nielsen et al, 1995; Snyder et al, 1992). Estos canales permiten el paso de agua hacia el
interior de las células tubulares por gradiente osmotico (Harris et al, 1991).
Posteriormente, la membrana (basolateral) en contacto con el intersticio renal, al ser
permeable al agua, permite su reabsorcion (Strange y Spring, 1987). Cuando cesa la

secrecion de ADH, estos canales desaparecen de la membrana y se recilan.

La ausencia de estos canales podria estar relacionada con la Diabetes Insipida
renal o nefrogénica, un trastorno caracterizado por la excrecion de enormes cantidades
de orina diluida (Deen, 1994; King y Agre, 1996). También se han identificado unos
canales similares dentro del cerebro (en estructuras Circunventriculares, SON y PVT).
A éstos se les ha llamado Aquaporin-4 y se ha sugerido su implicacion en el
movimiento de agua desde y hacia las células cerebrales, pudiendo ser importantes en el
mecanismo osmo-receptivo central. Estos canales cerebrales han sido localizados
fundamentalmente en las células gliales (indicando otra posible implicacion de este tipo

de células en osmorrecepcion) (para una revision ver Wells, 1998).

Por tanto, los estimulos mas importantes para la secrecion de ADH son la
hiperosmolaridad, la hipovolemia y la hipotension (Baylis, 1987; Robertson, 1987). En
seres humanos, el umbral osmoético de liberacion de ADH es de unos 280-290
mosmol/Kg: este sistema es tan eficiente que la osmolaridad plasmatica no varia mas de
un 1 0 2%, aunque se den importantes fluctuaciones en la ingesta de agua (Baylis, 1987,
Robertson, 1987). El umbral para la sed estaria muy proximo al de la liberacion de
ADH (Lindheimer et al, 1989; Stricker y Verbalis, 1986; Thompson et al, 1991) aunque

como se sefialo, ambas respuestas tienen sus diferencias (Stricker y Sved, 2002).
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1.L3.- LA ADH Y LA EXCRECION DILUIDA O
CONCENTRADA DE ORINA:

El objetivo de este apartado es, retomando informacion previa, comprender de forma
integrada como los rifiones forman una orina mas diluida o mas concentrada. El rifion
puede excretar un gran volumen de orina diluida o un pequefio volumen de orina

concentrada sin ocasionar cambios importantes en la tasa de excrecion de solutos.

Cuando la osmolaridad de los liquidos corporales aumenta, la neurohipofisis
libera mas ADH, permitiendo la reabsorcion de grandes cantidades de agua y
reduciendo el volumen excretado. Como el agua del organismo se pierde continuamente
a través de los pulmones (por la evaporaciéon en el aire espirado), el aparato digestivo
(mediante las heces), la piel (a través de la evaporacion y transpiracion) y los rifiones
(mediante la excrecion de orina), la capacidad del rifion para formar un pequefio
volumen de orina concentrada reduce al minimo el aporte de liquido necesario para
mantener la homeostasis. Esto es especialmente importante cuando la disponibilidad de
agua es escasa. En el caso contrario, ante descensos osmolares, disminuye la secrecion
de ADH y la permeabilidad tubular al agua, con lo que se forman grandes cantidades de
orina diluida. Por tanto, ademas de formar una orina diluida, el riiién puede procesar

una orina con una osmolaridad superior a la del plasma (Rose, 1994).

Para excretar un gran volumen de orina poco concentrada, los rifiones
reabsorben continuamente solutos y dejan de reabsorber agua en los segmentos mas
distales de la nefrona. Ello es posible gracias a la ausencia de ADH. Mientras el liquido
avanza por el tibulo proximal, los solutos y agua se reabsorben en la misma proporcion.
A medida que el filtrado pasa por el asa descendente de Henle, se reabsorbe agua por
osmosis y el liquido tubular alcanza el equilibrio con el intersticial (recuérdese que la
osmolaridad de la médula renal es mayor que la del resto del organismo). En la rama
ascendente, se reabsorben con avidez el sodio, potasio y cloruro, pero no el agua. Esta
reabsorcion activa de sodio provoca la dilucion del filtrado en su avance hacia la
porcion inicial del tibulo distal. Finalmente, en la porcion tltima del tibulo distal y en
el tabulo colector, se produce una reabsorcion adicional de cloruro sédico. Como no hay
apenas ADH, este segmento es también impermeable al agua, y el liquido final estara

bastante diluido.
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En definitiva, la orina se diluye gracias a la reabsorcion de solutos en los
componentes mas distales del sistema tubular, en tanto que el agua (dada la ausencia de

ADH) deja de reabsorberse.

En el polo opuesto, ante déficits de agua en el organismo, el rifion elabora una
orina concentrada mediante la excrecion continua de solutos y la reabsorcion de agua,
pudiendo producir una concentracién urinaria de 1200 a 1400 mOsnv/litro (cuatro o
cinco veces superior a la osmolaridad plasmatica). En este caso, la ADH estimula la
reabsorcion de agua en los segmentos mas distales. Ahora bien, como los iones sodio
son los mas abundantes (Rolls y Rolls, 1982) y estan rodeados electrostaticamente de
moléculas de agua (ver Kandel et al, 1997; Rose, 1994), existird un volumen de orina
obligatorio para excretar el exceso de solutos. Esa minima pérdida de volumen por la
orina, junto con las pérdidas de agua por la piel, aparato respiratorio y aparato digestivo,
contribuye a la deshidratacion celular que se observa cuando no se dispone de agua para

beber (Guyton y Hall, 2001).

Figura 0.10:
Concentracion y dilucion de la Orina.

1.- Desde el tibulo proximal se reabsorbe agua y CINa. El
filtrado tubular es isotonico.

2.- En el segmento descendente del asa de Henle, el agua
sale por Osmosis hacia el intersticio (médula) renal
hipertonico. El filtrado tubular se concentra.

3.- La médula renal es hipertonica por el transporte de CINa
desde el segmento ascendente del asa de Henle y por
difusion pasiva de urea desde el tubulo colector medular.
Conforme sale CINa, el filtrado se diluye.

4.- Para excretar una orina concentrada, en los tabulos distal
y colector, se reabsorbe agua en presencia de ADH. Si no
hay ADH, la orina excretada resulta diluida. En presencia
de All-Aldosterona, se reabsorbe sodio.
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En definitiva, para que se reabsorba el agua, deben cumplirse dos requisitos:

e Un incremento en la permeabilidad al agua en los tibulos distales y

colectores. Este requisito requiere de la presencia de ADH.

e Una osmolaridad elevada del liquido intersticial medular renal (por el
transporte activo de sodio desde el asa de Henle y por difusion pasiva de
urea en los tubulos colectores) que proporcione el gradiente osmotico

necesario para que tenga lugar la reabsorcion de agua en presencia de ADH.

En ausencia de ADH (diabetes insipida central), los segmentos tubulares distales
no pueden reabsorber agua, conduciendo a la formacion de grandes volimenes de orina
diluida. Para evitar sus consecuencias negativas, el organismo se ve obligado a ingerir
mayores cantidades de fluido con el objeto de paliar su pérdida. En otras circunstancias
(diabetes insipida nefrogénica), los niveles de ADH son normales o elevados, pero los
segmentos tubulares distales no responden adecuadamente a esta hormona. En cualquier
caso, se forman grandes volumenes de orina diluida, lo que tiende a producir
deshidratacion, a no ser que el ingreso de liquido se incremente en la misma cuantia con

la que aumenta el volumen urinario.

Adicionalmente, el rifidn puede excretar una orina muy concentrada pero que
contenga poco cloruro sodico (Rose, 1994). En tales circunstancias, la
hiperosmolaridad de la orina se debe a otras sustancias hipertonicas, principalmente
urea. Este fendmeno sucede en los casos de deshidratacion que se acompafian de
ingresos bajos de sodio (que estimulan la liberacion de All y aldosterona y dan lugar a
su reabsorcion tubular). Es decir, cuando el exceso en la osmolaridad plasmatica no es
consecuencia de la acumulacion de sodio, sera excretado en forma de urea. La presencia
de ADH promovera la reabsorcion de agua, y la de Aldosterona y Angiotensina II, la

reabsorcion de sodio.

La importancia de la AIl y Aldosterona en la regulacion de la excrecion renal de
sodio, no significa que también desempefien un papel importante en la regulacion de la
concentracion extracelular de sodio. En efecto, como se indico previamente, ambas

hormonas aumentan la reabsorcion de agua junto con la de sodio, con lo que la
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concentracion relativa se preserva (el aumento de sodio se mantiene en equilibrio con el
aumento del volumen plasmatico). De hecho, tras una copiosa ingesta de cloruro sodico,
los animales mantienen un nivel normal de sodio plasmatico aunque se bloquee el
sistema Angiotensina II-Aldosterona (Young et al, 1977). Por tanto, los aumentos en la
concentracion plasmatica de sodio se compensaran aumentando la ingesta de agua y la

secrecion de ADH, que tiende a diluir el liquido extracelular (Young et al, 1977).

Algunas enfermedades renales deterioran el mecanismo de concentracion. Por el
contrario, las sustancias diuréticas (como la furosemida), inhiben la reabsorcion de
electrolitos por parte del asa de Henle (natriuresis). Asi, la excrecion de esos electrolitos

conllevara la pérdida urinaria de fluido extracelular.



IV.- OXITOCINA Y REGULACION HIDROMINERAL:

IV.1.-INTRODUCCION : OXITOCINA Y VASOPRESINA.

La Oxitocina (OX) es una neurohormona'® que accede al sistema circulatorio a través de
los capilares neurohipofisarios. En el 16bulo posterior de la hip6fisis (neurohipéfisis)
también se libera la Hormona Antidiurética o Vasopresina (ADH), referida en apartados
anteriores (Binkley, 1995). La descripcion de la OX como polipéptido se la debemos a

Du Vignaud y asociados (Du Vignaud et al, 1953 y 1954).

Los primeros estudios observaron que la administracion de extractos
neurohipofisarios ejercian efectos presores y antidiuréticos, y que estimulaban la
eyeccion mamaria de leche (ver Sawyer, 1993). Los fenomenos presores y
antidiuréticos, como se ha visto, estarian mediados por la ADH, mientras que la
contraccion de las células mamarias durante los periodos de lactancia, dependeria de la
Oxitocina (ver Crowley y Armstrong, 1992). Posteriormente fueron surgiendo otras
implicaciones funcionales para la Oxitocina, aunque todas ellas estaban relacionadas
con conductas y procesos sexo-dimoérficos, como el parto (estimula las contracciones
uterinas) y la conducta maternal (interviniendo en el circuito central) (Barberis et al,
1998; Hansen y Ferreira, 1986; Hertog et al, 2001; Ivell et al, 1997; Kendrick et al,
1987; Luckman y Larsen, 1997; Ludwig, 1998; Neumann et al, 1993; Richard et al,
1991; Rinaman et al, 1995).

18 . . ., s
El concepto ‘neurohormona’ hace referencia a aquellas sustancias con accion hormonal, que son sintetizadas
por estructuras cerebrales y liberadas en el sistema circulatorio general.
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Algunos afios después, y siendo comun la idea de que la Oxitocina participaria

en procesos exclusivamente femeninos, se observd que la concentracion plasmatica de

esta hormona era similar en varones y hembras (Crowley y Armstrong, 1992; Favaretto

et al, 1997; Leake et al, 1981; Swaab et al, 1975; van Dyke et al, 1955, citado por

Brooks y Pickford, 1958). Con el objeto de dilucidar su posible contribucion en el

género masculino, surgieron dos campos de investigacion claramente diferenciados:

1.

El primero de ellos se basaba en la posibilidad de que la Oxitocina

interviniera en comportamientos sexuales masculinos. Esta linea prosperd

con el descubrimiento de su participacion en la recepcion de informacion

sensorial genital y en la ereccion del pene y eyaculacion (Arletti et al, 1992;

Argiolas y Gessa, 1991; Honda et al, 1999; Richard et al, 1991).

La otra linea de investigacion se centr6 en las similitudes entre la Hormona

Antidiurética y la Oxitocina. Asi:

Las dos neurohormonas son nonapéptidos con una estructura quimica
similar (sélo difieren en los aminoéacidos 3 y 8) (Barberis et al, 1998;

Brownstein, 1983; Brownstein et al, 1980).

Ambas hormonas se unen a los mismos receptores con una alta

afinidad (Tribollet et al, 1992; Han et al, 1993).

Los centros de sintesis son, en ambos casos, los nucleos Supradpticos
(SON) y Paraventriculares (PVT) del Hipotalamo. Los axones del
conjunto magnocelular de ambos nucleos se dirigen a la
neurohipofisis, donde liberan a las dos hormonas (Hayward, 1975).
En este sentido, se observdo que la estimulacion eléctrica de la
neurohipofisis elicitaba respuestas antidromicas en muchas de las
neuronas Supraodpticas y Paraventriculares registradas (Cross et al,

1969; Dyball y Koizumi, 1969).

Estas similitudes, sugerian que la Oxitocina podria estar implicada en procesos

homeostaticos hidrominerales y/o cardiovasculares. Asi, la tasa de disparo de

estas neuronas (Cross y Green, 1959) y la concentracion plasmatica de OX y

ADH, aumentaba al administrar sustancias hiperténicas (Dyball, 1968 y 1971;
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Balment et al, 1986; Blackburn et al, 1995; Huang et al, 1995 y 1996; Kadekaro
et al, 1997) o hipovolémicas (Blackburn et al, 1992). Lo contrario sucedia

durante las situaciones hipotonicas (Verbalis y Drutarosky, 1988).

Figura 0.11:

El sistema magnocelular: Centros de
sintesis y  liberacion de las
neurohormonas.

Abreviaturas: IV (tercer ventriculo),
AH (adenohipofisis), NH(neurohipdfisis),
PVT (nucleo paraventricular),

Q0 (quiasma OJptico)y SON (nucleo
supraoptico).

Adaptado de:Legros, JJ (1992).

A pesar de ello, existen diferencias entre las dos hormonas neurohipofisarias. En
este contexto, la aproximacion electrofisiologica predomind en los estudios clasicos
para mostrar como dentro del SON y PVT se podia distinguir entre varias poblaciones
neuronales distintas. Asi, por ejemplo, durante el proceso de amamantamiento, un grupo
de células desarrollaban rafagas (‘bursts’) de actividad que precedian a la eyeccion de
leche, mientras que otras células permanecian en reposo (Poulain et al, 1977). La
activacion de las células eyectoras era seguida de un incremento en la concentracion
plasmatica de oxitocina. Las células no-eyectoras fueron consideradas vasopresinérgicas

y por su parte, respondian a la privacion de agua adoptando una tasa fasica de disparo.

Sin embargo, en situaciones de deshidratacion, muchas de las células
“eyectoras” incrementaron su tasa de disparo. Es decir, las células oxitocinérgicas
también parecian responder a la deshidratacion, aunque no adquirian el patrén fasico
vasopresinérgico (Binkley, 1995; Brimble y Dyball, 1977; Poulain et al, 1977,
Warkeley et al, 1978).
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Ademas de estas diferencias electrofisiologicas, mas recientemente se ha
propuesto que las neuronas oxitocinérgicas, pero no las vasopresinérgicas, promoverian
una serie de cambios plasticos (Ludwig, 1998; Theodosis, 2002). Los cambios que se

observan durante el parto, lactancia y tras la estimulacion osmotica incluyen:

e Una aceleracion del proceso de transcripcion del ARNm implicado en la
sintesis neurohormonal durante los periodos de hiperosmolaridad y
enlentecimiento durante los estados hipoténicos (Perlmutter, 1984;

Young, 1992).

e (Cambios en el tamafio del soma y nucleo de las células neurosecretoras
en paralelo con la tonicidad extracelular y con la biosintesis protéica

(Miyata et al, 1994; Zhang et al, 2001).

e Retraccion, durante las condiciones hiperosmoticas, de los procesos
gliales que rodean a las células neurosecretoras, dando lugar al desarrollo
de largas areas asociadas con remodelamiento sinaptico (Chapman et al,
1986; Hatton, 1990 y 1997; Perlmutter et al, 1985; Richard et al, 1991;
Theodosis, 2002; Theodosis et al, 1986, 1987, 1993 y 1996).

Este tipo de cambios en la morfologia y conectividad neuronal, potenciarian la
secrecion de las neurohormonas ante desafios homeostaticos (desequilibrios osmoticos

y volémicos) y ante estados fisiologicos modificados (embarazo, parto y lactancia).

La implicacion de la oxitocina en esos procesos de plasticidad fue sugerida al
observar que también ocurrian cuando se administraba esta hormona
intracerebroventricularmente (Theodosis et al, 1986). En efecto, la infusion icv de OX,
parece incrementar la tasa de disparo de las neuronas oxitocinérgicas (Richard et al,

1991) y la respuesta del sistema vasopresinérgico (Koehler-Stec, 1998).

La oxitocina intracerebroventricular, podria actuar sobre neuronas supradpticas y
paraventriculares, que poseen receptores oxitocinérgicos (Freund-Mercier et al, 1994),
para estimular la secrecion neurohormonal y la plasticidad nerviosa. Este hecho era
coherente con el incremento en la tasa de disparo de las células neurosecretoras que se
habia observado al administrar oxitocina directamente en el nlcleo paraventricular

(Cross et al, 1972).
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Asi, la induccién de hemorragias (Chapman et al, 1983; Hattori et al, 1990;
Landgraf et al, 1991; Mason et al, 1986; Moos et al, 1984; Neumann et al, 1993b; Ota
et al, 1992; Pow et al, 1989; Theodosis, 1985), la administracion intraperitoneal de
sustancias hipertonicas (Ludwig et al, 1994; Neumann et al, 1993) y la privacion de
agua (Ludwig et al, 1996), ademas de aumentar los niveles plasmaticos de oxitocina,
promueven su liberacion en el espacio intersticial de los nticleos supradptico y

paraventricular.

Pese a que los axones magnocelulares emiten colaterales intrahipotaldmicos, las
dendritas parecen la principal fuente de los neuropéptidos liberados intersticialmente

(Morris et al, 2000; Pow y Morris, 1989).

En definitiva, las principales funciones de esta liberacion dendritica de OX

podrian ser (ver Ludwig, 1995 y 1998):

® Contribuir a los fendomenos de plasticidad morfoloégica de los ntcleos
Supradptico y Paraventricular (Hatton, 1990; Theodosis y Poulain, 1992) con
el objeto de incrementar la sintesis y secrecion neuropeptidica (Beagley y
Hatton, 1992; Perlmutter et al, 1985; Tweedle et al, 1984) durante los
estados reproductivos (Landgraf et al, 1992; Neumann et al, 1993b; Russell
et al, 2003) y osmoticos (Ludwig et al, 1994; Neumann et al, 1993).

® Sincronizar el disparo neuronal de las células neurosecretoras (Freund-
Mercier et al, 1988; Moos et al, 1989; Theodosis y Poulain, 1984) con el
objeto de mantener la actividad de estas estructuras durante un tiempo
prolongado (Ludwig, 1995). Obviamente, la actividad neural sostenida se
torna imprescindible durante periodos hipernatrémicos prolongados
(Koehler-Stec, 1998; Ludwig, 1998; Ludwig et al, 1996; Walters y Hatton,
1974).
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IV.2.- SECRECION DE LAS HORMONAS

NEUROHIPOFISARIAS EN FUNCION DEL ESTADO
CORPORAL OSMOTICO Y VOLEMICO:

La rata tiene un ritmo de actividad nocturno: disponiendo de agua y comida, estos
mamiferos consumen casi un 90% del total diario durante las horas de oscuridad. El
flujo nocturno de orina también supera al diurno, y contiene un 73% del sodio urinario.
El comportamiento ingestivo de estos animales provocara que el pico de osmolaridad

plasmatica se observe hacia la medianoche (Armstrong, 1980; Windle et al, 1992) .

En condiciones normales, las neurohormonas tienen un ritmo ciclico de
liberacién que parece depender de la actividad del animal y que podria estar regulado
por el Nucleo Supraquiasmatico (Lombardelli y Dyball, 1997; Forsling, 1993; Saeb-
Parsy et al, 2000; Windle et al, 1992). Durante la noche, la secrecion de OX y ADH se
suprime (Franci et al, 1989). Este ritmo basal de liberacion se altera en funcion del

estado osmotico y volémico del organismo.

En primer lugar, los aumentos de la osmolaridad plasmatica (hiperosmolaridad

e hipernatremia) potencian la liberacion de Oxitocina y Vasopresina (Kadekaro et al,
1992 y 1992b). El procedimiento que se sigue habitualmente suele consistir en la
administracion de sustancias hipertonicas o la privacion de agua. De ambas formas, a
partir del momento en que se alcanza el valor de unos 140 mEq/l de sodio plasmatico (y
poco mas de 300 mOsm/kg de osmolaridad) la concentracion de las dos hormonas en
sangre se multiplica (Balment et al, 1980; Dyball, 1968; Giovanelli et al, 1992;
Landgraf, 1988; Stricker y Verbalis, 1986; Verbalis et al, 1986; Windle et al, 1993).

Una estructura circunventricular, el Organo Vasculoso de la Lamina Terminal
(ver Figura 0.4), parece implicado en la deteccion de los aumentos en la osmolaridad-
sodio plasmatico y la activacion de la respuesta neurohormonal (Huang et al, 1995; Fitts

et al, 2003; McKinley et al, 1992b).
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Sin modificar la osmolaridad, la produccién de hemorragias, la inyeccion de
coloides y las dietas deficientes en sodio (hipovolemia), también estimulan la liberacion
neurohormonal (Blackburn et al, 1995; Stricker y Verbalis, 1986 y 1987b;
Windle et al, 1993). Por su parte, la administracion icv de All, provoca un aumento en
la concentracion plasmatica de OX y ADH que es abolido mediante el empleo de
antagonistas de los receptores ATl (Chipodera et al, 1998; Lang et al, 1981;
Mahon et al, 1995).

Como se indicd, la hipovolemia estimula la ingesta de agua y, demoradamente,
el apetito por sodio. Pues bien, la ingesta de agua durante los periodos hipovolémicos,
interrumpe la secrecion de las dos neurohormonas (Blackburn et al, 1992;

Stricker y Verbalis, 1986; Stricker et al, 1987).

Otra situacion que parece suprimir la secrecion de OX y ADH es la
hiponatremia (niveles reducidos de sodio corporal) (Verbalis et al, 1986). En esta
condicion, la inyeccion de soluciones hipertonicas adelantardn la secrecion
neurohormonal (que comienza a observarse hacia los 120-125 mEq de sodio por litro de
plasma). Sin embargo, una vez que se alcanzan los 145 mEq/l, los niveles plasmaticos

de OX y ADH siguen su patrén habitual (Verbalis y Dohanics, 1991).

En resumen, la secrecion neurohipofisaria se activa cuando los niveles osmolares
absolutos alcanzan un determinado umbral que es reducido por hiponatremia. En el
rango normal de estimulacion (a partir de 140 mEq/l), la cantidad de hormona en sangre
aumenta progresivamente. Ahora bien, mientras que para la vasopresina ese incremento
es lineal, el aumento de la concentracion plasmatica de Oxitocina sigue una tendencia
exponencial (Stricker y Verbalis, 1986). De esta forma, los niveles de Oxitocina
resultan normalmente superiores a los de vasopresina (Cheng y North, 1986;

Kadekaro et al, 1992 y 1992b; Morris et al., 1984; Xiong y Hatton, 1996).

Finalmente, el empleo concurrente de varios estimulos hipertonicos
(Kadekaro et al, 1995), o de CINa y un coloide (Stricker y Verbalis, 1986) potencia la

secrecion de OX.
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IV.3.- OXITOCINA Y NATRIURESIS.

Todos estos estudios venian a sugerir que la Oxitocina, al igual que la Vasopresina,
podria participar en procesos hidrominerales y/o cardiovasculares. Con respecto a los
primeros (ver Gutkowska et al, 2000 para los cardiovasculares), uno de los datos mas
documentados, la relacionan con la excrecion de los excedentes de sodio. Asi, por
ejemplo, la inyeccion de soluciones hipertdnicas estimulan la liberacion de Oxitocina y

la excrecion de este 10n.

En una situacion de deshidratacion celular provocada por la ingesta copiosa de
alimentos hipertonicos, el organismo retiene la mayor cantidad posible de fluidos (papel
dependiente de la hormona antidiurética). Adicionalmente, el reducido volumen de
orina excretado, debe contener una gran cantidad de sodio (natriuresis), proceso en el
que se sugiridé que podria intervenir la oxitocina (Balment et al, 1980 y 1986; Conrad,
1986; Haanwinckel et al, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992, 1997;
Verbalis et al, 1991b; Windle et al, 1995 y 1997). Si esa misma cantidad de CINa es
administrada como solucion isotonica, la liberacion de oxitocina y excrecion de sales se

reduce (Dyball, 1968; Huang et al, 1995 y 1996).

Los estudios iniciales llevados a cabo en la Universidad de Manchester por el
grupo de Balment, trataron de analizar si la Oxitocina liberada durante la deshidratacion
celular, podia ejercer efectos natriuréticos. Estos investigadores observaron que la
administracion de una cantidad de CINa (que elevaba la osmolaridad plasmatica desde
menos de 300 mOsm/kg a un rango de 303 a 344 mOsm/kg), aumentaba Ia
concentracion plasmatica de OX y la excrecién de sodio. Ambos efectos parecian
relacionados, porque los niveles Oxitocina en sangre correlacionaban positivamente con
la osmolaridad plamatica. Sin embargo, las dosis exodgenas requeridas para evocar la
respuesta excretora, inducian una concentracion de oxitocina en plasma que solo se
observaba en situaciones de gran deshidratacion celular, cuestionando la posible
participacion de esta hormona en la regulacion diaria del balance de sodio

(Balment et al, 1980).
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Como la Hormona Antidiurética también estimula la excrecion renal de sodio
(Huang et al, 1996; Smith y Balment, 1993), este grupo sugiri6 que la OX y la ADH
podrian actuar de forma sinérgica. A mediados de los 80, estos investigadores
observaron que la administracion conjunta de dosis bajas de Oxitocina y Vasopresina
(que no ejercian de forma aislada ningun efecto), reinstauraban la excrecion de sodio en
animales con una importante pérdida renal de fluido y retencion de electrolitos
provocada por hipofisectomia (Balment et al, 1985) o neurohipofisectomia (Balment et
al, 1985b y 1986b). De esta forma, la administraciéon de OX y ADH resulta en un efecto
antidiurético similar al de la Vasopresina (aisladamente) y un efecto natriurético

sinérgico (en cuanto a magnitud y duracion) (Andersen et al, 1992; Windle et al, 1995).

Sin la utilizacion de ADH, Verbalis, Mangione y Stricker observaron una
respuesta natriurética administrando dosis fisiologicas de Oxitocina mediante
minibombas implantadas subcutineamente que liberaban la hormona de forma
progresiva (Verbalis et al, 1991b). Para ello, los animales empleados (ratas) fueron
mantenidos con dietas hiposddicas. Es decir, las dietas hiposodicas reducian la dosis de
Oxitocina necesaria para estimular la excrecion de sodio. A pesar de este resultado
positivo, la capacidad natriurética de la Oxitocina se reducia conforme aumentaba el

tiempo de alimentacion con estas dietas.

Por tanto, dos variables (la administracion de Oxitocina en sujetos mantenidos
con dietas hiposodicas y la administracion conjunta de Oxitocina y Vasopresina),
fomentan la aparicion de la respuesta natriurética. La forma de administrar la hormona
también parece importante. Asi, la administracion pulsatil, carece de los efectos
natriuréticos que se  observan  mediante = administraciones  continuas

(Sjoquist et al, 1999).
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Receptores implicados en la respuesta natriurética: En un principio, se pensé que la

Oxitocina podria ejercer sus efectos natriuréticos a través de los receptores
vasopresinérgicos (Han et al, 1993). Sin embargo, los antagonistas de los receptores V1
y V2, no consiguieron bloquear la excrecion de sodio (Chan y Hruby, 1988;

Verbalis et al, 1991), sugiriendo la existencia de un subtipo de receptor desconocido.

Estos datos llevaron a la deteccion de lugares de union para la Oxitocina (en el
riién, utero y glandula mamaria) que no respondian a las sustancias afines a los
receptores de vasopresina (Barberis et al, 1998; Stoekel et al, 1987 y 1989;
Tribollet et al, 1992). En la actualidad, se conoce la existencia de receptores renales de
Oxitocina que se localizan en la macula densa (Stoeckel y Freund-Mercier, 1989)
(donde se regula la secrecion de renina (Harris, 1996)). Estos receptores estan acoplados

a proteinas G (Barberis et al, 1998).

La implicacion de los receptores de Oxitocina en la respuesta natiurética
(inducida por concentraciones fisioldgicas de Oxitocina), fue demostrada en 1991 por el
grupo de Stricker mediante el empleo de antagonistas especificos (Verbalis et al, 1991).
Posteriormente, Huang y colaboradores confirmaron y ampliaron estos resultados
(Huang, et al, 1994, 1995 y 1996). De hecho, las acciones natriuréticas de la ADH
también parecian depender, aunque no en todos los casos (por ejemplo, Huang et al,

1994, Windle et al, 1997), del receptor de Oxitocina (Smith et al, 1993).

Ademas del efecto natriurético, la administracion de OX estimula la exccrecion
de fluido (Balment et al, 1980; Conrad et al, 1986; Stoeckel y Freund-Mercier, 1989;
Schmidt et al, 1990; Windle, 1995 y 1997). Sin embargo, el mecanismo responsable de
la respuesta diurética, pese a implicar a segundos mensajeros (Favaretto et al, 1997;
Soares et al, 1999), parece depender de otros receptores, porque no resulta bloqueada

con los antagonistas especificos de la oxitocina (Huang et al, 1994).
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Mecanismos responsables del efecto natriurético: Dosis elevadas de Oxitocina

(equivalentes a la privacion de agua durante unas 39 horas) pueden incrementar la fasa
de filtracion glomerular (TFG). Sin embargo, la natriuresis también se observa en

ausencia de cambios en la TFG (Forsling et al, 1994).

Asi, la OX afecta, ademas, a la manipulacion tubular de sodio, actuando sobre
receptores especificos localizados en los tibulos colectores (Chan, 1976;
Chan et al, 1968 y 1970; Conrad et al, 1986 Garland et al, 1983; Inoue et al, 1993;
Huang et al, 1995).

En los tibulos renales mas distales, la excrecion de agua y sodio estd modulada
parcialmente por el sistema calicreina-cinina (Schuster et al, 1984). Esto parece ser asi
porque la orina excretada por parte de los sujetos inyectados con oxitocina, contiene
cantidades elevadas de calicreina y de cinina y porque el bloqueo de este sistema antes
de la administracion de la hormona, reduce el aumento en el volumen de orina y en la

excrecion de Na” y CI" (Adachi et al, 1995).
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IV.4.- OXITOCINA Y COMPORTAMIENTO
HIDROMINERAL REGULATORIO.

En el campo de la Homeostasis Hidromineral, se ha sugerido que la OX inhibiria el
apetito por sodio. Esta propuesta tiene como punto de partida el efecto natriurético de la
hormona, que seria imprescindible en aquellas situaciones donde los niveles elevados de
sodio corporal podrian perjudicar el equilibrio osmoético del organismo. De esta forma,
la Oxitocina nos ayudaria a protegernos de los aumentos en los niveles de sodio, al
potenciar su excrecion y al inhibir el apetito por sales minerales (Arletti et al, 1989;
Antunes-Rodrigues et al, 1986; Blackburn et al, 1992 y 1995; Brimble et al, 1978;
Demontes-Mainard et al, 1986; Ehrlich y Fitts, 1990; Fitts et al, 1985 y 2003;
Giovannelli, 1992; Olson et al, 1991 y 1991b; Rinaman et al, 1995; Schulkin, 1991;
Stricker, 1981; Stricker et al, 1986; Stricker y Verbalis, 1986, 1987 y 1987b;
Windle et al, 1992).

Los avances de la Genética han posibilitado la obtencion de especies animales
que carecen del gen de la Oxitocina. Los estudios realizados, han observado un mayor
consumo de soluciones hipertonicas por parte de estos animales (Amico et al, 2001 y
2003; Puryear et al, 2001), en la linea anteriormente sugerida. Sin embargo, algunos

resultados experimentales parecen discrepar de esta propuesta.

A.- ACCIONES PERIFERICAS DE LA OXITOCINA:

Los principales estudios que sefialan que la OX inhibiria la ingesta de comida-apetito

por sodio, han observado que:

e Los niveles plasmaticos de Oxitocina son minimos por la noche, cuando el

comportamiento ingestivo de las ratas suele tener lugar (Windle et al, 1992).

e C(Ciertas intervenciones que estimulan el apetito por sodio (como la
adrenalectomia), cursan con bajos niveles plasmaticos de Oxitocina (Schulkin,

1991; Stricker, 1983; Stricker y Verbalis, 1987).
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e En algunos sindromes hiperfagicos, como el de Prader-Willi, se ha observado
una reduccion en el numero de células paraventriculares del sistema
neurohipofisario (Aravich y Sclafani, 1983; Leibowitz et al, 1981; Swaab et al,
1993 y 1995).

e Algunas sustancias que reducen la ingesta de comida (como el cloruro de litio, el
sulfato de cobre y la colecistoquinina), estimulan la secrecion de oxitocina

(Gibbs et al, 1973; McCann et al, 1989; Verbalis et al, 1986b y 1986¢).

e La administracion de coloides provoca la pérdida de fluido intravascular,
generando sed y apetito por sodio. Sin embargo, durante las primeras horas que
siguen a su inyeccion, los animales rechazan las bebidas hipertonicas, ingiriendo
Unicamente agua. Posteriormente, cuando esa ingesta de agua (o su
administracion intragastrica) reduce la osmolaridad plasmaética, emerge el
apetito por sodio. Pues bien, en ese momento de diluciéon osmotica, se inhibe la
secrecion neurohipofisaria de oxitocina (Blackburn et al, 1992; Stricker, 1981;

Stricker et al, 1986; Stricker y Verbalis, 1987).

En resumen, los niveles plasmaticos de Oxitocina y la ingesta de comida-sales
minerales, parecian inversamente relacionados. Estos estudios dieron paso a un conjunto
de investigaciones de corte psicofarmacolégico que ofrecerian resultados mas

controvertidos.

En uno de estos experimentos, el grupo de Verbalis inyecto, periférica y
conjuntamente, oxitocina y agentes aversivos, sin potenciar el descenso en la ingesta de
alimento (Verbalis et al, 1986b y 1986¢). Evitando el empleo de sustancias aversivas,
administraron subcutaneamente la hormona en ratas hipovolémicas (por coloide y dietas
deficientes en sodio), sin reducir el apetito por agua y sodio. Los antagonistas
empleados tampoco lograron modificar el comportamiento ingestivo de estos animales
(Stricker y Verbalis, 1987b). De hecho, los resultados de este experimento indicaban
que la Oxitocina incrementaba el consumo de agua y del fluido hipertonico (Stricker y

Verbalis, 1987b).
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Tampoco las lesiones AV3V (que dificultan la secrecion de oxitocina), parecen
interrumpir el cese de la conducta ingestiva evocado al administrar soluciones

hiperténicas (Flanagan et al, 1992).

A finales de los 80, Arletti y colaboradores si consiguieron reducir la ingesta de
comida mediante la administracion intraperitoneal de oxitocina (Arletti et al, 1989 y
1990; Benelli et al, 1991). Otra variable hidromineral que ha sido inhibida inyectando
oxitocina, ha sido la ingesta de agua (en animales ad lib y en varios modelos de sed)
(Arletti et al, 1989 y 1990; Benelli et al, 1991). Sin embargo, en todos esos casos, las
dosis empleadas fueron muy elevadas (ver también Arletti et al, 1993), por lo que se ha

cuestionado su relevancia fisiologica (Olson et al, 1991).

B.- OXITOCINA COMO SUSTANCIA TRANSMISORA EN EL SNC:

La discrepancia generada por estos estudios psicofarmacoldgicos llevaron a sugerir que
posiblemente fuera la Oxitocina central la que inhibiese el apetito por sodio (Blackburn
et al, 1992; Brimble et al, 1991; Flanagan et al, 1992b; McCann et al, 1989; Sato et al,
1997; Verbalis et al, 1986b, 1986¢ y 1991b): la liberacion periférica de oxitocina podria

mimetizar una liberacion central que bloqueara el apetito por sodio (Wolf et al, 1984).

Los nucleos Supradptico y Paraventricular constituyen las estructuras
neurosecretoras. El Nucleo Supradptico estd formado por un conjunto de células de gran
tamafio que secretan las dos neurohormonas a la neurohipo6fisis. Por su parte, el nicleo
Paraventricular es menos homogéneo (Hatton et al, 1976) y ademas del componente
magnocelular, cuenta con un grupo parvocelular que proyecta fundamentalmente al
Tronco Cerebral y ME (para modular funciones autondmicas) y a la region AV3V
(Caldeira y Franci, 2000; Jezova et al, 1993; Larsen y Mikkelsen, 1995; Neumann et al,
2000; Palkovits, 2000; Wotjak et al, 1996).

De esta forma, la Oxitocina podria ser liberada como neurotransmisor por parte
de esas fibras. De hecho, se han detectado niveles elevados del ARNm del receptor de
oxitocina en AV3V y en el Nucleo Dorsal del Vago (Franchini et al, 1999; Sherman et
al, 1988; Verbalis, 1999). Otros lugares donde se han encontrado receptores cerebrales

de Oxitocina han sido el Nucleo Olfatorio Anterior, NLST, Nucleo Ventral de la



98 INTRODUCCION TEORICA

Amigdala, Subiculum Ventral, HT Ventromedial (HTVM), y también en la Sustancia
Gelatinosa y Columna Celular Intermediolateral de la Médula Espinal (Verbalis, 1999).

Adicionalmente, las estructuras neurosecretoras parecen liberar Oxitocina al
tercer ventriculo cerebral. De hecho, la concentracion de esta hormona en el Fluido
Cerebroespinal suele superar a la plasmatica (Binkley et al, 1995; Challinor et al, 1992;
Dogterom et al, 1977; Jones et al, 1983; Rinaman et al, 1995; Sawchenko et al, 1982;
Toth et al, 1999; Zhang et al, 1999).

Los estudios in vitro han permitido observar que la Oxitocina afecta la

excitabilidad de las neuronas donde se localizan estos receptores (Raggenbass, 2001).

En definitiva, la molécula de Oxitocina es liberada al sistema circulatorio como
neurohormona y a diversas estructuras cerebrales como sustancia transmisora. La OX
actuando como neurotransmisor influye en numerosos procesos, tanto fisiologicos
(regula la liberaciéon de determinadas hormonas, procesos autondmicos, efectos
somaticos, etc.), como comportamentales (conducta sexual, maternal, procesos de
memoria, refuerzo, etc.) (Caldeira y Franci, 2000; Jezova et al, 1993; Larsen y
Mikkelsen, 1995; Neumann et al, 2000; Palkovits, 2000; Pedersen et al, 1982; Richard
et al, 1991; Rinaman et al, 1995; Wotjak et al, 1996). Por tanto, esa Oxitocina cerebral

podria inhibir el apetito por sodio-ingesta de comida.

Anteriormente se sefialé que la inyeccion de sustancias hipertonicas y en general
los tratamientos que inhiben la ingesta de comida estimulaban la liberacion
neurohipofisaria de OX. Pues bien, estos tratamientos también promueven su liberacion
central (parvocelular) (Arletti et al, 1989; Antunes-Rodrigues et al, 1986; Blackburn et
al, 1992 y 1995; Brimble et al, 1978; Demontes-Mainard et al, 1986; Dreifuss et al,
1988; Ehrlich et al, 1990; Fitts et al, 1985; Giovannelli, 1992; Ivanyi et al, 1995;
Kirchgessner et al, 1988; Olson et al, 1991 y 1991b; Rinaman et al, 1995; Stricker,
1981; Stricker y Verbalis, 1986, 1987 y 1987b). La secrecion central y periférica de
Oxitocina, por tanto, podria estar regulada de una forma coordinada, ya que ambas

respuestas parecen cursar en paralelo.



OXITOCINA Y REGULACION HIDROMINERAL 99

En relacion al comportamiento hidromineral, algunos experimentos lograron
suprimir la ingesta de alimento o de sales minerales mediante infusiones intracerebrales
de Oxitocina (Arletti et al, 1989 y 1990; Benelli et al, 1991; Blackburn et al, 1992;
Olson et al, 1991b; Verbalis et al, 1993), mientras que los antagonistas la incrementaron

(Blackburn et al, 1992b).

De las eferencias parvocelulares del ntcleo paraventricular, las investigaciones
se centraron en aquellas hacia el tronco cerebral, donde la Oxitocina podria modular el
output a las visceras abdominales (Dreifuss et al, 1988; Kirchgessner et al, 1988; ver
también Olson et al, 1991). Sin embargo, las soluciones hipertonicas no parecian
modificar la cantidad de oxitocina y vasopresina liberadas por estas fibras
(Landgraf et al, 1990). Tampoco la seccion de estas eferencias alterd el descenso en la
ingesta de comida observado al administrar las soluciones hipertonicas
(Flanagan et al, 1992b). De hecho, la reducciéon en la ingesta de comida (tras
estimulacion osmética o por colecistoquinina) también se observa en ratas
descerebradas, sugiriendo la suficiencia de los circuitos troncoencefalicos

(Flynn et al, 1995).

Estos resultados cuestionan los estudios anteriores y se vieron reforzados por un
experimento de Bjorkstrand y Uvnas-Moberg, quienes observaron un incremento en la
ingesta de comida 24 horas después de la administracion intracerebroventricular de

Oxitocina (Bjorkstrand y Uvnas-Moberg, 1996).

Mediante inactivacion de los receptores de Oxitocina, se ha sugerido que el
apetito por sodio podria ser regulado por mecanismos duales detectores de sodio y de
osmolaridad. La Oxitocina, en este contexto, seria importante en la inhibicion del
apetito por sodio relacionado con la osmolaridad, pero no en el sistema de deteccion de

los niveles de sodio (Blackburn et al, 1993).

Con otras variables dependientes, también se han observado resultados
dificilmente conciliables: en algiin experimento se ha inhibido la ingesta de agua en
ratas tratadas con Oxitocina (Arletti et al, 1990; Benelli et al, 1991) sin que ésta

resultase afectada en otros experimentos (Olson et al, 1991).



100 INTRODUCCION TEORICA

C.- CONSIDERACIONES FINALES:

Como se ha descrito en apartados anteriores, la Homeostasis Hidromineral esta
doblemente coordinada a partir de mecanismos fisiologicos de indole renal y
mecanismos comportamentales (ingesta o rechazo de agua y sales minerales). La
Oxitocina parece contribuir, con su efecto natriurético, en los procesos de adaptacion a
los aumentos en la osmolaridad plasmatica. Sin embargo y con independencia del tipo
de accion, su implicacion en los comportamientos hidrominerales constituye un tema

por resolver.

Una caracteristica comun de la mayor parte de los experimentos citados, es que

registran el comportamiento ingestivo del animal durante un periodo de tiempo

relativamente pequefio (no suele ir mas alla de unas horas). Los resultados
contradictorios observados en los experimentos mencionados podrian ser consecuencia,
por tanto, de que la Oxitocina ejerciera efectos diferentes con el paso del tiempo. En
esta linea, a finales de los 90, el grupo de Lokrantz observd una reduccion inicial y un
aumento posterior en la ingesta de comida mediante el empleo de antagonistas de
oxitocina (Lokrantz et al, 1997). Algo similar sucedié en el estudio de Bjorkstrand y

Uvnés-Moberg anteriormente comentado (Bjorkstrand y Uvnds-Moberg, 1996).

Otra variable importante podria ser la presencia-ausencia de alimento. Asi, en

situacion ad lib, los antagonistas de Oxitocina han aumentado la ingesta de comida
(Arletti et al, 1989 y 1990). Sin embargo, con restriccion alimenticia, no se ha
observado esta respuesta (Olson et al, 1991). Con otras variables dependientes, como la
ingesta intraoral de glucosa (Lokrantz et al, 1997), el peso corporal
(Sohlstrom et al, 1999) se han observado resultados parecidos: la administracion de
oxitocina ha influido sobre esas variables en ratas privadas de alimento, pero no en los
sujetos que disponian de comida. Asi, para Lokrantz, la efectividad de la administracion
exogena de Oxitocina podria depender del estado fisiologico del organismo en el
momento de la infusion o durante el tiempo de evaluacion (Lokrantz et al, 1997
pag. 350). De hecho, la presencia-ausencia de alimento (y mas concretamente de sodio
en la dieta), podria ser una variable relevante no solo para los efectos ingestivos de la
oxitocina, también para su efecto excretor-natriurético. En efecto, la capacidad

natriurética de la Oxitocina parece mayor en sujetos mantenidos con dietas hiposddicas
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(Verbalis et al, 1991b), que en animales alimentados con la dieta habitual

(Balment et al, 1980).

Estas dos variables (intervalo de registro y la presencia-ausencia de comida)
podrian por tanto, ayudarnos a esclarecer algunos de los resultados observados al
administrar oxitocina. En el apartado dedicado a los estudios experimentales se
examinara la conducta ingestiva de ratas a quienes se inyecta Oxitocina

subcutdneamente en situaciones de privacion de alimento.



V.- HIPOTESIS DE TRABAJO:

La presente serie experimental intentara examinar algunas de las cuestiones que se han
venido describiendo a lo largo de la Introduccion Tedrica a fin de proporcionar un
conocimiento mas detallado de la participacion de la Oxitocina en la regulacion

hidromineral.

La Oxitocina y la Vasopresina son hormonas liberadas a la neurohip6fisis por las
terminales nerviosas del ntcleo supradptico y del componente magnocelular del ntcleo
paraventricular (Armstrong, 1995; Legros, 1992; Renaud y Bourque, 1991; Rinaman et
al, 1995; Saeb-Parsy et al, 2000; Swaab, 1993).

Ambas hormonas ejercen acciones renales, aunque la vasopresina u hormona
antidiurética promueve principalmente la retenciéon y concentracion de fluido mientras
que la oxitocina fomenta la excrecion de sodio (natriuresis) (Balment et al, 1980 y 1986;
Conrad, 1986; Haanwinckel, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992,
1997; Verbalis et al, 1991b; Windle et al, 1995 y 1997). Estas respuestas son apropiadas
ante aumentos en la osmolaridad plasmatica, y van encaminadas al mantenimiento de la
proporcion liquido/soluto del organismo, al tiempo que reducen el aumento de los
niveles de sodio corporal generado en esas situaciones (Balment et al 1980; Brimble y
Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977; Huang et
al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata
et al., 2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983; Sandgaard et
al., 2000; Stricker et al., 1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis
y Stricker, 2000; Voisin et al., 1999; Weitzman et al., 1978).
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De forma enddgena y en paralelo con el incremento en los niveles de
osmolaridad plasmatica, se observa un aumento en la actividad de los ntcleos
supraoptico y paraventricular y en la secrecion plasmatica de ambas neurohormonas. La
actividad de estos nucleos se mantiene hasta el momento en que la osmolaridad del
organismo retorna a la normalidad (Balment et al 1980; Brimble y Dyball, 1977; Briski
y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977; Huang et al., 1995; Hussy et al.,
2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et
al., 1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000; Stricker et
al., 1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker, 2000;
Voisin et al., 1999; Weitzman et al., 1978).

En la serie experimental, la conducta de ingesta de agua, constituird nuestra
variable dependiente fundamental. Sin embargo, el estudio del comportamiento hidrico
de los animales requiere del estudio simultaneo de la excrecion renal (Fitzsimons, 1961
y 1979; Rose, 1994). Por ello, en la mayor parte de los casos, se registra también el

volumen de orina excretado.

La participacion de la oxitocina en la ingesta de agua (o en su inhibicion) ha
sido, poco investigada. Se asume que, dada su accion renal, esta hormona podria estar
implicada en los circuitos de inhibicion del apetito por sodio (los aumentos en la
osmolaridad plasmatica no so6lo estimulan la excrecion de soluto, sino también el
rechazo de las soluciones salinas), mas que en los de ingesta de agua (papel que podria
depender mas bien de la hormona antidiurética) (Cheng y North, 1986; Kadekaro et al,
1992 y 1992b; Morris et al., 1984; Stricker y Verbalis, 1986; Xiong y Hatton, 1996).
Por otra parte, los experimentos que abordan el efecto de la administracion de oxitocina
sobre la ingesta de agua han encontrado resultados muy dispares y dificilmente
conciliables: en algunos casos, la oxitocina ha incrementado la ingesta de agua, en otros
no la ha modificado y finalmente, otras investigaciones han observado un descenso en la
ingesta de agua tras la administracion de la hormona (Arletti et al, 1990 y 1993;
Bennelli et al, 1991; Bjorkstrand y Uvnés-Moberg, 1996; Franci et al, 1989; Olson,
1991; Stricker y Verbalis, 1987b). Los factores determinantes de tales discrepancias no

han sido dilucidados.
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Nuestra hipdtesis de partida serd que los posibles efectos de la Oxitocina sobre el
comportamiento hidromineral, podrian relacionarse con su efecto renal: la Oxitocina
podria influir sobre el comportamiento ingestivo en las situaciones donde parece
estimular la respuesta natriurética. Como la potencia natriurética de la OX parece menor
en sujetos con agua y comida disponible ad lib (Balment et al, 1980) que en animales
mantenidos con dietas hiposodicas (Verbalis et al, 1991b) se abordara el posible efecto
de la hormona sobre la ingesta de agua en situaciones de privacion de alimento (o con

dietas hiposodicas) y en ratas mantenidas ad lib con la dieta habitual.

En ratas, la privacion de comida se asocia con un descenso en la ingesta de agua
y con la excrecion de una orina poco concentrada (Bauman et al, 1964; Burlet et al,
1992; Cumming y Morrison, 1960; Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967;
Oatley y Tonge, 1969; Walsh, 1980; Weisinger et al, 1985; Wright, 1978). En otras
especies, por el contrario, la privacion de alimento conlleva un aumento en el consumo
de fluido que ha sido relacionado con la cantidad de soluto excretado (Cizek, 1961;
Cizek et al, 1966; Holmes y Cizek, 1951; Kutscher y Steilen, 1973). Desde este punto
de vista, si la excrecion de sodio es aumentada mediante la administracion de oxitocina
a ratas privadas de alimento, se podria bloquear o invertir el descenso en la ingesta de

agua normalmente asociado a esta situacion (Capitulo 1).

Por otra parte, si los efectos ingestivos que se observen en animales intactos
privados de alimento tratados con oxitocina resultan del efecto natriurético de la
hormona, deberian ser bloqueados mediante inyecciones intraperitoneales de cloruro
sodico hipertonico. Este aspecto serd puesto a prueba en el Capitulo 2 del presente

trabajo de investigacion.

La segunda serie experimental pretendera examinar los mecanismos cerebrales
que subyacen a los efectos hidrominerales de la Oxitocina. Dentro de este bloque de
manipulacion cerebral, se estimulara la liberacion endégena de oxitocina con el objeto
de observar si sus efectos coinciden con los resultados de los estudios
psicofarmacologicos. Esa liberacion enddgena sera promovida mediante la estimulacion

eléctrica del nicleo paraventricular (Capitulo 4).
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El ultimo capitulo de esta investigacion, pretendera estudiar la implicacion de la
OX en un tipo de alteracion hidromineral, la Diabetes Insipida (DI). La destruccion de
las fibras hipotalamicas magnocelulares que proyectan a la neurohipofisis, genera
Diabetes Insipida, un trastorno caracterizado por la pérdida de un gran volumen de orina
diluida, por la ingesta paralela de grandes cantidades de liquido y por el aumento en los
niveles plasmaticos de sodio (hipernatremia) (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986;
Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang y
Dellman, 1996; Kavelaars et al., 2001; Laszlo y Wied, 1996; Lichardus y Ponec, 1973;
Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price y Kallenborn, 2000;
Robertson, 1983; Saborio et al., 2000; Seckl y Dunger, 1992; Swann et al., 1939;
Titlebaum et al, 1960).

La DI ha sido tradicionalmente relacionada con déficits neurosecretores: los
sintomas descritos serian resultado de la excrecion de gran cantidad de fluido (por lo
que se haria necesario ingerirlo: polidipsia), poco concentrado (por lo que los niveles de
sodio plasmatico incrementarian: hipernatremia) (Baisset y Montastruc, 1976; Bourque
et al., 1994; Brimble y Dyball, 1977; Brimble et al, 1991; Cunningham y Sawchenko,
1991; Han y Rowland, 1996; Huang y Dellman, 1996; Hussy et al., 2000; Jones y
Pickering, 1969; Lightman, 1990; McKinley y Oldfield, 1994; Morris et al., 1984;
Rowland, 1998; Samson, 1992; Shojo y Kaneko, 2000; Sladek y Olschowka, 1994;
Soares et al., 1999; Van Tol et al., 1987; Xu y Herbert, 1996).

Como la vasopresina es la hormona encargada de la retencion y concentracion
renal de liquido, este trastorno ha sido relacionado con su falta. Los sujetos diabéticos
han sido tratados farmacologicamente mediante la administracién exogena de andlogos
de la vasopresina (Bacic et al., 1999; Balment et al., 1986; Fried et al, 1997; Guyton y
Hall, 2001; Huang et al., 1996; Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Robertson, 1983 y
1995; Seckl et al., 1992; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Swann et al., 1939;
Titlebaum et al., 1960; Verbalis, 2003; Wolf, 1950).

La polidipsia diabética, por tanto, parece secundaria al problema renal de los
individuos diabéticos, por lo que la mayor parte de investigaciones han evaluado
funciones renales de diversa indole (tasa de filtracion glomerular, concentracion y sodio

en orina, volumen de excreciéon, etc...), quedando en un segundo plano el
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comportamiento ingestivo de los sujetos (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; Robertson, 1995).

Pocos trabajos han estudiado la implicacion de la oxitocina en el desarrollo de la
DI. Algunos estudios clasicos, observaron que la administracion de fragmentos
neurohipofisarios o de oxitocina, restauraban el funcionamiento renal de animales
diabéticos, sin embargo, estos efectos eran de breve duracion (Balment et al, 1985 y
1986; Brooks y Pickford, 1958; Brunner et al., 1956; Dicker, 1957; Demunbrun et al.,
1954; Hollinshead, 1964; Laszo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973; Sawyer,
1952).

Uno de los objetivos fundamentales de este trabajo de investigacion lo
constituye el estudio del posible efecto de la administracion de oxitocina en animales
diabéticos. Considerando el déficit de oxitocina que concurre en este trastorno, la
hipétesis de partida sera que el tratamiento con oxitocina reducira la polidipsia

diabética.

En definitiva, una de las caracteristicas del trastorno diabético es la escasa
concentracion urinaria (Czernichow et al., 1985; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y
Ponec, 1973; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992; Titlebaum et al, 1960) y como
la oxitocina es una hormona natriurética, este efecto podria reducir la polidipsia
diabética. Dado que la mayor parte de los estudios relacionados registran las variables
dependientes durante un periodo de tiempo bastante limitado, un objetivo adicional sera
analizar la ingesta de agua de los animales diabéticos a mas largo plazo, y tratar de

descubrir si nuestros efectos son transitorios o permanentes (Capitulo 5).

Con todo ello, pretendemos llevar a cabo una serie de estudios que, continuando
con lineas de investigacion desarrolladas en nuestro laboratorio, permitan arrojar nuevos
resultados que contribuyan al esclarecimiento de los mecanismos anatomofisiologicos
implicados en los procesos regulatorios de caracter homeostatico. La serie experimental
que se presenta a continuaciéon, comienza con los estudios realizados en animales
intactos y finaliza con las investigaciones en animales diabéticos por lesion electrolitica

de la Eminencia Media (siguiendo el modelo de Rolls de 1970).
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INTRODUCCION: PRIVACION DE ALIMENTO Y

REGULACION HIDROMINERAL

Como se ha indicado en la Introduccion Teoérica, la homeostasis hidromineral depende de la
ingesta y excrecion del agua y de las sales minerales. En la rata, estos comportamientos
(ingestivo y excretor) tienen lugar fundamentalmente durante el periodo de oscuridad
(Armstrong, 1980; Franci et al, 1989; Rolls y Rolls, 1982), cuando estos animales se

muestran mas activos.

En condiciones ad libitum, la cantidad de fluido y alimento consumido, el volumen
de orina excretado y su concentracion, se encuentran relacionados linealmente (Morrison et
al, 1967; Windle et al, 1992). Sin embargo, en situaciones de privacion, los animales

modifican su conducta ingestiva y excretora.
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Con respecto al comportamiento ingestivo y durante los periodos de sed osmdtica
o sed volémica, los animales suelen reducir el consumo de alimento (Bolles, 1961; Deaux y
Kakolewski, 1971; Gutman y Krausz, 1969; Kiss et al, 1994). En ausencia de comida, en
cambio, el consumo de agua de la rata podria oscilar entre un 25% (Milgram et al, 1974) y
un 120% (Morrison et al, 1967) de su ingesta ad lib; aunque el resultado mas cominmente
documentado sefiala que la privacion de alimento reduce el consumo de fluido en un
40-50% (Bolles, 1961; Cizek y Nocenti, 1965; Gutman y Krausz, 1969; Kiss et al, 1994;
Kutscher, 1972; Verplanck y Hayes, 1953) (para una estudio realizado con diversas cepas

de ratas, ver Walsh, 1980).

Esta interaccion entre nutricion y regulacion hidrica es el resultado de la necesidad
del animal por mantener una osmolaridad constante en el fluido extracelular: al ser privados
de alimento, la osmolaridad disminuiria y, por ello, el animal evita el consumo de grandes
cantidades de agua. De forma analoga, la reducida ingesta de comida que se observa
cuando no se dispone de liquido para tomar, protege frente a los aumentos en la
osmolaridad extracelular (Adolph, 1947; Bolles, 1961; Burlet et al, 1992; Cizek y Nocenti,
1965; Finger y Reid, 1952; Gutman y Krausz, 1969; Kadekaro et al, 1992; Kiss et al, 1994;
Kutscher, 1969 y 1972; Verplanck y Hayes, 1953).

En resumen y como regla general, la privacion de alimento tiende a reducir el
consumo de fluido (ver Walsh, 1980). Sin embargo, los cambios internos asociados con la
privacion son complejos (Toates, 1979) y en determinadas situaciones, la ausencia de
alimento puede facilitar la ingesta de agua. En relacion con esta tematica, se han obtenido

resultados como los siguientes:

e Ofreciendo simultdneamente agua y CINa al 1%, los animales mantenidos
ad lib, muestran preferencia por la solucion con CINa, mientras que los
animales privados de comida suelen incrementar el consumo del fluido
isotonico, pero sin modificar la ingesta de agua. De esta forma, la ingesta
total de liquido durante la restriccion de alimento, podria superar el consumo

que se observa en situacion ad lib (Kaunitz et al, 1960).
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e [a administracién de soluciones hipertonicas en ratas privadas de alimento,
estimula la ingesta de una cantidad de agua igual o superior a la que se
obtiene en ratas mantenidas ad lib, un fenomeno que podria depender de la
excrecion de wuna orina diluida durante la privacion de comida

(Oatley y Tonge, 1969).

e Si, los animales han de esforzarse para obtener agua durante el periodo de
privacion de alimento (p.ej. presionando una palanca), su ingesta de fluido
disminuye (Morrison, 1968). Es decir, la cantidad de agua que se ingiere, no

obedece unicamente a la privacion de comida.

e La polidipsia “inducida por programa™' se caracteriza por una mayor ingesta

de agua que la que se observa en animales mantenidos ad lib.

e En un interesente estudio realizado a finales de los afios 60, Joseph
Mendelson, implant6 electrodos en el “centro de la sed” del HT Lateral de
un grupo de ratas y manipul6 la presencia-ausencia de comida. Pues bien,
durante los dias de privacion de alimento, se podia reducir la intensidad de
corriente minima necesaria para estimular la ingesta de agua
(Mendelson, 1970). Es decir, la privacion de alimento facilitaba la

emergencia de la conducta ingestiva por estimulacion eléctrica.

Junto con los anteriores, estos estudios revisados (y no siempre con explicaciones
conocidas), sugieren que la privacion de alimento podria generar, segiin los casos, tanto
incrementos como descensos en la ingesta de agua (Bolles, 1961; Burlet et al, 1992; Cizek
y Nocenti, 1965; Kutscher, 1969; O"Shea, 1993 y 1996; Milgram et al, 1974; Walsh, 1980;
Wishart y Mogenson, 1970).

" En la polidipsia “inducida por programa”, se reduce la disponibilidad de alimento al sujeto que es mantenido con agua ad
lib. En una caja de Skinner, estos animales pueden obtener comida presionando una palanca. Pues bien, entre los periodos
de presion, consumen cantidades elevadas de agua (Falk, 1961).
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Ademas de modificar el comportamiento ingestivo, la privacion de alimento influye
sobre la excrecion renal de agua y sales minerales: en efecto, las ratas privadas de comida,
excretan un volumen de orina mayor y menos concentrado que el de animales ad lib
(Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Kaunitz et al, 1960;
Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969; Weisinger et al, 1985).

En otras palabras, la privacion de alimento suele generar efectos variables sobre la
ingesta de agua y mds uniformes, sin embargo, en el caso del volumen y la concentracion
urinaria. Més representativa y también mas estable que los valores absolutos caracteristicos
del comportamiento ingestivo y excretor inducido por privacion, es la funcion
“Agua menos Orina” 6 “Agua/Orina”; en ella quedaria reflejado la ganancia o pérdida de
volumen hidrico corporal de los sujetos en un momento dado. Sin embargo, y a pesar de su

relevancia, esta variable no ha sido objeto de una utilizacion sistematica.

En este sentido, uno de los escasos articulos que han empleado esta variable
“agua menos orina”, fue publicado por Edward Stricker en 1981. Concretamente en sujetos
hipovolémicos (tras la administracion de un coloide), Stricker identificé la existencia de un
comportamiento ingestivo tri-fasico: durante la primera fase, los animales ingerian
unicamente agua, mostrando asi un estado hidrico (“agua menos orina”) positivo. Durante
la segunda fase, los animales consumen CINa ademas de agua, con lo que tanto el volumen
hidrico (“agua menos orina”) como el salino (“ingesta de sales menos excrecion de sales”),
tienen valores positivos. Finalmente, durante la tercera fase, el volumen ingerido de CINa
supera al hidrico (Stricker, 1981). El andlisis conjunto de estas variables, permitido a
Stricker descubrir que el apetito por sodio tras la administracién de un coloide, aparece de

forma demorada.
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EXPERIMENTO 1: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION
DE OXITOCINA SOBRE LA INGESTA DE AGUA, LA
EXCRECION DE ORINA Y SOBRE EL VOLUMEN
HIDRICO CORPORAL DE ANIMALES PRIVADOS DE
ALIMENTO.

El comportamiento ingestivo de caracter hidrico, puede verse modificado en funcion de la
disponibilidad de comida. En ratas, la privacion de alimento ha sido relacionada con una
pérdida gradual de agua y de sales minerales (Fitzsimons, 1979; McCance, 1936; Rolls y
Rolls, 1982) y por tanto, del volumen extracelular (ver Wright, 1978). Generalmente, y a
pesar de ello, esta especie animal reduce el consumo de liquidos durante la privacion de
alimento (Bolles, 1961; Burlet et al, 1992; Cizek y Nocenti, 1965; Gutman y Krausz, 1969;
Huang et al, 1996; Kiss et al, 1994; Kutscher, 1969 y 1972; O’Shea, 1993 y 1996; Milgram
et al, 1974; Verplanck y Hayes, 1953; Walsh, 1980; Wishart y Mogenson, 1970; Weisinger
et al, 1985). Para Bolles, este agua no ingerida durante los periodos de privacion,
corresponderia a la que los animales mantenidos ad lib utilizan para digerir el alimento seco
de laboratorio y asi, “el animal privado de alimento habria sido liberado de una de sus

necesidades de agua” (Bolles, 1961; pag. 583).

Ademas de reducir la ingesta de fluido, la privacion de alimento suele aumentar el
volumen de excrecion al tiempo que disminuye la concentracion urinaria (Bauman et al,
1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et
al, 1967; Oatley y Tonge, 1969). Para Morrison, la excrecion de orina diluida indicaria que,
con independencia de la cantidad de agua ingerida, los animales beberian mayor cantidad
de la necesaria estando privados de alimento (Morrison, et al 1967). Estos efectos de la
privacion de comida, sefiala Morrison, serian una consecuencia de una funcidon cortico-
adrenal incrementada (Kaunitz, 1960) (y de la retencion renal de sodio inducida por accion
de los mineralocorticoides), y asi, la adrenalectomizacion de los animales reduce la
excrecion de orina y la ingesta de agua a la vez que aumenta la concentracion urinaria en
situacion de privacion (Morrison, 1967). Adicionalmente, los efectos renales observados

cuando no se dispone de comida, también podrian depender de la ausencia de Hormona
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Antidiurética (ADH), puesto que la administracion de Pitressin Tannato (un analogo de la
ADH), reduce el volumen de excrecion y aumenta la concentracion urinaria de los sujetos

privados de alimento (Morrison et al, 1967).

Asi pues, los mecanismos especificos implicados en la regulacion del
comportamiento hidromineral constituyen un tema por dilucidar. En este sentido, podria
hipotetizarse que el efecto hidromineral observado dependeria de la mera privacion o,
alternativamente, de otros factores, entre ellos la presencia o no de sodio en la dieta y
consecuentemente, a nivel corporal; unos niveles que podrian ser modificados mediante la

administracion de Oxitocina.

Por su caracter de hormona natiurética (Balment et al, 1980 y 1986; Conrad, 1986;
Haanwinckel, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996, Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al,
1991b; Windle et al, 1995 y 1997), la Oxitocina podria ser relevante a la hora de determinar
la influencia del sodio corporal en la regulacion hidromineral inducida por privacion. Sin
embargo, los experimentos que han examinado el efecto de la oxitocina sobre el
comportamiento hidromineral, han obtenido resultados dificilmente compatibles. Asi,
administrando oxitocina subcutdneamente, Stricker y Verbalis (1987b) observaron un
aumento en la ingesta de agua y CINa, una conducta que habitualmente se manifiesta tras la
inyeccion de coloides. Algin tiempo después y mediante inmunoneutralizacion, Franci y
colaboradores sugirieron que la Oxitocina ejerceria una accion facilitadora sobre la ingesta
de agua cuando los déficits volémicos y osmdticos estan presentes conjuntamente, como
ocurre concretamente durante los periodos de privacion de agua (Franci et al, 1989). Sin
embargo, Arletti et al. (1990) y Benelli et al. (1991) observaron una reduccion en la ingesta
de agua en sujetos mantenidos ad lib y en animales previamente privados de agua, tras la
administracion de esta hormona. Finalmente, Olson (1991) y Uvnés-Moberg (1996) (citado
por Bjorkstrand y Uvnéds-Moberg (1996)), no observaron ningun efecto, tras la

administracion de la hormona, sobre la ingesta de agua.

En este ultimo sentido, se puede constatar que mientras Bjorkstrand y Olson, por
ejemplo, mantuvieron a sus animales ad lib con la dieta habitual (con CINa), la comida

empleada en el estudio de Stricker y Verbalis tenia un contenido reducido en sodio.
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Por todo ello, el presente experimento pretende comprobar concretamente si los
efectos hidrominerales de la privacion de alimento pueden verse modificados mediante la
manipulacion de los niveles corporales de sodio a través del empleo de Oxitocina tanto en

animales privados como en animales con la dieta habitual disponible.

OBJETIVOS:

e Analizar el comportamiento de ingesta y excrecion de fluido y el volumen hidrico
corporal de los animales (“Agua menos Orina”) en situacion de privacion de

alimento.

e Analizar el comportamiento de ingesta y el de excrecion de fluido, asi como el
volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina”), después de la administracién de

Oxitocina en condiciones de disponibilidad o no-disponibilidad de alimento.
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METODO:

SUJETOS Y GRUPOS:

Se emplearon 32 ratas macho de la raza Wistar (suministradas por el estabulario de la
Universidad de Granada), cuyos pesos (al inicio del experimento) oscilaban entre 350 y 380

gramos.

Los animales fueron alojados en jaulas individuales. La temperatura de la sala
experimental se mantuvo entre 21 y 23 grados centigrados y el ciclo de luz-oscuridad se
establecio en periodos alternos de 12 horas (la luz se encendia a las 8:00 AM y se apagaba a

las 20:00 horas PM).

Tras varios dias de adaptacion al laboratorio, se asigna aleatoriamente a cada sujeto
a uno de cuatro grupos y se aloja en jaulas metabdlicas (Tecniplast 3701MO-000)
(ver Fotografia 1.1) con agua y comida (pienso compuesto Sandermus para animales de

laboratorio, Unién Alimentaria Sanders, Granada) (Linea Base).

Veinticuatro horas después, se anota la ingesta basal de agua y comida y el volumen
de orina excretado y se procede a la administracion de Oxitocina a la mitad de los sujetos
(n=16) y de Suero Fisioldgico (SF) a la otra mitad (n=16). A su vez, la mitad de los sujetos
de Oxitocina y de Suero Fisiologico (n=8), son privados de comida durante las 48 horas

siguientes, mientras que la otra mitad de cada grupo se mantiene con comida ad lib.

De esta forma, como se muestra en el Cuadro 1.1, se utilizan 4 grupos de animales:

VARIABLES COMIDA
INDEPENDIENTES

SUSTANCIA SIN COMIDA (S/C) | CON COMIDA (C/C)

OXITOCINA (OX) OX S/C (n=8) OX C/C (n=8)
SUERO FISIOLOGICO (SF) | SF S/C (n=8) SF C/C (n=8)
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

El experimento tuvo una duracidon de 72 horas (3 dias). Durante las primeras 24 horas, se
aloja a los animales en jaulas metabolicas (Fotografia 1.1) con agua y comida ad lib

(Periodo de Linea Base) con el propdsito de conocer la ingesta y excrecion basal.

Fotografia 1.1
JAULA de METABOLISMO:

La base de la jaula estd formada por un
suelo enrejado por el que pasa la orina
excretada para ser depositada en el
recipiente ubicado en su base

(flecha blanca).

Transcurridas las 24 horas basales, se retira la comida
(durante las 48 horas siguientes) a la mitad de los sujetos (16 animales). La otra mitad de
animales se mantiene con agua y comida durante la totalidad del experimento. A su vez, la
mitad de cada uno de esos grupos (con y sin comida), recibe s.c. un total de 1 ml de
Oxitocina (Oxitocina ®, 10 U.I./ml. Laboratorios Iven, Madrid: grupos OX S/C y OX C/C);
6 1 ml de Suero Fisiologico (Braum ®: grupos SF S/C y SF C/C).

Cada sujeto recibe la cantidad mencionada (1 ml) en dos inyecciones, suministradas
a las 8:30 y 14:30 horas. El volumen que se inyecta en cada ocasion es de 0.5 ml, y se
administra en la linea media de la region dorsal del animal, unos 5 centimetros rostral al
lugar de inicio de la cola. Antes de recibir la segunda inyeccion, se anota la cantidad de

agua ingerida y el volumen de orina excretado durante las 6 horas previas.
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Aunque el volumen de fluido inyectado es muy reducido (1 ml), la administracion
de Suero Fisioldgico isotonico mantendria estable la osmolaridad plasmatica en los sujetos
del grupo control. Por otra parte, se opta por la via subcutanea por sus propiedades
farmacocinéticas, es decir, por facilitar un acceso mas lento y gradual de la sustancia al

sistema circulatorio.

Durante las 48 horas siguientes, se registra diariamente (a las 8:30 horas) la ingesta

de agua y el volumen de orina, y, para los grupos sin privar, la ingesta de comida.

El Cuadro 1.2 presenta, de forma abreviada, el procedimiento seguido por cada

grupo de animales y las variables dependientes registradas:

DIA 1 6 HORAS Y DIAS 2 Y 3
LINEA BASE V. Dep. GRUPOS SUSTANCIA COMIDA V. Dep.
INYECTADA
Agua OX S/C Oxitocina Agua
NO
Ad-Lib Volumen SF S/C Suero Fisiologico Orina
de orina
OX C/C Oxitocina Agua
Comida SI Orina
SF C/C Suero Fisiologico Comida
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ANALISIS ESTADISTICO:

Para el analisis de los datos, se ha usado el modulo Anova/Manova del paquete informatico

"Statistica’, con un disefio mixto 2x2(x3) para las siguientes variables:

* Variables manipuladas entre-grupos:
. Comida (privado - comida ad lib).
. Sustancia inyectada (Oxitocina - Suero Fisioldgico).
* Medidas Repetidas: Dias: Dia 1, 2 y 3.
* Variables dependientes:
. Ingesta de agua.
.Volumen de orina.
. Ingesta de agua menos volumen de orina (‘“Agua menos Orina”).

. Ingesta de comida (para los grupos sin privar).

Dado que se registran variables dependientes relacionadas, los andlisis estadisticos
han recomendado los Disefilos Multivariados de Varianza (Manova); éstos son apropiados
para comprobar si las variables independientes producen efectos diferenciales sobre dos o
mas variables dependientes o medidas repetidas y particularmente, si las variables
dependientes estan relacionadas (Catena et al, 2003). La significacion estadistica mediante
este disefo, denota la presencia de efectos significativos sobre el conjunto de variables
dependientes, posibilitando la obtencion de efectos que podrian no alcanzar la significacion

estadistica mediante los Analisis Univariados tradicionales.

Las variables “ingesta de agua” y “volumen de orina” son analizadas mediante tres
Manovas. El primero de ellos, para el dia de linea base (con el objeto de descartar
diferencias previas entre los 2 x 2 grupos de animales); el segundo para las 6 horas iniciales
(antes de administrar la segunda dosis) y el tercero para los tres dias. Adicionalmente se
realizan dos Andlisis de Varianza (Anova), sobre el volumen hidrico corporal
(“Agua menos Orina”): uno con los datos de las 6 horas iniciales y el segundo con los datos
de los tres dias. En ambos casos (Manova y Anova), se analizan los efectos significativos

mediante Comparaciones Planeadas.
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RESULTADOS:

En la Tabla 1.0 (incluida en el Anexo) se muestra el valor medio y la desviacion tipica del

consumo de agua y comida y del volumen de orina excretado por los cuatro grupos de

sujetos durante los tres dias.

ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO EN CONDICIONES BASALES

Durante las 24 horas de linea base, no se introdujo ninguna manipulacion experimental:
todos los animales disponian de agua y comida ad lib. Sin embargo, el contexto
(la jaula metabolica), era novedoso. El Manova revela que no existen diferencias

significativas entre los cuatro grupos de sujetos en las variables dependientes estudiadas

(Rao (9,63)=0.74; p< 0.671) (ver Figura 1.1).

FIGURA 1.1A
LINEA BASE
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GRUPOS

Figura 1.1: Ingesta de agua y comida y volumen de orina excretado por los cuatro grupos

FIGURA 1.1B
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de animales durante el dia de linea base.
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ANALISIS DE LAS 6 HORAS INICIALES

* INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

Seis horas después de la primera inyeccion (y antes de administrar la segunda dosis), se

observa un efecto significativo de la privacion de alimento sobre las dos variables

dependientes consideradas de forma conjunta (Rao (2,27)= 3.7; p< 0.04)(Tabla 1.1; Fig. 1.2).

EFECTO g.1 efecto g.l. error Rao’R p

Comida 2 27 3.679999 038609
Sustancia 2 27 460942 .635561
Interaccion 2 27 2.031827 150661

Tabla 1.1: MANOVA sobre la ingesta de agua y el volumen de orina después de 6 horas.

FIGURA 1.2A

MANOVA: *p <0.05 (SIN COMIDA vs CON COMIDA)
ANOVA: #p <0.03 (OX S/IC VS OX C/C)

AGUA (ml)

OoXx s/IC

O=_2NWArOON®O

SF S/IC
GRUPOS

OXC/C

NN

SF C/C

O=_2NWPAPrOION®OO©

FIGURA 1.2B
MANOVA: *p<0.05 (SIN COMIDA vs CON COMIDA)
ANOVA: #p <0.03 (OX S/C VS OX CIC)
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Figura 1.2: Ingesta de agua y volumen de excrecion seis horas después del inicio de la
privacion y de la primera inyeccion subcutdnea.

Sin embargo, al comparar los grupos privados con los no privados, el analisis no

alcanza la significacion estadistica (F(1,28)= 3.396; p< 0.076 para el agua y

F(1,28)= 3.971; p< 0.057 para el volumen de excrecion). Entre pares de grupos, solo se

observan diferencias significativas cuando se comparan los dos grupos de Oxitocina: el

grupo sin comida consume menos agua (F(1,28)= 5.24; p< 0.03) aunque excreta un

volumen de orina superior (F(1,28)= 5.95; p<0.022). Entre los dos grupos Control, por el

contrario, no se observan diferencias significativas (F(1,28)= 0.1; p< 0.76 para el agua y

F(1,28)=0.14; p< 0.71 para la excrecion de orina) (ver Figura 1.2).
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* VOLUMEN HIDRICO CORPORAL (“AGUA menos ORINA”):

El ANOVA sobre la variable dependiente “Agua menos Orina” resulta significativo para la

variable independiente “Comida” (F(1,28)=7.1; p< 0.02) (Tabla 1.2 y Figura 1.3):

EFECTO gl efecto gl error F p

Comida 1 28 7,069682 ,012816
Sustancia 1 28 ,018392 ,893095
Interaccion 1 28 3,939903 ,057029

Tabla 1.2: Manova sobre el volumen hidrico después de 6 horas.

FIGURA 1.4:
*p<0.03 (SN COMIDA vs CON COMIDA)
#p<0.01 (OX SIC VS OX CIC)
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Figura 1.3: “Agua — Orina” seis horas después del inicio de la privacion y de la primera
inyeccion subcutanea.

Los grupos privados obtienen un valor hidrico corporal significativamente menor
que los grupos no privados (F(1,28)= 7.07; p< 0.02). Entre pares de grupos, la tnica
diferencia significativa se observa al comparar los grupos de Oxitocina (F(1,28)= 10.8;
p< 0.01): el grupo privado muestra un volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina”)
significativamente inferior que el grupo con comida. Entre los dos grupos Control, por el

contrario, no se observan diferencias significativas (F(1,28)=0.2; p< 0.64) (Figura 1.3).
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|| ANALISIS GLOBAL: DIAS 1,2 Y 3 ||

* INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

En la columna de la izquierda de la Tabla 1.3, se muestran las “Variables Independientes”
(Variable 1: Comida; Variable 2: Sustancia; Variable 3: Dias). Los nUmeros

12; 13; 23 y 123 denotan la interaccion entre las variables independientes correspondientes.

VARIABLES W. Lambda |Rao's R gl efecto | gl error |p
INDEPPENDIENTES
1 Comida ,221699 47,39331 |2 27 ,000000
2 Sustancia ,834900 2,66960 2 27 ,087511
3 Dias ,258341 17,94279 |4 25 ,000000
12 ,801346 3,34666 2 27 ,050300
13 ,173625 29,74704 |4 25 ,000000
23 ,516360 5,85395 4 25 ,001819
123 ,499507 6,26233 4 25 ,001237

Tabla 1.3: Manova sobre la ingesta de agua y el volumen de excrecion durante los 3 dias.

Como puede observarse, la ingesta de agua y el volumen de orina excretado, esta
modulado por la interaccion entre las tres variables independientes: la interaccion

123 (Interaccion Comida x Sustancia x Dias) es significativa (Rao (4,25)= 6.26; p< 0.002).

Para analizar el efecto de la privacion de alimento y el de la Oxitocina, sobre la
ingesta de agua y sobre el volumen de orina excretado, se comparan los resultados
obtenidos durante e/ dia de linea base frente a los dias 2 y 3. La Figura 1.4 muestra la
ingesta de agua y el volumen de orina excretado por los 4 grupos de sujetos en funcion de

la disponibilidad/no-disponibilidad de comida.
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SUSTANCIA

FIGURA 1.4A
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Figura 1.4: Ingesta de agua (fig. 1.4A) y volumen de orina excretado (fig. 1.4B)

durante los tres dias por los grupos de Oxitocina y Suero Fisiologico.
Las comparaciones significativas (* p< 0.01 S/Cvs C/C y # p<0.05 OX S/C vs SF S/C)
se refieren a datos diferenciales (respecto al dia 1 (Linea Base)).
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La administracion de Oxitocina, no modifica el comportamiento hidromineral de los
sujetos mantenidos ad-lib: los grupos OX C/C y SF C/C (lineas rojas en la figura 1.4)
ingieren y excretan, durante los tres dias, una cantidad similar de fluido
(Rao (2,27)= 0,07; p< 0,935; F(1,28)= 0,14; p< 0,712 para la ingesta de agua y
F(1,28)= 0,10; p< 0,753 para el volumen de orina) (Tabla 1.4 y Figura 1.4).
Adicionalmente, el consumo y excrecion de orina en ambos grupos, es similar al comparar
los dias 2 y 3 frente al dia de linea base (Grupo SF C/C; Linea Base vs Dia 2: Agua
F(1,28)= 0.30; p< 0.6; Orina (F(1,28)= 0.82; p< 0.4; Linea Base vs Dia 3:
Agua (F(1,28)= 0.15; p< 0.8; Orina (F(1,28)= 0.00; p< 1.0; Grupo OX C/C;
Linea Base vs Dia 2: Agua (F(1,28)= 0.50; p< 0.5; Orina (F(1,28)= 1.77; p< 0.2;
Linea Base vs Dia 3: Agua (F(1,28)=1.9; p<0.2; Orina (F(1,28)= 0.08; p< 0.8) (Figura 1.4).

Por su parte, la privacion de alimento en los sujetos tratados con oxitocina
(OX S/C vs OX C/C) incrementa la ingesta de agua (LB vs Dia 2: F(1,28)= 9.17;
* p< 0.005) (Tabla 1.4 y Figura 1.4A) y el volumen de orina excretado (LB vs Dia 2:
F(1,28)= 116.4; * p< 0.0001; LB vs Dia 3: F(1,28)= 23.31; * p< 0.001)
(Tabla 1.4 y Figura 1.4B).

Los sujetos del grupo OX S/C, adicionalmente, ingieren y excretan cantidades de
fluido superiores que las del grupo SF S/C (OX S/C vs SF S/C) (Agua: LB vs Dia 2:
F(1,28)= 20.2; # p< 0.0001; LB vs Dia 3: F(1,28)= 4.97; # p< 0.034 (lineas azules de la
Figura 1.4A y Tabla 1.4) y Orina: LB vs Dia 2: F(1,28)= 49.59; # p< 0.001;
LB vs Dia 3: F(1,28)=23.31; # p< 0.002) (lineas azules de la Figura 1.4B y Tabla 1.4).

Finalmente, al comparar los dos grupos inyectados con Suero Fisiologico

(SF S/C vs SF C/C), se observa un efecto significativo sobre el volumen de orina (entre el
dia basal y el dia dos): el grupo privado excreta un volumen de orina superior al de los
sujetos con comida (F(1,28)=11.88; * p< 0.002) (Tabla 1.4 y Figura 1.4B). No se observan
diferencias  significativas entre ambos grupos, en la ingesta de agua

(Tabla 1.4 y Figura 1.4A).
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TABLA INGESTA DE AGUA VOLUMEN DE ORINA
14 LBVSDIA2 | LBVSDIA3 | LBVSDIA2 | LBVSDIA3
F(1,28) | P F(1,28) [P F(1,28) [P F(1,28 | P
SFS/C vsSFC/C 033 057 029 1059 |11.88 [0.0018(3.05 10.09
oxc/Cvs SFc/C |0.793 10381 |051 048 |oo9 (076 l0.055 [0.82
0XC/Cvs 0XS/C |9.17  [0.005 [0.936 0342 |116.4 [0.0001|23.31 |0.0001
0X S/Cvs SF S/C |20.2  [0.0001[4.97 [0.034 |49.59 [0.0001|10.99 |0.002

Tabla 1.4: Comparacion entre el dia de linea base y los dias experimentales

entre pares de grupos.

* VOLUMEN HIDRICO CORPORAL (“AGUA menos ORINA”):

El ANOVA sobre la variable “Agua menos Orina” en condiciones basales (dia 1) y durante

los dias 2 y 3, revela un efecto que es resultado de la interaccion entre las variables

independientes “Comida” y “Dias” (F(2,56)= 18.4; p< 0.01) (Tabla 1.5 y Figura 1.5):

VARIABLES gl efecto gl error F p

INDEPENDIENTES

1 Comida 1 28 29.46630 .000009
2 Sustancia 1 28 53031 472522
3 Dias 2 56 8.09271 .000818
12 1 28 12566 725630
13 2 56 18.45984 .000001
23 2 56 39981 672345
123 2 56 .58449 560753

Tabla 1.5:

Anova sobre el volumen hidrico durante los 3 dias.
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Durante el dia de linea base, no se observan diferencias significativas entre los
grupos con comida y los que posteriormente serian privados de alimento
(F(1,28)= 0.43; p< 0.517); sin embargo, durante los dias 2 y 3, los sujetos privados
obtienen una relacion “Agua menos Orina” significativamente menor que los grupos no
privados (F(1,28)=36.97; * p< 0.001 cuando se compara el dia de linea base frente al dia 2
y F(1,28)= 17.53; * p< 0.001 cuando se compara el dia de linea base frente al dia 3
(Figura 1.5).

FIGURA 1.5
*p<0.01 (SIN COMIDA vs CON COMIDA)
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Figura 1.5: Efecto de la privacion de alimento durante 48 horas, sobre la variable

“Agua menos Orina” en los grupos de Oxitocina y Suero Fisiologico.
*p<0.01 S/C vs C/C (con respecto al dia de linea base).

No se aprecian diferencias significativas en funcion de la administraciéon de
Oxitocina o de Suero Fisioldgico: los dos grupos sin comida (lineas azules) y los dos
mantenidos ad 1ib (lineas rojas), muestran una relacion “Agua menos Orina” similar a lo

largo del experimento (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Ausencia de efectos de la Oxitocina sobre la variable “Agua — Orina”
en los grupos con comida y privados de alimento.

INGESTA DE COMIDA

El Anova con los datos de la cantidad de alimento ingerido por los grupos con comida

(durante los tres dias) (OX C/Cy SF S/C), revela que no existen diferencias significativas

debidas a la sustancia inyectada o al paso de los dias (Tabla 1.6 y Tabla 1.0 (Anexo)):

EFECTO gl efecto gl error F P

Sustancia s.c. 1 14 798858 386542
Dias 2 28 1.184746 320691
Interaccion 2 28 516362 .602259

Tabla 1.6: Anova sobre la ingesta de comida durante los 3 dias para los grupos

mantenidos ad lib.
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DISCUSION DEL_EXPERIMENTO:

En este experimento, se ha examinado el efecto de la privacion de alimento y el de la
administracion de oxitocina, sobre el comportamiento hidromineral de los roedores macho.
Los resultados mas relevantes que se han obtenido, ponen de manifiesto que la
administracion de 10 U.L. de Oxitocina estimula la ingesta y excrecion de agua en sujetos
privados de alimento, aunque no genera efectos significativos en el caso de que los
animales dispongan de comida. Adicionalmente, este estudio podria facilitar la
comprension de los efectos ingestivos y excretores que se observan cuando se priva de
alimento a las ratas; unos efectos conocidos desde hace décadas pero cuyos mecanismos

fisiologicos no son tan bien conocidos.

El efecto de la Oxitocina no es significativo 6 horas después del inicio de la
privacion de alimento (cuando los animales han recibido una primera dosis de 5 U.L. de
Oxitocina). Si resulta significativo durante este intervalo, el efecto de la privacion de
alimento sobre las variables dependientes registradas. Concretamente, la ausencia de
comida parece facilitar la excrecion de orina (figura 1.2B) y reducir la ingesta de agua
(figura 1.2A) y, en consecuencia, el volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina”)
(figura 1.3) de los animales. El descenso en el estado hidrico del organismo
(“Agua menos Orina”), resulta significativo en al andlisis univariado (Anova); mientras que
el aumento en el volumen de excrecién y el descenso en la ingesta de agua, resulta
significativo cuando se consideran de forma conjunta (Manova), aunque no alcanzan
significacion estadistica, pese a su proximidad, en el andlisis univariado (Anova). De esta
forma, el analisis multivariado y la variable “Agua menos Orina”, parecen contar con una
mayor potencia estadistica que el analisis univariado (para las variables ingestiva y
excretora), pudiendo ser herramientas de gran utilidad en el estudio de la homeostasis

hidromineral.

El aumento en la excrecion de fluido y la disminucion en la ingesta de agua durante
los periodos de privacion de comida, han sido descritos previamente (Bauman et al, 1964;
Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Franci et al, 1989; Kaunitz et al, 1960;
Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969; Rolls y Rolls, 1982;
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Walsh, 1980; Weisinger et al, 1985). Sin embargo y a pesar de la evidencia conductual
conocida desde hace décadas, el mecanismo fisioldgico desencadenante de tales efectos, no
ha sido dilucidado.

La poliuria y la dilucion de la orina por privacion de comida, han sido relacionados
con la ausencia de hormona antidiurética (ADH) (Morrison et al, 1967) y con la
hipersecrecion de mineralocorticoides (Morrison, 1967). Adicionalmente y dado que la
Oxitocina (OX) también ejerce acciones renales (natriuréticas), esta neurohormona podria
influir igualmente en los efectos renales de la privacion. Asi, la privacion de alimento, con
la correspondiente ausencia de CINa y su excrecion inevitable (Fitzsimons, 1979;
McCance, 1936; Rolls y Rolls, 1982) podria reducir los niveles corporales de sodio y
desencadenar un estado hiponatrémico (Verbalis et al, 1986). Conforme la hiponatremia
aumenta, disminuye la liberacion de OX y ADH (Dohanics et al, 1991; Sato et al, 1997;
Verbalis, 1993; Verbalis y Dohanics, 1991; Verbalis et al, 1986 y 1986b). De esta forma,
la respuesta politrica y la dilucion de la orina que se observa durante la privacion de fluido
(Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Morrison, 1967 y
1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969), podrian estar relacionadas

respectivamente, con la carencia de ADH y de OX.

El efecto poliurico de la privacion de alimento (Bauman et al, 1964; Morrison et al,

1967), sugiere que la comida o alguna sustancia presente en ella, podria resultar necesaria

para la retencion de liquido. En el presente experimento, la poliuria por privacion
(SF S/C vs SF C/C), se observa en los sujetos del grupo control 24 horas después de la
retirada del alimento (dia 2), aunque desaparece durante las 24 horas siguientes (dia 3)
(Figura 1.4 y Tabla 1.4). Como cabria esperar, este efecto no parece depender de la
administracion de 1 ml de Suero Fisiologico, puesto que el grupo SF C/C mantiene un
comportamiento hidromineral similar durante los tres dias experimentales. El

comportamiento ingestivo, por el contrario, no resulta estadisticamente diferente (después

de 24 y 48 horas de privacion (dias 2 y 3)) entre los dos grupos de control (Figura 1.4 y
Tabla 1.4). Sin embargo, la variable “Agua menos Orina” calculada a partir de los datos
ingestivo y excretor, resulta significativamente menor en el grupo SF S/C (vs SF C/C)

durante las 48 horas que siguen a la linea base (ver figura 1.5), mostrando nuevamente una
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mayor sensibilidad a la privacion de comida que las variables ingestiva y excretora tomadas

por separado.

Como se indicaba anteriormente, los resultados mds relevantes del presente
experimento, se observan con posterioridad a la privacion de alimento y estan relacionados
con el efecto hidromineral de la Oxitocina y su dependencia del estado nutricional de los
sujetos. Asi, la administracion de 10 U.L. de Oxitocina, aumenta el volumen de excrecion y
la ingesta de agua en los sujetos privados de alimento, pero no influye sobre el

comportamiento hidromineral de los animales mantenidos ad lib.

Dado que la Oxitocina incrementa la ingesta de agua (figura 1.A y tabla 1.4) y el
volumen de excrecion (figura 1.4B y tabla 1.4) cuando los animales que la reciben estan
privados de alimento (OX S/C vs OX C/C), aunque no modifica el comportamiento
hidromineral de los sujetos mantenidos ad lib (OX C/C vs SF C/C); se podria sugerir que
este efecto depende unicamente de la ausencia de comida. Sin embargo, los efectos
polidipsico y poliurico de la Oxitocina también se observan cuando se comparan los dos
grupos sin comida (OX S/C vs SF S/C) (lineas azules en las figuras 1.4A y 1.4B y tabla

1.4), por lo que deben incluirse otros factores explicativos adicionales.

En efecto, este ltimo resultado permite evaluar el planteamiento efectuado en la
introduccion, a saber, la relevancia de la disponibilidad de comida sobre la regulacion
hidromineral, su caracter primario o su repercusion indirecta, o, en otras palabras, si los
efectos hidrominerales de la privacion pueden deberse a la ausencia de alimentos o,
particularmente, de alguno de sus componentes. Cuando uno de éstos, los niveles de sodio,
es manipulado especificamente a través de la Oxitocina, el efecto hidromineral se
manifiesta en toda su plenitud. Este hecho puede interpretarse en el sentido de que no es la
ausencia de comida, per se, lo que repercute en la regulacion hidromineral, sino la
reducciéon en los niveles de sodio, generada tanto por la privacion como por la

administracion de oxitocina.
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En este sentido la Oxitocina podria reducir los niveles de sodio corporal al aumentar
la excrecion de sodio (Balment et al, 1980 y 1986; Conrad, 1986; Haanwinckel, 1995;
Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al, 1991b; Windle et
al, 1995 y 1997). Dado que la excrecion renal de CINa siempre se acompaiia de la pérdida
de agua del organismo (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al, 1997), la administracién de

Oxitocina podria estimular, simultdneamente, la excrecion de agua y sales minerales.

Asi pues, en el grupo OX S/C y junto al efecto poliurico de la propia privacion de
alimento, podrian haberse afiadido los efectos natriurético y diurético de la Oxitocina.
Ambos efectos (diurético y natriurético) podrian ser los responsables de Ia

respuesta polidipsica observada en el grupo OX S/C.

Una respuesta polidipsica similar a la que muestran los sujetos de Oxitocina sin
comida, se observa cuando unicamente se priva de alimento a otras especies animales
(como conejos, perros y alguna cepa de raton). Asi, estos animales parecen responder a la
privacion incrementando la ingesta de agua ademas del volumen de excrecion
(Cizek, 1961; Cizek et al, 1966; Huang, 1956; Kutscher y Steilen, 1973). Las respuestas
polidipsica y politrica que muestran los conejos privados de alimento (Cizek, 1961; Cizek
et al, 1966; Huang, 1956; Kutscher y Steilen, 1973), han sido relacionadas en estos
animales, con una mayor pérdida de sodio a través de la orina que puede ser suprimida
mediante la administracion o la ingesta de soluciones con CINa (Cizek, 1961; Kutscher y
Steilen, 1973). Este resultado que implicaria a los niveles de sodio corporal, apoyaria
nuevamente una interpretacion en términos del efecto natriurético de la Oxitocina, y su
repercusion sobre los niveles de sodio corporal, como causa determinante de su efecto

polidipsico en ratas privadas de comida.

De esta forma, el efecto polidipsico de la privacion de comida en algunas especies y
el de la Oxitocina en ratas privadas de alimento, podrian estar estrechamente relacionados
con los niveles de sodio corporal. Mas atn, la natriuresis y la hiperdipsia oxitocinérgica
también podria ayudar a comprender el descenso en la ingesta de agua que se suele
observar cuando se priva de alimento a las ratas (Bolles, 1961; Cizek y Nocenti, 1965;

Gutman y Krausz, 1969; Kiss et al, 1994; Kutscher, 1971; Verplanck y Hayes, 1953) (para
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una revision con diferentes cepas de ratas, ver Walsh, 1980). Las ratas podrian no
incrementar la ingesta de agua cuando son privadas de alimento porque, pese a aumentar el
volumen de excrecion, la orina que excretan estd muy diluida (Bauman et al, 1964; Burlet
et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Kaunitz et al, 1960; Morrison, 1967 y 1968b;
Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969; Weisinger et al, 1985), un hecho que permite
mantener los niveles de sodio corporal en ausencia de comida. Al aumentarse la
concentraciébn urinaria en ratas privadas de alimento (por ejemplo mediante la
administracion de oxitocina), los niveles de sodio corporal se reducirian; y este descenso

podria estimular la ingesta de agua.

Si el efecto de la Oxitocina sobre el comportamiento hidromineral es consecuencia,
como se ha propuesto, de su efecto natriurético; seria l6gico pensar que la Oxitocina tendria
un menor efecto hidromineral en sujetos que disponen de comida, ya que ahora y a través
de los alimentos, podrian recuperar las pérdidas natriuréticas. En efecto, en estos animales
con comida disponible, se aprecian escasas modificaciones en la ingesta y excrecion de
agua (figura 1.4) y en el volumen hidrico corporal (figura 1.6B). El hecho de que en las
pruebas experimentales se necesiten administrar dosis menores de oxitocina para estimular
la excrecion de sodio en animales mantenidos con dietas hiposddicas (Verbalis, et al,
1991b) que en el caso de las ratas alimentadas con comida habitual (Balment et al, 1980),
apoyaria dicha interpretacion y consideraria al sodio como el componente esencial de la

dieta a la hora de anular la polidipsia oxitocinérgica.

En resumen los datos presentados en este experimento sugieren que la polidipsia y
poliuria oxitocinérgica resultan procesos que podrian requerir para su manifestacion, de la
ausencia de comida, pero solo en tanto en cuanto esta manipulacién supone un aumento en
la excrecion de sodio. En otras palabras, bastaria un incremento en la excrecion de sodio
que no pudiese ser compensado mediante la dieta, para que se manifestase el cuadro

polidipsico observado en este experimento.
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EXPERIMENTO 2: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE
OXITOCINA SOBRE LA INGESTA DE AGUA EN RATAS
MANTENIDAS AD LIB CON DIETAS HIPOSODICAS.

INTRODUCCION:

La Oxitocina es una hormona natriurética (Balment et al, 1980 y 1986; Conrad, 1986;
Haanwinckel, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996, Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al,
1991b; Windle et al, 1995 y 1997) y la natriuresis un mecanismo que podria potenciar la

ingesta de agua en sujetos privados de alimento (Experimento 1).

La dieta habitual (con CINa), por el contrario, parece reducir la capacidad
natriurética (Balment et el, 1980) a la vez que enmascara el efecto ingestivo de la Oxitocina
(Experimento 1). De los componentes de la comida, el CINa podria ser el elemento
responsable de la ausencia de efectos de la Oxitocina sobre el comportamiento ingestivo ya
que la disponibilidad de comida hiposodica, favorece la natiruresis oxitocinérgica

(Verbalis et al, 1991b).

De esta forma, si la polidipsia oxitocinérgica precisa, como se ha propuesto, del
efecto natriurético de la hormona; cabria esperar que la natriuresis oxitocinérgica que se
observa en los individuos mantenidos con dietas hiposddicas (Verbalis et al, 1991b),

pudiese potenciar, adicionalmente, la conducta de ingesta de agua.

OBJETIVO E HIPOTESIS:

e FEl objetivo de este experimento ha consistido en examinar los efectos de la
administracion de Oxitocina en animales mantenidos ad lib con comida hiposddica.
De acuerdo con los estudios mencionados anteriormente, cabria esperar un
incremento en la ingesta de fluido a pesar de la disponibilidad de alimento

(hiposddico) ad lib.
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METODO:

SUJETOS Y GRUPOS:

Se emplearon 24 ratas macho de la raza Wistar, que fueron alojadas en jaulas individuales
(alto:11 cm; largo:32 cm y ancho: 22 cm). La sala experimental disponia de un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas y la temperatura ambiental se mantuvo entre 21 y 23 grados

centigrados.

Tras un periodo de adaptacion a las condiciones del laboratorio, los animales fueron
asignados aleatoriamente (n=8) a cada uno de los grupos (OX 10 UI; OX 5 Ul y Vehiculo),
registrandose como linea base, el peso corporal y la cantidad de agua y comida ingeridas

durante esas primeras 24 horas (antes de pasar a la siguiente fase experimental).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

Este estudio tuvo una duracién de 4 dias. El protocolo seguido durante los tres primeros
dias es idéntico para todos los animales, mientras que en el ultimo se establecen los 3
grupos de animales mencionados en funcion del tratamiento experimental: 1 ml Oxitocina
(10 U.L; laboratorios Iven, Madrid) para el grupo OX 10; 1 ml de Oxitocina (5 U.I.) para el
grupo OX 5 y 1 ml de Agua destilada para el grupo control. El procedimiento a seguir es el

siguiente:

DIA 1: Linea Base con una dieta habitual. Durante 24 horas, cada animal permanece en
una jaula individual con agua y comida (pienso Sandermus para animales de laboratorio,
Unién Alimentaria Sanders, Granada) (0.25% de Na'). Transcurrido este primer dia, se

anota la cantidad de agua y comida consumida y el peso corporal de cada animal.

DIAS 2 y 3: Linea Base con una dieta deficiente en sodio. Durante las 48 horas
siguientes, los animales son mantenidos ad lib en jaulas individuales. Sin embargo, la
comida disponible tiene una menor concentracion de sodio (0.04% de Na') (Dieta

Mucedola, Debiomed S.L., Barcelona).
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Durante ambos dias se registra la ingesta de agua, de comida y el peso corporal, a

las 8:00 horas. Tras el registro del dia 3, los animales reciben los siguientes tratamientos:

. Grupo 1 (Oxitocina 10 U.L.; n=8): Se administran dos dosis subcutaneas de 0.5 ml
(cada dosis) de Oxitocina a cada animal (de la misma forma que en el experimento

anterior). La Oxitocina fue suministrada a las 8:00 y a las 14:00 horas.

. Grupo 2 (Oxitocina 5 U.L; n=8): 1 ml de Oxitocina (0.5 ml por inyeccion) disuelta

al 50%.
. Grupo 3 (Agua Destilada; n=8): 1 ml de agua destilada (0.5 ml por inyeccion).

Después de cada inyeccion, se vuelve a alojar a los animales en sus jaulas con agua
y con la comida hiposodica ad lib durante 24 horas mas, tras las cuales se vuelven a

registrar las mismas variables dependientes:

VARIABLES DIiA 1 DIAS 2y 3 DIA 4
LINEA DIETA DIETA HIPOSODICA
DEPENDIENTES BASE HIPOSODICA | GRUPOS | DOSIS DE OX

OX 10 | 10U.L (en 1 ml)

Agua Comida Comida
_ . O0X'5 5U.L (en 1 ml)
Comida con un 0.25% Hiposodica
Peso Corporal de CINa (0.04% de CINa) AD 0 U.L (en 1 ml de

agua destilada)

Cuadro 2.1: Diserio experimental.
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ANALISIS ESTADISTICO:

En primer lugar se analizaron los resultados obtenidos tras las 24 horas de linea base con la
dieta habitual. Para ello se realiza un Manova (para los tres grupos de sujetos) sobre la

ingesta de agua, comida y peso corporal.

Los dias dos y tres (cuando los animales fueron mantenidos con dietas hiposodicas)
fueron analizados mediante un Manova 3 x (2) (grupos x (dias)). A pesar de que todos los
sujetos habian sido mantenidos en las mismas condiciones experimentales, se incluyd en
este analisis la variable independiente “Grupos” con el objeto de descartar la existencia de
diferencias previas entre los animales que posteriormente recibirian cada uno de los

tratamientos (ver Procedimiento Experimental).

El andlisis final tuvo por objeto comprobar el efecto de la administracion de
Oxitocina (sobre la ingesta de agua y comida y sobre el peso corporal) en sujetos
mantenidos con dietas deficientes en sodio. Para ello, se realizd un diseno mixto de
medidas repetidas durante los dias 2,3 y 4 (con comida hiposddica), es decir, se efectud un

Manova 3 x (3) (3 Grupos x (3 Dias)).
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RESULTADOS:

En la Tabla 2.0 (ver Anexo) y en la Figura 2.1, se presentan las cantidades de agua y

comida ingeridas y el peso corporal de cada grupo de animales durante las 96 horas

experimentales.
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Figura 2.1: Ingesta de agua, comida y peso corporal de los tres grupos de animales

durante los cuatro dias experimentales. En el eje de abcisas, entre paréntesis, se indica el tipo de dieta
empleada. La flecha sefiala el momento en que se administraron las sustancias.
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|| ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO BASAL ||

e DIiA 1: LINEA BASE CON LA DIETA HABITUAL:

El Manova para las 24 horas de linea base (con la comida habitual), revela que no existen
diferencias significativas entre los tres grupos de sujetos (Rao (6,38)= 0.38; p< 0.888)
(Figura 2.2).
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Figura 2.2: Ingesta de agua, comida y peso corporal para los tres grupos de animales
durante el dia de linea base (dieta habitual).
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e DiIAS 2 Y 3: LINEA BASE CON LA DIETA HIPOSODICA:

El Manova Grupos x (Dias) muestra un efecto significativo para la variable “Dias”
(Rao (6,16)= 194.39; p< 0.001) (Tabla 2.1), sin que se observen diferencias significativas

entre los tres grupos de animales ni en la interaccion grupos x dias.

VARIABLES W. Lambda |Rao's R gl efecto |glerror |p
INDEPENDIENTES
Grupo 950507 16279 6 38 985067
Dias 179181 29.01265 3 19 .000000
Interaccion 740898 1.02455 6 38 424412

Tabla 2.1: Manova sobre la ingesta de agua, comida y peso corporal durante los dias 2 y 3.

Al comparar los dias 2 y 3 (48 y 72 horas), se aprecia un efecto significativo sobre
el conjunto de variables dependientes (Rao (3,19)= 29.01; p< 0.001). Sin embargo, en el
analisis univariado, esta comparacion es significativa unicamente para la ingesta de comida
(F(1,21)= 18.95; p< 0.001). Como se muestra en la Figura 2.3, los animales incrementan
significativamente el consumo de alimento hiposodico a lo largo de las 48 horas de

adaptacion a esta dieta (tras 72 horas (Dia 3)).
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Figura 2.3: Cantidad de alimento (dieta hiposodica) consumido por los animales durante
los dias 2 y 3 (48 y 72 horas).
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OXITOCINA ||

El Manova Grupos x Dias (dias 2, 3 y 4) revela la existencia de un efecto significativo para

la interaccion de las dos variables independientes (Rao (12,32)=2.2; p< 0.04) (Tabla 2.2):

VARIABLES W. Lambda |Rao’s R gl efecto | gl error |p-level
INDEPENDIENTES

Grupo .870326 45544 6 38 .836554
Dias 145832 15.61921 6 16 .000007
Interaccion 296939 2.22701 12 32 .035189

Tabla 2.2: Manova sobre la ingesta de agua, comida y peso corporal durante los dias 2, 3 y 4.

Entre pares de grupos, la comparacion entre los dias 3 y 4 muestra un efecto

significativo de la Oxitocina sobre la ingesta de agua:

DIA 3 AD S/C vs 0X 10.0 AD S/C vs 0X 5.0
\] Rao (3,19)=3.2; p< 0.047 Rao (3,19)=3.9 ; p<0.025
DIA 4 F (1,21) p F (1,42) p
Agua (10.23 0.004 4.65 0.043
Comida |2.65 0.118 0.29 0.594
Peso [0.09 0.773 7.31 0.013

Tabla 2.3: Comparacion de los dias 2 y 3 entre cada grupo de oxitocina y el grupo control.

Sin embargo, dado que en los distintos grupos empleados la dosis de oxitocina se
incrementa de forma constante (0 U.I para el grupo control, 5 U.I para el grupo OX 5.0y 10
U.I para el grupo OX 10.0), se pueden comparar los dias 3 y 4 mediante una tendencia
lineal para la variable grupo. Sobre el conjunto de variables dependientes, esta comparacion

es significativa (Rao (3,19)= 3.20; p< 0.046).
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El andlisis Univariado muestra un aumento lineal (dependiente de la dosis), en la
ingesta de agua (F(1,21)= 10.23; p< 0.004); sin que la ingesta de comida y el peso corporal
difieran significativamente (F(1,21)= 2.65; p< 0.118 para la ingesta de comida y
F(1,21)=0.08; p< 0.772, para el peso corporal) al comparar los dias 3 y 4 (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Resultados obtenidos en relacion a la ingesta de agua, comida y al peso
corporal tras la administracion de Oxitocina en animales alimentados con dietas
hiposdédicas.
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DISCUSION DEL_EXPERIMENTO:

Los resultados obtenidos en este experimento ponen de manifiesto que la administracion de
oxitocina en sujetos mantenidos ad lib con dietas hiposoddicas, incrementa la ingesta de

agua; un efecto que depende linealmente de la dosis inyectada.

Junto con los datos del experimento anterior y en resumen, la oxitocina parece
incrementar la ingesta de agua en animales privados de alimento (experimento 1) o
mantenidos con dietas hiposodicas (experimento 2); aunque no modifica el comportamiento
ingestivo en los animales que disponen de agua y comida (con CINa) ad lib (experimento 1;
Olson, 1991; Uvnias-Moberg, 1996 (citado por Bjorkstrand y Uvnés-Moberg, 1996). Asi, el
empleo de dietas hiposodicas permite sugerir que de los distintos componentes de la
comida, el CINa podria ser el elemento esencial que determina la ausencia de efectos

comportamentales en los sujetos mantenidos con la dieta habitual.

Las dietas hiposddicas son usadas con frecuencia en el estudio de la homeostasis
hidromineral, y la carencia de sodio parece estimular la ingesta de agua (Cizek et al, 1951;
Holmes y Cizek, 1951; McCance, 1936, citado por Fitzsimons, 1979; Radford, 1959;
Swanson et al, 1935). Esta respuesta ingestiva podria ser de naturaleza volémica
(ver Fitzsimons, 1979, pags. 199-206) y la excrecion de fluido extracelular ser promovida,
previsiblemente, como consecuencia de la pérdida gradual e inevitable del sodio corporal
(Guyton y Hall, 2001). Como la Oxitocina estimula la excrecion de sodio (Balment et al,
1980 y 1986; Conrad, 1986; Haanwinckel et al, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996;
Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al, 1991b; Windle et al, 1995 y 1997), se podria
pensar, igualmente, que la polidipsia oxitocinérgica podria ser de naturaleza volémica,
pudiendo explicarse desde esta Optica, los resultados obtenidos en algunas de las
investigaciones mencionadas. Concretamente, por ejemplo, los resultados observados por
Stricker y Verbalis (1987b), que tras mantener a sus animales con dietas hiposodicas
observaron, inesperadamente, un incremento en el consumo de agua y CINa en las ratas
inyectadas con un coloide y pretratadas con oxitocina (ver pagina 565 del mencionado

articulo).
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Desde este punto de vista, la Oxitocina deberia estimular la ingesta de agua s6lo en
aquellas situaciones en las que se mantuvieran sus efectos natriuréticos. En este sentido, es
bien sabido que la natriuresis oxitocinérgica se observa con mas facilidad cuando los
animales consumen dietas hiposddicas (Verbalis et al, 1991b) que en sujetos mantenidos
con la comida habitual (con CINa) (Balment et el, 1980). Asi, y a la vez que aumentan la
capacidad natriurética de la Oxitocina, las dietas hiposddicas podrian reinstaurar la
polidipsia oxitocinérgica (Experimento 2) que se observa en sujetos privados de todo
alimento, pero que desaparece si los animales disponen de la comida habitual (con CINa)
(Experimento 1). Sin embargo, las dosis natriuréticas de la Oxitocina en sujetos mantenidos
con dietas hiposodicas (Verbalis et al, 1991b), han sido mas bajas (entre 0.24 y 2.4
microgramos diarios de Oxitocina administradas mediante minibombas subcutdneas) que
las dosis polidipsicas empleadas en este experimento, sefialando la conveniencia de abarcar

un rango de dosis mas amplio en los estudios con Oxitocina.

Por otro lado, el paralelismo propuesto entre las respuestas fisiologica y conductual
(natriurética y polidipsica), permite pensar que la administracion de oxitocina en sujetos
privados de todo alimento, ademas de estimular la ingesta de agua (Experimento 1), podria
promover la excrecion de sodio. Sin embargo, la capacidad natriurética de la oxitocina en

situaciones de privacion de alimento no ha sido establecida.
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EXPERIMENTO 3: OXITOCINA E INGESTA Y EXCRECION
HIDROMINERAL: UN ESTUDIO DOSIS-DEPENDIENTE
EN RATAS PRIVADAS DE ALIMENTO.

INTRODUCCION:

La Oxitocina podria ser una hormona que estimule inicialmente la excrecion de sodio
(Balment et al, 1980 y 1986; Conrad, 1986; Haanwinckel, 1995; Huang, 1994; 1995 y
1996; Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al, 1991b; Windle et al, 1995 y 1997) y
manifestarse posteriormente en un incremento en la ingesta de agua; tanto en situaciones de
privacion de alimento (Experimento 1), como en individuos mantenidos con dietas
hiposodicas (Experimento 2). Sin embargo, en sujetos alimentados con la dieta habitual,
donde la capacidad natriurética de la Oxitocina parece ser menor (Balment et al, 1980), no
se observan efectos ingestivos significativos (Experimento 1; Olson, 1991; Uvnis-Moberg,
1996 (citado por Bjorkstrand y Uvnéds-Moberg, 1996). Asi, el efecto ingestivo de la
hormona podria depender de su funcion excretora y €sta, a su vez, de la ausencia de sodio
en la dieta. Ahora bien, aunque la capacidad natriurética de la oxitocina en individuos
mantenidos con dietas hiposddicas se conoce desde hace afos (Verbalis et al, 1991b), la

natriuresis oxitocinérgica en sujetos privados de alimento, esta por determinar.

La respuesta natriurética es promovida ante aumentos en la osmolaridad
plasmatica y estos aumentos se acompafian de una concentracion plasmatica de Oxitocina
entre 32-36 pmol/l (Balment et al, 1980; Dogterom et al, 1977). Como se puede recordar,
en 1991, Verbalis y asociados observaron, por el contrario, que el efecto natriurético de la
Oxitocina podia ser estimulado con una administracion de oxitocina que inducia una
concentracion plasmatica menor (de 15 pmol/l). Concretamente, la administracion de
0.24 ng de Oxitocina/dia, origind una concentracion plasmatica de 15 pmol/l mientras que
la administracion de 2.4 pg de Oxitocina/dia, dio lugar a una concentracion en plasma de

72 pmol/l (Verbalis et al, 1991b) (ver Tabla 3.1).
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Como se ha mencionado previamente, Balment y Dogteron realizaron sus
experimentos en animales mantenidos ad lib con la dieta habitual y el empleo de dietas
hiposodicas en el experimento de Verbalis pudo resultar crucial para la obtencion de
efectos tan potentes. Sin embargo, ademas del tipo de comida empleada, el experimento de
Balment y el de Stricker, difieren en aspectos farmacocinéticos que podrian resultar
fundamentales. Asi, mientras que Verbalis y asociados implantaron subcutdneamente
minibombas y las programaron para liberar Oxitocina durante 24 horas y de forma
ininterrumpida, el grupo de Balment administré la Oxitocina a través de céanulas
intravenosas y durante dos periodos de 20 minutos (separados por un intervalo temporal de
30 minutos). De esta forma y teniendo en cuenta que la Oxitocina es una hormona con una
vida media plasmatica inferior a tres minutos (ver Binkley, 1995), la capacidad
farmacodinamica de la Oxitocina empleada por Verbalis pudo ser mayor que la usada en el

experimento de Balment.

Ademds de un agente natriurético, la Oxitocina podria participar en los
comportamientos ingestivos. En el estudio del comportamiento ingestivo, suelen
emplearse dosis de Oxitocina mas elevadas que las usadas para estimular la excrecion de
sodio (ver Tabla 3.2), y este dato podria cuestionar la posible relacion entre la natriuresis y
la polidipsia oxitocinérgica. Asi por ejemplo, en el experimento 2 (realizado con animales
mantenidos con dietas hiposodicas), la dosis mas baja de Oxitocina que se ha administrado,
ha sido de 11 pg (5 U.L) (Experimento 2). A pesar de estimular la ingesta de agua, esta
dosis es mayor que las dosis natiuréticas usadas por Verbalis y asociados en esta misma
condicién alimenticia. Sin embargo, también en el experimento 2, la oxitocina fue
administrada en dos Unicas inyecciones (separadas por un intervalo temporal de 6 horas),
con lo que, previsiblemente, la capacidad farmacodinamica de la hormona podria ser mas

reducida que la Oxitocina empleada por el grupo de Verbalis.
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ViA DE DURACION |DOSISEN | [OT] DURACION
ADTRACION. | ADTRACION. ug pmolt | EFECTO EFECTO | REFERENCIA
. . 0.002 10 NO efff:cto Duracion | Balment et al,
v 20 minutos | 0.006 32 Diuréticoy | o o 1980
0.06 358 Natriurético

. Diurético Duracion | Balment et al,
v 3horas 1 0.006 | 324 |\l dirético | infusion 1986

iv  (ratas e Duraciéon | Brimble et al,

Brattleboro) 2 horas 0.018 19 Natriurético infusion 1991
. Diuresis Duracion | Windle et al,
v I hora 12 16| Natriuresis | infusion 1995

Minibombas , 264 | 50-100 | Aumenta Stricker y
s 1 dia 508 1000 ing. sodio 7 horas Verbalis,

’ Natriurético 1987b
0.048/dia| 6.2 No efecto

Minibombas 3 dias 0.24/dia | 15.24 | Natriurético | Duracion | Verbalis et al,

sc 0.48/dia | 15.0 | Natriurético | infusion 1991b
2.4/dia 72.2 | Natriurético
; 10 . Antidiuresis 7 horas Haanwinckel
p Natriuresis et al, 1995

Tabla 3.1: Administracion exogena de OX, efectos renales y concentracion plasmatica de
la hormona (negrilla: estudio de referencia sobre los eféctos natriuréticos de la hormona mediante el empleode dosis fisidlogicas)

VIA DE MANTENIMIENTO DOSIS EFECTO REFERENCIA
ADMINISTRACION | DE LOS ANIMALES (ng/Kg)
Minibombas Dieta hiposddica 8.8 Aumenta ing. Stricker y
s.C. (48 horas) volémica de Verbalis,
durante 24 horas 17.6 H,Oy CINa 1987b
187 No efecto
Agua y Comida ad lib 375 Reduce Agua
750y 1500 Inhibe agua
Inyeccion Privacion de agua 375 Reduce Agua Arletti et al, 1990
Lp. (16 horas previas) 750y 1500 Inhibe agua
Administracion CINa 93 Reduce Agua
187,375y 750 | Inhibe agua
Inyeccion s.c. | Aguay Comida ad lib 1000 No efecto | Uvnds-Moberg, 1996

Tabla 3.2: Efectos de la administracion sistémica de la OX sobre la ingesta de agua.
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Como se muestra en las Tablas 3.1 y 3.2, la dosis, via de administracion y
procedimiento (ritmo de administracion), son una materia muy controvertida en esta linea
de investigacion, y asi, la capacidad farmacocinética, vida media plasmatica, por ejemplo,
podria ser decisiva a la hora de establecer los efectos fisiologicos y comportamentales de la
Oxitocina. Por todo ello, uno de los objetivos de Experimento 3, lo constituye el estudio de
la capacidad natriurética y de los efectos ingestivos de la Oxitocina, en sujetos privados de

alimento, mediante un estudio dosis-dependiente.

Un segundo objetivo ha consistido en indagar en la naturaleza de la polidipsia
oxitocinérgica a través del estudio de la preferencia-rechazo por soluciones con CINa. En
condiciones fisiologicas normales, la ingesta de soluciones con diferentes concentraciones
de CINa adopta una forma de “U” invertida; observandose una ingesta maxima en el rango
isotonico (Bare, 1949; Breslin et al, 1993; Epstein y Stellar, 1955; Smith et al, 1969; Young
y Falk, 1956). En otras palabras, disponiendo de agua, comida, y de diversas soluciones de
cloruro sddico, los sujetos prefieren los fluidos isotdnicos (en un rango entre 0.7 y 1 % de
CINa) antes que el agua o que soluciones de CINa con otras concentraciones (Kaunitz et al,
1960; Weiner y Stellar, 1951). Esta preferencia se mantiene al restringir el acceso a la
comida (Kaunitz et al, 1960), pero se interrumpe siempre que se genere sed osmotica, por
ejemplo, al privar de agua a los animales (Young y Falk 1956) o al administrar
sistémicamente soluciones hipertonicas (Stellar et al, 1954). Es decir, la induccion de sed

osmotica elimina la preferencia natural por las soluciones isotonicas.

De acuerdo con estos estudios, las preferencias que los sujetos establezcan con
respecto a la ingesta de diversas concentraciones de CINa, podrian permitir inferir la base
osmotica (rechazo de las soluciones de CINa) o volémica (preferencia por las soluciones
isotonicas) de la polidipsia oxitocinérgica en sujetos privados de alimento. Resulta
previsible que, si la Oxitocina estimula la excrecion de agua y sodio (como ha sido descrito
en diversas condiciones), los animales podrian mostrar déficits de naturaleza volémica y

preferir las soluciones isotonicas.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS:

Comprobar si el efecto de la Oxitocina sobre la ingesta de agua, en animales
privados de alimento, es dependiente de la dosis proporcionada y simultdneamente,

si su administracion estimula en alguna medida la excrecion de sodio (natriuresis).

Estudiar la posible naturaleza volémica de la polidipsia oxitocinérgica, en cuyo

caso, la oxitocina deberia incrementar la ingesta de soluciones isotonicas.
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METODO:

SUJETOS:

Para realizar este tercer experimento, se emplearon 48 ratas macho de la cepa Wistar
(suministradas por el estabulario de la Universidad de Granada), que fueron alojadas en
nuestro laboratorio con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y una temperatura ambiental

de 21 a 23 grados centigrados.

Tras varios dias de adaptacion a las condiciones del laboratorio, se situa a los
animales en jaulas metabdlicas con agua y comida ad lib (pienso compuesto Sandermus)

durante 24 horas (linea base).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

e PRIMERA FASE. Estudio dosis-dependiente: Una vez transcurridas 24 horas de
linea base en jaulas metabolicas y en situacion ad lib, se anota la ingesta de agua y comida,
el volumen de orina y el peso corporal de cada animal. Posteriormente se administra
oxitocina (y agua destilada para los grupos control) en dos dosis de 0.5 ml y se establecen 6

grupos (n=8) de animales:

. Grupo AD C/C: Se inyectan 0.5 ml de agua destilada (s.c.) a las 8:00 horas,
y, 6 horas después, una segunda dosis. Este grupo de animales permanece

con comida ad lib durante las 48 horas siguientes.

. Grupo AD S/C: Reciben el mismo tratamiento s.c.; aunque son privados de

comida durante las 48 horas siguientes.

. Grupos OX 2.,5; OX 5,0; OX 7,5 y OX 10,0: Se administran dos dosis de
0.5 + 0.5 ml (a las 8:00 y 14:00 horas) conteniendo un total de
2.5;5.0; 7.5 y 10 U.L de Oxitocina/ml, respectivamente. Los sujetos de los
grupos de oxitocina son privados de alimento durante las 48 horas que

siguen a la primera administracion de la hormona.
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La administracion subcutdnea fue realizada de la misma forma a la descrita en el
experimento anterior. [gualmente y antes de recibir la segunda dosis (6 horas después de la
primera), se anota la ingesta de agua y el volumen de orina excretado por cada sujeto.
Durante las 48 horas siguientes y una vez al dia (a las 8:00 horas), se registra la cantidad de

agua ingerida, el volumen de orina excretado y el peso corporal de cada animal.

La concentracion de sodio en la muestra de orina (en mEq/l) se determiné mediante
un analizador automatico (Beckman Instruments, Synchron CX7 Delta, USA). A partir de
estos valores y del volumen de orina excretado por cada sujeto, se calcula la cantidad de

sodio excretado (respuesta natriurética) (en mEq).

e SEGUNDA FASE. Ingesta de agua y de varias concentraciones de CINa:
Cuarenta y ocho horas después de la primera administracion s.c., se introduce a los
animales en jaulas de metacrilato (de 30x30x30 cm) y sin comida (a excepcion del grupo
AD C/C), durante 2 horas. En esta jaula y como se ilustra en la Fotografia 3.1, los animales
disponen de 4 fluidos: uno con agua y tres soluciones de CINa (Acros Organics, Geel,
Bélgica) al 0.45; 0.9 y 1.8%. Se anota, para cada animal, la cantidad y el tipo de fluido

ingerido después de cada hora.

Fotografia 3.1
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ANALISIS ESTADISTICO:

Inicialmente se analizan las 24 horas de Linea Base (mediante un Manova para los seis

grupos de sujetos) con el objeto de comprobar si existen diferencias iniciales.

e Primera Fase: Para el andlisis de la ingesta y excrecién de fluido seis horas

después de iniciada la privacion de alimento (y antes de administrar la segunda dosis de
Oxitocina o Agua), se emplea un Manova para los 6 grupos de sujetos. Las otras variables
renales (concentracion y cantidad de sodio en la orina), fueron analizadas de la misma
forma, es decir, mediante un Manova para los 6 grupos de animales. Por otra parte, la

varible “Agua menos Orina” es analizada mediante un Anova para los 6 grupos.

Para el andlisis del comportamiento ingestivo y excretor y del peso corporal

durante los tres dias (72 horas), se utiliza un Manova 6 x (3) (6 grupos x (3 dias)).

Por otra parte, la varible “Agua menos Orina” es analizada mediante un Anova para los
tres dias de esta primera fase. La cantidad de sodio excretado veinticuatro horas después de
iniciarse la privacion de alimento, resultd estar por debajo del umbral de deteccion del

equipo empleado (5 mEq/l), por lo que no pudo ser analizada.

e Segunda Fase: Se analizan la cantidad total de agua y de CINa ingerido por cada

grupo mediante un Analisis Multivariado (Manova). La cantidad total de agua ingerida
fue calculada sumando, para cada animal, el volumen ingerido en cada uno de los cuatro
recipientes durante las dos horas. Para calcular el consumo total de CINa, se sumo el CINa

consumido en cada recipiente de la siguiente forma:
((Ingesta 0.45% x 0.45/100) + (Ingesta 0.9% x 0.9/100) + (Ingesta 1.8% x 1.8/100))

A partir de estos datos, se calcula la concentracion media del fluido consumido por
cada sujeto ((consumo total de CINa x 100) : (cantidad total de agua)), y se analiza

mediante un Analisis de Varianza (Anova).

Al igual que en los experimentos anteriores, los efectos significativos son
analizados mediante Comparaciones Planeadas (entre los dos grupos control). Se emplea,

adicionalmente, el Analisis de Tendencias en los sujetos privados de alimento.
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RESULTADOS:

La Tabla 3.0 (ver Anexo) muestra las medias y desviaciones tipicas del experimento.

ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO EN CONDICIONES BASALES ||

La ingesta de agua, volumen de orina, peso corporal y la cantidad de sodio excretada®
(mEq) durante el dia de linea base (24 horas ad lib), no difiere entre los 6 grupos de sujetos

(Rao (20,117)=0.706; p< 0.81311) (Figura 3.1):
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Figura 3.1: Ingesta de agua, volumen y sodio excretado en la orina y peso corporal de los

seis grupos de animales tras 24 horas ad lib.

% Los valores presentados sobre la respuesta natriurética, son similares a los observados por otros grupos de
investigacion de la Universidad de Granada (y por tanto, con las mismas condiciones alimenticias y el mismo
tipo de animales) (de Garcia et al., 2000; Wangensteen et al., 2003), sugiriendo que los datos renales del
grupo AD C/C (6 horas después de la primera inyeccion), podrian considerarse como medidas basales de
comparacion (ver Analisis de la Excrecion de sodio).
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ANALISIS DE LAS 6 HORAS INICIALES

* INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

Seis horas después de la primera inyeccion s.c. y de la retirada de comida para los grupos
privados, se obtiene un Manova significativo de la variable “Grupos” sobre la ingesta y

excrecion de fluido (Rao (10,82)=2.41; p<0.015) (Figura 3.2):

TENDENCIA LINEAL PARA EL VOLUMEN DE ORINA

-
o

—o— AGUA
ADCI/IC ADS/IC 0OX25 OX50 OX75 OX10 - ORINA
GRUPOS

VAR. DEP.(m)
o - N w E>N (6] (o] ~ oo [(e]
O

ﬁf

Figura 3.2: Ingesta y excrecion de agua 6 horas después de la privacion de alimento y de
la primera administracion de Oxitocina o Agua destilada.

El Anova para la excrecion renal resulta significativo (F(5,42)= 4.58; p< 0.002), asi
como la tendencia lineal (para los seis grupos de sujetos (F(1,42)= 18.49; p< 0.001) y
también para el caso de los grupos privados (F(1,35)= 9.53; p< 0.004)).

Sin embargo, los andlisis efectuados sobre la ingesta de agua (tanto para los seis
grupos (F(5,42)= 0.69; p< 0.629), como para los cinco grupos privados
(F(4,35)=0.03; p< 0.998)), no resultan significativos.
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* VOLUMEN HiDRICO CORPORAL (“Agua menos Orina”):

Seis horas después de la primera inyeccion s.c. y de la retirada de comida para los grupos
privados, se obtiene un Anova significativo de la variable “Grupos” sobre la variable

“Agua menos Orina” (F (5,42)=3.72; p< 0.008)

TENDENCIA LINEAL SIGNIFICATIVA
*p<0.02 (OX 10.0 vs AD S/C)

"AGUA - ORINA" (ml)

*

Chbbdiudbbihbdbdioawn

]
-

ADC/C ADS/IC OX25 0X5.0 OX75 0X10.0
GRUPOS

Figura 3.3: “Agua — Orina” 6 horas después de la privacion de alimento y de la primera
administracion de Oxitocina o Agua destilada.

La tendencia lineal (para los seis grupos de sujetos (F(1,42)= 15.47; p< 0.001) y
también para el caso de los grupos privados (F(1,35)= 4.77; p< 0.036)), resulta
significativa. Sin embargo, comparando cada grupo con el grupo AD S/C, s6lo se observan
diferencias estadisticamente significativas para los sujetos inyectados con la dosis mas alta

de Oxitocina (OX 10.0) (Tabla 3.3):

Tabla “Agua — Orina”
3.3 F(1,42) p
AD S/C vs AD C/C 1.20 0.28
AD S/Cvs OX 2.5 2.76 0.10
AD S/Cvs 0X 5.0 3.14 0.08
AD S/Cvs OX 7.5 2.32 0.13
AD S/Cvs OX 10 6.88 0.013

Tabla 3.3: Comparacion entre pares de grupos en la variable “Agua — Orina”.
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* ANALISIS DE LA EXCRECION DE SODIO:

La cantidad de sodio excretada por litro de orina (mEq/l) se muestra en la Figura 3.4 y,
teniendo en cuenta el volumen de orina excretado por cada animal, se calcula la excrecion
total de sodio (natriuresis) (mEq) (Figura 3.5). El Manova para los 6 grupos de sujetos
(en ambas variables dependientes) resulta significativo (Rao (10,74)= 2.71; p< 0.007)).
Entre pares de grupos, las comparaciones realizadas muestran un efecto significativo de
cada grupo de Oxitocina (frente al grupo control), sobre la respuesta natriurética

(ver Tabla 3.4 y Figura 3.5):

Tabla Concentracion Orina Natriuresis
3.4 F(1,38) p F(1,38) p
AD S/C vs AD C/C 2.667205 .110696 1.043439 313482
AD S/Cvs OX 2.5 2.252938 141625 8.416140 006154
AD S/Cvs 0OX 5.0 2.090064 156457 6.909307 .012305
AD S/Cvs OX 7.5 3.72878 060968 11.43935 .001678
AD S/Cvs OX 10 3.03104 .089778 20.22240 .000063

Tabla 3.4: Comparacion entre pares de grupos en la respuesta natriurética y en la
concentracion urinaria.

Considerando unicamente los cinco grupos privados, el Manova para ambas
variables dependientes también resulta significativo (Rao (8,62)= 2.23; p< 0.037) y los
grupos de Oxitocina conjunta y estadisticamente diferentes que el grupo AD S/C
(F(1,32)=4.80; p< 0.036 para la concentracion y F (1,32)=16.1; p< 0.001 para la respuesta
natriurética) (ver Figura 3.4 y 3.5).

La tendencia lineal resulta, considerando los cinco grupos privados, significativa
para la natriuresis (F(1,32)= 15.76; p< 0.001). Con respecto a la concentracion urinaria,

esta variable no difiere estadisticamente entre los cuatro grupos de oxitocina
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(F (3,25)= 0.18; p< 1.0), ni cuando estos cuatro grupos se comparan con el grupo

AD C/ C* (F (1,38)= 0.0; p< 1.0)).

FIGURA 3.4
*p<0.05 ADSICvs GRUPOS DE OX

105

95

85

75

65

55

ADC/IC ADS/IC 0X25 OX50 OX75 0X10.0
GRUPOS

CONCENTRACION ORINA (mEg/))

Figura 3.4: Concentracion urinaria (mEq/l) para los seis grupos de animales, seis horas
después de iniciada la privacion de alimento y de la primera administracion s.c. de
oxitocina o agua destilada.

FIGURA 3.5
*p<0.03 vs AD S/C
TENDENCIA LINEAL EN LOS 5 GRUPOS PRIVADOS

NATRIURESIS (mEq)

ADC/C ADS/IC 0X25 OX50 OX75 0X10.0

GRUPOS

Figura 3.5: Cantidad de sodio (mEq) excretada en la orina de los seis grupos de
animales, seis horas después de iniciada la privacion de alimento y de la primera
administracion s.c. de oxitocina o agua destilada.

3 Pese a que estos grupos no sean experimentalmente comparables (difieren en la sustancia inyectada y en la
disponibilidad o no de comida), el grupo AD C/C supone una medida de la concentracion urinaria en
condiciones normales. Por tanto, este resultado sugiere que la administracion de Oxitocina en sujetos privados
de alimento podria promover una concentracion urinaria similar a la que se observa en sujetos mantenidos ad
lib (ver Analisis del comportamiento en condiciones basales).
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ANALISIS DE LA PRIMERA FASE EXPERIMENTAL (24 y 48 HORAS)

* INGESTA DE AGUA, VOLUMEN DE EXCRECION Y PESO CORPORAL:

El Manova sobre la ingesta de agua, el volumen de orina y el peso corporal durante los tres

dias, para los 6 grupos de sujetos ofrece los siguientes resultados (Tabla 3.5 y Figura 3.6):

VARIABLES W. Lambda |Rao’s R gl efecto |glerror |p
INDEPENDIENTES
GRUPOS ,377786 3,1237 15 15 110 ,000294
DIAS ,017014 356,2845 6 37 0,000000
INTERACCION ,033447 6,6918 30 30 150 ,000000

Tabla 3.5: Manova para las 72 horas de la primera fase en los seis grupos de sujetos.
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Figura 3.6:Ingesta de agua (figura 3.64),; volumen de orina (figura 3.6B) y peso corporal
(figura 3.6C) de los seis grupos de animales durante las 72 horas de la primera fase.
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En el Apartado A, se compara (al igual que en el primer experimento) el dia de linea
base (dia 1) con los dias experimentales (dias 2 y 3) en funcion de los objetivos expuestos.

En el Apartado B, se comparan los dos dias experimentales (2 y 3) entre si.

A.- Dia de Linea base frente a dias Experimentales:

Los dos grupos control difieren significativamente entre si: el grupo AD S/C excreta un
volumen de orina significativamente superior (después de 24 horas de privacion)
(figura 3.7B) y experimenta un descenso en el peso corporal (figura 3.7C) también
significativo frente al grupo AD C/C; sin embargo, no se aprecian diferencias significativas

entre ambos grupos, en la ingesta de agua (Tabla 3.6):

AD S/C LB vs DIA 2 LB vs DIA 3

vs Rao (3,40)=61.14; p< 0.001 | Rao (3,40)= 108.65; p< 0.001
AD C/IC| F(@1,42) p F (1,42) p
Agua |.2343 630836 3848 538378
Orina |7.5801 .008681 1.3331 254774
Peso |181.4037 .000000 256.6100 .000000

Tabla 3.6: Efecto de la privacion de alimento durante 24 (LB vs dia 2) y
48 horas (LB vs dia 3) sobre la ingesta de agua, peso corporal y excrecion de orina.

Para estudiar el efecto de la Oxitocina en animales privados de alimento y dado que
la dosis de oxitocina proporcionada en cada grupo es incrementada de forma constante
(partiendo de las 0 U.L. para el grupo AD S/C y aumentando 2,5 U.L. en cada grupo de
oxitocina hasta las 10 U.I. del grupo OX 10,0), se compara mediante analisis de tendencias,
el dia de linea base frente a cada uno de los dias experimentales. En los cinco grupos
privados de alimento, la tendencia lineal resulta significativa para las tres variables
dependientes. Como se muestra en la Tabla 3.7, la administracion de Oxitocina,
linealmente, incrementa la ingesta de agua (figura 3.7A) y el volumen de excrecion

(figura 3.7B), y reduce el peso corporal (figura 3.7C).
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GRUPOS LB vs DIA 2 LB vs DIA 3
PRIVADOS| Rao (3,33)=5.77; p<0.003 Rao (3,33)=3.28; p< 0.033
F (1,35) p F (1,42) p
Agua 6.794333 013346 7.020302 012014
Orina [6.813845 013225 6.661586 014202
Peso 9.382425 004196 6.318031 016705

Tabla 3.7: Tendencia lineal, para los grupos privados de alimento, en la ingesta de agua,

el peso y el volumen de excrecion durante 24 (LB vs dia 2) y 48 horas (LB vs dia 3).

Entre pares de grupos y como se muestra en la Tabla 3.8, la potencia estadistica de

las comparaciones (entre el dia de linea base y los dias 2 y 3) se reduce significativamente.

Asi por ejemplo, si el andlisis de tendencia sefiala que la administracioén de la dosis minima

(5.5 pg) de Oxitocina incrementa la ingesta de agua (con respecto a los sujetos del grupo

control sin comida), la menor dosis de Oxitocina que resulta polidipsica entre pares de

grupos, corresponde a 7.5 U.I (16.5 pg de hormona) ya que el grupo OX 5.0

(frente al grupo AD S/C) cuenta con una probabilidad igual a 0.052 al comparar el dia de

linea base frente al dia 2 (ver Tabla 3.8):

Tabla 3.8 AGUA PESO ORINA
LBvsDIA2 | LBvsDIA3 | LBvsDIA2 | LBvsDIA3 | LBvs DIA2 | LB vs DIA3
F |p F p F P |F p F P |F p
ADS/Cvs ADC/C | 2 .63 4 54 181 0.00 | 257 0.00 | 7.6 0.01]13 25
AD S/C vs OX 2.5 3.1 .09 1.0 32 4 54 15 48 124 13 1.3 25
AD S/C vs OX 5.0 4.0 |0.05]21 .16 1.1 .29 1.2 29 131 .08 1.5 .23
AD S/C vs OX 7.5 7.8 10.01 )52 0.03 | 1.1 29 5 48 1 4.7 0.04 | 2.4 13
AD S/C vs OX 10 6.8 |0.01] 6.6 0.01 | 8.8 0.00 | 6.9 0.01 | 8.2 0.01 | 8.7 0.01

Tabla 3.8: Comparaciones entre pares de grupos.
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FIGURA 3.7A
GRS. PRIVADOS (LBvsD2 y LBvsD3): TENDENCIA LINEAL

LINEA BASE DiA 2 DIiA 3

AD C/C 0X25 OX75 AD C/C 0X25 OX75 AD C/C OX25 OX75
AD S/C OX5 O0X 10 AD S/C OX5 O0X 10 AD S/C OX5 OX 10

GRUPOS

Figura 3.7A: Cantidad de agua ingerida por los 6 grupos de sujetos
durante el dia de linea base y los dias 2 y 3.

ORINA (ml)

FIGURA 3.7B

GRS. PRIVADOS (LBvsD2 y LBvsD3): TENDENCIA LINEAL
*p<0.01 AD C/C vs AD S/C (LB vs DIA 2)

LINEA BASE DiA 2 DiA 3

AD C/C 0OX25 OX75 AD C/C 0X25 OX75 AD C/C OX25 OX75
AD S/C OX5 0OXx 10 AD S/C OX5 0X10 AD S/C OX5 OXx 10

GRUPOS

Figura 3.7B: Volumen de orina excretado por los 6 grupos de sujetos
durante el dia de linea base y los dias 2 y 3.
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FIGURA 3.7C
LINEA BASE
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FIGURA 3.7C

GRS. PRIVADOS (LBvsD2 y LBvsD3): TENDENCIA LINEAL
*p<0.01 ADC/C vs AD S/C

15 DIA 2 - LINEA BASE DIA 3 - LINEA BASE

DIFERENCIAL DE PESO (g)

ADC/C ADS/C 0X25 OX5 OX75 OX10 ADC/C ADS/C OX25 OX5 OX7.5 OX10
GRUPOS

Figura 3.7C: Arriba: Peso corporal de los 6 grupos de sujetos durante el dia de linea base.
Debajo: Diferencial de peso corporal al comparar el dia de linea base frente
al dia 2 y frente al dia 3.

B.- Dia 2 (24 horas) frente a dia 3 (48 horas):

Al comparar el Dia 2 frente al Dia 3 se aprecian diferencias significativas en al analisis
Multivariado (Rao (3,40)= 282.8; p< 0.0001). Durante las segundas 24 horas sin comida
(dia 3), se reduce el peso corporal (F(1,42)= 649.5; p< 0.0001) y el volumen de excrecion
(F(1,42)=178.7; p< 0.0001); aunque no se aprecian diferencias significativas, entre el dia 2
y el dia 3, en la ingesta de agua (F(1,42)= 1.04; p< 0.32) (ver Figura 3.6). Por grupos, las
diferencias que resultan significativas afectan a los grupos control, pero no cuando se
compara cada grupo de oxitocina frente a los animales del grupo control sin comida

(Tabla 3.9):
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DIA 2 Peso Volumen de Ingesta de
\& Corporal Orina Agua

DIA 3 F (1,42) p F (1,42) p F (1,42) P
AD S/Cvs AD C/C 105.5 0.00 10.37 0.002 0.12 0.73
AD S/Cvs OX 2.5 0.16 0.69 0.76 0.39 1.12 0.30
AD S/Cvs OX 5.0 0.16 0.69 1.49 0.23 0.40 0.53
AD S/Cvs OX 7.5 0.16 0.69 1.83 0.18 0.16 0.69
AD S/Cvs OX 10.0 0.093 0.76 0.03 0.87 0.19 0.66

Tabla 3.9: Comparaciones entre los dias 2 y 3 entre pares de grupos.

* VOLUMEN HiDRICO CORPORAL (“Agua menos Orina”):

El ANOVA sobre la variable “Agua menos Orina” para los seis grupos de sujetos durante

los tres dias experimentales, muestra un efecto significativo; resultado de la interaccion

entre las variables “Grupos” y “Dias” (F(10,84)=21.7; p< 0.01) (Tabla 3.10):

EFECTO gl Efecto | Ms efecto | gl Error |Ms error |F p

Grupos 5 320.500 |42 65.51753 |4.8918 .001290
Dias 2 2802.221 |84 21.73006 | 128.9560 .000000
Interaccion |10 102.085 |84 21.73006 |4.6979 000025

Tabla 3.10: Anova sobre la variable “Agua menos Orina” para los seis grupos de sujetos
durante los tres dias de la primera fase.

Entre pares de grupos, unicamente resulta significativo la disminucién en el

volumen hidrico después de 24 horas de privacion de alimento (dia 2) en los grupos control

(AD S/C vs AD C/C) (Tabla 3.11; Figura 3.8). El valor del grupo AD S/C y el de cada

grupo de Oxitocina es similar entre si.
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Linea Base Dia 2 Dia 3
“AGUA menos ORINA™ T'e 'y T p F (1,42) P F(1,42) | »p
AD S/Cvs AD C/C | 1.63 021 3062 | 0.000 | 367 | 006
AD S/Cvs 0X 2.5 0.06 0.81 0.22 0.64 0.02 | 087
AD S/C vs 0X 5.0 0.70 0.41 0.12 0.73 0.03 | 086
AD S/Cvs OX 7.5 0.13 0.71 0.53 0.47 208 | 0.09
AD S/Cvs 0OX10.0 | 038 0.54 0.061 0.81 020 | 0.66

Tabla 3.11: Comparacion entre pares de grupos durante los dias basal, dia 2 y dia 3 en la
variable “Agua menos Orina”.

FIGURA 3.8
*p<0.01 (AD S/C vs AD C/C)
20
£ 15
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-}
Q
< 0
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_ -+ ADS/C
1(L.B.) 2 3 —o— 0X10.0

DIAS

Figura 3.8: Volumen hidrico (“Agua — Orina”) durante los tres dias experimentales para

los sujetos control y para el grupo Oxitocina 10 U.1
(se omiten, por claridad, los demas grupos de oxitocina)
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ANALISIS DE LA SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL ||

En la Tabla 2.0 (Anexo), se muestra el consumo de agua y de cada concentracion de CINa
durante las dos horas de la segunda fase. El Anova realizado (sobre el consumo después de
las dos horas) revela la existencia de un efecto que resulta significativo para la interaccion

Grupos x Concentracion de CINa (F(15,123)=7.55; p<0.01) (Tabla 3.12):

VARIABLES gl MS Efecto |glerror |MS Error |F p
INDEPENDIENTES | efecto

Grupos 5 34.8735 41 6.952635 |5.01587 |.001123
Concentracion CINa |3 152.3246 | 123 7.549035 |20.17803 |.000000
Interaccion 15 32.3674 123 7.549035 |4.28762 |.000002

Tabla 3.12: Resultados del Anova sobre la ingesta de agua y de diversas concentraciones
de CINa en los seis grupos de sujetos.

11
10
9
~ 8
€
- 7
<
~ 6
n -0~ GRUPO
w 5 AD C/C
0) -+ GRUPO
= 4 AD S/C
= o— GRUPO
3 0X 2.5
—— GRUPO
2 0X 5.0
1 o- GRUPO
OX 7.5
0 -= GRUPO
Agua 0.45% 0.9% 1.8% Agua 0.45% 0.9% 1.8% 0X10.0
HORA 1 HORA 2

Figura 3.9: Cantidad de agua y de diversas concentraciones de CINa consumida por los
seis grupos de sujetos durante los dos tests de la segunda fase.
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Los datos obtenidos muestran que la tendencia cuadratica para la concentracion de
CINa (punto de inflexion o méaximo para la concentracion de CINa al 0.9%) y lineal
(en funciéon de la dosis administrada) para la variable grupo, resulta significativa
(F(1,41)= 5.61; p< 0.022). Dicho de otra forma, la solucion preferida es el CINa al 0.9%
(ver figura 3.9) y la cantidad de fluido ingerido por cada grupo, proporcional a la dosis

inyectada.

A partir de estos datos, se calcula el volumen total consumido por cada sujeto
(Figura 3.10) y el consumo de CINa (Figura 3.11). El Manova sobre ambas variables
resulta significativo (Rao (10,80)= 2.60; p< 0.008), asi como la tendencia lineal para los
seis grupos de sujetos (F(1,41)= 20.83; p< 0.001 para el total de fluido ingerido y
F(1,41)=21.85; p< 0.001 para el consumo de CINa) (considerando unicamente los cinco
grupos privados, los resultados también son significativos: Rao (8,66)= 2.28; p< 0.032;

F(1,34)=14.9; p<0.001 y F(1,34)=12.8; p< 0.0011 respectivamente).

TENDENCIA LINEAL SIGNIFICATIVA

w
(o)

D DD W W W
A o oo o N B~

INGESTA DE FLUIDO (ml)

N
N

AD/C ADS/C 0X25 OX50 OX75 0X10.0
GRUPOS

Figura 3.10: Volumen total (ml) de liquido ingerido por cada grupo de animales.
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TENDENCIA LINEAL SIGNIFICATIVA

0.34

0.32
030
0.28
0.26
0.24
0.22
0.20
018 |

0.16 T

INGESTA DE CINa (

ADC/IC ADS/IC 0X25 OX50 OX75 0X10.0

GRUPOS

Figura 3.11: Consumo total de CINa (mg) en los 6 grupos de sujetos.

Finalmente y a partir de estos datos, también se ha calculado la concentracion
media del CINa consumido por los diferentes grupos (Figura 3.12). En este caso, no se
observan diferencias significativas entre los 6 grupos de sujetos (F(5,41)= 1.24; p< 0.308)
(la concentracion media ingerida por cada grupo fue del 0.82 % para los sujetos del grupo
AD C/C; 0.84% para los de AD S/C; 0.91% para los de OX 2.5; 0.87% para OX 5.0 y
0.89% para OX 7.5y 10.0 UI).

N.S.

154
©

I
©

o
N

CONCENTRACION INGERIDA (%)

ADC/IC ADS/C 0OX25 0X5.0 O0X75 0X10.0

GRUPOS

Figura 3.12: Concentracion media (%) de CINa consumido por cada grupo.
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DISCUSION DEL_EXPERIMENTO:

Los resultados obtenidos en el presente experimento muestran que la administracion de
Oxitocina en sujetos privados de alimento, promueve la excrecion renal de agua y de sodio
(aumentando la concentracion urinaria) y potencia la ingesta de agua, a la vez que reduce el
peso corporal. Estos efectos dependen linealmente de la dosis empleada. Sin embargo, la
hormona no parece influir linealmente sobre la concentracion urinaria (que parece similar
en todos los grupos de Oxitocina con independencia de la dosis administrada), ni modificar

el volumen hidrico de los animales (24 y 48 horas después de su primera administracion).

Seis _horas después de la primera administracion de Oxitocina, se observa un

incremento (dosis-dependiente) en la cantidad de sodio excretado (respecto a los sujetos

unicamente privados de alimento) (figura 3.5). Este efecto natriurético ha sido previamente
descrito en sujetos ad lib (Balment et al, 1980) y en ratas mantenidas con dietas hiposddicas
(Verbalis et al, 1991b); ademas de en individuos inyectados con soluciones isotonicas
(Conrad et al, 1986) e hipertonicas (Huang et al, 1995); pero no en animales privados de

alimento.

Adicionalmente y durante el mismo intervalo temporal de 6 horas, el

volumen de orina excretado por los grupos que reciben oxitocina (figura 3.2), aumenta de

forma dosis-dependiente. Sin embargo, y a pesar de estar mas concentrada que en los
sujetos control, la orina excretada tiene una concentracion similar en todos los grupos de
Oxitocina, es decir, con independencia de la dosis empleada (figura 3.4). De esta forma, el
efecto politrico de la hormona podria ser un proceso secundario a la excrecion de CINa y el
volumen de orina excretado por cada sujeto, el que necesariamente acompafia la excrecion
de cualquier soluto (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al, 1997). De esta forma, si la
excrecion de sodio es una respuesta dosis-dependiente, el volumen de excrecion también

debe serlo.

A diferencia de lo que ocurre tras administrar Oxitocina y aunque también se
aumente el volumen de excrecidn, la privacion de alimento en sujetos intactos (AD S/C),

parece reducir la concentracion urinaria (Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming
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y Morrison, 1960; Kaunitz et al, 1960; Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967,
Oatley y Tonge, 1969; Weisinger et al, 1985), un efecto que no ha alcanzado significacion
estadistica en el Experimento realizado pero que apunta en la misma direccion. La
administracion de Oxitocina, de este modo, parece interrumpir el proceso de dilucion de la
orina asociado a la ausencia de alimento. De esta forma, la concentracion de la orina
excretada por los grupos privados de alimento que reciben Oxitocina resulta, con
independencia de la dosis suministrada, similar a la que excretan los sujetos mantenidos
con agua y comida ad lib (AD C/C). Dicho de otra forma, la Oxitocina podria estimular la
excrecion de fluido extracelular en sujetos privados de alimento de forma parecida a como

lo hacen los sujetos control con comida.

A pesar de la diuresis y natriuresis oxitocinérgica, la ingesta de agua no parece

influida por la primera administracion de oxitocina (datos de 6 horas) (figura 3.2). Estas
modificaciones renales junto con la ausencia inicial de efectos ingestivos, permiten sugerir
que la Oxitocina podria generar un descenso en el volumen hidrico corporal; como parece
indicar el descenso dosis-dependiente del volumen hidrico corporal (variable

“Agua menos Orina”. Frente al grupo control (4D S/C), este descenso resulta significativo

en los sujetos que reciben la dosis mas elevada de oxitocina (figura 3.3).

En resumen, los datos observados durante las primeras 6 horas, sugieren que la
oxitocina genera déficits hidrominerales en sujetos privados de alimento. El déficit mineral
seria resultado del efecto natriurético de la hormona (en animales que no disponen de

comida para ingerir) y el déficit hidrico del efecto diurético y la no ingesta de agua.

Después de 24 v 48 horas de privacion, por el contrario, se puede observar un

incremento (dosis-dependiente) en la cantidad de agua (figura 3.7A) consumida por los
sujetos que recibieron la Oxitocina; un efecto que podria depender de la deficiencia
hidromineral previa. Asi, la secuencia temporal de los efectos observados sugieren que la
Oxitocina desencadena, inicialmente, la pérdida de fluido y CINa; para estimular,

posteriormente, la ingesta de agua (polidipsia) de una forma dosis-dependiente.
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A pesar del efecto polidipsico, la ingesta de agua no parece normalizar por completo
el estado corporal de los sujetos que reciben oxitocina; puesto que el peso corporal (figura
3.7C) se ve mas afectado por la privacion de alimento en los grupos de Oxitocina que en los
sujetos del grupo control. Este efecto podria depender del déficit mineral generado por la
natriuresis oxitocinérgica, un défict que no habria sido corregido mediante la ingesta de

agua.

En resumen, la polidipsia oxitocinérgica aparece con posterioridad al efecto
(diurético y natriurético) renal y podria depender de éste. Sin embargo, y a pesar de que
tanto las acciones renales como la ingesta de agua (Tabla 3.7), han resultado efectos
linealmente significativos o dosis-dependiente; al comparar individualmente cada grupo de
Oxitocina frente al grupo control (AD S/C), la respuesta natriurética ha resultado
estadisticamente significativa con dosis de 1.25 U.I. de Oxitocina (ver Tabla 3.4) mientras
que la polidipsia oxitocinérgica parece requerir de mas de 5 U.L. para alcanzar la
significacion estadistica (Tabla 3.8). De esta forma, también los datos obtenidos podrian
indicar que los efectos ingestivos de la oxitocina precisarian de un mayor intervalo
temporal que las acciones renales (ya que no se observan hasta que no han transcurrido 24
horas; mientras que los efectos oxitocinérgicos renales resultan significativos 6 horas
después de la primera administracion) o que la polidipsia oxitocinérgica requiere de dosis
mas elevadas que los efectos natriurético y diurético (ya que el efecto ingestivo soélo se

observa después de administrar una segunda dosis de la hormona).

Resulta complicado, a partir de la bibliografia disponible, poder discernir si las
dosis natriuréticas y menores de la Oxitocina podrian ejercer efectos simultaneos sobre el
comportamiento ingestivo o no. En condiciones fisioldgicas, la privaciéon de agua o la
administracion de soluciones hipertonicas podrian generar una concentracion plasmatica de
OX de unos 32-36 pmol/l. El primer estudio realizado en esta direccion fue llevado a cabo
por Dogterom y cols., en 1977. Este grupo observé que al privar de agua durante 48 horas,
los niveles plasmaticos de Oxitocina alcanzaban los 36 pmol/l (Dogterom et al, 1977).
Como ya es conocido, unos afios después, el grupo de Balment administrdé soluciones
hipertonicas que aumentaban la osmolaridad plasmatica desde alrededor de 300 a 340

mosm/l (aumento similar al registrado por Dogterom), observando una concentracion
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plasmatica de Oxitocina de 32 pmol/l (Balment et al, 1980). A partir de entonces, se
consider6 que una dosis fisiologica de Oxitocina exogena tendria que generar una

concentracion plasmatica igual o inferior a los 32-36 pmol/I.

Sin embargo, mediante el empleo de diversos procedimientos experimentales, se
han obtenido niveles plasmaticos de Oxitocina muy superiores (Tabla 3.13). Asi, por
ejemplo, la administracion iv de 2 ml/100g CINa (1.8%) genera una concentracién de
120 pmol/l de Oxitocina en sangre, mientras que la administraciéon de 2 ml/100g de Suero
Fisioldgico (también iv), provoca niveles de 80 pmol/l (Haanwinckel et al, 1995).
Inyectando CINa, se han llegado a encontrar concentraciones plasmaticas de Oxitocina de

hasta 300 pmol/l (Verbalis et al, 1986) (ver Tabla 3.13).

PROCEDIMIENTO [OT], REFERENCIA
(pmol/l)

1-5 ml CINa (9%) 50 Balment et al, 1980
30% PEG (Privacion agua) 130

30 % PEG + 2 ml CINa 12% 90 Verbalis et al, 1986
2 ml NaCl 12% ip 300
LiCl 130

CuSO, 120-160 Verbalis et al, 1986b
Apomorfina 40
DDAVP + 2 ml CINa (12%) ip 160

ADX + 2 ml CINa (6-12%) ip
ADX + Dieta defic. Sodio + CINa

69.4 (30 min. después)
240 (30 min. después)

Stricker y Verbalis, 1987b

5 ml PEG (30%) sc
24 h PEG + Naloxona
24 h PEG + 2 ml CINa (12%)

56.9 (24 h después)
252 (30 min. después)
120 (30 min. después)

Blackburn et al, 1992

2 ml/100g CINa (1.8%) iv
2 ml/100g SF iv

120
80

Haanwinckel et al, 1995

Tabla 3.13: Concentraciones plasmaticas maximas de Oxitocina detectadas ante

diversos tratamientos experimentales

(Abreviaturas: LiCl (cloruro de litio); CuSO4 (Sulfato de cobre); DDAVP (Desmopresina); CINa (Cloruro sédico);
ip (intraperitoneal); iv (intravenoso); SF (Suero Fisiologico); PEG (Glicol de Polietileno (Coloide)); ADX (Adrenalectomia)).

Independientemente de la disparidad observada, estos resultados indican que la
capacidad del organismo y la cantidad de Oxitocina liberada de forma endiogena (ante
diversos tratamientos relacionados), no es suficientemente conocida, resulta muy variada y

en cualquier caso, puede ser muy superior a los 32 pmol/l (ver Tabla 3.13). Ello, podria
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depender de un numero de factores, como puede ser la propia dosis, la via de

administracion o el registro realizado, entre otros (ver Tabla 3.1).

En este sentido, por ejemplo, Verbalis y colaboradores, en un estudio ya
mencionado, observaron unos valores plasmaticos de Oxitocina en ese mismo rango
utilizando minibombas que eran implantadas subcutaneamente con el objeto de administrar
dosis de oxitocina que oscilaban entre 0.24 y 2.4 microgramos diarios (Verbalis et al,
1991b). Si bien, mientras que la dosis continuada de 0.24 microgramos diarios generd una
concentracion plasmatica de Oxitocina (24 horas después del comienzo de la infusion) de
15.2 pmol/l, una dosis doble de la anterior (0.48 microgramos) provocd una concentracion
similar (de 15.0 pmol/l). Finalmente, la dosis de 2.4 microgramos diarios (diez veces
superior a la de 0.24) result6 en una concentracion de 72.6 pmol/l (menos de cinco veces
superior a la obtenida con la dosis inferior) (ver Verbalis et al, 1991b) (ver Tabla 3.1). Estos
datos, por tanto, cuestionan la existencia de una relacion lineal exacta entre la dosis

inyectada y la concentracion plasmatica de Oxitocina

La via de administracion resulta igualmente crucial y asi, Balment y cols. (1980)
obtuvieron una concentracion plasmatica de 32 pmol/l en respuesta a 0.003 microgramos de
Oxitocina intravenosos. Sin embargo en un estudio mas reciente, estos mismos autores
(Windle et al, 1995) han observado una concentracion plasmatica de Oxitocina mas
reducida (16 pmol/l) y equivalente a la observada durante la deshidratacion (ver pagina
443), administrando por la misma ruta 12 microgramos de oxitocina (Windle et al, 1995).
Es decir, incluso mediante la via intravenosa, los resultados obtenidos son poco

concluyentes; cuestion que permanece por dilucidar.

En fin, para Uvnas-Moberg (1996), la cantidad de Oxitocina necesaria, podria
depender de la conducta que se esta estudiando. Asi, mientras que para observar efectos
ansioliticos o para el analisis de la conducta sexual es suficiente una administracion en el
rango de los nanogramos, para la obtencion de efectos hidrominerales, se necesita una
administracion del orden de microgramos de Oxitocina. De hecho, estos autores suelen
utilizar alrededor de 200 microgramos (1 mg/Kg) de Oxitocina administrados

subcutdneamente (ver Tabla 3.2). De forma similar, Arletti y asociados, utilizan también
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dosis proximas a 150 microgramos de Oxitocina inyectados intraperitoneralmente

(ver Arletti et al, 1993).

Esta ausencia de consenso, pone de manifiesto la necesidad de utilizar dosis
variadas de oxitocina para el estudio de los efectos hidrominerales asociados a su
administracion. Este tipo de aproximacion permitiria, cuanto menos, conocer aspectos tales
como el caracter cuantitativo (dependiente de la dosis) o cualitativo (especifico para cada
dosis) de los efectos que se analicen. En el experimento 3, se ha puesto de manifiesto que la
administracion de varias dosis (2.75; 5.5; 8.25 y 11 microgramos) de oxitocina en animales
privados de alimento, ejerce efectos dosis-dependiente sobre el volumen y sobre la
excrecion de sodio (datos de 6 horas, previos a la segunda administracion). El efecto
polidipsico de la oxitocina, por su parte, ha sido observado 24 horas después del inicio de la
privacion de alimento y tras la administracion de una segunda dosis de igual magnitud (seis
horas después de la primera) (Experimentos 1, 2 y 3). De esta forma y en comparacion con
los sujetos del grupo control (AD S/C), la cantidad mas reducida de Oxitocina que se ha
empleado para observar la respuesta polidipsica en animales privados de alimento, supera
los 11 microgramos (Experimento 3). Como se ha sefialado previamente, la ingesta de
agua inducida por Oxitocina podria requerir, por tanto, de un intervalo temporal mayor o de
una dosis superior a la que se necesita para estimular las respuestas renales, o ser fruto de la

excrecion renal previa de agua y CINa.

La Segunda Fase realizada (en relacion con la ingesta de diversas soluciones con
CINa 48 horas después de la primera administracion de oxitocina (figura 3.9)), podria
discriminar entre esas posibilidades. La ingesta de soluciones isotonicas, como la que se
observa en los grupos de Oxitocina de manera dosis-dependiente, parece apoyar la
propuesta de que, ademas de reducir el volumen hidrico corporal, la hormona habria
generado un déficit en los niveles de sodio del organismo y asi, motivar la ingesta volémica

de agua y sales minerales.

En el experimento aqui presentado, los animales han consumido una concentracion
final cercana al rango isotonico (figura 3.12) combinando la ingesta de las cuatro

soluciones disponibles (agua y CINa al 0.45; 0.9 y 1.8%). De forma similar, Cort observé
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en 1963 que durante las condiciones hiponatrémicas (por lesion electrolitica del hipotdlamo
posterior), las ratas reconocian la importancia de incrementar la ingesta de CINa. En tests
de eleccion entre agua, CINa al 0.9% y ClINa al 3%, estos animales también preferian, a
pesar de su estado hiponatrémico, la solucion isotdnica, rechazando el fluido hipertonico

(Cort, 1963).

En resumen, la carencia de sodio podria ser corregida adecuadamente mediante la
ingesta de soluciones isotonicas; todo lo contrario de lo que se observa en situaciones de
sed osmotica, durante las cuales aparece un rechazo de las soluciones con CINa
(Kutscher y Steilen, 1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956). A pesar de ello, los
datos disponibles no permiten descartar que el apetito por las soluciones isotdnicas
observado durante la segunda fase, sea consecuencia de un estado de hiponatremia que
habria aparecido como consecuencia de la ingesta de cantidades elevadas de agua durante
las 48 horas previas y en ausencia de alimento. Esta posibilidad plantea la necesidad de
disefiar nuevos experimentos que permitan dilucidar la naturaleza fisioldgica de los efectos

oxitocinérgicos y su dependencia de la excrecion renal de sodio.
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DISCUSION GENERAL DEL CAPITULO 1

En este Capitulo se ha estudiado la influencia de la Oxitocina sobre la ingesta y excrecion
de fluido. La administracion subcutdnea de esta neurohormona, incrementa la ingesta y
excrecion de liquido en sujetos privados de alimento (Experimentos 1 y 3) y en animales
mantenidos ad lib con una dieta hiposddica (Experimento 2), pero no en los sujetos
alimentados con la dieta habitual (con CINa) (Experimento 1). Este hecho sugiere que es el
consumo de sodio a través de la dieta el que podria enmascarar los efectos hidrominerales

de la oxitocina.

En los sujetos privados de alimento, la oxitocina modifica en primer lugar el
volumen y la concentracion de la orina. Asi, seis horas después de administrar la
hormona ya se aprecia un incremento en la excrecion de sodio (Figura 3.5) y en el
volumen de orina (Figura 3.2) como consecuencia de la administracion de Oxitocina a las
ratas privadas de alimento. Estos efectos dependen linealmente de la dosis de Oxitocina
administrada, sin embargo, la concentracion urinaria de los animales, resulta similar con
independencia de la cantidad de Oxitocina inyectada (Figura 3.4). De esta forma, el efecto
diurético podria ser secundario a la natriuresis oxitocinérgica ya que la excrecion de Na"
conlleva la salida de CINa y agua del organismo (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al, 1997).
Al aumentar la excrecion de sodio, la Oxitocina podria inactivar el mecanismo de dilucion
de la orina que se activa en situaciéon de privacion de comida (Figura 3.4). Los efectos
natriurético y diurético de la Oxitocina han sido habitualmente descritos en diversas
preparaciones fisiologicas (Balment et al, 1980 y 1986; Conrad, 1986; Haanwinckel, 1995;
Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992, 1997; Stoeckel y Freund-Mercier, 1989;
Schmidt et al, 1990; Verbalis et al, 1991b; Windle et al, 1995 y 1997).

En esta Tesis se ha comprobado que al tiempo que la Oxitocina modifica el proceso
de excrecion, también afecta al comportamiento ingestivo. Sin embargo, los datos
disponibles, muestran que los efectos renales de la Oxitocina no se ven inicialmente
acompanados de ningin cambio en la ingesta de agua (datos de 6 horas): durante este
intervalo de tiempo, los sujetos del grupo OX S/C, excretan una cantidad mayor de sodio y

fluido que los sujetos privados del grupo Control pero no consumen mayor cantidad de
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agua (Figura 3.2). El efecto poliurico de la Oxitocina y la ausencia de efectos ingestivos,
provoca la pérdida de un volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina’’) mayor que en los

sujetos privados del grupo control (Figura 3.3).

La ausencia de efectos ingestivos iniciales contrasta con el incremento en la ingesta
de agua, que se observa 24 y 48 horas después de administrar la hormona, tanto en sujetos
privados de alimento (Experimento 1: figura 1.4A; Experimento 3: figura 3.7A) como en

animales mantenidos con dietas hiposddicas (Experimento 2; figura 2.4A).

Considerando todos estos resultados de manera conjunta, es decir, los efectos
natriurético y diurético y la ausencia de efectos ingestivos iniciales, se podria proponer a la
pérdida de volumen hidromineral como la causa primaria del desequilibrio regulatorio

organico y desencadenante de la polidipsia posterior. Es decir,

OXITOCINA —> Natriuresis
I ——— Polidipsia
Diuresis

La pérdida de agua y sales minerales (hipovolemia), activa la ingesta de agua y sales
minerales y en este sentido, la Oxitocina no so6lo estimula la ingesta de agua
(Experimentos 1 y 3), también aumenta el consumo de soluciones isotonicas (Segunda Fase
del tercer Experimento) (Figura 3.10). La secuencia de efectos presentada, parece apuntar
pues al efecto natriurético de la Oxitocina como desencadenante y factor primario de la

respuesta polidipsica.

Una posible relacion entre la ingesta de agua, la natriuresis oxitocinérgica (y su
efecto sobre los niveles corporales de sodio), se ha observado a través de diversos estudios
clinicos. Asi, Yeu-Wang y colaboradores han descrito el caso de mujeres embarazadas con
un cuadro de intoxicacion por agua e hiponatremia como consecuencia de la administracion
de Oxitocina (Yeu-Wang, et al, 2000). De hecho, la administracion de esta hormona se ha
propuesto como una de las causas de los estados hiponatrémicos (Adrogué¢ y Madias,

2000).
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Los efectos ingestivos de la Oxitocina constituyen un tema por dilucidar dada la
presencia de resultados dispares. Para Stricker y Verbalis, esta hormona podria inhibir la
ingesta de agua y CINa, sin embargo, al inyectar un coloide en ratas pretratadas con
Oxitocina y mantenidas con dietas hiposddicas, obtuvieron el efecto contrario (Stricker y
Verbalis, 1987b). Los resultados de la presente Tesis Doctoral muestran que de por si sola,
la Oxitocina estimula la ingesta de agua en sujetos mantenidos con dietas hiposodicas
(Experimento 2) y sugieren que el efecto natriurético que la hormona ejerce en este tipo de
condicion alimenticia (Verbalis et al, 1991b), podria potenciar el efecto volémico del

coloide y la ingesta de ambos fluidos (Stricker y Verbalis, 1987b).

Para otros autores, por el contrario, la oxitocina no modificaria la ingesta de agua
(Olson et al, 1991; Uvnids-Moberg, 1996). Sin embargo, en ambos casos, los animales
empleados en estos estudios disponian ad lib del alimento habitual (con CINa). Los datos
obtenidos en los animales con comida disponible del Experimento 1, confirman estos
resultados (ver Figura 1.4A). De forma analoga, la dieta habitual parece reducir la

capacidad natriurética de la Oxitocina (Balment et al, 1980).

En contra de estos resultados Arletti y asociados sugieren que la Oxitocina inhibe la
ingesta de agua en animales mantenidos ad lib con la dieta habitual (Arletti et al, 1989 y
1990 y Benelli et al, 1991). Sin embargo, estos autores suministran intraperitonealmente
150 microgramos de Oxitocina (ver Arletti et al, 1993, pagina501), unas dosis superiores a
las usadas en los experimentos del presente capitulo y posiblemente suprafisioldgicas (ver
Olson et al, 1991) puesto que el comportamiento ingestivo es registrado inmediatamente
después (y durante 15 minutos) de finalizar la administracion de la hormona (Arletti et al,

1990).

A pesar de su efecto sobre la ingesta y excrecion de agua, la Oxitocina no parece

modificar (después de 24 y 48 horas) el volumen hidrico corporal, ya que la variable

“Agua menos Orina” es similar en los grupos de Oxitocina y en el grupo control sin
comida. Asi, el volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina”) se ve afectado por la
privacion de comida (que aumenta la pérdida de fluido del organismo), pero no por la

administracion de la hormona (Experimento 1: figura 1.6; Experimento 3: figura 3.8).
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De esta forma, el descenso en el volumen hidrico de los sujetos (control y oxitocina)
privados de alimento durante 24 horas, es de magnitud similar. Sin embargo, y dado que
seis horas después de su primera administracion, la oxitocina habia reducido el volumen
hidrico corporal de los sujetos (“Agua menos Orina”) (figura 3.3), este descenso inicial en
el volumen hidrico corporal ha de ser invertido con posterioridad; una posibilidad que sera

abordada en los siguientes experimentos.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la oxitocina incrementa la
ingesta de agua en sujetos privados de alimento (Experimento 1 y 3) y en animales
mantenidos ad lib con dietas hiposoddicas (Experimento 2), pero no si la dieta disponible
cuenta con CINa (Experimento 1). Los efectos ingestivos de la Oxitocina podrian depender
de su efecto renal excretor y de la ausencia de sodio en la dieta, y por tanto, de un efecto
volémico o al menos, de alguna alteracion relacionada con el metabolismo del sodio. Desde
este punto de vista, si fuese cierto que el efecto comportamental de la oxitocina depende de
la pérdida de sodio, la administracion de CINa podria suprimir el comportamiento

hiperdipsico de los animales que reciben Oxitocina.









CAPITULO 2: INVERSION DE LA

POLIDIPSIA OXITOCINERGICA Y

EVOLUCION DEL VOLUMEN HIDRICO
CORPORAL.

INTRODUCCION: EFECTOS DEL CINa SOBRE LA
INGESTA OSMOTICA Y VOLEMICA DE AGUA

En un contexto general, los dos factores desencadenantes de la sed mas investigados en el
ambito de la homeostasis hidromineral, han sido la deshidratacion intra-celular

(sed osmotica) y el descenso del volumen extra-celular (sed volémica).

La deshidratacion celular, cursa con unos niveles elevados de sodio corporal que
comportamentalmente, provoca el rechazo de las soluciones con cloruro sédico (Kutscher y
Steilen, 1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956). Asi, las ratas osmdticamente
sedientas prefieren agua antes que sustancias que incluyan CINa y cuando de hecho han de

escoger entre dos soluciones con CINa, seleccionan aquella que estd menos concentrada

(Young y Falk, 1956).
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La sed y la consiguiente retencion renal de fluido que se produce tras la
administracion de soluciones hipertonicas (Balment et al 1980; Brimble y Dyball, 1977;
Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977; Gilman, 1937; Huang et al.,
1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al.,
2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000;
Stricker et al., 1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker,
2000; Voisin et al., 1999; Weitzman et al., 1978), también se observa en sujetos privados de
alimento. Asi, la administraciéon de una determinada concentracion de CINa estimula la
ingesta de una cantidad de agua similar tanto en los animales privados de comida como en

los sujetos mantenidos ad lib (Oatley y Tonge, 1969).

Por el contrario, la sed volémica conlleva la pérdida de sales minerales y en este
caso, la ingesta de agua esta asociada con el apetito y consumo de CINa (Fitzsimons, 1979
y 1998; Johnson et al., 1997; McCance, 1938; Phillips et al., 1998; Rolls y Rolls, 1982;
Share, 1988; Share y Schneider, 2000; Verbalis y Stricker, 2000). En efecto, el fluido que
se pierde en estas situaciones es isotonico; con lo cual, la osmolaridad plasmatica de los
individuos hipovolémicos no se modifica (Fitzsimons, 1961b; Peters, 1980; Verbalis y
Stricker, 2000). Como el organismo debe corregir el déficit de agua y también el de CINa,
cuando los sujetos hipovolémicos disponen de suero fisiologico o de CINa hipertonico y
agua, toman la cantidad de liquido isotdnico suficiente para restaurar el volumen y la

composicion extracelular (Kutscher y Steilen, 1973; Stricker y Jalowiec, 1970).

En resumen, el comportamiento de ingesta o no de soluciones con diversas
concentraciones de CINa, se convierte en una variable dependiente clarificadora a la hora
de dilucidar si la ingesta de agua esta motivada por déficits volémicos o por incrementos en

la tonicidad plasmatica (sed osmética).
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EXPERIMENTO 4: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE
OXITOCINA SOBRE LA INGESTA Y RETENCION DE
AGUA: REPERCUSIONES REGULATORIAS DE LA
DISPONIBILIDAD Y CONSUMO DE SOLUCIONES SALINAS
HIPERTONICAS.

En el Capitulo 1 se ha propuesto que el sodio es el constituyente esencial de la dieta a la
hora de explicar los efectos de la Oxitocina y que la natriuresis, podria constituir el
mecanismo regulatorio primario en el comportamiento hiperdipsico que esta hormona
genera en los sujetos privados de alimento. Asimismo, se ha sugerido que la oxitocina
podria estimular la ingesta de agua al desencadenar déficits volémicos o quizd simplemente

por alguna alteracion especifica en el metabolismo del sodio.

La respuesta natriurética de la oxitocina en animales privados de alimento es un
efecto dosis-dependiente (Experimento 3) y la eliminacion de sodio conlleva la excrecion
simultanea de cloro y agua (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al, 1997; Rose, 1994). El fluido
excretado por los sujetos privados de alimento que reciben Oxitocina parece ser isotonico,
ya que, como se ha visto (Experimento 3), estos animales excretan una orina con una
concentracion similar a la que se observa en los sujetos del grupo control con comida. Asi
pues, la administracion de Oxitocina en sujetos privados de alimento podria reducir el
volumen de fluido extracelular (hipovolemia), como consecuencia de la excrecion conjunta

de CINa y agua.

Siguiendo un planteamiento tedrico caracteristico de la sed volémica, la
hipovolemia oxitocinérgica deberia estimular la ingesta de soluciones isotonicas, tal y como
se observo en la segunda fase del Experimento 3. En este Experimento 4 se pretenden
examinar las consecuencias que la disponibilidad y el consumo de soluciones hipertonicas
tienen sobre la polidipsia que se aprecia al administrar oxitocina en ratas privadas de
alimento. Otras especies animales como el conejo, responden a la administracion o la

ingesta de soluciones hipertonicas reduciendo la respuesta consumatoria que se manifiesta
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durante la privacion de comida (Cizek, 1961; Cizek et al, 1966; Holmes y Cizek, 1951,
Huang, 1956; Kutscher y Steilen, 1973).

Ademas de examinar los factores implicados en la polidipsia oxitocinérgica, este
experimento pretende estudiar las consecuencias de la accion de la Oxitocina a lo largo del
tiempo (time course). En el Experimento 3 se ha observado que, 6 horas después de su
primera administracion, la Oxitocina reduce el volumen hidrico (“Agua menos Orina”) de
los animales. Sin embargo, después de 24 horas, la administraciéon de Oxitocina no parece
modificar el volumen hidrico de los sujetos (Experimentos 1y 3). Estos datos sugieren que,
durante el intervalo temporal intermedio entre ambos registros, la Oxitocina habria ejercido
el efecto contrario, es decir, habria aumentado el volumen hidrico de los animales. Esta
posibilidad se ve respaldada por los resultados de algunos estudios que, registrando
diversas variables dependientes, han observado que la Oxitocina ejerce efectos opuestos
con el paso del tiempo y concretamente, el de Bjorkstrand y Uvnés-Moberg (1996) (con la
ingesta de alimento y el peso corporal), el de Lokrantz y asociados (1997) (con la ingesta
intraoral de glucosa), y mas recientemente el de Petersson y colaboradores (1999) (con la
presion arterial). En este experimento se examina, en funcion de la disponibilidad o no de
alimento, el comportamiento ingestivo, la excrecion de orina, el volumen hidrico y el peso

corporal de los animales /2y 24 horas después de la primera administracion de Oxitocina.

OBJETIVOS E HIPOTESIS:

® Analizar la evolucion de la administracion de Oxitocina sobre la ingesta y excrecion

de orina y sobre el volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina”).

e Estudiar las repercusiones de la disponibilidad de soluciones hipertonicas de cloruro
sodico sobre la polidipsia oxitocinérgica en sujetos privados de alimento. Se
considera que el consumo de estas soluciones salinas deberia reducir el efecto

hiperdipsico sobre la ingesta de agua inducido por la hormona.
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METODO:

SUJETOS Y GRUPOS:

Se han empleado en este experimento 28 ratas Wistar macho que fueron aleatoriamente
asignadas a uno de los siguientes grupos: AD S/C; OX S/C; AD C/C y OX C/C
(n=7 para cada grupo). Las condiciones generales restantes fueron las mismas que en los

experimentos anteriores.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

Tras un periodo de adaptacion al laboratorio, los animales son alojados en jaulas de
metabolismo con agua y comida ad lib durante 24 horas (Linea Base). Una vez transcurrido
ese periodo, se retira la comida a la mitad de sujetos. La otra mitad se mantiene con agua y
comida ad lib. A su vez, la mitad de cada uno de esos grupos (con y sin comida), recibe un
total de 1 ml de Oxitocina s.c. (10 U.I.) 6 1 ml de Agua Destilada, repartido en dos dosis
de 0.5 ml que se administran a las 8:30 y a las 14:30 horas, es decir, de manera analoga a la

descrita en los experimentos anteriores.

Doce horas después de la primera inyeccion y ya en el periodo de oscuridad, se
registra' la ingesta de agua, el volumen de orina y el peso corporal de los animales

(comportamiento regulatorio durante el ciclo de luz).

A continuacion, se afiade en la jaula metabdlica un depdsito de agua con cloruro
sodico al 1.5%, ademas del agua propiamente dicha y, doce horas después, se registra de
nuevo la ingesta de agua y de CINa, el volumen de orina excretado y el peso corporal

(comportamiento regulatorio durante el ciclo de oscuridad).

! Dado que estas ratas Wistar son albinas y con el objeto de interrumpir en el menor grado posible con el ciclo
de oscuridad (durante el que estos roedores permanecen activos), se uso luz roja para el registro e inyecciénes
nocturnos.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Como se ha indicado anteriormente, uno de los objetivos de este experimento, es
comprobar si la ingesta de CINa hipertonico puede reducir la polidipsia oxitocinérgica que
se observa en sujetos privados de alimento. Por ello, las variables independientes de este
experimento han sido las mismas que en los experimentos anteriores: la sustancia inyectada
(Oxitocina-Agua Destilada) y la disponibilidad de comida (grupos con comida y grupos sin

comida).

Para el Analisis estadistico del Comportamiento Regulatorio durante el periodo de

inactividad (ciclo de luz), se realizan dos analisis multivariados. El primero de ellos
(Manova 2x2) con la ingesta de agua y el volumen de orina excretado como variables
dependientes y el segundo (Manova 2x2) para las variables “Agua menos Orina” y

. 2
“cambio en el peso corporal™.

Por su parte, para el analisis del Comportamiento Regulatorio durante el periodo de

actividad (oscuridad), cuando los animales disponen de agua y CINa, se emplea un
Manova 2x2 con las mismas variables independientes y con la ingesta de agua, de CINa

hiperténico y el volumen de orina, como variables dependientes.

A partir de la ingesta de ambos fluidos (agua y CINa), se ha calculado la
concentracion media de CINa ingerido (variable que se analiza mediante un Anova para los
2x2 grupos de sujetos). No pudo analizarse, durante este periodo, la wvariable

“Agua menos Orina” (dada la presencia de CINa).

Inicialmente se analiza el dia de linea base (ad lib) con el objeto de examinar la
existencia de diferencias previas entre los grupos de animales. En todos los casos, se usan

Comparaciones Planeadas para el estudio de los efectos significativos.

% Se incluyen las dos variables dependientes dada la previsible relacion entre ambas (al menos en los sujetos
privados de alimento): si los sujetos pierden un volumen de fluido importante y no ingieren la misma o una
cantidad superior de agua (valor negativo de “Agua menos Orina”), perderan peso. En el polo opuesto, cuando
el ingreso de fluido supera a su pérdida (valor positivo de “Agua menos Orina”), el peso corporal podria
cambiar en el mismo sentido.
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RESULTADOS:

La Tabla 4.0 (ver Anexo) muestra las medias y desviaciones tipicas obtenidas en este

experimento.

ANALISIS DE LINEA BASE

El Manova para la ingesta de agua, comida y peso corporal en condiciones basales, sefala
la ausencia de diferencias  significativas entre los cuatro grupos de animales

(Rao (9, 43)=1.00; p< 0.450) (Figura 4.1).

LINEA BASE

0X S/C 0X CIC AD S/C AD C/C

GRUPOS
LINEA BASE LINEA BASE
40
% 320
280
30
240
572
2 5200
a2 o
s & 160
Q15 &
o 120
10 %
5 40
W N \ W N 0 N \
0XSIC oxcic ADSIC ADCIC 0XSIC oxcic AD SIC ADCIC
GRUPOS GRUPOS

Figura 4.1: Ingesta de agua, comida y peso corporal durante 24 horas en situacion ad lib.
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ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO REGULATORIO DIURNO
(12 PRIMERAS HORAS)

e INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

El Manova con los datos de la ingesta de agua y de la excrecion de orina durante el ciclo de

luz (12 horas), muestra un efecto significativo para la interaccion de las dos variables

independientes (Rao (2,23)=3.8; p< 0.04) (Tabla 4.2 y Figura 4.2):

VARIABLES Lambda de|Rao’sR gll gl 2 p
Wilk’s

SUSTANCIA 503525 11.33898 2 23 .000374

COMIDA 568729 8.72052 2 23 .001518

INTERACCION |.752292 3.78661 2 23 .037883

Tabla 4.2: Manova sobre la ingesta y excrecion de agua durante las 12 horas de luz
para los 2 x 2 grupos de sujetos.

*p<0.05 (AD SIC vs AD C/C) np<0.01 (OXS/C vsAD S/C)
15 #p <0.01 (OX S/C vs OX C/C)
15
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Figura 4.2: Efecto de la privacion de alimento y/o administracion de oxitocina sobre la

ingesta de agua y el volumen de excrecion durante el periodo de inactividad (12 h luz).
La ingesta de agua difiere inicamente en los grupos control: los sujetos privados de
comida, consumen menos agua que el grupo control con comida (F(1,24)= 4.31; p< 0.05).
El volumen de orina excretado, por el contrario, difiere significativamente entre los dos

grupos de Oxitocina (el grupo sin comida excreta un volumen de orina superior
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(F(1,24)=17.22; p< 0.001)); y entre los dos grupos Sin Comida (el grupo de Oxitocina

excreta un volumen de orina superior (F(1,24)=28.75; p<0.001)).

Entre los grupos mantenidos ad lib, no se observan diferencias significativas en la cantidad

de comida ingerida durante este periodo de tiempo (F(1,12)=2.42; p<0.15) (ver Anexo).
e VOLUMEN HIDRICO ORGANICOY PESO CORPORAL:

El Manova sobre las variables dependientes “Agua menos Orina” y “Diferencial de peso”
doce horas después del inicio de la privacion y de la primera administracion, muestra
significacion para los efectos principales, pero no para la interaccion de las dos variables

independientes (Tabla 4.3 y Figura 4.3):

VARIABLES Rao gll gl?2 p
INDEPENDIENTES
Comida 14,69459 2 23 ,000077
Sustancia 6,52235 2 23 ,005704
Interaccion ,99241 2 23 ,386005

Tabla 4.3: Manova sobre el volumen hidrico y peso corporal durante las 12 horas de luz
para los 2 x 2 grupos de sujetos.

*p<0.05 (OXS/C vs OXCIC) *p<0.05 (SIC vs CIC)
#P<0.05 (OXSIC vs ADSIC) #p<005 (OXSIC vs ADSIC)
4 =
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Figura 4.3: Efecto de la privacion de alimento y/o administracion de oxitocina sobre el
volumen hidrico y sobre el peso corporal durante el periodo de inactividad (12 h luz).
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La privacion de alimento (grupos con comida vs grupos sin comida) reduce el valor

de la variable “Agua menos Orina” y genera un descenso del peso corporal
(Rao (2,23)= 14,69 p< 0,001: F(1,24)= 16,97; p<0,001
“Agua menos Orina” y F(1,24)= 25,46; p< 0,001 para el diferencial de peso). Por su parte

para la relacion

y de forma similar (Rao (2,23)= 6,52; p< 0,000), la administracion de Oxitocina

(grupos de oxitocina vs grupos de agua) también reduce la la relacion “Agua menos Orina”
(F(1,24)=10,56; p< 0,004) y el peso corporal (F(1,24)= 8,45; p< 0,008). En la Tabla 4.4, se

muestran los efectos significativos entre pares de grupos (ver también la figura 4.3):

Tabla 4.4 “AGUA menos ORINA” | DIFERENCIAL DE PESO
F (1,24) p F (1,24) p
OX S/C vs OX C/C 15.25 0.001 14.11 0.001
AD S/C vs AD C/C 3.7 0.068 11.4 0.003
OX S/C vs AD S/C 10.8 0.004 5.04 0.035
OX C/C vs AD C/C 1.70 0.204 3.48 0.08

Tabla 4.4: Comparacion entre pares de grupos.

ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO REGULATORIO NOCTURNO
(12 HORAS DE OSCURIDAD)

e INGESTA DE AGUA Y CINa Y VOLUMEN DE ORINA:
El Manova con los datos de la ingesta de agua, del fluido hipertonico y de la excrecion de
orina durante las horas de oscuridad, muestra un efecto significativo para la interaccion de

las dos variables independientes (Tabla 4.5 y Figura 4.4):

VARIABLES Lambda de Rao’s R gl 1 gl 2 p
Wilk’s

SUSTANCIA s.c. |,322214 15,42584 3 22 ,000013

COMIDA ,266194 20,21549 3 22 ,000002

INTERACCION |,536733 6,32958 3 22 ,002934

Tabla 4.5: Manova sobre la ingesta de agua y CINa y sobre la excrecion de agua durante
las 12 horas de oscuridad para los 2 x 2 grupos de sujetos.
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NO SIGNIFICATIVO
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Figura 4.4: Efecto de la privacion y/o Oxitocina sobre la ingesta de agua (figura 4.44),
CINa (figura 4.4B) y sobre el volumen de orina (figura 4.4C) excretado
durante las horas de actividad (periodo de oscuridad).
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Como se muestra en la figura anterior y en relacion al efecto de la Oxitocina
(0X S/C vs OX C/C), se obtienen diferencias significativas en el analisis Multivariado
(Rao (3,22)= 12.93; p< 0.001). El grupo privado de comida, ingiere una cantidad de CINa
(F(1,24)= 17.10; p< 0.001) y excreta un volumen de orina (F(1,24)= 24.99; p< 0.001)
superior al grupo que dispone de comida. Sin embargo hay que destacar que no se observan

diferencias significativas en la ingesta de agua (F(1,24)=2.07; p<0.163).

El grupo OX S/C también muestra un comportamiento diferente al grupo de AD S/C
(0X S/C vs AD S§/C) (Rao (3,22)= 19.55; p< 0.001) y concretamente un consumo mas
elevado de CINa (F(1,24)= 43.71; p< 0.001) y un mayor volumen de excrecion
(F(1,24)= 9.03; p< 0.006); sin que se observen diferencias significativas en la ingesta de

agua (F(1,24)=0.36; p<0.552).

Entre los dos grupos mantenidos ad lib (AD C/C vs OX C/C) no se aprecian
diferencias significativas: Rao (3,22)= 2.20; p< 0.116 (F(1,24)= 0.01; p< 0.917 para la
ingesta de agua, F(1,24)=0.25; p<0.619 para la ingesta de CINa y F(1,24)=0.18; p<0.671

para el volumen de orina).

Finalmente, entre los grupos de Agua Destilada (con y sin comida), se observan
diferencias en el Multivariado (Rao (3,22)= 13.62; p< 0.001) que no alcanzan a ser
significativas cuando se comparan los dos grupos individualmente (F(1,24)= 0.89; p< 0.355
para la ingesta de agua; F(1,24)= 3.89; p< 0.060 para el consumo de CINa y
F(1,24)=2.45; p<0.130 para el volumen de orina excretado) (ver figura 4.4).

La suma de ambos fluidos (agua y CINa) ingeridos, representa el consumo total de
cada sujeto. El analisis de esta variable resulta significativo para la interaccion de las dos
variables independientes (“‘sustancia” y “comida”) (F(1,24)= 6.7; p< 0.017). La ingesta
total del grupo OX S/C es superior a la del grupo de control sin comida (F(1,24)= 16.10;
p< 0.001) y a la del grupo de oxitocina con comida (F(1,24)= 12.07; p< 0.002). No se
aprecian diferencias estadisticas entre los dos grupos control ni entre los grupos con comida

(Figura 4.5).



EXPERIMENTO 4 195
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Figura 4.5: Efecto de la privacion de alimento y de la administracion de Oxitocina sobre
el consumo total (agua + CINa), durante las 12 horas de actividad.

Por ultimo, a partir de los datos del consumo de ambos fluidos

(agua y CINa al 1.5%), se calcula la concentraciéon media del CINa ingerido. El Anova

realizado sobre esta variable dependiente resulta significativo para la interaccion de las
variables independientes “Sustancia” y “Comida” (F(1,24)= 6.7; p< 0.017). En este caso, el
grupo de OX S/C ingiere una concentracion media superior que la de los grupos OX C/C

(F(1,24)= 12.07; p< 0.002) y AD S/C (F(1,24)= 16.10; p < 0.001) (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Efecto de la privacion de alimento y/o administracion de oxitocina sobre la
concentracion del CINa ingerido durante las horas de actividad.

Entre los grupos mantenidos ad lib, no se observan diferencias significativas en la cantidad

de comida ingerida durante este periodo de tiempo (F(1,12)= 0.62; p< 0.45) (ver Anexo).
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DISCUSION DEL_EXPERIMENTO:

Los resultados obtenidos en este experimento ponen de manifiesto la evolucion de los
efectos de la privacion de alimento y de la administracion de Oxitocina, por una parte y, por

otra, el efecto de la ingesta de CINa sobre la polidipsia oxitocinérgica.

e Efecto de la privacion de alimento y de la administracion de oxitocina, sobre
diversas variables regulatorias hidrominerales durante el ciclo de inactividad

de los animales (periodo de luz):

Durante el ciclo de luz (12 primeras horas) se observa que los dos grupos privados de
comida (AD S/C y OX S/C) ingieren una menor cantidad de agua que sus respectivos
grupos de control con comida (Figura 4.2A). Adicionalmente, el grupo OX S/C excreta un
volumen de orina significativamente superior al de sus grupos control (AD S/C y OX C/C)
(Figura 4.2B). Estos efectos ya han sido observados previamente y relacionados,
respectivamente, con la ingesta de agua en asociacion con el consumo de alimento
(por parte de los grupos con comida) y con el efecto natriurético-diurético de la Oxitocina

en los sujetos sin comida.

Adicionalmente, durante este intervalo temporal de 12 horas, tanto la privacion de
alimento como la administracion de Oxitocina, parecen reducir el volumen hidrico corporal
y el peso de los animales (Tabla 4.2 y Figura 4.3). Con respecto a la oxitocina
(considerando su efecto diurético y la ausencia de efectos ingestivos iniciales), se habia
sugerido que esta hormona deberia reducir el volumen hidrico corporal; un efecto que
resultd significativo 6 horas después de la administracion de 5 U.L. de Oxitocina
(ver Tabla 3.3 del Experimento 3) y que ahora, 12 horas después de la primera
administracion de oxitocina (con un total de 10 U.I. suministradas en dos dosis), vuelve a

repetirse.

En este estudio también se pone de manifiesto que la Oxitocina ejerce efectos

diferenciales sobre la variable “Agua menos Orina” a lo largo del tiempo, de manera
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andloga a como habian sugerido algunos autores registrando otras variables dependientes
(Bjorkstrand y Uvnids-Moberg, 1996; Lokrantz et al, 1997; Petersson et al, 1999). En el
caso del volumen hidrico corporal, si bien durante el periodo de inactividad los animales
con oxitocina disponen de un volumen hidrico menor que el de los sujetos control
(Experimento 4: figura 4.3), éste podria normalizarse después de 24 horas (como sugieren
los Experimentos 1 y 3). Para ello, durante el ciclo de actividad (periodo de oscuridad) los
animales que reciben oxitocina habrian tenido que aumentar el volumen hidrico para
recuperar el liquido perdido durante el ciclo de luz. Asi, mientras que la excrecion de orina
que se observa durante el dia en los sujetos que reciben oxitocina podria determinar
primariamente el descenso en el volumen hidrico corporal, la ingesta de agua durante la

noche, podria aumentarlo de forma similar.

Por su parte, la privacion de alimento, reduce el volumen hidrico corporal en todo
momento. Asi, en los Experimentos 1 y 3, los animales privados de alimento muestran un
valor significativamente reducido en la variable “Agua menos Orina” por comparacién con
los animales con comida (6 y 24 horas después de iniciar la privaciéon). Con un lapso
intermedio entre ambos registros (12 horas de privacion), se ha observado el mismo efecto
(Experimento 4). En resumen, la privacion de alimento parece generar un descenso en el

volumen hidrico y en el peso corporal que parece independiente del intervalo de registro.

e Efecto de la ingesta de CINa durante el ciclo de actividad-oscuridad, sobre la

polidipsia oxitocinérgica:

Los resultados observados en el Capitulo anterior sugerian que el efecto ingestivo de la
Oxitocina podria ser el resultado de su accion natriurética, o lo que es lo mismo, que la
excrecion de sodio en sujetos privados de alimento e inyectados con Oxitocina, podria ser
la variable fundamental para estimular la ingesta de agua. Desde esta perspectiva, la ingesta
voluntaria de CINa podria reducir o contrarrestar la polidipsia oxitocinérgica. En el
Experimento 4, se ha comprobado que, tal y como se esperaba, la ingesta de soluciones

hipertonicas, bloquea la polidipsia oxitocinérgica en lo referente al consumo de agua.



198 CAPITULO 2

En efecto, mediante el empleo de un test de doble eleccion (agua-ClNa al 1.5%)
durante el ciclo de actividad de los animales (12 horas de oscuridad), los sujetos del grupo
Oxitocina sin comida, han consumido una cantidad de agua similar a la de los animales
inyectados con el vehiculo y a la del grupo oxitocina con comida. Sin embargo, el consumo
de la solucion salina hipertonica (en el grupo OX S/C) ha sido significativamente superior
que la de sus dos grupos de control (AD S/C y OX C/C) (Figura 4.4). Calculando la
concentracion media ingerida, los animales (OX S/C) han consumido un fluido isotonico
(0.8%) (concentracion similar a la que se observo durante la Segunda Fase del
Experimento 3). Los tres grupos restantes (AD S/C; AD C/C y OX C/C), reducen

significativamente el consumo de la solucion hipertonica (CINa al 1.5%) (Figura 4.6).

Uno de los resultados mas destacables de este experimento, lo constituye
precisamente la supresion de la polidipsia oxitocinérgica (sobre el consumo de agua)
mediante la ingesta espontanea de CINa. En efecto, en el Capitulo anterior, se sugeria la
existencia de un paralelismo entre los efectos de la Oxitocina (en sujetos privados de
alimento) y los de la mera privacion de alimento en conejos, perros y ratones (Cizek, 1961;
Cizek et al, 1966; Holmes y Cizek, 1951; Kutscher y Steilen, 1973). En estas especies, se
habia observado una respuesta polidipsica mediante privacion de alimento, que podria estar
relacionada con la pérdida de fluido extracelular (Cizek, 1961; Kutscher y Steilen, 1973),
ya que era abolida al sustituir el agua por CINa (al 0.85%) (Cizek, 1961). Posteriormente,
Kutscher y Steilen observaron un bloqueo similar ofreciendo agua y CINa al 1.5%

(Kutscher y Steilen, 1973).

Asi pues, todos estos resultados sugieren que, los animales son capaces de combinar
la ingesta de los fluidos disponibles con el objetivo final de obtener y mantener estados
isotonicos (Kutscher y Steilen, 1973; Stricker y Jalowiec, 1970). Esta parece ser la mejor
alternativa para paliar la sed volémica (Smith y Stricker, 1969). Por tanto, la mayor ingesta
de soluciones isotonicas (segunda fase del Experimento 3 y Experimento 4), junto con la
respuesta polidipsica de los animales privados de alimento que reciben oxitocina

(Experimentos 1 y 3) ademas del hecho de que la natriuresis oxitocinérgica aparece con
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anterioridad a la ingesta de agua (Experimento 3), podrian sefialar a la Oxitocina como una

hormona asociada con la regulacion volémica y consecuentemente del apetito por sodio.

Como regla general, la preferencia por las soluciones hipertonicas suele estar
relacionada con la pérdida de sodio o con la existencia de bajos niveles corporales de este
ion (ver Schulkin, 1991). Asi, los modelos mas comunes de apetito por sodio en ratas han
empleado, por ejemplo, adrenalectomias bilaterales (Richter, 1936) (animales que
carecerian del mecanismo de retencion de sodio mediado por la Aldosterona
(Fregly y Waters, 1966)), inyecciones sistémicas de mineralocorticoides (Rice y Richter,
1943; Wolf, 1964), tratamientos con coloides (Stricker, 1983), Angiotensina II
(Fluharty y Epstein, 1983), la administracion de sustancias diuréticas (Jalowiec, 1974) o la
supresion de sodio en la dieta durante periodos prolongados (Thiels et al, 1990). La

Oxitocina podria ser un ejemplo mas en esta misma direccion.

Como ya se ha indicado mas arriba, a diferencia del grupo OX S/C, los tres grupos
restantes del experimento (OX C/C; AD C/C y AD S/C), rechazan el consumo de CINa al
1.5%, una concentracion que suele resultar aversiva a los animales (Kutscher y Steilen,
1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956; Weiner y Stellar, 1951). La preferencia o
rechazo hacia una solucién de cloruro sédico se estudia habitualmente comparando la
cantidad de agua y la de la solucion que los sujetos consumen. En el rango de 0.7 a 1.0 %
de CINa, las ratas eligen esta concentracion antes que el agua (Bare, 1949; Kaunitz et al,

1960; Stellar y McCleary, 1952; Young y Falk, 1956; Weiner y Stellar, 1951).

Curiosamente, algunos autores han observado que, en sujetos mantenidos con dietas
hiposddicas se requiere de mas de una semana para que se produzca un aumento en el
consumo compensatorio de soluciones hipertonicas (Curtis et al, 2001; Jalowiec y Stricker,
1973; Stricker, 1981; Stricker et al, 1991). De forma similar, los sujetos del grupo control
privados de alimento (con su correspondiente carencia de sodio), no ingieren una mayor
cantidad de la solucion hipertonica que los sujetos con comida. Estos resultados permiten
suponer que, es esas situaciones, se podrian movilizar las reservas de sodio corporal

(ver Stricker, 1981) con el objeto de minimizar la repercusion que supondria su carencia.
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En los sujetos mantenidos ad lib y al igual que sucedi6 en el experimento anterior,
no se observan influencias significativas de la Oxitocina sobre el comportamiento
regulatorio (ingesta de agua, CINa, comida, peso y volumen de orina) durante el ciclo de

actividad.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la administracion de Oxitocina
en sujetos privados de alimento (y posiblemente en animales mantenidos con dietas
hiposddicas), podria ocasionar un déficit de sodio que estimularia la ingesta y excrecion de
agua. Si, ademas de agua, los sujetos disponen de CINa, su consumo parece anular el
incremento en la ingesta de agua. Sin embargo, a pesar de suprimir el efecto polidipsico, el
consumo de CINa no bloquea la respuesta poliurica de los sujetos con oxitocina
(ver Figura 4.4). Este incremento en el volumen de excrecion podria ser consecuencia de la
mayor ingesta total (agua + CINa) que se observa en los animales con Oxitocina y sin
comida (Figura 4.5) y que podria demandar la excrecion de los excedentes o también de
una tardia inversion en la situacion de hiponatremia que habria inducido la administracion

de Oxitocina.

La mayor ingesta total del grupo OX S/C resulta del aumento en el consumo de la
solucion hipertonica y de la ausencia de cambios en la ingesta de agua conjuntamente con
la pérdida de liquido que se observa en las 12 primeras y 12 horas posteriores a la
administracion de Oxitocina. Un efecto similar al obtenido por Kutscher y Steilen, (1973)
quienes, al ofrecer agua y CINa al 1.5% a ratones privados de alimento, observaron un
incremento en la ingesta de la solucion hipertdnica sin modificaciones en el consumo de

agua.

A pesar de todo ello, la administraciéon de Oxitocina o la ingesta de soluciones
hipertonicas, ha generado en el grupo OX S/C, un mayor consumo de fluido y un volumen
de excrecion superior que en los grupos restantes, y por tanto, unas respuestas polidipsica y

politrica.
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EXPERIMENTO 5: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CINa SOBRE LA
POLIDIPSIA Y POLIURIA OXITOCINERGICA.

En el experimento anterior se ha reducido la ingesta de agua oxitocinérgica en sujetos
privados de alimento a los que se les ofrece soluciones hipertonicas para beber. El que los
sujetos consuman concentraciones salinas en el rango isotonico, similar a la observada en la
Segunda Fase del Experimento 3, apoya la posible relacion entre el comportamiento
hiperdipsico y la pérdida extracelular de sodio: los sujetos combinan la ingesta de diversas
concentraciones de CINa para asi corregir el déficit subyacente consumiendo finalmente
fluido isoténico. En resumen, el consumo de CINa parece reducir la ingesta de agua en los
animales privados de alimento que reciben la administracién de Oxitocina (OX S/C) para

igualarla con la de sus grupos de control (OX C/Cy AD S/C).

Sin embargo, la cantidad total de fluido ingerido y el volumen de excrecion
(del grupo OX S/C), supera a la de los grupos de control (en consonancia con Kutscher y
Steilen, 1973 sobre la ingesta de fluido en sujetos intactos con y sin comida). Por ello,
cabria plantearse si seria posible reducir la polidipsia oxitocinérgica sin aumentar la ingesta
total de fluido. Teodricamente, esta posibilidad deberia ser factible si el CINa fuese

administrado intraperitonealmente y los sujetos dispusieran de agua como tnico fluido.

En sujetos intactos, la administracion de soluciones hipertonicas activa los
mecanismos homeostaticos relacionados con el aumento en la tonicidad plasmatica
(sed osmoética) estimulando la ingesta y retencion de agua (Balment et al 1980; Brimble y
Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977; Gilman, 1937;
Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y Oldfield, 1994;
Miyata et al., 2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983; Sandgaard
et al., 2000; Stricker et al., 1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y
Stricker, 2000; Voisin et al., 1999; Weitzman et al., 1978). Ese comportamiento ingestivo

se observa también en ratas privadas de alimento (Oatley y Tonge, 1969).



202 CApriTULO 2

Por el contrario, ahora podria hipotetizarse que estas mismas soluciones
hipertonicas deberian bloquear la polidipsia oxitocinérgica sin aumentar la excrecion de

fluido caracteristica de los sujetos privados de alimento.

OBJETIVOS E HIPOTESIS:

e Analizar la evolucion de los efectos hidrominerales de la Oxitocina durante los
ciclos de luz y de oscuridad en sujetos privados de alimento y en animales

mantenidos ad lib.

e Una vez reproducidos los efectos de la administracion de Oxitocina en sujetos
privados de alimento cabria esperar un bloqueo de los mismos mediante la

administracion intraperitoneal de soluciones con diversa concentracion en ClNa.
METODO:

SUJETOS:

Se han empleado para este experimento 160 ratas Wistar macho. Durante el periodo de
adaptacion, son alojadas en una sala experimental con un ciclo de luz de 12 horas (desde las

8:00 AM hasta las 20:00 PM) y con una temperatura ambiental entre 21 y 23 °C.

Pasado el periodo de adaptacion, los sujetos son asignados aleatoriamente a uno de
cuatro grupos (Cuadro 5.1) y se registra la ingesta de agua y comida asi como el peso

corporal de los animales durante 24 horas (LINEA BASE).

VARIABLES COMIDA
INDEPENDIENTES
SUSTANCIA s.c. SIN COMIDA CON COMIDA
OXITOCINA 00X S/C AD S/C
n=40 n=40
AGUA DESTILADA AD S/C AD C/C
n=40 n=40
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

Como se ha indicado mads arriba, los sujetos, distribuidos en cuatro grupos, son instalados

en jaulas metabodlicas con agua y comida durante 24 horas (Linea Base).

Una vez transcurrido ese periodo, se retira la comida a la mitad de sujetos, y se les
administra Oxitocina o Agua Destilada de forma analoga a la descrita en los experimentos
anteriores (una dosis de 5 U.I. de Oxitocina o Agua Destilada en un volumen de 0.5 ml a
las 8:30 horas y otra a las 14:30 horas). Doce horas después de la primera inyeccion y ya en
el periodo de oscuridad, se registra la ingesta de agua, el volumen de orina excretado y el

peso corporal (Comportamiento Regulatorio Diurno).

A continuacion, cada animal recibe una inyeccion intraperitoneal de 2 ml de Agua
Destilada o CINa al 0.9; 1.5; 3 6 5% (en funcion del grupo). Doce horas después de esta
inyeccion, se anota la ingesta de agua, el volumen de orina excretado y el peso corporal de

cada animal (Comportamiento Regulatorio Nocturno). Por tanto y durante el periodo de

actividad (ciclo de oscuridad), se establecen 20 (2x2x5) grupos de animales (Cuadro 5.2):

VAR. SUSTANCIA OXITOCINA AGUA DESTILADA
s.c.

INDEP. ALIMENTO SIN CON SIN CON
COMIDA COMIDA COMIDA COMIDA
AGUA GRUPO 1 GRUPO 6 GRUPO 11 GRUPO 16

DESTILADA n=38 n=8 n=38§ n=38§
CINa 0.9 % GRUPO 2 GRUPO 7 GRUPO 12 GRUPO 17

INYECCION n=8 n=8 n=8 n=8
CINa 15% GRUPO 3 GRUPO 8 GRUPO 13 GRUPO 18

Lp. n=38 n=8 n=8 n=38
CINa 3.0 % GRUPO 4 GRUPO 9 GRUPO 14 GRUPO 19

n=28 n=_8 n=_8 n=_8
CINa 5.0 % GRUPO 5 GRUPO 10 GRUPO 15 GRUPO 20

n=_8 n=_8 n=_8 n=_8
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ANALISIS ESTADISTICO:

Inicialmente, se analiza el dia de linea base con el objeto de descartar la existencia de
diferencias previas entre los 20 grupos de sujetos. Posteriormente, se analiza el efecto de la
privacion de alimento y el de la administracion de oxitocina sobre el comportamiento
regulatorio durante el ciclo de inactividad (periodo de luz) mediante el empleo de dos
pruebas de Manova. El primero sobre la ingesta de agua y el volumen de orina excretado y

el segundo para las variables “Agua menos Orina” y “modificacion del peso corporal”.

A continuacion se analiza el comportamiento regulatorio (ingesta de agua y
volumen de excrecion para los 2x2x5 grupos) durante el periodo de actividad (ciclo de
oscuridad) mediante un Andlisis Multivariado. Las variables “Agua menos Orina” y
“modificacion del peso corporal” también son analizadas mediante un Manova, aunque s6lo

para los 2x2 grupos de sujetos inyectados intraperitonealmente con agua destilada.

Con el objeto de reproducir el efecto observado en el capitulo anterior
(Experimentos 1 y 3) sobre la variable “Agua menos Orina” y “modificacion del peso
corporal”, se calcula el valor obtenido en ambas variables para las 24 horas. Para ello se
suman los datos obtenidos en los dos intervalos temporales (periodo de luz y de oscuridad),

es decir:

(“Agua — Orina” 12 noras pia) T (“Agua — Orina” s yoras NocHg) = “Agua — Orina” 24 HOR4s

y

(Diferencial diurno de peso) + (Diferencial nocturno de peso)= Diferencial pesoz4 poras.

La ingesta de agua y el volumen de excrecion durante 24 horas (suma de los
periodos de luz y oscuridad), también son calculadas y analizadas mediante un Manova

para los 2x2 grupos de sujetos inyectados i.p. con agua destilada.

Los efectos significativos se analizan mediante Comparaciones a Priori.
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RESULTADOS:

En la Tabla 5.0 (ver Anexo) se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas

obtenidas en el experimento.

ANALISIS DE LA LINEA BASE

No se observan diferencias significativas entre los 20 grupos de sujetos en condiciones

basales ( Rao (57, 394)= 0.95; p< 0.587) (Figura 5.1).

LINEA BASE

AGUA (ml)

o
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 G13 G14 G15 G16 G17 G18 G19 G20
GRUPOS

LINEA BASE

COMIDA (g)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 G13 G14 G15 G16 G17 G18 G19 G20
GRUPOS

LINEA BASE

200

160

PESO (g)

120

80

40

0o

G1 G3 G5 G7 G9 G11 G13 G15 G17 G19
G2 G4 G6 G8 G10 G12 G14 G16 G18 G20

GRUPOS

Figura 5.1: Ingesta de agua, comida y peso corporal durante 24 horas en situacion ad lib.
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ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO REGULATORIO DIURNO
(12 PRIMERAS HORAS)

e INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

Durante el ciclo de luz se manipulan las variables “Sustancia” y “Comida”. El Manova
sobre la ingesta de agua y el volumen de orina es significativo para la interaccion de ambas

variables independientes (Rao (2,154)= 6.3; p<0.01) (Tabla 5.2 y Figura 5.2):

VARIABLES Wilks' Rao R gl l gl2 p
INDEPENDIENTES | Lambda

COMIDA ,627630 45,68368 2 154 ,000000
SUSTANCIA s.c. ,598377 51,68152 2 154 ,000000
INTERACCION ,924559 6,28292 2 154 ,002382

Tabla 5.2: Efecto de la administracion de OX u AD en grupos con y sin comida sobre la
ingesta de agua y sobre el volumen de excrecion durante el ciclo de luz.

12 HORAS DIA 12 HORAS DIA
*p<0.01 (ADSIC vs AD CIC); #p<0.01 (OXCIC vs ADC/C) *p<0.05 (SIC vs CIC), #p<0.01 (OX vs AD)
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o
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—~- AD < AD

SIN COMIDA CON COMIDA - 0K SIN COMIDA CON COMIDA o OX
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Figura 5.2: Efecto de la privacion de alimento y de la administracion de oxitocina sobre
la ingesta de agua y el volumen de excrecion durante el periodo de inactividad (12 h luz).
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Durante las 12 horas de luz, se observan diferencias significativas entre los grupos
mantenidos ad lib (OX C/C vs AD C/C) (Rao (2,154)= 18.77; p< 0.001): el grupo de
Oxitocina C/C, ingiere una cantidad de agua inferior (F(1,155)= 12.07; p< 0.001) y excreta
un volumen de orina superior (F(1,155)= 23.29; p< 0.001) que el grupo AD C/C
(Figura 5.2). No se observan diferencias significativas en la ingesta de comida entre los

grupos OX C/Cy AD C/C (F(1,58)=3.03; p< 0.088) (ver Anexo).

La privacion de alimento en los sujetos inyectados con Oxitocina
(OX S/C vs OX C/C), genera diferencias significativas (Rao (2,154)= 33.39; p< 0.001).
Durante el periodo de inactividad (12 horas de luz), el grupo privado excreta un volumen
de orina superior (F(1,155)= 65.03; p< 0.001), sin que la ingesta de agua difiera
significativamente entre ambos grupos (F(1,155)= 0.88; p< 0.35) (Figura 5.2).

Entre los grupos privados (OX S/C vs AD S/C), se observan diferencias
significativas (Rao (2,154)= 33.29; p< 0.001). El Analisis Univariado, revela un volumen
de orina superior para el grupo de oxitocina (F(1,155)= 67.01; p< 0.001), sin que la ingesta
de agua difiera estadisticamente entre ambos grupos (F(1,155)= 0.26; p< 0.611)
(Figura 5.2).

Finalmente, entre los grupos Control (AD S/C vs AD C/C), se observan
diferencias significativas (Rao (2,154)= 24.63; p< 0.001). Durante el ciclo de luz, el grupo
privado ingiere cantidades de fluido menores que el grupo con comida (F(1,155)= 24.11;

p<0.001) y excreta un volumen de orina superior (F(1,155)=22.14; p< 0.001) (Figura 5.2).

e VOLUMEN HIDRICO (“AGUA menos ORINA”) Y PESO CORPORAL:

El Manova sobre las variables dependientes “Agua menos Orina” y sobre el “cambio en el
peso corporal” doce horas después del inicio de la privacion y de la primera administracion
de las sustancias (OX y AD), muestra resultados significativos para los efectos principales,

pero no para la interaccion (Tabla 5.3):
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VAR. INDEP. Rao R gl 1 gl2 p
Comida 103,5592 2 154 ,000000
Sustancia 34,7379 2 154 ,000000
Interaccion ,0559 2 154 945675

Tabla 5.3: Efecto de la administracion de OX o AD en grupos con y sin comida sobre la
variable “Agua menos Orina” y sobre el “cambio en el peso corporal”
durante el ciclo de luz.

La privacion de alimento y la administracion de Oxitocina, reducen el valor de la

variable “Agua menos Orina” y generan una caida del peso corporal: Efecto Privacion:
Rao (2,154)= 103; p< 0.001: F(1,155)= 94.1; p< 0.001 para el “Agua menos Orina” y
F(1,155)= 208.3; p< 0.001 para el peso corporal. Efecto Oxitocina: Rao (2,154)= 34.7;
p< 0.001: F(1,155)= 69.9; p< 0.001 para el “Agua menos Orina” y F(1,155)= 29.9;
p< 0.001 para el peso corporal (Figura 5.3). En la Tabla 5.4 se muestran las comparaciones

entre pares de grupos.

Tabla 5.4 “AGUA menos ORINA” | DIFERENCIAL DE PESO
F (1,155) p F (1,155) p
OX S/C vs OX C/C 44.6 0.001 104.1 0.001
AD S/C vs AD C/C 49.5 0.001 104.1 0.001
OX S/C vs AD S/C 32.8 0.001 14.8 0.001
OX C/C vs AD C/C 37.1 0.001 15.1 0.001
Tabla 5.4: Comparacion entre pares de grupos.
*p<0.01(SIC vs CIC) *p<0.01(SIC vs CIC)
#p<0.01 (OX vs AD) #P<0.01 (OX vs AD)
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Figura 5.3: Efecto de la privacion de alimento y de la administracion de oxitocina sobre
el volumen hidrico y sobre el peso corporal durante el periodo de inactividad (12 h luz).
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ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO REGULATORIO NOCTURNO
(12 HORAS DE OSCURIDAD)

e INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

El MANOVA revela un efecto significativo que es resultado de la interaccion entre las tres
variables independientes (“Comida”, “Sustancia” e “Inyeccion ip.””) (Rao (8,278)= 2.0;

p<0.05) (Tabla 5.5 y Figura 5.4):

FIGURA 5.4A
#p<0.01(OXS/C VS AD S/C)
*p<0.01 (OXS/C vs OXCIC)
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FIGURA 54B
#p<0.01(OXS/C VS AD S/C); * p <0.01 (OXS/C vs OX CIC)
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Figura 5.4: Efecto de la inyeccion i.p. de soluciones salinas de diversa concentracién
sobre la ingesta de agua (fig. 5.4A) y el volumen de orina (fig. 5.4B) durante el ciclo de
actividad en los grupos de Oxitocina y Agua destilada con y sin comida.
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EFECTOS W. Lambda |Rao's R gl1 gl2 p

1 Sustancia s.c |,707456 28,7393 2 139 ,000000
2 Comida ,191983 292,5116 2 139 0,000000
3 Inyeccién i.p |,896961 1,9417 8 278 ,053976
12 ,960074 2,8903 2 139 ,058907
13 ,898962 1,9009 8 278 ,059846
23 , 772057 4,7985 8 278 ,000015
123 ,394988 1,9821 8 278 ,048695

Tabla 5.5: Efecto de la administracion de OX o AD, en grupos con y sin comida inyectados
i.p con diversas concentraciones de CINa, sobre la ingesta de agua y el volumen de
excrecion durante el ciclo de oscuridad.

Entre los distintos grupos de animales de Oxitocina y Agua Destilada mantenidos ad lib

(OX C/C vs AD C/C) no se observan diferencias significativas en la ingesta de agua

(Figura 5.4A) o en el volumen de excrecion (Figura 5.4B) (ver Tabla 5.6). Ambos grupos

aumentan linealmente la ingesta de agua conforme incrementa la concentracion del CINa

inyectado (F(1,14)=6.92; p<0.001).

SUSTANCIA AGUA ORINA
i.p. F p F p
Agua D. 025572 .873180 749315 388174
CINa 0.9% 063392 801581 .557849 456381
CINa 1.5% 1.559216 213864 051068 .821544
CINa 3% 650236 421396 .023473 .878454
CINa 5% .000012 997290 3.652992 058012

Tabla 5.6: Comparacion entre los grupos de OX y AD con comida que reciben i.p. la
inyeccion de agua destilada o de diversas concentraciones de CINa.

En estos grupos mantenidos ad lib, la ingesta de comida no es significativamente

diferente en funcion de la “sustancia administrada” (F(1,50)= 0.64; p< 0.43), de la

“inyeccion 1.p. de agua o CINa” (F(4,50)= 1.2; p< 0.32) o de la interaccidon entre ambas

variables independientes (F(4,50)= 1.6; p< 0.2) (ver Anexo).
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Los grupos privados (OX S/C vs AD S/C), difieren entre si (Rao (2,139)= 5.36;
p<0.005). La ingesta de agua de los grupos de OX S/C inyectados i.p. con agua destilada y

con CINa al 0.9%, es superior que la de sus grupos de control (AD S/C), sin que se
observen diferencias significativas en el resto de grupos (inyectados con CINa al 1.5, 3 y

5%) (grupos sin comida de la Figura 5.4A). El volumen de excrecion del grupo de OX S/C

inyectado i.p. con agua destilada, es superior que el de su grupo de control (AD S/C);
mientras que el volumen de excrecion del grupo AD S/C inyectado i.p. con CINa al 5% es
significativamente superior que el del grupo de OX S/C y CINa al 5%. No se observan
diferencias significativas entre el resto de grupos (de CINa al 0.9; 1.5 y 3%) (grupos sin

comida de la Figura 5.4B) (Tabla 5.7).

SUSTANCIA AGUA ORINA
i.p. F p F p
Agua D. 10.80 0.001 7.92 0.005
CINa 0.9% 17.71387 0.001 3.81582 0.053
CINa 1.5% 3.907746 0.051 .810183 0.370
CINa 3% 1.338233 0.250 177514 0.675
CINa 5% 1.170653 0.282 7.711230 0.007

Tabla 5.7: Comparacion entre los grupos de OX y AD sin comida que reciben i.p. la
inyeccion de agua destilada o de diversas concentraciones de CINa.
Especificamente en los grupos de oxitocina sin comida, se reduce linealmente la
ingesta de agua y el volumen de orina conforme aumenta la concentraciéon del CINa
administrado: (Rao (2,139)= 18.46; p< 0.001: F(1,140)= 23.98; p< 0.001 para la ingesta
de aguay F (1,140)=36.87; p< 0.001 para la excrecion de orina) (Figura 5.5):

GRUPOS DE OX SIN COMIDA GRUPOS DE OX SIN COMIDA
TENDENCIALINEAL SIGNIFICATIVA TENDENCIALINEAL SIGNIFICATIVA

* *

*

*

AD CINa 0.9% CINa 1,5% CINa 3% CINa 5% AD CINa 09% CINa 15% CINa 3% CINa 5%
SUSTANCIA ip. SUSTANCIA ip.

Figura 5.5: Efecto de la administracion de diversas concentraciones de ClNa sobre la
ingesta y excrecion de agua (durante el periodo de actividad) en sujetos de Oxitocina
privados de alimento.




212 CaAriTULO 2

Los dos grupoes con oxitocina (OX S/C vs OX C/C) difieren entre si
(Rao (2,139)= 51.08; p< 0.001). Concretamente, los grupos de OX S/C inyectados i.p. con
agua destilada o con CINa al 0.9%, ingieren una mayor cantidad de agua que sus
respectivos grupos de OX C/C, sin que se observen diferencias significativas entre el resto
de grupos (de CINa al 1.5; 3 y 5%)(lineas rojas de la figura 5.4A) . Por su parte, los grupos
de OX S/C inyectados i.p. con agua destilada o con CINa al 0.9; 1.5 y 3%, excretan un

volumen de orina superior que sus grupos de control, sin que se observen diferencias
significativas entre los dos grupos de CINa al 5%) (lineas rojas de la figura 5.4B)
(Figura 5.4 y Tabla 5.8).

SUSTANCIA AGUA ORINA
i.p. F p F p
Agua D. 23,4414 0,001 76,7997 0,001
CINa 0.9% 8,01347 0,005 30,46321 0,001
CINa 1.5% 2,6340 0,107 44,3146 0,001
CINa 3% ,22690 0,635 10,72457 0,002
CINa 5% 1,54227 0,216 3,49371 0,064

Tabla 5.8: Comparacion entre los grupos de OX S/Cy OX C/C que reciben i.p. la
inyeccion de agua destilada o de diversas concentraciones de CINa.

Finalmente, la privacion de alimento (AD S/C vs AD C/C), también modifica el
comportamiento hidromineral (Rao (2,139)= 25.58; p< 0.001). Con independencia de la

inyeccion i.p., los grupos privados excretan un volumen de orina superior que los grupos no

privados (lineas azules de la Figura 5.4B), sin que se observen diferencias significativas en

la ingesta de agua (lineas azules de la Figura 5.4A) (ver Tabla 5.9).

SUSTANCIA AGUA ORINA
i.p. F p F p
Agua D. 2.94059 .088592 25.83387 000001
CINa 0.9% | 2.656104 105401 7.947001 005515
NaCl 1.5% .80073 372411 30.59018 .000000
NaCl 3% 68358 409765 14.81767 .000179
NaCl 5% 026672 .870505 7.479010 .007050

Tabla 5.9: Comparacion entre los grupos de AD S/C y AD C/C que reciben i.p. la
inyeccion de agua destilada o de diversas concentraciones de CINa.
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e VOLUMEN HIDRICO (“AGUA menos ORINA”) Y PESO CORPORAL:

El MANOVA para los datos obtenidos en las variables “Agua menos Orina” y
“Diferencial nocturno de peso” de los sujetos inyectados intraperitonealmente con AD,

muestra los siguientes resultados (Tabla 5.10):

VARIABLES Rao gll gl2 p
INDEPENDIENTES
Comida 180,0889 2 27 ,000000
Sustancia 5,5683 2 27 ,009447
Interaccion 1,9551 2 27 ,L161080

Tabla 5.10: Efecto de la administracion de OX o AD, en grupos con y sin comida
inyectados i.p con AD, sobre el volumen hidrico y sobre el peso corporal
registrado durante el ciclo de oscuridad.

*p<0.01(SIC vs CIC) *p<0.01(S/C vs CIC)
#p<0.02 (OX vs AD) #P<0.01 (OX vs AD)
16 15
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< 2 o -15
= o AD o AD
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SIN COMIDA CON COMIDA -0 OX SIN COMIDA CON COMIDA -0 OX
COMIDA COMIDA

Figura 5.6: Efecto de la administracion de Oxitocina y de la privacion de alimento sobre
el volumen hidrico (figura 5.6A) y sobre el peso corporal (figura 5.6B)
durante las horas de actividad.

La privacion de alimento reduce el valor de la variable “Agua menos Orina” y

genera una caida en el peso corporal (Rao (2,27)= 180; p< 0.001: F(1,28)= 84.9; p< 0.001

para el “Agua menos Orina” y F(1,28)= 305.1; p< 0.001 para el peso corporal). Por su
parte, la administracion de Oxitocina, incrementa la relacion “Agua menos Orina” y el peso
corporal (Rao (2,27)= 5.56; p< 0.01: F(1,28)= 7.56; p< 0.011 para el “Agua menos Orina”
y F(1,28)=11.55; p< 0.0021 para el peso corporal) (Figura 5.6).
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En la Tabla 5.11 se muestran las comparaciones entre pares de grupos:

Tabla 5.11 “AGUA menos ORINA” DIFERENCIAL DE PESO
F (1,28) p F (1,28) p
OX S/C vs OX C/C 44 0.001 177 0.001
AD S/C vs AD C/C 40 0.001 129 0.001
OX S/C vs AD S/C 3.2 0.086 2.1 0.16
OX C/C vs AD C/C 4.4 0.045 11.3 0.002

Tabla 5.11: Comparacion entre pares de grupos.

ANALISIS DE LAS 24 HORAS

Resultados de los analisis estadisticos que se obtienen al sumar los valores de la ingesta de
agua, el volumen de excrecion y el peso corporal durante los ciclos de luz y oscuridad
exclusivamente en los grupos de OX y AD con y sin comida e inyectados i.p. con Agua

Destilada.

e INGESTA DE AGUA Y VOLUMEN DE ORINA:

El Manova sobre la ingesta de agua y el volumen de excrecion después de 24 horas,
muestra un efecto significativo para la interaccion de las variables independientes

“Comida” y “Sustancia” (Rao (2,27)=4.7; p< 0.02) (Tabla 5.12):

VARIABLES Rao gl 1 gl2 p
INDEPENDIENTES
Comida 3.5990 2 27 041154
Sustancia 132.5335 2 27 .000000
Interaccion 4.7457 2 27 017133

Tabla 5.12: Efecto de la administracion de OX o AD, en grupos con y sin comida
inyectados i.p con AD, sobre la ingesta de agua y el volumen de excrecion
durante 24 horas.
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FIGURA 5.7A FIGURA5.78
*p<0.01 (OX SICvs OXCIC) *p<0.01 (SIC vs CIC)
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Figura 5.7: Ingesta de agua (figura 5.7A4) y volumen de excrecion (figura 5.7B)
durante 24 horas, para los grupos de OX y AD con y sin comida
inyectados i.p. con AD.

Entre los dos grupos privados de comida (OX S/C vs AD S/C) también se observan
diferencias significativas (Rao (2,27)= 8.1; p< 0.002): el grupo de oxitocina ingiere una
cantidad de fluido (F(1,28)= 12.35; p< 0.002) y excreta un volumen de orina
(F(1,28)=16.75; p<0.001) superior que el de agua destilada (Figura 5.7).

Entre los grupos con comida (OX C/C vs AD C/C) no se aprecian diferencias
significativas (Rao (2,27)= 0.25; p< 0.79; F(1,28)= 0.34; p<0.57 para la ingesta de agua y
F(1,28)=0.10; p<0.76 para el volumen de excrecion) (Figura 5.7).

Por su parte, entre los grupos de Oxitocina (OX S/C vs OX C/C), se observan
diferencias significativas (Rao (2,27)= 84; p< 0.001): el grupo privado de alimento ingiere
una cantidad de fluido (F(1,28)= 27.4; p< 0.001) y excreta un volumen de orina (F(1,28)=
107; p< 0.001) superior al del grupo con comida (Figura 5.7).

Finalmente, entre los dos grupos de control (AD S/C vs AD C/C), se observan
diferencias significativas (Rao (2,27)= 53.15; p< 0.001): el grupo privado excreta un
volumen de orina superior al del grupo con comida (F(1,28)= 35.2; p< 0.001), sin que se
observen diferencias significativas entre ambos grupos en la ingesta de agua

(F(1,28)= 1.27; p< 0.27) (Figura 5.7).
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e VOLUMEN HIDRICO (“Agua menos Orina”) Y PESO CORPORAL

El Manova sobre las variables “Agua menos Orina” y “Peso Corporal” después de 24
horas, muestra un efecto significativo para la variable independiente “Comida”

(Rao (2,27)= 256.7; p< 0.001) (Tabla 5.13):

VARIABLES Rao gll gl?2 p
INDEPENDIENTES

Comida 256,7444 2 27 ,000000
Sustancia ,9196 2 27 ,410797
Interaccion ,4383 2 27 ,649669

Tabla 5.13: Efecto de la administracion de OX o AD, en grupos con y sin comida
inyectados i.p con AD, sobre el volumen hidrico y sobre el peso corporal (24 horas).

La privacién de comida reduce el valor de la variable “Agua menos Orina” y el
“peso corporal” (4D C/C vs AD S/C: F(1,28)=76.9; p< 0,001 para el “Agua menos Orina”
y F(1,28)= 251.8; p< 0,001 para el peso corporal. OX C/C vs OX S/C: F(1,28)= 70.5;
p< 0,001 para el “Agua menos Orina” y F(1,28)= 281; p< 0,001 para el peso corporal)
(Figura 5.8).

"AGUA - ORINA" (24 HORAS) CAMBIO EN PESO CORPORAL (24 H)
*p<0.01 (SINCOMIDA vs CON COMIDA) *p<0.01(SIN COMIDA vs CON COMIDA)
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Figura 5.8: Efecto de la administracion de Oxitocina y de la privacion de alimento sobre
el volumen hidrico corporal y sobre el cambio en el peso corporal (24 horas).



EXPERIMENTO 5 217

Los efectos de la privacion de alimento y la ausencia de diferencias entre los grupos
de OX y los de AD en estas variables dependientes, se mantienen cuando se consideran
todos los grupos del experimento (Figura 5.9) (Efecto privacion: Rao (2,138)= 786.8;
p< 0.001; Efecto Sustancia: Rao (2,138)= 0.21; p< 0.81; Interaccion privacion x
sustancia: Rao (2,138)= 0.65; p< 0.52).
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Figura 5.9: Efecto de la administracion de Oxitocina y de la privacion de alimento sobre
el volumen hidrico y sobre el cambio en el peso corporal (24 horas)
en los grupos inyectados i.p. con AD o con diversas concentraciones de CINa.
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DISCUSION DEL EXPERIMENTO:

o Efectos observados durante el ciclo de inactividad (periodo diurno):

Es bien sabido que en situacion ad lib, los roedores ingieren una cantidad reducida de agua
y comida durante el ciclo de luz (Armstrong, 1980; Windle et al, 1992) y que la ingesta

diurna de agua suele estar asociada al consumo de alimento (Franci et al, 1989; Rolls y

Rolls, 1982). Por ello, cuando son privados de comida, los animales reducen la ingesta de
liquido (Figura 5.2A), en consonancia con estudios previos (Bauman et al, 1964; Cumming

y Morrison, 1960; Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969).

Pero, ademas de estimular la ingesta de agua, el consumo de alimento parece
necesario para la retencion renal de fluido. Esta seria la razon por la cual, los animales

privados de comida aumentan el volumen de excrecion (Figura 5.2B); un efecto que

tampoco es novedoso (Cizek et al, 1951; Holmes y Cizek, 1951; Radford, 1959; Swanson

et al, 1935) y que ha sido reproducido en todos los experimentos de esta Tesis Doctoral.

Los efectos ingestivos y excretores inducidos por privacion de comida, provocan un

descenso significativo del volumen hidrico y del peso corporal de los animales

(Figura 5.3). Esta disminucion podria reducir la repercusion de la ausencia de comida sobre
la osmolaridad plasmatica. Asi, si el volumen hidrico corporal disminuye, también se

reduce la necesidad de CINa para mantener la tonicidad plasmatica normal.

Ahora se ha observado que durante el dia, en los animales con comida pero no en
los animales privados, la administracion de Oxitocina provoca una reduccion en la

ingesta de agua (Figura 5.2A), y lo hace sin modificar la ingesta de comida de estos

animales mantenidos ad lib. Esta disminuciéon en la ingesta de agua mediante
administracion de oxitocina ha sido descrita previamente (Arletti et al, 1990; Benelli et al,
1991) e interpretada como consecuencia de la posible participacion de la Oxitocina en los

circuitos cerebrales de inhibicion del comportamiento ingestivo (Arletti et al, 1989;



EXPERIMENTO 5 219

Antunes-Rodrigues et al, 1986; Blackburn et al, 1992 y 1995; Brimble et al, 197S;
Demontes-Mainard et al, 1986; Ehrlich y Fitts, 1990; Fitts et al, 1985 y 2003; Giovannelli,
1992; Olson et al, 1991 y 1991b; Rinaman et al, 1995; Schulkin, 1991; Stricker, 1981;
Stricker et al, 1986; Stricker y Verbalis, 1986, 1987 y 1987b; Windle et al, 1992). Sin
embargo, es posible ofrecer una interpretacion alternativa, ya que podria suceder que el
efecto natriurético de la hormona, disminuya la osmolaridad plasmatica y por consiguiente,
la necesidad de agua. A pesar de que seguin algunos autores, la capacidad de la Oxitocina
para estimular la excrecion de sodio en sujetos con comida disponible parece limitada
(Balment et al, 1980), la reducida cantidad de alimento que los roedores ingieren durante el

dia (Armstrong, 1980; Windle et al, 1992), podria facilitar la respuesta natriurética.

En efecto, como se ha sefialado anteriormente, la excrecién renal de sodio se
acompana de una pérdida de Cl y agua en el organismo (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al,
1997). Desde este punto de vista si, como parece, la Oxitocina estimula la excrecion de
sodio durante el ciclo de inactividad en los sujetos mantenidos ad lib, cabria esperar que su
administracion incrementase la excrecion, un resultado que se confirma en el presente
experimento (Figura 5.2B). Dicho de otro modo, la ingesta disminuida de agua y la
respuesta politirica del grupo OX C/C podrian resultar del efecto natriurético de la

hormona.

En el grupo OX S/C, el efecto diurético de la privacion de alimento y el de la

oxitocina, parecen sumarse para estimular la excrecion de un volumen de orina mas elevado

que el de sus grupos de control (Figura 5.2). En consecuencia, el volumen hidrico y el peso

corporal de este grupo de animales también es menor que el de sus grupos de control

(Figura 5.3).

Por estar privado de comida y por ser tratado con Oxitocina, seria esperable que este

grupo de animales redujera su ingesta de agua. Sin embargo, este efecto no se observa

(Figura 5.2), posiblemente para evitar descensos mas serios en el volumen hidrico corporal.
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e Efectos observados durante el ciclo de actividad (periodo de oscuridad):

En los animales privados de comida, el tratamiento con Oxifocina provoca un incremento
en la ingesta de agua y en el volumen de excrecion (Figura 5.4). La dificultad para retener
fluido que se manifiesta en este grupo, podria ser una consecuencia de la ausencia de
comida y del efecto natriurético-diurético de la Oxitocina. Esa respuesta politrica reduce el
volumen hidrico. El descenso del volumen hidrico podria estimular la ingesta de agua. Asi
y solo durante la noche, al consumir mas liquido del que excretan, el volumen hidrico de
estos animales se incrementa (Figura 5.6), un efecto que habia sido sugerido a partir de los
resultados obtenidos en los experimentos anteriores y que ahora, en el Experimento 5,

puede observarse con claridad.

Estos efectos contrastan y son consecuencia de los efectos observados durante el
ciclo de luz, momento en el que la administracion de Oxitocina increment6 el volumen de
excrecion sin modificar la ingesta de agua de los animales privados de alimento, generando

en consecuencia una pérdida significativa en el volumen hidrico corporal.

Por su parte, el correspondiente grupo control solo privado de comida, excreta un
volumen de orina inferior que el grupo tratado con Oxitocina, pero ademas, no es
compensado por la ingesta de agua (Figura 5.4). De esta forma, los animales privados de
comida del grupo control, excretan durante la noche una cantidad de liquido mayor de la
que consumen y en consecuencia, su volumen hidrico disminuye (Figura 5.6), una pérdida

hidrica que se anade a la ya observada durante el periodo de luz.

El hecho de que los animales reduzcan su volumen hidrico a pesar de disponer de
agua ad lib, podria explicarse como un mecanismo de adaptacion ante la falta de alimento.
En efecto, la reduccion en el volumen hidrico corporal que se manifiesta en los animales
controles privados de comida, junto con la necesaria retencion renal de sales minerales
(Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Kaunitz et al, 1960;
Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969; Weisinger et al,
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1985), podria evitar que la osmolaridad plasmatica de estos sujetos se vea afectada por la

ausencia de alimento.

En este experimento, la administracion de soluciones con CINa evita la aparicion

del cuadro polidipsico del grupo privado tratado con Oxitocina (Figura 5.4A). Lo mismo
sucede con la respuesta politrica (Figura 5.4B). Mas aun, la administraciéon de diversas
concentraciones de CINa reduce linealmente la ingesta de agua y el volumen de excrecion

de estos animales (ver Figura 5.5).

Estos resultados estdn en consonancia con la idea propuesta que sugeria que los
efectos ingestivos y excretores que la oxitocina genera en los sujetos privados de comida,
podrian ser una consecuencia de la pérdida inicial de CINa a través de la orina. De esta
forma, en los sujetos privados tratados con Oxitocina, el CINa consigue reducir los déficits
hidrominerales oxitocinérgicos, hasta hacerse semejantes a los controles. En los animales
unicamente privados de comida, las soluciones con CINa no modifican significativamente

la ingesta de agua ni el volumen de excrecion.

En los sujetos mantenidos ad lib, por el contrario, la administracion de Oxitocina
no modifica la ingesta de agua ni el volumen de excrecion (Figura 5.4). Estos resultados
contrastan con los observados durante el ciclo de luz, momento en el que la Oxitocina
redujo la ingesta de agua y aumentd la excrecion de orina (disminuyendo el volumen
hidrico corporal). El efecto ingestivo y excretor que la administracion de Oxitocina provoca
durante el ciclo de luz en estos animales, podria haberse visto facilitado por la escasa
cantidad de comida que los roedores ingieren durante el dia (Armstrong, 1980; Windle et
al, 1992). De este modo, la comida ingerida durante el periodo de actividad, podria
interrumpir los efectos oxitocinérgicos. A pesar de ello, en estos animales con comida
disponible y tratados con Oxitocina, el volumen hidrico corporal aumenta durante la noche,

un mecanismo que podria servir para recuperar la pérdida hidrica manifestada durante el

dia.
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Como cabria esperar, los animales con comida disponible, responden a la
administracion de soluciones hipertonicas incrementando la ingesta y retencion de fluido
(Balment et al 1980; Brimble y Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986;
Dogterom, 1977; Gilman, 1937; Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al.,
1995; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al.,
1995; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000; Stricker et al., 1987b; Stricker y Sved,
2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker, 2000; Voisin et al., 1999; Weitzman et al.,
1978).

El efecto ingestivo que las soluciones hipertonicas provocan en los sujetos ad lib, no

solo se manifiesta en este Experimento 5 en los sujetos del grupo control, sino también en
los animales tratados con Oxitocina (Figura 5.4A). En el caso de este ultimo grupo, los
efectos oxitocinérgicos podrian haber sido interrumpidos por la ingesta de comida,
permitiendo que este grupo responda a la administracion de soluciones hipertonicas

incrementando la ingesta de agua.

Sin embargo, mientras que a corto plazo las soluciones hipertonicas parecen

promover una retencion renal de fluido, 12 horas después de su administracion, no se
observa un volumen de excrecion mas reducido en los grupos inyectados con las

concentraciones mas elevadas de CINa (Figura 5.4B).

Seria posible que las soluciones hipertonicas estimulen rapidamente la ingesta y
retencion de fluido para normalizar la osmolaridad plasmatica. Adicionalmente, el aumento
en el volumen hidrico que esta ingesta y retencion de fluido producen, podria estimular la
excrecion de fluido isotonico. De esta forma, los animales tratados con las soluciones
hipertonicas mas concentradas, serian los que mas fluido retuviesen inicialmente pero

también los que mas fluido isotdnico excretarian con posterioridad.

Esquematicamente, esos efectos podrian representarse de la siguiente forma:
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SOLUCIONES CINa
HIPERTONICAS
aumentan
12 OSMOLARIDAD PLASMATICA
I
estimula
HORAS
INGESTA AGUA! RETENCION AGUA!
DE
AUMENTA VOLUMEN HIDRICO
ACTIVIDAD
normaliza estimula
OSMOLARIDAD PLASMATICA EXCRECION FLUIDO ISOTONICO
I
normaliza
VOLUMEN HIDRICO?
v

1.- La ingesta y retencion osmotica de agua constituyen fendémenos muy documentados.
2.- La normalizacion del volumen hidrico es un fendmeno observado en el Experimento 5
(ver Figura 5.9).
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Entre los grupos de animales tratados con Oxitocina (lineas rojas de la figura 5.4),
se obtienen unos resultados similares a los que se observan al comparar los dos grupos de
animales privados de comida: los sujetos privados de comida consumen y excretan una
cantidad de fluido superior que los sujetos con comida disponible (Figura 5.4). Si en los
sujetos privados los efectos oxitocinérgicos son una consecuencia de la pérdida de ClINa, el

CINa presente en la comida podria contrarrestarlo en los sujetos ad lib.

A pesar de consumir mas agua, el volumen hidrico y el peso corporal de los
animales privados tratados con Oxocina, es inferior que el de los animales ad lib (Figura
5.6). Como se comentd anteriormente, la reduccion del volumen hidrico que manifiestan

los sujetos privados podria ser necesaria para mantener la osmolaridad plasmatica.

Finalmente, en los grupos de animales tratados con agua destilada (lineas azules
de la figura 5.4), se observa el efecto diurético caracteristico de la privacion de comida
(Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Morrison, 1967 y
1968b; Morrison et al, 1967) y una ausencia de diferencias ingestivas estadisticamente

significativas.

En consonancia con Oatley y Tonge (1969), las soluciones hipertonicas estimulan la
ingesta de una cantidad similar de agua en los sujetos sin comida y en los animales que
disponen de alimento y no interrumpen la poliuria inducida por privacion (Figura 5.4). Al
igual que sucede en los grupos tratados con Oxitocina, el volumen hidrico y el peso
corporal de los animales control privados de comida, es inferior al que se observa en el

grupo con comida disponible (Figura 5.6).
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e [Efectos conjuntos del periodo de 24 horas:

El analisis conjunto de los datos obtenidos durante los ciclos de luz y oscuridad (24 horas),
reproduce los efectos observados en los experimentos presentados en el Capitulo anterior, a
saber, el efecto polidipsico y poliurico de la Oxitocina en los sujetos privados de alimento,
la ausencia de diferencias ingestivas y excretoras entre los grupos mantenidos ad lib, el
efecto polidipsico y politrico de la privacion de alimento en los sujetos tratados con
Oxitocina y el efecto politrico y la ausencia de diferencias ingestivas inducidas por
privacion de comida en los sujetos tratados con agua destilada (ver figura 5.7). También los
datos obtenidos en este experimento reproducen el descenso en el volumen hidrico (y en el
peso corporal) de los grupos privados de alimento como mecanismo de mantenimiento de

la osmolaridad plasmatica (Figura 5.8).

Asimismo, después de 24 horas, el volumen hidrico y peso corporal de los animales
no se ve afectado por el tratamiento con Oxitocina, como consecuencia del descenso que la
hormona provoca en estas variables durante el ciclo de luz y del aumento posterior que se
observa durante el periodo de oscuridad. Ese aumento posterior podria ser un mecanismo
compensatorio que normaliza la pérdida hidrica y en peso corporal que tiene lugar durante
el periodo de luz. Este resultado sugiere que los efectos iniciales de la Oxitocina sobre el
volumen hidrico y sobre el peso corporal, son contrarrestados con posterioridad por los
animales. Examinando otras problematicas, algunos autores han observado, sin explicar,
este mismo resultado tras la administracion de Oxitocina. Asi, Lokrantz y colaboradores
(1997) mostraron un descenso en el consumo intraoral de glucosa en ratas tratadas con
oxitocina. Sin embargo, en un segundo test realizado una hora después, estos autores
obtuvieron el efecto contrario, de modo que, al sumar la ingesta observada en ambos tests,
los sujetos inyectados con Oxitocina consumieron una cantidad de glucosa semejante a la
ingerida por los animales del grupo control. Resultados similares observaron Bjorkstrand y
Uvnés-Moberg en 1996, registrando la ingesta de alimento y el peso corporal (en ambos
casos se observd un descenso inicial seguido por un incremento posterior). Utilizando la
presion arterial como variable dependiente también se han registrado efectos diferentes a lo

largo del tiempo. En efecto, Petersson y colaboradores (1999), observaron que la
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administracion de Oxitocina incrementaba transitoriamente la presion arterial; sin embargo,
posteriormente, la reducia. A la luz de los efectos observados en la presente Tesis Doctoral,
el efecto posterior que todos estos autores observan, podria ser explicado en términos de

una adaptacion de los animales al déficit inicial generado por la Oxitocina.

Tomados en conjunto, estos resultados muestran que mientras los desequilibrios
regulatorios inducidos por Oxitocina son compensados dentro del periodo de 24 horas, la
privacion de comida genera estados hidricos significativamente diferentes, con un menor

volumen hidrico y peso corporal en el caso de privacion alimenticia (Figura 5.8).

Finalmente, los resultados del Experimento reflejan que las soluciones hipertonicas
no modifican el volumen hidrico o el peso corporal de los animales (Figura 5.9). Este
resultado puede ser explicado a través de la activacion rapida de respuestas correctoras o
normalizadoras de déficit hidrico y del peso corporal generado durante las horas previas,
como se indicd en el apartado relativo a los efectos observados durante el ciclo de
actividad. Brevemente, poco después de su administracion, las soluciones hipertonicas
aumentan la osmolaridad plasmatica y estimulan la ingesta y retencion de agua. Estos
efectos ingestivos y excretores desencadenarian un aumento en el volumen hidrico corporal
que normalizaria la osmolaridad plasmatica. Posteriormente, la excrecion de fluido
isotonico podria normalizar el volumen hidrico corporal de estos animales (como se aprecia

en la Figura 5.9).
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DISCUSION GENERAL DEL CAPITULO 2

Los experimentos presentados en este capitulo han examinado los efectos temporales de la
Oxitocina y de la privacion de alimento (en periodos de 12 horas), sobre la regulacion
hidromineral, incluyendo la evolucion del volumen hidrico corporal. Asimismo, estas
investigaciones han comprobado el efecto de la administracion e ingesta de soluciones
hiperténicas sobre los comportamientos regulatorios hidrominerales motivados por la

privacion de comida y por el tratamiento con Oxitocina.

Con respecto al comportamiento de los animales 12 horas después de la primera
administracion de Oxitocina, los datos obtenidos constatan en los sujetos mantenidos ad lib,
un aumento en el volumen de excrecion y una disminucidon simultanea en la ingesta de
agua. Estos efectos han resultado estadisticamente significativos en el Experimento 5
(figura 5.2), sin llegar a alcanzar significacion en el Experimento 4 (figura 4.2), aunque la
tendencia de los valores obtenidos en ambos casos, han sido muy similares (esta
discrepancia podria ser consecuencia del mayor niimero de sujetos que participan en el
experimento 5 con n= 40 sujetos por grupo frente a los 7 sujetos por grupo del

experimento 4).

Los efectos de la Oxitocina observados en estos animales ad Ilib, han sido
relacionados con el efecto natriurético de la hormona. Asi, y aunque la capacidad
natriurética de la Oxitocina en sujetos con comida disponible parece limitada (Balment et
al, 1980), podria verse facilitada por la escasa cantidad de alimento que los roedores
ingieren durante el dia (Armstrong, 1980; Windle et al, 1992). Al ir acompafiada de la
excrecion de Cl” y agua (Guyton y Hall, 2001; Kandel et al, 1997), la natriuresis conlleva
una reaccion diurética. Al potenciar la excrecion de sodio, la natriuresis oxitocinérgica
reduciria el estado osmotico y asi, la ingesta de agua relacionada con el consumo de

alimentos.
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Un segundo efecto reproducido durante este intervalo temporal (12 horas de luz), ha
sido, como cabria esperar, la reduccion en la ingesta de agua y el aumento en el volumen de
excrecion inducido por privacion de alimento (figuras 4.2 y 5.2), en consonancia con los
estudios descritos previamente (Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y

Morrison, 1960; Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969).

El efecto politrico de la Oxitocina en los sujetos privados de comida (figuras 4.2B y
5.2B) (por su efecto natriurético-diurético) y la ausencia de diferencias iniciales en la
ingesta de agua entre los grupos de Oxitocina S/C y los de AD S/C (figuras 4.2A y 5.2A),

han sido ya comentados anteriormente con respecto a otros intervalos temporales.

Por su parte, durante las 12 horas de oscuridad, el tratamiento con Oxitocina
incrementa el volumen de excrecion y la ingesta de agua en los sujetos privados, sin
modificar el comportamiento ingestivo y excretor de los sujetos ad lib (Figura 5.4). Dado
que las horas de oscuridad constituyen el periodo de actividad de los roedores (en los que se
consume el 80% del agua y comida total), estos mismos efectos se observan al considerar la

cantidad de agua ingerida y excretada después de 24 horas (Figura 5.7 y Cuadro 5.A).

12H DIA 12H NOCHE |24 y 48 H
GRUPOS DE J Agua = Agua = Agua
EFECTO AG. DEST. 1 Orina 1 Orina 1 Orina
PRIVACION
GRUPOS DE = Agua T Agua T Agua
(s/c vs C/C)
OXITOCINA  Orina ? Orina 1 Orina
GRUPOS J Agua = Agua = Agua
EFECTO CON COMIDA| . . — Orina — Orina
OXITOCINA
GRUPOS = Agua 0 Agua 0 Agua
(OX vs AD)
SIN COMIDA| 4. ? Orina T Orina

Cuadro 5.A: Efectos comportamentales y excretores en diversos momentos temporales.

Los simbolos ¥, Ty =denotan, respectivamente, descensos, incrementos y ausencia de
diferencias estadisticamente significativas en las variables dependientes indicadas.
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El efecto polidipsico que el tratamiento con oxitocina provoca durante las horas de
actividad en los sujetos privados podria resultar del déficit volémico, con pérdida de agua y
CINa, que habria tenido lugar durante las horas previas. Todo ello permitiria explicar por

qué la administracion de soluciones hipertonicas contrarrestan la sed y la dificultad para

retener fluido que se observa en los grupos privados tratados con Oxitocina. Este resultado
apoya una interpretacion del efecto nocturno de la Oxitocina en términos de una pérdida

urinaria de CINa.

Como se ha indicado, en el grupo privado con administracion de Oxitocina, la
pérdida de CINa seria compensada por la administracion de las soluciones hipertonicas de
CINa, mientras que en el grupo ad lib, este efecto compensatorio se lleva a cabo por la

propia ingesta de alimento.

Los datos obtenidos en el Experimento 4 muestran como los animales privados
tratados con Oxitocina, reconocen de forma espontdnea el déficit sodico (ver Schulking,
1991) generado y asi, estos animales ingieren durante la noche soluciones de CINa al 1.5%

que habitualmente resultan aversivas para los restantes animales.

Durante el periodo diurno, los efectos ingestivos y excretores de la privacion de
alimento y del tratamiento con Oxitocina han sido estudiados en relacion con el volumen
hidrico y peso corporal. La disminuida ingesta de agua y la poliuria inducida por
privacion, disminuyen el volumen hidrico y el peso corporal de los animales y esa
disminucion se ve potenciada en los grupos de oxitocina (figuras 4.3 y 5.3). Durante el
periodo nocturno, la poliuria por privacion se mantiene y asi el volumen hidrico y el peso
corporal de los sujetos privados de comida sigue siendo menor que el de los animales
mantenidos ad lib (figura 5.6). Por el contrario, la Oxitocina potencia la ingesta nocturna de
agua y de esta manera, aumenta el volumen hidrico de los sujetos privados de comida

(figura 5.6).
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El efecto compensatorio de la Oxitocina sobre el volumen hidrico y sobre el peso
corporal durante las horas de oscuridad, también se observa en los animales con comida
disponible (figura 5.6). Transcurridas las 24 horas, los animales privados de comida tienen
un volumen hidrico menor que el de los grupos mantenidos ad lib (dado el descenso diurno
y nocturno en el volumen hidrico corporal), mientras que los grupos de Oxitocina cuentan

con un volumen hidrico similar al de los grupos de AD (Figura 5.8).

De esta forma, la privacion de alimento altera el volumen hidrico corporal de los
animales, mientras que tras el tratamiento con Oxitocina, los sujetos parecen adaptarse y

normalizar su volumen hidrico.

Considerando conjuntamente todas las variables dependientes analizadas, puede observarse
que, durante las primeras 12 horas (luminosidad), el grupo privado AD manifiesta una
conducta politrica (Cizek et al, 1951; Holmes y Cizek, 1951; Radford, 1959; Swanson et
al, 1935) consumiendo menos agua que el grupo ad lib, en consonancia con los estudios de
otros autores (Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960;
Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969). Todo ello provoca
una reduccion en el volumen hidrico y en el peso corporal de estos animales. A pesar de
esta pérdida hidrica, los animales exclusivamente privados de alimento no aumentan su
volumen hidrico durante la noche, posiblemente porque al no incrementar
significativamente la ingesta de agua, estos animales evitan la dilucion de la osmolaridad

plasmatica.

Al administrar Oxitocina en los sujetos privados, el efecto natriurético inicial
(Experimento 3) aumenta la excrecion de orina y genera una pérdida hidrica mas elevada
que en el resto de grupos. La ingesta de agua es incrementada por estos animales durante
las horas de oscuridad, logrando asi recuperar el volumen hidrico perdido hasta igualarlo

(después de 24 horas), al de los sujetos exclusivamente privados de alimento.
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Sin embargo, en estos animales tratados con Oxitocina, la ausencia de comida
facilita la polidipsia pero también la poliuria. De esta forma, se genera un mecanismo
redundante donde la pérdida de fluido, es remplazada por su ingesta; pero el agua
consumida se excreta rapidamente y los sujetos siguen necesitando tomar mas agua y asi

sucesivamente. Es decir,

OXITOCINA

NATRIURESIS |::> POLIURIA POLIDIPSIA

Figura 5.10: Efectos fisiolégicos y comportamentales de la Oxitocina en sujetos
privados de alimento: En los animales privados de comida, la administracion de
Oxitocina estimula en primer lugar la excrecion de sodio (natriuresis), una respuesta que
aumenta el volumen de excrecion urinaria (poliuria). Con posterioridad, la pérdida de
volumen hidromineral corporal podria ser la responsable del incremento en la ingesta de
agua (polidipsia) que estos animales manifiestan. Ahora bien, considerando que la
ausencia de comida dificulta la retencion renal de fluido, el agua ingerida por estos
animales no podria ser retenida, con lo que los efectos poliurico y polidipsico se mantienen
a lo largo del tiempo y en un grado que evita que se acentuen las pérdidas de volumen
hidrico corporal generadas como consecuencia de la ausencia de comida.
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Finalmente, los animales del Grupo OX ad lib excretan durante el periodo de
inactividad, un volumen de orina superior y consumen menos agua que el grupo control con
comida, con lo que su volumen hidrico se reduce. Estos efectos podrian resultar de la
accion natriurética de la Oxitocina, que seria favorecida por la escasa cantidad de comida

que las ratas ingieren durante el ciclo de luz (Franci et al, 1989; Rolls y Rolls, 1982).

Durante el periodo nocturno, el consumo de alimento permitiria al grupo OX ad lib
retener agua, reduciendo asi las manifestaciones poliurica y polidipsica. Por ello, sin
aumentar significativamente la ingesta de agua y la retencion de fluido, este grupo logra

recuperar el volumen hidrico perdido durante el dia.

Teniendo en cuenta que la Oxitocina estd considerada como un agente natriurético,
su funcion podria estar relacionada con aquellas situaciones en las que se producen
aumentos de la tonicidad plasmatica (tal y como ocurre al privar de agua a los sujetos o al
administrar soluciones hipertonicas) (Balment et al 1980; Brimble y Dyball, 1977; Briski y
Brandt, 2000; Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977; Huang et al., 1995; Hussy et al.,
2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et al.,
1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000; Stricker et al.,
1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker, 2000; Voisin et
al., 1999; Weitzman et al., 1978).
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CAPITULO 3:
ESTIMULACION ELECTRICA DEL
NUCLEO PARAVENTRICULAR Y
COMPORTAMIENTO HIDROMINERAL

ESTRUCTURAS NEUROSECRETORAS Y
SINTESIS DE OXITOCINA.

La Oxitocina y la Vasopresina son liberadas a la circulacion sanguinea a través de las
terminales de neuronas magnocelulares de los nucleos Supraodptico y Paraventricular (SON
y PVT). Durante afios, se pensé que la Vasopresina seria sintetizada en el Nucleo
Supradptico y la Oxitocina en el Paraventricular (Armstrong, 1995b; Olivecrona, 1957), sin
embargo, los estudios electrofisioldgicos posteriores (revisados en la Introduccion Teodrica)
demostraron que ambas estructuras liberaban las dos neurohormonas (Binkley, 1995;

Brimble y Dyball, 1977; Poulain et al, 1977; Swaab et al, 1975; Warkeley et al, 1978).

Los axones del conjunto magnocelular discurren por la parte interna de la
Eminencia Media, forman el tallo neurohipofisario y terminan en la Hip6fisis Posterior o
Neurohipoéfisis. Tanto en la Eminencia Media (Page y Dovey-Hartman, 1984), como en la
Neurohipoéfisis (Armstrong, 1995; Legros, 1992; Renaud y Bourque, 1991; Rinaman et al,
1995; Saeb-Parsy et al, 2000; Swaab, 1993), se han identificado terminales nerviosas y

capilares sanguineos que permiten el transporte de las neurohormonas a los tejidos diana.
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Aunque ambos nucleos liberan las dos neurohormonas, se observa una segregacion
anatomica entre las células vasopresinérgicas y oxitocinérgicas (Dibujo 6.1)
(Hou-You et al, 1986). En el nucleo supraodptico predominan las células productoras de
vasopresina y las neuronas oxitocinérgicas se encuentran confinadas a la region rostral y
dorsal del nucleo (Armstrong, 1995b). Por su parte, y con menos células que el SON, el
nucleo paraventricular cuenta con un numero similar de neuronas oxitocinérgicas y
vasopresinérgicas (Armstrong, 1995b). La region medial magnocelular de este nticleo
(localizada anteromedialmente) consta principalmente de células oxitocinérgicas, mientras
que la division lateral magnocelular, contiene un centro vasopresinérgico (Armstrong,
1995) rodeado de células que liberan oxitocina (Crowley y Armstrong, 1992). Ambos
conjuntos (medial y lateral magnocelular) constituyen el grupo posterior magnocelular
segun la nomenclatura de Swanson y Kuypers (Swanson y Kuypers, 1980). En el extremo
posterior del nucleo paraventricular, las neuronas magnocelulares se encuentran dispersas y

son, en su mayoria, oxitocinérgicas (Armstrong, 1995).

Dibujo 6.1: Subdivisiones y localizacion de las células neurosecretoras:
Desde la seccion mas rostral (A) a la mas caudal (D) se observan 4 cortes transversales
de las estructuras neurosecretoras. La mitad izquierda de cada seccion muestra la
densidad de neuronas magnocelulares (los puntos aislados representan células dispersas
y en oscuro se muestran las agrupaciones mas densas). En la mitad derecha, las lineas
horizontales corresponden a células oxitocinérgicas y las verticales a las

vasopresinérgicas. Las flechas sefialan las eferencias a la capa externa de la Eminencia Media (EME) y
a la Neurohipdfisis (NH). Abreviaturas: “Pa”’subconjunto parvocelular. PeM (periventricular
magnocelular), QO (quiasma optico), SON (nucleo supradptico), PaLM (lateral magnocelular), PaMM
(medial magnocelular). Adaptado:Armstrong, WE (1995).
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Ademas del componente magnocelular, como se muestra en el dibujo 6.1, el nucleo
paraventricular cuenta con varios subniicleos parvocelulares. La subdivision
periventricular parvocelular del ntucleo (Toth y Palkovits, 1998) esta formada por células
neurosecretoras que liberan las hormonas a la lamina Externa de la Eminencia Media. Las
terminales vasopresinérgicas contienen adicionalmente CRF (Factor liberador de
corticotropina) e influyen en la liberaciéon de hormonas adenohipofisarias como la ACTH
(Armstrong, 1995; Legros, 1992; Saeb-Parsy et al, 2000; Swanson y Sawchenko, 1983).
Por su parte, las terminales parvocelulares oxitocinérgicas liberan este neurotransmisor en
estructuras del tronco cerebral, como el Nucleo del Tracto Solitario (NTS) (Buijs y Van
Heerikhuize, 1982; Voorn y Buijs, 1983) y el Nucleo Dorsal motor del Vago (DMV)
(Armstrong et al, 1980; Buijs, 1978; Duan et al, 1999; Kannan y Yamashita, 1983;
Saechenko y Swanson, 1982; Zerihun y Harris, 1983). Estas eferencias oxitocinérgicas
regulan funciones autonomicas (Kannan y Yamashita, 1983; Landgraf et al, 1990; Legros,
1992) y parecen participar en procesos gastrointestinales asi como en la ingesta de alimento

(Kirchgessner et al, 1988; Rogers y Hermann, 1986: citado por Zhang et al, 1999).
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EXPERIMENTO _ 6: EFECTOS DE LA ESTIMULACION
ELECTRICA DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR
MAGNOCELULAR LATERAL SOBRE LA INGESTA DE CINa
ISOTONICO Y DE AGUA, EN RATAS PRIVADAS DE
LiQUIDOS.

El nucleo Paraventricular del Hipotalamo participa en numerosos procesos autondémicos,
endocrinos y comportamentales tales como la presion sanguinea, la liberacion de ADH y
0OX, la excrecion renal de fluido y sodio y la ingesta de agua (Brownstein et al, 1980; de
Arruda Camargo y Saad, 1999; Jensen et al, 1992; Harding y Felix, 1987; Leibowitz, 1978;
Lind et al, 1982; Miselis, 1981; Nelson et al, 1986; Phillips, 1987; Porter, 1988; Sawchenko
y Swanson, 1983; Swanson y Sawchenko, 1983).

Las células paraventriculares pueden secretar Oxitocina como sustancia
neurotransmisora 0 como neurohormona, si bien, mientras que la estimulacion de las
regiones nucleares mas mediales, fomentan tanto la secreciéon plasmatica como la
intracerebral, la estimulacion de las regiones mas laterales parecen activar, especificamente,
la secrecion neurohormonal (Jones et al, 1983). Estos resultados estan en consonancia con
los datos neuroanatomicos que han identificado la presencia de células oxitocinérgicas
neurosecretoras en la region anatomica del nucleo paraventricular que constituye el borde

del subnticleo magnocelular lateral (Crowley y Armstrong, 1992).

Esta ultima region mencionada y la liberacion plasmatica de oxitocina son activadas
tras la administracion periférica de soluciones hipertonicas  (Landgraf et al, 1990;
Pirnik y Kiss, 2002). La Oxitocina liberada en tales circunstancias parece fomentar la
excrecion de sodio, ya que esta respuesta ha sido evocada tanto mediante la administracion
de soluciones hipertonicas como de la propia Oxitocina (Balment et al 1980; Conrad, 1986;
Huang et al., 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000;
Sevensen et al, 2003; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker,
2000; Windle et al, 1997).
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A través de esta accion natriurética, la oxitocina secretada por las células
paraventriculares, reduce indirectamente el incremento en la osmolaridad plasmatica
asociado a la administracion de soluciones hipertonicas o a la privacion de agua
(Balment et al, 1980; Dyball, 1968; Giovanelli et al, 1992; Kadekaro et al, 1992 y 1992b;
Landgraf, 1988; Stricker y Verbalis, 1986; Verbalis et al, 1986; Windle et al, 1993).

Comportamentalmente, un incremento osmotico provoca el rechazo hacia las
soluciones con CINa y la preferencia por agua en tests con esta doble opcion (Kutscher y
Steilen, 1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956). Si en efecto, este rechazo esta
relacionado con los aumentos de la osmolaridad plasméatica generados por el tratamiento
osmotico, seria posible suprimirlo mediante intervenciones cerebrales en regiones que

potencien la excrecion de sodio.

El presente experimento pretende examinar esta posibilidad mediante la
estimulacion eléctrica del nucleo paraventricular magnocelular lateral, comprobando la
ingesta de agua y de suero fisologico en sujetos privados de liquido durante 24 horas

(desequilibrio osmético).

OBJETIVOS E HIPOTESIS:

e [Estimular eléctricamente el nucleo paraventricular magnocelular lateral con el fin de
comprobar si la activacion de esta region cerebral puede generar efectos
regulatorios semejantes a los obtenidos tras la administracion de Oxitocina. Cabria
esperar que en los sujetos privados de agua durante 24 horas, la estimulacion
modifique el rechazo osmotico hacia las soluciones salinas en un test de doble

eleccion (agua-suero fisioldgico).
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METODO:
SUJETOS Y GRUPOS:

Se emplearon 36 ratas macho de la cepa Wistar (suministradas por el estabulario de la
Universidad de Granada) cuyos pesos (al inicio del experimento) oscilaban entre 280 y 320
gramos. La temperatura de la sala experimental se mantuvo entre 21 y 23 grados
centigrados y el ciclo de luz-oscuridad se establecio en periodos alternos de 12 horas (la luz

se encendia a las 8:00 y se apagaba a las 20:00 horas).

Una vez alojados en jaulas individuales, los animales fueron asignados
aleatoriamente a uno de los cuatro grupos que se muestran en el Cuadro 6.1. Los animales

dispusieron en todo momento de comida ad lib.

VARIABLES ESTIMULACION ELECTRICA
INDEPENDIENTES Estimulado Control
Ad lib N=9 N=9
AGUA Sin agua N=9 N=9
Cuadro 6.1

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO: Implante intracerebral de electrodos.

La cirugia para el implante de electrodos fue llevada a cabo utilizando como anestésico
inyecciones i.p. de Pentotal Sédico (50 mg/Kg) (Thiopental Sédico, Laboratorios Abbot
S.A., Madrid).

Tras rasurar la cabeza, se sitia a los animales en un instrumental estereotaxico,
(Stoelting, Mod. 51600), donde quedan inmovilizados. A continuacion, se realiza una
pequeia incision longitudinal de unos 2 cm. de largo, retirando el tejido peridstico

conjuntivo y raspando ligeramente el craneo hasta dejarlo completamente limpio y seco.
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Seguidamente, con un torno, se trepanan 4 orificios en una posicion anterior (dos a
cada lado de la linea media), a través de los que se insertan cuatro pequefios tornillos de
acero inoxidable. Alrededor de los tornillos se fija el electrodo de referencia (acero

inoxidable de uso odontologico, de 0,9 mm. de didmetro).

A continuacion se perfora un nuevo orificio de mayor diametro que los anteriores, a
través del cual se introduce unilateralmente, un electrodo monopolar de aproximadamente
200 micras de didmetro hasta el lugar de localizacion del subnicleo magnocelular lateral
del nucleo paraventricular (Coordenadas respecto al punto 0 interaural: AP= 7.2; L= 0.6;
V= 2.2 mm, con una inclinaciéon del craneo de -3,3 mm. segun el atlas de Paxinos &

Watson (1986)).

Los electrodos monopolares fueron fabricados con alfileres entomoldgicos de acero
inoxidable (n° 00) a los que se soldaba una seccion de hilo dental de unos 3 cm. de largo
(igualmente de acero inoxidable) curvado en é&ngulo recto. Se aislo el electrodo con
INSL-X desde el punto de unién de ambas secciones hasta los ultimos 0.5 mm del extremo

distal.

Una vez situado en la zona establecida por las coordenadas estereotaxicas, se
procedio a la fijacion del electrodo activo con resina acrilica (S.R. Denture Base, Quick
3/60, Ivoclar) recubriéndolo todo junto con los tornillos y el electrodo masa hasta dejar el
implante totalmente cubierto y fijado al craneo. Finalizado el proceso, se retir6 al animal
del aparato estereotaxico y se seccionaron los dos extremos sobrantes de los electrodos,

dejandolos con una longitud aproximada de 1,5 cm. por encima del craneo.

Como medida preventiva ante cualquier infeccion, todos los animales recibieron una
dosis intramuscular de 0,1 cc. de penicilina (Benzetacil 6-3-3. Antibidticos Farma S.A.,
Madrid) y una solucién antiséptica alrededor del implante (Betadine. Povidona Yodada.

Asta Médica, Madrid).
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Concluida la intervencion quirGrgica (comun para todos los sujetos con
independencia de su grupo de pertenencia), los animales fueron instalados en jaulas
individuales, donde permanecieron durante diez dias para su recuperacion (con comida y

agua "ad libitum").

Histologia.

Finalizado el experimento, todos los animales fueron profundamente anestesiados,
perfundidos y laminados para su examen microscopico. Algunas laminas histoldgicas
representativas fueron tefiidas con violeta de Cresilo y microfotografiadas (Olympus

Optical, mod PM-G, Japon).

La Fotografia 6.1 muestra una seccion transversal, tefiida con viloleta de Cresilo,
integrada en una lamina del atlas de Paxinos y Watson (1997) al mismo nivel rostro-caudal

(7.2 mm desde el punto 0 interaural).

SR Bregma -1.80 mm

PVT MAGNOC. LAT.

Fotografia 6.1
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

Una vez recuperados de la intervencion quirtrgica, los sujetos son alojados durante 24
horas en jaulas metabolicas con comida ad lib y con o sin agua en funcion del grupo de
pertenencia (ver Cuadro 6.1). Al finalizar el periodo de 24 horas, se registra la ingesta de
comida y la de agua (para los grupos mantenidos ad lib), el volumen de orina excretado y el
peso corporal; y se estimula eléctricamente a la mitad de los sujetos mantenidos ad lib y a

la mitad de los animales privados de agua.

Se aplica una estimulacion eléctrica pulsante (durante 15 minutos) con pulsos

rectangulares catddicos y con los siguientes parametros:

e Duracion de cada pulso: 0.2 ms;

e Frecuencia: 66 Hz;

e Intensidad (en microamperios): variable en funcion de cada animal. Se aumenta
gradualmente hasta un maximo (determinado en estudios pilotos previos) de 300
microamperios. En el caso de que algiin animal muestre signos de agitacion, la

intensidad se reduce a un nivel que no genere molestias aparentes.

Tras la estimulacion, los animales son introducidos en jaulas individuales durante
una hora. Pasados los primeros 15 minutos, se les ofrece simultaneamente agua y CINa al
0.9 % (Suero Fisiologico) (Fotografia 6.2). Se registra la ingesta de cada fluido en este test

de doble eleccidon durante 45 minutos.
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Fotografia 6.2
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Una vez finalizado el test y con el objeto de obtener muestras de orina, se introduce
nuevamente a los animales en jaulas de metabolismo (con agua y suero fisioldgico), durante
5 horas. Transcurrido este segundo periodo, se registra la ingesta de ambos fluidos, el

volumen de orina excretado y el peso corporal.

ANALISIS ESTADISTICO:

Para el andlisis de resultados, se usa el médulo Anova/Manova del paquete informatico
"Statistica’. En primer lugar, se analiza la ingesta de comida, el volumen de orina y el
cambio en el peso corporal después de las primeras 24 horas mediante un Manova para las
variables independientes “Privacion de agua” (Grupos privados y mantenidos ad-lib) y
“Estimulacion eléctrica” (Grupos estimulados y grupos no estimulados). La ingesta de agua

de los dos grupos no privados, se analiza mediante un Anova.

La ingesta de agua y de suero fisiologico (consideradas medidas repetidas) durante

el test de doble eleccion se analiza mediante un Anova para los 2 x 2 grupos de sujetos.

Finalmente, se analiza el comportamiento de los 2 x 2 grupos de animales durante el
periodo de 5 horas en jaulas metabdlicas mediante tres Anovas: el primero sobre la ingesta
de agua y suero fisioldgico (entendidas como medidas repetidas), el segundo sobre el

volumen de excrecion y el tercero sobre el peso corporal.

El Cuadro 6.2 muestra las variables dependientes registradas en cada intervalo

temporal:
VARIABLES MOMENTO DE REGISTRO
DEPENDIENTES | Linea Base | Test 45 minutos | Test 5 horas
Agua Si Si Si
Suero Fisiologico -- Si Si
Orina Si --- Si
Peso Corporal Si --- Si
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RESULTADOS:

En la Tabla 6.0 (Anexo), se muestran las medias y desviaciones tipicas del experimento.

Después de las primeras 24 Horas, como cabria esperar, se aprecia el

efecto de la privacion de agua: el Manova realizado muestra un efecto significativo de la

variable “Privacion” (Rao R (3,30)= 77.41; p< 0.001) sobre las variables dependientes. No
se observan diferencias significativas entre los “tedricos” grupos estimulados
eléctricamente (EST.) y controles (CONT.) (atn no se habia aplicado la estimulacion

eléctrica) (Tabla 6.1y Figura 6.1):

FIGURA 6.1A FIGURA 6.1B
*p<0.01 (ADLB vs SIN AGUA) *p<0.01 (ADLIB vs SIN AGUA)
35 * "

-

N\
.

COMIDA (g)

%

%
%,

EST D LIB CONT.AD LI EST. S/AGUA  CONT. SIAGUA ST. ADLIB  CONT. D LIB  EST.S/AGUA CONT. S/AGUA
GRUPOS GRUPOS
FIGURA 6.1C FIGURA 6.1D: INGESTA DE AGUA
*p<0.01 (ADLIB vs SIN AGUA) GRUPOS MANTENIDOS AD LIB

N.S.

6 o—E :
EST.ADLIB CONT.ADLIB EST.S/AGUA CONT. SIAGUA EST.ADLIB CONT.ADLB
GRUPOS GRUPOS

DIFERENCIAL DE PESO CORPORAL (g)

Figura 6.1: Efecto de la privacion de agua durante 24 horas sobre la ingesta de comida, el
volumen de excrecion y el cambio en el peso corporal. En la Figura 6.1D se muestra la
ingesta de agua para los grupos mantenidos ad lib.
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EFECTO Lambda W. |[Rao’s R gll gl2 P
Estimulacion ,837094 1,94609 3 30 ,143445
Privacion ,114396 77,41572 3 30 ,000000
Interaccion ,944747 ,58484 3 30 ,629614

Como se aprecia en la Figura 6.1, los sujetos privados de agua durante 24 horas,

Tabla 6.1: Manova después de las primeras 24 horas.

ingieren una menor cantidad de comida (F(1,32)= 27,85; p< 0,001), excretan un volumen
de orina inferior (F(1,32)= 19,27; p< 0,001) y experimentan un mayor descenso en el peso
corporal (F(1,32)=196,67; p< 0,001) que los grupos mantenidos ad lib. La ingesta de agua
no difiere entre los grupos control y “estimulados” ad lib (F(1,16)= 0,06; p< 0,802).

Prueba de Preferencia: E1 ANOVA sobre la ingesta de agua y suero fisiologico para los
2 x 2 grupos de sujetos tras el test de eleccion (agua-CINa isotonico) muestra un efecto
significativo para la interaccion entre las tres variables independientes (Variable 1:
Estimulacion Eléctrica; Variable 2: Privacion de Agua; Variable 3: Fluido (Agua o CINa
isotonico)) (F(1,32)=5,15; p<0,031) (Tabla 6.2 y Figura 6.2):

VAR. IND. gl efecto |MC efecto |glerror | MC error |F p

1.Estimulacion | 1 12,3339 32 3,427500 |3,5985 ,066888
2. Priv. Agua |1 519,4939 |32 3,427500 | 151,5664 |,000000
3. Fluido 1 33,0756 32 7,514167 |4,4018 ,043886
12 1 14,0450 32 3,427500 |4,0977 ,051355
13 1 35,8422 32 7,514167 |4,7700 ,036403
23 1 18,8089 32 7,514167 |2,5031 ,123456
123 1 38,7200 32 7,514167 |5,1529 ,030081

Tabla 6.2: Manova del comportamiento ingestivo durante el test de doble eleccion.
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*p<0.01(EST.S/A vs CONT. S/A)
#p <0.01 (AGUA vs SF)
12

10

[o]

E
<
n 6
L
O]
Z 4
I
2 E\—\ﬁ
—o- CONTROL
AGUA SUERO F. AGUA SUERO F. -+ ESTIMULADO
GRS. PRIVADOS DE AGUA GRS. AD LIB

Figura 6.2: Ingesta de aguay de suero fisiolégico (ml) durante el test de 45 minutos
por parte de los grupos control (no estimulado) y experimental (estimulado).

Las comparaciones realizadas posteriormente revelan los siguientes resultados:
1. En los grupos privados de agua, se observan los siguientes efectos:

e Los sujetos del grupo Control, ingieren mayor cantidad de Agua que de
Suero Fisiolégico (F(1,32)= 16.54; # p< 0.001). Este no es el caso del grupo
Estimulado, que consume una cantidad de Solucién Salina equivalente a la

de Agua (F(1,32)=0.15; p<0.70).

e La ingesta de Agua de los dos grupos privados (Estimulado y Control) no
difiere significativamente (F(1,32)= 1.60; p< 0.215). Sin embargo, los
sujetos del grupo estimulado (Estimulado-Privado de agua) consumen una
mayor cantidad de Suero Fisiologico que los sujetos control (Control-

Privado de agua) (F(1,32)=13.30; * p<0.001).

2. Entre los grupos mantenidos ad lib no se observan diferencias significativas
(F(1,32)= 0.008; p< 0.929), ni preferencia por ninguno de los fluidos disponibles
(F(1,32)= 0.13; p< 0.718). Como cabria esperar, los animales mantenidos ad lib
ingieren una menor cantidad de liquido que los animales que habian permanecido

privados de agua (F(1,32)=151.57; p<0.001).
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Durante las 5 horas siguientes en jaulas metabélicas con agua y suero fisiologico
disponible, no se observan efectos residuales asociados a la estimulacion eléctrica. So6lo
alcanza a ser significativo durante este periodo de tiempo, el efecto de la privacion de agua
(durante el dia previo) sobre la ingesta de liquido: la privacion aumenta la ingesta de agua

(F(1,32)= 6.5; p< 0.016) y la de suero fisiologico (F(1,32)= 4.8; p< 0.036) (Tabla 6.3 y

CAPiTULO 3

Figura 6.3).

VAR. IND. gl efecto |MC efecto |glerror |MC errror |F p

1. Estimulacién |1 40500 32 2.378750 |.17026 .682635
2. Priv. Agua |1 38.13556 |32 2.378750 (16.03176 |.000346
3. Fluido 1 9.38889 32 4.615000 [2.03443 |.163456
12 1 .10889 32 2.378750 |.04578 .831942
13 1 .88889 32 4.615000 |.19261 663703
23 1 06722 32 4.615000 |.01457 904691
123 1 2.20500 32 4.615000 |.47779 494410

Tabla 6.3: Anova sobre la ingesta de agua y de suero fisiologico durante el test de 5 horas.

FIGURA 6.3A

*p<0.02 (AD LIB vs S/AG)

GRUPOS

EST.S/AGUA  CONT. SIAGUA

SUERO FISIOLOGICO (ml)

~

(=2

o

~

N

FIGURA 6.3B

*p<0.04 (AD LIB vs SIAG.)

EST. ADLIB

GRUPOS

CONT.ADLIB  EST.S/AGUA  CONT. SIAGUA

Figura 6.3: Ingesta de Agua y Suero Fisiologico durante el test de 5 horas.

La privacion de agua (durante el dia previo) aumenta el peso corporal diferencial durante

las 5 horas en jaulas metabdlicas (F(1,32) = 138.06; p< 0.001) (Tabla 6.4 y Figura 6.4).
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EFECTO gl efecto | MC efecto |glerror |[MCerror |F P

Estimulacion 1 6.250 32 18.47222  |.3383 564861
Priv. Agua 1 2550.250 |32 18.47222 |138.0586 |.000000
Interaccion 1 38.028 32 18.47222  |2.0586 .161046

Tabla 6.4: Anova sobre el cambio en el peso corporal durante el test de 5 horas.

*p<001 (ADLIB vs SIAG.)

o

o

DIFERENCIAL DE PESO CORPORAL (g)

5
EST.ADLIB CONT.ADLIB EST.S/AGUA CONT. SIAGUA
GRUPOS

Figura 6.4: Cambio en el peso corporal durante el test de 5 horas.

Finalmente, el volumen de orina no difiere significativamente entre los 2 x 2 grupos de

sujetos (tabla 6.5 y figura 6.5).

VAR. IND. gl efecto | MC efecto | gl error MC error |F p

Estimulacion 1 1.690000 |32 2.076354 |.813927 |.373703
Priv. Agua 1 5.840278 |32 2.076354 |2.812756.103261
Interaccion 1 2777778 |32 2.076354 |1.337815.255982

Tabla 6.5: Anova sobre el volumen de excrecion durante el test de 5 horas.

FIGURA 6.5

EST.ADLIB  CONT.ADLIB EST.S/AGUA CONT. SIAGUA
GRUPOS

Figura 6.5: Volumen de orina durante el test de 5 horas.
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DISCUSION GENERAL DEL CAPIiTULO 3

En condiciones normales, los animales prefieren las soluciones isotonicas antes que el agua
(Kaunitz et al, 1960); sin embargo, cuando son privados de liquido, esta preferencia se
invierte (Kutscher y Steilen, 1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956). La reduccion
significativa del consumo de suero fisiolégico que se observa durante el test de doble
eleccion por parte del grupo privado/no estimulado (Figura 6.2), apunta en esa direccion.
Por el contrario, la estimulacion eléctrica del nucleo paraventricular suprime la preferencia
por agua (frente a suero fisioldogico) que se manifiesta en los sujetos privados de agua
durante las 24 horas anteriores. De hecho, el grupo estimulado consume durante esta
prueba, una cantidad de suero fisiologico significativamente mayor que el grupo sin

estimular (Figura 6.2).

Por su parte, los animales mantenidos ad lib, no muestran preferencia por ninguno
de los fluidos disponibles. Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que el test de
ingesta se realiza durante el periodo de inactividad de los animales, cuando apenas

consumen liquido.

Estas diferencias comportamentales entre los dos grupos privados de agua, parecen
depender de la estimulacion eléctrica efectuada y podria implicar que esta intervencion ha
promovido la liberacién de hormonas (o neurotransmisores) paraventriculares (como la
oxitocina o la vasopresina). Con los datos disponibles no se puede determinar si la
estimulacion realizada ha activado una secrecion hormonal y/o intracerebral; sin embargo,
el lugar de estimulacion (region mas lateral del subconjunto magnocelular lateral), forma
parte del grupo oxitocinérgico magnocelular (Crowley y Armstrong, 1992) responsable de
la liberacion de productos hormonales a la neurohipofisis (Armstrong, 1995; Legros, 1992;
Renaud y Bourque, 1991; Rinaman et al, 1995; Saeb-Parsy et al, 2000; Swaab, 1993). De
hecho, otros autores han demostrado que la estimulacion eléctrica de la region
paraventricular lateral promueve con mas facilidad la secrecion hormonal de oxitocina que

su liberacion intracerebral (Jones et al, 1983).
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Esta supresion de la preferencia por agua observada en los sujetos
privados/estimulados, parece compatible con la respuesta natriurética de la Oxitocina
observada previamente y con sus posibles efectos sobre los niveles corporales de sodio. Al
promover la liberacion plasmatica de Oxitocina y su efecto natriurético, la estimulacion
eléctrica habria podido reducir el aumento habitual en los niveles corporales de sodio
(hipernatremia) que resulta de la privacion de liquido, y, consecuentemente, la preferencia
por agua que se manifiesta en el grupo privado/no estimulado. Asi pues, mediante
estimulacion eléctrica, el comportamiento de los animales privados/estimulados, se
aproxima al que se observa habitualmente en los animales mantenidos en condiciones
normales (Kaunitz et al, 1960), o lo que es lo mismo, la estimulacién habria tenido un

efecto regulador compensatorio.

Alternativamente podria pensarse que la estimulacion eléctrica (supuestamente
oxitocinérgica) podria promover directamente el apetito por sodio en los sujetos privados
de agua. Sin embargo, esta propuesta seria contradictoria con los estudios que han
considerado a la Oxitocina como parte del circuito responsable de la inhibicion del apetito
por sodio (una idea que ya fue desarrollada en la Introduccion Teoérica y que sera retomada

mas adelante, en la discusion general).

Posteriormente (45 minutos después de la estimulacidon), no se aprecian
comportamientos diferenciales entre los dos grupos privados (aunque loégicamente, estos
animales ingieren mayor cantidad de liquido que los animales mantenidos ad lib y en
consecuencia, su peso corporal aumenta). Estos resultados podrian explicarse por el hecho
de que la estimulacion eléctrica (s6lo durante 15 minutos), podria tener un efecto
relativamente breve, un resultado por otra parte acorde con la reducida vida media de la
Oxitocina en plasma (unos tres minutos: ver Binkley (1995), pag. 92). En este sentido Jones
y asociados, comprobaron que la estimulacion eléctrica del nucleo paraventricular (durante
15 segundos con una frecuencia de 75 Hz y de 80 a 160 microamperios de intensidad y con
pulsos de 0.2 a 0.5 ms) daba lugar a un aumento en la secrecion plasmatica de oxitocina
que alcanzaba su valor maximo 1-2 minutos después de la estimulacion y comenzaba a

decaer con posterioridad (Jones et al, 1983).
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En fin, los datos obtenidos en este experimento, apoyan una posible relacion entre
los niveles corporales de sodio, la oxitocina y el comportamiento ingestivo. Asi, mientras
que en sujetos con niveles reducidos de sodio (grupos privados de comida o mantenidos
con dietas hiposddicas (Experimentos del Capitulo 1)), la oxitocina parece estimular la
ingesta de agua; en sujetos normonatrémicos (grupos alimentados con la dieta habitual), la
oxitocina no modifica el comportamiento de ingesta. Finalmente, en sujetos con niveles
incrementados de sodio corporal (por privacion de fluido), la estimulacion eléctrica del
nucleo paraventricular (;oxitocina?), parece reinstaurar la ingesta de soluciones salinas
isotonicas, un comportamiento propio de los animales mantenidos en condiciones

normales.

En resumen, la influencia de la Oxitocina sobre el comportamiento hidromineral
podria resultar del efecto de la natriuresis oxitocinérgica sobre los niveles de sodio
corporal. De esta forma, al reducir los niveles corporales de sodio, la estimulacion eléctrica
del nucleo paraventricular habria podido contrarrestar el rechazo por las soluciones de CINa

que se observa en animales privados de fluido.









CAPITULO 4:

DIABETES INSIPIDA,
OXITOCINA Y
PRIVACION DE COMIDA.

ALTERACIONES EN LA INGESTA DE AGUA:
LA DIABETES INSIPIDA

Los incrementos patoldgicos en la ingesta de agua pueden ser primarios (cuando por
ejemplo, se dafian los circuitos cerebrales que participan en la ingesta de fluidos) o
secundarios cuando son consecuencia de la pérdida renal de liquido (poliuria) (Robertson,
1991). En este contexto, la Diabetes' Insipida (DI) constituye un cuadro polidipsico que ha
sido considerado, no sin discrepancias, como una alteracion secundaria a la pérdida renal de
fluido (Robertson, 1995; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Verbalis, 2003). Otras
caracteristicas de este trastorno diabético incluyen la escasa concentracion urinaria y los

niveles elevados de sodio corporal (hipernatremia) (Simmons, 2002).

' De hecho, el término Diabetes, se refiere a las alteraciones caracterizadas por la produccion de un gran
volumen de orina (Rolls y Rolls, 1982; pag. 138).
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La DI puede darse bien por una liberacion deficiente de ADH u Hormona
Antidiurética (DI central o neurogénica) o bien como consecuencia de la ausencia de
receptores renales para la hormona (DI nefrogénica) (Bronstein et al., 2000; Czernichow et
al., 2000; Demunbrun et al., 1954; Gonzalez-Portillo et al., 1998; Greger et al, 1986;
Heinbecker y White, 1941; Hollinshead, 1964; Huang y Dellman, 1996; Kurokawa et al.,
1998; Laszlo y Wied, 1966; Macias-Batista et al., 1999; Maghnie et al., 2000; Mirsky et al.,
1954; Moses et al., 1992; Robertson, 1995; Saborio et al., 2000; Swaab et al, 1993; Seckl et
al., 1987; Si-hoe et al., 2000; Simmons, 2002; Song et al., 1999; Verbalis, 2003).

La DI Neurogénica o central puede ser generada por una gran variedad de factores
entre los que se pueden destacar los traumatismos craneoencefalicos, neoplasias,
malformaciones cerebrales, intervenciones quirurgicas y alteraciones genéticas (Bacic y
Gluncic, 1999; Bronstein et al., 2000; Isidro et al., 1998; Legros y Geenen, 1996; Noseda et
al., 1985; Randall et al., 1960; Robertson, 1995; Seckl et al., 1987; Simmons, 2002).
Experimentalmente, este tipo de Diabetes ha sido generada mediante hipofisectomias y
neurohipofisectomias, mediante lesiones electroliticas con corriente anddica (positiva) de la
eminencia media o seccionando las vias del sistema hipotalamo-neurohipofisario (Balment
et al, 1986; Hennesy et al, 1977; Huang y Dellman, 1996; O Connor, 1946; Richter y
Ecker, 1935; Smith y McCann, 1962; Rolls, 1970; White y Heinbecker, 1939). Dado que
los axones del nucleo supradptico y del ntcleo paraventricular magnocelular también
liberan sus productos hormonales en la Eminencia Media (Buma y Nieuwenhuys, 1988;
Page y Dovey-Hartman, 1984), las lesiones ventrales a esta zona también podrian ocasionar
DI, aunque en este caso, no seria permanente ya que permanece intacta una parte suficiente

del sistema (Heinbecker y White, 1941; O’Connor, 1946; Zimmerman, 1984).

Temporalmente, el comportamiento ingestivo (y la excreciéon de orina) de los

pacientes diabéticos sigue un patroén trifasico, tal y como se muestra en el Dibujo 7.1.
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Dibujo 7.1: Patron trifasico en la ingesta de agua (ml) de animales con Diabetes Insipida
(circulos abiertos).

La respuesta (1) polidipsica y poliurica inicial (Fase transitoria) tiene una duracion
de unas 24 horas y es seguida (2) de un descenso en la ingesta y en la excrecion de fluido
que se prolonga durante 2 6 3 dias (Interfase oligtirica). Posteriormente y de forma croénica
(3), la ingesta y excrecion de fluido vuelven a aumentar (Fase estable) (Bakker y Waring,
1976; Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958 y 1962;
Hollishead, 1964; Huang y Dellman, 1996; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973;
O’Connor, 1946, 1950 y 1952; Robertson, 1995; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl et
al., 1987 y 1992; Swaab et al, 1975; White y Heinbecker, 1939).

La polidipsia diabética ha sido mayormente considerada una alteracion secundaria a
la pérdida de fluido, siendo entendida como consecuencia de la carencia de vasopresina y
también por la presencia de algunas fibras no afectadas por la intervencién quirurgica
(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; Robertson, 1995).
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Concretamente, para Robertson (1995), la destruccion incompleta de las fibras
hipotalamicas magnocelulares que se dirigen hacia la neurohipdfisis generaria los

siguientes efectos:

1. Un déficit inicial en la liberacion de vasopresina. Como la vasopresina
posibilita la retencion y concentracion de fluido, su falta conllevaria la
excrecion de un volumen exagerado de orina diluida, que estimularia la
ingesta de agua (polidipsia). Adicionalmente, esta pérdida de liquido diluido
provocaria la acumulaciéon de sodio corporal (hipernatremia): Fase diabética

transitoria.

2. Al mismo tiempo, las células neurosecretoras conservadas, liberarian ADH.
Sin embargo, la cantidad de vasopresina liberada por estas células seria
insuficiente para mejorar la respuesta regulatoria de los sujetos diabéticos

durante esta fase inicial.

3. La reduccion en los niveles de vasopresina, provocaria deshidratacion
celular (por la pérdida de fluido y la acumulacion de soluto), por lo que las
terminales de las neuronas no afectadas por la intervencion (o las reservas de
esta hormona en la neurohipo6fisis) liberarian mayor cantidad de hormona
antidiurética. De esta forma, pocos dias después de la intervencion, tendria
lugar la fase oligurica en la que los animales exhiben una respuesta ingestiva
y excretora normal o proxima a la normalidad, acompanada de un grado
considerable de actividad antidiurética. La permanencia de axones intactos o
la liberacion de vasopresina procedente de terminales en degeneracion,
serian los responsables de esta interfase oligurica (Bronstein et al., 2000;
Brooks y Pickford, 1958; Heinbecker y White, 1941; Hollishead, 1964;
Laszlo y Wied, 1966; Lipsett et al., 1956; O’Connor, 1946 y 1952) y asi, en
los casos de destruccion completa de las fibras del sistema hipotalamo-
neurohipofisario se podria observar una ingesta incrementada y estable
desde el primer dia (Heinbecker y White, 1941;Hollinshead,
1964;0"Connor, 1952).
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4. Tras la interfase oligurica, la actividad antidiurética se mostraria insuficiente
y se seguiria perdiendo nuevamente liquido y acumulando sodio en el
organismo. Esta pérdida de fluido y la acumulacién de sodio corporal
conllevaria el aumento de la presion osmdtica y la aparicion de sed
osmotica. Con la ingesta de agua, los animales diabéticos contrarrestarian la
pérdida urinaria, pero al mismo tiempo prevendrian la liberacion de
vasopresina por los axones intactos, con lo que la poliuria y polidipsia

diabética se mantienen de forma indefinida (Fase diabética permanente).

Sin embargo, se ha comprobado que la capacidad renal de excrecion y
concentracion de fluido parece mejorar cuando los pacientes diabéticos son privados de
agua (Bakker y Waring, 1976; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973; Shanon,
1942; White y Heinbecker, 1938), aunque para Robertson, la privacion de fluido
aumentaria la osmolaridad plasmatica y estimularia la liberacion de hormona antidiurética
por parte del remanente celular no afectado por la intervencion quirtrgica aumentando en

consecuencia, la capacidad de retencion y concentracion renal (ver Robertson, 1995).

El déficit hormonal que se produce en los pacientes diabéticos fue inicialmente
tratado mediante la administracién de extractos neurohipofisarios (Books y Pickford, 1958;
Brunner, 1956; Demunbrun et al, 1954; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973;
O’Connor, 1950; Shannon, 1942; Sawyer, 1952); sin embargo, actualmente, el tratamiento
de eleccion lo constituye la dDAVP (1 desamino-8 arginina vasopresina), un agonista
selectivo al receptor tubular renal V2, que ofrece una accion antidiurética mas potente y
prolongada que la de la propia vasopresina (Fjellestad-Paulsen et al., 1993; Greger et al.,
1986; Kumar y Berl, 1998; Maghnie et al., 2000; Saborio et al., 2000; Seckl et al, 1987;
Simmons, 2002; Singer et al., 1997).

La existencia de pacientes diabéticos insensibles a la administracion de extractos
neurohipofisarios (Bode y Crawford, 1969; Forssman, 1945), y con niveles plasmaticos
normales o elevados de ADH (Holliday et al, 1963), sugerian la existencia de una diabetes
independiente de anomalias en el sistema nervioso. La Diabetes Insipida Nefrogénica

(para una revision ver Morello y Bichet, 2001) se produce generalmente por mutaciones
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genéticas que afectan a la expresion del receptor renal de Vasopresina V2 (Bichet et al,
1989; Pang et al, 1992; Rosenthal et al, 1992). La ausencia de estos receptores impiden una
reaccion normal en las células del tabulo colector renal a la ADH, lo cual provoca la
excrecion de un gran volumen de orina diluida con independencia de los niveles
plasmaticos de ADH (Bichet et al 1994; Knoers et al 1993; Robertson, 1995; Rosenthal et
al 1994; Sasaki et al., 1994; Si-Hoe et al., 2000; Van Lieburg et al., 1994).

En los dos tipos (neurogénico y nefrogénico) de Diabetes Insipida, el sistema renal
de los sujetos afectados es incapaz de retener liquido (Bacic y Gluncic, 1999; Balment et
al., 1986; Friedman et al., 1958; Huang y Dellman, 1996; Ikkos et al, 1954; Laszlo y Wied,
1966; Lichardus y Ponec, 1973; Man y Hugh, 1992; O’Connor, 1950; Pickford y Ritchie,
1945; Seckl y Dunger, 1992; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960; Wolf, 1950). La
capacidad renal de concentracion urinaria también se ve afectada y la osmolaridad urinaria
de estos sujetos es menor que la de individuos normales (Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y
Ponec, 1973; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992; Titlebaum et al, 1960). Desde este
punto de vista, estas alteraciones renales pueden ser consideradas como responsables del
incremento en la ingesta de agua y en la osmolaridad plasmatica (hipernatremia) que se
observa en estos pacientes (Bacic y Gluncic, 1999; Balment et al., 1986; Bronstein et al.,
2000; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang y Dellman, 1996; Kavelaars
et al., 2001; Laszlo y Wied, 1996; Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Pivonello et al., 2000;
Price y Kallenborn, 2000; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl y Dunger, 1992; Swann
et al., 1939). Para poner a prueba la idea de que el determinante crucial de la DI lo
constituye la incapacidad renal de retencion y concentracion, Richter y Ecker ligaron los
uréteres de animales neurohipofisectomizados con el objeto de prevenir la excrecion de
orina y en efecto, esta intervencion reducia la ingesta de agua de los animales diabéticos

(Richter y Ecker, 1935), apoyando la existencia de una polidipsia secundaria.

A pesar de ello y como se ha mencionado, la naturaleza primaria o secundaria de la
polidipsia diabética no deja de ser un tema controvertido. Asi, la ingesta incrementada de
liquido también puede ser dependiente de otras alteraciones en el metabolismo, un efecto
que podria resultar del dafio cerebral (Swann, 1939). En este sentido, Smith y McCann

(1962) mostraron que las lesiones electroliticas de la Eminencia Media (EM), podian
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provocar una respuesta polidipsica incluso en animales con los rifiones extirpados,
sugiriendo de esta manera, que el efecto observado era independiente del funcionamiento
renal (Smith y McCann, 1962). Este resultado fue cuestionado posteriormente por Barbara
Rolls (1970) al observar que solo la lesion electrolitica de la EM con corriente positiva
(més amplia que la realizada con corriente negativa), generaba el efecto hiperdipsico en
individuos nefrectomizados. Dado que la corriente anddica deposita iones metalicos en el
tejido adyacente (Rabin y Smith, 1968), el efecto observado por Smith y McCann, segun
Rolls, podria ser el resultado de la afeccion irritativa del HT Lateral, mas que del propio
dafio en la Eminencia Media (Rolls, 1970). Unos afios después, y evitando el empleo de
corriente eléctrica (obviando, por tanto, sus posibles efectos colaterales irritativos),
Grossman y asociados observaron un incremento en la ingesta de agua (de mayor magnitud
que la pérdida urinaria), como consecuencia de la seccion mediante microbisturi (‘“Knife-

cut”), de las fibras que discurren ventralmente por el HT Posterior (Hennesy et al, 1977).

Todavia en la década de los 60, el descubrimiento de un modelo genético de la
enfermedad (las ratas Brattleboro) (Valtin et al, 1962; ver también Valtin et al, 1965;
Valtin, 1967, 1974 y 1982) fue seguido con gran interés. Al carecer del gen responsable de
la sintesis de la hormona antidiurética y exhibir una respuesta politrica y polidipsica
similar a la de los sujetos diabéticos (Brimble et al., 1991; Edwards y Larochelle, 1984),
estos animales podrian ayudar a solventar algunas de las dudas generadas por las
intervenciones cerebrales. Sin embargo, la osmolaridad urinaria (Balment et al., 1980;
Brimble et al., 1991; Edwards et al, 1984; Fuller y Fitzsimons, 1988) y la capacidad
natriurética (Balment et al., 1986; Brimble et al., 1991; Edwards et al, 1984) de las ratas
Brattleboro en situaciones de deshidratacion, es mayor que la de los sujetos diabéticos. En
efecto, a pesar de que hoy dia se siguen considerando trastornos equivalentes, las ratas
Brattleboro no parecen compartir todas las caracteristicas de los sujetos diabéticos. Para
algunos autores, las diferencias entre las ratas Brattleboro y los animales con diabetes
insipida experimental, podrian ser dependientes de la Oxitocina (Balment et al., 1980,
1982, 1986; Brimble et al., 1991; Edwards y Larochelle, 1984). De hecho, los niveles
plasmaticos de Oxitocina en ratas Brattleboro, superan a los observados en sujetos

normales (Conrad et al, 1986; Dogterom et al, 1977; North et al, 1982).
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EXPERIMENTO 7: EFECTOS DE LA ADMINISTRACION
DE OXITOCINA Y DE LA PRIVACION DE ALIMENTO EN
SUJETOS CON DIABETES INSIPIDA EXPERIMENTAL.

Las neurohormonas Oxitocina y Vasopresina son liberadas en la Eminencia Media y en la
Neurohipofisis, por terminales nerviosas de fibras procedentes del niicleo Supradptico y del
complejo magnocelular del nucleo Paraventricular (Badoer, 2001; Bastos et al., 2001;
Bealer y Crowley,1999; Cajal, 1894 en Pickford y Ritchie, 1945; Briski y Brandt, 2000;
Chiriguer et al., 2001; Cunningham y Sawchenco, 1991; Hussy et al., 2000; Lincoln y
Paisley, 1982; 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). Cuando se interrumpe la liberacion neurohormonal (Diabetes Insipida Neurogénica),
los sujetos afectados excretan un gran volumen de orina diluida e ingieren cantidades
elevadas de agua, ademas de exhibir unos niveles elevados de sodio corporal
(hipernatremia) (Bacic y Gluncic, 1999; Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000;
Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang y Dellman, 1996; Kavelaars et al.,
2001; Laszlo y Wied, 1996; Man y Hugh, 1992; O’Connor, 1950; Pivonello et al., 2000;
Price y Kallenborn,2000; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl y Dunger, 1992; Swann et
al., 1939; Wolf, 1950). Este cuadro de Diabetes Insipida ha sido atribuido a la falta de
Vasopresina, con la consiguiente dificultad para retener y concentrar la orina. Pocos
estudios, por el contrario, han abordado la intervencion de la Oxitocina en este trastorno

diabético.

Los niveles de sodio y otros solutos, contribuyen al comportamiento hidromineral
ingestivo. Asi, los incrementos en la osmolaridad plasmatica estimulan la sed osmotica
(Balment et al 1980; Brimble y Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986;
Dogterom, 1977; Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y
Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et al., 1984; Rinaman et al., 1995; Robertson,
1983; Sandgaard et al., 2000; Stricker et al., 1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al.,
1991b; Verbalis y Stricker, 2000; Voisin et al., 1999; Weitzman et al., 1978). Dado que los

pacientes diabéticos tienen niveles elevados de sodio corporal, se podria esperar que la
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polidipsia diabética estuviese modulada por la hipernatremia que estos sujetos desarrollan.
De hecho, algunos estudios clasicos han sugerido la existencia de una relacion entre la
hiperdipsia diabética y la cantidad de sodio que los pacientes ingieren durante las comidas
(Curtis, 1924; Palmieri y Taleisnik, 1969; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960).
Experimentalmente, las dietas con CINa o la inyeccion de soluciones hipertonicas,
incrementan la magnitud de la respuesta polidipsica (Curtis, 1924; Fisher et al., 1938;
Swann, 1939, Wolf, 1950); mientras que la privacion de comida (Curtis, 1924; Swann,
1939), las dietas hiposodicas (Swann, 1939) o la adrenalectomizacion de los animales
diabéticos (Friedman et al., 1962; Mirsky et al, 1954) (procedimientos todos ellos que

disminuyen los niveles de sodio), reducen el efecto hiperdipsico.

La hipernatremia y la dificultad que presentan los sujetos diabéticos para excretar
sodio han sido relacionadas con la ausencia de Oxitocina por algunos autores (Antunes-
Rodrigues et al, 1991). Asi, la capacidad natriurética de la Oxitocina (Balment et al, 1980 y
1986; Conrad, 1986; Haanwinckel, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992,
1997; Verbalis et al, 1991b; Windle et al, 1995 y 1997), podria facilitar la excrecion de
sodio y reducir la necesidad de agua de los sujetos diabéticos. En este contexto, tanto los
extractos neurohipofisarios (Brooks y Pickford, 1958; Brunner et al., 1956; Dicker, 1957;
Demunbrun et al., 1954; Laszo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973; Sawyer, 1952)
como la administracion especifica de Oxitocina (Balment et al, 1985 y 1986) potencian la
excrecion de sodio en animales diabéticos. Asimismo, la polidipsia diabética ha sido
reducida mediante administracion de extractos neurohipofisarios (Hollinshead, 1964;
Laszlo y Wied, 1966), sin embargo no se ha examinado el efecto de la Oxitocina sobre la

ingesta de agua de los animales con DI.

Dado que en animales neurologicamente intactos, el efecto ingestivo de la Oxitocina
parece depender de la ausencia-presencia de comida y que la polidipsia Diabética podria
relacionarse con ambos factores (comida y oxitocina), en este séptimo experimento se
analiza el efecto de la privacion de comida y/o de la administracion de Oxitocina en
animales con lesiones electroliticas de la Eminencia Media (siguiendo el modelo de

Rolls, 1970).
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METODO:

SUJETOS Y GRUPOS:

Se han empleado 68 ratas Wistar macho, alojadas en jaulas individuales y con un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas. La temperatura ambiental se mantuvo entre 21 y 23 grados

centigrados.

Tras varios dias de adaptacion a las condiciones del laboratorio, se registra la
ingesta de agua y comida durante 24 horas (Linea Base) y se subdivide a los animales
aleatoriamente en ocho grupos: 36 de ellos son lesionados electroliticamente en la
eminencia media y en los 32 restantes se practica una falsa lesion. Las otras variables
manipuladas son la administraciéon subcutanea de Oxitocina o Suero Fisiologico y la

presencia o ausencia de comida durante 48 horas.

De forma abreviada, el Cuadro 7.1 muestra las variables independientes y los

grupos empleados en este experimento:

VARIABLES LESION EMINENCIA MEDIA CONTROL (Falsa Lesion)

INDEPENDIENTES [ comIDA SIN CON SIN CON
COMIDA COMIDA COMIDA | coMIDA

OXITOCINA | EM-S/C-OX | EM-C/C-OX | C-S/C-OX C-C/C-0X

SUSTANCIA n=10 n=8 n=8 n=8
-C. SUERO EM-S/C-SF | EM-C/C-SF | C-S/C-SF C-C/C-SF
FISIOLOGICO n=10 n=38 n=38 n=8

Cuadro 7.1
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PROCEDIMIENTO QUIRﬁRGICO: Lesion electrolitica.

La intervencion quirtrgica intracerebral fue llevada a cabo utilizando como anestésico

inyecciones i.p. de pentotal sddico (50 mg/Kg) (Tiopental Sédico, Lab. Abbot).

Los animales anestesiados son situados en un aparato extereotaxico (Stoelting Co.
Estereotaxico 51.600). A continuaciéon se practica una incision longitudinal de
aproximadamente 14 mm de longitud, y se retira el tejido conjuntivo peridstico adyacente
dejando visibles los puntos lambda, bregma y la linea media. Mediante un torno, se
trepanan dos orificios de aproximadamente 1mm de diametro en la zona correspondiente a
las coordenadas anteroposterior y lateral del nucleo y se seccionan las capas meningeas que
recubren el cerebro. Dada la proximidad de la linea media, este proceso produce
generalmente la puncion del seno sagital superior, provocando una fuerte hemorragia que

disminuye mediante la aplicacion local de esponjas de fibrina (espongostan).

A través de los orificios abiertos, se introduce estereotaxicamente un electrodo
siguiendo las coordenadas de la estructura establecidas por el atlas neuroanatémico de
Paxinos y Watson (1986). El electrodo empleado fue monopolar (de unas 200 micras de
diametro), y se aisldo en toda su longitud (mediante Insl-X) excepto en su extremo mas
distal. El electrodo masa se coloca en la periferia del animal. A continuacion se aplica
bilateralmente y durante 15 una corriente continua positiva (anddica) de 1.50 mA de
intensidad, siguiendo el procedimiento de Rolls (1970). La corriente fue suministrada por

un generador modelo DCML-5 (Grass Instruments Corp, Quincy, Mass, USA).

Las coordenadas estereotaxicas concretas utilizadas para realizar la lesion
electrolitica fueron (referencia interaural): AP: + 6.44; L: £ 0.4 y V:+ 0.2 mm. Para los
sujetos control, se emplean las mismas coordenadas anteroposterior y lateral. La
coordenada vertical fue, para estos animales con falsa lesion, de + 0.5 mm (dorsal a la

estructura). En estos sujetos control no se aplicd ninguna corriente.
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Histologia.

Se llevd a cabo de la misma forma a la descrita en el experimento anterior. Se muestra
graficamente una seccion del atlas de Paxinos y Watson (1997) en la que se inserta un corte
transversal de un animal representativo al mismo nivel rostro-caudal (6.44 mm respecto al
punto 0 interaural), donde se aprecia la extension de la lesion efectuada.

Fotografia 7.1

Interaural 644 mm o ) - Bregma -2.56 mm

EMINENCIA MEDIA

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

Una vez transcurridas las 24 horas de linea base se anestesia a los animales y siguiendo el
procedimiento descrito, se les interviene quirtirgicamente. A 36 animales se les practica una
lesion electrolitica de la Eminencia Media, las restantes 32 ratas fueron utilizadas para los
grupos control (falsa lesion). Al finalizar la intervencion quirurgica, 20 sujetos

experimentales y 16 sujetos de los pertenecientes a los grupos de control, reciben
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subcutaneamente 0.5 ml de Oxitocina (10 U.L./ 1 ml); los demds (16 experimentales y 16
control) reciben 0.5 ml de Suero Fisiologico (de forma similar a la descrita para los
animales intactos en los capitulos previos) y se alojan en jaulas metabolicas. Seis horas

después, reciben una segunda dosis de 0.5 ml.

Como se muestra en el Cuadro 7.1 (Sujetos y Grupos), la mitad de los sujetos de
Oxitocina y Suero Fisiologico dispone de comida durante la totalidad del experimento
mientras que la otra mitad estd privado de alimento durante las primeras 48 horas post-
quirurgicas (estableciéndose asi los ocho grupos de animales). Durante esas primeras 48
horas, se registra diariamente (a las 9:00 PM), la ingesta de agua, el volumen de orina
excretado y, para los grupos sin privar, también la ingesta de comida. Una vez transcurrido
ese tiempo, se devuelve a todos los animales a sus jaulas individuales con agua y comida
durante 7 dias mas. Se contabiliza diariamente (a las 9:00 PM), la ingesta de agua y comida

de cada animal.

ANALISIS ESTADISTICO:

Con el modulo Anova/Manova del paquete "Statistica’ se analiza la ingesta de agua
(mediante un Anova para el consumo de agua 6 horas después de la intervencion quirargica
y otro para los 9 dias), el volumen de excrecion (mediante un Anova para el volumen de
orina excretado 6, 24 y 48 horas después de la intervencion quirirgica) y la ingesta de
comida (mediante un Anova para los 2 primeros dias en los grupos mantenidos ad lib y

mediante un Anova para los tltimos 7 dias en todos los grupos de animales).

En todos los casos, las variables independientes incluidas en los andlisis son la
“Lesion Electrolitica” (Eminencia Media-Falsa Lesion), la “Sustancia” administrada
(Oxitocina-Suero Fisioldgico), la “Comida” (Con comida-Sin Comida) y la variable “Dias”
(con niveles especificos para cada variable dependiente). Los efectos significativos se

analizan mediante Comparaciones Planeadas.

Igualmente se examinan los resultados del dia de linea base para los 2x2x2 grupos

de sujetos con el objeto de descartar diferencias previas a la intervencidon quirdrgica.



270 CAPITULO 4

RESULTADOS:

Los valores medios y desviaciones tipicas obtenidos por los distintos grupos de sujetos en

las variables dependientes registradas se muestran en la Tabla 7.0 (ver Anexo).

ANALISIS DE LA LINEA BASE

La ingesta basal de agua y de comida, no difiere significativamente entre los 8 grupos de

sujetos: Rao (14,118)= 1,239446; p< 0,326 (Figura 7.0):

LINEA BASE AD LIB LINEA BASE AD LIB

28
_ 24
=2
< 20
S 16
8 12
8 \
4 \
0 8 1] 0 N )
C-SF-S/C  EM-SF-S/C C-SF-CIC  EM-SF-C/C C-SF-SIC EM-SF-S/C C-SF-CIC  EM-SF-C/C
C-OX-SIC  EM-OX-SIC  C-OX-CIC EM-OX-C/C C-OX-S/IC  EM-OX-SIC  C-OX-C/C EM-OX-C/C
GRUPOS GRUPOS

Figura 7.0: Ingesta de agua (ml) y comida (g) para los 8 grupos de sujetos, después de 24
horas ad lib.

INGESTA DE AGUA

El ANOVA sobre la cantidad de agua ingerida seis horas después de finalizar la
intervencion quirurgica, muestra un efecto significativo de la wvariable “Lesion”
(F(1,60)= 22.83; p<0.001): los grupos diabéticos consumen una mayor cantidad de agua

que los grupos control (12.24 ml vs 3.1 ml) (datos no mostrados).

Durante los 9 dias, el ANOVA sobre la ingesta de agua resulta significativo para la
interaccion Lesion x Sustancia x Comida: F(1,56)= 4.37; p< 0.042 y para la interaccion

Lesion x Comida x Dias: F(8,448)=3.97; p<0.001 (Tabla 7.1 y Figura 7.1):
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FIGURA 7.1A

EMINENCIA MEDIA
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Figura 7.1: Ingesta de agua (ml) durante los 9 dias experimentales, para los grupos
con lesion electrolitica de la Eminencia Media (Fig. 7.1A) y Falsa Lesion (Fig. 7.1B).
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EFECTO gl efecto gl error F p

1. Lesion 1 59 183.6034 .000000
2. Sustancia 1 59 1.9236 170682
3. Comida 1 59 3.0560 085642
4. Dias 8 472 25.7188 0.000000
12 1 59 2.1039 152224
13 1 59 4.9708 .029598
23 1 59 2.6299 110199
14 8 472 25.6491 0.000000
24 8 472 2.1674 028720
34 8 472 1.3905 .198073
123 1 59 4.7177 033884
124 8 472 1.4245 183584
134 8 472 4.1858 000074
234 8 472 3196 958568
1234 8 472 2815 971938

Tabla 7.1: Anova para la ingesta de agua durante los 9 dias experimentales en funcion de
las variables “Lesion”, “Sustancia”, “Comida” y “Dias”.

Los grupos con lesion electrolitica ingieren mas agua que sus respectivos grupos de control
con falsa lesion (EM-C/C-SF vs C-C/C-SF: F(1,59)= 54.9; p < 0.001;
EM-S/C-SF vs C-S/C-SF: F(1,59)= 55.6, p< 0.001; EM-C/C-OX vs C-C/C-OX:
F(1,59)=65.9, p< 0.001; EM-S/C-OX vs C-S/C-OX: F(1,59)=15.9, p< 0.001).

Durante los dias de privacion de comida (dias 1 y 2) los grupos EM ingieren mas
agua que los grupos con falsa lesion (EM-C/C-SF vs C-C/C-SF: DIA 1, F(1,59)= 29.6;
p < 0.001. DIA 2, F(1,59)= 26.7; p< 0.001. EM-S/C-SF vs C-S/C-SF: DIA 1, F(1,59)=
26.1; p <0.001. DIA 2, F(1,59)= 5.4; p< 0.024. EM-C/C-OX vs C-C/C-OX: DIA 1,
F(1,59)= 23.9; p < 0.001. DIA 2, F(1,59)= 31.8; p< 0.001), salvo en el caso de la
comparacion entre los grupos EM y Control privados y tratados con Oxitocina, cuya ingesta
de agua no difiere significativamente durante los primeros dias post-quirurgicos

(EM-S/C-OX vs C-S/C-OX: DIA 1, F(1,59)= 2.36; p< 0.13.DIA 2, F(1,59)= 0.11; p< 0.74).



EXPERIMENTO 7 273

En los grupos lesionados, la ingesta de agua estd modulada por la

ausencia-presencia de comida y por la administracion de Suero Fisiologico u Oxitocina:

La administracion de Oxitocina reduce la ingesta media de agua en los grupos EM
privados de alimento (EM-S/C-OX vs EM-S/C-SF: F(1,59)= 13.30; p< 0.001;
Figura 7.2). Este efecto no se observa en los grupos EM con comida (F(1,59)= 0,22;
p< 0,64: EM-C/C-OX vs EM-C/C-SF) (Figura 7.2). Las comparaciones dia a dia

entre pares de grupos se muestran en la Tabla 7.2.

Durante las 48 horas de privacion de comida, el descenso en la ingesta de agua que
el tratamiento con Oxitocina genera en los sujetos Eminencia Media, resulta
significativamente diferente del incremento que se observa en los animales con falsa

lesion (F(1,59)=7.1; p< 0.011) (ver Figura 7.1).

En los grupos tratados con Oxitocina, la privacion de alimento durante 48 horas
produce una reduccién en la ingesta media de agua (EM-S/C-OX vs EM-C/C-OX :
F(1,59)= 16,24; p< 0,001). Este efecto no se observa en los grupos tratados con
Suero Fisiologico (EM-S/C-SF vs EM-C/C-SF: F(1,59)= 0.01; p< 0.92)
(Figura 7.2 y Tabla 7.2).

np<0.01 (EM vs CONTROL)
#p<0.01 (EM-OX-SC vs EM-OX-CC)
*p<0.01 (EM-OX-SC vs EM-SF-SC)

20= :
C-SF-S/C EM-SF-S/C C-SF-C/C  EM-SF-C/C
C-OX-S/C EM-OX-S/C C-OX-C/IC EM-OX-C/C

GRUPOS

Figura 7.2: Ingesta media de agua para los 8 grupos de sujetos durante los 9 dias.
(Interaccion Lesion x Sustancia x Comida)
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¢ Independientemente de la administracion de Suero Fisiologico o de Oxitocina, la
privacion de alimento durante las primeras 48 horas post-quirurgicas, reduce la
ingesta de agua de los sujetos Eminencia Media durante los 5 primeros dias post-
operatorios: F(1,59)= 28.29; p< 0.001. Posteriormente (dias 6, 7, 8 y 9), no se
aprecian diferencias significativas entre los grupos EM con y sin comida
(F(1.59)= 0.29; p< 0.59) (Figura 7.3). Es decir, el descenso de la polidipsia
diabética mediante la privacion de alimento es transitorio y retorna, en los dias

siguientes, a niveles similares al de los sujetos con comida.

LESION X COMIDA X DIAS
*P <0.01 (EMS/C vs EM C/C)

180
160
140

120

E
< 100
o]
o 80
<
60
40 —o— SIN
- - 5B COMIDA
20 = —
DIAS DIAS --o- CON
1 3 5 7 9 1 3 5 7 9 COMIDA

FALSA LESION EMINENCIA MEDIA

Figura 7.3: Ingesta de agua durante los 9 dias para los grupos Eminencia Media y Falsa
Lesion con y sin comida (durante las primeras 48 horas).

Entre los grupos control con y sin comida, no se observan diferencias significativas

a lo largo de los dias (F(1,59)=0.10; p<0.74).
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EM-S/C-SF EM-C/C-SF EM-C/C-0X EM-C/C-SF
i Vs vs Vs vs
DIAS EM-S/C-OX EM-C/C-0X EM-S/C-0X EM-S/C-SF
F15) ] p |FU59 ] p |FA59 ] p |FA,59 ] p

DIA 1 123 | .001 37 54 94 |.003].16 .69
DIA 2 1.8 A8 .94 33 | 21.6 |.001|5.4 .02
DIA 3 7.8 | 0.01 .84 36 | 159 |.001].15 .69
DIA 4 1.3 26 5.9 .02 | 359 |.001]5.6 .02
DIA 5 6.8 .01 .005 94 | 143 |.001]1.96 .16
DIA 6 4.7 .03 4 .52 6.4 |.001].03 .84
DIA 7 6.8 01 .05 .81 3.1 .08 |.89 .35
DIA 8 11.3 | .001 19 .66 1.0 31129 .10
DIA9 11.1 | .001 | 0.001 | .96 3.6 .06 |14 24
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Tabla 7.2: Diferencias en la ingesta de agua, dia a dia, en funcion del tratamiento con OX
o con SF'y de la disponibilidad o no de alimento entre los grupos EM.

EXCRECION

DE ORINA

El andlisis estadistico realizado (Anova) con los datos obtenidos 6 horas después de la

intervencion quiridrgica, revela la existencia de diferencias significativas en el volumen de

orina entre los grupos lesionados y los sujetos control (F(1,60)=38.5; p<0.001) (Tabla 7.3).

EFECTO gl efecto gl error F p

1. Lesion 1 60 38,49722 ,000000
2. Sustancia 1 60 1,13284 ,291436
3. Comida 1 60 ,09148 , 763344
12 1 60 1,80174 ,184559
13 1 60 ,00060 980516
23 1 60 1,31354 ,256306
123 1 60 99790 ,321830

Tabla 7.3: Anova para el volumen de orina, 6 horas después de la intervencion quirurgica.
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La intervenciéon quirdrgica incrementa la cantidad de orina excretada

(F(1,60)=38.5; p< 0.001) (Figura 7.4B).

FIGURA 7.5A
ap<0.01 (EM vs CONTROL) FIGURA 758
*p<0.02 (EM-OX-SC vs EM-SF-SC) EFECTO LESION

*p<0.05 (EM vs CONTROL)
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Figura 7.4: Volumen de orina excretado por los 8 grupos de sujetos (fig. 7.4A4) seis horas
después de la intervencion quirurgica y volumen medio (fig. 7.4B) para los grupos
Eminencia Media y Falsa Lesion.

En los sujetos mantenidos ad lib, la lesion electrolitica de la Eminencia Media
incrementa el volumen de orina con respecto a los controles y este efecto se observa con
independencia de la administracion de Suero Fisiologico (EM-SF-C/C vs C-SF-C/C:
F(1,60)=10.3; p< 0.003) u Oxitocina (EM-OX-C/C vs C-OX-C/C: F(1,60)= 8.2; p< 0.006).

La poliuria diabética se mantiene en los sujetos privados de alimento tratados con
suero fisiologico (EM-SF-S/C vs C-SF-S/C: F(1,60)= 19.2; p< 0.001), pero no alcanza la
significacion estadistica en los que reciben la primera dosis de 5 U.L. de Oxitocina
(EM-OX-S/C vs C-OX-S/C: F(1,60)=3.88; p<0.006).

Entre los grupos de animales diabéticos, la unica diferencia significativa
(F(1,60)= 6.15; p< 0.016) que se observa se produce al comparar los sujetos EM-OX-S/C y
EM-SF-S/C ya que el grupo con Oxitocina excreta un volumen de orina inferior

(Figura 7.4A).
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Primeras 24 horas post-quirargicas: El Anova sobre el volumen de orina excretado el

primer dia después de la intervencion quirurgica muestra un efecto significativo para la
interaccion Lesion x Sustancia (F(1,60)= 5.1; p< 0.03) (Tabla 7.4). Esta interaccion denota
que la Oxitocina aumenta el volumen de excrecion en los sujetos control a la vez que lo

reduce en los grupos Eminencia Media (Figura 7.5B).

EFECTO gl efecto gl error F p

1. Lesion 1 60 59,00724 ,000000
2. Sustancia 1 60 1,37253 ,246009
3. Comida 1 60 ,02578 ,872990
12 1 60 5,12367 ,027231
13 1 60 2,02555 ,159852
23 1 60 27112 ,604499
123 1 60 1,16109 ,285553

Tabla 7.4: Anova para el volumen de orina, 24 horas después de la intervencion quirurgica.

Nuevamente, los sujetos diabéticos mantenidos ad lib excretan un volumen de orina
estadisticamente superior que los animales control (EM-SF-C/C vs C-SF-C/C:
F(1,60)=25.1; p< 0.001 y EM-OX-C/C vs C-OX-C/C (F(1,60)= 14.9; p< 0.001). Lo mismo
sucede en los sujetos privados de alimento tratados con suero fisiologico (EM-SF-S/C vs
C-SF-S/C: F(1,60)= 24.3; p< 0.001), sin que alcance significacion estadistica en los que
han recibido las dos dosis de 5 U.L de Oxitocina (EM-OX-S/C vs C-OX-S/C:
F(1,60)=2.24; p< 0.13).

Una comparacién entre los grupos diabéticos, resulta significativa (F(1,60)= 7.52;
p< 0.009: EM-OX-S/C vs EM-SF-S/C): es el caso del grupo de Oxitocina que excreta un

volumen de orina inferior al del grupo que habia recibido Suero Fisioldgico (Figura 7.5A).
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FIGURA 7.6A
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Figura 7.5: Volumen de orina excretado por los 8 grupos de sujetos (fig. 7.54), 24 horas
después de la intervencion quirurgica. El la fig. 7.5B se muestra el volumen de excrecion
para los grupos lesionados y control en funcion de la administracion de OX o SF.

Cuarenta y ocho horas después de la intervencion quirtirgica se observa un efecto que es

resultado € a interaccidon entre as variables esion omida
Itad d | t t | bl “L ” 'y “Comida”

(F(1,60)= 11.2; p<0.002) (Tabla 7.5).

EFECTO gl efecto gl error F p

1. Lesion 1 60 39,74684 ,000000
2. Sustancia 1 60 ,61108 , 437456
3. Comida 1 60 47612 ,492847
12 1 60 ,49238 ,485579
13 1 60 11,23032 ,001397
23 1 60 ,80908 ,371989
123 1 60 3,77281 ,056790

Tabla 7.5: Anova para el volumen de orina, 48 horas después de la intervencion quirurgica.

Mientras que la privacion de alimento reduce el volumen de excrecion en los sujetos

EM, lo incrementa en los sujetos control (F(1,60)=11,23; p<0.002) (Figura 7.6B).
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Los sujetos diabéticos mantenidos ad lib, excretan un volumen de orina
estadisticamente superior al de los animales control (EM-SF-S/C vs C-SF-S/C:
F(1,60)= 8.3; p< 0.006 y EM-OX-C/C vs C-OX-C/C: F(1,60)= 28.2; p< 0.001). La poliuria
diabética se manifiesta igualmente en los sujetos privados de alimento tratados con suero
fisiologico (EM-SF-S/C vs C-SF-S/C: F(1,60)= 16.8; p< 0.001), sin que alcance la
significacion estadistica en los grupos con Ozxitocina (EM-OX-S/C vs C-OX-S/C:
F(1,60)=0.02; p< 0.87).

Una comparacion entre los grupos diabéticos EM-OX-S/C y EM-OX-C/C, resulta
significativa (F(1,60)= 12.50; p< 0.001): es el caso del grupo sin comida que excreta un

volumen de orina inferior al del grupo con comida (Figura 7.6A).

FIGURA 7.7A
np<0.01 (EM vs CONTROL)
#p<0.01 (EM-OX-SC vs EM-OX-CC)

FIGURA 7.7B
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Figura 7.6: Volumen de orina excretado por los 8 grupos de sujetos (fig. 7.6A4), 48 horas
después de la intervencion quirurgica y volumen de excrecion (fig. 7.6B) para los grupos
lesionados y control en funcion de la disponibilidad de comida.
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INGESTA DE COMIDA

El Anova sobre la cantidad de comida ingerida durante las primeras 48 horas post-
quirurgicas para los grupos de sujetos mantenidos ad lib muestra un Unico efecto
significativo para la variable “lesion electrolitica”: los grupos diabéticos ingieren una
mayor cantidad de comida que los grupos con falsa lesion (F(1,27)= 9.51; p< 0.005)
(lineas rojas de las figuras 7.7A y 7.7B).

Durante los ultimos 7 dias, el Anova sobre la cantidad de comida ingerida por los
2 x 2 x 2 grupos de sujetos, muestra un efecto significativo para la interaccion Lesion x

Comida x Dias (F (6,318)=4.2; p<0.001) (Tabla 7.6).

EFECTO gl efecto gl error F p

1. Lesion 1 53 105.7964 .000000
2. Sustancia 1 53 1.5935 212358
3. Comida 1 53 .0321 .858453
4. Dias 6 318 3.5542 .002018
12 1 53 .0076 930753
13 1 53 4.2492 .044189
23 1 53 .0441 .834405
14 6 318 2.7446 .012942
24 6 318 2.0398 .060109
34 6 318 1.3346 241183
123 1 53 .2640 .609536
124 6 318 8761 512667
134 6 318 4.2141 000426
234 6 318 .6764 .668839
1234 6 318 .9549 455993

Tabla 7.6: Anova para la ingesta de comida durante los ultimos 7 dias.
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Los grupos diabéticos ingieren una mayor cantidad de comida que los sujetos
control (F(1,53)=105.8; p< 0.001). Sin embargo y como se observa en la Tabla 7.6, no se
observan diferencias significativas atribuibles a la administracion de Oxitocina o de Suero

Fisiologico.

Tampoco se observan diferencias en la ingesta de comida durante los ultimos 7 dias
entre los grupos mantenidos ad lib y los que fueron privados de comida durante las
primeras 48 horas post-quirargicas (Grupos Eminencia Media: F(1,53)= 1.74; p< 0.193.
Grupos control: F(1,53)=2.55; p<0.117) (Figura 7.7).
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Figura 7.7: Ingesta de comida para los grupos Eminencia Media (figura 7.7A4)
v Falsa Lesion (figura 7.7B).
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DISCUSION DEL_EXPERIMENTO:

Las lesiones electroliticas de la Eminencia Media (EM) incrementan la ingesta de agua, el

volumen de excrecion y el consumo de alimento, tal y como se esperaba.

Pero ademas, los resultados obtenidos en este experimento demuestran que el grado
de polidipsia de los animales diabéticos puede ser modificado. En efecto, la privacion de
alimento durante las primeras 48 horas post-quirtrgicas, reduce transitoriamente la ingesta
de agua de los animales con DI, como puede comprobarse en la figura 7.3. Pero sobre todo,
si a la privacion de alimento a los animales diabéticos se le anade la administracion de
Oxitocina, el descenso en la ingesta de agua se mantiene durante todo el periodo que ha
durado el experimento (9 dias) (Figura 7.1 y 7.2). Este efecto de la Oxitocina requiere de la
privacion de comida, ya que no se observan diferencias ingestivas significativas entre los

grupos EM con comida disponible (Figura 7.1 y 7.2).

La ingesta incrementada de agua de los animales con D.I. podria estar motivada,
segun diversos autores, por la pérdida renal de fluido (respuesta poliurica) (Robertson,
1995; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Verbalis, 2003). En este sentido, puede
comprobarse como en los sujetos EM privados de comida, el tratamiento con Oxitocina
reduce el volumen de orina que los animales excretan 24 horas después de su
administracion (Figura 7.5). La ingesta de agua disminuye paralelamente en este grupo de
animales durante el mismo intervalo temporal (Dia 1 de la figura 7.1), en consonancia con

una posible relacion entre la ingesta de agua y el volumen de excrecion.

Asi pues, si la ingesta de agua de los animales con D.I. es una consecuencia de su
excrecion, cabria esperar que el consumo de liquido fuese siempre precedido por la
respuesta politrica. Asi, se ha podido comprobar que apenas 6 horas después de finalizar la
intervencion quirtrgica, ya se observa una marcada respuesta diurética en los animales con
D.I. que no puede ser atribuida a la ingesta de agua ya que esta poliuria de los sujetos
lesionados también se observa en los casos en los que se les priva de agua (Mahia, 2002;
Tesis Doctoral) y por lo tanto puede afirmarse que la respuesta polidrica va “por delante”

del consumo de liquidos (datos no presentados). Tedricamente, esa pérdida de fluido podria
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activar en los animales diabéticos al sistema enzimatico renina-angiotensina-aldosterona
(ver Introduccion Teorica), encaminado a la busqueda e ingesta de liquidos asi como al
restablecimiento de la presion arterial (Buggy et al, 1974; Fitzsimons, 1987 y 1988;
Johnson et al, 1997; Morie et al, 1999; Phillips, 1987; Shelat et al, 1998; Stricker, 1983 y
1984; Stricker et al, 1987; Rose, 1984).

Sin embargo, junto a estos resultados iniciales interpretables dentro de un contexto
de tipo volémico, existe la posibilidad de que las lesiones de la EM puedan haber generado
otro tipo de alteraciones adicionales y, por consiguiente, que la polidipsia diabética no sea
meramente secundaria a la respuesta politrica o a alteraciones en el metabolismo del agua,
como sostienen estos autores (Robertson, 1995; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993;
Verbalis, 2003). Esta posibilidad fue sugerida por Smith y McCann (1962) al observar que
la respuesta polidipsica también se produce en animales diabéticos nefrectomizados. En
este Experimento 7, al comparar los sujetos EM privados de comida y los animales EM
mantenidos ad lib, puede apreciarse un descenso en la ingesta de agua de los grupos
privados que no se ve acompafiado de una analoga disminucién en el volumen de
excrecion. En el caso de los animales EM tratados con Suero Fisiologico, este efecto se
observa 48 horas después de finalizar la intervencion quirtrgica (lineas azules de la Figura
7.1 para la ingesta de agua y Figura 7.6 para el volumen de excrecion). Igualmente, en los
animales tratados con Oxitocina, este mismo resultado (diferencias ingestivas y ausencia de
diferencias excretoras), se observa 24 horas después de finalizar la intervencion quirtrgica
(lineas rojas de la figura 7.1 y figura 7.5). De esta forma, parece evidente que el descenso
en la ingesta de agua puede observarse ante tratamientos que sin embargo, no modifican el

volumen de excrecion.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que los cambios en la ingesta de agua
de los animales con D.I. no parecen ser una consecuencia ineludible de cambios en el
volumen de excrecion. Es posible que la ingesta de elevadas cantidades de agua en los
sujetos diabéticos pueda deberse también a la acumulacion orgédnica de sodio corporal. En
este sentido, es bien sabido que la D.I. cursa con un aumento en los niveles corporales de
este 16n (hipernatremia) (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). La
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hipernatremia diabética podria verse agravada por la habitualmente elevada ingesta de
comida que se observa en estos sujetos lesionados (Figura 7.7). De esta forma, en los
sujetos EM privados de comida, este agravante desaparece y en consecuencia, la ingesta de
agua también disminuye. Esta idea se ve respaldada por una serie de estudios cldsicos que
han demostrado que la severidad de la D.I. es proporcional a la cantidad de sodio ingerido
por los animales durante las comidas (Curtis, 1924; Palmieri et al, 1969; Tittlebaum et al,
1960; Swann, 1939). Asi, la ausencia de alimento podria disminuir los niveles de sodio
corporal de los animales diabéticos y en consecuencia, la necesidad de agua.
Posteriormente, cuando se proporciona comida a los animales EM, la ingesta de CINa
podria aumentar los niveles de sodio corporal y la ingesta de agua, tal y como puede

comprobarse en la Figura 7.3.

A pesar de no modificar la ingesta de alimento (lineas azules de la Figura 7.7), la
administracion de Oxitocina reduce la ingesta de agua de los animales EM privados de
comida durante las primeras 48 horas postquirurgicas (Figura 7.1 y 7.2). Asi, la hormona
ha podido reducir la hipernatremia diabética y por lo tanto, la necesidad de agua,
potenciando la excrecion de sodio. En este caso, la Oxitocina resultaria ser un agente
natriurético eficaz tanto en sujetos intactos (ver Experimento 3), como durante el control de
la polidipsia de los animales con diabetes insipida. En lo referente a la capacidad
natriurética de la Oxitocina en animales con D.I., este efecto ha sido observado en animales
hipofisectomizados (Balment et al, 1985), neurohipofisectomizados (Balment et al, 1986)
asi como en sujetos con lesiones electroliticas de la EM privados de comida (Mahia, 2002;

Tesis Doctoral).

La osmolaridad urinaria de los animales con D.I. es menor que la de los sujetos
intactos. Este dato se ha observado repetidamente (Czernichow et al., 1985; Robertson,
1983; Seckl et al., 1987, 1992) y ha sido atribuido a la ausencia de ADH, la hormona que
modula la permeabilidad al agua en los tubulos colectores del rifion, permitiendo asi su
reabsorcion y la concentracion urinaria (Fried et al., 1997; Robertson, 1983; Seckl et al.,
1987). Sin embargo, los resultados obtenidos en este Experimento 7 sugieren que la
osmolaridad urinaria podria estar también relacionada con la falta de Oxitocina, cuya

liberacién también ha sido interrumpida a consecuencia de las intervenciones quirrgicas
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generadoras de D.I. (Badoer, 2001; Bastos et al., 2001; Bealer y Crowley,1999; Cajal, 1894
en Pickford y Ritchie, 1945; Briski y Brandt, 2000; Chiriguer et al., 2001; Cunningham y
Sawchenco, 1991; Hussy et al., 2000; Lincoln y Paisley, 1982; 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).

Por el contrario, en los sujetos EM con comida, el tratamiento con Oxitocina no
reduce la ingesta de agua. Posiblemente y al igual que sucede en sujetos intactos, la
capacidad natriurética de la Oxitocina en animales EM que disponen de comida, sea menos
efectiva (la excrecion puede ser facilmente compensada mediante la ingesta) que la que se
observa en los sujetos privados de alimento o en sujetos alimentados con dietas hiposddicas
(Balment et al, 1980; Verbalis et al, 1991b). Al no generar déficits mediante la excrecion de
sodio, la Oxitocina no modificaria significativamente la ingesta de agua del grupo EM con
comida disponible. Asimismo, el hecho de que los grupos de animales EM con comida
disponible ingieran, con independencia de la administracion de Suero Fisiologico u
Oxitocina, la misma cantidad de fluido (figura 7.1 y 7.2) y de comida (figura 7.7), sugiere
en primer lugar que la administracion de 2 ml de Suero Fisioldgico en los animales EM no
repercute significativamente en el consumo de fluido. En segundo lugar, este resultado
sugiere que la Oxitocina no ha provocado una reaccion aversiva y por consiguiente, que el
descenso en la ingesta de agua que se observa al tratar con Oxitocina a los sujetos EM
privados de comida, no es fruto de un fenémeno de condicionamiento aversivo. Este dato es
relevante si se considera que la administracion de agentes aversivos (como el CILi o el
sulfato de cobre), parecen estimular la secrecion de esta hormona (Verbalis et al., 1991).
Sin embargo, seria poco probable que la Oxitocina provocase aversion y el descenso en la
ingesta de agua en los animales EM sin comida y no en el grupo de animales con comida

disponible.

En resumen, los resultados obtenidos en este experimento sugieren que la conducta
polidipsica provocada como consecuencia de la lesion electrolitica de la EM, esta
determinada tanto por alteraciones en el metabolismo del agua (desequilibrio hidrico),
como del CINa (hipernatremia diabética). Las alteraciones en el metabolismo del agua

dependen de una capacidad reducida para retener fluido mientras que las alteraciones en el
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metabolismo del CINa serian el resultado de una capacidad reducida para excretar una orina
concentrada, un efecto que se veria agravado por la ingesta elevada de alimento. Asimismo,
los resultados obtenidos también sugieren que esos desequilibrios podrian no depender

unicamente de la ausencia de ADH, sino también de la falta de Oxitocina.

Estos resultados estan en consonancia con algunos estudios clinicos. Asi y desde
hace algunos afios, el tratamiento farmacoldgico de la D.I. central se ha visto reforzado con
bastante éxito, por el empleo de dietas carentes en sodio y de sustancias diuréticas (Baylis
et al., 1998; Fried et al., 1997; Niaudet et al., 1985; Rose, 1984; Saborio et al., 2000;
Tetiker et al., 1999), que conjuntamente provocan un aumento selectivo en la excrecion de
sodio sin afectar al volumen de excrecion, con lo cual se ha podido disminuir la
hipernatremia caracteristica de este trastorno. Mdas aun, el tratamiento farmacologico se ha
visto mejorado por la administracion de productos como Pituitrin, un extracto de la
hipoéfisis posterior que contiene Oxitocina y Vasopresina y que parece mejorar la respuesta

regulatoria de los pacientes que desarrollan diabetes insipida (Simmonds, 2002).
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EXPERIMENTO 8: OXITOCINA, PRIVACION DE ALIMENTO
Y POLIDIPSIA DIABETICA: EFECTOS A LARGO PLAZO.

La ingesta de agua y el volumen de excrecion de los animales con Diabetes Insipida sigue
un patron trifasico caracteristico. Temporalmente, el trastorno se caracteriza por una
respuesta polidipsica y politirica inicial con una duracién aproximada de 24 horas (Fase
Transitoria). Posteriormente y durante dos o tres dias, se observa un descenso en la ingesta
de agua y en el volumen de excrecion (Interfase Oligurica) que es seguido de un aumento
permanente en la ingesta y excrecion de fluido (Fase Estable) (Bakker y Waring, 1976;
Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958 y 1962; Hollishead,
1964; Huang y Dellman, 1996; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973; O’Connor,
1946, 1950 y 1952; Robertson, 1995; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987 y
1992; Swaab et al, 1975; White y Heinbecker, 1939).

En el experimento anterior se ha comprobado que la privacion de alimentos
durante las primeras 48 horas post-quirargicas, disminuye de forma transitoria la ingesta de
agua de los sujetos con DI, mientras que por su parte, la administracion de Oxitocina la
reduce de forma prolongada. Por el contrario, en sujetos diabéticos con comida disponible,
la Oxitocina no parece modificar significativamente la ingesta de agua. En este sentido, el
presente experimento pretende analizar durante la fase estable de la diabetes insipida, si la
privacion de alimento y la administracion de Oxitocina (en sujetos privados de alimento)
potencian el efecto que la aplicacion de estos tratamientos ejercen sobre la ingesta de agua

durante la fase transitoria.

Para Swann (1939), la ingesta de CINa a través de la dieta es el factor determinante
en el desarrollo de la fase permanente o estable de los animales diabéticos. De ser asi, la
privacion de comida durante la fase permanente deberia reducir o anular la polidipsia de los

animales con lesiones electroliticas de la Eminencia Media.

En relacion a la Oxitocina, se ha venido sugiriendo que el efecto reductor en la
ingesta que provoca en animales diabéticos (privados de comida), podria ser una

consecuencia de la excrecion de sodio. Igualmente y también en animales con D.I., algunos
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datos clasicos sugieren que la capacidad natriurética de la Oxitocina es mayor durante los

primeros dias de la enfermedad que durante la fase estable (Brooks y Pickford, 1958).

Desde este punto de vista, cabria esperar que la influencia de la Oxitocina sobre la ingesta

de agua de animales diabéticos privados de comida fuese mayor cuando es administrada

durante la fase transitoria que al ser inyectada durante la fase estable.

Para comprobar esas hipotesis se realiza el siguiente experimento.

OBJETIVOS E HIPOTESIS:

El objetivo de este experimento ha consistido en realizar varias sesiones de
privacion de alimento en paralelo con la administracion de oxcitocina a fin de
observar la evolucion, a largo plazo, de la polidipsia diabética. Se espera que la
privacion de comida durante la fase diabética transitoria no impida la aparicion de la
respuesta polidipsica mientras que el tratamiento con Oxitocina reduzca
permamantemente la ingesta de agua de los animales con lesiones electroliticas de
la EM. Durante la fase estable, por el contrario, se espera que la privacion de
comida reduzca la ingesta de agua de los sujetos diabéticos y que la administracion

de Oxitocina no la modifique.

Se trata, en fin, de comprobar la contribucion de la administracion de oxitocina
sobre la ingesta de agua de sujetos diabéticos que parten de un grado de polidipsia
similar. Por ello, en este caso, se administrara la primera dosis de Oxitocina (o

Suero Fisiologico) 24 horas después de la intervencion quirurgica.
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METODO:
SUJETOS Y GRUPOS:

Participaron en este experimento 32 ratas macho Wistar con un peso corporal de
aproximadamente 300 gramos al comienzo del mismo. Los animales son alojados en jaulas
individuales en una sala experimental con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y una

temperatura ambiental de aproximadamente 22 grados centigrados.

Tras unos dias de adaptacion al entorno, se registra la ingesta de agua, comida y el
peso corporal durante 24 horas (linea base) y se realiza la intervencion quirargica. A la
mitad de los sujetos se les lesiona electroliticamente la eminencia media y en la otra mitad

se practica una falsa lesion (Cuadro 8.1).

VARIABLES SUSTANCIA s.c.
INDEPENDIENTES OXITOCINA SUERG
FISIOLOGICO
EMINENCIA EM-OX EM-SF
LESION MEDIA? N=7 N=7
FALSA C-0X C-SF
LESION N=38 N=8
Cuadro 8.1

Una vez finalizada la intervencidon quirtrgica, se aloja a los animales en jaulas

metabolicas, sin comida durante 48 horas.

? Fueron excluidos dos animales con lesiones electroliticas de la eminencia media, que no experimentaron
polidipsia tras la intervencion quirurgica.
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PROCEDIMIENTO QUIRURGICO E HISTOLOGIA.
Idéntico al descrito en el experimento anterior.
Se muestra (Fotografia 8.1) una seccion transversal de un animal con lesién

electrolitica de la Eminencia Media (tefiida con Violoeta de Cresilo), en una lamina del

atlas en Paxinos y Watson (1997).

Interaural 6.44 mm Bregma -2.56 mm

Fotografia 8.1
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL :

Este experimento tuvo una duraciéon de 41 dias. Inicialmente (Dia 0) se observa el
comportamiento basal de los sujetos durante 24 horas (linea base en sujetos intactos) y

posteriormente se les interviene quirargicamente.

La primera fase del experimento tiene lugar entre los dias 1 y 20. La segunda fase,

idéntica a la anterior, transcurre desde el dia 21 al 40.

PRIMERA FASE

Dia 1 : Linea Base post-quirurgica. Una vez realizada la intervencion quirargica (Dia 0)
(Grupos de falsa lesion y Grupos con lesion electrolitica de la eminencia media) los sujetos
son instalados en jaulas metabolicas sin comida durante 48 horas. Pasadas estas primeras
24 horas (Dia 1), se registra la ingesta de agua y el volumen de orina excretado y se

administra subcutaneamente oxitocina o suero fisioldgico:

e Grupos con Falsa Lesion: De forma aleatoria, la mitad de los sujetos recibe 2
inyecciones s.c. (separadas por un intervalo de 6 horas) de 0.5 ml/inyeccion de
Suero Fisioldgico y, la otra mitad de los animales de Oxitocina (10 U.L./ ml), es

decir, de la misma forma a la descrita en experimentos anteriores.

e Grupos Lesionados: También son subdivididos en dos grupos inyectados con Suero

Fisiolégico u Oxitocina, de forma andloga a los grupos de Falsa Lesion.

Todos los sujetos permanecen en estas condiciones en jaulas metabolicas durante 48
horas (dia 2) y se registra diariamente (a las 9:00 P.M.), la ingesta de agua, el volumen de

orina excretado y el peso corporal.
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Dias 3-20: Transcurridas las 48 horas post-quirurgicas iniciales, se instala a cada animal en
una jaula individual estdndar, con agua y comida ad-lib. Se anota diariamente

(alas 9:00 P.M.) el consumo de agua y comida y el peso corporal.

El dia 20, tras registrar la ingesta de cada animal a las 9:00 P.M., da comienzo la

Segunda Fase Experimental.

SEGUNDA FASE

Se lleva a cabo de la misma forma que la primera fase. En primer lugar, tras el
registro efectuado en el dia 20, se aloja nuevamente a cada sujeto en jaulas metabolicas
(privados de comida durante 48 horas). A las 9:00 P.M del dia 21 (tras 24 horas de
privacion de alimento), cada sujeto recibe dos inyecciones de suero fisiologico u oxitocina
(de la misma forma que en la primera fase), y permanece en las jaulas metabdlicas y sin
comida, hasta el dia 22. Tras el registro de la ingesta de agua, volumen de orina y peso
corporal a las 9:00 P.M. del dia 22, se aloja a los sujetos en las jaulas individuales con agua
y comida hasta el dia 40. Desde el dia 23 al dia 40, se registra diariamente (a las 9:00 P.M),

el agua y comida consumida y el peso corporal de cada sujeto.

El siguiente cuadro muestra de forma abreviada el protocolo seguido:

DIAS >
FASE 1 FASE 2
DIA 0-DIA 1 DIA 1-DIA 2 D. 3-D. 20 | D. 20-D. 21 D.21-D. 22 D.23-D. 40
Suero C/C S/C S/C Suero C/C
LESION s/c | s/ic | Fisiolégico Fisiolégico
Oxitocina C/C S/C S/C | Oxitocina C/C
FALSA Suero C/C S/C S/C Suero C/C
S/C S/C Fisiol()gico FiSiOl(')giCO
LESION Oxitocina C/C S/C S/C| Oxitocina C/C
Cuadro 8.2

(S/C: sin comida; C/C: con comida):
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ANALISIS ESTADISTICO:

Se lleva a cabo utilizando el paquete informatico "Statistica’. Todos los analisis realizados
incluyen las variables independientes “Lesion” (Eminencia Media-Falsa Lesion) y
“Sustancia” (Oxitocina-Suero Fisioldgico). Adicionalmente se incluyen las medidas
repetidas “Fases” (Fase 1 y Fase 2) y “Dias” (con niveles especificos para cada variable

dependiente).

Para analizar la ingesta de agua, se realizan dos Anovas. El primero sobre la
comportamiento ingestivo tras las primeras 24 horas post-quirdrgicas, mediante un
Anova 2 x 2 (lesion x sustancia). El segundo, sobre el comportamiento ingestivo durante
los 20 dias de cada fase, mediante un Anova 2 x 2 (x 2 x 20) (lesion x sustancia (x fases x

dias)).

El volumen de orina se analiza mediante un Anova 2x2 (lesion x sustancia) para la
cantidad de orina excretada tras las primeras 24 horas post-quirargicas y mediante un
Anova 2x2 (x 2 x 2) (lesion x sustancia (x fases x dias)) para el volumen excretado los dias

1-2 (primera fase) y 21-22 (segunda fase).

El peso corporal se analiza mediante dos Anovas. El primero de ellos para observar
el cambio en el peso corporal 24 horas después de la intervencion quirurgica (Anova 2 x 2
(Lesion x Sustancia)). El segundo con los datos del peso desde los dias 1 al 20 (de la
primera fase) y del 21 al 40 (para la segunda fase), mediante un Anova 2 x 2 (x 2 x 20)

(Lesion x Sustancia (x Fase x Dias)).
Finalmente, los datos de la ingesta de comida desde el dia 3 post-quirargico hasta
el dia 20 (primera fase) y desde el dia 23 hasta el 40 (segunda fase), son analizados

mediante un Anova 2x2 (x 2 x 18) (lesion x sustancia (x fase x dias)).

Los resultados significativos son examinados mediante Comparaciones Planeadas.
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RESULTADOS:

En la Tabla 8.0 (ver Anexo), se muestran las medias y desviaciones tipicas obtenidas en

este experimento.

ANALISIS DE LA LINEA BASE

La ingesta basal de agua y de comida, no difiere significativamente entre los 4 grupos de

sujetos: Rao (6,50)=1,10; p< 0,37 (Figura 8.0):

24 24

INGESTA DE AGUA (m)
INGESTA DE COMIDA (g)

0
EM-OX EM-SF C-0X C-SF EM-OX EM-SF C-0X C-SF
GRUPOS GRUPOS

Figura 8.0: Ingesta de agua (ml) y comida (g) ad lib para los 4 grupos de sujetos.

EFECTO DE LA LESION ELECTROLITICA (DiA 1)

e SOBRE LA INGESTA DE AGUA:

El ANOVA de las 24 horas post-quirrgicas (Dia 1) en animales privados de alimento,

revela un efecto significativo de la “lesion” sobre la ingesta de agua (F(1,26)= 58; p<0.01).

EFECTO gl efecto gl error F p

LESION 1 26 58,30964 ,000000
SUSTANCIA 1 26 ,04413 ,835253
INTERACCION | 1 26 ,16083 ,691670

Tabla 8.1: Anova sobre la ingesta de agua después de las primeras 24 horas post-
quirurgicas en los 2 x 2 grupos de sujetos.
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Los sujetos EM ingieren una cantidad superior de agua (F(1,26)= 58; p< 0.01). No
se aprecian diferencias estadisticas entre los dos grupos Eminencia Media ni entre los dos

grupos Control (Figura 8.1).

*p<005 (EM VS CONT)

110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

AGUA DIA 1 (ml)

EM-OX EM-SF C-OX C-SF

Figura 8.1: Ingesta de agua en animales Eminencia Media/Control
privados de alimento durante 24 horas y distribuidos en funcion de la posterior
administracion de Oxitocina o Suero Fisiologico.

e SOBRE EL VOLUMEN DE ORINA:

El ANOVA de las 24 horas post-quirargicas (Dia 1) en animales privados de alimento
sefala un efecto significativo de la lesion electrolitica (Tabla 8.2). Los sujetos EM excretan

un volumen de orina superior (F(1,26)=40.79; p< 0.001)

EFECTO gl efecto gl error F p

Lesion 1 26 40,79066 ,000001
Sustancia 1 26 ,00378 951461
Interaccion 1 26 ,29327 ,592742

Tabla 8.2: Anova sobre el volumen de orina después de las primeras 24 horas post-
quirurgicas en los 2 x 2 grupos de sujetos.

No se aprecian diferencias estadisticas entre los dos grupos Eminencia Media ni

entre los dos Control (Figura 8.2).
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*p<0.05 (EM VS CONT.)

120

110
g 100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

VOLUMENDE ORINA

EM-OX EM-SF C-0X C-SF

GRUPOS

Figura 8.2: Volumen de orina excretado en animales Eminencia Media/Control
privados de alimento durante 24 horas y distribuidos en funcion de la posterior
administracion de Oxitocina o Suero Fisiologico.

e SOBRE EL PESO CORPORAL:

El ANOVA de las 24 horas post-quirurgicas (Dia 1) en animales privados de alimento
sefiala un efecto significativo de la lesion electrolitica (Tabla 8.3). Los sujetos EM
experimentan un mayor descenso en el peso corporal que los grupos de Falsa Lesion

(F(1,26)= 40.79; p< 0.001).

EFECTO gl efecto gl error F p

Lesion 1 26 6.006457 021292
Sustancia 1 26 112748 739731
Interaccion 1 26 2.094756 159756

Tabla 8.3: Anova sobre el cambio en el peso corporal después de las primeras 24
horas post-quirurgicas en los 2 x 2 grupos de sujetos.

No se aprecian diferencias estadisticas entre los dos grupos Eminencia Media ni

entre los dos Control (Figura 8.3).
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*p<0.05 (EM VS CONT.)

MODIFICACION DEL PESO C. (g)

EM-OX EM-SF C-OX C-SF
GRUPOS

Figura 8.3: Modificacion del peso corporal en animales Eminencia Media/Control
privados de alimento durante 24 horas y distribuidos en funcion de la posterior
administracion de Oxitocina o Suero Fisiologico.
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ANALISIS DEL PERIODO GLOBAL: DESDE EL DiA 1 AL DIA 40

e SOBRE LA INGESTA DE AGUA:

El Anova Lesion x Sustancia (x Fases x Dias), revela la existencia de efectos significativos
para la interaccion Lesion x Sustancia (F(1,26)= 8.54; p< 0.008), Sustancia x Dias

(F(19,494)= 1.77; p< 0.024) y Lesion x Fases x Dias (F(19,494)= 4.9; p< 0.01)

(Tabla 8.4 y Figura 8.4).

EFECTO gl efecto gl error F p

1.- Lesion 1 26 147.9771 .000000
2.- Sustancia 1 26 3.3780 077524
3.- Fases 1 26 26.9326 .000020
4.- Dias 19 494 32.8489 0.000000
12 1 26 8.5413 007097
13 1 26 24.3955 .000039
23 1 26 .6579 424673
14 19 494 22.0927 0.000000
24 19 494 1.7675 023764
34 19 494 7.4741 .000000
123 1 26 8712 .359200
124 19 494 1.2991 177787
134 19 494 4.8888 000000
234 19 494 .6683 .851051
1234 19 494 1.0404 412024

Tabla 8.4: Anova 2x2 (x2x20) sobre la ingesta de agua.
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Figura 8.4: Ingesta de agua (ml) durante los 40 dias experimentales, por los grupos

con lesion electrolitica de la Eminencia Media y Falsa Lesion.
La linea vertical intermedia divide las dos Fases.
Los animales estuvieron privados de alimento los dias 1-2 (primera fase) y 21-22 (fase 2).

Efecto Oxitocina: Interaccion Lesion x Sustancia. Los sujetos EM ingieren mayor

cantidad de agua que los sujetos control (F(1,26)= 148; p< 0.001 para ambos grupos;
F(1,26)= 114; p< .001 para los de SF y F(1,26)= 43; p< 0.001 para los de OX). El
tratamiento con Oxitocina reduce la ingesta media de agua de los sujetos EM
(EM-OX vs EM-SF) (F(1,26)= 10.62; p< 0.004), pero no la de los animales del grupo
control (F(1,26)= 0.63; p< 0.434) (Figura 8.5).

*p<0.01 (EM vs C)
#p<0.05 (EM-OX vs EM-SF)

140

120

100

80

60

40

AGUA: INGESTA MEDIA (ml)

20

EM-OX EM-SF C-OX C-SF
GRUPOS

Figura 8.5: Ingesta media de agua (40 dias) para los 4 grupos.
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Veinticuatro horas después de la primera administraciéon de Oxitocina en sujetos
privados de comida (Dia 2), los animales EM tratados con SF consumen mas agua que los
sujetos con falsa lesion (EM-SF vs C-SF: F(1,26)= 22.2; p < 0.001). Este efecto no se
observa en el caso de los sujetos tratados con Oxitocina, cuya ingesta de agua no difiere
significativamente entre si (EM-OX vs C-OX: F(1,26)= 0.12; p< 0.73) (ver Figura 8.4). En
este segundo dia, el descenso en la ingesta de agua que el tratamiento con Oxitocina genera
en los sujetos Eminencia Media, resulta significativamente diferente del incremento que se

observa en los animales con falsa lesion (F(1,26)= 9.53; p< 0.004) (ver Figura 8.4).

Efecto Privacién’: Interaccion Lesion x Fases x Dias. Los animales diabéticos privados

de comida durante la primera fase, ingieren mayor cantidad de agua que los sujetos del
grupo control (también privados) (F(1,26)= 58.31; p< 0.001 (dia 1: 24 h de privacion) y
F(1,26)= 12.8; p< 0.002 (dia 2: 48 h de privacion)). Después de 24 horas sin comida
durante la segunda fase (dia 21), los animales diabéticos contintian consumiendo mayor
cantidad de agua que los sujetos control (F (1,26)= 9.4; p< 0.006). Sin embargo, después
de 48 horas sin comida durante la segunda fase (dia 22), no se observa una ingesta de agua

significativamente diferente entre los sujetos EM y control (F(1,26)=2.9; p<0.1) (Figura 8.6).

La privacion de alimento durante la fase diabética estable (dias 20-21) provoca una
reduccién en el consumo de agua de los animales EM. Dicho de otro modo, los animales
con lesion electrolitica de la EM ingieren menor cantidad de agua durante la segunda fase
(dias 21-40) que durante la primera (dias 1-20) (F(1,26)= 33; p< 0.001 para el grupo
EM-SF y F(1,26)= 16.5; p< 0.001 para el grupo EM-OX) (Figura 8.6). El descenso en la
ingesta de agua de los sujetos EM durante la segunda fase es de una magnitud similar en los
grupos tratados con Suero Fisioldogico o con Oxitocina (F(1,26)= 1.42; p< 0.25)
(ver Figura 8.4). Es decir, la administracion de Oxitocina durante la fase diabética estable
(dia 21), no modifica la ingesta de agua de los sujetos EM vy asi, las diferencias ingestivas
que se observan entre los dos grupos EM durante la fase estable son analogas a las ya

observadas cuando se administra Oxitocina durante la fase transitoria.

3 Esta interaccion analiza conjuntamente los grupos de Oxitocina y Suero Fisiologico. Por tanto, la reduccion en la ingesta de agua

observada en la segunda fase, es consecuencia de la privacion de alimento e independiente de la sustancia inyectada
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“p<0.01 (Gr. EM: FASE 1 vs FASE 2)
180

160
o *

0oQ
.T0g Pog

140 O O R

. Hpo

' pu| DD[]
120 - :

. [ui
u[a
100 . . o mly []DDD[}«DD~D

80

AGUA (ml)
O

. —o- CONTROL
13 5 7 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 -0 EMINENCIA
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 MEDIA
DIAS

Figura 8.6: Ingesta de agua durante 40 dias en sujetos Eminencia Media y Control
privados de alimento durante los dias 1-2y 21-22.

En los animales de los grupos de control, por el contrario, no se observan cambios
significativos en la cantidad de agua ingerida durante las dos fases

(F(1,26)=.034; p< 0.856) (Figura 8.6).

Finalmente, la Interaccion Sustancia x Dias sefala la ausencia de diferencias entre
los sujetos (EM) de Oxitocina y los de Suero Fisioldgico durante los primeros dias de cada

fase, cuando estan privados de alimento (ver Figura 8.4).
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e SOBRE EL VOLUMEN DE EXCRECION:

El Anova Lesion x Sustancia (x Fases x Dias), revela la existencia de efectos significativos
para la interaccion Lesion x Fases (F(1,26)= 18.28; p< 0.001) y Lesion x Sustancia x Dias

(F(19,494)= 4.34; p< 0.05) (Tabla 8.5 y Figura 8.7).

EFECTO gl efecto gl error F p

1.- Lesion 1 26 32.55880 .000005
2.- Sustancia 1 26 .14402 707403
3.- Fases 1 26 9.44738 .004918
4.- Dias 1 26 10.10415 .003798
12 1 26 3.42747 075511
13 1 26 18.27826 000227
23 1 26 23586 631278
14 1 26 34.74590 .000003
24 1 26 4.98225 .034440
34 1 26 2.28308 142852
123 1 26 70170 409846
124 1 26 4.34300 047131
134 1 26 13221 719092
234 1 26 2.64523 115922
1234 1 26 .08129 777816

Tabla 8.5: Anova 2x2 (x2x20) sobre el volumen de orina excretado.

Después de 24 horas sin comida durante la primera fase (dia 1), los sujetos EM excretan
una mayor cantidad de orina que los sujetos control (Grupos con Suero Fisiologico:
F(1,26)= 34.4; p< 0.0001; Grupos con Oxitocina: F(1,26)= 27.98; p< 0.001). Los sujetos
tratados con Suero Fisiologico y con Oxitocina excretan un volumen de orina similar

(Grupos EM: F(1,26)= 0.10; p< 0.75. Grupos Control: F(1,26)=0.19; p< 0.66) (Figura 8.7).

Veinticuatro horas después de la administracion de Suero Fisioldgico durante la
primera fase (y tras 48 h sin comida) (dia 2), los sujetos EM excretan mayor cantidad de

orina que los sujetos control (F(1,26)= 9.3; p< 0.006). No se observan diferencias
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significativas entre los grupos EM y Control tratados con Oxitocina (F(1,26)= 0.52;
p< 0.48). Después de este segundo dia, los sujetos del grupo Control tratados con Oxitocina
excretan un volumen de orina superior que los sujetos del grupo control tratados con SF

(F(1,26)= 6.48; p< 0.018) (Figura 8.7).

Después de 24 horas sin comida durante la segunda fase (dia 21), los sujetos EM
excretan una mayor cantidad de orina que los sujetos control (Grupos con Suero
Fisiologico: F(1,26)=9.2; p< 0.006. Grupos con Oxitocina: F(1,26)= 10.6; p< 0.004). Los
sujetos tratados con Suero Fisiologico y con Oxitocina excretan un volumen de orina

similar (Grupos EM: F(1,26)=1.47; p< 0.23. Grupos Control: F(1,26)=2.3; p<0.14).

Veinticuatro horas después de la administracion de Suero Fisiologico durante la
segunda fase (y tras 48 h sin comida) (dia 22), los sujetos EM excretan una cantidad de
orina similar a la de los sujetos control (F(1,26)= 0.01; p< 0.91). Los sujetos del grupo
Control tratados con Oxitocina excretan un volumen de orina superior al de los sujetos EM
(F(1,26)= 6.5; p< 0.02). Después de este segundo dia, los sujetos del grupo Control tratados
con Oxitocina excretan un volumen de orina superior que los sujetos del grupo control

tratados con SF (F(1,26)= 6.99; p< 0.02) (Figura 8.7).

*p<0.01 (EM vs CONT.)
1 p< 0.01 (EM-SF vs C-SF); u p< 0.02 (EM-OX vs C-OX)
#p <0.02 (C-OX vs C-SF)

120

110 *

ORINA (ml)

EM-OX EM-SF C-OX C-SF EM-OX EM-SF C-OX C-SF EM-OX EM-SF C-OX C-SF EM-OX EM-SF C-OX C-SF

FASE1 - DIA1 DIA2 FASE 2 - DIA 21 DIA 22

Figura 8.7: Volumen de excrecion durante la privacion de alimento (dias 1-2 y 21-22).
Tras las primeras 24 horas de privacion de cada fase (dias 1y 21),
se administro Oxitocina o Suero Fisiologico.
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e SOBRE LA INGESTA

El Anova Lesion x Sustancia (x Fases x Dias), revela la existencia de efectos significativos

DE COMIDA:

para la interaccion Lesion x Sustancia (x Fases x Dias) (F(17,442)=1.71; p< 0.04).

EFECTO gl efecto gl error F p

1.- Lesion 1 26 19,72809 ,000147
2.- Sustancia 1 26 ,01065 ,918580
3.- Fases 1 26 33,67190 ,000004
4.- Dias 17 442 13,56736 0,000000
12 1 26 ,27049 ,607405
13 1 26 42,27473 ,000001
23 1 26 ,40897 ,528086
14 17 442 17,61803 0,000000
24 17 442 ,44843 ,972810
34 17 442 7,48688 ,000000
123 1 26 ,87767 ,357462
124 17 442 ,26778 ,998684
134 17 442 2,33875 ,001961
234 17 442 ,87488 ,604489
1234 17 442 1,71025 ,038078

Tabla 8.6: Anova 2x2 (x2x2) sobre la ingesta de comida.




EXPERIMENTO 8 305

Los grupos tratados con Oxitocina ingieren una cantidad andloga de comida a la de los
grupos inyectados con Suero Fisiologico (F(1,26)=0.21; p< 0.662 para los grupos control y
F(1,26)=0.08; p< 0.778 para los grupos eminencia media) (Figura 8.8).

En cualquier caso, los sujetos intervenidos en la Eminencia Media ingieren mayor
cantidad de comida que los sujetos Control (F(1,26)= 34.9; p< 0.001 para la Fase 1y
F(1,26)= 8.01; p< 0.009 para la Fase 2). Sin embargo, la ingesta de comida de ambos
grupos no difiere significativamente durante las primeras 48 horas con disponibilidad de
comida en la segunda fase (dia 23: F(1,26)= 0.38; p< 0.55; dia 24: F(1,26)= 1.4; p< 0.25)
(Figura 8.8).

Durante la Segunda Fase, los sujetos Eminencia Media ingieren menor cantidad de
comida que durante la primera (F(1,26)= 70.97; p< 0.001 para los dos grupos EM;
F(1,26)= 27.0; p< 0.001 para el grupo EM-SF y F(1,26)= 45.16; p< 0.001 para el grupo
EM-0OX). Este descenso en la ingesta de comida, no se observa en los sujetos del grupo
control (F(1,26)= 0.26; p< 0.613 para los dos grupos control; F(1,26)= 0.04; p< 0.83 para
el grupo C-SF y F(1,26)= 0.26; p< 0.61 para el grupo C-OX) (Figura 8.8).

*p<0.01 (Grs. EM: FASE 1 vs FASE 2)
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Figura 8.8: Ingesta de comida durante los dias 3-20 (Fase 1) y 23-40 (Fase 2).
Los animales son privados de alimento durante los dias 1-2y 21-22.
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e SOBRE EL PESO CORPORAL:

El andlisis global muestra una interaccion

(F(19,475)= 5.3; p< 0.001) y de la Fases x Dias (F(19,475)= 9.8; p< 0.001)

(Tabla 8.7 y Figura 8.9).

significativa de la Lesion x Dias

EFECTO gl efecto gl error F p

1.- Lesion 1 25 13,2272 ,001251
2.- Sustancia 1 25 ,4980 , 486917
3.- Fases 1 25 75,4205 ,000000
4.- Dias 19 475 102,9690 0,000000
12 1 25 ,0194 ,890444
13 1 25 3,8386 ,061327
23 1 25 ,1322 , 719213
14 19 475 5,3247 ,000000
24 19 475 ,2140 999866
34 19 475 9,8340 ,000000
123 1 25 ,3435 ,563047
124 19 475 ,1828 ,999961
134 19 475 1,2433 ,217509
234 19 475 1,1832 ,266952
1234 19 475 ,5391 ,944735

Tabla 8.7: Anova 2x2 (x2x18) sobre el peso corporal.
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Figura 8.9: Peso corporal durante los 20 dias de la primera y segunda fases.
Los animales son privados de alimento durante los dias 1-2 y 21-22.

La Interaccion Lesion x Dias indica que el incremento en el peso corporal es mas

pronunciado en los grupos EM que en los grupos Control (F(19,475)=5.3; p<0.001).

La Interaccion Fases x Dias expresa la disminucion del ritmo de aumento en el
peso corporal al comparar la segunda fase frente a la primera (F(19,475)= 5.3; p< 0.001)
(Figura 8.10).
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Figura 8.10: Ritmo de cambio en el peso corporal durante la primera y segunda fase.



308 CAPITULO 4

DISCUSION DEL_EXPERIMENTO:

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que la administracion de Oxitocina
en sujetos privados de comida durante la fase transitoria de la D.I., reduce
permanentemente la ingesta de agua. Este no es el caso durante la fase estable; ahora, el
tratamiento con Oxitocina ya no modifica la ingesta de agua. Por el contrario, la privacion
de alimento durante 48 horas en la fase diabética estable, no solo inhibe la polidipsia

temporalmente, sino que ademas, reduce el grado de polidipsia posterior.

En efecto, durante la fase transitoria, la administracion de Oxitocina a animales

con lesiones electroliticas de la EM, reduce la ingesta de agua sin modificar el consumo de

alimento, unos resultados que confirman los efectos observados en el Experimento anterior.
Este efecto podria ser permanente, ya que la ingesta media de agua de los sujetos
inyectados con Oxitocina (durante los 40 dias), es significativamente inferior a la del grupo
lesionado e inyectado con suero fisiologico (figura 8.5). Asimismo, este experimento
permite descartar una interpretacion en términos de diferencias ingestivas o excretoras entre
los dos grupos EM anteriores a la administracion s.c. de las sustancias, ya que el grado de
polidipsia y poliuria observado tras las primeras 24 horas post-quirurgicas (antes de

inocular la Oxitocina o el Suero Fisiologico) es similar en ambos grupos (Figura 8.1 y 8.2).

Una de las caracteristicas peculiares de la Diabetes Insipida es la acumulacion de
sodio corporal (hipernatremia) (ver Simmons, 2002). Este hecho podria explicar la
reduccién en la ingesta de agua inducida por la Oxitocina en animales EM privados de
comida. En efecto, al estimular la excrecion de sodio (Balment et al, 1985 y 1986; Mahia,
2002, Tesis Doctoral) y anular su ingreso en el organismo (mediante privacion de comida),
la Oxitocina podria reducir la acumulaciéon de sodio corporal y en consecuencia la

necesidad de agua.

La administracion de Oxitocina provoca incluso que los sujetos EM y Control
ingieran y excreten una cantidad de fluido similar veinticuatro horas después de su primera
administracion (dia 2). Sin embargo, a diferencia de la reduccion en la ingesta observada en

los sujetos EM, la Oxitocina incrementa la ingesta y excrecion de agua de los sujetos
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control (ver Figura 8.4 y 8.7). Como ya se comprobd con sujetos intactos, el efecto
politrico y polidipsico de la Oxitocina podria depender de sus acciones natriuréticas y en
consecuencia de la excrecion conjunta de agua y sales minerales (sed volémica). De esta
forma, un mismo mecanismo, la natriuresis oxitocinérgica, puede, segun los casos,
aumentar o disminuir la ingesta de agua dependiendo de los niveles corporales de sodio. En
sujetos intactos, la caida en los niveles corporales de sodio (por privacion de alimento y por
la natriuresis oxitocinérgica) estimula la ingesta de agua al inducir un déficit
hiponatrémico. Por el contrario, en sujetos hipernatrémicos (D.l.), esas mismas acciones
reducen la ingesta de agua al normalizar los niveles de sodio corporal. En resumen, este
resultado sugiere que la ingesta de agua puede ser estimulada mediante intervenciones que
reduzcan el sodio corporal cuando los niveles de sodio del organismo son normales o bajos
mientras que la ingesta de agua es reducida a través de tratamientos que reduzcan el sodio

corporal cuando los niveles de sodio del organismo son elevados.

La reduccion de la polidipsia diabética mediante procedimientos que facilitan la
excrecion de sodio es compatible con la propuesta de algunos autores segin la cual, la
dificultad para concentrar la orina por parte de los sujetos con D.I. es una consecuencia de
la ausencia de vasopresina (Robertson, 1995; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Verbalis,
2003), una hormona que participa en la concentracion renal de fluido. Sin embargo, los
experimentos realizados en esta tesis doctoral sugieren que la Oxitocina podria ser una
hormona también implicada en estos procesos, ya que su administracion reduce la

polidipsia diabética.

Por el contrario, los resultados del Experimento 8 muestran que los efectos del
tratamiento con Oxitocina no se reproducen durante la fase diabética estable. En efecto,
las diferencias ingestivas entre los grupos EM tratados con Oxitocina o con suero
Fisiolégico, no se ven aumentadas adicionalmente cuando estas sustancias son
administradas 21 dias después de finalizar la intervencion quirtrgica (ver Figura 8.4). En
este sentido, Brooks y Pickford (1958) observaron que la Oxitocina sélo tenia capacidad
natriurética en animales diabéticos unicamente cuando era administrada durante la fase
inicial, y ahora se puede comprobar que lo mismo sucede con respecto al comportamiento

regulatorio de caracter hidrico.
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Por su parte y con respecto a los efectos de la privacion de comida, los resultados

son bien diferentes a los de la Oxitocina. Cuando la privacién de comida durante 48 horas
tiene lugar durante la fase inicial, los sujetos intervenidos en la EM y posteriormente
tratados con Suero Fisiologico, manifiestan una tipica respuesta polidipsica (Figura 8.4),
politrica (Figura 8.7) y el correspondiente incremento en el consumo de alimento
(Figura 8.8). Es decir, la privacion de alimento durante la fase diabética inicial no impide la
aparicion de las respuestas caracteristicas asociadas a la lesion electrolitica de la EM (en

consonancia con los resultados de Swann, 1939).

Sin embargo, cuando la privaciéon de alimento se lleva a cabo durante la fase
estable, la cantidad de agua consumida por los animales diabéticos es incluso menor
(aunque no alcanza la significacion estadistica) que la que se observa en los animales del
grupo control (dia 22 en la figura 8.6). En cualquier caso, la inhibicién de la polidipsia
diabética, parece precisar de una privacion de comida prolongada. Asi, después de 24 horas
de privacion durante la fase estable (dia 21), los sujetos diabéticos todavia toman mayor
cantidad de agua que los animales control. En resumen, la privacion de alimento durante la
fase polidipsica estable normaliza la ingesta de agua de animales con diabetes insipida, si se
lleva a cabo durante mas de 24 horas. Este resultado sugiere que la elevada ingesta de agua
de los animales diabéticos durante la fase estable, podria precisar de la ingesta de alimento

ya que la privacion de comida elimina la respuesta hiperdipsica (Swann, 1939).

Mas alla de estos efectos, la privacion de alimento durante la fase diabética estable,
parece generar cambios ingestivos que se prolongan temporalmente. Asi, la polidipsia que
con posterioridad (dia 21 a 40) muestran los animales diabéticos, es significativamente
inferior de la polidipsia computada durante los primeros 20 dias. Es decir, la privacion de
alimento durante la fase diabética estable parece reducir la ingesta posterior de agua de los
animales diabéticos (véase la ingesta de agua de los grupos EM durante las dos fases en la

figura 8.4).

Ademas de igualar la ingesta de agua de los sujetos EM y Control, la privacion de

comida durante la fase estable iguala el volumen de excrecion de ambos grupos de animales

(ver Figura 8.7).
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Ademas, la privacion de alimento durante los dias 21 y 22, no sélo reduce la ingesta
y excrecion de fluido de los animales diabéticos, también la cantidad de alimento
consumida durante los dias 23 y 24 resulta similar en los sujetos EM y en los animales con
Falsa Lesion. Mas atn, la privacion de comida durante los dias 21 y 22 provoca que la
cantidad de alimento que los individuos diabéticos consumen con posterioridad, sea inferior
a la consumida durante los primeros 20 dias. De esta forma, el descenso en la ingesta de
agua tras la privacion de alimento durante la fase diabética estable, podria estar relacionado

con el descenso en la ingesta de comida que tiene lugar durante esta segunda fase

experimental (figura 8.8) y que tiene su apoyo al observar la evolucion del peso corporal
durante la primera y segunda fase (figura 8.10). Un resultado en consonancia con los
estudios que sugieren la relacion entre la polidipsia diabética y el CINa ingerido durante las

comidas (Curtis, 1924; Palmieri et al., 1969; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960).

La hiperfagia diabética ha sido relacionada con la extension que adquieren las
lesiones anodicas (Rolls, 1970) (ver Fotografias 7.1 y 8.1) y la implicacion de los nucleos
mediobasales-periventriculares hipotalamicos y/o la interrupcion de fibras nerviosas
implicadas en el control de esta conducta ingestiva (Arletti et al., 1989; Beck, 2000;
Charnay et al., 1999; Choi et al., 1999; Dall 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). Es posible hipotetizar que después de la privacion de comida durante
la fase estable, los animales aprendiesen a reducir la ingesta de alimento para la mejora del
cuadro diabético, aunque otras alternativas regulatorias no pueden ser descartadas de

momento.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente experimento sugieren que
durante los primeros dias, la ingesta de agua y el volumen de excrecion de los sujetos
diabéticos estan intimamente relacionadas con los efectos regulatorios de la Oxitocina y
aparecen con independencia de la privacion de alimento. Sin embargo, durante la fase
estable, la polidipsia y poliuria diabéticas parecen pasar a depender de la ingesta de comida,
puesto que la privacion normaliza ambas respuestas. Dicho de otro modo, la privacion de
alimento llevada a cabo durante 48 horas en la fase polidipsica estable, parece igualar la

ingesta de agua y el volumen de orina de los animales diabéticos y el de los sujetos control
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y reduce indefinidamente la magnitud de la hiperdipsia diabética posterior. Dado que la
Oxitocina no modifica la ingesta de alimento (ver Figura 8.8), la ausencia de efectos
asociada a su administracion durante la fase estable podria estar relacionada con su escasa

influencia sobre el consumo de alimento.
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DISCUSION GENERAL DEL CAPIiTULO 4

La ingesta de agua de animales con Diabetes Insipida (DI) sigue un patrén trifasico
caracteristico: fase polidipsica transitoria, interfase oliglrica, fase polidipsica estable
(Bakker y Waring, 1976, Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958
y 1962; Hollishead, 1964; Huang y Dellman, 1996; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y
Ponec, 1973; O'Connor, 1946, 1950 y 1952; Robertson, 1995; Rolls, 1970; Saborio et al.,
2000; Seckl et al., 1987 y 1992; Swaab et al, 1975; White y Heinbecker, 1939). Los
experimentos presentados en este capitulo sugieren que la respuesta polidipsica que los
animales manifiestan durante la fase transitoria y estable, podria estar modulada por
factores diferentes. Asimismo, los resultados obtenidos cuestionan que la pérdida de fluido
sea el Uinico aspecto que propicia la ingesta de elevadas cantidades de agua en los animales
con D.I. y apuntan la importancia de los desequilibrios minerales en la aparicion y el
mantenimiento de la respuesta polidipsica. Adicionalmente, también los resultados apoyan
la implicacion del déficit oxitocinérgico producido como consecuencia de la lesion

electrolitica de la EM a la base de la polidipsia diabética.

Si la respuesta polidipsica es secundaria a la excrecion de fluido (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; Robertson, 1995; Saborio et al., 2000; Seckl et
al., 1987, 1992; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Swann et al., 1939; Verbalis, 2003), la
reduccidn en la ingesta de agua en los animales con D.I. deberia ser una consecuencia de la
reduccion en el volumen de excrecion y éste no parece ser el caso. Asi, en el Experimento 7
los sujetos EM privados de comida han consumido menos agua que los sujetos EM con
comida disponible (Figura 7.3), sin que se hayan observado diferencias significativas en el

volumen de excrecion (Figura 7.4; 7.5y 7.6).

De esta forma, las alteraciones en el metabolismo del agua no parecen explicar la
ingesta de agua que manifiestan los animales con D.I.. Entre los factores adicionales que
podrian explicar este comportamiento hiperdipsico se incluyen las alteraciones en el

metabolismo del CINa, con una dificultad para la excrecion renal de CINa (Czernichow et
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al., 1985; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992) y una acumulacion de sodio corporal
en el organismo (hipernatremia) (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).

La dificultad para excretar una orina concentrada es una caracteristica de los sujetos
con D.I. y ha sido fundamentalmente relacionada con la ausencia de vasopresina
(Robertson, 1995; Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Verbalis, 2003), una hormona
implicada en la retenciébn y concentracion renal de fluido y cuya liberacion se ve
interrumpida como consecuencia de las lesiones que provocan diabetes insipida. Sin
embargo, estas mismas lesiones también interfieren con la liberacion de Oxitocina, ya que
los centros responsables de su secrecion son los mismos que los de vasopresina, los nicleos
supradptico y paraventricular (Badoer, 2001; Bastos et al., 2001; Bealer y Crowley,1999;
Cajal, 1894 en Pickford y Ritchie, 1945; Briski y Brandt, 2000; Chiriguer et al., 2001;
Cunningham y Sawchenco, 1991; Hussy et al., 2000; Lincoln y Paisley, 1982; 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). Mas aun, la Oxitocina
estimula la excrecion renal de sodio en sujetos intactos (Balment et al, 1980; Conrad, 1986;
Haanwinckel, 1995; Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al,
1991b; Windle et al, 1995 y 1997) y en animales con D.I. (Balment et al, 1985; 1986;
Mabhia, 2002; Tesis Doctoral), y por tanto, su ausencia también dificultaria la excrecion de

una orina concentrada.

La importancia de la ausencia de Oxitocina en la polidipsia diabética ha sido
confirmada en los experimentos realizados que han mostrado que la administracion de
10 U.I. Oxitocina reduce la ingesta de agua de los animales con D.I.. En efecto, la
administracion de Oxitocina justo después de finalizar la intervencién quirdrgica
(Experimento 7) 6 24 horas después (Experimento 8), reduce la ingesta de agua y el
volumen de excrecion de los animales EM privados de comida. Curiosamente, el efecto
ingestivo de la Oxitocina se mantiene durante un periodo de tiempo elevado (en el caso del
Experimento 8, durante 40 dias); sin embargo, sus efectos renales desaparecen rapidamente
puesto que la vida media plasmatica de la Oxitocina es bastante reducida (Binkley, 1995).

Es decir, parece probable que la Oxitocina haya estimulado la excrecion de CINa durante
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un tiempo reducido, sin embargo, los efectos ingestivos de esta accion se prolongan
temporalmente. Podria suceder que el efecto natriurético de la Oxitocina redujese la
osmolaridad plasmatica y la acumulacion de sodio corporal de los animales EM y que esa
reduccion fuese la responsable de la menor necesidad de agua que manifiestan los animales
EM. Esta posibilidad sugiere que si bien la acumulacion de sodio corporal puede ser una
consecuencia de la dificultar para excretar CINa en la orina, seria la hipernatremia diabética
y no la dificultad para excretar CINa la que estimule la ingesta de agua. De hecho, en
situaciones osmoticas, los animales diabéticos parecen capaces de aumentar la
concentracion urinaria (Mahia, 2002; Tesis Doctoral; Shanon, 1942; White y Heinbecker,
1938). Por su parte, en individuos con comida disponible, donde la Oxitocina podria tener
una capacidad natriurética mas limitada (Balment et al, 1980), esta hormona no parece

ejercer efectos benéficos sobre la polidipsia diabética (Experimento 7).

Un resultado que apoya la importancia de los niveles de sodio corporal en la
polidipsia diabética se aprecia al examinar los efectos de la privacion de alimento sobre la
ingesta de agua de los sujetos EM. En este sentido, parece logico que en sujetos con
dificultad para excretar CINa, la privacion de comida durante las primeras 48 horas
postquirurgicas, reduzca la acumulacion de sodio corporal. De esta forma, la menor ingesta
de agua manifestada por los animales EM privados de comida podria resultar de unos
menores niveles de sodio corporal. Cuando después de las primeras 48 horas de privacion
los animales comienzan a ingerir comida, la dificultad para excretar CINa les provocaria la

acumulacion del CINa ingerido y estimularia la ingesta de agua.

Cuando se priva de alimento a los sujetos EM durante las primeras horas
postquirurgicas, se reduce pero no se consigue bloquear la polidipsia diabética, en
consonancia con los resultados de Swann (1939). Sin embargo, los efectos de la privacion
de comida durante la fase estable, son mucho mas potentes. En efecto, los animales EM
privados de comida durante los dias 21 y 22 post-quirtirgicos, ingieren y excretan una
cantidad de agua similar a la de los sujetos Control. Este resultado sugiere que la polidipsia
diabética que se observa durante la fase estable es altamente dependiente de la ingesta de
alimento, en consonancia con los estudios que sugieren que la polidipsia diabética podria

estar relacionada con la cantidad de sodio ingerido durante las comidas (Bacic y Gluncic,
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1999; Balment et al., 1986; Curtis, 1924; Huang et al., 1996; Man et al., 1992; Palmieri y
Taleisnik, 1969; Seckl et al., 1992; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960). Entre los datos
que parecen avalar dicha propuesta, se puede destacar el aumento de la polidipsia diabética
mediante el empleo de sustancias que incrementan los niveles corporales de sodio (Curtis,
1924; Fisher et al, 1938; Swann, 1939; Wolf, 1950); y el descenso en la ingesta diabética de
agua mediante privacion de comida (Curtis, 1924; Swann, 1939), adrenalectomia
(Friedman et al., 1962; Mirsky et al, 1954) y dietas hiposddicas (Rose, 1994; Swann, 1939).
La anulacion de la polidipsia diabética mediante la privacion de comida durante la fase
diabética estable, podria depender de la ausencia de CINa mas que de cualquier otro
componente de la dieta, puesto que este mismo efecto se observa cuando se proporciona a
los animales comida hiposodica (Swann, 1939). También las ratas Brattleboro, disminuyen

la ingesta de agua cuando son privadas de comida (Fuller y Fitzsimons, 1988; pag. R217).

Adicionalmente, la privacion de alimento durante la fase polidipsica estable, parece
reducir la polidipsia posterior y paralelamente, la ingesta de comida (figura 8.8) y el ritmo
de crecimiento en el peso corporal (figura 8.10)). La lesion electrolitica de la Eminencia

Media, genera un aumento en la ingesta de comida respecto a los sujetos con falsa lesion

(Experimentos 7 y 8). El incremento en la ingesta de alimento que suele ocurrir en animales
diabéticos, podria agudizar el estado hipernatrémico, y ocasionar la ingesta paralela de
grandes cantidades de agua (con la finalidad de minimizar la repercusion de los
desequilibrios osmolares (Bacic y Gluncic, 1999; Bakker, 1976; Balment et al., 1986;
Huang et al., 1996; Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Rolls, 1970; Seckl et al., 1992)).
Esta hiperfagia diabética ha sido relacionada con la extension de las lesiones anddicas
(Rolls, 1970) (ver Fotografias 7.1 y 8.1) y su afectacion a los nucleos mediobasales-
periventriculares hipotaldmicos y/o por la interrupcion de fibras nerviosas implicadas en el
control de esta conducta ingestiva (Arletti et al., 1989; Beck, 2000; Charnay et al., 1999;
Choi et al., 1999; Dall 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). Podria suceder que la privacion de comida realizada durante la fase estable y su
efecto reductor de la ingesta de agua y del volumen de excrecion de los animales con D.I.
ayudase a los sujetos a comprender la importancia de reducir la ingesta de alimento con el

objeto de reducir también la sintomatologia diabética.
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Los resultados obtenidos en los experimentos realizados son adicionalmente,
bastante coherentes con el cambio que se ha producido en el tratamiento de la D.I. En el
ambito clinico, las primeras investigaciones utilizaron extractos neurohipofisarios para

paliar la enfermedad y este tipo de tratamiento parecia reducir el volumen de excrecion de

los animales diabéticos (Brooks y Pickford, 1958; Brunner, 1956; Demunbrun et al, 1954;
Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973; O’Connor, 1950; Sawyer, 1952; Shannon,
1942). A mediados de los cincuenta, algunos autores propusieron que la Oxitocina podria
ser la hormona contenida en los extractos, con mayor eficacia terapéutica (p.ej. Demunbrun
et al, 1954). Sin embargo, sus efectos parecian mas limitados, pudiendo observarse durante
la fase diabética inicial (aunque no durante la estable) o cuando era administrada junto con

vasopresina (Balment et al, 1986b; Brooks y Pickford, 1958).

Unos afios después, la aparicion de las ratas Brattleboro y la deteccion de actividad
antidiurética durante la interfase oligurica, relegaron a un segundo plano los trabajos con
Oxitocina. Las ratas Brattleboro ingieren y excretan cantidades elevadas de liquido como
consecuencia de la ausencia de vasopresina (Valtin, 1967) y hoy dia se considera un
trastorno equivalente a la diabetes insipida experimental. Sin embargo, los animales
Brattleboro disponen de Oxitocina y se adaptan mejor a las situaciones de deshidratacion
que los sujetos con diabetes insipida. Asi, cuando son privadas de agua, los niveles
plasmaticos de Oxitocina de las ratas Brattleboro aumentan para incrementar la excrecion
de sodio, mantener la hemodinamica renal y la tasa de filtracion glomerular, y para generar
una respuesta antidiurética (Edwards et al, 1984). Este no seria el caso de los animales

diabéticos, que no podrian liberar oxitocina en respuesta a la deshidratacion.

En la década de los 80, Balment y asociados estudiaban los efectos sinérgicos de la
Vasopresina y la Oxitocina sobre el funcionamiento renal. En dos de sus experimentos, este
grupo observo que la administracion conjunta de ambas hormonas, aumentaba la capacidad
renal de animales diabéticos por hipofisectomia (Balment et al, 1985) y
neurohipofisectomia (Balment et al, 1986), y que este efecto era de mayor magnitud que la
suma de los efectos generados tras la administracion individual de cada una de las
hormonas neurohipofisarias. Sin embargo, la ingesta de agua no fue registrada en estos

experimentos.



318 CAPITULO 4

Los extractos neurohipofisarios ofrecieron resultados similares al examinar el

comportamiento ingestivo de los sujetos diabéticos, y asi, el grado de polidipsia diabética

(por lesion electrolitica de la EM o por neurohipofisectomia) fue reducido en algunos
estudios (Hollinshead, 1964; Laszlo y Wied, 1966). Sin embargo, en ambos casos, el
registro temporal fue corto y la vasopresina que podian contener los extractos constituyo la
unica interpretacion explicativa de los efectos observados (Hollinshead, 1964;

Laszlo y Wied, 1966).

Con posterioridad, la dDAVP (1 desamino-8 arginina vasopresina), un agonista
selectivo al receptor tubular renal V2 (Fjellestad-Paulsen et al., 1993; Greger et al., 1986;
Kumar y Berl, 1998; Maghnie et al., 2000; Saborio et al., 2000; Seckl et al, 1987;
Simmons, 2002; Singer et al., 1997) que los sujetos diabéticos inhalan diariamente,
constituy6d el tratamiento de eleccion ante los casos de diabéties insipida central. Sin
embargo y aunque a largo plazo su administracion parece invertir la mayoria de las
alteraciones diabéticas, los niveles de sodio corporal de los pacientes tratados se mantienen
elevados (Fitzsimons, 1979; pag. 504). Por eso, desde hace algunos afios, la intervencion
farmacolégica de la DI se ha complementado con bastante éxito, con el uso racional de
diuréticos (que aumentan la excrecion de sodio sin afectar a la reabsorcion de agua) y la
prescripcion de dietas sin CINa (Baylis y Cheetham, 1998; Fried y Palevsky, 1997; Niaudet
et al., 1985; Rose, 1994; Saborio et al., 2000; Simmons, 2002; Swann, 1939; Tetiker et al.,
1999; Verbalis, 2003). El objetivo de estos tratamientos no es otro que tratar de corregir los
desequilibrios osmolares (hipernatremia) que presentan estos sujetos (Bacic y Gluncic,
1999; Balment et al.,, 1986; Baylis y Cheetham, 1998; Friedman et al., 1958, 1962;
Hollinshead et al., 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) y comienzan a
emplearse tras observar su utilidad en los casos de Diabetes Insipida Nefrogénica (donde la

administracion de vasopresina no tiene sentido).

Mas recientemente, el tratamiento farmacoldgico de la diabetes insipida neurogénica
se ha visto beneficiado por la aparicion de “Pituitrin”, un extracto de la hipofisis posterior
que contiene tanto vasopresina como oxitocina y que parece mejorar la respuesta

regulatoria de los pacientes diabéticos (Simmons, et al., 2002), sugiriendo que el déficit de
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Oxitocina podria ser importante en el cuadro diabético, en concordancia con los datos

obtenidos en los experimentos 7 y 8.

En resumen, los resultados obtenidos en los experimentos 7 y 8 sugieren que la
administracion de Oxitocina podria paliar la polidipsia diabética y muestran que una Unica
dosis de 10 U.I. de Oxitocina consigue reducir la ingesta de agua de los animales diabéticos
de una forma prolongada. Para ello, se podria precisar de una administracion durante la fase
diabética inicial (ya que durante la fase estable, no parece ejercer efectos estadisticamente
significativos) en sujetos privados de alimento. La Oxitocina reduce la ingesta de agua sin
alterar el consumo de alimento. Este efecto sugiere que la disminucion de la hiperdipsia
diabética, al menos en el grupo de Oxitocina pero posiblemente también en el grupo
EM-SF, no depende directamente del alimento consumido, pudiendo depender de los
niveles corporales de sodio. Durante la fase diabética estable, por el contrario, si parece
apreciarse una estrecha relacion entre la ingesta de comida y la polidipsia y poliuria
diabéticas. En primer lugar, la Oxitocina, que no reduce la ingesta de comida, tampoco
reduce la ingesta de agua durante la fase diabética estable. En segundo lugar, la privacion
de comida durante la fase estable, elimina la polidipsia y poliuria diabéticas. En tercer
lugar, la privacion de comida durante la fase estable reduce la ingesta de comida y la

polidipsia posterior.
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DISCUSION FINAL

Efectos hidrominerales de la Oxitocina en sujetos neurologicamente
intactos.

Los experimentos realizados en la presente Tesis Doctoral, han pretendido destacar la
importancia de los niveles corporales de sodio en el control de la conducta de regulacion

hidromineral, tanto osmoética como volémica.

Es éste un 16n muy abundante en el organismo, que explica el 90% de la presion
osmotica (Rolls y Rolls, 1982), y que debe consumirse en cantidades similares a las que se
pierden gradual e inevitablemente a través del sudor, heces, orina, etc. (Fitzsimons, 1979;

Guyton y Hall, 2001; Rolls y Rolls, 1982; Wright et al, 1978).

El sodio corporal juega un papel fundamental en la ingesta de agua, tanto osmdtica
(con unos niveles de sodio incrementados), como volémica (niveles de sodio reducidos por
su pérdida). Para su deteccion, el Sistema Nervioso cuenta con células especializadas,
capaces de registrar sus niveles, tanto en el plasma sanguineo como en el fluido

cerebroespinal (Hiyama et al, 2002; Olsson y Kolmodin, 1974; Voissin et al, 1999).

Ahora bien, dado que en situaciones de sed osmotica y volémica se activan los
nucleos Supradptico y Paraventricular del hipotdlamo, con la consiguiente liberacion de
Oxitocina y Vasopresina (Armstrong, 1995; Balment et al, 1980; Blackburn et al, 1995;
Brimble y Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000; Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977;
Dyball, 1968; Huang et al., 1995; Hussy et al., 2000; Kadekaro et al, 1992, 1992b y 1995;
Landgraf, 1988; Legros, 1992; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et
al., 1984; Renaud y Bourque, 1991; Rinaman et al, 1995; Robertson, 1983; Saeb-Parsy et
al, 2000; Sandgaard et al., 2000; Stricker y Verbalis, 1986; Stricker y Sved, 2000; Swaab
et al., 1993; Verbalis et al, 1986; Verbalis y Stricker, 2000; Voisin et al., 1999; Weitzman
et al., 1978; Windle et al, 1993), el objetivo del primer experimento, fue examinar la

influencia de la Oxitocina sobre la conducta de ingesta de agua.
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Cuando la Oxitocina ha sido administrada periféricamente, se han observado tanto
incrementos (Stricker y Verbalis, 1987b) como reducciones (Arletti et al, 1989 y 1990;
Benelli et al, 1991) o una ausencia de efecto (Uvnéds-Moberg, 1996 (citado por Bjorkstrand
y Uvnds-Moberg, 1996)) sobre la ingesta de agua.

En este primer experimento de la Tesis Doctoral, la administracion de Oxitocina se
ha llevado a cabo en animales privados de comida, comparandolos con un grupo control
mantenido con comida ad lib. El motivo de introducir animales privados de comida habia
sido el de anular el ingreso de sodio en el organismo para evitar su posible repercusion

sobre el comportamiento hidrico.

En sujetos intactos, la mera privacion de alimento genera unos resultados
controvertidos sobre la ingesta de agua, que ha fluctuado entre un 25% (Milgram et al,
1974) y un 120% (Morrison et al, 1967) de la ingesta ad lib, aunque el resultado obtenido
mas frecuentemente indica que la privacion de alimento reduce el consumo de fluido en un
40-50% (Bolles, 1961; Cizek y Nocenti, 1965; Gutman y Krausz, 1969; Kiss et al, 1994;
Kutscher, 1972; Verplanck y Hayes, 1953) (para una estudio realizado con diversas cepas

de ratas, ver Walsh, 1980).

De esta forma, el primer experimento de esta Tesis Doctoral consta de cuatro grupos
de animales: un grupo de ratas privadas de comida y tratadas con Oxitocina, otro, también
privado, pero sin Oxitocina y dos grupos de animales con comida (uno de ellos tratado con

Oxitocina y otro que no).

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con Oxitocina incrementa
significativamente el efecto poliurico que algunos autores han observado tras la privacion
de alimento (Bauman et al, 1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Morrison
et al, 1967; Oatley y Tonge, 1969; Wright, 1978). Este efecto podria ser explicado en
términos de natriuresis oxitocinérgica puesto que el sodio es siempre excretado junto con

aguay cloro (Kandel et al, 1997; Rose, 1994).
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En efecto, en el caso de los animales privados de comida, el efecto poliurico de la
Oxitocina se ve acompanado de un incremento en la ingesta de agua que no se observa en
los demas grupos. De esta forma, la reduccion en los niveles de sodio corporal con la
consiguiente pérdida de agua, podrian haber provocado ese incremento en la ingesta de
agua. Este efecto ingestivo no se habria observado en los sujetos privados unicamente de
alimento por ser ésta una situacion que estimula la retencion renal de sodio (Bauman et al,
1964) al tiempo que genera una respuesta poliurica de menor magnitud a la observada en

los sujetos que adicionalmente han sido tratados con oxitocina.

Al examinar la relacion “Agua menos Orina” (que representaria la ganancia o
pérdida de volumen hidrico corporal), se observa que la privacion de alimento provoca una
disminucion en el volumen hidrico corporal de las ratas, o lo que es lo mismo, una ganancia
global de liquido inferior a la que se observa en los animales mantenidos ad lib (después de
24 y 48 horas sin comida). Sin embargo, este descenso en el volumen hidrico corporal es
similar en los dos grupos de animales privados de comida (tratados y no tratados), siendo

en consecuencia, independiente de la administracion de Oxitocina.

La pérdida de volumen hidrico corporal durante un periodo de tiempo prolongado
(como la que se observa en los animales privados de comida), resulta controvertida, puesto
que los sujetos empleados disponen ad lib de agua. Asi, cabria esperar que el descenso en el
volumen hidrico fuese detectado y corregido por los receptores renales (Simpson, 1981) y
cardiopulmonares (Fitzsimons, 1991) que estimulan la ingesta y retencion de fluido. Sin
embargo, en ninguno de los dos grupos privados de alimento se aprecia la esperada
respuesta antidiurética y sélo en el grupo tratado con Oxitocina la ingesta de agua se
incrementa. Ahora bien, considerando que la privacion de comida podria reducir la
osmolaridad plasmatica (al anular el ingreso de sodio en el organismo) y que este efecto se
agravaria ante incrementos en el volumen hidrico corporal, parece posible que la actividad
de los receptores renales y cardiopulmonares haya sido contrarrestada por indices
osmoticos mas potentes. En efecto, ante un volumen hidrico corporal reducido, el efecto de

la ausencia de sodio sobre la osmolaridad plasmatica, es de menor magnitud.
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Ademas de las variables hidrominerales mencionadas, en el experimento 1 se ha
registrado la ingesta de comida de los sujetos mantenidos ad lib. Los resultados obtenidos
muestran que la Oxitocina no influye sobre el consumo de alimento. Este resultado
contrasta con el descenso en la ingesta de comida observado por Arletti y Benelli en
Modena (Italia) (Arletti et al, 1989 y 1990; Benelli et al, 1991), que habian empleado en
sus estudios dosis de 150 microgramos por rata (ver también Arletti et al, 1993, pagina

501), muy superiores a las usadas en el Experimento 1 (de 22 microgramos por rata).

De hecho, el significado fisiologico de los resultados obtenidos por Arletti y
asociados no sélo ha sido cuestionado a consecuencia del empleo de dosis suprafisiologcias
(Olson et al, 1991), sino que, ademas, en otros experimentos en los que han utilizado dosis
menores, este efecto inhibitorio tampoco ha sido observado. Asi, por ejemplo, el grupo de
Verbalis administro periférica y conjuntamente oxitocina y algunos agentes aversivos, sin
que la hormona potenciase el descenso en la ingesta de alimento (Verbalis et al, 1986b y
1986¢). Méas aln, evitando el empleo de sustancias que generen aversion, Bjorkstrand y
Uvnés-Moberg (1996), han observado que la administracion periférica de Oxitocina no

modifica la ingesta de comida de sujetos mantenidos ad lib.

Mas recientemente, se han propuesto una serie de mecanismos que (en el rango de
las dosis empleadas por Arletti y cols.), podrian explicar el efecto inhibitorio de la
Oxitocina sobre la ingesta de comida descrito por estos investigadores (Arletti et al, 1989 y
1990; Benelli et al, 1991) y que concretamente implicaria a la colecistoquinina asi como a

la inhibicion del vaciado gastrico (Wu et al., 2002).
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Oxitocina con dietas hiposddicas.

Dado que en los sujetos mantenidos ad lib 1la Oxitocina no parece influir sobre el consumo
y excrecion del agua, en el Experimento 2 se ha examinado cual, de los elementos de la
dieta, seria el responsable de los efectos ingestivos y excretores de esta hormona. Mas
especificamente, se ha comprobado si el sodio contenido en la dieta podria ser el factor
causante de la polidipsia y poliuria oxitocinérgicas. Para ello, se examina el efecto de la
administracion de Oxitocina en sujetos que disponen exclusivamente de comidas

hiposddicas como fuente de alimentacion.

Los resultados obtenidos muestran que los animales que disponen de comida
hiposodica durante los dos dias anteriores a la administracion de Oxitocina, consumen una
mayor cantidad de agua, durante las 24 horas siguientes, que los sujetos del grupo control
(no tratados con Oxitocina). Este efecto se ve progresivamente incrementado tras la
administracion de diferentes dosis de Oxitocina (5 y 10 U.L) lo cudl ha permitido sugerir

que podria tratarse de un efecto dosis-dependiente.

Conjuntamente con el experimento anterior, estos datos sugieren que la Oxitocina
solo incrementa la ingesta de agua cuando no se dispone de niveles apropiados de sodio
corporal, pero no modifica esta conducta cuando éste soluto esta disponible en la dieta, de

manera que los animales pueden regularlo adecuadamente.

En efecto, segun nuestra opinion, la discrepancia generada por algunos
experimentos mencionados previamente, podria estar relacionada con la disponibilidad o no
de sodio en la dieta, ya que mientras que los animales empleados en el experimento de
Stricker y Verbalis (1987b) solo disponen de comida hiposodica, la dieta usada en el

experimento de Uvnis-Moberg (1996) contiene unos niveles normales de este soluto.

En efecto, la polidipsia oxitocinérgica observada en los sujetos mantenidos con
dietas hiposddicas (Experimento 2) y su ausencia cuando los sujetos son mantenidos con
una dieta habitual (Experimento 1) nos permitirian explicar, ahora, el aumento en la ingesta

de CINa y también de agua, observado por Stricker y Verbalis (1987b) al administrar
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Oxitocina a ratas deficitarias al haber sido inyectadas con un coloide y, también, la ausencia
de efectos sobre la ingesta de agua observada por Uvnids-Moberg (1996) (citado por

Bjorkstrand y Uvnds-Moberg, 1996).
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Oxitocina, natriuresis y su relacion con la ingesta de agua.

Los resultados obtenidos en los Experimentos 1 y 2 muestran que los efectos hidricos de la
Oxitocina estan en funcion de la mayor o menor disponibilidad de sodio, pero también
podrian estar relacionados con la funcién excretora de sodio (natriuresis) que se ha
atribuido a esta hormona (Balment et al, 1980 y 1986; Conrad, 1986; Haanwinckel et al,
1995; Huang, 1994; 1995 y 1996; Kadekaro et al, 1992, 1997; Verbalis et al, 1991b;
Windle et al, 1995 y 1997).

En este sentido, la dosis de Oxitocina necesaria para provocar una respuesta
nartriurética es mayor en sujetos alimentados con la dieta habitual (Balment et el, 1980)
que en animales mantenidos con dietas hiposddicas (Verbalis et al, 1991b). Es decir, la
capacidad natriurética de la Oxitocina parece variar en funciéon de la disponibilidad de
sodio corporal. Otros autores (Verbalis et al, 1991b), entienden que las dietas hiposodicas
facilitarian los efectos natriuréticos oxitocinérgicos porque en este tipo de condicidon
alimenticia, los animales de control (no tratados con Oxitocina), reducen la excrecion de
sodio y posibilitan que las diferencias entre los dos grupos alcancen la significacion

estadistica.

En cualquier caso, los experimentos descritos sugieren que existe un cierto un
paralelismo entre la induccioén de natriuresis y la generacion de polidipsia oxitocinérgica:
en sujetos mantenidos con dietas hiposddicas, la oxitocina estimula la ingesta de agua
(Experimento 2) y la excrecion de sodio (Verbalis et al, 1991b); sin embargo, en los sujetos
alimentados con la dieta habitual, la capacidad de la Oxitocina para estimular la ingesta de
agua (Experimento 1) y la excrecion de sodio (Balment et al, 1980), parece mas limitada.
En otras palabras, el efecto dipsogénico de la Oxitocina podria requerir de la excrecion

previa de sodio.

Si, en efecto, la polidipsia oxitocinérgica requiere de la excrecion previa de sodio,
es logico que este efecto natriurético se observe en los sujetos privados de comida

(Experimento 1). Sin embargo, la capacidad natriurética de la Oxitocina en sujetos
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privados de comida, no ha sido objeto de investigacion previa y constituye, junto al examen

de la funcion dosis/ingesta, una de las variables fundamentales del Experimento 3.

Como se esperaba, los resultados obtenidos en este experimento demuestran que la
Oxitocina no s6lo es una hormona que provoca natriuresis y polidipsia en sujetos sin

comida, sino que ademas, estos efectos resultan dependientes de la dosis.

De hecho, el registro de las variables dependientes en diversos periodos, ha

permitido establecer el orden en que estos efectos aparecen.

Asi, seis horas después de la primera administracion de Oxitocina, los sujetos
tratados con esta hormona y privados de comida manifiestan una respuesta natriurética y
un volumen urinario superior al de los sujetos control. Estos efectos son dependientes de la
dosis. Por su parte, la respuesta politrica parece secundaria a la excrecion de sodio (y no el
resultado de una accidn diurética directa) ya que la orina excretada tiene una concentracion
similar en todos los grupos tratados con Oxitocina, es decir, con independencia de la dosis
empleada. De esta forma, la Oxitocina parece estimular en primer lugar la excrecion de

sodio y como consecuencia de ello, la emision de orina.

En efecto, si la respuesta diurética fuese primaria, cabria esperar, por el contrario,
que la concentracion de la orina disminuyese en paralelo con el aumento en la dosis de

Oxitocina empleada.

Al aumentar la excrecion de agua y CINa, el tratamiento con Oxitocina provoca una
pérdida de volumen hidrico corporal (“Agua menos Orina”) mas acentuada que en los
sujetos unicamente privados de comida. Este descenso en el volumen hidrico corporal es
resultado del efecto poliurico de la Oxitocina y de la ausencia de efectos inmediatos sobre

la ingesta de agua (datos de 6 horas).

En otras palabras, la administracion de Oxitocina en sujetos privados de comida
provocaria hipovolemia, una manifestacion hidromineral que podria ser considerada como

nuevo modelo de la sed volémica. Otras intervenciones habrian sido consideradas de esta
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misma manera; entre ellas, la adrenalectomia (Richter, 1936) (animales que carecerian del
mecanismo de retencion de sodio mediado por la Aldosterona (Fregly y Waters, 1966)), la
administracion sistémica de mineralocorticoides (Rice y Richter, 1943; Wolf, 1964),
coloides (Stricker, 1983), Angiotensina II (Fluharty y Epstein, 1983), sustancias diuréticas
(Jalowiec, 1974) o en fin, como ya se ha mencionado, la supresion de sodio en la dieta

durante periodos prolongados (Thiels et al, 1990).

Parece posible pues, que la hipovolemia oxitocinérgica pueda ser el mecanismo
responsable de la ingesta (dosis-dependiente) de agua 24 y 48 horas después de la
administracion de la hormona. Més aun, el agua ingerida durante esos periodos, permite
que los sujetos tratados con Oxitocina y privados de comida compensen la pérdida previa

de volumen hidrico corporal (24 y 48 horas de los Experimentos 1y 3).

En resumen, los resultados obtenidos en el Experimento 3 sugieren que la
administracion de Oxitocina en sujetos privados de comida potencia inicialmente la
excrecion sodio y agua, provocando hipovolemia y estimulando con posterioridad la ingesta
de agua, de modo que los efectos ingestivos de la administracion periférica de Oxitocina

podrian depender de su efecto natriurético (ver Figura 9.1).

La naturaleza hipovolémica del efecto de la Oxitocina se apoya también en los
resultados obtenidos en la segunda fase del experimento 3. Si, como se ha sugerido, el
tratamiento con Oxitocina provoca hipovolemia en sujetos privados de alimento, cabria
esperar una preferencia por las soluciones isotonicas (0.85%) ya que esta concentracion es
considerada la més adecuada para paliar la sed volémica (Rolls y Rolls, 1982). En efecto, al
ofrecer a los animales soluciones con CINa al 0.45; 0.9 y al 1.8% (ademas de agua), se ha
comprobado que los sujetos tratados con Oxitocina ingieren una mayor cantidad de fluido

isotonico que los sujetos control y que este efecto es dosis-dependiente.
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OXITOCINA

NATRIURESIS |::> POLIURIA POLIDIPSIA

Figura 9.1: Efectos fisiologicos y comportamentales de la Oxitocina en sujetos
privados de alimento: En los animales privados de comida, la administracion de
Oxitocina estimula en primer lugar la excrecion de sodio (natriuresis), una respuesta que
aumenta el volumen de excrecion urinaria (poliuria). Con posterioridad, la pérdida de
volumen hidromineral corporal podria ser la responsable del incremento en la ingesta de
agua (polidipsia) que estos animales manifiestan. Ahora bien, considerando que la
ausencia de comida dificulta la retencion renal de fluido, el agua ingerida por estos
animales no podria ser retenida, con lo que los efectos poliurico y polidipsico se mantienen
a lo largo del tiempo y en un grado que evita que se acentuen las pérdidas de volumen
hidrico corporal generadas como consecuencia de la ausencia de comida.

Estos resultados permiten explicar el mecanismo a través del cudl la Oxitocina ha
podido reducir la ingesta de agua en diversos modelos de déficit hidrico (sed) (Arletti et al,
1990 y 1993; Bennelli et al, 1991). Concretamente, Bennelli et al (1991), observaron que la
administracion de Oxitocina reducia la ingesta de agua en ratas que estuvieron privadas de
fluido durante 16 horas y la de animales inyectados subcutineamente con CINa hiperténico.
En estos casos, podria haber sucedido que el efecto natriurético de la oxitocina, hubiera
rebajado el exceso en los niveles de sodio corporal de estos sujetos (que no ingieren mayor

cantidad de alimento), y en consecuencia, la necesidad de agua asociada a esa situacion.
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Efectos hidrominerales observados durante los periodos de

actividad/inactividad diaria.

En el segundo Capitulo (experimentos 4 y 5), se ha registrado el comportamiento
hidromineral de los animales durante el ciclo de luz/inactividad (12 horas dia) y durante el

periodo de oscuridad/actividad (12 horas noche).

Durante el ciclo de luz/inactividad, los sujetos mantenidos ad lib y tratados con
Oxitocina ingieren una cantidad de fluido significativamente inferior a la de los sujetos
control. Ahora, la escasa cantidad de alimento que los roedores consumen durante el dia
(Armstrong, 1980; Windle et al, 1992) podria haber facilitado la natriuresis oxitocinérgica
de los sujetos con comida disponible reduciendo asi la necesidad de agua asociada a la
ingesta de comida. Dicho de otro modo, al no ingerir comida durante este periodo de
tiempo, la Oxitocina podria ejercer acciones natriuréticas en los sujetos mantenidos ad lib y
como consecuencia de ello, reducir la necesidad de agua asociada a la ingesta de alimento

(Experimento 5: 12 horas de luz).

Esta posibilidad esta respaldada por el hecho de que durante ese intervalo temporal
(12 horas de luz), los sujetos con comida y tratados con Oxitocina excretan un volumen de
orina superior que los animales no tratados con Oxitocina, posiblemente como resultado de

la natriuresis-diuresis oxitocinérgica.

El efecto inhibitorio de la Oxitocina sobre la ingesta de agua de sujetos mantenidos
ad lib, ha sido previamente documentado por otros autores (Arletti et al, 1989 y 1990;
Bennelli et al, 1991). Sin embargo, en estos casos, las dosis empleadas han sido muy
elevadas (150 microgramos), por lo que su significacion fisiologica ha sido cuestionada
(Olson et al, 1991). Por otra parte, los animales empleados en los estudios del grupo de
Arletti no s6lo ingieren una menor cantidad de agua, sino también de comida, por lo que su
reducida ingesta hidrica pueda haber dependido de la disminucion en la ingesta de
alimento. Por ultimo, los efectos obtenidos por estos autores no han sido explicados en

términos de natriuresis oxitocinérgica, sino como consecuencia del efecto inhibitorio que,
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segun diversos autores, la Oxitocina podria ejercer sobre las conductas ingestivas (Arletti et
al, 1989; Antunes-Rodrigues et al, 1986; Blackburn et al, 1992 y 1995; Brimble et al, 1978;
Demontes-Mainard et al, 1986; Ehrlich et al, 1990; Fitts et al, 1985; Giovannelli, 1992;
Olson et al, 1991 y 1991b; Rinaman et al, 1995; Schulkin, 1991; Stricker, 1981; Stricker et
al, 1986; Stricker y Verbalis, 1986, 1987 y 1987b; Windle et al, 1992).

En relacion a los sujetos del grupo control, los resultados obtenidos muestran que,
solo durante el periodo de luz, la privacion de comida reduce la ingesta de agua
(Experimentos 4 y 5). Es bien sabido que en situacion ad lib, los roedores ingieren una
cantidad reducida de agua y comida durante el ciclo de luz (Armstrong, 1980; Windle et al,
1992) y que esta ingesta diurna de agua suele estar asociada al consumo de alimento
(Franci et al, 1989; Rolls y Rolls, 1982). Por este motivo, cuando son privados de comida,
los animales podrian reducir la ingesta de liquido, un aspecto que podria ayudar a dilucidar
las controversias generadas en los estudios previos (Bolles, 1961; Cizek y Nocenti, 1965;
Gutman y Krausz, 1969; Kiss et al, 1994; Kutscher, 1972; Milgram et al, 1974; Morrison et
al, 1967; Verplanck y Hayes, 1953; Walsh, 1980) al sugerir que, si bien la privacion de
alimento reduce en roedores la ingesta de agua, este efecto podria resultar especifico para el

ciclo de luz/inactividad.

Por otra parte, el estudio de la variable “Agua menos Orina” durante el periodo de
luz/inactividad (Experimento 5), permite constatar que el volumen hidrico corporal de los
sujetos es reducido por la privacion de alimento (grupo control) y sumativamente por el
tratamiento adicional con Oxitocina (grupo experimental) (de forma similar a como se

habia observado en el Experimento 3).
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Inversion de los efectos hidrominerales de la oxitocina mediante el

consumo o0 administracion de CINa.

Los resultados de los experimentos presentados en este segundo Capitulo permiten concluir
que, durante el ciclo de oscuridad/actividad, la pérdida de sodio corporal es responsable

de los efectos oxitocinérgicos observados en los sujetos privados de comida.

Para comprobar esa posibilidad, a los animales se les ofrece (Experimento 4) o
administra (Experimento 5) CINa doce horas después del primer tratamiento con Oxitocina,
con la esperanza de que pudiese compensar la pérdida de sodio generada por la

administracion de la hormona.

En el Experimento 4 se observa que los animales tratados hormonalmente, son
capaces de detectar la pérdida de sodio producida (ver Schulkin, 1991), ingiriendo, tras la
administracion de Oxitocina en situacion de privacion de comida, soluciones de CINa al
1.5% (en un test de doble eleccion agua-CINa) (Experimento 4). Esta ingesta de CINa
suprime, por otra parte, el incremento en la ingesta de agua. En el caso de los sujetos de
control, las soluciones de CINa al 1.5% resultan aversivas (Experimento 4, Kutscher y

Steilen, 1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956; Weiner y Stellar, 1951).

Alternativamente, cuando el CINa es inyectado a los animales de forma sistémica
(Experimento 5), se observa igualmente un descenso dosis-dependiente en la poliuria y
polidipsia oxitocinérgicas de los grupos privados de comida, que cursa en paralelo con el
aumento en la cantidad de CINa inyectado. Es decir, cuanto mayor es la cantidad de CINa
que se administra, menor es la cantidad de agua consumen los sujetos privados de comida y

tratados con Oxitocina.

De esta forma, los resultados de los experimentos 4 y 5 sugieren que la poliuria y
polidipsia oxitocinérgica son una consecuencia de la excrecion de sodio que puede ser
contrarrestada mediante la ingesta voluntaria o mediante la administracion intraperitoneal

de CINa.
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Estos resultados permiten sugerir que la ausencia de efectos de la Oxitocina en los
sujetos con comida disponible, podrian deberse probablemente a la ingesta de sodio a través
de la dieta, o, por el contrario, cuando los sujetos tratados con Oxitocina se encuentran
privados de comida, la administracion o la ingesta de soluciones hipertonicas compensa los
efectos oxitocinérgicos. En los sujetos con comida, por tanto, el sodio contenido en la dieta

podria contrarrestar los efectos oxitocinérgicos.

Los sujetos control, por su parte, responden a la inyeccion de soluciones
hipertonicas incrementando, como cabria esperar, el consumo de fluido (sed osmética)
(Experimento 5) (Balment et al 1980; Brimble y Dyball, 1977; Briski y Brandt, 2000;
Cheng y North, 1986; Dogterom, 1977; Gilman, 1937; Huang et al., 1995; Hussy et al.,
2000; Kadekaro et al., 1995; Mckinley y Oldfield, 1994; Miyata et al., 2001; Morris et al.,
1984; Rinaman et al., 1995; Robertson, 1983; Sandgaard et al., 2000; Stricker et al.,
1987b; Stricker y Sved, 2000; Verbalis et al., 1991b; Verbalis y Stricker, 2000; Voisin et
al., 1999; Weitzman et al., 1978).

Durante este periodo de oscuridad, el volumen hidrico corporal medido a través de
la variable “Agua menos Orina”, queda reducido por la privacion de comida e incrementado
por el tratamiento con Oxitocina. Ese incremento permite que los sujetos tratados con
Oxitocina recuperen el volumen hidrico perdido durante el ciclo de luz (al igual que se

observa en los registros correspondientes a las 24 y 48 horas del Experimento 1).

Es probable que la poliuria por privacion de comida genere una pérdida de volumen
hidrico corporal que podria contribuir, como se ha indicado anteriormente, al
mantenimiento de la osmolaridad plasmatica en niveles Optimos. Sin embargo, si a la
pérdida por privacion se le afade la pérdida (durante el ciclo de luz) generada como
consecuencia de la natriuresis-diuresis oxitocinérgica, los animales se ven obligados a
incrementar la ingesta de agua para mantener el volumen hidrico en un nivel adecuado.
Posiblemente, las respuestas ingestivas inducidas por los déficits volumétricos resulten
prioritarias cuando la disminuciéon del volumen plasmatico pueda poner en peligro
funciones corporales como la presion arterial, necesarias para la supervivencia del

organismo (Fitzsimons, 1998; Johnson y Thunhorst, 1997; Phillips, 1987; Phillips y
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Sumners, 1998; Schiltz et al., 1997; Share, 1998; Share y Schneider, 2000; Stricker y Sved,
2000; Verbalis y Stricker, 2000; Weitzman et al., 1978).
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Efectos hidrominerales de la estimulacion eléctrica de los centros

productores de Oxitocina.

En el Experimento 6 se ha podido comprobar que la estimulacion eléctrica del Nucleo
Paraventricular magnocelular lateral (una estructura neurosecretora de oxitocina), genera

una preferencia por el consumo de CINa isotonico.

En efecto, al estimular eléctricamente el complejo magnocelular lateral del nucleo
paraventricular, los animales privados de agua durante 24 horas consumen cantidades
analogas de agua y de suero fisiologico en un test de doble eleccion. Muy diferente del
comportamiento de los animales privados de agua exclusivamente, que muestran un
marcado rechazo por las soluciones salinas, en consonancia con los estudios de Kutscher y

Steilen, 1973; Stellar et al, 1954; Young y Falk, 1956.

Estos resultados podrian ser interpretados en el sentido de que la estimulacion
eléctrica habria activado la secrecion de Oxitocina (Jones et al., 1983), y en consecuencia,

sus acciones natriuréticas y la motivacion para recuperar el CINa excretado.

En resumen, los resultados obtenidos en estos experimentos apoyan tedricamente
los efectos ingestivos y natriuréticos de la oxitocina, sugiriendo que las modificaciones en

los niveles de sodio corporal podrian modular el comportamiento de ingesta hidromineral.
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Administracion de Oxitocina e ingesta de agua en animales con

Diabetes Insipida neurologica.

Las lesiones electroliticas de la Eminencia Media provocan Diabetes Insipida (D.I.), un
trastorno caracterizado por la excrecion de un gran volumen de orina diluida y por la
ingesta de cantidades elevadas de agua, asi como por el aumento en los niveles de sodio
corporal (hipernatremia) (Bacic y Gluncic, 1999; Balment et al., 1986; Bronstein et al.,
2000; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang y Dellman, 1996; Kavelaars
et al., 2001; Laszlo y Wied, 1996; Man y Hugh, 1992; O’Connor, 1950; Pivonello et al.,
2000; Price y Kallenborn,2000; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl y Dunger, 1992;
Swann et al, 1939; Wolf, 1950). Igualmente, en este trastorno se produce un
comportamiento hiperfdgico (Mahia, 2002; Tesis Doctoral) que podria deberse a la
extension de la lesion a nucleos mediobasales-periventriculares hipotalamicos y/o a la
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; Sakurai, 1999; Stricker et al., 1987; Verbalis et al., 1986).

Los sujetos diabéticos exhiben una respuesta neurohormonal debilitada ante
diversos estimulos fisioldgicos, como la administracion de CINa (Dohanics et al, 1992) o
ante tratamientos hipotensores (Raff et al, 1985). En la ultima década, y gracias al
desarrollo de las 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 imagen proporcionada por la resonancia
magnética) del 16bulo posterior de la hipdfisis se encuentra atenuada en las personas
diabéticas (Czernichow et al., 2000; Kurokawa et al., 1998; Maghnie et al., 2000; Moses et
al., 1992; 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).
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Teniendo en cuenta las acciones natriuréticas de la Oxitocina y el hecho de que las
lesiones que provocan D.I. interrumpen la excrecion de sodio, se podria hipotetizar que la
dificultad para excretar una orina concentrada, asi como la acumulacién de sodio corporal
que se observa en los animales diabéticos, podria estar relacionada con la ausencia de esta
hormona. De hecho, en el pasado, los pacientes con D.I. fueron tratados con extractos
neurohipofisarios (que se supone debian contener Oxitocina y Vasopresina) (Brooks y
Pickford, 1958; Brunner, 1956; Demunbrun et al, 1954; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y
Ponec, 1973; O’Connor, 1950; Sawyer, 1952; Shannon, 1942) o con la propia Oxitocina
(Brooks y Pickford, 1958; Demunbrun et al, 1954). Sin embargo, con posterioridad, las
investigaciones realizadas se centraron exclusivamente en la contribucion de la hormona
antidiurética (ADH) en el trastorno diabético, una postura tedrica que dio lugar a la
utilizacion de ADH o de su analogo, la dDAVP (1-desamino 8-arginina vasopresina-
desmopresina acetato), como farmacos de eleccion para el tratamiento de los pacientes con
D.I. (Fjellestad-Paulsen et al., 1993; Greger et al., 1986; Kumar y Berl, 1998; Maghnie et
al., 2000; Saborio et al., 2000; Seckl et al, 1987; Simmons, 2002; Singer et al., 1997). A
pesar de ello y aunque a largo plazo la administracion de dDAVP parece invertir la
mayoria de las alteraciones diabéticas, los niveles de sodio corporal de los pacientes

tratados se mantienen elevados (Fitzsimons, 1979; pag. 504).

Los resultados obtenidos en el Capitulo 4 de la presente Tesis Doctoral muestran
que la administracion de Oxitocina en sujetos diabéticos privados de comida, no so6lo
potencia la excrecion de sodio (Mahia, 2002; Tesis Doctoral) sino que, adicionalmente,
reduce la ingesta de agua (Experimentos 7 y 8). Mas aun, la aplicacion de este tratamiento
logra unos efectos perdurables, ya que el descenso en el consumo de agua se mantiene

durante un periodo de tiempo prolongado (los 40 dias de duracion del Experimento 8).

Al disminuir los niveles de sodio en los sujetos privados de comida, la Oxitocina
reduce la necesidad de agua de los animales con D.I.. De esta forma, se confirma de nuevo
la relevancia de los niveles de sodio corporal en la induccion del comportamiento de

ingesta hidromineral.
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Estos resultados sugieren ademas, que la Oxitocina podria ser una potencial
alternativa terapéutica para el tratamiento de la D.I.. En efecto, esta posibilidad seria
coherente con la reciente utilizacion de medicamentos tales como el Pituitrin, un extracto
de la hipoéfisis posterior que contiene Oxitocina y Vasopresina y que parece mejorar la
respuesta regulatoria de los pacientes afectados por este trastorno (Simmons, 2002). Asi,
considerando que la administracion conjunta y con efectos sinérgicos, de Oxitocina y ADH,
aumenta la excrecion de CINa en sujetos diabéticos por hipofisectomia y
neurohipofisectomia (Balment et al, 1985, 1986 y 1986b), podria ser 1util el empleo de
ambas hormonas en un protocolo de privacion alimenticia como el que se ha llevado a cabo

en los experimentos presentados en esta Tesis Doctoral.

Si bien la Oxitocina reduce la ingesta de agua asociada a la D.I., este efecto se
observa unicamente cuando los animales son privados de comida y tratados con la
hormona poco después de la lesion electrolitica de la eminencia media. Sin embargo, si el
tratamiento de oxitocina se aplica a sujetos con comida disponible (Experimento 7) o
cuando los animales son privados y tratados con oxitocina durante la fase estable de la D.I.
(Experimento 8), el descenso en la ingesta de agua no se observa (Experimento 7) o no se

ve potenciado (Experimento 8).

La ausencia de efectos de la Oxitocina sobre la ingesta de agua de los animales con
D.I. que disponen de comida ad lib durante todo el experimento, podria estar relacionado
con su menor capacidad natriurética en este estado nutricional (Balment et al, 1980). Por
otra parte, este ultimo resultado significa que el efecto de la Oxitocina no se puede explicar
en términos de una reaccion aversiva o lo que es lo mismo, que el descenso en la ingesta de
agua que se observa al tratar con Oxitocina a los sujetos EM privados de comida, no es
fruto de un fenémeno de condicionamiento aversivo. Este dato debe ser destacado teniendo
en cuenta que la administracion de agentes aversivos (como el CILi o el sulfato de cobre),
parecen estimular la secrecion de esta hormona (Verbalis et al., 1986b y 1986¢). Sin
embargo, ahora seria poco probable que la Oxitocina provocase aversion y el descenso en
la ingesta de agua en los animales EM sin comida y no en el grupo de animales con comida

disponible.
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Los datos comportamentales hidricos obtenidos durante la fase diabética estable, es
decir, la ausencia de efectos cuando la oxitocina es administrada (a sujetos sin comida)
durante la fase estable (Experimento 8), serian compatibles con los resultados fisiologicos
obtenidos estudiando los mecanismos de excrecion renal. Asi, los estudios de Brooks y
Pickford (1958) han demostrado que la capacidad natriurética de la Oxitocina en animales
con D.I. es también mayor cuando se administra durante los primeros dias post-quirurgicos
(aunque la repercusion que tendria sobre la ingesta de agua no fue examinado por estos

autores).

Ahora bien, los niveles de sodio corporal disminuido también deberian observarse
en sujetos EM privados de comida, por comparacion con los animales EM mantenidos ad
lib, lo cudl permitiria hipotetizar que la mera privacion de alimento deberia reducir la
polidipsia diabética. Este hecho es avalado por el Experimento 7, que muestra que la
privacion de comida reduce la ingesta de agua. Sin embargo, el efecto de la privacion de
comida es menos potente y de menor duraciéon que el efecto conjunto de la privacion y

administracion de oxitocina (Experimento 7).

El descenso en la polidispia diabética inducido por la privacién de comida, conviene
destacar, no se ve acompafiado por una disminuciéon de la respuesta politrica
(Experimento 7). De esta forma, este efecto ingestivo no parece ser una consecuencia de la
disminucion en el volumen de excrecion, sino que podria depender del no-ingreso de sodio

en el organismo y en consecuencia de una disminucion en la hipernatremia diabética.

Mas aun, el momento en que se retira la comida a los sujetos Eminencia Media

influye diferencialmente sobre el efecto polidipsico de la lesion electrolitica.

Asi, la privacion de comida durante las primeras 48 horas post-quirtrgicas y por
tanto durante la fase transitoria de la D.I., reduce la ingesta de agua transitoriamente
(Experimento 7). En efecto, una vez finalizado el periodo de privacion, es decir, cuando los
animales disponen nuevamente de alimento, la ingesta de agua vuelve a incrementar
(Experimento 7, Swann, 1939). Podria suceder, en este caso, que el CINa ingerido en la

comida aumentara progresivamente los niveles de sodio corporal de los pacientes
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diabéticos y en consecuencia la ingesta de agua, que llega a igualarse a la de los sujetos

diabéticos con comida disponible (Experimento 7).

Si, adicionalmente, se priva de comida a los sujetos con posterioridad
(Experimento 8: dias 20 y 21 post-quirargicos), los animales diabéticos ingieren y excretan
las mismas cantidades que los animales del grupo control (falsa lesion), un resultado que
sugiere que la polidipsia que se observa durante la fase diabética estable podria requerir de
la ingesta de comida. Por otra parte, una vez finalizado el periodo de privacion, cuando los
animales disponen nuevamente de alimento, la ingesta de agua vuelve a incrementarse, pero
se mantiene en un nivel inferior al observado después de la privacion de comida durante la
fase transitoria (Experimento 8). Este resultado también parece relacionado con la ingesta
de comida ya que tras la privacion de alimento durante la fase diabética estable, los

animales ingieren menor cantidad de comida que antes de ser privados (Experimento 8).

Los efectos observados con los distintos tipos de dietas, sugieren que es el sodio
ingerido en la comida el que modula la ingesta de agua de los animales diabéticos tal y
como habia sido propuesto por algunos estudios cldsicos (Curtis, 1924; Palmieri y
Taleisnik, 1969; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960): el consumo reducido de sodio
parece disminuir la magnitud de la polidipsia diabética (Curtis, 1924; Friedman et al., 1962;
Mirsky et al, 1954; Rose, 1994; Swann, 1939), mientras que la ingesta elevada de este
soluto, parece incrementarla (Curtis, 1924; Fisher et al, 1938; Swann, 1939; Wolf, 1950).
De hecho, la disponibilidad de comida de tipo hiposddico durante la fase estable de la D.I.,

reproduce unos efectos andlogos a los de la privacion total de comida (Swann, 1939).

En resumen, la privacion de alimento durante los estadios iniciales de la D.I. no
impiden la aparicion del cuadro polidipsico diabético, aunque reducen la gravedad de la
sintomatologia (Experimento 7). Sin embargo, durante la fase estable de la D.1., los efectos

de la privacion de comida son mucho mas potentes (Experimento 8).

En un contexto clinico, las investigaciones muestran que el empleo de sustancias
diuréticas o el consumo de dietas hiposodicas, mejoran la sintomatologia diabética (Baylis

y Cheetham, 1998; Fried y Palevsky, 1997; Niaudet et al., 1985; Rose, 1994; Saborio et al.,
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2000; Simmons, 2002; Swann, 1939; Tetiker et al., 1999; Verbalis, 2003), un efecto

coherente con los resultados obtenidos privando de comida a los animales diabéticos.
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El modelo neurolégico (EM) de 1la  Diabetes Insipida:

Explicaciones alternativas.

Hasta ahora, se ha examinado el efecto de la administracion de Oxitocina y/o de la
privacion de comida, sobre la ingesta de agua de animales con Diabetes Insipida. Sin
embargo, comparando los efectos observados en los grupos de control (falsa lesion) y en

los animales diabéticos, se puede afirmar que:

o Mientras que la administracion de Oxitocina aumenta la ingesta de agua de los

sujetos intactos, la reduce en los animales diabéticos.

e En cualquier caso, tanto en sujetos intactos como en animales con D.I, los efectos
oxitocinérgicos se observan en situacion de privacion de alimento y no cuando los

animales disponen de comida ad lib.

Entre los cambios provocados por la intervencion en la EM se pueden destacar:

1. La D.I reduce la capacidad de concentrar la orina (Laszlo y Wied, 1966;
Lichardus y Ponec, 1973; Robertson, 1983; Seckl et al., 1987, 1992;
Titlebaum et al, 1960).

2. La D.I. aumenta el volumen de excrecion de orina (Robertson, 1995;

Simmons, 2002; Swaab et al, 1993; Verbalis, 2003).

3. La D.I. provoca un aumento en los niveles de sodio corporal
(hipernatremia) (Bacic y Gluncic, 1999; Balment et al., 1986; Bronstein et
al., 2000; Friedman et al., 1958, 1962; Hollinshead, 1964; Huang y Dellman,
1996; Kavelaars et al., 2001; Laszlo y Wied, 1996; Man et al., 1992;
O’Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price y Kallenborn, 2000; Rolls,
1970; Saborio et al., 2000; Seckl y Dunger, 1992; Swann et al., 1939).
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Los tres aspectos mencionados podrian estar implicados simultaneamente en la
respuesta polidipsica que los animales diabéticos manifiestan. [gualmente, el descenso de la
hiperdipsia diabética mediante administracion de Oxitocina y/o privaciéon de comida, podria

depender de la influencia de estos tratamientos correctores sobre todos €sos procesos.

I) Sin embargo, parece poco probable que el descenso en la hiperdipsia diabética
que se observa al administrar Oxitocina a sujetos privados de alimento, dependa
unicamente de un aumento en la excrecion de sodio. En efecto, aunque se ha demostrado
que la oxitocina es un agente natriurético en sujetos diabéticos privados de alimento
(Mahia, 2002; Tesis Doctoral), también incrementa la excrecion de sodio en los sujetos
intactos privados de comida (Experimento 3), en los cudles, provoca una respuesta
polidipsica. Ademads, mientras que los efectos renales natriuréticos de la oxitocina
desaparecen rapidamente (puesto que la vida media plasmatica de esta hormona es bastante
reducida (Binkley, 1995)), los efectos ingestivos (disminucion de la polidipsia diabética o
aumento en la cantidad de agua que los sujetos intactos privados de comida ingieren), son

de mayor duracion.

IT) Por otra parte, el volumen de excrecion tampoco parece constituir la #nica
variable determinante. Asi, en el Experimento 7 se ha mostrado que la oxitocina reduce la
ingesta de agua cuando los animales son privados de comida, sin que las diferencias en el
volumen de excrecion (con respecto a los sujetos mantenidos ad lib) alcancen la
significacion estadistica (primer dia del Experimento 7). Algo similar ocurre en los sujetos
diabéticos de control: la privacion de alimento reduce la ingesta de agua sin que se aprecien

diferencias significativas en el volumen de excrecion (segundo dia del Experimento 7).

De esta forma, la excrecion de un gran volumen de orina diluida no parece conllevar
necesariamente la ingesta de agua, sugiriendo la existencia de factores adicionales como

causa de la polidipsia diabética.

Esta posibilidad es coherente con la bibliografia disponible, en la que se puede
comprobar que la excrecion de un gran volumen de orina diluida no es caracteristica

exclusiva de los sujetos con D.I. (Bacic y Gluncic, 1999; Balment et al., 1986; Friedman et
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al., 1958; Huang y Dellman, 1996; Ikkos et al, 1954; Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y
Ponec, 1973; Man y Hugh, 1992; O 'Connor, 1950; Pickford y Ritchie, 1945; Seckl y
Dunger, 1992; Swann, 1939; Titlebaum et al., 1960; Wolf, 1950), sino que también tiene
lugar en animales intactos (no tratados con Oxitocina) privados de alimento (Bauman et al,
1964; Burlet et al, 1992; Cumming y Morrison, 1960; Morrison, 1967 y 1968b; Morrison et
al, 1967; Oatley y Tonge, 1969). Sin embargo, mientras que en el caso de la D.I., se
observa una respuesta polidipsica (Bakker y Waring, 1976; Balment et al., 1986; Bronstein
et al., 2000; Friedman et al., 1958 y 1962; Hollishead, 1964; Huang y Dellman, 1996;
Laszlo y Wied, 1966; Lichardus y Ponec, 1973; O’Connor, 1946, 1950 y 1952; Robertson,
1995; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl et al., 1987 y 1992; Swaab et al, 1975; White
y Heinbecker, 1939), en situaciones de privacion de alimento (sujetos intactos) se suele
reducir el consumo de agua (Burlet et al, 1992; Cizek y Nocenti, 1965; Huang et al, 1996;
Kiss et al, 1994; Kutscher, 1969; O’Shea, 1993 y 1996; Milgram et al, 1974; Wishart y
Mogenson, 1970; Walsh, 1980; Weisinger et al, 1985).

Asi pues, estos datos parecen cuestionar el punto de vista dominante en este ambito,
que considera la polidipsia de los sujetos con D.I. exclusivamente en términos
secundarios, es decir, como una consecuencia de la ausencia de ADH, una hormona que
promueve la retencion y concentracion de la orina (Fried et al, 1997; Guyton y Hall, 2001;

Robertson, 1983; Seckl et al, 1987).

IIT) La excrecion de orina poco concentrada, provoca la acumulacién de sodio
corporal y el aumento de la osmolaridad plasmatica. Asi, una tercera diferencia entre los
individuos diabéticos y los intactos, pudiera constituirla, precisamente, los niveles
corporales de sodio: mucho mayores (hipernatremia) en el primer caso (Bacic y Gluncic,
1999; Balment et al., 1986; Bronstein et al., 2000; Friedman et al., 1958, 1962;
Hollinshead, 1964; Huang y Dellman, 1996, Kavelaars et al., 2001; Laszlo y Wied, 1996;
Mahia, 2002; Man et al., 1992; O’Connor, 1950; Pivonello et al., 2000; Price y Kallenborn,
2000; Rolls, 1970; Saborio et al., 2000; Seckl y Dunger, 1992; Swann et al., 1939). Este
efecto hipernatrémico parece independiente del comportamiento del animal ya que también
se observa en animales diabéticos privados de agua y comida (Mahia, 2002; Tesis

Doctoral).
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Desde esta perspectiva, la polidipsia observada en los casos de Diabetes Insipida
podria estar modulada por los niveles de sodio corporal. Por ello, tiene sentido esperar un
descenso de la respuesta hiperdipsica de los animales con D.I. mediante procedimientos que
reduzcan la hipernatremia diabética. Esta posibilidad es coherente con los efectos de la
privacion de alimento y del tratamiento con Oxitocina en sujetos diabéticos que se han

observado en esta Tesis Doctoral.

En otras palabras, la privacion de alimento podria reducir la acumulacion de sodio
corporal y en consecuencia la polidipsia diabética. Pero, si ademas de anular el ingreso de
CINa en el organismo (mediante privacion de comida), se potencia su excrecion (mediante
administracion de Oxitocina), cabria esperar un descenso mas pronunciado de la hiperdipsia
diabética. Este dato también ha sido observado al administrar Oxitocina a animales

privados de comida durante la fase transitoria de la D.I. (Experimento 7).

Mas autn, la privacion de alimento (pero no la Oxitocina) durante la fase diabética
estable, reduce el grado de polidipsia posterior. Este descenso en la hiperdisia podria estar
relacionado de nuevo con los niveles de sodio corporal, resultante de la privacion de

comida y en paralelo con el descenso en el consumo de sodio.

En sujetos intactos privados de comida, por el contrario, la administracion de
Oxitocina estimula la ingesta de agua. Los niveles de sodio corporal de estos sujetos son
inferiores a los de los animales diabéticos y la oxitocina podria estimular el consumo de
agua al reducir los niveles de sodio corporal, es decir, al inducir hiponatremia y sed

volémica.

En definitiva, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sugieren que el efecto
natriurético de la oxitocina reduce la ingesta de agua en individuos con elevados niveles
corporales de este soluto y la incrementa en individuos con reducidos niveles corporales de
sodio. De esta manera, los efectos ingestivos de la administraciéon de Oxitocina y de la
privacion de alimento podrian estar interactuando en relacion con los niveles corporales de

sodio.
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En otras palabras, los resultados obtenidos parecen sefialar que:

e La privacion de alimento o las dietas hiposodicas, reducen la disponibilidad
de sodio: en estos casos, la Oxitocina tendria un efecto aditivo

incrementando la ingesta de agua.

o El que este efecto no se observe en individuos alimentados con la
comida estandar sugiere que la ingesta de sodio contrarresta tales

efectos.

e La lesion electrolitica de la Eminencia Media, entre otros efectos,
incrementa los niveles corporales de sodio (hipernatremia): en estos casos, la

Oxitocina reduce la ingesta de agua.

o El que este efecto no se observe en individuos alimentados con la
comida estandar sugiere que la ingesta de sodio también contrarresta

tales efectos.
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Hipotilamo, deteccion del sodio corporal e ingesta de agua.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se hallan estrechamente vinculados a
otros estudios sobre la regulacion hidromineral que han sido realizados en nuestro

laboratorio.

Como se ha indicado previamente, las fibras neurosecretoras que discurren hacia la
neurohipofisis, podrian representar una de las vias eferentes de los circuitos que subyacen
al equilibrio hidromineral. Las lesiones electroliticas de la Eminencia Media con corriente
anodica, generan la aparicion del cuadro diabético. Sin embargo, con corriente catodica este
resultado no se obtiene (Mahia, 2002; Rolls, 1970). Dado que la corriente positiva provoca
una lesion mucho mas amplia, los sistemas anatomicos especificos responsables de este

sindrome, estan por determinar.

En este sentido, diversas alteraciones en los niveles del sodio corporal han sido
relacionados con trastornos polidipsicos que resultan de la destruccion de regiones
cerebrales basales, anatomicamente conectadas con los nucleos Supradptico y
Paraventricular (Bacic y Gluncic, 1999; Bellows, citado por Rolls, 1970; Dorniger et al.,
1991; Fitzsimons, 1979; Mellinger y Zafar, 1983; Morales et al., 1986; Robertson, 1987,
1991, 1995; Robinson et al., 1991; Smith y McCann, 1962, 1964). Es el caso, por ejemplo,
del Hipotalamo posterior (Hennesy et al, 1977; Mahia, 2002; Morales et al, 1986; Tejedor
del Real, 1972) y asi, autores como Cort (1963), han observado que las lesiones
electroliticas en esta region, generan un balance negativo en sodio, que los animales

corrigen mediante la ingesta de soluciones isotonicas (Cort, 1963).

En este contexto, el grupo espafiol del CSIC dirigido por M. Santacana, observa en
1972 la aparicion de un cuadro polidipsico tras la destruccion electrolitica de los Cuerpos
Mamilares (Tejedor del Real et al, 1972). Unos afios después, Grossman y colaboradores,
comprueban que la destruccion con microbisturi (“Knife cut”) de fibras del hipotalamo
postero-ventral, generaban un extraordinario incremento en la ingesta de agua que no

parecia depender de la poliuria (Hennesy et al, 1977).
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Curiosamente, ambos estudios (Hennesy et al, 1977; Tejedor del Real et al, 1972),
observan que los animales estan capacitados para retener fluido (por ejemplo, durante la
privacion de agua), lo cual sugiriere que su comportamiento ingestivo podria estar
motivado por factores diferentes a la pérdida renal de liquido. Adicionalmente, los animales
del grupo control y experimental del estudio de Grossman y cols., muestran un volumen de
excrecion similar durante la privacion de agua, aunque la concentracion urinaria del grupo
con seccion de las fibras hipotalamicas es menor, lo cual pondria de manifiesto ciertas

alteraciones en la regulacion de la tonicidad plasmatica (Hennesy et al, 1977).

Estudios mas recientes, coinciden en el hecho de que las intervenciones en regiones
del hipotdlamo posterior podrian provocar desequilibrios importantes en los niveles de
sodio corporal (Bacic y Gluncic, 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).

En este contexto, se ha podido comprobar que las lesiones electroliticas del area
mamilar, generan una polidipsia consistente y especifica, independiente de alteraciones en
la toma de alimentos (Morales y Puerto, 1986; Tejedor del Real et al, 1972), a diferencia de
la polidipsia diabética, que suele estar acompafiada de una marcada respuesta hiperfagica
(Mahia, 2002; Tesis Doctoral). Por otra parte, durante la privacion de agua, los animales
mamilares regulan el volumen de excrecion (Morales y Puerto, 1986; Tejedor del Real et
al, 1972) y en pruebas con los uréteres ligados para prevenir la formacion de orina, estos
animales contintian tomando mayor cantidad de agua que los sujetos del grupo control
(Morales y Puerto, 1986). Estos datos han permitido pensar en la existencia de factores
extra-renales como causantes de la polidipsia mamilar, aunque también se ha comprobado
que la privacion parcial de agua no impide la aparicion de la respuesta politirica, ademas
del hecho de que la administracion de Pitressin Tannato, un andlogo de la vasopresina,

logra invertir el efecto polidipsico de la lesion mamilar (Morales y Puerto, 1989 y 1990).
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Globalmente, estos resultados sugieren la existencia de alteraciones renales junto a
otros factores adicionales no determinados (posiblemente relacionados con el sodio

corporal) como explicacion de la hiperdipsia mamilar (Morales y Puerto, 1986).

En efecto, la polidipsia mamilar y la polidipsia diabética (supuestamente secundaria
al problema renal), pueden considerarse como entidades diferentes ya que en el caso de los
animales diabéticos, éstos, por ejemplo, toman agua de forma continua a lo largo del dia
(sin la caracteristica ritmicidad circadiana), mientras que los animales mamilares, al igual
que los controles, consumen el agua en mayor cantidad durante la fase nocturna. Este dato
sugiere que los animales mamilares tienen una cierta capacidad renal para la concentracion
de orina, desde luego muy superior a la de los animales con Diabetes Insipida (Morales y
Puerto, 1989b). Més atin, como se indicaba mas arriba, la cantidad de agua que consumen
los animales diabéticos y mamilares en respuesta a estimulos osméticos (ClNa hipertonico),
es también diferente. Asi, mientras que los animales mamilares consumen mayor cantidad
de agua que sus controles tras la administracion de CINa, ésto no se observa en los sujetos
diabéticos. Este dato parece implicar al 4&rea mamilar (o a fibras de paso) en los circuitos
cerebrales de deteccion y control de los niveles de sodio-osmolaridad plasmatica (Morales

y Puerto, 1988).

Existe la posibilidad de que las intervenciones en la region posterior del hipotdlamo
e incluso las amplias lesiones electroliticas de la Eminencia Media con corriente positiva,
hubieran podido afectar a los Nicleos Tuberomamilares, unas estructuras anatdmicas que
dentro del Hipotalamo, ocupan una posicion ventral y lateral con respecto a los cuerpos
mamilares (Brown et al, 2001; Ericson et al, 1987; Inagaki et al, 1990; Kohler et al, 1986;
Schwartz et al, 1991; Watanabe et al, 1984).

En efecto, en nuestro laboratorio se ha podido comprobar que la destruccion
especifica de los nucleos tuberomamilares, produce una respuesta polidipsica que parece
ser diferente de la hiperdipsia diabética (Mahia, 2002; Tesis Doctoral). Asi, por ejemplo,
también ahora la inyeccion de cloruro sodico hipertonico genera un mayor incremento en el
consumo de agua de los animales tuberomamilares (respecto a sus controles), que en

animales diabéticos. Por otra parte, la polidipsia tuberomamilar no parece ser tan
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dependiente de la excrecion de fluido (poliuria) como la diabética, ya que por ejemplo,
durante el dia, el volumen de excrecion y la ingesta de liquido de los animales

tuberomamilares es reducido (Mahia, 2002; Tesis Doctoral).

Los nucleos tuberomamilares cuentan con vias eferentes que proyectan a los
cuerpos mamilares y a los nicleos supradptico y paraventricular (Haas et al, 1975; Hatton y
Li, 1998; Inagaki et al., 1988; Kjaer et al, 1994; Pollard et al., 1976; Schwartz, 1991; Weiss
et al, 1989; Wilcox et al., 1982; Yang y Hatton, 1997), e influyen en la liberacion de la
Oxitocina y Vasopresina (Bealer et al, 1999; Kjaer et al, 1994, 1995; Knigge et al, 1994),
activandose ante los incrementos en la osmolaridad plasmatica de forma paralela al
aumento en la secrecion neurohormonal (Akins et al, 1990; Brown et al, 2001; Kjaer et al,
1994, 1995). Asi pues, la liberacion de las neurohormonas (vasopresina y oxitocina) podria
constituir el resultado final de la integracion de senales procedentes de diferentes regiones
hipotalamicas asi como de otras estructuras cerebrales participes en la regulacion

hidromineral.

Existe, por lo tanto, la posibilidad de que los nucleos tuberomamilares puedan
proporcionar a los nucleos supradptico y paraventricular informacion relacionada con los
niveles de sodio corporal con el objeto de estimular la adecuada liberacion neurohormonal.
Esta hipotesis se ve apoyada por 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 a la presencia de determinadas moléculas y sustancias neuroactivas
presentes en el liquido cefalorraquideo (LCR) (Ericson et al., 1987; Ferndndez-Novoa et al.,
2001; Reiner et al., 1987; Watanabe et al., 1984). En este sentido, diversos autores han
pensado en la existencia de sensores o receptores al i6n sodio en la vecindad de la pared del
III ventriculo y en contacto directo con el LCR que serian activados ante los aumentos en la

tonicidad del plasma (Anderson et al., 1967; Fitzsimons, 1998; Rowland, 1998).
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En fin, de acuerdo con este planteamiento, cabria esperar que si los nucleos
tuberomamilares influyen en la liberaciéon neurohormonal de los nucleos supradptico y
paraventricular y también participan en la ingesta de agua, la administracion de Oxitocina
provocase un descenso de la hiperdipsia tuberomamilar, una reduccion que también ha sido
relacionada con una disminucién en los niveles de sodio corporal (Mahia, 2002; Tesis

Doctoral).

En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la ingesta de agua y la liberacion
de oxitocina podrian estar moduladas, entre otros, por la actividad de circuitos cerebrales
relacionados con la deteccion del sodio corporal. Pero esos circuitos podrian estar
implicados asimismo en otro tipo de procesos regulatorios relacionados, en los que el sodio
corporal constituye una variable relevante, por ejemplo, la presion arterial (Gutkowska et
al, 2000) o incluso simultdneamente en procesos nutritivos, hidricos y térmicos como es el
caso de animales tuberomamilares que han sido sometidos a temperaturas ambientales
incrementadas o reducidas, una capacidad regulatoria que podria verse afectada en paralelo

con las alteraciones de la osmolaridad o el sodio plasmatico (Bernal, 1997).
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1.- La administraciéon de Oxitocina en sujetos neurologicamente intactos, ejerce efectos
hidrominerales dependientes del estado nutritivo del organismo. Asi, en animales privados de
comida, el tratamiento con Oxitocina estimula la excrecién de sodio, potencia la poliuria por

privacion y genera con posterioridad un incremento en la ingesta de agua.

2.- La respuesta politrica inicial y la polidipsica posterior que estos animales privados
manifiestan, se acompafian respectivamente, de una pérdida y de una ganancia en el volumen
hidrico corporal. Después de 24 horas, el volumen hidrico corporal de los sujetos privados de
comida y tratados con Oxitocina, se iguala con el de los sujetos de control, inicamente privados

de alimento.

3.- La polidipsia oxitocinérgica es de naturaleza hipovolémica y en consecuencia, estimula la

ingesta de soluciones isotonicas en los sujetos privados de comida.

4.- La ingesta voluntaria de CINa o su administracion, suprimen la polidipsia oxitocinérgica que

se manifiesta en los sujetos privados de comida.

5.- La administracion de Oxitocina en sujetos con comida disponible genera una respuesta
politrica y un descenso en la ingesta de agua durante el periodo de luz/inactividad. Durante el
ciclo de oscuridad/actividad, el tratamiento con Oxitocina no ejerce efectos significativos sobre

las respuestas ingestivas o excretoras de los sujetos mantenidos ad lib.

6.- En sujetos mantenidos con dietas hiposddicas, la administracion de Oxitocina incrementa la

ingesta de agua.

7.- La estimulacion eléctrica del nucleo paraventricular magnocelular lateral no modifica la
cantidad de agua consumida por los sujetos privados de liquido durante las 24 horas previas,

aunque incrementa la preferencia por las soluciones isotdnicas.
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8.- En animales polidipsicos tras lesiones electroliticas de la Eminencia Media del Hipotalamo, la
privacion de alimento durante la fase diabética inicial reduce la ingesta de agua, aunque su efecto

es transitorio.

9.- Sin embargo, si a la privacion de comida durante la fase diabética inicial, se le afiade el

tratamiento con Oxitocina, la ingesta de agua se reduce permanentemente.

10.- Durante el periodo de privacion de comida en la fase diabética inicial, la Oxitocina reduce la
ingesta de agua en los animales con lesiones en la Eminencia Media a la vez que la incrementa en
los sujetos con falsa lesion. Por el contrario, en el caso de los sujetos mantenidos ad libitum, el
tratamiento con Oxitocina durante la fase diabética inicial, no ejerce efectos significativos sobre

la ingesta y excrecion de agua.

11.- La privacion de alimento (durante 48 horas) en la fase diabética estable, normaliza la ingesta
de agua asi como el volumen de excrecion, al tiempo que reduce permanentemente la ingesta
posterior de fluido. Ese descenso posterior, se ve acompanado de una reduccion en la ingesta de

comida.

12.- Por su parte, la administracion de Oxitocina en sujetos privados de alimento durante la fase
diabética estable, no potencia su descenso, aunque se mantiene la ingesta de agua reducida que se

habia inducido inicialmente.
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Tabla 1.0: Medias y Desviaciones tipicas para los 4 grupos de sujetos a lo largo
de los tres dias en las Variables Dependientes estudiadas.

AGUA (ml) COMIDA (g)
DIA 1 (LB) DIA 2 DIA 3 DIA1 (LB) DIA 2 DIA 3
GRUPOS Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx
10X S/C 31 92 |47 16.4 42 149 130 60 | - —
2 SF S/C |34 93 [30 130 |33 149 |28 42 | =
3 OX C/C |28 45 |30 72 |34 6.7 |29 41 28 53 |26 44
4 SF Cc/C |32 6.5 |31 96 |34 87 [30 36 28 56 |28 28
ORINA (ml)
DIA1 (LB) DIA 2 DIA 3
GRUPOS Med. Sx |Med. Sx Med. Sx
10X S/C 15 77 |44 112 |33 8.9
2 SF S/C |16 61 |25 99 |22 9.1
30X ¢c/C |2 42 |9 30 |12 63
4 SF Cc/Cc |13 47 |1 43 |12 49
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Tabla 2.0: Medias y desviaciones tipicas para los 3 grupos de sujetos a lo largo de
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EXPERIMENTO 2:

los cuatro dias en las variables dependientes estudiadas.

INGESTA DE AGUA (ml)

COMIDA DIETA DEFICIENTE EN SODIO
CON SAL SUSTANCIA

GRUPOS S.C.

DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4
Media Sx |Media Sx |Media Sx |Media Sx
OX10U.I |329 321422 6.6 |43.9 9.1 |54.7 12.9
OX5 UI. |34.7 4.5142.5 104 |41.4 8.4 |48.5 10.6
A.D. 324 4.4 (38.2 43 145.9 10.0 |45.2 8.5

INGESTA DE COMIDA (g)

GRUPOS DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4
Media Sx |[Media Sx |Media Sx |Media Sx
OX10U.I [22.6 4.0113.6 5.2119.8 35158 3.0
OX5 UI [23.8 5.6 13.2 5.6 17.2 4.6 (15.2 3.2
A.D. 23.3 5.5(13.2 5.7118.8 2.8 |17.8 1.4

PESO CORPORAL (g)

GRUPOS DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4
Media Sx |Media Sx|Media Sx|Media Sx
OX10U.I. |3325 56.8 |320.1 59.5|3184 58.9|318.6 58.6
OX5 UJ. |321.6 48.0 [309.1 49.1|306.2 50.5]3024 52.0
A.D. 3424 41.3 |327.5 4643265 4543272 46.0
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Tabla 3.0: Medias y desviaciones tipicas para los 6 grupos de sujetos a lo largo de
los tres dias en las variables dependientes estudiadas.

AGUA (ml) PESO (g)
DIA 1 (LB) DIA 2 DIA 3 DIA1 (LB) DIA 2 DIA 3

GRUPOS Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx
AD C/C 29.7 79314 102303 10.1]323.6 36.9326.9 41.0 ] 3285 419
AD S/C 245 64293 10.8 | 29.4 13.1]303.9 2432771 23.0 [ 266.1 222
OX 2,5 262 7.6 | 42.0 19.4 382 17.4]307.9 286 [279.7 2532682 26.5
0OX 5,0 262 83436 18.0 | 413 213]302.0 2262729 2182614 218
0X 7,5 259 73482 20.1[46.8 2392957 15.8 | 266.6 145 [ 256.1 13.6
0X 10 27.9 59[49.0 1585038 165 | 308.6 2312752 19.8 [ 263.9 189

ORINA (ml) NATRIURESIS (Na" en orina)

DIA1 (LB) DIA 2 DIA 3 DIA1 (LB) | 6 HORAS

GRUPOS | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx | Med. Sx

AD C/C [114 47154 34]13.4 3011 0.18]04 0.09

AD S/C |94 29314 87186 84|11 02402 026

OX 2,5 |106 46426 18.4]26.9 14512 04206 035

OX 50 |133 7.7|46.9 215[299 20712 02206 021

oX 7,5 |17 56480 182306 0112 03407 028

OX 10 112 36520 16.6 | 38.6 18313 035[09 033

SEGUNDA FASE
Primera Hora Segunda Hora

Agua CINa CINa CINa Agua CINa | CINa | CINa
0.45% 0.9% 1.8% 0.45% | 0.9% | 1.8%
GRUPOS | Med. | Sx | Med. | Sx | Med. | Sx | Med. | Sx | Med. | Sx | Med. [ Sx [ M | Sx | M | Sx
ADC/C |20 [ 12736 24| 27 11 ] 23 11]18 6 38 |14[33]16]30].9
AD S/C |24 |9 |25 11|29 12 | 34 11|22 529 [9 [28]9 [24]6
OX 2,5 | 21 12 [ 31 1.8 [ 49 24 | 47 18 | 24 1 |24 [7 [3013][32] 4
OX 5,0 |27 |2 |38 16|73 59 38 1 |23 1 [29 |7 [34]1 [34]14
OX 7,5 |23 | 1742 29 [ 41 62 | 45 15 [ 27 1 [28 [12[31]8 [36] 11
0X 10 | 21 1.1 [ 36 1.6 | 9.6 5 |42 2219 9 |24 |9 [62]48]26] 35
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EXPERIMENTO 4:

Tabla 4.0: Medias y Desviaciones tipicas para los 4 grupos de sujetos en las
variables dependientes estudiadas.

SIN COMIDA CON COMIDA
AGUA OXITOCINA |AGUA OXITOCINA
DESTILADA DESTILADA
L B |AGUA |Medial33,28571 31,00000 36,7143 34,1429
I A |(ml) Sx 7,631389 6,191392 6,10230 6,20292
TE“ S COMIDA |Media [24,9500 24,2500 25,4833 25,2833
A @ Sx 3,54217 3,54894 2,57947 2,56392
PESO Media [299,6429 314,1429 3312714 318,4286
(g Sx 75,15357 77,13285 49,13806 29.42140
1 AGUA | Media|4,5429 4,9286 7,9429 71857
2 b Sx  |2,40198 3,33152 4,29451 1,48933
q 1 |COMIDA [Media| - | 73714 5,5714
0 A Sx 2,32502 1,99392
R |ORINA |Medial6,5000 13,0714 6,2857 7,9857
/S* (ml) Sx 1,89297 3,42087 2,15749 1,04152
PESO Media | 284,3571 293,4286 324,1571 306,8000
Sx 7321015 77,02782 53,75413 31,30942
AGUA | Media|23,7857 27,3143 18,2714 18,8857
N Sx 16,58266 12,21098 6,76602 3,23647
4 o |CINa1.5% | Media|2,5286 24,8857 9,2000 10,9000
o ¢ |mD) Sx 1,29321 10,91596 5,68302 2,64008
R H [COMIDA |Media|  —— | - 17,7143 16,4286
AE Sx 4,02427 1,54350
5 [ORINA |Media|21,9286 40,4286 12,2857 9,6429
Sx 13,14797 17,19115 7,57109 2,26779
PESO Media [273,1714 289,4286 336,0143 321,2571
Sx 73,05664 75,71406 51,99841 2920153
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EXPERIMENTO S5:

Tabla 5.0: Medias y Desviaciones tipicas en las variables dependientes estudiadas
durante las 12 horas diurnas y las 12 nocturnas para los 20 grupos de sujetos.

I GRUPOS OT-AD [OT-0.9% |OT-0.5% |OT-3% |OT-5%

N A OT S/C

G D G [LINEA Media  |29,75 32,7 31,50 30,40 29,63

E E U |BASE Sx 2,25 4,02 4,34 3,84 5,60

S A[12H Media |7,34 5,95 5,05 5,01 4,86

T DIiA Sx 2,77 2,40 3,12 1,60 1,42

A 12H Media  |35,56 30,47 28,75 21,70 19,84
NOCHE Sx 7,56 10,67 17,10 5,32 5,19

I GRUPOS OT-AD [OT-0.9% |OT-1.5% | OT-3% |OT-5%

N A OT C/C

G D G |LINEA Media  [30,50 33,32 30,17 29,82 33,33

E E U |BASE Sx 3,99 3,19 6,19 3,83 4,23

S A |12H Media |5.42 6,27 6,90 7,50 4,53

T DIiA Sx ,19 2,20 1,75 3,47 1,57

A 12H Media |[17,77 20,07 22,78 23,45 24,40
NOCHE Sx 4,51 2,66 3,64 3,79 4,82

1 GRUPOS AD-AD AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% | AD-5%

N A AD S/C

G D G |[LINEA Media  [31,87 33,62 32,37 32,40 28,25

E E U [BASE Sx 3,72 3,85 4,13 7,19 7,21

S A |12H Media |6,17 4,16 5,17 4,90 6,49

T DIiA Sx 2,79 1,81 1,92 2,09 .93

A 12H Media  |23.48 15,01 21,48 17,45 23,81
NOCHE Sx 8,91 6,10 6,60 9,03 8,56

I GRUPOS AD-AD AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% | AD-5%

N A AD C/C

G D G |LINEA Media |[31,18 33,68 27,83 29,83 31,33

E E U |BASE Sx 4,88 6,54 5,54 2,95 3,73

S A 12H Media  [8,23 8,73 7,21 8,13 7,45

T DIiA Sx ,61 3,44 2,22 3,06 2,35

A 12H Media |17,19 21,00 18,20 20,49 2441
NOCHE Sx 3,63 3,97 6,36 6,43 7,05
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TABLA 5.0 (Cont.).

| C GRUPOS OT-AD 0OT-0.9% | OT-1.5% [OT-3% |OT-5%
N O OT C/C
G D M |LINEA Media  [23.26 24,30 25,04 25,81 24,93
E E 1 |BASE Sx 1,84 2,69 1,94 1,12 1,06
S D |12H Media | 5,87 4,38 9,90 6,70 5,98
T A |DIA Sx 2,05 2,63 1,78 4,56 3,40
A 12H Media | 12,35 12,78 14,42 13,25 14,47
NOCHE Sx 1,79 2,45 1,92 3,96 3,74
| C GRUPOS AD-AD | AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% |AD-5%
N O AD C/C
G D M |LINEA Media [24.,84 24,78 2495 23,90 24,68
E E 1 |BASE Sx 2,64 2,40 2,79 1,62 2,41
S D |12H Media |8,18 6,88 8,30 8,88 7,52
T A |DIA Sx 1,68 2,25 1,91 3,01 2,62
A 12H Media [13,02 14,55 11,33 14,30 16,02
NOCHE Sx .97 1,54 3,99 2,79 2,59
GRUPOS OT-AD 0T-0.9% [OT-1.5% |OT-3% |OT-5%
OT S/C
P LINEA Media |301,18 [294,18 (308,38 303,88 [280,25
E BASE Sx 33,63 22,77 51,31 28,84 26,94
S 12H Media [297,33 (290,33 |288,88 [285,88 [256,38
0) DIA Sx 32,12 23,14 50,02 29,13 23,44
12H Media [300,50 [298,18 (280,00 |279,13 [248,63
NOCHE Sx 34,65 21,36 49,48 28,33 23,35
GRUPOS OT-AD 0T-0.9% [ OT-1.5% |0OT-3% |OT-5%
OT C/C
P LINEA Media [297,18 [299,00 (302,83 [289,33 [290.,18
E BASE Sx 17,18 33,77 28,30 22,06 25,06
S 12H Media [287,83 [291,83 [296,68 280,68 [279,00
(o) DIiA Sx 14,69 29,79 29,50 23,83 25,70
12H Media  [297,42 [300,00 [308,00 (290,91 [289,50
NOCHE Sx 17,69 31,12 28,80 21,71 25,64
GRUPOS AD-AD | AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% |AD-5%
AD S/C
P LINEA Media [311,00 [324,13 (308,00 |315,63 [282,13
E BASE Sx 52.33 31,38 4739 38,23 16,24
S 12H Media [297,75 [305,62 (293,63 [301,25 [26538
(o) DiA Sx 50,55 31,72 4731 35,72 14,63
12H Media [284,25 [288.87 (280,88 287,50 [252,13
NOCHE Sx 51,32 29.49 47,70 34,85 15,23
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GRUPOS AD-AD |AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% |AD-5%
AD C/C
P LINEA Media 306,33 296,68 |301,18 [294,18 [286,00
E BASE Sx 19,44  [32,11 33,63 22,77 20,11
S 12H Media 303,18 290,09 [297.33 (290,33 [281,33
0] DIA Sx 20,75 29.12 32,12 (23,14  [21.21
12H Media 307,50 [297,00 [300,50 [298,18 [288,00
NOCHE [Sx 21,14  [30,24 34,65 21,36 19,71
v GRUPOS OT-AD 0OT-0.9% | OT-1.5% [OT-3% |OT-5%
1(3 b 3 OT S/C
UE 1 |12H Media |13,06 11,69 12,44 11,75 14,19
M N |DiA Sx 1,66 2,56 2,93 2,51 2,94
E A [12H Media |34,19  [24,75 27,31 18,44 15,19
N NOCHE [Sx 8,80 10,19 16,90 5,73 6,02
\4 GRUPOS OT-AD 0T-0.9% [ O0T-1.5% |0OT-3% |OT-5%
S o OR OT C/C
UE 1 |12H Media |7,00 7,83 8,17 9,09 9,50
M N |DiA Sx 1,41 1,81 1,55 1,88 3,20
E A [I12H Media |5,59 6,74 5,59 7,75 9,09
N NOCHE [Sx 1,93 1,83 1,90 2,50 3,19
Vv GRUPOS AD-AD AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% | AD-5%
g o OR AD S/C
UE 1 |12H Media | 8,54 9,00 8,16 7,31 8,25
M N |DiA Sx 3,49 3,07 1,95 3,33 2,51
E A [12H Media |25,00 18,38 24,38 19,81 24,25
N NOCHE [Sx 6,87 3,74 6,93 8,28 8,30
\4 GRUPOS AD-AD | AD-0.9% | AD-1.5% | AD-3% |AD-5%
g o OR AD C/C
UE 1 |12H Media |5,25 7,50 4,91 5,18 6,25
M N~ |DiA Sx 2,03 2,25 73 .83 2,10
E A |[I2H Media |8.,41 9.17 6,32 7,25 15,33
N NOCHE |Sx 2,91 2,60 1,81 1,30 4,71
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EXPERIMENTO 6:

Tabla 6.0: Medias y Desviaciones tipicas para los 4 grupos de sujetos en las
variables dependientes registradas.

GRUPOS

ESTIMULADO | CONTROL | ESTIMULADO | CONTROL

VARIABLES AD LIB AD LIB PRIVADO PRIVADO

Media Sx [|Media| Sx | Media Sx [|Media| Sx

24H AGUA |24.6 9.0 255 |53 - - - -
LINEA | COMIDA |240 4.8 25.5 3.0 119.1 3.6 17.8 |2.5
BASE [ ORINA (93 39 9.0 [32 [43 23 |50 26
C.PESO |-0.1 6.4 43 3.2 1-20.1 5.0 -17.7 2.2

45MIN | AGUA |23 0.7 23 8 8.1 29 |93 |24
S.F. 1.9 0.6 2.0 9 8.6 4.6 4.0 2.6

5 AGUA |07 0.7 8 5 |18 20 |25 |24
HORAS S.F. 1.2 0.8 1.6 8 132 34 |27 |21
ORINA |2.0 0.9 1.9 9 2.2 1.2 3.2 2.3

C.PESO |-122 4.0 -11.0 [1.7 6.7 69 [38 [2.7
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EXPERIMENTO 7:

Tabla 7.0: Medias y Desviaciones tipicas para los 8 grupos de sujetos en las
variables dependientes estudiadas a lo largo de los dias.

GRUPOS C-S/C-SF | c-s/ic-0x | c-c/c-SF | c-c/c-0X
CONTROL Media | Sx Media | Sx Media | Sx Media | Sx
LINEA AGUA |31.6 |42 [359 [12.4 [28.7 [55 [28.7 [9.0
BASE coMIDA|26.8 (6.9 [27.7 (3.7 272 |45 |273 |57
AGUA [225 [13.8 362 [12.5 |262 |83 [27.1 |11.5
M | DIA
E ORINA [26.4 [132 407 [125 |176 [79 [222 [7.0
J T|1
A A COMIDA 233 109 [234 [9.1
U B
L O AGUA [312 [234 [582 [143 245 |64 [326 [109
A L |DIA
S 1 ORINA [22.7 [19.1 402 [133 114 [55 [145 |92
Ci2
’3 COMIDA 212 114 [25.8 |57
DIA |AGUA |559 [18.8 [495 [87 [31.1 [5.0 [324 [10.1
3 COMIDA|31.8 [4.1 [315 |61 [258 [83 [254 |49
I|DIA |AGUA [422 [243 |35 7.0 |30 3.0 [322 [87
N|4 COMIDA|28.6 [5.1 [28.7 [5.8 [233 [58 [|255 |41
J DIpiA [AGuA [303 |69 |[31.1 |94 [351 |119 [325 102
A 1|5 COMIDA[29.4 [8.0 [299 [48 [235 |45 [270 |41
U VIipiIA [AGUA [327 [69 [316 [52 [432 [239 [319 [125
L Tle COMIDA|26.4 169 1290 [39 [249 [44 [271 |36
A DIpDIA [AGUA |[346 |75 [35 82 436 (202 [322 [108
S Uly coMiDA|278 [6.0 [278 [41 [262 |51 [28.1 [3.0
ADIA |AGUA 344 (34 365 |75 |42 18.7 |31 8.2
Lig COMIDA|27.1 |54 [327 [33 252 |54 |275 |32
EDIA [aGua [337 |56 [314 |44 |[371 [128 [327 |79
S19 COMIDA|27.6 [5.6 [293 |43 [245 [28 [293 |69
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TABLA 7.0 (Cont.)

GRUPOS EM-S/C-SF | EM-S/C-OX | EM-C/C-SF | EM-C/C-0X
EM Media | Sx Media | Sx Media | Sx Media | Sx
LINEA AGUA 325 |56 33.1 |4.1 32.1 |49 30.1 |39
BASE COMIDA|27.6 |5.5 25.8 |34 273 |44 31.6 |[3.1
AGUA 1354 |554 |67.7 |57.6 |143.6 [55.9 |130.5 |62.2
M |DIA
E ORINA 1094 [469 |659 |50.1 |106.5 [50.6 |90.6 |41.5
J T]1
A A COMIDA 322 |18.6 |34.0 |79
U B
L O AGUA 73.1 422 |53 364 |109.5 [46.3 |125.5 |47.0
A L |DIA
S 1 ORINA |61.6 [39.5 [|424 |33.1 ]169.9 [36.2 ]90.2 |40.0
Ci2
g‘* COMIDA 33.8 [15.5 |41.5 |10.5
DIA AGUA 108.7 |55.0 |652 |17.0 |115.2 [39.4 |131.2 |64.7
3 COMIDA|35.7 |9.5 35,5 |[9.2 40.6 |17.5 434 |10.1
I |DIA AGUA 682 [37.8 |55.1 [20.0 |97.5 |38.6 |129.1 |41.1
N4 COMIDA|35.2 |10.5 |357 |9.0 39.8 [11.6 |419 |6.1
J D |DIA AGUA 84.6 |26.8 |61 12.5 |98 233 972 |37.2
A 115 COMIDA|38.7 |10.2 |35.1 |42 40.7 1107 |43.0 |43
U VIDpIA AGUA 128 48.8 1952 |9.0 124.9 |51.5 |135.9 |55.0
L Tle COMIDA[402 [7.4 410 |59 |41.1 |79 [487 |73
A Dpia AGUA 173.7 |56.5 |122.7 |26.3 |154.1 [56.7 |159.4 |85.2
S Uly COMIDA |41.1 |7.2 437 |6.1 445 (109 |42.1 (44
A DIA AGUA 197.5 |61.6 |132.9 |35.1 |1629 [62.1 |153.4 |73.0
L 8 COMIDA|41.2 |11.8 |47.7 |85 40.3 |12.6 |444 |51
]SE DIA AGUA 207.0 |67.1 |138.6 |31.2 [181.1 [71.2 |180.1 |73.5
9 COMIDA |44.0 |84 473 |7.7 46.0 |8.7 428 (104
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EXPERIMENTO 8:
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Tabla 8.0: Medias y Desviaciones tipicas para las variables dependientes
registradas durante los dias basal y experimentales para los 4 grupos de sujetos:

C-SF C-0X EM-SF | EM-OX

RO Media| Sx |Media| Sx |Media| Sx |[Media| Sx

LINEA | Agua | 30.6 [ 58] 296 | 6.1]33.0 7231677

Comida | 23.9 | 43 267 [ 3.7 244 [ 54| 275 | 47

BASE | Peso |313.4(23.8]304.7]13.2]338.9(31.1[351.7[15.2
PRIMERA FASE C-SF C-0X EM-SF EM-OX
Media| Sx |[Media| Sx |[Media| Sx |Media| Sx
D | Agua | 154 | 62 | 172 | 69 | 943 | 394 | 883 | 382

M S I
? 1\11 A | Orina | 154 | 78 | 209 | 54 | 793 | 375 | 749 | 352
g c 1 Peso | 280.1 | 18.9 [ 275.6 | 15.6 | 3033 | 26.1 | 313.6 | 13.9
O O D [ Agua | 149 | 65 | 438 | 152 | 659 | 342 | 47.6 | 20.1
L M|

é DI A [ Orina | 113 | 55 | 356 | 123 | 53.8 | 328 | 42.8 | 17.1
g‘* Al o Peso | 272 | 19.7 [259.1 | 14.6 | 290.6 | 26.5 | 2963 | 13.5
D Agua | 39.1 | 10.0 | 435 | 7.6 | 81.1 | 34.8 | 86.3 | 48.9
J | 3 [Comida| 254 | 64 | 263 | 6.1 | 308 | 58 | 340 | 105
A |A Peso | 293.0 | 21.5 | 284.7 | 11.9 | 314.0 | 29.5 | 327.0 | 143
U [D Agua | 28.7 | 32 | 342 | 11.0 | 82.7 | 244 | 70.0 | 235
L |I 4 [Comida|] 25.0 | 41 | 263 | 35 | 360 | 54 | 350 | 7.8
A |A Peso | 295.6 | 192 | 2935 | 11.8 | 3303 | 35.5 | 346.6 | 16.2
S b Agua | 284 | 7.6 | 326 | 113 | 96.7 | 383 | 719 | 254
I 5 [Comida| 243 | 46 | 257 | 68 | 377 | 69 | 397 | 112
L |aA Peso |303.7 | 22.8 [300.1 | 12.1 | 337.7 | 392 | 3544 | 162
N Agua | 28.1 | 3.8 | 335 | 11.8 | 1254 | 40.8 | 98.4 | 42.4
D 1 6 [Comida| 258 | 3.4 | 287 | 45 | 37.8 | 7.1 | 427 | 11.1
I A Peso | 307.4 | 22.7 | 306.4 | 12.1 | 3429 | 42.3 [ 358.1] 20.5
\1/ D Agua | 320 | 6.0 | 342 | 11.5 | 160.7 | 449 | 116.7 | 51.1
p |U 7 [Comida] 265 | 3.5 | 273 | 57 | 42.8 [ 112 | 43.6 | 124
UolA Peso | 312.4 | 222 [ 312.1] 14.0 [ 345.6 | 493 | 367.6 | 29.4
A |D Agua | 299 | 59 | 414 | 10.1 | 1733 | 42.8 | 131.4 | 59.3
L |l 8 [Comida| 264 | 29 [ 280 | 43 [ 453 | 89 [ 457 | 103
E A Peso | 3152 | 22.4 [ 3172 ] 15.8 | 3543 | 48.6 | 375.7 | 34.0
s |D Agua | 327 | 102 | 37.6 | 13.0 | 172.7 | 404 | 120.7 | 56.8
I 9 [Comida| 273 | 3.9 | 289 | 43 [ 458 | 102 | 45.7 | 11.1
A Peso | 320.6 | 24.1 | 3219 | 16.7 | 363.9 | 51.6 | 384.7 | 384
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GRUPOS C-SF C-0X EM-SF EM-0X

MEDIA| SX |MEDIA| SX |MEDIA| SX |MEDIA| SX
D Agua | 334 | 85 39.9 | 12,5 [ 164.1 | 34.0 | 123.7 | 454
I 10|Comida| 25.5 | 3.1 276 | 47 | 489 | 12.6 | 478 | 155
A Peso | 326.5 | 22.0 | 327.4 | 20.2 | 370.7 | 53.3 [ 3919 | 414
D Agua | 336 | 77 | 412 | 11.1 | 159.0 | 26.0 | 116.3 | 32.4
I 11|Comida| 263 | 2.6 | 27.7 | 5.0 | 48.1 | 133 | 509 | 142
A Peso | 331.0 | 24.5 | 333.1 | 20.1 | 380.9 | 57.9 |402.1 | 45.0
D Agua | 356 | 145 | 362 | 7.6 |168.7| 46.8 | 127.9 | 36.2
I 12|Comida| 253 | 24 | 278 | 4.1 51.1 | 147 | 52.0 | 17.1
A Peso | 336.1 | 24.8 | 338.6 | 219 | 3874 | 584 | 411 | 479
D Agua | 406 | 204 | 405 | 11.2 | 167.1 | 30.5 | 126.6 | 32.2
I 13|Comida| 27.0 | 2.7 | 278 | 39 | 519 | 165 | 51.0 | 155
A Peso | 340.5 | 253 | 3445 | 243 [ 3943 | 61.0 | 417.7 | 513
D Agua | 385 | 152 | 50.0 | 23.0 | 1694 | 43.7 | 126.6 | 29.1
I 14 |Comida| 26.6 | 22 | 275 | 6.2 | 522 | 145 | 53.1 | 16.2
A Peso | 343.0 | 27.0 | 348.5 | 30.5 | 4033 | 65.6 | 427.0 | 58.1
D Agua | 321 | 11.8 | 40.6 | 11.1 | 152.7 | 30.7 | 116.1 | 24.8
I 15|Comida| 253 | 2.9 | 285 5.1 493 | 17.1 | 493 | 14.0
A Peso | 345.1 | 26.2 | 355.0 | 30.2 | 4069 | 71.3 | 4353 | 60.1
D Agua | 419 | 202 | 395 | 11.2 | 1484 | 39.2 | 113.6 | 185
I 16|Comida| 259 | 24 | 279 | 5.1 499 | 16.8 | 48.0 | 154
A Peso | 348.6 | 26. |3594 | 325 | 4194 | 77.6 | 4429 | 63.3
D Agua | 356 | 119 | 442 | 22.1 | 152.0 | 44.6 | 1129 | 31.2
I 17 |Comida| 254 | 2.1 274 | 43 | 497 | 169 | 499 | 16.1
A Peso | 352.0 | 28.8 | 364.7 | 343 |426.0 | 78.3 |449.7 | 684
D Agua | 374 | 13.0 | 454 | 24.0 | 150.6 | 42.2 | 103.7 | 253
I 18 |Comida| 25.8 | 2.2 | 28.1 42 | 498 | 18.7 | 45.6 | 16.1
A Peso | 357.5 | 32.1 |369.6 | 353 | 437.0 | 81.2 | 4554 | 69.2
D Agua | 40.6 | 145 | 45.6 | 18.8 | 150.1 | 42.6 | 111.6 | 24.4
I 19|Comida| 26.3 3.3 275 | 48 | 51.7 | 19.0 | 459 | 173
A Peso | 362.6 | 33.6 | 373.6 | 379 | 4429 | 83.8 [ 462.7 | 723
D Agua | 314 | 89 | 446 | 134 | 151.6 | 46.1 | 108.7 | 21.1
I 20|Comida| 25.1 4.0 | 283 39 | 485 | 17.0 | 439 | 11.1
A Peso | 370.1 | 34.7 | 377.7 | 39.0 | 451.6 | 85.7 | 469.7 | 72.1
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SEGUNDA FASE C-SF C-0X EM-SF EM-0OX
Media| Sx |Media| Sx |Media| Sx |Media| sx
D Agua | 242 | 169 | 14.1 4.8 36.0 | 122 | 304 | 129
M S|I
E I|A Orina | 26.1 | 184 | 15.6 4.0 477 | 16.8 | 38.8 | 10.9
T N
A 21 Peso | 343.5| 31.6 | 347.5 | 355 | 406.7 | 71.9 | 431.1 | 60.2
B C
0 O|p Agua | 24.1 169 | 475 | 180 | 27.7 6.2 26.3 | 10.6
L M|1
I IA Orina | 213 | 18.6 | 399 | 149 | 22.1 7.9 213 | 11.7
C D
SA A (22 Peso | 329.6 | 30.7 | 335.9| 36.6 [397.6 | 70.8 | 4164 | 60.4
GRUPOS C-SF C-0X EM-SF EM-0X
MEDIA| SX |MEDIA| SX |MEDIA| SX |MEDIA| SX
J D Agua | 46.0 8.9 589 | 181 | 949 | 219 | 757 | 21.0
I 23|Comida| 31.8 3.9 33.2 4.2 32.0 | 11.5 | 29.6 9.1
A A Peso | 353.5| 35.0 | 3654 | 41.7 | 420.0 | 81.4 | 443.7 | 69.9
D Agua | 28.7 5.6 37.6 | 148 | 1051 | 353 | 74.1 | 16.3
U I 24| Comida| 26.1 5.2 28.5 5.3 33.6 | 14.1 | 28.6 8.3
A Peso | 358.9 | 36.2 | 371.2 | 42.7 | 4299 | 86.0 | 450.3 | 754
L D Agua | 32.7 | 12.2 | 34.6 9.5 | 1140 | 38.6 | 84.7 | 23.0
I 25|Comida| 26.4 2.4 29.9 6.0 38.1 | 15.1 | 349 | 12.0
A A Peso | 363.0 | 36.8 | 373.6 | 42.1 | 4369 | 92.0 | 455.3 | 80.6
D Agua | 31.6 7.7 37.5 9.7 | 1183 | 39.1 | 83.3 | 20.3
S I 26|Comida| 25.4 3.8 29.4 5.9 372 | 16.5 | 33.3 | 10.2
NN Peso | 364.6 | 37.1 | 381.2 | 442 | 4423 | 93.8 | 463.6 | 82.7
N D Agua | 309 | 10.1 | 40.0 | 10.5 | 125.9 | 343 | 93.9 | 26.1
I 27|Comida| 25.6 34 28.3 4.2 400 | 153 | 36.7 | 13.0
D A Peso | 370.7 | 41.3 | 386.1 | 46.3 | 450.7 | 98.9 | 466.7 | 82.2
D Agua | 31.2 7.8 39.1 | 114 | 1159 | 38.9 | 94.6 | 30.2
I I 28|Comida| 26.5 6.2 28.3 4.2 39.8 | 16.8 | 36.5 | 13.7
A Peso | 372.7 | 39.5 | 388.0 | 47.4 | 4543 | 101.7 | 474.3 | 88.7
v |D Agua | 309 | 109 | 39.0 9.1 1229 | 413 | 83.0 | 23.2
I 29|Comida| 27.2 34 29.7 5.3 420 | 18.6 | 37.3 | 123
I A Peso | 3774 | 40.9 | 3914 | 48.0 | 462.0 | 107.9 | 477.7 | 88.2
D Agua | 36.6 | 13.8 | 38.5 7.5 | 116.0 | 39.7 | 89.7 | 25.7
D |l 30|Comida| 27.8 2.3 28.4 3.1 40.0 | 18.0 | 38.0 | 12.1
A Peso | 382.1 | 42.7 | 399.7 | 54.2 | 467.3 | 108.2 | 486.9 | 95.6
U |D Agua | 356 | 133 | 392 | 102 | 111.7 | 32.2 | 89.3 | 23.9
I 31|Comida| 24.1 4.5 28.8 49 417 | 169 | 374 | 11.5
A |A Peso | 3842 | 439 | 4014 | 52.8 | 4759 | 113.1 | 491.0 | 96.8
D Agua | 319 9.5 36.9 82 | 1189 | 364 | 90.7 | 21.1
L {I 32|Comida| 26.9 3.8 30.0 4.6 41.0 | 16.3 | 37.0 | 12.5
A Peso | 385.7 | 45.0 | 4064 | 52.9 | 481.7 | 116.8 | 494.1 | 99.9
E |D Agua | 31.6 9.3 421 | 203 | 111.3 | 354 | 86.7 | 204
I 33|Comida| 25.3 4.1 27.5 4.4 39.0 | 154 | 355 | 12.9
S |A Peso | 388.5 | 452 | 412.7 | 553 | 483.7 | 118.8 | 496.3 | 99.4
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GRUPOS C-SF C-0X EM-SF EM-0X
D Agua | 315 | 9.8 392 | 146 | 113.9 ]| 356 | 88.3 | 20.5
I 34 |Comida| 25.5 | 4.1 28.1 49 | 41.0 | 17.8 | 36.5 | 159
A Peso | 3929 | 45.0 | 413.1 | 53.4 | 494.0 | 124.7 | 499.4 | 102.2
D Agua | 322 | 96 | 371 | 11.2 | 113.6 | 281 | 894 | 213
I 35|Comida| 25.6 | 35 | 275 | 48 | 38.0 | 13.1 | 38.1 | 13.6
A Peso | 3954 | 432 | 407.5 | 61.2 | 497.0 | 128.2 | 505.3 | 106.2
D Agua | 295 | 11.6 | 359 | 9.8 | 1064 | 309 | 88.1 | 214
I 36|Comida| 255 | 3.6 | 259 | 54 | 373 | 139 | 37.1 | 12.7
A Peso | 3994 | 41.6 | 412.6 | 61.5 | 503.3 | 129.9 | 509.0 | 105.5
D Agua | 322 | 102 | 35.7 | 11.6 | 1104 | 335 | 87.1 | 19.0
I 37|Comida| 249 | 23 264 | 43 374 | 137 | 356 | 114
A Peso | 402.0 | 40.5 | 413.1 | 64.1 | 503.4 | 133.0 | 516.4 | 113.4
D Agua | 327 | 10.6 | 39.0 | 9.6 |109.7 | 42.8 | 904 | 20.3
I 38|Comida| 252 | 42 | 266 | 48 | 362 | 13.1 | 346 | 103
A Peso | 406.7 | 39.3 | 416.7 | 63.5 | 511.1 | 134.3 | 522.1 | 121.3
D Agua | 324 | 6.8 | 36.0 | 10.5 | 114.0 | 41.7 | 91.7 | 23.6
I 39|Comida| 253 | 42 | 28.1 4.6 | 352 | 11.6 | 379 | 134
A Peso | 411.1 | 37.7 | 419.6 | 62.2 | 513.6 | 134.2 | 528.4 | 126.5
D Agua | 356 | 10.8 | 36.1 | 13.5 | 105.6 | 342 | 85.7 | 27.1
I 40 |Comida| 25.1 3.7 | 261 46 | 371 | 127 | 37.0 | 9.2
A Peso | 415.6 | 36.2 | 422.6 | 62.6 | 516.6 | 138.2 | 530.9 | 127.4
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ABREVIATURAS

pg: Microgramo
%: Tanto por ciento
Al: Angiotensina I
All: Angiotensina II
ACTH: Adrenocorticotropina
AD: Agua Destilada
ADH: Hormona Antidiurética
(también AVP o Vasopresina)
ANP: Péptido Natriurético atrial
AP: Area Postrema
AV3V: Anteroventral al tercer ventriculo
AVP: Vasopresina
(también ADH u Hormona Antidiurética)
C/C: Con comida
CINa: Cloruro sodico
cm: Centimetro
CREF: Factor liberador de corticotropina
dDAVP: [-desamino §-arginina
vasopresina-desmopresina acetato
DI: Diabetes Insipida
EM: Eminencia Media
g: Gramo
HT: Hipotdlamo
i.c.: Intracerebral
i.c.v.: Intracerebroventricular
i.v.: Intravenoso
Kg: Kilogramo
LCR: Liquido Cefalorraquideo

mA: Mliamperio

MePO: Nucleo Preoptico Mediano

mEq: Miliequivalentes

ml: Mililitros

NLST: Nucleo Lecho de la estria terminal

NTS: Nucleo del Tracto Solitario

OCYV: Organo circunventricular

OSF: Organo Subfornical

OVLT: Organo Vasculoso de la
lamina terminal

OX: Oxitocina

PAM: Presion arterial media

PBN: Nucleo Parabraquial

PEG: Glicol de Polietileno

pmol/l: picomol/litro

PSD: Presion arterial diastolica

PSS: Presion arterial sistolica

PVT: Nucleo Paraventricular

s.c.: Subcutaneo

S/C: Sin comida

SF: Suero Fisiologico

SON: Nucleo Supraodptico

SNA: Sistema Nervioso Auténomo

SNC: Sistema Nervioso Central

TC: Tronco Cerebral

TFG: Tasa de filtracion glomerular

U.IL.: Unidad Internacional
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