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RESUMEN

El Nucleo del Tracto Solitario (NTS) representa un centro de integracion de la actividad
refleja cardiopulmonar, donde diversos estudios reportan al Glutamato y el GABA como
los principales neurotransmisores excitador e inhibidor respectivamente. El objetivo de este
trabajo fue estudiar algunas propiedades farmacoldgicas y eléctricas de neuronas
barosensibles del NTS de ratas normotensas Sprague-Dawley y espontdneamente
hipertensas (SHR).Se emplearon ratas machos con pesos entre 280-380 gramos Yy
anestesiados con Uretano a dosis 1gr/kg. En un grupo se administraron en el NTS, L-
Glutamato y GABA, ademas se midié la presion arterial (PA) y la frecuencia cardiaca
(FC). En otro, se registré la actividad neuronal con electrodos de resistencia entre 5MQ +
2MQ y por microiontoforesis se microinyectaron L-Glutamato (0,5M), GABA (0,5M) y
antagonistas .El Glutamato administrado incrementé significativamente la PA y la FC,
mientras que el GABA las redujo en las ratas estudiadas. Patrones gaussianos se observaron
en las curvas dosis-respuestas por la aplicacion mediante microiontoforesis de Glutamato y
GABA en las normotensas; mientras que en las SHR, el Glutamato no lo genero. El
Glutamato incremento significativamente la frecuencia de los potenciales de accion en las
ratas estudiadas; aumentando la amplitud en las hipertensas, ademas de reducir amplitud y
duracion en las normotensas. EI GABA disminuyo significativamente la frecuencia y la
duracion de los potenciales en las SHR y normotensas; incrementando la amplitud en las
primeras y reduciéndola en las segundas. Estos resultados permitieron caracterizar las
neuronas del NTS sensibles a presion en ratas normotensas e hipertensas.

Palabras claves: NTS, L-Glutamato, GABA, SHR, Normotensa.
ABSTRACT

The Nucleus of Solitary Tract (NTS) represents an integration center reflects
cardiopulmonary where several studies reported to glutamate and GABA as the major
excitatory and inhibitory neurotransmitters respectively. The aim of this work was to study
some pharmacological and electrical properties of barosensory NTS neurons in
normotensive (Sprague- Dawley) and spontaneously hypertensive rats (SHR). Two groups
of male rats (280-380 g) were anesthetized with urethane at a dose 1gr/kg. In one group
were administered in the NTS, L- glutamate and GABA , plus blood pressure (BP ) and
heart rate (HR ) was measured. In other one, the neuronal activity was recorded with
electrodes resistance between 5M Q + 2M Q and was microinjected by microiontoforesis
L-Glutamate (0.5 M), GABA (0.5 M) and antagonists. Supplied Glutamate increased both
BP and HR significantly, whereas GABA reduces it. Gaussian patterns were observed in
the dose curves - responses to the application of microiontoforesis Glutamate and GABA in
normotensive, whereas Glutamate was not generated it in SHR. Also, L-Glutamate
increased significantly the frequency and duration of action potentials in both group of rats,
increasing the amplitude in the SHR and decreasing it in the normotensive. By the contrary,
GABA significantly decreased the frequency and duration of potentials in both groups;
increasing the amplitude in the former and reducing it in the latter. These results allowed
characterizing barosensibles NTS neurons in normotensive and hypertensive rats.

Keywords: NTS, L-Glutamate, GABA, SHR, Normotensive.



AGRADECIMIENTOS
1.- A la Profesora Estela Gottberg, por haber aceptado ser la tutora de este Trabajo.

2.- Al Postgrado de Ciencias Fisioldgicas de la Facultad de Medicina, por haberme
permitido realizar los cursos pertenecientes al Programa de Doctorado y el trabajo especial
de grado conducente al titulo de Doctor.

3.- A la Cétedra de Fisiologia de la Escuela de Bioanalisis que facilit6 el desarrollo de las
actividades conducente a la culminacién de los cursos del postgrado y el trabajo de

investigacion.

4.- A la Profesora Nathaly Gago, de la Catedra de Fisiologia de la Escuela de Medicina
José Maria Vargas, por permitirme utilizar el vibratomo para realizar los cortes cerebrales

de las ratas.

5.- Al Dr. Enrique Arciniega, quien me brindé el estimulo, conocimiento y apoyo
desinteresado cuando fue necesario durante el desarrollo de los cursos y el trabajo especial

de grado.

6.- Al Bioterio de la Escuela de Medicina José Maria Vargas, que suministro, alimentd y

mantuvo en condiciones apropiadas los animales empleados en este trabajo.

7.- Al Bioterio del Instituto de Higiene Rafael Rangel, quienes me suministraron animales

para ser usados en este trabajo.

8.- Al personal de la Biblioteca Marcel Roche del Instituto de Investigaciones Cientificas
de Venezuela (IVIC) por la colaboracion brindada al permitirme obtener las separatas,
consultar material escrito (libros, monografias) y reproduccién de imagenes, requerido en

el desarrollo de esta investigacion.

9.- Al Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico de la Universidad Central de

Venezuela, quienes financiaron el curso de postgrado Yy el desarrollo de este trabajo.

10.- Todos aquellas personas e Instituciones diversas que bridaron el apoyo desinteresado

que contribuyo a feliz término este proyecto.



A Aminta, mi esposa,
Humberto Jesus, mi hijo,
Isabel Melina, mi hija,
mis hermanos,

mis sobrinos.



INDICE

RESUMEN. ...

AGRADECIMIENTOS.........coiiiiiie

DEDICATORIA. .

INDICE. ..

INDICEDEFIGURAS.......i e

INDICE DE TABLAS. ..

INTRODUCCION. ...t

Am GIULAMALO. . oottt

Al.- Receptores de Glutamato.................coevviiiiiiiiiiiiinnnn,

Ala.-Receptores No-NMDA, tipos AMPA/KA........cccccovviveieivennnnns
Alal.- Receptores Inotropicos AMPA...........coiiiiiiiinn...
Ala2.- Receptores inotropicos KA...............cvieviviievesseseennn

Alb.-Receptores NMDA. ... ..ottt e

Alc.- Receptores MetabotrOpiCoS. .....vvvvviirieeiiiiiieieeieeenans

A2.-ELION MO 2" o

A3.- El acido kynureico (KA)... ..o,

A4.- El Glutamato, el NTS y la regulacién de la presion arterial.

B1l.- Receptores de GABA. ... ..o.iiiiiiii i
Bla.- Receptor GABAA. ... ..o
Blb.- Receptor GABAB. ..o

B2.- EI GABA y la Presion arterial en ratas...............coceeeeieninnnnn..

C.- Nervios Depresor adrtico (ADN) y del Seno Carotideo (CSN)

10

10

10

12

15

16



C1.- Nervio depresor adrtico (ADN)......ooviiiiiiiiiiiiiins v, 16

C2.- Nervio del Seno carotideo (CSN)......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeanns 18
D.- Cerebelo y PropiocepCion...........ooevvuiviiiiiiiiiiiieiiaiieeieanennn, 20
E.- El1 Nucleo del Tracto Solitario (NTS).........ccooiiiiiiiiiiiiiiinn. . 24
OBJETIVO GENERAL......ooiiiiii e 29
OBJETIVOS ESPECIFICOS........uuiiiiiiiiiiiiiiieeiicceeee 29
MATERIALES. ... 30
A= ANImales. . ..o 30
METODOS. ... .ot 30
A.- Procedimiento quirdrgico y eSterotaxico................ccceevenvennnnn. 30

B.- Registro de la Presion arterial (PA) y la Frecuencia cardiaca

(FC ) e e, 30
C.- Identificacion de unidades barosensibles del NTS..........c.ccoceoiine 30
D.- Registro de la actividad de unidades del NTS..........cccccevvvivciieennnne 31
E.- Micropipetas usadas para aplicar los agonistas y los

ANTAGONISTAS. ...\ttt 31
F.- Micropipeta de corriente de compensacion.............................. 31
G.- Aplicacion de SuStancias...........eeueevreeeniiiieiieaieeiieaineannnn. 32
H.- Analisis de 1a Data....... ..o 32
L= HISEOIOGIA. .. v 33
FIgUIAS. .ot 34
RESULTADOS. ... e 35
Tablas Y FIQUIaS. . ...t 35
Resultados. ... ..oouiiniii i 85

1.-Efectos del Glutamato y GABA sobre la Presion arterial y la
frecuencia cardiaca en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y



Normotensas (Sprague-Dawley) ..o

2.-Distribucion de las Respuestas (No espigas/sg) cuando se
incrementan las dosis (10-125 nA) de Glutamato administrado por
microiontoforesis en el NTS de las ratas normotensas (Sprague-
Dawley) y las espontaneamente hipertensas (SHR)...........cccccovveivenennn,

3.- Efecto del Glutamato y antagonistas glutamatérgicos inyectados por
microiontoforesis sobre la frecuencia de descarga de neuronas
barosensibles del NTS de ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y
normotensas (SPrague-Dawley)............coviirrienieneeene e

4.- Efecto del GABA vy antagonistas gabaérgicos inyectados por
microiontoforesis sobre la frecuencia de descarga de neuronas
barosensibles del NTS de las ratas (Sprague—Dawley) e hipertensas

5.- Efecto del Glutamato, NBQX, MK-801 y el MgCI2 sobre la
Duracion y la Amplitud de Potenciales de accion (Pots.A) de neuronas
del NTS en ratas hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-
DAWIBY). .. et

6.- Efecto del GABA, Saclofen y Picrotoxina sobre la Duracion y la
Amplitud de Potenciales de Accion de Neuronas del NTS en ratas
hipertensas (SHR) y normotensas Sprague-Dawley..............cccccccvevnnee.

7.- Derivacion de criterios para la diferenciacion inter grupos, en base a
las acciones del neurotransmisor y la participacion de receptores.
Anélisis y comparaciéon de los efectos del Glutamato y sus
antagonistas sobre la variacion (expresada en %) de la duracion de los
potenciales de accion (Pots. A) registrados en neuronas del NTS en
ratas Hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawley).............

8.- Derivacidn de criterios para la diferenciacion inter grupos, en base a
las acciones del neurotransmisor y la participacion de receptores.
Anélisis y comparacién de los efectos del Glutamato y sus
antagonistas sobre la variacion (expresada en %) de la amplitud de los
potenciales de accion (Pots. A) registrados en neuronas del NTS en
ratas Hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawley)............

9.- Derivacidn de criterios para la diferenciacion inter grupos, en base a
las acciones del neurotransmisor y la participacion de receptores.
Anélisis 'y comparacion de los efectos del GABA, Saclofen y
Picrotoxina sobre la variacion (expresada en %) de la duracion de los
potenciales de accion (Pots. A) registrados en neuronas del NTS en
ratas Hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawley).........

86

87

88

90

93

95

104

\



10.- Derivacion de criterios para la diferenciacion inter grupos, en base
a las acciones del neurotransmisor y la participacion de receptores.
Analisis y comparacion de los efectos del GABA, Saclofen vy
Picrotoxina sobre la variacion (expresada en %) de la amplitud de los
potenciales de accion (Pots. A) registrados en neuronas del NTS en
ratas Hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawley).............

11.- Corte cerebral e indicacion de Posicion de la punta del
BIECIIOUO. ... e e

DISCUSION. ...ttt e

1.- Efectos del Glutamato y GABA sobre la presion arterial y la
frecuencia cardiaca en ratas espontdneamente hipertensas (SHR) vy
normotensas (Sprague-Dawley).............ooooiiiiiiiiii

2.- Distribucion de las respuestas (No espigas/sg) cuando se
incrementan las dosis (10-125 nA) de Glutamato administrado por
microiontoforesis en el NTS de las ratas normotensas (Sprague-
Dawley) e hipertensas (SHR).........ccciiiiiiiiciiccs e

3.- Efectos del Glutamato y sus antagonistas
microinyectados por microiontoforesis, sobre la frecuencia de descarga
de neuronas barosensibles del NTS de las ratas hipertensas (SHR) y las
normotensas (Sprague-Dawley) ...

4.- Efecto del GABA inyectado por microiontoforesis sobre la
frecuencia de descarga de neuronas barosensibles del NTS de las ratas
normotensas (Sprague-Dawley) y las hipertensas (SHR)..................

5.- Efecto del Glutamato, NBQX, MK-801 y MgCI2 sobre la Duracion
y la Amplitud de Potenciales de accién (Pots.A) de neuronas
barosensibles del NTS en ratas hipertensas (SHR) y normotensas
(Sprague-Dawley).........oouieiiii i,

6.- Efecto del GABA, Saclofen y Picrotoxina sobre la Duracion y la
Amplitud de Potenciales de accion (Pots. A) de neuronas barosensibles
del NTS en ratas hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-

7.- Comparacién de los efectos (expresados en %) del Glutamato,
NBQX, MK-801 y MgCI2, sobre la Duracion y la Amplitud de
Potenciales de accion (Pots.A) de neuronas barosensibles del NTS en
ratas  hipertensas (SHR) 'y  normotensas  (Sprague-

Ta.- Efectos (%) del Glutamato y sus antagonistas sobre la duracién

107

110

111

111

112

118

126

130

134

Vi



de los Potenciales de Accion (Pots.A) en neuronas
barosensibles del NTS en ratas hipertensas (SHR) y normotensas
(Sprague-Dawley). ... e 139

7b.- Efectos (%) del GLUTAMATO vy sus antagonistas sobre la
amplitud de los Potenciales de Accion de neuronas
barosensibles del NTS en ratas hipertensas (SHR) y
normotensas (Sprague-Dawley)..........ccocoveieiiiieinieeinieceen, 141

8.- Comparacién de los efectos (expresados en %) del GABA, Saclofen
y Picrotoxina sobre la duracion y la amplitud de Potenciales (Pots.A)
de neuronas barosensibles del NTS en ratas hipertensas (SHR) y
normotensas (Sprague-Dawley)...............cccviviiicini e, 141

8a.- Efectos (expresados en %) del GABA, Saclofen vy
Picrotoxina sobre la Duracion de Potenciales (Pots.A) de
neuronas del NTS en ratas hipertensas (SHR) vy
Normotensas (Sprague-Dawley).................oooiiiiinl. 143

8b.- Efectos (expresados en %) del GABA, Saclofen vy
Picrotoxina sobre la Amplitud de Potenciales (Pots.A) de

neuronas del NTS en ratas SHR y Sprague-Dawley (SD).. .... 144
CONCLUSIONES..... ..o 148
RECOMENDACIONES........oo e 151
REFERENCIAS. ... e 153

VI



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1.- Montaje experimental...............coeiiiiiiiiniiniiiiiieeee,

Fig. 2.- Montaje experimental para registro y aplicacion de sustancias
POI MICTOIONEOTOTESIS. .. uvttt et et et ettt e e eeeae e,

Fig.3.- Registro de actividad de una unidad barosensibles del NTS de
unarata SHR. ... ..o

Fig. 4.- Registro de la Presion arterial bajo efecto de Fenilefrina
administrada por via intravenosa e histogramas de la descarga de
unidades barosensibles del NTS en una rata

Fig. 5.- Registros de la Presion arterial (mm Hg) y la Frecuencia
cardiaca (latidos por min, bpm) de una rata Sprague-Dawley a la cual
en el NTS se le microinyecté 3 pl de una solucién de Glutamato
(0,5M) e

Fig. 6.- Registro de la Presion arterial (mm Hg) y la Frecuencia
cardiaca (latidos por min) de una rata SHR a la cual se le microinyecto
3 Ml de wuna solucion de Glutamato (0,5 M) en el

Fig. 7.- Registros de la Presion arterial y la Frecuencia cardiaca
obtenido de una rata Sprague-Dawley a la cual se le microinyect6 3 pl
de GABA (0,5M) en el NTS....oooiiiii e

Fig. 8.- Registros de la Presion arterial(mm Hg) y la Frecuencia
cardiaca(latido por min, bpm) de una rata hipertensa (SHR) a la cual se
le microinyect6 3 pupul de GABA (05 M) en el

Fig. 9.- Efecto del Glutamato aplicado por microiontoforesis, sobre la
frecuencia de descarga de algunas unidades del NTS en ratas

Fig. 10.- Relacién dosis vs respuestas. Variacion del No de espigas/sg.
producida por Glutamato microinyectado a dosis crecientes (nA) y
mediante microiontoforesis en el NTS de ratas normotensas
(A,Sprague-Dawley) y espontaneamente hipertensas

Fig. 11.- Cambios del No espigas/sg. en neuronas barosensibles del
NTS, cuando se aplican por microiontoforesis dosis crecientes de
GABA en dicho nicleo de ratas hipertensas (SHR)

34

35

36

37

39

41

43

45

47

48



Fig. 12.- Cambios del No espigas/sg. en neuronas barosensibles del
NTS, cuando se aplican por microiontoforesis dosis crecientes de
GABA en dicho nucleo de ratas normotensas (Sprague-

Fig. 13.- Efectos del NBQX, MK-801 y MgCI2 (antagonizando la
accion del Glutamato enddgeno) sobre la frecuencia de descarga de
neuronas del NTS de ratas hipertensas (SHR). NBQX (antagonista de
Glutamato a través de receptores tipo AMPA), MK-801(antagonista de
Glutamato a través de receptores tipo NMDA) y MgCl, (bloqueador
del canal i6nico del receptor a  Glutamato, tipo

Fig. 14.- Valores (promedios + SEM) de la frecuencia de descarga de
neuronas del NTS en ratas hipertensas (SHR); Control y bajo la accion
de Glutamato (GLUT), Glutamato con tratamiento previo del
antagonista NBQX (NBQX+GLUT), Glutamato con tratamiento
previo del antagonista MK-801 y Glutamato con tratamiento previo del
MgCl, (MgCl, + GLUT), microinyectados por microiontoforesis en
dicho MUCIEO. .. .o

Fig. 15.- Efectos del NBQX, MK-801 y MgCI2 antagonizando la
accion del Glutamato enddgeno sobre la frecuencia de descarga de
neuronas del NTS de ratas normotensas (Sprague-Dawley). Valores
(promedio£SEM) de la descarga obtenida como Control y bajo la
accion de NBQX (antagonista no-NMDA), MK-801 (antagonista
NMDA) y MgCl, (bloqueador del canal iénico del receptor
NMDA) e e,

Fig. 16.- Valores (promedios £ SEM) de la frecuencia de descarga de
neuronas del NTS. Control y bajo la accion de Glutamato (GLUT),
Glutamato con tratamiento previo del antagonista NBQX
(NBQX+GLUT), Glutamato con tratamiento previo del antagonista
MK-801 y Glutamato con tratamiento previo del MgCl, (MgCl, +
GLUT), microinyectados por microiontoforesis en el mismo nucleo de
ratas normotensas (Sprague-Dawley)..........cccovveriiiiiiniiiniininnnnn.

Fig. 17.- Efecto del GABA aplicado por microiontoforesis, sobre la
frecuencia de descarga de algunas unidades del NTS en un rata
normotensa (Sprague-Dawley)..........cccovvvvciecie i

Fig. 18.- Efectos de Picrotoxina y Saclofen, sobre el GABA enddgeno
en las frecuencias de descarga de neuronas del NTS en ratas
hipertensas (SHR)........oooiiiiii e,

50

o1

53

55

57

59



Fig. 19.- Valores (promedios = SEM) de frecuencia de descarga de
neuronas del NTS, en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
Control y bajo la accién de GABA; GABA con tratamiento previo del
antagonista Picrotoxina (PICROT + GABA); GABA con tratamiento
previo del antagonista SACLOFEN (SACLOF + GABA) .................

Fig. 20.- Efectos de Picrotoxina y Saclofen, sobre el GABA enddgeno
en la frecuencias de descarga de neuronas del NTS de ratas
normotensas (Sprague-Dawley)........c.ocooviiiiiiiieiinc i

Fig. 21.- Valores (promedios £+ SEM) de frecuencia de descarga de
neuronas del NTS, en ratas normotensas (Sprague-Dawley). Control y
bajo la accion de GABA; GABA con tratamiento previo del
antagonista Picrotoxina (PICROT + GABA); GABA con tratamiento
previo del antagonista SACLOFEN (SACLOF + GABA) .................

Fig. 22.- Representaciones de registros de Potenciales de Accion
(Promedio) de neuronas del NTS en condiciones Control y bajo la
accion de Glutamato, NBQX, MK-801, MgCl, y pretratamiento,
microinyectados por microiontoforesis en el mismo nucleo de una rata
espontaneamente hipertensa (SHR). En el cuadrante superior derecho
de cada espiga se indica la duracion (ms) y la amplitud

Fig. 23.- Representaciones de registros de Potenciales de Accion
(Promedio) de neuronas del NTS en condiciones Control y bajo la
accion de Glutamato, NBQX, MK-801, MgCI2 y pretratamiento,
microinyectados por microiontoforesis en el mismo ndcleo de una rata
normotensa (SHR). En el cuadrante superior derecho de cada espiga se
indica la duracion (ms) y la amplitud (mv)...................oonl.

Fig. 24.- Representaciones de registros de Potenciales de Accion
(Promedio) de neuronas del NTS en condiciones Control y bajo la
accion GABA, SACLOFEN, PICROTOXINA vy pretratamiento,
microinyectados por microiontoforesis en el mismo nicleo de una rata
espontaneamente hipertensa (SHR). En el cuadrante superior derecho
de cada espiga se indica la duracion (ms) y la amplitud

Fig. 25.- Representaciones de registros de Potenciales de Accion
(Promedio) de neuronas del NTS en condiciones Control y bajo la
accion GABA, SACLOFEN, PICROTOXINA vy pretratamiento,
microinyectados por microiontoforesis en el mismo ndcleo de una rata
normotensa (Sprague-Dawley). En el cuadrante superior derecho de
cada espiga se indica la duracibn (ms) y la amplitud

62

64

66

68

71

74

Xl



Fig. 26.- Cuadro superior (azulado), fotografia de un corte coronal del
cerebro de una rata estudiada, indicando mediante flecha la
localizacion de la punta del electrodo de registro. Cuadro Inferior, una
representacion del Atlas cerebral de Paxinos y Watson (1997)
sefialando el nucleo Intermedio del tracto solitario (Sol IM) y marcas
(tridngulos negros) de re@iStros. ......o.verieriei it eiieaeeneennns

Xl



INDICE DE TABLAS

TABLA I. Valores basales (promedio £ SEM) de Presiones arteriales y
de Frecuencia cardiaca registradas en ratas hipertensas (SHR) vy
normotensas (Sprague-Dawley)...........coveieiriniiiiiiiiiiinieea,

TABLA Il. Variaciones de los valores de las presiones (promediox
SEM) arteriales  Sistdlica, Diastolica y Media, ademas de la
frecuencia cardiaca (latidos por minuto) cuando se microinyect6 3ul de
Glutamato (0,5M) en el NTS de ratas normotensas (Sprague-Dawley)...

TABLA I111. Variaciones de los valores de las presiones (promediox
SEM) arteriales  Sistolica, Diastolica y Media y ademas de la
Frecuencia cardiaca (latidos por minuto) cuando se microinyectd 3 pl
de Glutamato (0,5M) en el NTS de ratas espontdneamente hipertensas

TABLA 1V. Variaciones de los valores de las presiones (promediox
SEM) arteriales  Sistdlica, Diastolica y Media, ademas de la
frecuencia cardiaca (latidos por minuto) cuando se microinyecto 3ul de
GABA (0,5M) en el NTS de ratas normotensas (Sprague-

TABLA V. Variaciones de los valores de las presiones (promediox
SEM) arteriales  Sistolica, Diastolica y Media y ademés de la
Frecuencia cardiaca (latidos por minuto) cuando se microinyecto 3 pl
de GABA (0,5M) en el NTS de ratas espontaneamente hipertensas

TABLA VI.- Valores promedios de la frecuencia de descarga basales y
bajo la accibn de NBQX, MK-801 y MgCl, (antagonistas de
Glutamato), en neuronas del NTS de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR)........ooiiii

TABLA VII.- Valores (promedios =+ SEM) de la frecuencia de
descarga de neuronas del NTS en ratas hipertensas (SHR); Control y
bajo la accion de Glutamato (GLUT), Glutamato con tratamiento
previo del antagonista NBQX (NBQX+GLUT), Glutamato con
tratamiento previo del antagonista MK-801 y Glutamato con
tratamiento previo del MgCl12 (MgCI2 + GLUT).........cccoiiiiiiiinnnne

TABLA VIII.- Valores promedios de la frecuencia de descarga basales
y bajo la accion de NBQX, MK-801 y MgCl, (antagonistas y
bloqueador de receptores de Glutamato), en neuronas del NTS de ratas
normotensas (Sprague-Dawley).......c.coovveiiiiiiiiiiiiiiieee e

TABLA IX.- Valores (promedios £ SEM) de la frecuencia de descarga

38

40

42

44

46

52

54

Xl



de neuronas del NTS en ratas normotensas (Sprague-Dawley);
CONTROL vy bajo la accion de Glutamato (GLUT), Glutamato con
tratamiento previo del antagonista NBQX (NBQX+GLUT), Glutamato
con tratamiento previo del antagonista MK-801 y Glutamato con
tratamiento previo del MgCI12 (MgCI2 + GLUT).........ccovevivinnnnnn.n.

TABLA X.- Valores (promedio + SEM) de la la frecuencia de descarga
de neuronas del NTS en ratas hipertensas (SHR); CONTROL vy bajo la
accion de Picrotoxina y Saclofen (antagonlstas GABAA y GABAB,
respectivamente)...
TABLA XI.- Valores (promedios = SEM) de la frecuencia de descarga
de neuronas del NTS en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).
Control y bajo la accion de GABAA (GABA), GABA con tratamiento
previo del antagonista PICROTOXINA (PICROT+GABA) y GABA

con tratamiento previo  del  antagonista =~ SACLOFEN
(SACLOFENHGABA)......iiii e

TABLA XIll.- Valores (promedio £+ SEM) de la la frecuencia de
descarga de neuronas del NTS en ratas normotensas (Sprague-
Dawley). Control y bajo la accion de PICROTOXINA y SACLOFEN.

TABLA XIIl.- Valores (promedios =+ SEM) de la frecuencia de
descarga de neuronas del NTS en ratas normotensas (Sprague-
Dawley). Control y bajo la accion de GABA (GABA), GABA con
tratamiento previo del antagonista PICROTOXINA (PICROT+GABA)
y GABA con tratamiento previo del antagonista SACLOFEN
(SACLOF+GABA)....viiiiiiiee e

TABLA XIV.- Efectos de la microinyeccion de GLUTAMATO,
(GLUT), NBQX, MK-801, MgCI2 y pretratamientos, sobre la
duracion (promedio + SEM) de diez (10) Potenciales de accion
registrados desde neuronas del NTS de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR).......ccooiiiiie e

TABLA XV.- Efectos de la microinyeccion de GLUTAMATO
(GLUT), NBQX, MK-801, MgCI2 y pretatamientos, sobre la amplitud
(promedio + SEM) de diez (10) Potenciales de accion registrados desde
neuronas del NTS en ratas espontaneamente hipertensas (SHR)...........

TABLA XVI.- Efectos de la microinyeccibn de GLUTAMATO,
(GLUT), NBQX, MK-801, MgCI2 y pretratamientos, sobre la
duracion (promedio £ SEM) de diez (10) Potenciales de accion
registrados desde neuronas del NTS de ratas normotensas (Sprague-
DAWIBY). . ..o s

58

61

63

65

67

69

70

72

XV



TABLA XVII.- Efectos de la microinyeccion de GLUTAMATO
(GLUT), NBQX, MK-801, MgCI2 y pretatamientos, sobre la amplitud
(promedio £ SEM) de diez (10) Potenciales de accion registrados
desde neuronas del NTS en ratas normotensas (Sprague-Dawley)......

TABLA XVIIl.- Efectos de la microinyeccion de GABA,
PICROTOXINA (PICROT), SACLOFEN (SACLOF) y
pretratamientos, sobre la duracion (promedio + SEM) de potenciales
de accion registrados desde neuronas del NTS en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR)........ccccooviiineieiiniencne s

TABLA XIX.- Efectos de la microinyeccion de GABA,
PICROTOXINA (PICROT), SACLOFEN (SACLOF) y
pretratamientos GABA sobre la amplitud (promedio + SEM) de
potenciales de accidn registrados desde neuronas del NTS en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR)........ccccovveiininnine e

TABLA XX.- Efectos de la microinyeccion de GABA,
PICROTOXINA (PICROT), SACLOFEN (SACLOF) y
pretratamientos, sobre la duracion (promedio + SEM) de potenciales
de accidn registrados desde neuronas del NTS en ratas normotensas
(SPrague-Dawley).......c.oouineiniiiite e

TABLA XXIl.- Efectos de la microinyeccion de GABA,
PICROTOXINA  (PICROT), SACLOFEN  (SACLOF) vy
pretratamientos, sobre la amplitud (promedio £ SEM) de potenciales
de accidn registrados desde neuronas del NTS en ratas normotensas
(SPrague-Dawley).......c.oouineinietiit e

TABLA XXII.- Variacion de la duracion (expresado en %, promedio +
SEM) de potenciales de accion (Pots. A) registrados en el NTS de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawey),
por efecto de GLUTAMATO (GLUT), NBQX, MK-801,MgCl, y
pretatamientos (NBQX+GLUT; MK-801+GUT y MgClL,+GLUT)......

TABLA XXIII.- Variacion de la amplitud (expresado en %, promedio
+ SEM) de potenciales de accion (Pots. A) registrados en el NTS de
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-
Dawey), por efecto de GLUTAMATO (GLUT), NBQX, MK-
801,MgCI2 y pretatamientos (NBQX+GLUT; MK-801+GUT vy
MECI2HGLUT) ..o

TABLA XXIV.- Variacion de la duracion (expresado en %, promedio
+ SEM) de potenciales de accidén (Pots. A) registrados en el NTS de
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-
Dawey), por efecto de GABA, PICROTOXINA, SACLOFEN vy
pretratamiento (PICROTOXINA+GABA; SACLOFEN+GABA).......

73

75

76

78

79

80

81

XV



TABLA XXV.- Variacion de la amplitud (expresado en %, promedio +
SEM) de potenciales de accién (Pots. A) registrados en el NTS de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawey),
por efecto de GABA, PICROTOXINA, SACLOFEN vy pretratamiento
(PICROTOXINA+GABA; SACLOFEN+GABA)

XVI



INTRODUCCION

Existe abundante evidencia de la participacion de aminoacidos excitatorios e inhibitorios en la
regulacién nerviosa de la presion arterial en ratas normotensas, la mas clara, la encontramos en

los componentes nerviosos que forman el arco reflejo barorreceptor.

Amino acidos excitatorios existen en los aferentes barorreceptores, neuronas del Nucleo del
Tracto Solitario (NTS) y del nicleo rostral ventrolateral bulbar (RVLM); ademas neuronas
inhibitorias del ndcleo caudal ventrolateral bulbar (CVLM) contienen el acido gamma-
aminobutirico (GABA) (7).

Evidencias electrofisiologicas y farmacoldgicas destacan las funciones de los amino &cidos
neurotransmisores en el funcionamiento normal del reflejo barorreceptor. Las ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) se diferencian de las Wistar Kyoto (WKY) en las
respuestas a la estimulacion, inhibicion o lesiones de neuronas del reflejo mencionado: una
semana después de la denervacion de los barorreceptores, la presion sanguinea se elevo en las
WKY y no cambio en las SHR; estimulacion del CVLM resulto en una mayor reduccion de la
presion en SHR en comparacion con las WKY;; inyecciones de tetrodotoxina en el CVLM
produjeron un ligero incremento de la presion en SHR y el bloqueo de los receptores sensibles
a Glutamato en la médula espinal atenuaron la respuesta a la estimulacion del RVLM en
ambas grupo de ratas, pero solo se redujo la presion sanguinea de reposo en las SHR. Al
integrar estos resultados se puede sefialar que la alteracion de la actividad de los amino acidos

en los sitios del arco reflejo barorreceptor contribuyen a la hipertension en las SHR (7).

La primera evidencia funcional que destaca la importancia del NTS en el control de la presién
arterial la encontramos en los experimentos donde lesiones (eléctrica y quimica, &cido Kainico
) del NTS provocan una elevacion de la PA y la muerte del animal 2 a 3 horas después del
procedimiento (41). Es relevante destacar que la misma maniobra en perro y gatos, no

provoca la muerte, sino una hipertension crénica y sostenida (153, 123)



A.-GLUTAMATO.

El Glutamato es un amino acido no esencial que no atraviesa la barrera hematoencefalica, por
ello debe ser sintetizado en las neuronas a partir de precursores locales. EI precursor mas
importante es la Glutamina, que es liberada por las células gliales y captada por el terminal
presinaptico y metabolizada por la enzima mitocondrial glutaminasa; este neurotransmisor
también puede ser sintetizado por la transaminacion de 2-Oxoglutarato, un intermediario del
ciclo de é&cidos tricarboxilicos; una vez sintetizado en el citoplasma del terminal es
empaquetado en vesiculas mediante transportadores llamados VGLUT; liberado en la
hendidura sinaptica es eliminado por los transportadores de amino &cidos excitatorios
presentes en las glias y otros en el terminal presinaptico, en la glia y astrocitos es convertido
en Glutamina por la enzima Glutaminasa, en aquella forma es transportada fuera de estas
celulas hacia las terminaciones nerviosas donde se convierte en Glutamato, siguiendo el ciclo

Glutamato-Glutamina (9).

Al.-Receptores de Glutamato.

El Glutamato puede ejercer sus efectos en la neurotransmision uniéndose a proteinas de
membrana conocidas como receptores. Los receptores de Glutamato incluyen dos grandes
grupos, los receptores ionotropicos que actian como canales idnicos de compuerta
dependientes de ligandos y los metabotropicos que se encuentran acoplados a la proteina G.
Los ionotropicos de acuerdo a los amino acidos dicarboxilicos que actian como agonistas de
los mismos, se subdividen en tres tipos; los sensibles a N-Metil-D-Aspartato (NMDA), los
sensibles al a-amino-3-hidroxy-5-metil-4-isoxalona, llamados receptores AMPA o
Quisquelato y finalmente los receptores sensibles al acido cainico. ((81), estos dos ultimos en

conjunto son llamados No-NMDA.

Ala-Los receptores No-NMDA, tipos AMPA/KA.
Elucidar la estructura de los receptores ionotropicos del Glutamato es fundamental para

comprender sus funciones (28). El estudio de la estructura cristalina del sitio de enlace para
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Glutamato de la subunidad GIluR2 (AMPA), Glu5/6 (KA) y las subsiguientes estructuras de las
regiones de enlace con Glutamato en NMDA (NR1 y NR2) (5, 57, 58) han permitido un
esquema visual de cdmo estos receptores pueden operar y en algunos casos como los agonistas

pueden llevar a activar el receptor.

Alal.-Los receptores ionotropicos AMPA

Los receptores del tipo AMPA, pueden existir como canales AMPA que se componen de 4
subunidades (GIuR1,GIuR2,GIuR3 y GIuR4) con 4 segmentos transmembranas Yy
pertenecientes a la familia o, conformado un complejo homométrico o heterométrico de 4
subunidades; En la mayoria de los receptores AMPA, el resto aminoacido de la region M2
formadora del poro es el amino acido polar no cargado Glutamina, pero en la GIuR2 es la
arginina, este aminoacido es el responsable de las caracteristicas de permeabilidad a los iones
Na'"y K" y de aquella para el Ca** (81).

Estos receptores son tetrameros y sus subunidades forman un complejo macromolecular de
varias regiones funcionales: un dominio amino terminal (ATD) donde un nudmero de
moléculas ejercen su accion modulando la funcion del receptor (69); el dominio donde
enlazan los ligandos consiste de las regiones S1 (N-terminal del segmento transmembrana M1)
y S2 entre las regiones M3 y M4, (62, 103, 104); las regiones asociadas con la membrana M1,
M3 y M4, asi como un lazo del segmento M2 que entra al poro y junto con los residuos de
esta region (que cubre el interior del poro) controla la selectividad y permeabilidad idnica
(191); un dominio intracelular carboxy-terminal (CTD) contiene un serie de motivos que
permiten la interaccién con sefiales de transduccién y proteinas de andamiaje, regulacion del
tréfico y la localizacion de las proteinas del receptor (170, 189, 137). Muchos de los residuos
de los dominios S1 y S2 de enlace con Glutamato son conservados a través de las
subunidades del receptor.

La cristalografia de rayos X de la region de enlace agonista-GIluR2S1-S2 (6), reveld que el
ligando se localiza en una cavidad formada entre ambos dominios; del dominio S1 los residuos
Pro478, Thr480 y Arg485 asi como Ser654,Thr655 y Glu705 del dominio S2 establecen

puentes de hidrogenos con Glutamato. La porcién aromatica del Tyr450 forma una estructura
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electron-densa anillada por encima del bolsillo de enlace de ligandos y mutaciones del residuo
tirosina alterd la potencia del agonista y desensibilizd a los receptores que contienen GIUR2
(72) Dentro de la cavidad existen 4 moléculas de agua que forman una red que establece
enlaces de hidrdgenos entre el ligando y la cadena de los amino acidos dentro de la cavidad
(56).

Una estructura tetrahedral es formada entre el grupo a-amino de los ligandos (Glutamato,
AMPA o Kainato) y los residuos Pro478, Thr480 y Glu705; mientras que el grupo o-carboxyl
es anclado por la Arg485 cargada y acompafiada con interacciones de los residuos Ser654 y
Thr4a80. Distinto patron ocurre con los grupos y carboxyl de los agonistas, este grupo
interactia con los grupos OH y el esqueleto NH de los residuos Ser654 y Thr655 y dos
moléculas de agua en el caso de los ligandos Glutamato y Kanato; mientras que en el caso del
AMPA, el grupo estozole interactua, deja un sitio vacio (normalmente ocupado por el grupo y
carboxyl del Glutamato y el Kanato) que es ocupado por una molécula de agua y de esta
manera el AMPA puede comportarse como un ligando similar a Glutamato (5).

En el caso del antagonista DNQX, el patrén es diferente, los dos grupos carboxyl del DNQX
acttan como el grupo a-carboxyl del Glutamato, interactuando con los residuos Thr480 y
Arg485. El DNQX es estabilizado por enlaces de hidrogeno adicionales formado entre Pro478
y via una molécula de agua a Tyr405; finalmente estabilizadoras interacciones © son
suministradas por el residuo aromatico (Thyr450) el cual es orientado paralelo al anillo
quinoxalinediona de DNQX (5).

Cuando un ligando forma un complejo con la proteina GIuR2S1S2 cambia el angulo de cierre
del dominio S1-S1 comparado a la conformacion no ligada. Para los antagonistas competitivos
como el DNQX un ligero movimiento de cierre de los I6bulos del dominio S1-S2, (< 3°) fue
observado insuficiente para inducir un cambio conformacional necesario para operar el
receptor (71); contrariamente, mayor es el cierre del dominio S1-S2 en el caso de los agonistas

y ello se relaciona con su eficacia en la activacion del canal (74, 75).

Ala2.-Los receptores ionotropicos AK.



Los receptores sensibles a Kainato son ensamblados como complejos homométricos y
heterométricos de las subunidades GIuR5-7, KAl y KA2, las dos Ultimas son incapaces de
formar canales y necesitan ensamblarse con las GlutR5-7 para formar un canal-receptor
funcional.

El receptaculo que contiene el sitio de enlace con ligandos de las subunidades GIuR5 y GIuR6
del receptor sensible a Kainato, comparte caracteristicas similares de la subunidad GIuR2
(105, 122, 124), es decir la interaccion de los grupos a-carboxyl, o-amino y y-carboxyl de
Glutamato dentro del receptaculo envuelve similares contactos con residuos como aquellos
descritos para el GIuR2; sin embargo, existe una mayor sensibilidad del Glutamato por GIuR5
que por el GIuR6, por la sustitucion de los contactos con residuos Thr503 y Ser674 por los
contactos con los residuos Ala487 y Ala658; ademas de la existencia de una menor estabilidad
del enlace con GIuR6 debido a la perdida de enlaces de puentes de Hidrogeno con el grupo o-
amino de Glutamato y otras interacciones mediadas por el agua y otros residuos (Glu723).
Varias diferencias existen en las caracteristicas del receptaculo de enlace-ligando de GIuR5/6
y el GIuR2, primeramente el receptaculo en GIUR5 es 40% mas grande que su similar en el
AMPA, permitiendo el atrapamiento de mas moléculas de agua que no existen en el GIuR2 y
mayor nimero de puentes de hidrégeno (GIuR2 puede contener 4 moléculas de agua, GIUR5
contiene 6 y el GIuR6 contiene 5), otra la constituye la interaccion estérica representada por la
existencia de residuos de mayor tamafio en GIuR5/6 (GIuR5: Ser706, Leu720 y Ser726;
GluR6: Asp690, Phe704 y Thr710) que forman el receptaculo en comparacion al GIuR2 . Por
otro lado, el AMPA dentro del bolsillo de enlace de los ligandos en el GIuR6 posiciona el
anillo isoxaole en un angulo inapropiado para establecer interacciones con Asp690 y sitios
normalmente usadas por el grupo y-carboxyl de Glutamato (105); en el caso del GIuR5, la
hidratacién es relevada por la sustitucion de la Asparagina con una mas pequefio residuo de
Serina pero esto no es suficiente para optimizar el enlace; contrariamente el Quisquelato es
capaz de mimetizar la estequiometria del Glutamato y las proyecciones del anillo heterociclico
es capaz de establecer contactos similares a aquellos hechos por el grupo y-carboxyl del
Glutamato dentro del receptaculo. La mayor potencia del agonista Kainato, por los receptores

que contienen GIuR6, en comparacion a los que poseen GIuR2, radica en que mayor es el
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cierre del dominio S1-S2 dentro del complejo GluR6-Kainato (23,3°) que el observado en el
complejo GluR2-Kainato(13°) aunque menor que el observado para el Glutamato (26,6°) y de

alli que se le considere agonista parcial( (105).

Alb.-Los receptores NMDA.

El receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) es de tipo ionotrépico y media las respuestas
sinapticas del Glutamato y el Aspartato en el sistema nervioso central. El receptor funcional es
un complejo heterométrico de las subunidades NMDA-R1 y NMDA-R2 (estas ultimas son
cuatro: NMDA-R24 hasta la NMDA-R2D). Contiene cuatro sitios de reconocimiento; el del
enlace de NMDA; el del enlace del catién divalente dentro del poro, al cual el ion Mg** se
une; sitio dentro del canal que enlaza MK-801(es empleado como antagonista NMDA) y
anestésicos; un cuarto sensible a la glicina, el i6n Zn?* y poliaminas. Contiene integrado un
canal catiénico que es altamente permeable a Ca?*, asi como a Na'* y K** EI se encuentra
estrictamente controlado por el i6n Mg®* de una manera voltaje-dependiente; adicionalmente
también puede ser modulado por protones, cambios en el estado redox y sustancias endogenas
como el oxido nitrico (NO) y el acido aracquiddnico. Es activado por un input sinaptico muy
fuerte y produce una sostenida despolarizacion que conduce a repetidas descargas en salvas.
La alta permeabilidad al Ca®* y la sensibilidad del canal a que sea blogueado por el Mg?* esta
relacionada con el residuo de Asparagina del segmento de la proteina transmembrana 2 que

forma el canal (151).

Alc.-Los receptores metabotropicos.

Los receptores metabotropicos activan los canales ionicos de manera indirecta, es decir a
través de la activacién de segundos mensajeros, el Glutamato al enlazarse a un receptor
metabotrdpico activa la enzima Fosofolipasa C (PLC), lo cual conduce a la produccion de dos
segundos mensajeros (el Inositol 3,4,5 trifosfato, IP3; y el Diacilglicerol, DAG) a partir del
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato ,PIP (81).

A2.-El ion Mg?*



Se ha mencionado la relacion existente entre el i6n Mg?* y el receptor NMDA, por otro lado,
el Sulfato de Magnesio (MgSO,) es ampliamente usado en el tratamiento de Eclampsia, sin
embargo los efectos del i6n Mg?* en la regulacién cardiovascular no son bien conocidos.
Recientemente la relacion entre este ion y la presidon arterial se le ha prestado atencién, asi en
ratas machos adultos Wistar, anestesiados con uretano y artificialmente ventilados, que la
microinyeccion en el nudcleo rostral ventrolateral del bulbo (RVLM) de: 2 nmol de L-
Glutamato; 1,3 y 10 nmol de MgSO, ; 10 nmol de MgCly; 20 pmol de NMDA,; 5 pmol AMPA
y 1 nmol de (1S-3R)-ACPD (antagonista de receptores metabotropicos de Glutamato) ; cony
sin pre tratamiento de 10 nmol de MgSO, para cada droga; resultd en una reduccién de la
presion arterial y la frecuencia cardiaca dosis-dependiente del MgSO, y reducciones para las
dos variables cardiovasculares estudiadas en el caso del MgCl,;las respuestas presoras de
NMDA o (1S-3R)-ACPD fueron significativamente atenuadas por el pre tratamiento con 10
nmol de MgSO, y no asi las evocadas por L-Glutamato o el AMPA. Los autores concluyen
que el ion  Mg?* juega un papel inhibitorio en las neuronas del RVLM e inhibe las respuestas

evocadas por agonistas NMDA y de receptores metabotropicos de Glutamato (77).

A3.- El &cido kynureico (KA)

El &cido kynurenico (KA) es un agonista especifico no enddgeno de receptores sensibles a
Glutamato, producido por la conversion de kynurenina al &cido mediante la reaccion
catalizada por la enzima kynurerina aminotransferasa. Una elevada actividad de la enzima ha
sido reportada en el bulbo, el bulbo olfatorio y el cerebelo, mientras que en la médula espinal
presentaba la mas baja actividad en ratas WKY; el mismo estudio reflejo en las ratas SHR,
reducciones del 45-55% en el bulbo y la médula espinal, mientras que en el cerebelo y el
bulbo olfatorio reducciones de 25-30%; adicionalmente el contenido del KA en los nucleos
rostral ventrolateral bulbar (RVLM) y el caudal ventrolateral bulbar (CVLM) se reporto
significativamente mas bajo en las SHR en comparacién a las ratas WKY; los autores
concluyeron relacionando las reducciones de actividad de la enzima y de contenido del acido

como factores que contribuyen a la hipertension de las ratas SHR (82).



En las ratas SHR, la microinyeccion de NMDA, agonista NMDA sitio-glicina y antagonista
NMDA sitio glicina(FICA) en el CVLM, produjeron diferencias de magnitud en las respuestas
depresoras y de su bloqueo, que fueron consideradas como indicativas de niveles bajos del
acido kynunerico en ratas SHR en comparacion a las ratas WKY (84, 83).

En las ratas SHR y WKY, se ha reportado la existencia de un mecanismo protein-3-cinasa
activada por mitdgenos en la regulacion de la presion arterial; adicionalmente en las SHR se
reportd la activacion de un mecanismo fosfatidilinositol-3 cinasa para la misma regulacion
arterial, este Ultimo se relaciona con la accion de la angiotensina Il y los receptores tipo |
(164).

A4.-Glutamato, el NTSy la regulacion de la Presion arterial.

Estudios realizados con rebanadas longitudinales de cerebro de ratas Sprague-Dawley,
arrojaron la primera evidencia directa, indicando que amino acidos excitatorios podrian mediar
los primeros eventos en la transmision sinaptica de fibras aferentes al NTS (2).

En este mismo contexto encontramos en estudios in vitro de rebanas cerebrales de ratas
Wistar el reporte de “descargas en salvas” evocadas por la estimulacidn eléctrica o por la
aplicacion de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) de neuronas del NTS (177).

Muchos estudios han reportado al Glutamato como el principal neurotransmisor baroreceptor
197, 2, 108) sin embargo, el mecanismo por el cual este neurotransmisor puede activar
neuronas de segundo orden del NTS, permanece escasamente comprendido. Varios estudios
han sugerido que los receptores a Glutamato del tipo NMDA (24,28-30), no-NMDA ((2, 199,
119, 46) o metabotropicos (61, 136, 55) y combinaciones de los mismos pueden estar
involucrados en la transmisidn de aferentes baroreceptores.

Estudios que examinan los efectos de los antagonistas de receptores NMDA y no-NMDA
reportan alteracion de la descarga de neuronas del NTS, moduladas por aferentes
baroreceptores (161, 159), sugiriendo la participacion de receptores ionotropicos en la
excitacion de estas neuronas. Sin embargo, en la mayoria de las neuronas el blogueo de
receptores no-NMDA produce el mayor efecto atenuador de la actividad neuronal, indicando

un mayor rol de este tipo de receptor; por otro lado, un nimero menor de neuronas ademas del
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NBQX, requieren la accion del AP5 (antagonista del tipo NMDA) para eliminar la actividad
neuronal; en este tipo de neuronas la aplicacion inicialmente de AP5 reduce pero no elimina la
actividad, indicando que este receptor participa en la activacion de las mismas pero que los
receptores no-NMDA son necesarios para mantener la actividad de estas neuronas.

Aunque la transmision del input de aferentes Cardio-vagales esta menos estudiada se sugiere
que los roles de los receptores a Glutamato de los tipos NMDA y no-NMDA es similar al
reportado en el caso de la transmision de input mediado por aferentes baroreceptores; el
blogueo con el antagonista Kynureico elimina la descarga de neuronas del NTS producida por
estimulacion del nervio vago o del seno carotideo en ratas (197). Sin embargo, en un trabajo
reciente (160), se reporta que antagonistas de receptores NMDA y no-NMDA disminuyen la
descarga de neuronas del NTS que reciben input vagal mecanoreceptor cardiaco, lo que
sugiere la participacion de ambos tipos de receptores en la activacion de estas neuronas del
NTS; por otro lado, el uso de antagonista del receptor tipo no-NMDA produce eliminacion de
la actividad en la mayoria de las neuronas lo que sugiere un mayor rol para este tipo de
receptor de Glutamato; sin embargo, como ocurre en el caso del input baroreceptor, también
en este input mecanoreceptor cardiaco el antagonista AP5 reduce pero no elimina la actividad
en este tipo de neuronas, sugiriendo la participacion de receptores tipo NMDA, pero que ellos
no son suficiente para mantener la activacion por Glutamato de estas neuronas.

Aunque se ha sugerido que los receptores NMDA de Glutamato no parecen participar en la
iniciacion de la activacion de las neuronas del NTS, se ha planteado cual pudiera ser la
participacion; asi se ha estudiado el papel del NMDA en la respuesta al estimulo con valores
elevados de presion, mediante un experimento en ratas, en el cual se mantiene un valor
alto de presion (media 145 mm Hg) y un valor bajo (media 95 mm Hg) y se examina la
diferencia en la transmision mediada por receptores NMDA, en condiciones control y al
inyectarse NMDA, resultando que la participacion de los receptores NMDA es mayor a
valores mayores de presidn, posiblemente porque se origina una mayor disponibilidad de
receptores NMDA por remocién del Mg*? debido al incremento en la excitabilidad neuronal

originada por el aumento de excitacidn ante la elevada presion (162).



En relacion a otros posibles mecanismos involucrados en la neurotransmision en el NTS,
trabajos reportan algunas sefiales farmacoldgicas obtenidas de estudios de estructura-funcion
de receptores ionotropicos de Glutamato (28); igualmente para el mismo afio, demuestran que
el Glutamato suprime la liberacion de GABA via receptores metabotrépicos en neuronas
baroreceptoras del NTS en ratas (26). La importancia del Glutamato en la neurotransmision
del NTS, se amplia mediante estudios realizados en la regién comisural de este nucleo en
SHR, sugiriendo una importante participacion del L-Glutamato y del ATP en tales procesos
(19).

B.-GABA
El acido gamma aminobutirico, el mayor neurotransmisor inhibitorio en el cerebro, ejerce su

accion via receptores ionotropico GABAA y metabotropico GABAB.

B1.- Receptores de GABA

Bla.-Receptor GABAA

Los receptores GABAA (GABAA-R) son los receptores inhibitorios mas numerosos en el
sistema nervioso central (CNS). Ellos fueron primero identificados farmacol6gicamente
siendo activados por GABA y el agonista selectivo muscimol, bloqueados por bicuculina y
picrotoxina, ademas son modulados por benzodiacepinas, barbituricos y ciertos depresores del
CNS ((129, (98, 165).

Los receptores GABAA son parte de la superfamilia de canales idnicos con lazos de cisteinas,
pentaméricos y activados por ligandos; incluyen a los receptores nicotinico de acetilcolina
(nAChRs) (97), los receptores de Glicina, GlysRs (20), los receptores ionotropicos 5-HT
(5HT3Rs) (178) y canales i6nicos activados por Zn?* (34). Ellos difieren en su estructura de
dos familias de canales idnicos activados por ligandos (LGIC) adicionales: la de los receptores
tetraméricos de Glutamato(P2X) (28) y la de los receptores triméricos de purina (89).

Estos receptores son organizados como un complejo pentamérico de proteinas que atraviesa

la membrana, rodeando un poro central que forma el canal idnico a través de la membrana.
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Cada subunidad consiste de una larga region extracelular hidrofilica N-terminal, seguida por 4
dominios transmembrana (M) a-hélices con un largo lazo intracelular entre M3 y M4, y
termina con un corto dominio C-terminal extracelular. La porcion M2 forma la cubierta
interna del canal idnico, con una contribucion de la M1 (167).

Un dominio a-hélice, dentro del lazo citoplasmatico M3-M4, ha sido demostrado que influye
en la conduccién de iones (138). Se han identificado 19 genes que expresan las subunidades
de los receptores GABAA (166). Estos producen 16 subunidades (al1-6, f1-3;/1-3,6 ,¢, OYyn)
combinadas como receptores GABAA y 3 subunidades p que contribuyen a lo que se conoce
como receptor GABAC; las aves y probablemente algunas otras especies expresan
adicionalmente p4 y 4, pero carecen de las subunidades 8y g manteniendo como total 19.
Mientras que los canales nAchR, 5-TH3R y el activado por Zn?* son selectivos para cationes y
por ello excitatorios, el receptor GABAA y la familia de receptores de Glicina son canales
anion-selectivos y pueden mediar la inhibicion.

Desde el punto de vista funcional, los receptores GABAA de mamiferos son anion-
selectivos, es decir son canales de ClI” que pueden ser activados por GABA y median la
transmision sinaptica fasica rapida y también la inhibicion tonica en regiones extrasinapticas
y presinapticas. El incremento de la permeabilidad al CI” generalmente reduce la excitabilidad
neuronal (inhibicion), porque el potencial de equilibrio para el CI' en la mayoria de las
neuronas maduras esta cerca del potencial de membrana en reposo y la concentracion de cloro
dentro de la célula [CI']; es mucho menor que aquella dentro del fluido extracelular [CI],
(166). Sin embargo, dependiendo de la expresion de transportadores de CI™ , la [CI']; puede
incrementarse, conduciendo al potencial de equilibrio del CI” a valores menos negativo que el
potencial de membrana en reposo. Bajo tales condiciones, la activacion de los receptores
GABAA pueden causar despolarizacion de la membrana, posiblemente suficiente como para
desencadenar descargas de potenciales de accion (excitacion); lo que puede ocurrir en la
naturaleza, por lo general no por que sean neuronas maduras, especialmente en el desarrollo
temprano (12). Adicionalmente, una activacion intensa de los receptores GABAA, resultando
en incremento de la [CI] ; puede cambiar el potencial de membrana hacia el umbral de

disparo, causando excitacién de las neuronas (101). El canal de estos receptores puede
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conducir otros aniones con una permeabilidad variable en relacion a la del CT; el flujo del i6n
bicarbonato podria ser relevante bajo estas condiciones ((79). Estos receptores son
encontrados en tejidos no nerviosos tales como el pancreas se activan con una limitada
capacidad y sus roles funcionales no se han aclarado (15).

En relacién a los mecanismos de regulacion de los receptores GABAA, existe controversia; la
Picrotoxina es considerada uno de sus antagonistas, su mecanismo de accién no ha sido
aclarado. Se ha reportado que ejerce una accion inhibitoria, alostérica, no competitiva,
independiente de voltaje sobre receptores humanos homométricos GABA pl expresados en
oocitos de Xenopus,con un 1Cs 0,6 £0,1pM y GABA ECso =1 puM.

El valor 1Cs del Picrotoxin es indicativo de una baja afinidad de este antagonista ante el
receptor (63).

B1b.-Receptor GABAB

Los receptores del acido y aminobutirico tipo B (GABAB) fueron demostrados primeramente
en terminales presindpticos donde sirven como autorreceptores y también como un
heterorreceptores para influir sobre la liberacion de transmisores por la supresion de la
conductancia de Ca™ neuronal. Estudios subsecuentes demostraron la presencia de los
receptores postsinapticos en neuronas, cuya activacion produce un incremento de la
conductancia de membrana para el K*, en asociacién con hiperpolarizacion neuronal. El
receptor estd acoplado a proteinas Gi/Go con efectos sobre la actividad de la enzima
adenilciclasa ((16, 79, 90, 147).

El Baclofen (B-paraclorofenil GABA) es un espasmolitico usado en la clinica, que reproduce
en una manera estereo selectiva el efecto del GABA en este sistema. El término GABAB fue
acufiado para distinguir en este receptor, el sitio de interaccion con BACLOFEN, de aquel
del antagonista BICUCULINA presente en el GABAA (70). Los  antagonistas  del
receptor GABAA, Bicuculina y Picrotoxina no bloquean el receptor GABAB. Por otro lado,
una diferencia entre los dos receptores la encontramos en que los GABAA son canales idnicos

de compuerta activados por ligandos; mientras que los receptores GABAB estan acoplados a
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proteinas G (79). Los receptores GABAB son descritos como metabotropicos y los GABAA
ionotropicos.

Desde el punto de vista estructural, este receptor es un heterodimero compuesto de las
subunidades GABABL1 y GABAB2 (126), la subunidad GABABL fue la primera clonada (86),
con alto peso molecular, proteina con siete segmentos que atraviesan la membrana, homologa
al receptor metabotropico sensible a Glutamato, sin embargo su forma recombinante exhibié
una afinidad para agonistas, 1000 veces mas baja que la apreciada en el GABAB silvestre. La
proteina GABAB2 tiene 54% de similitud y 35% de homologia con el GABABLI, alto peso
molecular (110kDa), siete dominios transmembranas y un largo dominio N-terminal
extracelular. La proteina GABA2 no solamente sirve para anclar el GABABL a la superficie
celular, es un componente que se une a la proteina G, mientras que el GABABL es necesario
para la activacion por los agonistas (130), tanto es asi que en ciertos tejidos
de ratones que carecen del gen para esta proteina ocurren fallas en la repuesta pre y pos
sinapticas a los agonistas GABAB ((143; 154); de tal manera que una vez el agonista se une a
la subunidad GABAL, produce un cambio conformacional en el complejo de proteinas que
permite que GABAB2 se ancle y active la proteina G acoplada al sistema de sefiales (100),
24). Aungue existe una estequiometria 1:1 entre las subunidades del receptor funcional, la
produccién de las subunidades parece estar regulada de manera independiente (106), asi el
MRNA de ambas subunidades en la médula espinal se incrementa 24 horas luego de la
respuesta inflamatoria producida en la pata posterior de una rata, sin embargo el incremento es
significativamente mayor para el mMRNA de GABAB?2.

Agonistas GABAB inhiben la enzima adenilciclasa en condiciones basal y su activacion por
forskolin en rebanadas de cerebro ((192; 90)) a través de un mecanismo dependiente de la
proteina G, que produce una reduccion del nivel intracelular de cAMP; por otro lado, la
activacion del receptor GABAB puede incrementar la formacion de CAMP en respuesta a
agonistas acoplados a proteinas Gs, tal como la isoprenalina, en rebanadas de cerebro pero
no en membranas aisladas de neuronas, lo que sugiere la activacion de ciclasas citoplasmaticas
(51).
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Cuando se activan los receptores GABAB disminuye la conductancia de Ca?* y se incrementa
la de K" en la membrana neuronal. El efecto sobre la conductancia de Ca ** parece estar
primariamente asociada con corrientes presinapticas P/Q y de tipo N (11). La modulacion de
la conductancia de K" parece estar relacionada con la localizacion postsinaptica del receptor
GABAB y ademas varios tipos de canales de K* ((67). En cuanto a la distribucion, en el
cerebro de mamifero las regiones con la més alta densidad de sitios de enlace con GABAB son
los nacleos talamicos, la capa molecular del cerebelo, la corteza cerebral, el nucleo
interpeduncular y el cuerno dorsal de la médula espinal (18, 29). Estudios en el cerebelo de
ratas y de humanos asi como de la médula espinal indican que variantes GABAB1(a) estan
asociados con receptores presindpticos, mientras que GABAB1(b) se localizan
predominantemente en el nivel postsinaptico (180), En otros sitios del cerebro la proteina
GABABL(b) estd en nivel presinaptico y la GABABL(a) en el postsinaptico (141). Los
receptores GABA pueden mediar respuestas en otros érganos jugando un papel muy
importante en la modulacion del input autonomico, en el intestino, el eséfago (169) en
miocitos de corazdn de rata, lo que fundamenta el efecto del baclofen como modificador de las
corriente rectificadora de K hacia el interior de estas células ((96). Adicionalmente, las
variantes GABAB1(a) esta presente en la médula adrenal, pituitaria, bazo y prostata, mientras
que GABAB1(b) se localiza exclusivamente en rifiones e higado.

Posibles relaciones entre receptores GABAB e hipertension se derivan de estudios que
reportan incrementos en el ARNm de receptores GABAB en neuronas del NTS en modelos
animales de hipertensidn; asi, ratas Sprague-Dawley, hipertensas mediante el engrapado de un
rifén, las cuales mostraban aumentos adicionales de la presion arterial cuando se
microinyectaba Baclofen en el NTS, producian un incremento de 3 veces el nivel del ARNm
de los receptores GABAB (48); en ratas espontaneamente hipertensas se han reportado
incrementos en la expresion del receptor GABAB, mediante aumento del ARNm para este
receptor ((49). Por otro lado, en ratas espontaneamente hipertensas y las tratadas con acetato
de deoxycorticosterona y sal, también hipertensas, la respuesta depresora producida por el
blogueo de receptores GABAB mediante inyeccion del antagonista GABAB, CGP35348 en el
NTS fue 75% mayor que la de los controles (182).
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A partir de estudios en ileum de cobayo y rebanadas de corteza de ratas, se ha reportado que
Faclofen, Saclofen y 2-OH-Saclofen (derivados sulfonicos de Baclofen, agonista GABAB),
son los primeros antagonistas selectivos de los receptores GABAB; aunque ellos poseian baja
afinidad 1Csp = 130 uM, 26 uM y 11 pM, respectivamente; es decir una capacidad reducida
para inhibir el enlace del agonista [*H]JCGP27492 a receptores GABAB (87, 88).
Posteriormente, trabajos en membranas de neuronas cerebelosas de rata, reportan para estos
derivados sulfénicos afinidades ICso = 118 uM; 7,8 uM y 5,1 uM respectivamente, en su
accionar para inhibir la unién de [3H](-)-Baclofen a receptores GABAB (46).

Estos resultados parecen indicar heterogeneidad en los enlaces de los antagonistas y los sitios

especificos de estos receptores.

B2.-EI GABA el NTS Yy la regulacion de la Presion arterial en ratas.

Las primeras evidencias demostrando el papel del GABA sobre el NTS y que sugirieron un
mecanismo de control de la PA, provienen de los estudios realizados en ratas Wistar, donde
microinyecciones de volumenes apropiados de GABA 'y Glicina en el NTS, produjeron un
incremento y una reduccion de la PA respectivamente, mientras que efectos contrarios fueron
observados cuando se emplearon Bicuculina, antagonista del GABA) y estricnina,
antagonista de Glicina (91, 92).

Para el afio 2000, un grupo de investigadores reportan que la microinyeccion de GABA en la
region comisural de la linea media del NTS en ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
anestesiadas reducia la PA y la actividad nerviosa simpatica esplénica y que estos eventos no
ocurrian en ratas Sprague-Dawley y Wistar-Kyoto ((148). Un afio mas tarde los mismos
investigadores demuestran que la microinyeccién de Glutamato en esa misma region, es decir
en SHR, provocaba un aumento de la PA y bradicardia o disminucién de la frecuencia
cardiaca (149).

Este mismo grupo, igualmente demuestra que las lesiones electroliticas de esta region
provocaban una reduccién en la PA en ratas SHR, llegando a alcanzar los niveles observados
en animales normotensos, aun varios dias después de la lesién (149). En el mismo afio, otros

investigadores proponen la existencia de dos zonas en el NTS que podrian tener una influencia
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en la PA: la primera, el tercio intermedio, el cual al ser destruido o sometido a una accion
inhibitoria produciria una fulminante o sostenida hipertension; la segunda, la region comisural,
la cual es considerada como importante no sélo por su contribucion a la hipertensién sino
también por sostenimiento de la misma en las SHR (33). Mas recientemente se ha demostrado
que el Glutamato suprime la liberacion de GABA via receptores metabotrdpicos en neuronas

baroreceptoras del NTS en ratas (26)

C.- Nervios Depresor aértico (ADN) y del Seno Carotideo (CSN)

C1.-Nervio depresor aortico (ADN).

Distintos estudios se han realizado para identificar las proyecciones al NTS vy las
caracteristicas electrofisiologicas de las fibras que la integran el nervio depresor aortico
(ADN). En estudios identificando las proyecciones mediante marcadores, la peroxidasa de
rabano (HRP) aplicada al ADN unilateralmente, en ratas, gatos y conejos, marcan de manera
predominante e ipsilateral las regiones dorsomedial, dorsolateral y comisural del Ndcleo del
tracto solitario (NTS), con algun efecto contralateral ((30, 80, 186).); por otro lado, el
marcador lipofilico DiA aplicado en el ADN produce una distribucidn mas restringida de
terminales barorreceptores que los identificados con HRP, generalmente en el NTS medial y
sin efecto contralateral (109). Estudios electrofisiologicos de estimulacion del ADN
generalmente confirman los resultados de estudios anatémicos y/o marcajes, sugiriendo que la
mayores areas de inervacion por los barorreceptores se localizan en el NTS medial y dorso-
medial en la mayoria de las especies (171). Adicionalmente, otros estudios electrofisiolégicos,
empleando las dos subclases mayores de barorreceptores, los formados con axones mielinados
(tipo A) y los no mielinados (tipo C), reproducen los resultados de los marcajes (43), aunque
se aprecia en el gato que las fibras tipo c¢ se distribuyen mas medialmente y las mielinadas mas
lateralmente en el NTS (41).

Al analizar las caracteristicas de descarga de las fibras tipo A, en las ratas, encontramos. Que
el umbral para la iniciacion de la descarga estd en un rango de 40- 120 mm Hg (30). En
respuesta a un incremento en escalon de la presion, estos receptores descargan a una

frecuencia que se adapta a un valor estacionario que esta relacionado directa y
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proporcionalmente con la amplitud del escalon aplicado, en un tiempo de 4-5 sg. In vivo,
sobre la mayor parte del rango de presiones arteriales, muestran una descarga pulsatil con cada
onda de presion; siendo este patrdn muy regular y reflejando con alta fidelidad la onda de
presion detectada. Al considerar la descarga de los barorreceptores formados con las fibras
tipo C aortica, encontramos que tienen un umbral para descarga méas elevado que el observado
en los receptores con fibras tipo A, concretamente 60- >200 mm Hg (179); descargan a una
frecuencia mas baja que la de los receptores con fibras tipo A, ante presiones de igual valor;
mantiene una frecuencia de descarga maxima durante 20-30 sg. La mayoria de los receptores
que estan formados con fibras tipo C exhiben un patron de descarga irregular en respuesta a un
incremento en escalon de presion; sin embargo en ratas y conejos este es regular. In vivo, los
receptores tipo C, disparan una salva de potenciales de accion a una baja frecuencia menor que
las del tipo A, o disparan uno o dos potenciales escasamente relacionado con el pulso de
presion (194).

Se discute acerca del rol de los dos tipos de receptores mencionados e igualmente cual
parametro del patron de descarga determina la respuesta refleja.

Aun cuando los dos tipos de receptores del nervio depresor adrtico (ADN) actuan
sinergisticamente en la rata; el formado por fibras A es requerido predominante en la via
cardiaca y no en la depresora. (53).

A nivel central, a la activacion de los aferentes de los barorreceptores han sido reportados una
variedad de respuestas (173); potenciales postsindpticos (EPSP), las respuesta inhibitorias
(IPSP) puras son raras y tienden a tener grandes latencias, ademas respuesta mas complejas
EPSP-IPSP en preparaciones in vivo (116) e in vitro (45). Por otro lado estas respuestas
muestran una jerarquia en la latencia sinaptica, tal que las mas cortas tienden a estar asociados
con EPSP, las de duracion intermedia se relacionan con EPSP-IPSP y las mas largas con IPSP
(117, 116).

Estudios electrofisiologicos de receptores aorticos de ratas normotensas (NTR) e hipertensas
(SHR), indican diferencias en los valores de las presiones umbrales y de sensibilidad,
planteandose que las mismas no se deben a diferencias en la Distensibilidad vascular (22). Por

otro lado, en dos tipos de hipertensidn se ha reportado que ocurren alteraciones de la respuesta
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depresora y tal fendmeno esta relacionado con modificaciones en la integracion de la
informacion aferente del nervio adrtico en el NTS (200).

Adicionalmente se han reportado diferencias neuroanatomicas y electrofisioldgicas entre los
aferentes de receptores baroreceptores aorticos de ratas machos y hembras; debido a la
prevalencia de una mayor proporcién de fibras aferentes de bajo umbral (mielinadas, tipo A)
en las hembras; postulandose que ello contribuye a la desigualdad en la sensibilidad

barorrefleja por sexo. ((93)

C2.- Nervio del seno carotideo (CSN).

Proyecciones de fibras aferentes del nervio del seno carotideo (CSN) a las regiones del NTS
han sido estudiadas en el gato mediante el transporte anterégrado de la peroxidasa de rabano
(HRP), reportdndose que el marcaje es bilateral aunque con predominio ipsilateral en las
regiones medial, lateral, comisural y dorsomedial del NTS parvocelular; ademés se localizo
marcaje en las regiones ventrolateral e intermedia del NTS, la formacion reticular y el borde
dorsal del nucleo motor del vago; esta distribucion es mas amplia que la observada en el
nervio depresor adrtico (ADN) (31, 35, 13).

Localizacion de los componentes aferentes y eferentes del nervio del seno carotideo (CSN) en
ratas por HRP, demostré un marcaje ipsilateral en los ndcleos medial y ventrolateral del NTS
ademas el area postrema, también se encontrd6 marcaje en los nucleos ambiguo y el salival
inferior; bilateralmente en el nacleo comisural (163).

En estudios morfoldgicos del CSN en ratas se observo que éste emerge desde el glosofaringeo
(par 1X) 0,6-1,0 mm desde el extremo distal del ganglio petroso; el nervio consistio de simple
haces de axones, luego en la cercania del cuerpo carotideo se divide en haces de multiples
axones, con una mayoria ingresando al cuerpo y los restantes inervando la pared del seno
carotideo directamente e indirectamente desde el cuerpo; contiene alrededor 625 axones, de
los cuales 86% son no mielinizados. (107)

Al examinar el patron de descarga de fibras del CSN en respuesta a incrementos lentos en
rampa de la presion en preparaciones del seno carotideo en perros, se identificaron dos tipos.

El tipo I, generalmente compuesto de grandes fibras aferentes no mielinizadas tipo A,
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presentando un patrén de descarga discontinuo e hiperbolico , caracterizado por un rapido
incremento a presiones umbrales con una relativa alta frecuencia umbral que gradualmente se
incrementa a una mayor saturacion en la tasa de disparo; el subito incremento inicial de
descarga, la mayor sensibilidad y el rango estrecho de presiones para su operacién sugiere que
colabora en la provision de informacion de cambios subitos y rapidos de la presion arterial. El
tipo Il, generalmente formado de fibras mas pequefias A y no mielinizadas C, exhibié un
patron de descarga continuo y sigmoidal caracterizado por un incremento gradual en la
descarga con valores superiores a la presion umbral, una baja frecuencia umbral y menor
saturacion de la tasa de disparo; ademas presentaron una descarga espontanea a presiones
inferiores al umbral; significativos y mas bajos niveles de sensibilidad, frecuencia umbral,
saturacion de la tasa de frecuencia y presion umbral en comparacion al tipo I; el rango de
presiones de operacion es mayor y la presion en la cual esta fibras poseen la mayor
sensibilidad era mayor que la reportada para las fibras tipo I; la presencia de actividad
espontanea, combinada con una reducida sensibilidad y un rango mayor de presion de
operacion, sugiere que estas fibras participan en el suministro de informacion sobre la presion
arterial al nivel de linea de base y el control tonico (155).

De manera interesante se ha reportado la existencia de una conductancia transitoria de K* en
las fibras tipo | de barorreceptores asociados con el CSN, la cual puede jugar un rol importante
en la determinacion del valor de la presion umbral (Pth) y la diferenciacion entre los
barorreceptores tipos | y Il, porque la conductancia seria efectiva en el control de la
excitabilidad de la zona de iniciacidn de las espigas (184).

Adicionalmente se ha postulado que la epinefrina altera las caracteristicas de la conductancia
de potasio en la zona iniciadora de espigas descrita en el barorreceptor tipo | y de esta manera
el simpatico puede incrementar la actividad aferente barorreceptora de manera diferencial
(156). Estudios usando preparaciones del seno carotideo aislados de perros, demostraron que
las habilidades de reajuste ante cambios de presidn de los dos tipos de barorreceptores son
diferentes y sugieren la posibilidad de roles funcionalmente diferentes para cada uno de los

mismos en el sistema cardiovascular (157).
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Complementariamente se ha sugerido que los dos tipos de barorreceptores contribuyen
diferencialmente a la regulacion de la presion sanguinea, debido a que el bloqueo de las fibras
tipo A producen disminucion de la sensibilidad barorrefleja sin cambio en la presion arterial
de la linea de base; por otro lado, el bloqueo de las fibras tipo A pequefias y las C, producen
incremento de la presion de la linea de base y menor reduccion de la sensibilidad, indicando
pérdida del control tdnico de la presion (158).

Recientemente se ha postulado que la informacién que se transmite en fibras del CSN que
atraviesan el cuerpo carotideo, contribuyen a la elevacion del tono simpatico de manera critica

para la generacion de hipertension en las SHR (1).

D.- Cerebelo y Propiocepcion.

El Cerebelo influye en los movimientos al modificar los patrones de actividad de las neuronas
motoras superiores. Estructuralmente tiene dos componentes principales: una Corteza
Cerebelosa laminada y un agrupamiento subcortical de células Ilamadas en conjunto Nucleos
Cerebelosos profundos. En éste 6rgano los axones aferentes desde la Corteza cerebral y el
tallo cerebral, envian ramas a los ndcleos profundos y la corteza cerebelosa; las células
eferentes de la corteza cerebelosa lo hacen hacia los ndcleos profundos, desde donde se
originan vias eferentes principales que van a regular las neuronas motoras superiores en la
Corteza Cerebral y el Tronco encefalico, conformando un circuito. La funcion principal de
esta porcion del sistema nervioso central, es detectar la diferencia o el error motor entre el
movimiento que se intent6 y el movimiento real; luego a través de sus proyecciones hacia las
neuronas motoras superiores, reducirlo; tales correcciones se pueden hacer durante el curso del
movimiento y como forma de aprendizaje motor cuando se almacena la correccion (144).

Se puede dividir de acuerdo al origen de la aferencia en tres regiones. El Cerebrocerebelo,
ocupa la mayor parte del hemisferio cerebeloso lateral, recibe aferencias de muchas areas de la
corteza cerebral, se relaciona con los movimientos muy habiles, particularmente con la
planificacion y ejecucidon de las secuencias espaciales y temporales complejas. El
Vestibulocerebelo, comprende los I6bulos caudales del Cerebelo e involucra el Fléculo y el

Nodulo, recibe aferencia desde los nucleos vestibulares del tronco encefalico y se relaciona
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con los movimientos de la postura y el equilibrio, representa la zona méas antigua del Cerebelo.
El Espinocerebelo, ocupa las zonas mediana y paramediana de los hemisferios cerebelosos, es
la Unica region que recibe aferencias directamente de la Médula espinal; su porcion lateral esta
relacionada con los movimientos donde participan mdsculos distales, ejemplo las
extremidades al caminar; la porcién central llamada Vermis se vincula con el movimiento
donde participan los musculos proximales, asi como los oculares en respuesta a las aferencias
vestibulares (144).

El Cerebelo se conecta con otras regiones del Sistema Nervioso Central, a través de tres
grandes vias, llamadas Pedinculos. El Pedinculo Cerebeloso Superior ( brachium
conjunctivum) una via predominantemente eferente, contiene axones de neuronas localizadas
en los Nucleos Profundos y ellos se proyectan hacia las neuronas motoras superiores en el
Nucleo Rojo, las capas profundas del Coliculo Superior y después de un relevo en el Talamo
dorsal, llegan a las areas motora primaria y premotora de la Corteza cerebral. EI Pedinculo
Cerebeloso medio (brachium pontis) es una via aferente, los cuerpos celulares de sus axones
estan en la base de la Protuberancia, donde forman los Nucleos Pdntinos y sus axones se
Illaman fibras pontinas transversas; estos reciben aferencias de casi todas las areas de la
Corteza Cerebral y el Coliculo Superior. El Pedinculo Cerebeloso inferior (cuerpo
restiforme), contiene vias eferentes y aferentes; las eferentes proyectan hacia los Nucleos
Vestibulares y la Formacion reticular; mientras que las aferentes, incluyen axones desde la
Médula espinal, los Nucleos Vestibulares y varias regiones del Tegmento del Tronco
encefalico (144).

El control del movimiento en tiempo real requiere no solamente el estar consciente del mismo,
sino que también predecir la posicion de los miembros o el miembro, una funcién asignada al
Cerebelo. Las predicciones cerebelares podrian contribuir a la percepcién de la posicion del
miembro (es decir la propiocepcidn) particularmente cuando una persona mueve activamente
el miembro. (14). La informacion acerca de la posicion espacial de los miembros o un
miembro y el movimiento no son generados por los receptores individualmente, mas bien por
poblaciones de aferentes. Las sefiales aferentes generadas durante un movimiento son

procesadas a una codificacién que identifica la posicién final del miembro. Luego las sefiales
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aferentes son direccionadas centralmente a un mapa del cuerpo para determinar la localizacion
de los miembros en el espacio (142).

En sujetos humanos se postula que el cerebelo se encarga de la integracion de simples
movimientos en mas complejos, al cumplir la funcién de coordinacién de movimientos.
Coordinaciones de activaciones especificas se han registrados en el l16bulo anterior izquierdo y
bilateralmente en los lébulos paramedianos del cerebelo, estos nlcleos reciben informacion
propioceptiva espinocerebelar especifica de miembros anteriores; también recibe aferencias
corticocerebelares desde areas motoras que conllevan informacion al cerebelo (145).

El Cerebelo izquierdo, trabajando con la corteza parietal derecha, simultaneamente comparte
combinaciones de informacion exteroceptiva (vision) e interoceptiva (kKinestesia) para percibir
el movimiento; esta interaccion y su informacion, puede actualizar una de las “imagenes del
cuerpo” disponible, cuando se realiza la percepcion del movimiento del cuerpo (66).
Experiencias con la generacion de miembros fantasmas, producidas por el bloqueo de nervios
periféricos, han demostrado que areas motoras en el cerebro son capaces para generar
sensaciones conscientes del desplazamiento y movimiento de miembros o miembro del cuerpo
en la ausencia de alguna informacion sensorial (142).

En un reciente estudio de las propiedades del reflejo vestibulosimpatico basado en la
actividad del nervio esplénico, se ha postulado que el sistema vestibular participa en la
compensacion de los cambios en la presion arterial derivados de variaciones posturales (195).
Complementando el anterior hallazgo, investigaciones han demostrado que el cerebelo esta
directamente o indirectamente conectado a varios centros que parecen estar envueltos en
control autondmico; estos incluyen partes de la Corteza cerebral, el Hipotalamo, la Sustancia
gris periacueductal, nacleos al interior y alrededor del centro pontino de micturicion, el nicleo
del vago dorsal, el tracto solitario y la formacion reticular bulbar (40).

Adicionalmente, se ha propuesto que el cerebelo contiene cinco nodulos (cerebelar,
corticonuclear y microcomplejos) dedicados al control cardiovascular. Primero, una porcién
discreta rostral de los nucleos fastigial y la porcion medial del vermis anterior (I6bulos I, 11 y
[11) conjuntamente forman un nodulo que controla el reflejo baroreceptor. Segundo, vermis

anterior también forma un microcomplejo con los nucleos parabraquiales. Tercero, una
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porcion caudal discreta de los nucleos fastigial y la porcion medial del vermis posterior
(16bulos VI1 y VIII) forman otro nédulo que controlan el reflejo vestibulosimpatico. Cuarto, la
porcion medial de la Uvula puede formar un nodulo con los nucleos del tracto solitario y
parabraquial. Quinto, el extremo lateral de los nédulos y la uvula, junto con los ndcleos
parabraquial y vestibular, forman un microcomplejo cardiovascular que controla la magnitud
y/o tiempo de respuesta de los nervios simpaticos y la estabilidad de la presion arterial
sanguinea durante cambios de posicion de la cabeza y la postura del cuerpo. La porcion lateral
del nédulo-uvula parece ser un centro de control de integracion cardiovascular que envuelve
los reflejos barorreceptor y vestibulosimpatico (127).

La lesion del cerebelo da lugar a dos agrupaciones sindromaéticas: el sindrome vermiano
(arquicerebeloso) con alteraciones en la estatica y marcha, y el sindrome cerebeloso
hemisférico (neocerebeloso) con alteraciones en la coordinacion del movimiento. La lesion de
vias aferentes produce un sindrome arquicerebeloso, y la de las vias eferentes se manifiesta
por un sindrome neocerebeloso.

En pacientes con lesion cerebelar se aprecia que tienen un déficit de la capacidad
propioceptiva activa (pacientes cerebelares tienen déficit propioceptivo comparado con
individuos sanos durante movimientos activos, pero no cuando los miembros son movidos
pasivamente) consistente de una alteracion de la prediccion del movimiento, mas que una
incapacidad para generalmente incrementar sefiales propioceptivas periféricas durante el
movimiento (14).

Las consideraciones expresadas anteriormente, permiten reflexionar acerca del procedimiento
para acceder al Nucleo del Tracto Solitario (NTS), el cual se localiza muy cerca de la
superficie dorsal del tallo cerebral a nivel del 1V ventriculo en una zona por debajo del
Cerebelo. En el procedimiento empleado se remueve completamente este 6rgano, en un animal
anestesiado e inmovilizado al colocarse en un aparato esterotaxico; se eliminan las influencias
cerebelosas y establecen condiciones fisiologicas en el sujeto experimental diferentes a su
estado normal anestesiado. La imposicion de este procedimiento se deriva de las
caracteristicas del microelectrodo empleado para el registro y la aplicacion de sustancias muy

cerca de la zona de registro; el arreglo de las micropietas en este microelectrodo multiple
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obliga que sus componentes posean puntas muy aguzadas que derivan en incrementos de la
resistencia eléctrica de los mismos y otro tanto, para poder llegar a la zona del tallo cerebral
desde la superficie del cerebelo intacto, es necesario emplear electrodos de una cierta longitud
que aumenta aln mas la resistencia de los mismos. Es evidente que en experimentos agudos,
las preparaciones al ser obtenidas bajo anestesia y maniobras quirtrgicas modifican las
funciones fisioldgicas normales y el investigador al analizar los resultados debe considerar
esta situacion. En relacion a la preparacion se debe considerar que la participacién cerebelar
en las funciones cardiovasculares y propioceptivas se activan con movimientos del animal, el
cual en este caso se mantiene anestesiado e inmovilizado, lo cual crea condiciones fisiol6gicas
con un grado de invariabilidad basal suficiente para derivar resultados valorables, cuando se
estudian variables en las neuronas del NTS. Quizas un montaje con microelectrodos y una
canula de suministro en preparaciones cronicas, donde el cerebelo no se elimine, aunque
permanezca parcialmente lesionado; podria derivar resultados valorables de las neuronas del
NTS, permaneciendo el animal despierto; sin embargo, la posibilidad de evaluar efectos de
agonistas y antagonistas sobre la neuronas estudiadas se dificulta al aplicarse volumenes de
sustancias. Otra posibilidad pudiera utilizar un dispositivo (a disefiar) que desplace parte de
la masa cerebelosa (sin membranas que la recubran) suficientemente y permita exponer la
superficie dorsal del tallo cerebral para acceder al nicleo mencionado; aunque en este caso
debemos considerar un incremento en la resistencia vascular cerebelosa que puede trasladarse
a otras regiones cerebrales y de esta manera alterar al menos la presion sanguinea cerebral,
localmente y con una grado de variabilidad muy alto que pudiera afectar las condiciones del
estudio. Otra posibilidad a explorar, seria acceder al NTS, localizado en la superficie dorsal
del tallo y debajo del cerebelo, utilizando el microelectrodo multiple con una inclinacién o
angulo a nivel de la porcion inferior de este Gltimo; ello permitiria una menor lesion y

conservaria las conexiones.

E.-El Nucleo del Tracto Solitario (NTS)
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Los centros neurales que controlan la presion arterial estan distribuidos a lo largo del neuroeje
y estan organizados en redes topograficas y selectivas; siendo el NTS el centro primario de
integracion refleja cardiopulmonar (33).

El NTS tiene un nimero de caracteristicas anatdmicas que contribuyen a esta posicion
primaria:

- En larata, el NTS contiene alrededor de 42.000 células con 10° sinapsis y probablemente un
tercio de las mismas se relacionan con el reflejo baroreceptor (131).

.- Multiples modalidades de aferentes viscerales se distribuyen en sinapsis a través del NTS
viscerotopicamente. Asi aferentes gustativos se concentran rostralmente, cardiovasculares
dorsomedialmente, respiratorios ventral y ventrolateralmente y finalmente aferentes
gastrointestinales terminan en la region subpostremal. Aunque estas aferencias se superponen
(94).

.- En el NTS se establecen patrones de conexiones reciprocas que incluyen los nucleos
hipotalamicos paraventricular y lateral, el bulbar ventrolateral, del Raphe caudal, el grupo de
células A5 y el area postrema (94).

.- Existe un indeterminado nimero de sinapsis mediante interneuronas (33).

.- Unidades del NTS proyectan axones hacia los nicleos motor dorsal del vago, ambiguo, area
postrema, formacion reticular dorsal, retrofacial, prepdsitos, intercalatus, Parabraquial y el
intermedio lateral de la médula espinal.

.- En el NTS ocurre una alta rata de intercambio de solutos con la circulacion sistémica en las
porciones medial y comisural, lo que sugiere un déficit de la barrera hematocefalica localizada
en regiones importantes para la regulacion cardiovascular y sitios potenciales para la
integracion neurohumoral (64).

Por otro lado, experimentos in animales conscientes y anestesiados sugieren que el NTS,
particularmente la porcion medial es esencial para la integridad del reflejo baroreceptor. El
blogueo por lesion o de manera farmacoldgica del NTS elimina la respuesta barorrefleja. La
estimulacion eléctrica o farmacologica del NTS medial reproduce las respuestas de
bradicardia, hipotension y reduccion de la actividad nerviosa simpética observadas al

estimular los troncos barorreceptores del nervio depresor adrtico (ADN) y del nervio
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asociado al seno carotideo, CSN (146). Sin embargo, un problema mayor en estos
experimentos, sea a nivel reflejo o celular, es la ausencia de informacion firme acerca de los
circuitos neurales locales envueltos, lo que dificulta obtener una interpretacion mecanistica
confiable; asi, a nivel reflejo, es importante valorar la distancia en relacion a las dimensiones
del NTS, que un volumen de 50-100 nl de una droga altamente concentrada recorrerd (se
estima que cada 100 nl se difundiran a un area con un radio de 300l); ademas, unos segundos
después de difundir se establecera un gradiente de concentracion entre el micropipeta v la
zona de difusion; asi los valores de concentracion en cada tiempo y espacio seria dificil de
precisar. También, este pequefio volumen de droga alcanzara varios subnucleos del NTS, en
los cuales existen poblaciones heterogéneas de neuronas, aquellas que reciben aferencias
directas, interneuronas locales y neuronas externas. Ello es valido también para la
estimulacion eléctrica. Tales complicaciones pueden explicar los desacuerdos en experimentos
de microinyeccion y eléctricos (94, 99).

En estudios a nivel intracelular se ha reportado que la activacion de aferentes barorreceptores
excitan neuronas del NTS, produciendo potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP).
Raramente se observan respuestas inhibitorias puras de larga duracion ante activacion de los
barorreceptores, lo que sugiere que la conexidn es polisinaptica (172). Respuestas tipo EPSP-
IPSP producidas por la estimulacion de aferentes in vivo e in vitro, también se han observado
en el NTS (115, 45). En una pequefia proporcion de neuronas del NTS que reciben input
aferente, se ha reportado que presentan un patron de descarga sincronizado con el ciclo
cardiaco (116, 173).

Aunque a nivel celular es dificil asegurar si una neurona esta conectada monosinapticamente a
aferentes o si mantiene una conexion polisinaptica; sin embargo, es posible establecer una
jerarquizacion de las latencias sinapticas, las mas cortas estan asociadas a EPSPs y las més
largas a IPSPs, mientras que las asociadas a EPSP-IPSP tienen valores intermedios de
duracion (117, 115), esto ha sido explicado considerando que las neuronas que responden con
EPSP reciben input aferente monosinaptico y aquellas que lo hacen mediante IPSPs o de

manera EPSP-IPSPs se conectan mediante vias polisinapticas.
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Las neuronas baroceptivas del NTS exhiben una morfologia, que no se diferencia de la
apreciada en aquellas que reciben input de aferencias provenientes de receptores quimio,
faringoesofageal o gastrointestinal. Ademas desde el punto de vista eléctrico, en ellas se han
reportado tres tipos de patrones de respuestas a los estimulos de presién arterial; el adaptativo,
el no adaptativo y el de excitacién prolongada. Ellos parecen estar relacionados con los
nacleos que reciben la descarga de aferentes vagales o simpaticos (38, 39), (135). El patron
adaptativo se ha encontrado en un 46% de las neuronas baroceptivas (133) y se
caracteriza por un incremento en la amplitud de los EPSPs o de descarga a medida
que la presion es elevada, sin embargo, durante la elevacion de la presion la relacion
EPSPs/descarga alcanza un maximo y disminuye aunque la presién continla aumentando;
después del cese del estimulo baroreceptor el potencial de membrana se hiperpolariza por 5,0
+ 1 mV por debajo del potencial de membrana en reposo y se produce una reduccion de los
potenciales EPSPs que transcurre 10-15 sg, es lo que se llama hiperpolarizacion evocada. Las
neuronas que presentan este patron, también muestran una adaptacion a determinadas
frecuencias de espigas cuando se les inyecta corrientes despolarizantes constantes; este patron
de descarga se ha asociado a corrientes dependientes de potasio y calcio que pueden ser
blogueadas con apamin y charybdotoxina ,ChTX (23; 120; 134); estas corrientes limitan la
frecuencia de disparo de las neuronas y también su respuesta a impulsos sinapticos
excitatorios aferentes. Se ha sugerido que la activacion de estas corrientes podria contribuir a
la depresion frecuencia-dependiente en el NTS; pero por otro lado, el blogueo de estas
corrientes incrementa el desempefio del reflejo baroreceptor (133).

La hiperpolarizacion evocada es un fenémeno cuya magnitud y duracion es dependiente de la
intensidad del estimulo de presion y por ello del grado de despolarizacion y de la entrada de
calcio; ella parece funcionar como un filtro que amortigua el impulso barorreceptor excitatorio
aferente que ingresa al NTS. EI mecanismo de este proceso es desconocido pero puede reflejar
el lento curso temporal de la inactivacion de la corriente de potasio calcio-dependiente, ya que
durante la inyeccion de corriente el dura 1-2 sg, mientras que durante la hiperpolarizacion
evocada por la estimulacion barorreceptora su duracién es de 10-15 sg; ella es lo

suficientemente potente para alterar la respuesta excitatoria que sigue a un segundo estimulo
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barorreceptor, también se han reportado disminuciones de amplitud y nimero de EPSPs; en
este sentido podria actuar como un mecanismo no facilitante ante inputs recurrentes ((133).

Otra caracteristica de la neuronas baroceptivas del NTS que muestran patron adaptativo, lo
constituye que estando bombardeadas por muchos potenciales sinapticos subumbrales,
presentan una baja resistencia de entrada o elevada conductancia de membrana; de tal manera
que a medida que la actividad baroreceptora se incrementa en el mismo grado la resistencia de
entrada disminuye y ello ocasiona que la neurona sea menos capaz de responder, lo
cual contribuye detener o al desvio de la actividad excitatoria que ingresa y se
permite el comportamiento adaptativo, asi se constituye un mecanismo de proteccién en la
neurona que recibe una elevada actividad periférica y se evita la sobre actividad y deplecion

energética en la misma (133).
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar algunas propiedades farmacologicas y eléctricas de neuronas barosensibles del NTS
de ratas Sprague-Dawley y espontdneamente hipertensas (SHR)

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Estudiar los cambios de presion arterial y frecuencia cardiaca en ejemplares Sprague-
Dawley y espontaneamente hipertensas (SHR), cuando se administra GABA y Glutamato en
el NTS.

2.- Estudiar los efectos del Glutamato y sus antagonistas NBQX, MK-801 y del MgCI2 como
blogueador del canal idnico del receptor NMDA (aplicados por microiontoforesis) sobre las
caracteristicas (amplitud y duracién) del potencial de accion y la frecuencia de descarga de

neuronas del NTS en ratas Sprague-Dawley (normotensas) y SHR(hipertensas).

3.- Estudiar los efectos de GABA y sus antagonistas SACLOFEN y PICROTOXINA
(aplicados por microiontoforesis) sobre las caracteristicas (amplitud y duracion) del potencial
de accidén y la frecuencia de descarga de neuronas del NTS en ratas normotensas e

hipertensas.

4.- En base a los efectos producidos por los neurotransmisores usados sobre las variables
estudiadas en ambos grupos de ratas, se estableceran criterios de diferenciacion entre las

mismas.
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MATERIALES

A.- Animales: Se emplearon 60 ratas machos de las cepas Sprague-Dawley y de la
espontaneamente hipertensa (SHR) con pesos entre 280-380 gramos. Estos animales se
mantuvieron en espacios a temperatur 20-24°C con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h y con
libre acceso de granulos de comida y agua. El manejo de los animales se reliz6 atendiendo las
normas establecidas en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Sociedad Americana de Fisiologia (65) y del capitulo 3 del Cddigo de Etica para la Vida del
Gobierno Bolivariano de Venezuela (32).

METODOS

A.- Procedimiento quirdrgico y esterotaxico: Todos los animales fueron anestesiados con
Uretano a dosis de 1gr/kg por via intraperitoneal. Una vez anestesiados, se procede a la
canulacion de la arteria femoral y la vena femoral izquierda; la primera nos permite medir la
PA mediante un transductor de presion y la segunda constituye una via para la via intravenosa
de suministro. Luego el animal es colocado en el aparato esterotaxico, se expone el craneo y se
remueve el cerebelo, de seguida mediante técnicas esterotaxicas Yy el empleo del atlas
cerebral Paxino y Watson (132), se localizé el NTS en la zona dorsal del tallo cerebral 1-1,5

mm rostral al obex, 0,5 mm de la linea media y una profundidad de 0,7- 1 mm.

B.- Registro de la Presion arterial (PA) y la Frecuencia cardiaca (FC): En condiciones control
y bajo la condicion de recibir una inyeccién de 3nl de GABA (0,5M) o de 3nl de L-Glutamato
(0,5M) en el NTS; con el transductor de presion se registra la PA directamente de la arteria
femoral, la sefial se transmite a una unidad de interface; a partir de la cual es transmitida al
computador en donde el programa BIOPAC permite observar el registro de la PA y la FC, asi

como determinar los valores de cada variable.

C.- Identificacion de unidades barosensibles del NTS: Con la finalidad de identificar unidades
barosensibles en el NTS, se administra via intravenosa Fenilefrina, concretamente 1 ml de una
solucion 10 pg/ml; esta sustancia ocasiona un incremento de la PA y su desarrollo temporal
puede ser registrado como ya se indicd, mientras tanto también se registra (amplificacion de
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100x vy filtro 1-30Khz) la descarga de neuronas en el nucleo, esta actividad se almacena
mediante un programa llamado Audition 1.5 (8).(Figs. 4 y 5); luego mediante el uso de los
programas G-prime (59), Excel (113) y Statgraphic plus 5.1 (174). se determina el cambio de
la descarga de las unidades barosensibles.

D.- Registro de la actividad de unidades del NTS: Mediante la micropipeta central llena de
azul de Pontamina y Acetato de Sodio y una resistencia de rango 5 MQ + 2MQ de un
electrodo multiple, compuesto de 6 micropipetas se hizo el registro; se pudo registrar (con
amplificacion de 100x y filtro 1-30Khz) la descarga de neuronas en el nucleo. La actividad se
almacena mediante el programa Audition 1.5.(Figs. 4 y 5), luego a partir del programa G-
prime que permite a partir de un registro multiunitario, seleccionar espigas considerando su
amplitud y mediante una ventana de voltaje (su valor se conservé fijo durante todos los
experimentos); también se obtiene el histograma de intervalo o de frecuencia y de cada barra
del histograma se puede obtener la morfologia promedio de las espigas seleccionadas; ésta se
almacena en un archivo ASCII que se puede importar al programa Excel, donde se realiza
una nueva promediacion con otras espigas obtenidas (de una barra similar del histograma de
intervalo o de frecuencia) en otros experimentos; finalmente se calculan los valores absolutos
y relativos (porcentajes) de amplitud y duracion del potencial de accidén por neurona, bajo la

condicién control o influenciado por las sustancias aplicadas en cada grupo de rata estudiada.

E.- Micropipetas usadas para aplicar los agonistas y los antagonistas: Los 4 micropipetas
restantes se utilizaron para aplicar mediante microiontoforesis los agonistas y los antagonistas;
la micropipeta de L-Glutamato presentd una resistencia en un rango de 6 MQ + 5MQ; la
correspondiente al antagonista NBQX en el rango de 29 MQ + 16MQ; la de MK-801 en el
rango 27 MQ + 15MQ; la de MgCI2 entre los valores 29 MQ + 16MQ; la de GABA entre los
valores 11 MQ + 6 MQ; la de SACLOFEN entre los valores 24 MQ + 22 MQ y finalmente la

de Picrotoxina estuvo entre los valores 30 MQ + 13 MQ.

F.- Micropipeta de corriente de compensacion: La sexta micropipeta, se llen6 de 3 M de
Cloruro de sodio, present6 una resistencia en el rango 3 MQ = 1 MQ. y se utilizd para generar
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corrientes de compensacién y anular los efectos eléctricos directos de la inyeccion de
sustancias mediante corriente. Esta data se salva mediante el programa Audition y con el
programa G-prime esta actividad puede ser analizada y reportada en valores de frecuencia de
descarga, duracion y amplitud de los potenciales de accion de neuronas barosensibles del
NTS, bajo condiciones Control y las derivadas por la aplicacién de Glutamato 0o GABA 'y sus
antagonistas.

G.- Aplicacion de sustancias: Mediante la técnica de microiontoforesis las sustancias una vez
cargadas en solucion son administradas por repulsion desde la micropipeta que las contienen y
sus efectos sobre la actividad neuronal, pueden ser registrados con el electrodo de registro que
se localiza en sus inmediaciones. Las soluciones de las sustancias que fueron utilizadas
incluyeron: L- Glutamato (0,5M), GABA (0,5M), los antagonistas MK-801 (10 ug/cc),
NBQX (4 pg/cc) y MgCly (9 pg/cc); ademds se emplearon los antagonistas de GABA,
Picrotoxina (10 ug/cc) y Saclofen (10 pg/cc).

H.- Analisis de la Data: La data se estructura organizando los valores de las variables
(frecuencia, amplitud y duracion del potencial de accion) en forma pareada para estimar el
efecto del agonista basal y los antagonistas (control vs agonista o antagonista); un arreglo
similar se emple6 para estimar el efecto del agonista exdgeno (agonista vs pre tratamiento con
un antagonista) por variable neuronal registrada; estos valores individuales se promedian. Los
valores fueron expresados con su valor promedio + error tipico. Con los valores promedio se
realizaron comparaciones al interior de cada grupo estudiado, para estimar el efecto del
agonista enddgeno y el exdgeno sobre la frecuencia de descarga, duracion y amplitud de los
potenciales de accion estudiados. Para estimar posibles diferencias entre las rata normotensas
e hipertensas, los valores absolutos promedios se compararon inicialmente, ademas se
expresaron porcentualmente y se calcularon como valor promedio + error tipico, en base a
ello se realizaron nuevas comparaciones. Para la determinacién de significacion estadistica se
utilizé la prueba t y niveles de significacion *p<0,05; **p<0.01 y ***p<0,001. Usando las
Ddcimas paramétricas la probabilidad de cometer el error tipo Il (no rechazar hipotesis falsas)

es mas baja (152) y considerando que en general con las docimas no paramétricas, las
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hipGtesis son menos precisas y rinden menos informacion en las conclusiones (193);
seleccionamos la prueba paramétrica t de student. Desde un punto de vista préctico, el
programa de estadistica STATGRAPHIC PLUS 5.1 (174), al permitir analizar los datos para
establecer significacion, ofrece una utilidad que determina la asimetria (skewness) y el grado
de aguzamiento (kurtosis) de la distribucion de la data con respecto a la distribucion normal,

del resultado de lo cual, recomienda la posibilidad de aplicar métodos paramétricos o no.

I.- Histologia: Una vez concluido el registro de la actividad neuronal en el NTS se procedio, a
aplicar una corriente anddica en el orden de fracciones de microamperios por 3 minutos a
través del electrodo de registro, lo cual produjo un depdsito de colorante (Azul de Pontamina)
en la zona cerebral donde se encontraba la punta del mismo y tal marca se observa con lupa
estereoscopica en un corte coronal del cerebro de la rata estudiada y con el empleo del atlas
cerebral (132), tal localizacion se identifico con la coloracion azul tipica del colorante

empleado.
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RESULTADOS

1.- EFECTOS DEL GLUTAMATO Y DEL GABA SOBRE LA PRESION ARTERIAL
Y LA FRECUENCIA CARDIACA EN RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

La Tabla | muestra los valores de Presion Arterial (PA) y de Frecuencia Cardiaca (FC)
registrados en grupos de ejemplares de las ratas normotensas y las SHR en condiciones
basales. Se puede apreciar que la Presion Sistolica (PS) de los ejemplares de la cepa SHR fue
significativamente (p < 0,05) mayor que la correspondiente a los animales normotensos, este
valor pudiera representar una caracteristica distintiva de individuos de este grupo. Aunque no
significativos pero mayores se apreciaron los valores correspondientes a la Presion Media
(PM) y la FC en las SHR.

La figura 5, muestra un registro de las dos variables mencionadas en condiciones Control y
luego bajo la accidn de 3 pl de Glutamato microinyectado en el NTS de una rata normotensa
Sprague-Dawley, se puede apreciar una elevacion de la Presion Arterial (PA) y poco cambio
en la Frecuencia cardiaca (FC). Cuando se analizaron los valores reportados en la TABLA 11
de un grupo de 6 ejemplares de esta cepa, observamos que ocurrié una elevacion significativa
(p < 0,05) de la Presion arterial Sistolica (PS) cuando se compararon con los valores
controles; también se apreciaron tendencias al incremento en los otros valores de presion y en
la FC. En la figura 6, se registraron igualmente la PA y FC de un ejemplar de la cepa SHR a
la cual se administrd la misma cantidad de Glutamato sefialada, apreciandose que este
neurotransmisor elevd la PA y produjo un ligero incremento de la FC. Al analizar los valores
promedios reportados en la TABLA 111 de un grupo de 6 animales de la cepa SHR, podemos
ver que las Presiones arteriales Sistdlica (PS) y Diastolica (PD) presentaron incrementos
significativos (p < 0,05) y se observaron tendencia al incremento en la Presion media (PM) y
la FC.

Cuando se realizé la microinyeccion 3ul de GABA en el NTS de ratas normotensas se observo

que la PA y la FC disminuyeron, un registro de ambas variables de un ejemplar de esta cepa
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se observa en la Figura 7. Al analizar la TABLA IV apreciamos que el efecto de este
neurotransmisor se expresd por una disminucion significativa de la PD (p < 0,05) y se pudo
ver que los valores de PM y la FC mostraron reducciones no significativas. Por otro lado, al
producir la inyeccion del GABA en el NTS de ratas SHR, se aprecio que la PA y la FC
disminuyeron tal como se ve en los registros mostrados en la Figura 8. Al analizar la TABLA
V en la cual se reportaron los tres valores de la PA y el de FC, apreciamos que el GABA
produjo una disminucion altamente significativa de la PS (p < 0,01) y se apreciaron
incrementos en los otros dos valores de PA y reduccién de la FC, estos tres dltimos cambios

no fueron significativos.

2.- DISTRIBUCION DE LAS RESPUESTAS (No.espigas/sy CUANDO SE
INCREMENTAN LAS DOSIS (10-125 nA) DE GLUTAMATO Y GABA
ADMINISTRADO POR MICROIONTOFORESIS EN EL NTS DE LAS RATAS
NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY) Y LAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS (SHR).

La figura 9.- muestra un registro obtenido por el software Audition 1.5 de la actividad
neuronal del NTS en una rata SHR, se puede apreciar como después de aplicar
GLUTAMATO por microiontoforesis, la actividad neuronal se incrementé. La figura 10,
representa la relacion dosis vs respuesta, mediante histogramas de los cambios (a partir del
estado basal) en la frecuencia de descarga de las neuronas del NTS en los dos grupos
estudiados, cuando se incrementaron las dosis de corriente de eyeccion del neurotransmisor
desde 10 nA hasta 125 nA. EIl histograma A, corresponde a las descargas promedio de
neuronas barosensibles del NTS en las ratas Sprague-Dawley y el denominado con la letra B,
corresponde a neuronas similares del mismo nucleo pero de las SHR. En el caso del
histograma de las respuestas de neuronas en las ratas normotensas, las mismas se distribuyeron
siguiendo un patrén gausiano con una dosis de valor medio de 70 nA; mientras que en el caso
de las neuronas de las SHR, los cambios de frecuencia tendieron a ser mayores con
incrementos de las dosis por encima de 80 nA. Las figuras 11 y 12 muestran la relaciones
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dosis vs respuestas mediante un Histograma de los cambios (a partir del estado basal) de la
frecuencia de descarga de neuronas del NTS, bajo la microinyeccion mediante
microiontoforesis de GABA en ejemplares hipertensos y normotensos respectivamente . En las
SHR (fig. 11) el GABA microinyectado por microiontoforesis (entre 30 — 100 nA) en el NTS
produjo una reduccion de apreciable magnitud del nimero de espigas/sg. en las neuronas
registradas de dicho nucleo. Por otro lado, en las normotensas (fig. 12) el GABA
microinyectado en el mismo nucleo en el rango de dosis (50-100 nA), redujo en menor

magnitud el nimero de espigas/sg, al compararse con los valores controles.

3.- EFECTO DEL GLUTAMATO Y ANTAGONISTAS GLUTAMATERGICOS
INYECTADO POR MICROIONTOFORESIS SOBRE LA FRECUENCIA DE
DESCARGA DE NEURONAS BAROSENSIBLES DEL NTS DE RATAS
HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY)

La figura 13 muestra los valores (promedios + SEM) y los histogramas respectivamente de la
frecuencia de descarga de unidades del NTS de ratas SHR en condiciones CONTROL vy bajo
la accion de las sustancias NBQX, MK-801 y el MgCI2, éste altimo como bloqueador del
canal del receptor de Glutamato tipo NMDA. En la TABLA VI se puede apreciar que las tres
sustancias redujeron significativamente la frecuencia de descarga con relacion a la observada
en el grupo CONTROL, siendo el efecto del NBQX de una significacion p < 0,01 y las de
MK-801 y MgCI2 p < 0,05.

La figura 14 se reportan los valores y el incremento significativo de frecuencia de descarga de
las neuronas por efecto del Glutamato (p<0,05) y las acciones antagdnicas estadisticamente
significativas (p<0,05) de las sustancias MK-801, NBQX y MgCl, microinyectados (antes que
el Glutamato) por microiontoforesis en el NTS de ratas SHR. En la TABLA VII, al comparar
el efecto de los antagonistas sobre la accion del Glutamato en la frecuencia de descarga de

neuronas barosensibles del NTS, se observaron que los valores siguen la secuencia MK-
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801>NBQX>MgCl, en relacién al efecto de ellos, cuando antagonizaron la accion del

Glutamato.

La figura 15, muestra los histogramas de frecuencia de descarga (promedios + SEM) de
unidades del NTS en ratas Sprague-Dawley estudiadas en condiciones CONTROL y bajo la
accion de las sustancias NBQX, MK-801 y el MgCI2 empleado como bloqueador del canal del
receptor a Glutamato tipo NMDA. En la TABLA VIII se puede apreciar que las tres sustancias
redujeron significativamente la frecuencia de descarga neuronal en comparacion a los valores
del grupo CONTROL, siendo el efecto del MgCI2 el de mayor significacion (p < 0,01) y el
de las otras dos sustancias a nivel de p < 0,05.

La figura 16, muestra el incremento significativo de la frecuencia de descarga de las
neuronas barosensibles del NTS por efecto del Glutamato (p < 0,05) y las acciones
antagonicas estadisticamente significativas (p < 0,05) de las sustancias MK-801, NBQX y
MgCI2 microinyectadas en el mismo nucleo de las ratas normotensas. En la TABLA IX se
aprecia que los valores siguen la secuencia MK-80>NBQX> MgCI2 en relacion a su efecto de

antagonizar la accion del Glutamato exogeno.

4.- EFECTO DEL GABA 'Y ANTAGONISTAS GABAERGICOS, INYECTADOS POR
MICROIONTOFORESIS SOBRE LA FRECUENCIA DE DESCARGA DE
NEURONAS BAROSENSIBLES DEL NTS DE LAS RATAS NORMOTENSAS
(SPRAGUE-DAWLEY) E HIPERTENSAS (SHR).

La figura 17.- muestra un registro de la actividad neuronal del NTS en una rata SHR, obtenido
por el software Audition 1.5; se puede apreciar como después de aplicar GABA por

microiontoforesis, la actividad neuronal se redujo.

La figura 18 representa los histogramas de la frecuencia de descarga (promedio £ SEM) de
unidades del NTS de ratas SHR en condiciones CONTROL vy bajo la accion de las sustancias
PICROTOXINA y SACLOFEN microinyectados en el NTS, como antagonistas de los
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receptores sensibles a GABA. En La TABLA X se aprecio que las dos sustancias redujeron
significativamente la frecuencia de descarga de las neuronas estudiadas en comparacion a lo
observado en el grupo CONTROL, a un nivel de p < 0,05; siendo el efecto del SACLOFEN
mayor que el de la PICROTOXINA al antagonizar el GABA de origen enddgeno.

La figura 19, representa mediante un histograma el descenso significativo de la frecuencia
de descarga de las neuronas barosensibles del NTS por efecto del GABA (p < 0,01) y las
acciones antagonicas estadisticamente significativas de las sustancias PICROTOXINA (p <
0,01) y SACLOFEN (p < 0,05) usadas en pre tratamiento de las neuronas del NTS previo a
una segunda microinyeccion por microiontoforesis de GABA en dicho nlcleo de ratas SHR.
En la TABLA XI al analizar el efecto de los antagonistas sobre la accion del GABA en la
frecuencia de descarga de neuronas barosensibles del NTS, los valores mostraron la
secuencia, SACLOFEN>PICROTOXINA de acuerdo al efecto antagonizante contra el
GABA exdgeno.

La figura 20 muestra los valores (promedio + SEM) vy los histogramas de frecuencia de
descarga de unidades barosensibles del NTS en ratas Sprague-Dawley, en condiciones
CONTROL vy bajo la accion de las sustancias PICROTOXINA y SACLOFEN como
blogueadores de los receptores sensibles a GABA. Se puede apreciar que las dos sustancias
redujeron significativamente la frecuencia de descarga en comparacion a la del grupo
CONTROL, a nivel de p < 0,05. En la TABLA XIllI se observa que es mayor el efecto del
SACLOFEN en comparacion al de PICROTOXINA cuando se estudia la accién antagonizante
sobre el GABA endogeno, es decir se sigue la secuencia SACLOFEN > PICROTOXINA.

La figura 21, exhibe los valores (promedio + SEM) y se representa el descenso significativo
de la frecuencia de descarga de las neuronas barosensibles del NTS por efecto del GABA (p <
0,01) y las acciones antagbnicas estadisticamente significativas de las sustancias
PICROTOXINA (p < 0,01) y SACLOFEN (p < 0,05) en ratas Sprague-Dawley. En la
TABLA XIIl comparar el efecto de los antagonistas sobre la accion del GABA en la

frecuencia de descarga de neuronas del NTS, los mismos siguieron la secuencia
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PICROTOXINA >SACLOFEN al ser usados en pre tratamiento y en relacion a su efecto de
antagonizar la accion del GABA exdgeno.

5.- EFECTO DEL GLUTAMATO, NBQX, MK-801 Y EL MGCL2 SOBRE LA
DURACION Y LA AMPLITUD DE POTENCIALES DE ACCION (Pots.A) DE
NEURONAS DEL NTS EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS
(SPRAGUE-DAWLEY)

La figura 22 representa los Pots. A (incluyendo la DURACION y la AMPLITUD)
pertenecientes a neuronas barosensibles del NTS en ratas SHR, en condiciones CONTROL y
bajo la accion de GLUTAMATO (GLUT), BNQX, MK-801 y MgCI2; microinyectados por

microiontoforesis en el NTS de un ejemplar de estas ratas.

En la TABLA XIV no se apreciaron variaciones en la duracion de los Pots.A de neuronas
barosensibles del NTS de ratas SHR en todos los grupos (GLUT, NBQX, MK-801 y MgCl,).
Cuando se realizaron las prueba t de student para establecer diferencias significativas al
comparar los valores promedios de duracion de los Pots.A de los grupos con relacion a los del
grupo CONTROL e igualmente al comparar la duracién promedio de los Pots.A de los grupos
NBQX+GLUT, MK-801+GLUT y MgCl, + GLUT, contra la observada en el grupo GLUT,
en ambos no encontramos diferencias significativas. Sin embargo, los primeros resultados
pueden interpretarse considerando que los antagonistas (solos) microinyectados al NTS no
produjeron efectos sobre el Glutamato enddgeno que modifique la duracion del Pots.A
observada en el grupo CONTROL; mientras que los segundos muestran que el pre tratamiento
con las mismas sustancias no tuvieron efecto sobre el Glutamato ex6geno que se expresara

por una variacion de la duracion del Pots.A observada en el grupo GLUT de ratas SHR.

Al observar los valores promedios de Amplitud del Pots.A de unidades barosensibles del NTS
de ratas SHR en la TABLA XV, apreciamos una tendencia al incremento de la misma en los
grupos que se les microinyecté GLUTAMATO vy en los grupos de los antagonistas cuando la
microinyeccion se realiz6 sin y con pre tratamiento. El incremento en la amplitud fue
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estadisticamente significativo ( p < 0,05) en los grupos NBQX y MK-801 cuando se
compararon con la amplitud observada en el grupo CONTROL. Por otro lado, el
pretratamiento parece indicar una mayor participacion de receptores sensibles a NBQX en
comparacion a los especificamente sensibles a MK-801, al antagonizar la accion del
GLUTAMATO enddgeno (NBQX>MK-801); el pretratamiento con NBQX, produjo (aunque
no significativa) reduccion de la amplitud del Pot.A. al compararlo con el efecto
incrementador producido por el Glutamato en neuronas del NTS de ratas SHR.

En la figura 23 se representan los Pots. A (incluyendo la DURACION y la AMPLITUD)
pertenecientes a neuronas barosensibles del NTS en ratas Sprague-Dawley, en condiciones
CONTROL vy bajo la accion de GLUTAMATO (GLUT), BNQX, MK-801 y MgCI2;

microinyectados por microiontoforesis en el NTS de ejemplares de estas ratas normotensas.

Al observar los valores promedios de duracion de los Pots.A de neuronas del NTS en ratas
normotensas, TABLA XVI, apreciamos una tendencia a la reduccion en todos los grupos si se
comparan con los observados en el grupo CONTROL e igual si se comparan los valores del
grupo GLUT con los de los grupos pre tratamiento. La reduccion de la duracion del Pots.A
en el grupo NBQX fue estadisticamente significativa (p < 0,05) cuando se compard con el
valor reportado en el grupo CONTROL y la observada en el grupo NBQX+GLUT fue
igualmente significativa (p < 0,05) al cuando se compararon los valores con los del grupo
GLUT. En las ratas Sprague-Dawley estudiadas fue bastante claro que el GLUTAMATO,
tanto el basal como el exdgeno, mediaban su accion sobre la duracion de los Pots.A a través
de receptores que son sensibles especificamente a NBQX en mayor grado que los sensibles a
MK-801 y MgCI2; en este sentido siguieron la secuencia NBQX>MK-801>MgCI2 al
antagonizar la accion del GLUTAMATO.

En la TABLA XVII se reportan los valores promedio de las amplitudes de Pots.A de neuronas
del NTS en ratas Sprague-Dawley, observandose una tendencia de reduccién en las amplitudes
en los grupos (GLUT, NBQX, MK-801 y MgCl,) cuando se compara con el grupo
CONTROL; esta reduccion es significativamente mayor (p< al 0,05) en el grupo NBQX
cuando se compara con los valores del grupo CONTROL. Este resultado indica que el
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GLUTAMATO basal medi6 su accion sobre la amplitud de los Pots.A de neuronas del NTS en
ratas normotensas, a través de receptores sensibles al NBQX primeramente, siguiendo la
secuencia NBQX > MgCI2>MK-801. En el caso del GLUTAMATO exdgeno, se aprecio una
tendencia a la reduccion o mantenerse sin cambio, siguiendo el orden MK-
801>MgCI2>NBQX cuando los valores de duracién de los grupos de pre tratamiento
(NBQX+GLUT, MK-801+GLUT y MgCl, + GLUT) se comparan con el valor observado en
el grupo GLUT, tales cambios no fueron estadisticamente significativos.

Al integrar los resultados acerca del efecto del GLUTAMATO vy sus antagonistas sobre la
duracion y la amplitud de Pots.A de neuronas del NTS en las ratas hipertensas (SHR) y
normotensas, encontramos que el GLUTAMATO tiende a no cambiar la duracion del Pots.A
en las ratas hipertensas y disminuirla en las normotensas; mientras que en relacion a la
amplitud del Potencial, la aumenta en las SHR y en las ratas normotensas la reduce. Al
considerar el efecto de los antagonistas sobre la duracion de los Pots.A, se aprecia una
tendencia a no producir cambios en las ratas SHR y de reduccion en las ratas Sprague-Dawley
estudiadas; por otro lado en cuanto a la amplitud la tendencia es a aumentar en las SHR y
reducirla en las otras. En las ratas SHR, el NBQX es el antagonista del GLUTAMATO
enddgeno que produjo efectos significativos, aumentando la amplitud de los Pots. A, cuando
se compararon con la observada en el grupo control (22 mv £ 1,8 mv > 17mv + 0,1 mv; p <
0,05) y reduciéndola para el caso del GLUTAMATO exdgeno (18 mv0,2mv <
20mv+1,5mv), este ultimo resultado no fue significativo. En las ratas Sprague-Dawley
estudiadas, el NBQX es el antagonista que bloquea la accion del GLUTAMATO, tanto el
basal como el exdgeno, produciendo una reduccion significativa (1,1ms £ 0,1ms < 1,9ms £ 0,2
ms, P< 0,05; 1,Ams £ 0,1ms < 1,7ms = 0,2ms, p < 0,05) de la duracién del Potencial; mientras
que en la amplitud, el NBQX antagonizo la accion del GLUTAMATO exdgeno, reduciendo

significativamente la amplitud (17mv £ 1mv < 20mv £ 1mv; p< 0,05).
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6.- EFECTO DEL GABA, SACLOFEN Y PICROTOXINA SOBRE LA DURACION Y
LA AMPLITUD DE POTENCIALES DE ACCION DE NEURONAS DEL NTS EN
RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

En las figura 24 se representan los Potenciales de accion (Pots.A), incluyendo la DURACION
y la AMPLITUD) de neuronas del NTS, CONTROL y bajo la accion de GABA, SACLOFEN
y PICROTOXINA microinyectados por microiontoforesis en el NTS de ejemplares de la cepa
SHR.

En la TABLA XVIII se observan los valores promedios de la duracion de Potenciales de
Accidn de neuronas del NTS de ratas SHR en condiciones CONTROL y los que resultan de la
accion del GABA exogeno y los antagonistas SACLOFEN (SACLOF) Y PICROTOXINA
(PICROT), microinyectados por microiontoforesis, tanto simples sustancias como en
tratamientos previo a una segunda aplicacion de GABA. Tanto el GABA como los
antagonistas en sus distintos modos de aplicacién mostraron una tendencia a la disminucién de
la duracion del Potencial. La duracion promedio de los Pots.A, observada en el grupo GABA
cuando se comparé con la observada en el grupo CONTROL mostré una reduccion que no fue
estadisticamente  significativa. La duracion promedio observada en el grupo
PICTROT+GABA cuando se compar6 con la observada en el grupo GABA fue
significativamente menor (1,3 + 0,09 <1,6 £ 0,05; p< 0,05). Este dltimo resultado, junto a la
reduccién no significativa de la duracion del Potenciales de Accion, observada en el grupo
PICROT, expresando el bloqueo del efecto del GABA basal, indicaria que la accion del
GABA (tanto el basal como el exdgeno) sobre la duracion de los Pots.A, de estas neuronas
del NTS en ratas SHR, parece ser mediada mayormente por receptores GABA del tipo
GABAA sensibles especificamente a PRICOTOXINA.

La TABLA XIX reporta los valores promedio de la amplitud de los Pots.A del NTS ademas
de los efectos del GABA y sus antagonistas, en ratas SHR. EI GABA y sus antagonistas
microinyectados solos y como pre tratamientos previo a una segunda aplicacion de GABA,
mostraron una tendencia al aumento de la amplitud de tales potenciales. La amplitud
observada en el grupo GABA cuando se comparé con la del grupo CONTROL mostr6é un
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aumento que no fue estadisticamente significativo. En el grupo SACLOF se observé un
aumento en la amplitud de los Pots.A, cuando se compard con lo reportado en el grupo
CONTROL vy tal cambio fue estadisticamente significativo (25mv = 0,8mv >21mv * 1,4mv; p
<0,01). Igualmente en el grupo PICROT, se apreci6 un ligero incremento en la amplitud del
Potencial de Accién cuando se compar6 con lo registrado en el grupo CONTROL vy ello
también fue estadisticamente significativo (24 mv + 1 mv >21 mv+ 1,4 mv; p < 0,05). El
grupo SACLOF mostré un aumento de la amplitud del Pots.A mayor que el reportado en el
grupo PICROT, indicando que el efecto del GABA basal sobre la amplitud de los Potenciales
de Accidn de estas neuronas es mediado predominantemente por receptores del tipo GABAB
que pueden ser especificamente bloqueados por SACLOFEN.

En la figura 25 se representan Pots.A, incluyendo la DURACION y la AMPLITUD de
neuronas del NTS, control y bajo la accion de GABA, SACLOFEN y PICROTOXINA
microinyectados por microiontoforesis en el NTS de ratas Sprague-Dawley.

La TABLA XX muestra los valores promedios de la duracion de Pots.A de neuronas del NTS
en ratas normotensas, en condiciones CONTROL, asi como bajo los efectos del GABA y los
antagonistas SACLOFEN y PICROTOXINA microinyectados solos o en pre tratamiento
previo a una segunda microinyeccion de GABA en el NTS. Cuando se compararon los valores
de duracidn de los grupos GABA, SACLOFy PICROT con los del grupo CONTROL vy los
del pre tratamiento con PICROTOXINA con el grupo GABA,; todos mostraron una tendencia
de reduccion en la duracion de los Pots.A estudiados, siendo el efecto del PICROTOXINA
mayor que el de SACLOFEN, siguiendo el orden PICROTOXINA>SACLOFEN en
antagonizar el GABA basal. Por otro lado, solo el pre tratamiento con SACLOFEN previo a la
microinyeccion una segunda vez de GABA, mostrd una elevacion significativa de la duracién
del Pots.A (1,8 £ 0,1 > 1,4 £ 0,1; p <0,05) cuando se compararon con el valor de duracion
observada en el grupo GABA, por lo que hubo una secuencia SACLOFEN>PICROTOXINA
en antagonizar la accion del GABA exdgeno. Este ultimo efecto fue indicativo que el GABA
exdgeno ejercid su efecto sobre la duracion del Pots. A de estas neuronas mayormente a través

de los receptores GABAB vy el basal mayormente lo hizo a través de los receptores GABAA
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En la TABLA XXI, se muestran los valores promedios de las amplitudes de Pots.A de
neuronas barosensibles del NTS de ratas Sprague-Dawley. Los valores promedios de las
amplitudes de los potenciales en los grupos GABA, SACLOF y la PICROT mostraron
tendencias a la reduccion de las amplitudes. La amplitud en el grupo SACLOF cuando se
compara con la observada en el grupo CONTROL exhibié la reduccion mayor, aunque no fue
estadisticamente significativa (14 mv £ 0,6 mv < 16 mv + 0,9 mv). Este resultado puede
interpretarse considerando que el GABA basal ejerce su efecto en mayor grado mediante
receptores del tipo GABAB, cuyo bloqueo por SACLOFEN y no por PICROTOXINA,
origind una mayor reduccion de la amplitud de los Pots.A estudiados; por otro lado el efecto
del GABA exdgeno también es completamente bloqueado por el SACLOFEN como se
observa en el valor del grupo SACLOF+GABA; ademas los valores reportados en los grupos
con el antagonista PICROTOXINA solo y como pretratamiento, muestran antagonismos a los
efectos del GABA basal y el exdgeno respectivamente, pero en menor magnitud,

especialmente en caso del basal.

En resumen el GABA mostro una tendencia a reducir la duracion de los Potenciales de
Accion de NTS en ratas de las cepas SHR y SD; mientras que contribuyé a que la amplitud sea
incrementada en las SHR y reducida en las SD. En las ratas SHR, las acciones del GABA
basal y exdgeno, sobre la duracion del Pot. A, parecio ser dependiente mas de receptores del
tipo GABAA sensibles a PICROTOXINA; mientras que el incremento en la amplitud por el
GABA basal, parecio ser dependiente de la activacion de receptores tipo GABAB sensibles a
SACLOFEN. En las ratas Sprague-Dawley, mediante la activacion de receptores tipo GABAB
sensibles a SACLOFEN, el GABA exdgeno aumenta la duracién de los Pots.A de neuronas

del NTS, mientras que el basal media la reduccion de la amplitud.

7.- DERIVACION DE CRITERIOS PARA LA DIFERENCIACION INTER GRUPOS,
EN BASE A LAS ACCIONES DEL NEUROTRANSMISOR Y LA PARTICIPACION
DE RECEPTORES. ANALISIS Y COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL

GLUTAMATO Y SUS ANTAGONISTAS SOBRE LA VARIACION (EXPRESADO
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EN %) DE LA DURACION DE LOS POTENCIALES DE ACCION (Pots.A)
REGISTRADOS EN NEURONAS DEL NTS EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y
NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

Con el fin de derivar criterios con fundamento en las acciones del neurotransmisor y el orden
de participacion de sus receptores, que permitan diferenciar los dos grupos de ratas; los
cambios en la duracion de los Pots.A fueron expresados en % con relacion aquellas
observadas en la condicion CONTROL, asi se consideraron los grupos de tratamiento GLUT,
NBQX, MK-801 y MgCI2, en los casos de microinyeccion del GLUTAMATO o0 sus
antagonistas solos, respectivamente. Igualmente, se consideraron los cambios en la duracién
de los Pots.A y se conformaron los grupos (NBQX+GLUT), (MK-801+GLUT),
(MgCI2+GLUT), para los casos en los cuales se evaluaron los efectos del GLUTAMATO
exogeno una vez realizado los pre-tratamientos con antagonistas y sus valores son expresados

como % del valor obtenido al aplicarse el GLUTAMATO inicialmente.

En las TABLA XXII se expresan los valores (%) de duracion de los Pots. A registrados en
neuronas del NTS de las ratas estudiadas Yy los resultados del analisis estadistico de la
comparacion de los mismos. De los valores en los grupos de tratamientos con antagonistas, se
estimaron las secuencias de participacion de los receptores No-NMDA y NMDA sensibles a
GLUTAMATO.

En las ratas hipertensas, al considerar la variacion (%) de la duracion de Pots.A de neuronas
del NTS reportados en la TABLA XXII, apreciamos que los grupos de tratamiento GLUT,
NBQX, MK-801 y MgCI2, reportan incrementos porcentuales en la duracion de los Pots.A (
51% + 9,2%; 8,3% + 8,9%; 2,6% * 8,8%; 2,1% + 6,8% ) respectivamente; también se
observan incrementos para los grupos con pre-tratamiento (NBQX+GLUT), (MK-
801+GLUT) y (MgCI2+ GLUT) (3,7% * 8,9%; 9,9% = 8,0%; 2,5% + 8,4%). Cuando los
antagonistas se microinyectaron solos, la participacion de los mismos siguid el orden
NBQX>MK801>MgCI2 (8,3% + 8,9% > 2,6% * 8,8% > 2,1% +* 6,8%), indicando el modo
como se desarroll6 la participacion de los receptores (No-NMDA>NMDA), en la mediacion
de los efectos del GLUTAMATO basal sobre la duracion de los Potenciales de accion
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investigados. Por otro lado, cuando los antagonistas se aplicaron como pre tratamiento previo
a la microinyeccién de GLUTAMATO, la accién de los antagonistas siguio el orden MK-801
> NBQX > MgCI2 (9,9% + 8,0% > 3,7% £ 8,9% > 2,5% = 8,4%) indicando el modo como se
ejecutd la participacion de los receptores (NMDA> No-NMDA), en el desarrollo de los
efectos del GLUTAMATO exdgeno sobre la duracién de los Potenciales de accién estudiados.

En las ratas normotensa, contrariamente a lo sefialado para las SHR, de los valores reportados
en la TABLA XXII apreciamos que los grupos de tratamiento GLUT, NBQX, MK-801 y
MgCI2, muestran reducciones porcentuales en la duracion de los Pots.A de neuronas del NTS
(-10,7% £ 8,9% ; -23,9% * 10,2% ; -37,9% + 10,8% ; -13,5% + 12,3%) respectivamente e
igualmente, reducciones para los casos de los grupos con pre-tratamiento
(NBQX+GLUT), (MK-801+GLUT) y (MgCI2+GLUT) (-35,9% + 7,9% ; -37,9% + 10,8% ; -
4,0% + 10,3% ). Cuando los antagonistas se microinyectaron solos, la participacion de los
mismos siguié el orden MK801>NBQX> MgCI2 (-37,9% = 10,8%> -23,9% * 10,2% > -
13,5% + 12,3%), indicando el modo como se desarrolld la participacion de los receptores
(NMDA> No-NMDA), en la mediacion de los efectos del GLUTAMATO basal sobre la
duracion de los Potenciales de accidn investigados. Por otro lado, cuando los antagonistas se
aplicaron como pre tratamiento previo a la microinyeccion de GLUTAMATO, la accion de los
antagonistas siguio el orden MK901>NBQX>MgCI2 (-37,9% + 10,8% > -35,9% + 7,9% > -
4,0% = 10,3%), indicando el modo como se ejecutd la participacion de los receptores
(NMDA> No-NMDA), en el desarrollo de los efectos del GLUTAMATO exdgeno sobre la

duracion de los Potenciales de accion estudiados.

Los valores % expresados en los grupos donde se utiliza MgCIl2 como bloqueador del canal
ionico del receptor NMDA, representan magnitudes relativamente baja con respecto a los
valores en grupos donde se utilizaron sustancias que ejercen una accidén antagonizante mas
especifica sobre los receptores del Glutamato, ello pareciera indicar una baja proporcion de
receptores del tipo NMDA que sufrieron inactivacion debido a este bloqueador y por ello, se
considerd la secuencia de participacion de los receptores NMDA o No NMDA, en base a las

sustancias antagonistas especificas, en las dos cepas.
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Resumiendo, en las ratas SHR, el GLUTAMATO microinyectado solo, produjo aumento
porcentual de la duracion de los Pots.A. El basal produjo aumento porcentual de la duracién
de los Pots.A, en este incremento, el orden de participacion de los antagonistas fue
NBQX>MK801>MgClI2. El exdgeno produjo aumento porcentual de la duracion de los Pots.A
y los antagonistas siguieron el orden MK901>NBQX>MgCI2. En las ratas Sprague-Dawley
estudiadas, el GLUTAMATO microinyectado solo, produjo una reduccién porcentual en la
duracion de los Pot. A. ElI basal y el exdgeno, produjeron reducciones porcentuales en la
duracion de los Pot. A, el orden de participacion de los antagonistas fue MK-
801>NBQX>MgCI2. El tipo de efecto (aumento o reduccion) del GLUTAMATO exdgeno o
el basal, el cambio porcentual en la duracién de los Pots.A y la secuencia de participacion
mediante la cual probablemente los receptores median el efecto del Glutamato, son tres
caracteristicas que pueden ser considerados para diferenciar las ratas SHR de las Sprague-
Dawley estudiadas en base a este neurotransmisor. En las ratas SHR, el GLUTAMATO
microinyectado solo, produce un aumento porcentual de la duracion de los potenciales de
accion  estudiados, también el basal, mediante un orden de participacion
NBQX>MK801>MgClI2; igualmente el exdgeno produjo aumento, siguiendo el orden
MKO901>NBQX>MgCI2. Por otro lado en las Sprague-Dawley (SD), el GLUTAMATO solo,
basal y el exdgeno produjo reducciones porcentuales en la duracion de los potenciales de
accion estudiados, siguiendo la participacion de los receptores el orden MK-
801>NBQX>MgCI2.

Aunque el GLUTAMATO microinyectado produce un aumento no significativo de la
duracion de los Pots.A registrados en el NTS de ratas SHR y una reduccién en las

normotensas, este efecto no se puede utilizar para diferenciar las ratas los animales estudiados.

Considerando el caso del GLUTAMATO basal, los resultados de incremento significativo en
las hipertensas vs la reduccidn en las normotensas, observados al estudiar los efectos de este
neurotransmisor basal sobre la variacion porcentual de la duracion de los Pots.A de las

neuronas del NTS; se puede establecer un criterio de diferenciacion entre las ratas estudiadas .
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De tal manera que el GLUTAMATO basal contribuye al aumento significativo de la
variacion porcentual de la duracion de los Pots.A, registrados en el NTS de ratas SHR .

Para el caso del GLUTAMATO exdgeno, los resultados de tipo (incremento en las hipertensas
y reduccion en las normotensas) y la significacién del cambio apreciado (mayor en las
hipertensas que en las normotensas), ademas de la participacion para los receptores (en las
hipertensas, NMDA> No-NMDA), al estudiar los efectos sobre la duracion de los Pots.A de
las neuronas del NTS, en conjunto permiten establecer un criterio de diferenciacion entre las
ratas. De tal manera que el exdgeno contribuye al aumento significativo de la duracion de
los Pots.A, registrados en el NTS de ratas hipertensas.

8.- DERIVACION DE CRITERIOS PARA LA DIFERENCIACION INTER GRUPQOS
DE RATAS, EN BASE A LAS ACCIONES DEL NEUROTRANSMISOR Y LA
PARTICIPACION DE SUS RECEPTORES. ANALISIS Y COMPARACION DE LOS
EFECTOS DEL GLUTAMATO Y SUS ANTAGONISTAS SOBRE LA VARIACION
(EXPRESADA EN %) DE LA AMPLITUD DE LOS POTENCIALES DE ACCION
REGISTRADOS EN NEURONAS DEL NTS EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y
NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

Con el fin de derivar criterios estadisticos que permitan diferenciar los dos grupos de ratas,
los cambios en la amplitud de los Pots.A fueron expresados en % en relacion con aquellas
observadas en la condicion CONTROL; ademas se conformaron los grupos de tratamiento
GLUT, NBQX, MK-801 y MgCI2-, en los casos de microinyeccion del GLUTAMATO o sus
antagonistas solos, respectivamente Igualmente, se estudiaron los cambios en la amplitud de
los Pots.A y se conformaron los grupos de tratamiento (NBQX+GLUT), (MK-801+GLUT),
(MgCI2+GLUT), para los casos en los cuales se evaluaron los efectos del GLUTAMATO
exdgeno una vez realizado los pre-tratamientos con antagonistas y sus valores son expresados

como % del valor obtenido al aplicarse el GLUTAMATO inicialmente.
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En la TABLA XXIII, se expresan la variacion (%) de amplitud de los Pots. A de ratas
normotensas e hipertensas y los resultados del anélisis de significacion estadistica al realizar la
comparacion entre los mismos. De los valores en los grupos de tratamientos con antagonistas,
se estimaron las secuencias de participacion de los receptores No-NMDA y NMDA sensibles
a GLUTAMATO.

En las ratas SHR, al considerar la variacion (%) de la amplitud de Pots.A de neuronas del
NTS reportados en la TABLA XXIII, apreciamos que los grupos de tratamiento GLUT,
NBQX, MK-801 y MgCl2, reportan incrementos porcentuales en la amplitud de los Pots.A
respectivamente; estos resultados son significativos cuando se comparan con los valores
reportados en los grupos similares de las ratas SD (20,0% + 1% vs-7 + 4%, p<0,001; 26,4% +
12,2 vs -4,7% * 4,1% p<0,05; 24,7% + 11% vs -1,9 + 3,9%, p<0,01); mientras que Se reporta
aumento aunque de manera no significativa en el grupo MgCl; (20,4% + 12,3% vs -3,0% +
5,9% ); también se observan incrementos no significativos para los grupos con pre-
tratamiento (MgCI2+ GLUT), (MK-801+GLUT), (3,5% * 6,8%; 22% + 7,4%)
respectivamente y reduccién para el grupo (NBQX+GLUT) (-5,7% + 7,4%). Cuando los
antagonistas se microinyectaron solos, la participacion de los mismos siguié el orden
NBQX>MK801>MgClI2 (26,4% + 1,0% > 24,7% * 11,0% >20,4% + 12,3%), indicando el
modo como se desarrolld la participacion de los receptores (No-NMDA >NMDA), en la
mediacion de los efectos del GLUTAMATO basal sobre la amplitud de los Potenciales de
accion investigados. Por otro lado, cuando los antagonistas se aplicaron como pre tratamiento
previo a la microinyeccion de GLUTAMATO, la accion de los antagonistas siguié el orden
MgCI2 > MK901 > NBQX (3,5% + 6,8% > 2,2% + 7,4% > -5,7% * 7,4%) indicando el modo
como se ejecuto la participacion de los receptores (NMDA> No-NMDA), en el desarrollo de
los efectos del GLUTAMATO exdgeno.

En las ratas Sprague-Dawley estudiadas , contrariamente a lo sefialado para las SHR, de los
valores reportados en la TABLA XXIII, apreciamos que los grupos de tratamiento GLUT,
NBQX, MK-801 y MgClI2, muestran reducciones porcentuales no significativas en la amplitud
de los Pots.A de neuronas del NTS (-7,0 % £ 4,0% ; -4,7% +4,1% ; -1,9% + 3,9% ; -3,0% +
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5,9%) respectivamente y para los grupos con pre-tratamiento, aumento significativo para el
grupo (NBQX+GLUT) (23,5% + 6,5% vs -5,7% + 7,4%, p<0,01) y no significativo para los
grupos (MK-801+GLUT), (MgCI2+GLUT) (2,7% + 6,8% ; 16,7% * 7,0%) cuando se
comparan con los valores reportados para las ratas SHR. Cuando los antagonistas se
microinyectaron solos, la participacion de los mismos siguié el orden NBQX > MgCI2 >
MK801 (-4,7% % 4,1% > -3,0% % 5,9% > -1,9% £ 3,9%), indicando el modo como se
desarrollé la participacion de los receptores (NMDA > No-NMDA), en la mediacién de los
efectos del GLUTAMATO basal sobre la variacion porcentual de la amplitud de los
Potenciales de accion estudiados. Por otro lado, cuando los antagonistas se aplicaron como
pre tratamiento previo a la microinyeccién de GLUTAMATO, la accion de los antagonistas
siguio el orden NBQX > MgCI2 > MK901 (23,5% + 6,5% > 16,7% + 7,0% > 2,7% % 6,8%),
indicando el modo como se ejecuto la participacion de los receptores (No-NMDA > NMDA),
en el desarrollo de los efectos del GLUTAMATO exdgeno.

Resumiendo, en las ratas SHR, el GLUTAMATO microinyectado solo, produjo un aumento
porcentual significativo de la amplitud de los Pots.A al compararse con el valor reportado en
el grupo similar de las ratas normotensas. EIl GLUTAMATO basal, produjo también un
aumento porcentual significativo de la amplitud de los Pots.A al compararse con los valores
reportados en los grupo similares en las ratas Sprague-Dawley estudiadas ; en este incremento,
el orden de participacion de los antagonistas fue NBQX>MK801>MgCl2. El efecto del
GLUTAMATO exo0geno se aprecié con un menor aumento en la amplitud e inclusive
reduccion (3,5% + 6,8% > 22% + 7,4% vy -57% + 7,4%) y el orden seguido por los
antagonistas en su accionar fue MgCI2>MK-801>NBQX. En las ratas Sprague-Dawley , el
GLUTAMATO microinyectado solo, produjo una reduccion porcentual en la amplitud de los
Pots. A. El basal, produjo una reduccion porcentual en la amplitud de los Pots. A y ademas sus
efectos fueron antagonizados siguiendo el orden MK-801>NBQX>MgCI2; sin embargo el
efecto del exdgeno se aprecid con un aumento significativo en la amplitud en el grupo
(NBQX+GLUT), cuando se compara con el valor reportado en el grupo similar en las ratas
hipertensas; mientras que los antagonistas ejercieron su accién siguiendo el orden NBQX >

MgCI2 > MK-801.
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En la TABLA XXIII se reportan las variaciones porcentuales en la amplitud de los Pots. A de
neuronas del NTS de ratas SHR y SD, debido a la accién del GLUTAMATO microinyectado
(grupo GLUT); se apreci6 que en las ratas SHR, esta sustancia produjo un aumento (20,0% +
1%) y en las ratas Sprague-Dawley una reduccién porcentual (-7,0% + 4%) en la amplitud de
los Pots.A; cuando se realizé el analisis estadistico de estos cambios, para este grupo de
tratamiento en cada grupo de ratas, se encontrd6 que los mismos fueron estadisticamente
significativos (p< 0,001), por ello, permite formular un criterio que contribuye a diferenciar
los dos grupos de animales, considerando el efecto del GLUTAMATO microinyectado sobre
la amplitud de los Pots.A estudiados. De tal manera que el GLUTAMATO microinyectado
produce un aumento significativo de la amplitud de los Pots.A, registrados en el NTS de
ratas SHR.

Al revisar en la mencionada tabla, los efectos de los antagonistas sobre el GLUTAMATO
basal (grupos NBQX y MK-801), apreciamos al comparar y analizar estadisticamente las
variaciones porcentuales en la amplitud de los Potenciales de Accidén observadas en los
grupos de tratamiento, la magnitud de los cambios en las ratas SHR fueron significativamente
mayores que las reportadas para las ratas Sprague-Dawley (26,4% + 1,0% vs -4,7% + 4,1%
p<0,05; 24,7% + 11,0% vs -1,9% = 3,9%), p<0,01) al antagonizar el GLUTAMATO basal.
Por otro lado, el orden de participacion de los receptores en ratas SHR fue No-
NMDA>NMDA vy en las ratas Sprague-Dawley, No-NMDA>NMDA. Considerando el caso
del GLUTAMATO basal, los resultados de tipo (incremento en las SHR y reduccion en las
normotensas), la significacion del cambio apreciado (mayor en las SHR que en las
normotensas), observados al estudiar los efectos de este neurotransmisor sobre la amplitud de
los Pots.A de las neuronas del NTS; todos ellos permiten establecer un criterio de
diferenciacion entre las SHR y las normotensas. De tal manera que el GLUTAMATO basal
contribuye al aumento significativo de la amplitud de los Pots.A, registrados en el NTS de
ratas SHR.

Por otro lado, al considerar el GLUTAMATO exogeno (grupo (NBQX+GLUT), (MK-

801+GLUT), apreciamos que produjo una reduccion en el primero y un aumento en el
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segundo grupo de tratamiento, ambos porcentuales de la amplitud de los Pots.A en las ratas
SHR; mientras que en ambos grupos de tratamiento se observaron aumentos porcentuales en
las Sprague-Dawley; para el grupo de tratamiento (NBQX+GLUT) la magnitud del aumento
en las normotensas fue significativamente mayor que la reduccién reportada en las
hipertensas; en el otro grupo de tratamiento no se observan diferencias significativas.
Adicionalmente se observo que la accién de los antagonistas sigue el orden NBQX>MK-801,
para antagonizar los efectos de este neurotransmisor en las normotensas , de ello se pudo
inferir una secuencia probable de participacién para los receptores igual a No-NMDA>
NMDA. Para el caso del GLUTAMATO exo6geno, los resultados de tipo (incremento en las
Sprague-Dawley y reduccion en las SHR) y la significacion del cambio apreciado (mayor en
las que en las SHR), ademas de la participacion para los receptores (en las normotensas, No-
NMDA> NMDA), al estudiar los efectos sobre la amplitud de los Pots.A de las neuronas del
NTS, todos en conjunto permiten establecer un criterio de diferenciacion entre las SHR y
normotensas. El GLUTAMATO exdgeno contribuye al aumento significativo de la amplitud

de los Pots.A, registrados en el NTS de ratas normoertensas.

En la misma tabla, al considerar los grupos MgCI2 y (MgCI2+GLUT), apreciamos los efectos
del MgCI2 al blogquear el efecto del Glutamato basal y el microinyectado o exdgeno, sobre la
variacion porcentual de la amplitud de los Potenciales de Accion de neuronas del NTS
registrados en los dos grupos de ratas estudiadas. Esta sal microinyectada sola (grupo
MgCI2) al bloguear el efecto del Glutamato basal, produjo un aumento porcentual en la
amplitud de los Pots.A estudiados en las ratas SHR (20,4% + 12,2%) y una reduccion en las
Sprague-Dawley (-3,0% £5,9%); estos cambios no fueron estadisticamente significativos, por
ello, no son de utilidad para formular un criterio que permita diferenciar las ratas hipertensas
de las normotensas, considerando este agente potencial modificador de las acciones del
GLUTAMATO basal.

Por otro lado, cuando el MgCI2 se utiliza en pre tratamiento (grupo de tratamiento
(MgCI2+GLUT) , se aprecian incrementos en la variacién porcentual de la amplitud de los

Pots.A estudiados, sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos;
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pueden interpretarse como un efecto de bloqueo del canal i6nico de los receptores a
GLUTAMATO tipo NMDA, siendo mayor en las ratas normotensas (16,7% + 7%) en
comparacion con las SHR (3,5% + 6,8 ), estos resultados no son de utilidad para formular un
criterio que permita diferenciar las ratas estudiadas, considerando este agente modificador de
las acciones del GLUTAMATO exdgeno o microinyectado.

9.- DERIVACION DE CRITERIOS PARA LA DIFERENCIACION INTER GRUPOS
DE RATAS, EN BASE A LAS ACCIONES DEL NEUROTRANSMISOR Y LA
PARTICIPADION DE RECEPTORES. ANALISIS Y COMPARACION DE LOS
EFECTOS DEL GABA, SACLOFEN Y PICROTOXINA SOBRE LA VARIACION
(EXPRESADA EN %) DE LA DURACION DE POTENCIALES DE ACCION
REGISTRADOS EN NEURONAS DEL NTS EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y
NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

Con el fin de derivar criterios con fundamento en las acciones del neurotransmisor y el orden
de participacion de sus receptores, que permitan caracterizar las ratas estudiadas; los
cambios en la duracion de los Pots.A fueron expresados en % con relacion aquellas
observadas en la condicion CONTROL; ademas se conformaron los grupos de tratamiento
GABA, PICROT y SACLOF, en los casos de microinyeccion del GLUTAMATO o0 sus
antagonistas solos. Igualmente, se estudiaron los cambios en la duracion de los Pots.A'y
se conformaron los grupos de tratamiento (PICROT+GABA)y (SACLOF+GABA, para los
casos en los cuales se evaluaron los efectos del GABA exdgeno una vez realizado los pre-
tratamientos con antagonistas y sus valores son expresados como % del valor obtenido al

aplicarse el GABA inicialmente.

En la TABLA XXIV, se expresan los valores (%) de los grupos y los resultados del analisis
estadistico de la comparacidn entre los mismos. De los valores en los grupos de tratamientos
con antagonistas, se estimaron las secuencias de participacion de los receptores GABAA y
GABAB.
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En las ratas SHR, al considerar la variacion (%) de la duracién de Pots.A de neuronas del
NTS reportados en la tabla anteriormente mencionada, apreciamos que los grupos de
tratamiento GABA, PICROT y SACLOF, reportan reducciones porcentuales en la duracion
de los Pots.A (-10% + 4%; -8% + 6%; -9% * 3% ) respectivamente; también se observan
decrementos  ( -19%+ 8%,; -8% + 9%) para los grupos con  pre-tratamiento
(PICROTOXINA+GABA) y (SACLOFEN+GABA) respectivamente. Cuando los
antagonistas se microinyectaron solos, la participacion de los mismos siguié el orden
SACLOFEN > PICROTOXINA (-9% * 3% > -8% % 6%), lo que permiti6 inferir GABAB >
GABAA, orden como se desarrolld la participacion de los receptores, en la mediacion de los
efectos del GABA basal, sobre la duracién de los Potenciales de accion investigados. Por
otro lado, cuando los antagonistas se aplicaron como pre tratamiento previo a la
microinyeccion de GABA, la accion de los antagonistas siguio el orden PICROTOXINA >
SACLOFEN (-19%z 8% > -8% + 9%) lo que permitio inferir GABAA > GABAB, el orden
como se ejecuto la participacion de los receptores, en el desarrollo de los efectos del GABA

exogeno sobre la duracion de los mismos potenciales.

En las ratas Sprague-Dawley, contrariamente a lo sefialado para las SHR, de los valores
reportados en la ya mencionada tabla, apreciamos que el grupo GABA, muestra reduccion (-
7% + 8%) en la duracion de los Pots.A registrados de neuronas del NTS; mientras que en los
grupos de tratamiento PICROT y SACLOF, se observaron incrementos (9% + 15%; 2% +
12%) respectivamente, en la duracion de los Pots.A registrados de neuronas del NTS. En los
grupos con pre-tratamiento, apreciamos una reduccion (-3% * 11%) en el grupo (PICROT
+GABA) y aumento (1% * 7%) en el grupo (SACLOF+GABA) de la duracion de los

potenciales estudiados.

Cuando los antagonistas se microinyectaron solos, la participacion de los mismos siguio el
orden PICROTOXINA > SACLOFEN (9% + 15% > 2% + 15%) lo que permitir inferir el
modo como se desarroll6 la intervencién de los receptores (GABAA > GABAB), en la
mediacion de los efectos del GABA basal sobre la duracién. Por otro lado, cuando los

antagonistas se aplicaron como pre tratamiento previo a la microinyeccion de GABA, la
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accion de la PICROTOXINA produjo una reduccién, mientras que el SACLOFEN ocasiono
un incremento en la duracion de los Pots. A registrados. Considerando la magnitud de los
cambios, un orden seria PICROTOXINA>SACLOFEN, lo que permiti6 inferir GABAA >
GABAB como el orden de intervencién de los receptores en el desarrollo de los efectos del
GABA exdgeno sobre la duracién de los potenciales estudiados.

Resumiendo, en las ratas SHR, el GABA microinyectado solo, produjo una reduccion
porcentual de la duracién de los Pots.A. El basal, produjo una reduccién porcentual de la
duracion de los Pots.A, en esta reduccidn, el orden de participacién de los antagonistas al
antagonizar el efecto del neurotransmisor fue SACLOFEN>PICROTOXINA de lo cual se
infiere el orden de los receptores como GABAB>GABAA; por otro lado, siguieron el orden
PICROTOXINA> SACLOFEN para antagonizar el efecto del GABA exdgeno, por lo cual el
orden de los receptores fue el opuesto, GABAA>GABAB. En las ratas Sprague-Dawley, el
GABA microinyectado solo, produjo una reduccion porcentual de la duracion de los Pots.A.
El basal, produjo un aumento porcentual en la duracion de los Pot. A, y el orden de
participacion de los antagonistas fue PICROTOXINA > SACLOFEN para antagonizar los
efectos del neurotransmisor, de lo cual se derivd el orden de participacion de receptores
GABAA > GABAB.. En cuanto al GABA exo0geno, los pre tratamientos, ocasionaron efectos
opuestos, el pre tratamiento con PICROTOXINA produjo una reduccién y el de SACLOFEN
un incremento en la duracion de los Pots. A registrados; al comparar la magnitud de ambos, se
podria sostener el siguiente orden PICROTOXINA > SACLOFEN vy derivar el mismo orden

de participacion de receptores.

El tipo de efecto (aumento o reduccion de la duracién) del GABA microinyectado o el basal,
la magnitud del cambio porcentual de los Pots.A y la secuencia de participacién mediante la
cual probablemente los receptores median el efecto del GABA, son tres caracteristicas que

pueden ser considerados para singularizar las ratas SHR y las Sprague-Dawley.

En la TABLA XXIV se reportan las variaciones porcentuales en la duracion de Potenciales de
Accion de neuronas del NTS de ratas SHR y normotensas, debido a la accion del GABA
microinyectado (grupo GABA); se aprecié que en las ratas SHR, esta sustancia produjo una
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reduccion porcentual (-10%5+4%) e igualmente en las normotensas (-7% = 8 %) en cuanto a
la duracion de los Pots.A; cuando se realizd la comparacion y el analisis estadistico de estos
cambios, para este grupo de tratamiento, los mismos no fueron estadisticamente significativos,

por ello no fueron de utilidad para formular un criterio.

Al atender en la mencionada tabla, los efectos de los antagonistas sobre el GABA basal
(grupos PICROT y SACLOF), apreciamos al comparar y analizar estadisticamente las
variaciones porcentuales en la duracion de los Potenciales de Accion observadas en los
grupos de tratamiento, que la magnitud de los cambios no fueron estadisticamente

significativos, por ello no sirvieron de fundamento para formular un criterio

Por otro lado, al considerar el GABA exdgeno y analizar los grupos de tratamiento
(PICROT+GABA) y (SACLOF+GABA), apreciamos que se produjo una reduccion
porcentual de la duracion de los Pots.A en las ratas hipertensas y un aumento en las
normotensas; la magnitud de la reduccion en las primeras no fue significativamente mayor que
el aumento reportado en las segundas. Aunque se observéd que la accion de los antagonistas
sigue secuencias opuestas, para antagonizar los efectos de este neurotransmisor en los grupos

estudiados. Los resultados no fueron considerados de utilidad para formular un criterio.

10.- DERIVACION DE CRITERIOS PARA LA DIFERENCIACION INTER GRUPO
DE RATAS, EN BASE A LAS ACCIONES DEL NEUROTRANSMISOR Y EL PAPEL
DE SUS RECEPTORES. ANALISIS Y COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL
GABA, SACLOFEN Y PICROTOXIN SOBRE LA VARIACION (EXPRESADA EN %)
DE LA AMPLITUD DE LOS POTENCIALES DE ACCION (Pots. A) DE NEURONAS
DEL NTS EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-
DAWLEY).

Con el fin de derivar criterios con fundamento en las acciones del neurotransmisor y el orden
de participacién de sus receptores, que permitan caracterizar los dos grupos de ratas
estudiados; los cambios en la amplitud de los Pots.A fueron expresados en % con relacion
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aquellas observadas en la condicion CONTROL en el caso de microinyeccion del GABA
(grupo GABA); ademas se conformaron los grupos de tratamiento PICROT y SACLOF, en los
caos de microinyeccién de los antagonistas solos. Igualmente, se conformaron los grupos de
tratamiento (PICROT + GABA), (SACLOF + GABA), para los casos en los cuales se
evaluaron los efectos del GABA exdgeno una vez realizado los pre-tratamientos con
antagonistas y sus valores son expresados como % del valor obtenido al aplicarse el GABA
inicialmente. En la TABLA XXV, se expresaron los valores (%) de los grupos de tratamiento
y grupo de ratas, ademas de los resultados del analisis estadistico de sus comparaciones. De
los valores en los grupos de tratamientos con antagonistas, se estimaron las secuencias de

participacion de los receptores GABAA y GABAB.

En las ratas SHR, al considerar la variacion (%) de la amplitud de los Pots.A de neuronas del
NTS reportados en la ya sefialada, apreciamos aumento no significativo en el grupo GABA
(11% = 10%) mientras que en los grupos de tratamiento, PICROT y SACLOF, se reportan
aumentos porcentuales significativos en la amplitud de los Pots.A (17% + 12% p<0,05; 20% +
11% p<0,01) respectivamente; también se observan aumentos para (SACLOF+GABA) (9%
+ 6%) y reduccion para (PICROT+GABA) (-1% + 2%), grupos de pre tratamiento. Cuando
los antagonistas se microinyectaron solos, la participacién de los mismos siguié el orden
SACLOFEN > PICROTOXINA (20% + 11% > 17% + 12%), lo que permiti¢ inferir GABAB
> GABAA, el orden como se desarrolld la participacion de los receptores, en la mediacion de
los efectos del GABA basal, sobre la variacion (%) de la amplitud de los Potenciales de accién
investigados. Por otro lado, cuando los antagonistas se aplicaron como pre tratamiento previo
a la microinyeccion de GABA, las efectos de los antagonistas fueron opuestos, sin embargo la
magnitud del aumento (9% * 6%) observado para el grupo (SACLOF +GABA) fue mayor
que la reducciéon (-1% + 2%) reportado para el grupo (PICROT+GABA), por lo que se
considerd el orden SACLOFEN>PICROTOXINA, lo que permitié inferir GABAB >
GABAA, el orden como se ejecut6 la participacion de los receptores, en el desarrollo de los

efectos del GABA exdgeno sobre la amplitud de los Potenciales de accion estudiados.
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En las ratas normotensas, contrariamente a lo sefialado para las hipertensas, los valores
reportados en la tabla ya indicada, apreciamos que el grupo GABA muestra reduccién (-8% +
3%) en la variacion porcentual de la amplitud de los Pots.A registrados de neuronas del NTS;
mientras que en los grupos de tratamiento PICROT y SACLOF, se observaron reducciones (-
9% + 5%; -9% + 4%) respectivamente, en las variaciones estudiadas, de lo cual se derivé que
ninguno de los recptores predomind en su participacion en la accion del neurotransmisor basal
. En los grupos con pre-tratamiento, apreciamos reduccion (-2% + 2%) en el grupo
(PICROT +GABA) y aumento (4% + 3%) en el grupo (SACLOF+GABA) en la variacion de
la amplitud estudiada, de lo cual se establecié un orden de participacion de los receptores
como GABAB > GABAA .en la mediacién de la accidn de este neurotransmisor exégeno.

El tipo de efecto (aumento o reduccion) del GABA microinyectado o el basal, el cambio
porcentual en la duracion de los Pots.A y la secuencia de participacion mediante la cual
probablemente los receptores median el efecto del GABA, son tres caracteristicas que pueden

ser considerados para identificar las ratas hipertensas y las Sprague-Dawley.

En la TABLA XXV se reportan las variaciones porcentuales en la amplitud de los Potenciales
de Accion de neuronas del NTS de ratas SHR y normotensas, debido a la accién del GABA
microinyectado (grupo GABA); se aprecio que en las ratas SHR, esta sustancia produjo un
aumento porcentual (11%+10%) y reduccion en las ratas normotensas (-8% = 3 %) sobre la
amplitud de los Pots.A; cuando se realiz6 la comparacion y el analisis estadistico de estos
cambios, para este grupo de tratamiento, los mismos no fueron estadisticamente significativos,
por ello no fueron de utilidad para formular un criterio accion estudiados. Al atender en la
mencionada tabla, los efectos de los antagonistas sobre el GABA basal (grupos PICROT y
SACLOF); comparar y analizar estadisticamente las variaciones porcentuales en la amplitud
de los Potenciales de Accion observadas en los grupos de tratamiento, apreciamos, que la
magnitud de los aumentos en las ratas SHR fueron significativamente mayores a las
reducciones observadas en las ratas normotensas (17% * 12% vs -9% + 5% p< 0,05; 20% *
11% vs -9% + 4% p< 0,01). Por otro lado, el orden de participacion de los receptores fue en
las SHR, GABAB>GABAA y como GABAA = GABAB sin predominio de alguno en las
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Sprague-Dawley.. Considerando el caso del GABA basal, los resultados de tipo (incremento
en las SHR y reduccion en las SD), la significacion del cambio apreciado (mayor en las SHR
que en las SD), observados al estudiar los efectos de este neurotransmisor sobre la amplitud de
los Pots.A de las neuronas del NTS, asi como la clara secuencia de participacion de receptores
en SHR (GABAB>GABAB); todos ellos permiten establecer criterios de particularizacion
entre las ratas hipertensas y las normotensas. De esta manera el GABA basal contribuye al
aumento significativo de la amplitud de los Pots.A, registrados en el NTS de ratas hipertensas.
Por otro lado, a partir de lo observado para el GABA exdgeno y del analisis del grupo de
tratamiento (SACLOF+GABA), apreciamos que se produjo una aumento porcentual de la
amplitud de los Pots.A en las ratas hipertensas y en las normotensas; sin embargo, la
magnitud de los cambios no fueron significativos; al considerar el grupo (PICROT+GABA)
apreciamos que se produjo una reduccion porcentual de la duracion, en los dos grupos de ratas
estudiadas; aunque la magnitud de las reducciones no fueron significativa. Se observd que la
accion de los antagonistas sigue la misma secuencia para antagonizar los efectos del
neurotransmisor exdgeno en ambas grupos de ratas. Los resultados considerados no son de
utilidad para formular criterios que permitan calificar las ratas hipertensas y las normotensas,
en base al efecto del GABA exogeno sobre la amplitud de los potenciales de accion

estudiados.

11.- CORTE CEREBRAL E INDICACION DE POSICION DE LA PUNTA DEL
ELECTRODO.

La fig. 26 muestra la fotografia de un corte cerebral de una rata de la cual se obtuvieron
registros de actividad neuronal del NTS; en la misma mediante una flecha blanca y una marca
azul, se indica el lugar donde se localizé la punta del microelectrodo empleado para el registro
y la aplicacién por microiontoforesis de sustancias. Adicionalmente para mayor referencia se
incorpora una representacion de un corte coronal del cerebro de rata, pertencieicnate al Atlas
cerebral (132), sefialando el ndcleo Intermedio del Tracto Solitario (Sol IM) y marcas de

registros (triangulos negros).
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DISCUSION

1.- EFECTOS DEL GLUTAMATO Y GABA SOBRE LA PRESION ARTERIAL Y LA
FRECUENCIA CARDIACA EN RATAS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS
(SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

La Tabla | muestra los valores de Presion Arterial (PA) y de Frecuencia Cardiaca (FC)
registrados en condiciones basales, en ratas normotensas y las hipertensas; se puede apreciar
que la Presion Sistdlica (PS) en las hipertensas fue significativamente (p < 5%) mayor que la
correspondiente a los animales normotensos estudiados, este valor pudiera representar una
caracteristica distintiva de las ratas hipertensas. Igualmente en las SHR, los valores de Presion
Media (PM) y la FC registrados fueron mayores que los de las normotensas, pero los mismos
no representaron alguna diferencia significativa.

Cuando se analizan los valores reportados en la TABLA 11 de un grupo de 6 ejemplares de
ratas normotensas a los cuales se les microinyectd 3ul de GLUTAMATO en el NTS,
observamos que ocurrio una elevacion significativa (p < 5%) de la PS, cuando se compararon
con los valores controles; también se aprecio una tendencia al incremento en los otros valores
de presion y en la FC.

Al analizar los valores promedios reportados en la TABLA 11l de un grupo de 6 ratas
hipertensas, a los cuales se les microinyectd GLUTAMATO en el NTS, se pudo observar en
las Presiones arteriales PS y Diastélica (PD), que ocurrieron incrementos significativos (p <
5%) y ademas, una tendencia al incremento en la presion Media (PM) y de la frecuencia
cardiaca (FC). Los datos reportados acerca del efecto de la inyeccidén intranuclear de
Glutamato en el NTS de ratas SHR, coinciden con lo reportado por otros investigadores (148).
Nosotros reportamos en la TABLA Il, que la inyeccion de Glutamato en el NTS de las ratas
normotensas estudiadas, produjo aumento significativo de la PS (p< 0,05) y una tendencia al
incremento en los valores de PD y PM, asi como de la FC; contrariamente los investigadores
ya sefialados (148) no reportaron cambio significativo alguno cuando realizaron la

microinyeccion de este neurotransmisor en ratas normotensas.
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En la TABLA 1V, al analizar los valores de presién y frecuencia cardiaca de ratas
normotensas, a las cuales se les microinyecté 3ul de GABA en el NTS, apreciamos una
disminucién significativa de la PD (p < 5%) Yy se pudo observar que los otros valores de
presion y de la FC, no mostraron cambios significativos. Al analizar la TABLA V, en la cual
se reportan los tres valores de la PA y el de FC en ratas hipertensas, a las cuales se les
microinyectd 3ul de GABA en el NTS, apreciamos que el GABA produce una disminucion
altamente significativa (p < 1%) de la PS y una tendencia a la reduccion en los otros dos
valores de PA y la FC. Los datos relacionados con la disminucién de la PA en las ratas SHR,
coinciden con lo reportado por los investigadores ya mencionados (149); igual como lo
sefialamos para el caso del GLUTAMATO, reportamos un efecto depresor igual en ratas
Sprague-Dawley, mientras que aquellos autores no lo hicieron. Es posible que la cantidad de
los neurotransmisores representen uno de los factores que explicaria la diferencia en los
reportes, dado que las inyecciones se realizaron incrementando las cantidad y el valor sefialado
se considero apropiado por la posibilidad de reproducir los resultados en ambos grupos de
animales, la mayor cantidad de los neurotransmisores permite una difusidbn mayor y quizas
afectando las unidades cercanas y lejanas casi con la misma cantidad, unidades que participan
de la activacion simpatica y otras que las inhiben; aunque no se reportan, se hicieron pruebas
con CINa en los dos grupos de animales y no apreciamos efectos significativos sobre la
presion arterial y la FC. Estos efectos pudiesen ser consecuencias de la activacion de algun
centro hipertensor en el nucleo estudiado; al respecto es necesario destacar que se han
postulado en el NTS de ratas, la existencia de dos regiones que controlan laPA y la FC; una
localizada en la region medial y dorsomedial responsable de que no ocurra una elevacion de la
presion arterial, cuya destruccion produce hipertension y muerte; otra localizada en la region

comisural la cual es responsable de la hipertension observada en las ratas SHR (33).

2.- DISTRIBUCION DE LAS RESPUESTAS (No de ESPIGAS/SG) CUANDO SE
INCREMENTAN LAS DOSIS (10-125 NA) DE GLUTAMATO ADMINISTRADO POR
MICROIONTOFORESIS EN EL NTS DE LAS RATAS NORMOTENSAS (SPRAGUE-
DAWLEY) E HIPERTENSAS (SHR).

112



En la figura 10 se reproduce la relacion dosis-respuesta de las ratas normotensas e hipertensas,
las cuales bajo la aplicacién en el NTS de corrientes-dosis crecientes de GLUTAMATO
siguen un patrén gausiano, con valor medio de 70 nA en las normotensas Yy otro con valor
medio superior a 70 nA en las hipertensas; estas curvas parecieran indicar la presencia de un
mecanismo que limita la actividad de las neuronas barosensibles del NTS a la excitacion
excesiva en las ratas normotensas, por ello es probable que una elevada cantidad de un
neurotransmisor excitador, que se le microinyecta por microiontoforesis a las neuronas del
NTS en ratas normotensas pueda provocar que las mismas limiten su descarga a un valor
maximo, incluso se inhibe la respuesta a altas dosis de GLUTAMATO; contrariamente, un
comportamiento algo diferente, parece operar en las ratas SHR, donde a los incrementos del
neurotransmisor aplicados se responde con incrementos mayores en la frecuencia de descarga
de las neurona barosensibles del NTS. Paton y colaboradores (133), reportaron que un
porcentaje elevado de las neuronas barosensibles del NTS, mostraban lo que ellos llamaron
“Patron adaptativo” en la frecuencia de descarga ante incrementos crecientes del estimulo
baroreceptor; esto es, cuando se incrementé en forma de rampa la presion a nivel del seno
carotideo ipsilateral, se aprecié un patron de respuesta evocada en las neuronas barosensibles,
que consistio de un incremento en amplitud y frecuencia de los potenciales postsinapticos
excitatorios (EPSPs) o la frecuencia de potenciales de accién, a medida que la presion fue
elevada; sin embargo, durante el desarrollo de la accion presora, la relacion EPSPs/frecuencia
de descarga, alcanzd un maximo y disminuy0, mientras la presion continud incrementandose;
posterior al cese de la estimulacion barorreceptora el potencial de membrana se hiperpolarizé
en 5.0 £+ ImV por debajo del potencial de membrana en reposo y hubo una reduccién en la
generacion de los EPSPs nuevos, que transcurrié 10-15 sg; esto ultimo se llamé
“Hiperpolarizacion evocada”. El incremento en magnitud y frecuencia de los EPSPs, ademas
de la frecuencia de los potenciales de accidn, la hiperpolarizacion evocada, junto con una
resistencia de entrada baja que convierte a la neurona inexcitable ante nuevos estimulos,
pueden operar como mecanismos protectores en tales células barosensibles ante un exceso de

estimulacion baroreceptora (133). Contrariamente, las unidades (sensibles a cambios de
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presion sanguinea) del NTS en ratas SHR parecen haber perdido alguno o todos estos
mecanismos protectores o0 poseer una capacidad para soportar o adaptarse a una mayor y
excesiva cantidad del agente excitante y asi atenuar o compensar los efectos dafiinos a la
célula barosensible de este nlcleo; es decir, nos atrevemos a especular que probablemente un
potencial de membrana de reposo hiperpolarizado (quizas debido a una actividad aferente
inhibitoria elevada) con relacion al observado normalmente en ratas normotensas, que pueda
aminorar los efectos de reduccion de la resistencia de entrada, haciendo a las neuronas mas
factibles de responder a nuevos estimulos excitadores; ademas ello puede favorecer el
aumento en magnitud y la frecuencia de los EPSP y la frecuencia de generacion de los
potenciales de accion, permitiendo un rango mas amplio de respuestas ante el estimulo
barorreceptor y una reduccién de la hiperpolarizacion evocada post estimulacion, todo lo
cual contribuiria a la excitacion de la célula barosensible, ante nuevos estimulos; de esta
manera, en las ratas hipertensas, expuestas a un nivel elevado de excitacion no pudieran
mantener el mecanismo observado en las unidades barosensibles del NTS de la ratas
normotensas. Al estudiar el grupo de animales hipertensos se puede reflexionar acerca de lo
que inicia la hipertension cronica; han sido reportados en el NTS de ratas convertidas en
hipertensas mediante engrapado renal e igualmente en las SHR, niveles elevados de RNA
mensajero de receptores GABAB (48, 168). La sensibilidad de los barorreceptores arteriales se
altera en la hipertension, de tal manera que el umbral del estimulo de presion necesario para
evocar respuesta se eleva; asi tenemos que el numero absoluto de aferentes barorreceptores
descargando a una dada presion se incrementa en la hipertensién cronica; en conejos
hipertensos, el 91% de las fibras barorreceptoras aferentes mielinizadas y 28% de las
nomielinizadas descargan al nivel de reposo de la presion arterial; en los conejos hipertensos
cronicos, el 100% fibras barorreceptoras aferentes mielinizadas y 78% de las nomielinizadas
responden al nivel hipertensivo de reposo de la presion arterial (76) lo que sugiere un gran
incremento en la descarga aferente excitatoria hacia el NTS en los animales hipertensos
cronicos como resultado del reclutamiento de fibras aferentes no mielinizadas. Se han
reportado niveles reducidos del RNAm de la subunidad GABAA-a1 en neuronas del NTS de

ratas convertidas en hipertensas por engrapado renal, lo que sugiere que la reducida respuesta
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mediada por los receptores GABAA observada en vivo y en vitro, puede ser el resultado de
bajos niveles de estos receptores; esta reduccion se pudo abolir por el corte de los nervios
depresores del seno carotideo y adrtico que eliminaba la informacion aferente al NTS antes
que se desarrollara la hipertension; interpretdndose entonces, que la expresion baja de la
subunidad en las neuronas barosensibles del NTS en hipertension, es dependiente de la
activacion aferente barorreceptora en este nucleo (202). Por otro lado, si la descarga
barorreceptora excitatoria aferente al NTS es elevada en Hipertension, deberia esperarse que
las neuronas barosensibles de este ndcleo descargaran de forma elevada, sin embargo, en las
ratas hipertensas por engrapado renal, tal actividad no es diferente de las normales, lo cual
supone que en hipertension debe ocurrir un incremento de la inhibicion mediada por
receptores GABAB que limiten el impulso excitatorio a las unidades barosensibles del NTS
(118). Sin embargo, se ha demostrado que la activacion de receptores GABAB con Baclofen
un agonista GABAB, no influye la endocitosis de los receptores en las neuronas del NTS (190,
52), mientras que aumenta la degradacion por mecanismos independiente de endocitosis (52).
Una posibilidad a considerar seria un aumento del flujo de Calcio a través de canales voltaje
dependiente, fendbmeno que se ha descrito en el NTS de ratas hipertensas (171), entonces se
produciria aumento del Calcio intracelular y ello podria iniciar alteraciones en la expresion
genética, lo cual influiria alguno de los mecanismos que alterarian la funcidn de los receptores
de GABA.

La figura 11 reproduce el efecto de la microinyeccion por iontoforesis de GABA en el NTS de
las ratas SHR, lo cual produjo una marcada reduccion de la frecuencia de descarga; este efecto
pudiera estar relacionado con la presencia de un mayor nimero de receptores GABAB. La
activacion de estos receptores disminuye la conductancias de Ca*? e incrementa la de K!* en
la membrana neuronal (67, 11)) ambos efectos pudieron facilitar hiperpolarizacién y como
consecuencia una reduccién de la frecuencia de descarga de estas células barosensibles.
Igualmente, los receptores GABAA por su incremento de la conductancia al ion CI”, permite
que este pueda ingresar al interior celular y con ello también favorecer la hiperpolarizacion de
la células estudiadas. Otras evidencias, permiten sostener las anteriores afirmaciones: Los

receptores GABAB son del tipo metabotrépicos dependientes de la proteina G, ellos median
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dos tipos de inhibicion, la presinéptica via la reduccion de la conductancia del ion calcio que
ocasiona una disminucion de la exocitosis del neurotransmisor dependiente de calcio; mientras
que la postsinaptica mediante un incremento de la conductancia del i6n potasio lo que produce
una hiperpolarizacion de la membrana postsindptica; en el NTS la inhibicion se expresa
predominantemente en neuronas que participan de la transmisién de sefiales de aferentes
barorreceptores mediante la via polisindptica y en muy reducido grado en aquellas que
participan de la transmisién por via monosinéptica (21, 199). La respuesta presora a la
estimulacion de receptores GABAB en el NTS mediante la microinyeccion de Baclofen
(agonista GABAB) fue exagerada en las ratas SHR, mientras que la misma respuesta por
estimulacion de receptores GABAA por la microinyeccion de Muscimol (agonista GABAA)
en el mismo nucleo, no se observo con tal exageracion (24). Han sido reportados niveles
elevados de RNA mensajero de los receptores GABAB en el NTS de ratas SHR vy ratas
Sprague-Dawley convertidas en hipertensas (4 a 5 semanas) mediante engrapado renal (49 );
(48), 168); sugiriendo que la hipertension produce cambios dinamicos en los mecanismos
dependientes de receptores al interior del NTS. En ratas Sprague-Dawley convertidas en
hipertensas al ser tratadas con acetato de deoxycorticosterona y sal, asi como en las SHR, la
respuesta depresora producida por el bloqueo de receptores GABAB en el NTS mediante la
inyeccion de CGP 35348 (antagonista GABAB) fue 75% mayor comparada con la observada
en los controles, sugiriendo que la transmision neural mediada por receptores GABAB en el
NTS puede contribuir a la elevada presion observada en los modelos de hipertension en
animales ((182). En ratas convertidas en hipertensas por engrapado renal, el Baclofen
(agonista GABAB) causa un aumento en la inhibicién presinaptica de la liberacion de
Glutamato desde aferentes barorreceptores a neuronas de 2do orden en el NTS; igualmente,
causa un aumento en la respuesta inhibitoria postsinaptica a través de la mediacion de
receptores GABAB en las mismas neuronas. (203, 201), por lo que estos receptores parecen
ser importantes en la generacién de hipertension.

Al considerar la curva dosis-respuesta expresando el efecto del GABA microinyectado por
iontoforesis en el NTS de las ratas Sprague-Dawley y representado en la figura 12; se aprecia

una reduccion de la frecuencia de descarga en comparacion a los controles (rango entre 50-100
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nA), este efecto inhibitorio se aprecié de una magnitud baja si se compara con lo observado
en las ratas SHR; sin embargo, tal fendmeno puede interpretarse en el contexto de una
inhibicion presinaptica y postsinptica, ésta Ultima mediante hiperpolarizacion de las
neuronas barosensibles del NTS por parte de este neurotransmisor, la sensibilidad y la
influencia de la hipertension. EI GABA, ejerce su inhibicion mediante la activacion de
receptores localizados en terminales nerviosos presindpticos y células nerviosas
postsinapticas; ademas en sus acciones dos tipos de receptores a GABA han sido
determinados, el receptor GABAA, pentamérico, asociado a canales de Cloro y primariamente
participa en la inhibicién a nivel postsinaptico (111); mientras que el GABAB, esta acoplado a
la Proteina G y puede inducir una reduccion de la conductancia del calcio para mediar la
inhibicion presinaptica e incrementar la conductancia del potasio para generar inhibicion
postsinaptica (183). ElI mecanismo por el cual la activacion de receptores GABAA
postsinapticos provocan hiperpolarizacion en células nerviosas madura, consiste en activar
canales de CI" que permiten su ingreso a la célula la cual posee una [CI]i muy baja y
siguiendo su gradiente de concentracion alcanzar el potencial de equilibrio (Eci.) para este
ion, este tiene un valor mas negativo que el potencial de membrana en reposo; la
hiperpolarizacién puede mantenerse gracias a la existencia de cotransportadores de CI’; el tipo
KCC2 que predomina y extrae un ion CI” junto a un ion K* ; ademas existe el tipo NKCC1 el
cual extrae Na*/K* junto con dos iones de CI ; adicionalmente se localizan canales del ion
cloro dependiente de voltaje; todos estos mecanismos permiten mantener a nivel bajo al
concentracion intracelular del ion cloro en una célula madura, favoreciendo la
hiperpolarizacién y de esta manera se puede reducir la frecuencia de descarga de la neurona
(12). Resulta interesante sefialar que las respuestas presora y la de la descarga simpatica,
inducida por la microinyeccién en el NTS de agonistas GABAA no son diferentes, cuando se
comparan las observadas en las ratas normotensas con las de ratas hipertensas SHR, DOCA-
sal y las de engrapado renal (48, 182, 196); contrariamente, las mismas respuestas inducidas
por la microinyeccién en el NTS de agonistas GABAB, en las ratas hipertensas SHR, DOCA-
sal y las de engrapado renal estan aumentadas cuando se comparan con las observadas en ratas

normotensas (48, 182, 196) 185), sugiriendo un efecto de la hipertension sobre los
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mecanismos de inhibicion del GABA. Adicionalmente, un efecto similar se puede indicar en
la sensibilidad al GABA, en experimentos in vivo se han reportado cambios de la sensibilidad
al GABA por parte de neuronas del NTS, es decir la habilidad de Muscimol (agonista
GABAA) para inhibir la descarga evocada por la activacion barorreceptora del nervio aortico
fue reducida en animales con 1 a 4 semanas de hipertension; contrariamente, la habilidad de
Baclofen (agonista GABAB) para inhibir la descarga evocada por la activacion barorreceptora
del nervio adrtico fue incrementada en animales con 1 a 4 semanas de hipertension (112).

Las adaptaciones en las neuronas del NTS que reciben informacién desde los barorreceptores
arteriales periféricos son significativas, al considerar el papel del reflejo barorreceptor en la
Normotensién y la Hipertension; en ratas hipertensas mediante el engrapado renal, se
incrementa 50% la variabilidad de la presion arterial media (PAM), expresando un reducida
capacidad amortiguadora del reflejo barorreceptor; por otro lado, cuando se considera en las
normotensas, la denervacion de los barorreceptores del seno carotideo, que elimina la llegada
de informacion presora al SNC, se produce un incremento del 50% en la variabilidad de la
misma presion; mientras que la misma maniobra en las ratas hipertensas por engrapado renal,
produce una variabilidad que es el doble de la observada en las normotensas. Estos resultados
parecen indicar que la contribucién del reflejo barorreceptor a los mecanismos que minimizan
la variabilidad de la PAM es mucho mayor en las ratas hipertensas (conservando la inervacién
barorreceptora) en comparacion a las normotensas; esto es importante debido a que el aumento
de la variabilidad de la presion arterial media esta asociada con el incremento de riesgo para
los casos de mortalidad cardiovascular por infarto al miocardio, ataque o lesiones de 6rganos

blancos tales como el corazon, rifidn y los vasos sanguineos (68).

3.- EFECTOS DEL GLUTAMATO Y SUS ANTAGONISTAS MICROINYECTADOS
POR MICROIONTOFORESIS SOBRE LA FRECUENCIA DE DESCARGA DE
NEURONAS BAROSENSIBLES DE LAS RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y LAS
NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).
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La figura 13.- muestra los histogramas (promedios + SEM) de la frecuencia de descarga de
unidades del NTS de ratas SHR en condiciones CONTROL y bajo la accién de las sustancias
NBQX (antagonista de receptor NO-NMDA tipo AMPA) MK-801((+)-5-metil-10,11-dihidro-
5H-dibenzo[a,d]ciclohepten-5,10-imine maleato; antagonista no competitivo del receptor
NMDA) y el MgCI2 como bloqueador del canal del receptor a Glutamato tipo NMDA. Se
puede apreciar que las tres sustancias reducen significativamente la frecuencia de descarga al
compararse con la observada en los CONTROLES, siendo el efecto del NBQX el de mayor
significacion (p < 0,01) y el de las otras dos sustancias a nivel de p < 0,05. Ademas estos
resultados nos permiten sefalar la presencia de receptores NO-NMDA (tipo AMPA) vy
NMDA sensibles a GLUTAMATO en estas neuronas del NTS de ratas hipertensas (SHR).
Con el fin de destacar la mediacion de los tipos de receptores en la accion del GLUTAMATO,
en la interpretacion de estos datos, se considerara que al utilizar el antagonista NBQX, se
bloquea un receptor no-NMDA y se evalia el efecto del GLUTAMATO ya sea como
enddgeno o exdgeno; de igual manera al bloquear el receptor NMDA con MK-801 o MgCI2,
se evalla el efecto del GLUTAMATO en las condiciones anteriormente mencionadas. No se
descartan los efectos observados en la accion del GLUTAMATO a través de la mediacion de
receptores metabotropicos, pero experimentalmente no podemos estimar tales efectos.

Los valores anteriormente nos permiten sefialar en estas neuronas barosensibles del NTS en
las ratas SHR, la presencia de receptores a Glutamato del tipo No-NMDA por la accién
antagonizante del NBQX y del NMDA por la accion del antagonista MK-801 y la accion del
MgCI2 como bloqueador del canal iénico sensible a Mg®* presente en estos receptores. Los
datos reportados en la TABLA VI, muestran los valores que sirven de base para la figura 13 y
para estimar la participacion de los receptores No-NMDA y el NMDA en la mediacion del
efecto del GLUTAMATO enddgeno; Se estim6 la magnitud de las reducciones significativas
de la frecuencia de descarga con respecto a la observada en el grupo CONTROL, cuando se
emple6 un antagonista especifico en las células estudiadas. De esta manera cuando se emple6
el antagonista de receptores No-NMDA, es decir el NBQX se produjo la mayor reduccion
significativa (p< 0,01)de la frecuencia de descarga, este resultado indic6 la mayor

participacion de los receptores No-NMDA del tipo AMPA en la respuesta observada en el
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grupo CONTROL dependiente del GLUTAMATO enddgeno; en un segundo grado se aprecia
la reduccion significativa (p<0,05) de la frecuencia de descarga cuando se emplea el
antagonista MK-801, esto indic6 que receptores NMDA sensibles al MK-801 participan en
segundo orden en la generacion de la frecuencia de descarga observada en el grupo
CONTROL; finalmente se aprecia una reduccion significativa (p<0,05) cuando se utiliza el
MgCl,, el cual se emple6 como bloqueador del canal ibnico de receptores tipo NMDA. De
esta manera podemos sefialar que el GLUTAMATO enddgeno media su accién excitatoria con
la mediacion de los receptores tipo No-NMDA primariamente, en segundo término los NMDA
sensibles a MK-801 y finalmente los sensibles al MgCl, que son igualmente NMDA. Los
receptores No-NMDA sensibles al NBQX, son los llamados AMPA, activados primariamente,
ellos que son canales idnicos con permeabilidad a los ion Na* y K*, pueden facilitar la
despolarizacion suficiente para incrementar la frecuencia de descarga en estas neuronas (81)
pero ademas pueden contribuir a la activacion de los receptores NMDA, los cuales estan
asociados con canales i6nicos que tienen elevada permeabilidad al ion Ca?* (151), lo cual
contribuiria con despolarizacion adicional que facilite el incremento de la frecuencia de
descarga en las celulas estudiadas. Es en este orden de participacion de los receptores que
pudiera esperarse un incremento notable de la frecuencia de descarga de las células del NTS
en las ratas hipertensas (SHR). Por otro lado, el canal iénico del NMDA posee una elevada
sensibilidad a que el canal sea bloqueado por el Mg?*, la misma parece estar relacionada con
el residuo de Asparagina del segmento de la proteina transmembrana 2 que forma el canal
(151); el i6n  Mg®* juega un papel inhibitorio en las neuronas del RVLM e inhibe las
respuestas evocadas por agonistas NMDA y de receptores metabotropicos de Glutamato en
este caso, apreciamos unos valores indicativos de un efecto de menor magnitud por parte del
i6n Mg?* sobre la frecuencia de descarga observada en el grupo control, quizas debido a que
este i6n ejerce su efecto al estar el receptor activo, el canal idnico abierto y el potencial de
membrana con valores negativos; en este caso, es probable un bajo nGmero receptores activos
con sus canales abiertos y una inhibicién reducida.

En la figura 14 se reportan el incremento significativo de frecuencia de descarga de las

neuronas barosensibles del NTS en ratas SHR, por efecto del Glutamato exdgeno y las
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acciones antagonicas estadisticamente significativas (p<0,05) de las sustancias MK-801,
NBQX y MgCl; en ratas SHR sobre el mismo efecto de este neurotransmisor microinyectado
en una segunda oportunidad.

Los valores reportados en la TABLA VII, que sirven de base para la figura 14, se pueden
interpretar considerando que el GLUTAMATO iotoforéticamente microinyectado en el NTS
de ratas SHR, a través de la interaccion con receptores No-NMDA y NMDA produjo un
incremento significativo (p<0,05) de la frecuencia de descarga en las neuronas estudiadas.
Para estimar la mediacion de los receptores en el efecto del GLUTAMATO exdgeno, sus
acciones se evaluaron en preparaciones en las cuales las neuronas habian recibido previamente
un pre tratamiento con un antagonista especifico, ello produjo reducciones significativas de la
frecuencia de descarga en las células estudiadas, cuando se compara con el resultado obtenido
en la primera aplicacion, de esta manera la mayor reduccion significativa (p<0,05), en la
frecuencia de descarga se observd cuando se utilizd el MK-801, el cual es un antagonista
NMDA,; en segundo orden se reporta la reduccion significativa (p<0,05) cuando se utilizo el
NBQX un antagonista No-NMDA vy finalmente se pudo apreciar la reduccion significativa
(p<0,05) cuando se empled el MgCl,, como bloqueador del canal i6nico del receptor NMDA.
Estos resultados nos permiten sefialar que el GLUTAMATO ex0geno parece mediar su accion
en primer término por la participacion de receptores NMDA sensibles a MK-801, en segundo
lugar por la participacion de receptores No-NMDA sensibles a NBQX vy en tercer lugar por la
mediacion de receptores NMDA gue son susceptibles de bloqueo de su canal i6nico por el i6n
Mg?" en neuronas barosensibles del NTS en ratas SHR. Como explicacién a este resultado
cabria mencionar que el GLUTAMATO ex0geno o microinyectado, representd una cantidad
en exceso de este neurotransmisor, es probable que ello permitié la participacion quizas
simultdnea de los dos tipos de receptores, dado que particularmente los del tipo NMDA
requieren de una fuerte despolarizacion de la neurona para excitarla y para ello es necesario
que se produzca la eliminacion del bloqueo del ion magnesio de su canal ibnico. Lo sefialado
puede ocurrir por la mediacion del receptor AMPA (No-NMDA), debido a que esta asociado a
canales que son permeables a Na™ y K*, lo que favorece una despolarizacion réapida e inicial, la

cual, contribuye al desblogqueo del canal i6nico del receptor NMDA,; de esta manera, el exceso
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de GLUTAMATO puede contribuir secundariamente a una mayor despolarizacion por
activacion directa del receptor NMDA,; todo ello facilitaria el incremento de la frecuencia de
descarga observada cuando se microinyecta GLUTAMATO en el NTS de esta células en las
ratas hipertensas (SHR), superando la influencia inhibitoria que se ejerce sobre estas neuronas
(133) y ademas, la probable actividad reducida de los mecanismos de adaptacion de estas
neuronas del NTS a la elevada excitacion (133) que limitan el efecto de la sobreexcitacién en
neuronas del NTS de ratas normotensas, impidiendo un incremento en la concentracion
intracelular de calcio y sus efectos neurotoxicos (133). Todo lo cual, pudiera plantear otros
tipos de adaptaciones ante los efectos de la elevada excitacién junto con la existencia de
mecanismos que redujeran el efecto toxico del ion calcio en unidades barosensibles del NTS
de ratas SHR. En este caso, igualmente apreciamos unos valores indicativos de un efecto de
menor magnitud por parte del i6n Mg?* sobre la frecuencia de descarga observada en el grupo
control, quizas debido a que este i6n ejerce su efecto al estar el receptor activo con su canal
ionico abierto y el potencial de membrana con valores negativos; en este caso, es probable un
bajo numero receptores activos con sus canales abiertos y una inhibicién de magnitud

reducida.

La figura 15, muestra los histogramas (promedios + SEM) de la frecuencia de descarga de
unidades del NTS de ratas normotensas en condiciones CONTROL y bajo la accion de las
sustancias NBQX, MK-801 y el MgCI2 como blogueador del canal del receptor a Glutamato
tipo NMDA. Se puede apreciar que los dos antagonistas Yy el bloqueador del canal idnico del
receptor NMDA, reducen significativamente la frecuencia de descarga en comparacion a lo
reportado en el grupo CONTROL, siendo el efecto del MgCI2 el de mayor significacién (p <
0,01) y el de las otras dos sustancias a nivel de p < 0,05. Las sustancias empleadas y el
blogueador, antagonizaron el efecto del GLUTAMATO (producido en condiciones basales o
enddgeno), sobre la frecuencia de descarga de las neuronas barosensibles del NTS. Ademas
estos resultados nos permiten sefialar la presencia de receptores No-NMDA (tipo AMPA) y
NMDA sensibles a GLUTAMATO en estas neuronas del NTS de ratas normotensas.
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Los valores registrados en la TABLA VIII que sirven de base a la figura 15, se pueden
interpretar considerando la participacion de los receptores No-NMDA y NMDA en la
mediacion del efecto del GLUTAMATO basal, que produce incremento en la frecuencia de
descarga de estas neuronas; para estimar la mediacion de los receptores, se consideran la
reducciones significativas de la frecuencia de descarga con respecto a la observada en el grupo
CONTROL, cuando se emplea un antagonista especifico o el bloqueador en las células
estudiadas; de esta manera la mayor reduccion significativa (p< 0,01) de la frecuencia de
descarga ocurrié cuando se empled el MgCl,, el cual se utiliz6 como blogueador del canal
ionico de receptores tipo NMDA,; en un segundo grado se aprecia la reduccién significativa
(p<0,05) de la frecuencia de descarga cuando se emplea el antagonista MK-801, esto indico
que receptores NMDA sensibles al MK-801 son responsables en segundo orden de la
reduccion de la frecuencia de descarga observada en el grupo CONTROL vy finalmente se
aprecia una reduccion significativa (p<0,05) cuando se utiliza el antagonista de receptores No-
NMDA, es decir el NBQX. Estos resultados indicaron si bien una mayor participacion de los
receptores NMDA sensibles al MgCl,, el efecto de esta sal es bloquear el canal idnico de este
receptor, este ion ejerce su efecto al estar el receptor funcional con su canal ionico abierto y el
potencial de membrana con valores negativos; asi este resultado se puede explicar
considerando la existencia de un nimero importante de los receptores NMDA funcionales, con
canales idnicos abiertos debido a la depolarizacion por la activacion de receptores No-NMDA
y una elevada inhibicion de las neuronas barosensibles por el mecanismo protector ya
mencionado para estas ratas normotensas; por otro lado, es indicativo de la accion del
GLUTAMATO endogeno, lo reportado para la mediacion de receptores NMDA sensibles al
MK-801 y el de los receptores No-NMDA sensibles al NBQX. Considerando una reduccién
en la frecuencia de descarga significativamente similar (p<0,05) por la participacion de
receptores NMDA y los receptores No-NMDA; el efecto del GLUTAMATO enddgeno,
podria ser explicado a partir de la participacion del mecanismo de proteccion que poseen
estas células ante la estimulacion excesiva con un agente excitatorio (Paton y cols., 201),
concepto que aplicado a los receptores NMDA, podemos considerar que estos receptores

tienen una alta permeabilidad al Ca®", que son permeables a Na* y K" y que ademas exigen un
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potente impulso sindptico para su activacion, lo cual les permite producir una sostenida
despolarizacion que conduce a repetidas descargas en salvas (151); por otro lado, que Ilo
descrito en los No-NMDA es diferente, en el sentido que con una reducida participacion,
quizds menos numerosos 0 menos sensibles, sin embargo mas susceptibles de producir
despolarizaciones y de esta manera facilitar la activacion de los receptores NMDA; por ello en
estas células la activacion de menores cantidades de receptores No-NMDA, limitarian los
efectos de la activacion de los receptores NMDA por las implicaciones neurotoxicas de
incrementar la concentracion intracelular del i6n calcio; conservando esta secuencia para la
activacion de los dos tipos de receptores, ello formaria uno de los componentes del mecanismo
de proteccion mencionado; aunque activos, ambos pueden contribuir al incremento controlado
de la frecuencia de descarga, tal como se observé en las curvas dosis-respuestas en las células
estudiadas.

En la figura 16, se reportan el incremento significativo (p<0,05) de la frecuencia de descarga
de las neuronas del NTS, por efecto del Glutamato microinyectado por microiontoforesis o
exogeno y las acciones antagonicas de las sustancias MK-801, NBQX y MgCl, sobre la
frecuencia de descarga de neuronas barosensibles en ratas normotensas. Al comparar el efecto
de los antagonistas sobre la accion del Glutamato en la frecuencia de descarga de neuronas
barosensibles del NTS y observando los valores de la TABLA 1X, los mismos siguen la
secuencia MK-801>NBQX>MgCl, en relacion a su efecto de antagonizar la accion del
Glutamato exdgeno. El pre-tratamiento con los antagonistas MK-801 y NBQX producen la
accion antagonizante sobre el Glutamato exdgeno en la misma magnitud, aunque mayor que la
ejercida por el MgClI2.

Los datos reportados en la TABLA [IX, se pueden interpretar considerando que el
GLUTAMATO iotoforéticamente microinyectado en el NTS de ratas normotensas, a través de
la interaccidn con receptores No-NMDA y NMDA produjo un incremento significativo de la
frecuencia de descarga en las neuronas estudiadas (p<0,05). Para estimar la mediacién de los
receptores en el efecto del GLUTAMATO exdgeno, sus acciones se evaluaron en
preparaciones en las cuales las neuronas habian recibido previamente un pre tratamiento con

un antagonista especifico, luego una segunda aplicacion de GLUTAMATO produjo
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reducciones significativas (p<0,05) de la frecuencia de descarga en las células estudiadas,
cuando se compara con el resultado obtenido en la primera aplicacion. De esta manera la
mayor reduccién significativa de la frecuencia de descarga (p<0,05) se observé cuando se
empled el antagonista MK-801el cual bloquea receptores tipo NMDA, en el mismo orden se
reporto la reduccion significativa (p<0,05) cuando se utilizd el antagonista de receptores No-
NMDA, sensibles a NBQX, los llamados AMPA; finalmente se reporta la reduccion
significativa (*p<0,05) al emplearse el MgCl, como bloqueador del canal idnico de receptores
NMDA y sensible a Mg?*. Para el GLUTAMATO exdgeno, la mediacién con participacion
casi igual de los receptores NMDA sensibles a MK-801 y receptores No-NMDA, sensibles a
NBQX, podria explicarse considerando lo ya sefialado en cuanto al mecanismo de proteccion
(133), el cual ante un exceso de GLUTAMATO, pareciera un reclutamiento de los dos tipos
de receptores, donde el NMDA, con su exigencias para activacion limitaria la excesiva
activacion. En relacion al MgCl, los resultados reportaron una menor participacion de los
receptores NMDA sensibles al MgCl,, el efecto del ion magnesio es bloquear el canal i6nico
de este receptor, ejerce su efecto al estar el receptor funcional con su canal i6nico abierto y el
potencial de membrana con valores negativos; asi este resultado se puede explicar
considerando la existencia de un nimero bajo de receptores NMDA funcionales, con canales
ionicos abiertos debido a la depolarizacion por la activacion de receptores No-NMDA y una

elevada inhibicién de las neuronas barosensibles por el mecanismo protector.

Resumiendo. En primer lugar se demuestra la presencia de receptores No-NMDA, tipo AMPA
sensibles al NBQX; de igual manera se demuestra la existencia de receptores NMDA sensibles
al MK-801 y al MgCl, en las neuronas estudiadas en ambas cepas. En segundo lugar, en las
ratas SHR el efecto del GLUTAMATO basal es mediado por los receptores siguiendo el orden
No-NMDA>NMDA>MgCl,; en el caso del GLUTAMATO exdgeno, el orden fue
NMDA>No-NMDA> MgCl, . En tercer lugar en las ratas Sprague-Dawley (SD), el
GLUTAMATO basal medio su acciones siguiendo el orden MgCl, .>NMDA>No-NMDA; por

otro lado el exdgeno medio sus acciones siguiendo el orden NMDA>No-NMDA> MgCl, .
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4.- EFECTO DEL GABA INYECTADO POR MICROIONTOFORESIS SOBRE LA
FRECUENCIA DE DESCARGA DE NEURONAS BAROSENSIBLES DEL NTS DE
LAS RATAS NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY) Y LAS HIPERTENSAS (SHR).

La figura 17 muestra un registro obtenido por el software Audition 1.5 de la actividad
neuronal del NTS en una rata SHR, donde se puede apreciar como después de aplicar GABA
por microiontoforesis, la actividad neuronal se reduce.

La figura 18 muestra los histogramas (promedios £ SEM) de la frecuencia de descarga de
unidades del NTS de ratas SHR en condiciones CONTROL y bajo la accién de las sustancias
PICROTOXINA y SACLOFEN como antagonistas de los receptores sensibles a GABA.
Con el fin de estimar la participacion de los receptores GABAA y GABAB en la mediacion
del efecto del GABA basal o endogeno, se estimaron la magnitud de las reducciones
significativas de la frecuencia de descarga con respecto a la observada en el grupo
CONTROL, cuando se emplea un antagonista especifico en las células estudiadas.

Se pudo apreciar que las dos sustancias reducen significativamente (p < 0,05) la frecuencia de
descarga de las neuronas barsosensibles del NTS, cuando se compararan con la observada en
los grupos CONTROLES de ratas hipertensas (SHR).

Los valores de la TABLA X, reportan el descenso significativo (p < 0,05) de la frecuencia de
descarga de las neuronas barosensibles del NTS en ratas SHR por efecto de las sustancias
PICROTOXINA (p < 0,05) y SACLOFEN (p < 0,05). Se pudo observar que la mayor
reduccidn significativa (p<0,05) de la frecuencia de descarga, se produjo cuando se empled
SACLOFEN, este es un antagonista de receptores GABAB; en menor grado ocurrio la
reduccioén significativa (p<0,05) empleando PICROTOXINA el antagonista de receptores
GABAA,; de tal manera que la accion del GABA basal o enddgeno, es mediada en primer
lugar por receptores GABAB y en segundo lugar por receptores GABAA. Sin embargo, al
cuantificar la magnitud de las acciones, se pudo estimar la secuencia de participacion de los
receptores como GABAB > GABAA; ademas se esperaba que ambas sustancias al ser

antagonistas, atenuaran o eliminaran la accion de este neurotransmisor generado
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enddgenamente, pero mas bien se observo una reduccion de la frecuencia basal de las
neuronas estudiadas, indicativo de la potenciacion de una inhibicibn no especifica
GABAergica. Es probable que la reduccion de la frecuencia de descarga de las neuronas en las
condiciones probadas, pueda ser explicada a partir de una hiperpolarizacion de las neuronas
estudiadas por una inervacion inhibitoria no GABAergica, probablemente de conexiones que
liberan GLICINA, la cual ocasiona inhibicién postsindptica y ello explicaria que no
pudiéramos apreciar el aumento de la frecuencia de descarga una vez se microinyecta el
antagonista sin importar si es GABAA o GABAB; al respecto, se ha demostrado la existencia
de un sistema de inhibicién mediado por GLICINA junto al de GABA en el NTS (91); la
microinyeccion de glicina en las regiones rostral y caudal del NTS produce un incremento en
la presion arterial media y elimina la respuesta presora a la estimulacion del reflejo
quimiorreceptor con cianuro de potasio (139); se ha demostrado la existencia de una
inhibicion dual de GABA y GLICINA coliberadas en terminales que finalizan en las zona
laterales del NTS donde se coexpresan postsinapticamente receptores GABAA y de GLICINA
(17, 47).

En la figura 19, se reportan el descenso significativo (p < 0,01) de la frecuencia de descarga
de las neuronas por efecto del GABA exdgeno o microinyectado y las acciones antagdnicas
estadisticamente significativas de las sustancias PICROTOXINA (p <0,01) y SACLOFEN (p
< 0,05) en ratas hipertensas (SHR). Al comparar la magnitud del efecto de los antagonistas
en la accion del GABA exd6geno sobre la frecuencia de descarga de neuronas barosensibles del
NTS y observando los valores de la TABLA XI, apreciamos que siguen la secuencia
SACLOFEN > PICROTOXINA. EI pre-tratamiento con el antagonista SACLOFEN produjo
la accién antagonizante en mayor grado que la observada al emplear PICROTOXINA, porque
anulo la accion del GABA microinyectado una segunda vez, reestableciendo el valor de
frecuencia de descarga reportado en el grupo control; por ello indicd que la via de accion del
GABA exogeno es predominantemente a través del receptor GABAB. Estos resultados
coinciden con lo reportado en modelos animales de hipertensidn, en cuanto a los receptores

GABAB; se reportan incrementos en los niveles de RNAm de receptores GABAB en ratas
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hipertensas (48, 49)) indicativo de mayor nimero de receptores GABAB, adicionalmente se
conoce que los receptores GABAB una vez activados producen un incremento de la
conductancia de membrana para el K* y en asociacion hiperpolarizacién neuronal (16)); todo
lo anterior explicaria la mayor participacion de receptores GABAB en la reduccion de la
frecuencia de las unidades barosensensibles del NTS en las ratas hipertensas (SHR). También
pueden contribuir a la hiperpolarizacion los receptores GABAA, ellos estdn asociados con
canales selectivos a anidnes, concretamente canales de CI” que pueden ser activados por
GABA y median la inhibicién en regiones extrasinapticas y postsinapticas; el incremento de
la permeabilidad al CI” generalmente reduce la excitabilidad neuronal (inhibicion), porque el
potencial de equilibrio para el CI” en la mayoria de las neuronas maduras es mas negativo y de
un valor cercano al del potencial de membrana en reposo, ademas, la concentracion de cloro
dentro de la célula [CI']; es mucho menor que aquella del medio extracelular [CI7], (166)).
ademas en las células maduras se localizan de manera predominante el cotransportador KCC2
que permite la expulsion al medio extracelular de un i6n K* y un ién CI'; igualmente se

localizan canales del ion CI" dependiente de voltaje que facilitan su salida (12).

La figura 20, muestra los histogramas (promedios + SEM) de la frecuencia de descarga de
celulas barosensibles del NTS en ratas normotensas tanto en condiciones CONTROL, como
bajo la accion de las sustancias PICROTOXINA y SACLOFEN, empleadas como antagonistas
de los receptores sensibles a GABA. Se puede apreciar que las dos sustancias reducen
significativamente (p < 0,05) la frecuencia de descarga en comparacion a la observada en los
grupos CONTROLES. Los valores reportados en la TABLA XII, nos permiten sefialar la
presencia de receptores de GABA, tipo A y B en estas neuronas del NTS; por otro lado, del
andlisis de los mismos, apreciamos que la reduccion mas significativa (p<0.01) se produjo
con el uso de SACLOFEN, mientras una menos significativa (p<0,05), ocurre cuando se usa
PICROTOXINA. Estos resultados indican que el GABA enddégeno media su accion
inhibitoria en las neuronas barosensibles estudiadas, principalmente a través de los receptores
de GABA, del tipo GABAB sensibles al antagonista SACLOFEN; mientras que en segundo
lugar participan los receptores GABAA sensibles a PICROTOXINA. Adicionalmente,
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también permiten explicar la existencia de una hiperpolarizacion que conlleva a la reduccion
de la frecuencia de descarga en estas células; al respecto podemos mencionar que es probable
que la reduccion de la frecuencia de descarga de las neuronas pueda ser explicada a partir de
una hiperpolarizacion de las neuronas estudiadas por una inervacién inhibitoria no
GABAergica, probablemente de neuronas o conexiones que liberan GLICINA, la cual
ocasiona inhibicion postsinaptica y ello explicaria que no pudiéramos apreciar el aumento de
la frecuencia de descarga una vez se microinyecta el antagonista sin importar si es GABAA 0
GABAB; al respecto, se ha demostrado la existencia de sistema de inhibicion mediado por
GLICINA junto al de GABA enel NTS (91); la microinyeccion de glicina en las regiones
rostral y caudal del NTS produce un incremento en la presion arterial media y elimina la
respuesta presora a la estimulacion del reflejo quimiorreceptor con cianuro de potasio (139);
se ha demostrado la existencia de una inhibicion dual de GABA y GLICINA coliberadas en
terminales que finalizan en las zona laterales del NTS donde se coexpresan postsinapticamente
receptores GABAA y de GLICINA (17, 47).

En la figura 21, se reportan el descenso significativo (p< 0,01) de las frecuencias de
descarga de las neuronas barosensibles del NT por efecto del GABA exdgeno y las acciones
antagonicas estadisticamente significativas de las sustancias SACLOFEN (p<5%) y
PICROTOXINA (p<5%) en ratas normotensas. Al comparar el efecto de los antagonistas
sobre la accion del GABA en la frecuencia de descarga de neuronas barosensibles del NTS y
observando los valores de la TABLA XIIl, los mismos siguen la  secuencia
SACLOFEN>PICROTOXINA en relacion a su efecto de antagonizar la accion del GABA.
Aparentemente el pre-tratamiento con el antagonista SACLOFEN produce la accion
antagonizante en mayor grado que la que puede ejercer el PICRTOXINA; indicando que la via
de la accion del GABA exdgeno es predominantemente a través del receptor GABA B y en
segundo lugar por la activacion de receptores GABA A, igual que sefialamos para el
enddgeno, la primacia en la mediacion por parte de los receptores GABAB, garantiza la
hiperpolarizacidén necesaria y luego, la participacion de receptores GABAA, la complementa.

De esta manera se cumplen las condiciones de hiperpolarizacién que permiten la reduccion de
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la frecuencia observada por la accion del GABA exdgeno en estas células barosensibles del
NTS en ratas normotensas.

En ambas grupos de ratas estudiados la accion del GABA tanto el endégeno como el exdgeno,
parece ser mediada predominantemente por receptores del tipo GABAB, en segundo lugar por
la participacién de receptores GABAA.

Es de destacar que al aplicar en el NTS, antagonistas de GABA en condiciones basales, se
aprecid una potenciacion de la accion inhibitoria, probablemente debida a la activacion de
vias no GABAeérgicas, quizds Glicinérgicas que modulan directa o indirectamente la
frecuencia de descarga de neuronas barosensibles del NTS en las ratas de ambos grupos de
animales; en este texto, se sefialaron reportes que indicaban como la microinyeccion de
Glicina en el NTS de ratas reduce la presion arterial y la frecuencia cardiaca (175, 176); por
otro lado, se ha reportado incremento de la presion arterial por la activacion del reflejo
quimiorreceptor antes y después de la microinyeccion de glicina en el NTS de ratas despiertas
(139); en ratas adultas Wistar se ha demostrado que la glicina esta asociada con GABA en
terminales axonicos localizados en la parte lateral del NTS y se ha especulado acerca de una
regulacion en la liberacion de ambos neurotransmisores al nivel presinaptico (47); en otros
animales como los gatos, igualmente, se ha determinado un patrén de coexistencia de glicina

y GABA en neuronas con funciones respiratoria y cardiovascular (150).

5-EFECTO DEL GLUTAMATO, NBQX, MK-801 Y EL MgCl, SOBRE LA
DURACION Y LA AMPLITUD DE POTENCIALES DE ACCION (Pots.A) DE
NEURONAS DEL NTS EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS
(SPRAGUE-DAWLEY).

Al estudiar los efectos sobre la amplitud, se consideraron los valores maximo y minimo de la
espiga, los que dependen de los valores del potencial de equilibrio a los cuales las corrientes
de sodio y potasio tienden una vez permitido el movimiento de tales iones; los incrementos en

las conductancias de los iones mencionados facilita el que los valores del potencial de
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equilibrio para cada i6n puedan ser alcanzados, rapidamente con la activacion de los No-
NMDA y menos rapidos con la participacion de receptores NMDA.

Al estudiar los efectos del GLUTAMATO sobre la duracion del potencial de accion, se
consideraran la duracion de los componentes de despolarizacion y repolarizacion, los cuales
dependeran del predominio de los efectos rapidos mediados por receptores No-NMDA y los
efectos lentos mediados por los NMDA.

Al integrar los resultados acerca del efecto del GLUTAMATO y sus antagonistas sobre la
duracion y la amplitud de los Potenciales de Accién de neuronas del NTS en las ratas SHR y
normotensas; encontramos que el GLUTAMATO (basal o enddgeno y el exdgeno) tiende a
no cambiar la duracion del Pots.A en las ratas SHR, mientras que la disminuyo en las
normotensas. En relacion a la amplitud del Potencial, la aumenta en las SHR y en las ratas

normotensas la reduce ligeramente, estos cambios no son estadisticamente significativos.

En las ratas SHR, la ausencia de cambios en la duracion de los Pots.A por parte del
GLUTAMATO (basal y el exdgeno), pudiera ser explicado considerando aspectos de la dosis
y tiempo de accion del agonista y los antagonistas para producir cambios suficientes que
pudieran ser reflejados en la duracion del Potencial de accion de las neuronas barosensibles
del NTS estudiadas o pudiera estar reflejandose una mayor participacion de receptores del tipo
NMDA cuyos efectos sobre los cambios ionicos son mas lentos; tal posibilidad puede
plantearse aunque se ha comprobado que este agonista aumenta la frecuencia de descarga de

las mismas, tal como se ha reportado en este trabajo.

En relacion a la amplitud de los Pots.A en las ratas SHR, el GLUTAMATO basal
aparentemente la redujo, mediante la participacion de receptores No-NMDA (al emplear el
antagonista NBQX se aprecié un incremento significativo a nivel de p<0,05 en la amplitud
con relacion al control), mientras que el exdgeno la incrementa, mediante la participacién del
mismo tipo de receptor (porque al emplear el antagonista NBQX Yy luego aplicar
GLUTAMATO se aprecié como la amplitud se redujo en relacion a la observada cuando se

aplico primeramente este neurotransmisor), aunque este Gltimo cambio no fue significativo.
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Se puede sostener que los cambios en la amplitud de los Pots. A por parte del GLUTAMATO
(basal o exdgeno) son mediados por la participacion de los receptores siguiendo la secuencia
No-NMDA > NMDA. Una posible explicacion a este resultado la podemos encontrar en los
incrementos en las conductancias para Na* y K* que se originan al activar receptores No-
NMDA tipo AMPA (sensibles al NBQX), lo cual facilita que los iones Na* pueda entrar segin
su potencial de equilibrio y producir la fase de depolarizacion y luego la salida de K+ permite
que este i6n pueda hacerlo segun el potencial de equilibrio para el mismo y producir la fase de
repolarizacién del potencial de accidn. Esto se aplicaria para el caso del aumento de la
amplitud observada por el GLUTAMATO exd6geno; mientras que en la reduccion observada
para el enddgeno, se debe incluir una mayor participacion de los receptores NMDA, los
cuales favorecen la entrada de iones Ca®* y ello pudiera reducir la entrada de iones sodio, lo
cual contribuiria a una menor fase de depolarizacion en el potencial de accion. Nos
atrevemos a especular que el aumento de la frecuencia de descarga observado en estas
neuronas barosensibles del NTS de las ratas SHR, por efecto del GLUTAMATO exogeno,
podria explicarse por un incremento en la generacion de potenciales de accién en el tiempo,
con duracién poco variable y un aumento de amplitud a manera compensatoria. Al considerar
el efecto del GLUTAMATO enddgeno sobre la frecuencia de descarga, ésta es modulada por
mecanismos inhibitorios, descritos alterados, en las neuronas barosensibles de ratas

hipertensas.

En las ratas normotensas, el GLUTAMATO tanto el basal (endégeno) como el exdgeno
mediado por receptores NMDA, produjeron una reduccion significativa de la duracion del
Potencial de Accion (1,1ms + 0,1ms < 1,9ms £+ 0,2 ms; P< 0,01; 1,1ms £ 0,Ims < 1,7ms *
0,2ms, p < 0,05), asi la participacion de los receptores siguié el orden NMDA>No-NMDA.
Por la participacion de los receptores AMPA y NMDA se puede explicar la reduccion de la
duracion de los Potenciales de accion, porque aunque la activacion de los receptores AMPA
producen incrementos en las conductancias de los iones Sodio y Potasio principalmente (81)
generando respuestas rapidas ante los agonistas; el receptor NMDA produce incremento de la
conductancia del i6n calcio principalmente, aunque también son permeables a los iones sodio

y potasio (151) ademas la corrientes dependiente de estos iones normalmente se pueden
132



encontrar afectados, porque el canal especifico de calcio se encuentra bloqueado por el i6n
Magnesio: en conjunto todos estos cambios enlentecen las respuestas ante el agonista;
considerando lo sefialado, cuando son activados en conjunto ambos tipos de receptores por el
mismo agonista, predomina el efecto de la activacion del receptor No-NMDA sobre el del
NMDA vy ello pudiera contribuir a generar potenciales de accion con una menor duracion.

En cuanto a la amplitud, en las ratas normotensas, el GLUTAMATO basal (end6geno),
redujo significativamente la amplitud (17mv £ 1mv < 20mv + 1mv; p < 0,05) gracias a la
participacion de receptores sensibles a NBQX (receptores AMPA), pudiéndose sefialar el
orden de participacién de los receptores No-NMDA>NMDA. Una reduccion (14 mv + 3 mv
< 19 mv+ 3 mv) aungue no significativa, también se aprecié por la participacion de receptores
sensibles a MK-801(antagonista de receptores NMDA), en la accion de GLUTAMATO
exogeno; pudiéndose sefialar el orden de participacion de los receptores NMDA > No-NMDA.
La participacion de los receptores NMDA en la accion del GLUTAMATO basal como la del
exogeno, permite explicar la reduccidn reportada, dado que a traves de este tipo de receptor
los cambios idnicos, tenderian a reducir la repolarizacion del potencial de accion, debido a las
caracteristicas de funcionamiento de este receptor que favorece la conductancia de entrada
para iones de carga positiva. A partir de estos resultados se puede especular acerca del
aumento en la frecuencia de descarga de las neuronas barosensibles en estas ratas
normotensas, por la accion del GLUTAMATO; reducciones de la duracion vy la amplitud
permiten la generacion mas frecuente de potenciales de accion, tal como ha sido reportado

para este agonista en este trabajo.

En relacion a la amplitud de los Potenciales de Accion estudiados, en las ratas SHR, el
GLUTAMATO enddgeno, la aumentd y el exdgeno la redujo, mediante los receptores
NMDA. En las ratas Sprague-Dawley estudadas, el enddégeno redujo la amplitud
significativamente, mediante los receptores NMDA (sensibles al NBQX) y el exdgeno
utilizando receptores No-NMDA (sensibles al MK-801).
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Este dltimo resultado permitiria establecer una diferencia entre ambas cepas, el
GLUTAMATO exdgeno reduce la amplitud, en las SHR por mediacion de receptores NMDA
y en las normotensas por receptores No-NMDA (sensibles al MK-801).

6.-EFECTO DEL GABA, SACLOFEN Y PICROTOXINA SOBRE LA DURACION Y
LA AMPLITUD DE POTENCIALES DE ACCION (Pots.A) DE NEURONAS DEL NTS
EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

El GABA tiende a reducir la duracion de los Pots.A de NTS en ejemplares de las ratas
hipertensas y normotensas; siendo significativa en las ratas SHR (p<0,05); mientras que
contribuye a que la amplitud sea incrementada en las hipertensas y reducida en las ratas
normotensas (TABLAS XVIII, XIX, XX y XXI).

En las ratas SHR (TABLA XVIII), el GABA enddgeno redujo significativamente la duracion
de los Pots.A, este efecto estuvo mediado por dos receptores; en el caso de receptores
GABAB (P<0,01; sensibles al antagonista SACLOFEN) y los receptores GABAA (P<0,01;
sensibles al antagonista PICROTOXINA)

Los receptores GABAA son capaces de contribuir a la reduccion de la duracion de los
Potenciales de Accidn registrados, por que favorecen la hiperpolarizacion via incremento de la
conductancia a los iones Cloro, ello podria acelerar la fase de repolarizacion del Potencial de
Accion, lo cual reduce este tiempo y contribuye a la reduccion del tiempo total que mide la
duracion de la respuesta neuronal. Los receptores GABAA son anidn-selectivos, estan
asociados con canales de CI” que pueden ser activados por GABA y median la transmision
sinaptica fasica rdpida y también la inhibicién tonica en regiones extrasinapticos y
presindpticos. Ellos producen un incremento de la permeabilidad al CI” y de esta manera
generalmente reducen la excitabilidad neuronal (inhibicién), porque el potencial de equilibrio
para el CI” en la mayoria de las neuronas maduras esta cerca del potencial de membrana en
reposo y la concentracion de cloro dentro de la célula [CI]; es mucho menor que aquella
dentro del fluido extracelular [CI], (166 ). El efecto del GABA exo6geno fue estudiado en los
grupos donde se utilizan los antagonistas en pre tratamientos previo a la aplicacion del GABA

y sus resultados se compararon con el efecto del neurotransmisor microinyectado; en los dos
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casos hubo reduccion de la duracion, siendo significativa (P<0,01) y mayor que la reportada
en el grupo PICROTOXINA+GABA, este resultado se puede interpretar por la interaccion del
GABA vy los receptores GABAB activos; en el grupo SACLOFEN+GABA, también hubo
reduccion de la duracion aunque no significativa. Los receptores GABAB estan localizados
pre y postsinapticamente, producen supresion de la conductancia del Ca*® e incrementos de
la conductancia del K* en asociacion con la hiperpolarizacion neuronal (16, 85, 90, 147);
ademas estan acoplados a proteinas G (85) por ello, son calificados de metabotropicos. Esta
hiperpolarizacion puede reducir la duracion de los efectos del neurotransmisor excitatorio
basal y de esta manera puede contribuir a la reduccion del tiempo de repolarizacién en los
Potenciales estudiados en las ratas SHR.

Con el fin de establecer la participacion de los receptores en la accion del GABA sobre la
amplitud de los Potenciales de Accion registrados de neuronas barosensibles del NTS en la
ratas SHR, se analizaron los datos sobre la amplitud reportados en la TABLA XIX;
encontrando que hubo un incremento en las amplitudes reportadas en los grupos GABA,
NBQX, PICROTOXINA, NBQX+GABA y PICROTOXINA+GABA. Se apreciaron dos
incrementos significativos cuando se compararon los valores de los grupos SACLOFEN vs
CONTROL (p<0,01) y PICROTOXINA vs CONTROL (p<0,05), estas comparaciones
permiten estimar la mediacion de los receptores en la accion del GABA enddgeno sobre la
amplitud de los potenciales estudiados, el mayor incremento de la amplitud ocurrié cuando se
empled el antagonista SACLOFEN; este efecto lo podemos interpretar sefialando que la
hiperpolarizacién que normalmente se produce cuando el receptor GABAB es activado por
GABA (16, 85, 90, 147, 67), fue bloqueada y ello origina que procesos despolarizantes
puedan entrar en accion y junto con ello favorecer un mayor valor en el registro de la
amplitud; en este sentido es interesante sefialar que la activacion por GABA de receptores
GABAA activos puede contribuir a esta despolarizacién en algunas células; siendo ellos
anion-selectivos, activados pueden incrementar la permeabilidad al CI” 'y con ello
generalmente reducir la excitabilidad neuronal (inhibicion), ((166); sin embargo, dependiendo
de la expresion de transportadores de CI” , la [CI']; puede incrementarse, modificando al

potencial de equilibrio del CI” que es menos negativo que el potencial de membrana en reposo,
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bajo tales condiciones, la activacion de los receptores GABAA pueden causar despolarizacion
de la membrana, posiblemente suficiente para desencadenar descargas de potenciales de
accion (excitacion), lo que puede ocurrir en la naturaleza, especialmente en el desarrollo
temprano (12). Un razonamiento similar se puede emplear para interpretar el efecto observado
en el grupo de la PICROTOXINA (antagonista GABAA), solo que se trata de la activacion de
los receptores GABAB, ellos estan acoplados a proteinas G (85); son considerados
metabotropicos, presinapticos que pueden suprimir la conductancia Ca*? neuronal; como
postsinapticos producen un incremento de la conductancia de membrana para el K y en
asociacion con hiperpolarizacion neuronal. (16, 85, 90, 147); por lo indicado anteriormente,
su activacién puede conducir a hiperpolarizacion mas lenta y facilitar la intervencion de
mecanismos despolarizantes que facilitarian una despolarizacion de menor magnitud, lo cual
incrementaria en menor grado la amplitud por esta via el GABA basal o enddgeno.

Si el mismo analisis se realiza con los valores reportados en los grupos de pre tratamientos con
los antagonistas, disefiados para evaluar la participacion de los receptores en la accion del
GABA exdgeno, podemos sefialar que el mayor incremento de la amplitud se localiza en el
grupo donde se produjo el pre tratamiento con SACLOFEN, con receptores GABAA activos y
el menor donde se empleo PICROTOXINA con receptores GABAB activos; en los dos casos
se puede proponer la intervencion de procesos despolarizantes que contribuyen al incremento
de la amplitud. De este analisis se puede concluir que normalmente, el GABA basal y el
exdgeno median sus acciones sobre la amplitud de los potenciales de accion registrados de
unidades barosensibles del NTS en ratas SHR, a través de la participacion primariamente de
los receptores GABAA y en segundo término de los GABAB.

Resumiendo, cuando se evalta los efectos del GABA sobre la duracion y la amplitud de los
Potenciales de Accion de las neuronas barosensibles del NTS en las ratas SHR; encontramos
que la reduccion de la duracion, en el caso del GABA endogeno la mediaron los receptores
GABAA y GABAB, y caso del exdgeno los receptores GABAB; mientras que el incremento
en la amplitud se produjo por la activacion del GABA enddgeno y exdgeno de los receptores
GABAA.
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La evaluacion de los efectos del GABA sobre la duracién y la amplitud de los Potenciales de
Accidn de las neuronas barosensibles del NTS en las ratas normotensas TABLAS XX y XXI,
resulto en:

El GABA reduce la duracion de los Potenciales de Accidn de las neuronas barosensibles del
NTS estudiadas; cuando se bloquearon los receptores GABAA con PICROTOXINA vy
estuvieron activos los GABAB, el GABA enddgeno produjo la mayor reduccion en relacion a
lo reportada en el grupo CONTROL,; por otro lado, el efecto de bloquear con SACLOFEN vy
mantener activo los receptores GABAA produjo una menor disminucion de la duracién en
comparacion a la reportada en el grupo CONTROL, estos resultados se pueden interpretar
sefialando que el GABA basal redujo la duracién de los Potenciales de accién registrados de
neuronas barosensibles del NTS en ratas SD, a través de receptores GABAB primeramente y
segundo lugar participaron los receptores GABAA. Estos resultados se pueden interpretar
sefialando que una reduccion de la duracion de los Pots.A estudiados se puede producir por
una rapida hiperpolarizacion, ello puede ocurrir por incremento de la conductancia al i6n K* o
por aumento de la del CI', acciones que pueden ser generadas por la activacion de los dos
receptores de GABA, sin embargo, el aumento de la permeabilidad al i6n potasio (activacion
de receptores GABAB) y en consecuencia una menor duracion de la fase de repolarizacion
puede contribuir a la reduccion de la duracion, mas rapido y en mayor proporcion que la
facilitada por la activacion de los receptores GABAA, que incrementan la permeabilidad al ion
Cloro, todo ello se puede derivar al analizar los datos relativos al GABA basal o0 endogeno la
ratas normotensas. Cuando se analizaron los grupos de pre tratamientos con los antagonistas,
disefiados para evaluar el efecto del GABA exogeno_sobre la duracion de los Pots. a
estudiados en las ratas normotensas, encontramos que en ambos grupos Se reportaron
incrementos de la duracion; el grupo donde se empled6 PICROTOXINA, reportd el menor
incremento de la duracion y su monto fue igual a la reduccidén producida por el GABA,
pareciera que el antagonista anuld el efecto del neurotransmisor exdgeno, pero también en esta
condicién se encuentran activos los receptores GABAB , lo que nos permite sefialar que el
GABA exdgeno parece mediar su efecto sobre la duracion estudiada, primeramente a partir de

los receptores GABAB, su activacion hemos sefialado incrementa la conductancia al ion K*
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(16, 85, 90,147), lo que pude facilitar un menor tiempo de repolarizacion y de esta manera
menor tiempo de duracién del potencial; en el grupo de pre tratamiento con SACLOFEN se
reportd una elevacion significativa (p<0,05) de la duracién estudiada, indicativo de una
despolarizacion que favorecid al incremento de la duracion, quizas por procesos de
despolarizacion que se pueden generar por receptores GABAA al incrementar la conductancia
del i6n Cloro vy reducir la diferencia entre el potencial de membrana y el nivel de disparo (12).
El GABA (basal y ex6geno) ejercen su efecto reductor sobre la duracion de los Potenciales de
accion, registrados de neuronas barosensibles del NTS en ratas SD, a través de receptores
GABAA primeramente y segundo lugar de los receptores GABAB.

Al considerar el efecto del GABA sobre la amplitud de los Potenciales de Accién en unidades
barosensibles del NTS en ratas normotensas , podemos sefialar que los valores promedios de
las amplitudes de los potenciales en los grupos GABA, SACLOFEN y el PICROTOXINA
mostraron una tendencia a la reduccion de las amplitudes observadas en el grupo
CONTROL,; destaca el resultado donde el GABA enddgeno ejerce su efecto en mayor grado
mediante receptores del tipo GABAB, cuyo bloqueo por SACLOFEN produjo la reduccion
de mayor magnitud (14 mv = 0,6 mv < 16 mv £ 0,9 mv) aunque no fue estadisticamente
significativa. Ademas los valores reportados en los grupos donde se empled el antagonista
PICROTOXINA, muestran antagonismo a los efectos del GABA basal y el exdgeno pero en
menor magnitud, particularmente cuando se trata del endégeno. Se concluye que el GABA
enddgeno y el exdgeno ejercen la reduccion de la amplitud de los Potenciales de Accidn
registrados de unidades barosensibles del NTS de ratas normotensas, a través de la mediacion
de los receptores GABAB primariamente y secundariamente mediante los receptores
GABAA.

Resumiendo, cuando se evalua los efectos del GABA sobre la duracion y la amplitud de los
Potenciales de Accion de las neuronas barosensibles del NTS en las ratas normotensas, la
reduccion de la duracion producidas por el GABA (basal y exdgeno) fue mediada
primariamente por los receptores GABAA; mientras que la reduccion en la amplitud
producida por GABA (basal y exdgeno) fue mediada primariamente por la participacion de
receptores GABAB.
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Comparando, los efectos del GABA sobre la duracion y la amplitud de los Potenciales de
Accion de las neuronas barosensibles del NTS en ratas hipertensas y normotensas, tenemos:
1.- EI GABA tiende a reducir la duracion de los Pots.A de NTS en las ratas SHR y
normotensas, siendo significativa en las ratas SHR (p<0,05); mientras que incrementa la
amplitud en las SHR vy la reduce en las ratas normotensas.

2.- En relacién a la duracion, ocurrié una reduccién de la duraciéon en las dos cepas; en las
ratas SHR, producida por el GABA enddgeno la mediaron los receptores GABAA y GABAB;
y la producida por el GABA exodgeno la mediaron los receptores GABAB. En las ratas
Sprague-Dawley estudiadas, la reduccion producida por el GABA (basal y exdgeno) fue
mediada primariamente por los receptores GABAA.

3.- En relacién a la amplitud; en las ratas SHR el incremento en la amplitud se produjo por la
activacion del GABA (basal y exdgeno) de los receptores GABAA; en las ratas normotensas
la reduccion en la amplitud producida por GABA (endogeno y exogeno) fue mediada
primariamente por la participacion de receptores GABAB.

4.- Diferencias en los receptores que median la reduccion de la duracién de los potenciales
estudiados cuando se evalla el efecto del GABA exogeno, la diferencia en los efectos
producidos por el GABA (basal y exdgeno) sobre la amplitud y la diferencia en los receptores
que median los efectos del GABA (basal y exdgeno) sobre la amplitud de los Potenciales de

accion estudiados, pueden servir para diferenciar las ratas normotensas de las hipertensas.

7.-COMPARACION DE LOS EFECTOS (EXPRESADOS EN %) DEL GLUTAMATO,
NBQX, MK-801 y MgCI2, SOBRE LA DURACION Y LA AMPLITUD DE LOS
POTENCIALES DE ACCION (Pots.A) DE NEURONAS DEL NTS EN RATAS
HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

7a.- Efectos (%) del GLUTAMATO vy sus antagonistas sobre la duracion de los
Potenciales de Accién (Pots.A) de neuronas barosensibles del NTS en ratas hipertensas

(SHR) y normotensas (Sprague-Dawley).
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Con la finalidad de comparar y establecer diferencias significativas en los efectos del
GLUTAMATO basal y el exdgeno sobre la duracion de los Pots.A de neuronas barosensibles
del NTS estudiadas en ratas hipertensas y normotensas, se procedid a expresar
porcentualmente los cambios en la duracién ocurridos por efecto de este neurotransmisor solo
y bajo la accién de antagonistas con respecto al valor observado en el grupo control, asi como
con relacion al valor observado en el grupo GLUTAMATO usando los antagonistas en pre
tratamientos.

El GLUTAMATO produce un aumento porcentual de la duracion de los Pots.A de neuronas
del NTS en las ratas hipertensas (SHR) y en las ratas normotensas una reduccion, al
comparar los valores observados entre los dos grupos de animales, los efectos no fueron
estadisticamente significativos.

Cuando se empleo el antagonista NBQX, bloqueamos receptores No-NMDA, de esta manera
el GLUTAMATO endogeno y el exogeno mediante receptores NMDA, produce incrementos
porcentuales en la duracion de los Pots.A en las ratas SHR y reducciones porcentuales en las
Sprague-Dawley estudiadas; al comparar tales variaciones entre hiper y normotensas,
encontramos que los incrementos observadas en las ratas hipertensas son significativamente
mayores que las reducciones observadas en las ratas normotensas, producidas por el
GLUTAMATO basal (p<0,05) y el exdgeno (p<0,01) respectivamente.

Cuando se empled el antagonista MK-801, blogqueamos receptores NMDA y permanecen
activos receptores No-NMDA,; de esta manera el GLUTAMATO basal y el exdgeno mediante
receptores No-NMDA, produce incrementos porcentuales en la duracion de los Pots.A en las
ratas SHR y reducciones porcentuales en las Sprague-Dawley estudiadas; al comparar tales
variaciones, encontramos que los incrementos observadas en las ratas SHR son
significativamente mayores que las reducciones observadas en las ratas SD, producidas por el
GLUTAMATO basal (p<0,01) y el exdégeno (p<0,001). Estos resultados permiten establecer
un criterio para diferenciar las ratas hipertensas de las normotensas; esta vez, para el caso del
GLUTAMATO (basal y el exdgeno), los incrementos porcentuales observados en las

duraciones de los Pots.A registrados de unidades barosensibles del NTS en ratas hipertensas
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son estadisticamente mayores que las reducciones porcentuales de la duracion observadas para

las mismas unidades pero en la ratas normotensas.

Cuando se emplea el MgCI2 como bloqueador del canal i6nico del NMDA, el Mg*? actta
como un antagonista de este receptor, asi bloqueamos los receptores NMDA y permanecen
activos los receptores No-NMDA. De esta manera el GLUTAMATO basal y el exdgeno
mediante receptores No-NMDA, producen incrementos porcentuales en la duracion de los
Pots.A en las ratas SHR y reducciones porcentuales en las SD; al comparar tales variaciones
entre los dos grupos de ratas, encontramos que los incrementos observados en las ratas
hipertensas no son significativamente mayores que las reducciones observadas en las ratas

normotensas.

7b.- Efectos (%) del GLUTAMATO y sus antagonistas sobre la amplitud de los
Potenciales de Accidn (Pots.A) de neuronas barosensibles del NTS en ratas hipertensas
(SHR) y normotensas (Sprague-Dawley).

Con la finalidad de comparar y establecer diferencias significativas en los efectos del
GLUTAMATO basal y el exdgeno sobre la amplitud de los Pots.A de neuronas barosensibles
del NTS estudiadas en ratas SHR y normotensas, se procedio a expresar porcentualmente los
cambios en la amplitud ocurridos por efecto de este neurotransmisor solo y bajo la accion de
antagonistas con respecto al valor observado en el grupo control, asi como con relacion al
valor observado en el grupo GLUTAMATO usando los antagonistas en pre tratamientos.

El GLUTAMATO produjo un aumento porcentual de la amplitud de Pots.A de neuronas del
NTS en las ratas hipertensas y en las ratas normotensas una reduccion, al comparar los
valores observados entre los dos grupos de animales, estos efectos no fueron estadisticamente
significativos.

Cuando se analiza el efecto del GLUTAMATO basal y el exdgeno sobre la variacion
porcentual de la amplitud, el GLUTAMATO basal mediante receptores NMDA produjo
incremento y el exdgeno reduccion porcentual de la amplitud de los Pots.A en las ratas SHR;

ademas el GLUTAMATO basal produce reduccion y el exdgeno incremento porcentuales en

141



las SD; al comparar tales variaciones, encontramos que los incrementos producidos por el
GLUTAMATO endbégeno en las ratas SHR son significativamente mayores que las
reducciones generadas en las ratas Sprague-Dawley estudiadas (p<0,05) y en el caso del
exdgeno , la reduccidon producida en las ratas SHR es significativamente menor que el
incremento observado en las ratas Sprague-Dawley estudiadas(p<0,01). Estos resultados,
acerca del incremento porcentual de la amplitud de los Pots.A estudiados y producido por el
GLUTAMATO basal en las ratas SHR son significativamente mayores que las reducciones
porcentuales reportadas para Pots.A registrados en las ratas normotensas y para el caso del
GLUTAMATO exogeno, la reduccion porcentual de la amplitud producida en las ratas SHR
fue significativamente menor al incremento porcentual observado en la amplitud de Pots.A
registrados de unidades barosensibles del NTS de ratas Sprague-Dawley; ambos resultados
sirven para determinar nuevos criterios de caracterizacion de las ratas hipertensas y las

normotensas.

En presencia del MgCl, el GLUTAMATO basal y el exdgeno, mediante receptores No-
NMDA, produjeron incrementos porcentuales en la amplitud de los Pots.A en las ratas
hipertensas ; mientras que en las normotensas, el endégeno produjo reduccion y el exdgeno
incremento porcentual; al comparar tales variaciones entre los dos grupos de ratas,
encontramos que el incremento observado en las ratas hipertensas en el caso del
GLUTAMATO basal no es significativamente mayor que la reduccion observada en las ratas
normotensas; mientras que la reduccion de la amplitud observada en las hipertensas y el
incremento apreciado en las normotensas, ambos producidos por el GLUTAMATO exogeno

no fueron estadisticamente significativos.

Integrando el efecto del GLUTAMATO sobre la variacién porcentual de la duracion de los
Pots.A de neuronas barosensibles del NTS en ratas SHR y SD, podemos sefialar para el caso
del GLUTAMATO (basal y el exdgeno), los incrementos porcentuales observados en las
duraciones de los Pots.A registrados de unidades barosensibles del NTS en ratas hipertensas
fueron significativamente  mayores que las reducciones porcentuales de la duracion

observadas par las mismas unidades pero en la ratas normotensas; de esta manera estos
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resultados permiten establecer un nuevo criterio para diferenciar los dos grupos de ratas. De
igual manera, el incremento porcentual de la amplitud de los Pots.A estudiados y producido
por el GLUTAMATO enddgeno en las ratas hipertensas, los cuales fueron significativamente
mayores que las reducciones porcentuales reportadas para Pots.A registrados en las ratas
normotensas; junto con el efecto del GLUTAMATO exdgeno, que produce la reduccién
porcentual de la amplitud en las ratas hipertensas y que fue significativamente menor al
incremento porcentual observado en la amplitud de Pots.A registrados de unidades
barosensibles del NTS de ratas normotensas; ambos efectos, sirven para determinar nuevos
criterios de singularizacién de los dos grupos de ratas estudiados.

8.- COMPARACION DE LOS EFECTOS (EXPRESADOS EN %) DEL GABA,
SACLOFEN Y PICROTOXINA SOBRE LA DURACION Y LA AMPLITUD DE
POTENCIALES DE ACCION (Pots.A) DE NEURONAS BAROSENSIBLES DEL NTS
EN RATAS HIPERTENSAS (SHR) Y NORMOTENSAS (SPRAGUE-DAWLEY).

8a.- Efectos (%) del GABA y sus antagonistas sobre la duracion de los Potenciales de
accion (Pots. A) de neuronas barosensibles del NTS en ratas hipertensas (SHR) y

normotensas (Sprague-Dawley).

Al analizar los valores reportados en la TABLA XXIII, representativos de los efectos
(expresados porcentualmente) del GABA (iotoforéticamente microinyectado), el basal y el

exogeno, sobre la duracion de los Pots.A, observamos:

1.- El GABA microinyectado iotoforéticamente produjo reduccion porcentual de la duracién
de los potenciales estudiados en las cepas hipertensas y las normotensas; al comparar los
valores no se pueden establecer criterios de diferenciacion estadistica entre los dos grupos de

ratas.

2.- En las ratas hipertensas, el GABA endogeno, redujo porcentualmente la duracion de los
Pots.A estudiados, mediante la participacion de los receptores GABAB y GABAA; mientras
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que el exdgeno, también redujo porcentualmente la duracion, pero por la mediacion
primariamente de receptores GAABB. En las ratas normotensas, el GABA endogeno,
increment6 porcentualmente la duracion de los Pots.A estudiados, mediante la participacion
primaria de los receptores GABAB; mientras que el exdgeno la redujo porcentualmente por la
participacion de receptores GABAB y la incrementa porcentualmente por la mediacion de
receptores GABAA.

3.- Al comparar entre los dos grupos de ratas, los efectos (expresados porcentualmente) del
GABA enddgeno sobre la duracion de los Pots.A registrados de unidades barosensibles del
NTS, encontramos que la reduccion expresada en las ratas hipertensas y la elevacién

observada en las normotensas, no representa diferencia significativa.

4.- Al comparar entre los dos grupos de ratas, los efectos (expresados porcentualmente) del
GABA exdgeno sobre la duracion de los Pots.A registrados de unidades barosensibles del
NTS; encontramos que la reduccion (mediada por receptores GABAB) expresada en las ratas
hipertensas y la elevacién (mediada por receptores GABAA) observadas en las normotensas
por una lado y la reduccion (mediada por receptores GABAB) observadas en las mismas ratas;
no representaron la existencia de diferencias significativas entre los dos grupos de ratas, al
considerar los efectos considerando la participacion de los receptores. Los valores reportados
del efecto del GABA basal y el exdgeno, sobre la variacion porcentual de la duracién de los
potenciales de accion registrados de unidades del NTS en los dos grupos de ratas estudiados,
no fueron significativamente diferentes, por ello no permiten diferenciar las ratas hipertensas

de las normotensas.

8b.- Efectos (%) del GABA y sus antagonistas sobre la amplitud de los Potenciales de
accion (Pots. A) de neuronas del NTS en ratas hipertensas (SHR) y normotensas

(Sprague-Dawley).

En las ratas hipertensas, el GABA iontoforéticamente inyectado, produjo un incremento

porcentual en la amplitud de los Pots.A estudiados, mediante la activacion de los tipos de
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receptores GABAA y GABAB. En el caso del efecto del GABA basal, por la activacion del
receptor GABAA més que el GABAB, se incrementd porcentualmente la amplitud. Al
considerar el efecto del GABA exdgeno mediante la activacion del GABAA aumento
porcentualmente la duracion de los basal en neuronas del NTS; concluyéndose que ocurrié un
predominio en la activacion de los receptores GABAA en la mediacion de los efectos del
GABA sobre la variacion porcentual de la amplitud de los Pots.A estudiados en las ratas
hipertensas estudiadas.

En las ratas normotensas, la interpretacion de los datos, permitié considerar que el GABA
iontoforéticamente microinyectado, produjo una reduccién porcentual en la amplitud de los
Pots.A estudiados, mediante la participacion de los dos tipos de receptores. EI GABA basal
produjo una reduccion porcentual de la amplitud mediante la activacion del receptor GABAA,
mientras que el exogeno se manifestd por incremento porcentual mediado por la activacion
del receptor GABAA y reduccion porcentual de la amplitud mediado por la activacion del
receptor GABAB; en conclusion el GABA mediante una mayor activacion de los receptores
GABAB produjo una reduccion porcentual de las amplitudes de los Pots.A estudiados en las

ratas normotensas.

Cuando se compararon los valores del GABA iotoforéticamente microinyectado, el basal y el
exogeno al afectar porcentualmente la amplitud de los Pots.a estudiados en las neuronas
barosensibles del NTS de los dos grupos de ratas se apreciaron varios resultados. EIl GABA
microinyectado iotoforéticamente, en las ratas SHR produjo un incremento porcentual de la
amplitud de los Pots.A estudiados, mientras que en las ratas SD, generd una reduccion; la
comparacion de estos valores nos revelo que tales efectos no son estadisticamente diferentes.
Por otro lado el GABA basal activando receptores GABAA produjo un incremento porcentual
de la amplitud de los Pots.A estudiados en ratas SHR, este efecto fue significativamente mayor
a la reduccion porcentual observada en Pots.A registrados de neuronas barosensibles del NTS
en ratas SD, a un nivel de p<0,01. Adicionalmente, el GABA exdgeno activando receptores
GABAB produjo un incremento porcentual de la amplitud de los Pots.A estudiados en ratas

SHR, fue significativamente mayor a la reduccién porcentual observada en Pots.A registrados
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de neuronas barosensibles del NTS en ratas SD, a nivel de p<0,05. Por todo lo anterior se
puede sostener, que el GABA basal y exdgeno produjeron significativamente mayores
variaciones porcentuales en la amplitud de Pots.A registrados en neuronas barosensibles del
NTS en las ratas hipertensas; mientras que en los casos del GABA iotoforéticamente
microinyectado, los cambios producidos no fueron significativos al compararse los valores

respectivos en las dos grupos de ratas.

Integrando, el efecto del GABA (iontoforéticamente microinyectado) sobre la variacion
porcentual de la duracion de los Pots.A de neuronas barosensibles del NTS en ratas SHR y
SD, se caracterizd porque en las ratas hipertensas el incremento porcentual de la duracion
ocurre con un predominio en la mediacion de los receptores GABAB; mientras que en las
ratas normotensas se reportd una reduccion sin un predominio de receptores; sin embargo,
cuando se compararon los efectos del GABA en las dos grupos de ratas, comprobamos que no
existian diferencias significativas. Al considerar el efecto del GABA (enddgeno) sobre la
variacion porcentual de la amplitud de los Pots.A de las mismas neuronas barosensibles del
NTS en ratas SHR y Sprague-Dawley estudiadas, este se caracterizé porque en las ratas SHR
el incremento porcentual de la amplitud ocurre sin predominio en la mediacién de alguno de
los receptores; mientras que en las ratas normotensas se reportd un predominio de receptores
en la variaciones porcentuales de la amplitud registradas; sin embargo, cuando se
compararon los efectos del GABA en los dos grupos, comprobamos que el incremento
porcentual de la amplitud de los Pots.A producido por el GABA enddgeno y la mediacion de
receptores GABAA en ratas SHR fue significativamente mayor a la reduccion observada en
Pots.A registrados de neuronas barosensibles del NTS en ratas normotensas; por otro lado, el
incremento porcentual de la amplitud de los Pots.A producido por el mismo tipo de GABA y
la mediacion de receptores GABAB en ratas hipertensas fue significativamente mayor que la
reduccion observada en Pots.A registrados de neuronas barosensibles del NTS en ratas
normotensas.

Los resultados reportados para el caso del GABA basal en relacion al incremento de la

amplitud ocurridos en las ratas hipertensas son significativamente mayores a los reportados
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en las ratas normotensas, mientras que en los casos del GABA iotoforéticamente
microinyectado y el exdgeno, al compararse los valores respectivos en los dos grupos de ratas,
los cambios producidos no fueron significativos; de esta manera los cambios en la amplitud
producidos por el GABA enddgeno, permiten determinar un criterio adicional para identificar
las ratas hipertensas y las normotensas.
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CONCLUSIONES

1.- La inyeccion de 3 pl de GLUTAMATO (0,5M) a nivel del NTS produjo el aumento
significativo de las presiones arteriales Sistdlica (PS) y Diast6lica (PD), ademas de
incrementar aunque no significativamente la Presion media (PM) y v la frecuencia cardiaca
(FC) en las ratas hipertensas (SHR). Adicionalmente, en las ratas normotensas (Sprague-
Dawley). una cantidad igual de Glutamato (0,5M) increment6 significativamente la presién
arterial Sistolica (PS) y ocasioné incrementos no significativos en los otros dos valores de
presion y la FC.

2.- La inyeccion de 3 pl de GABA (0,5M) a nivel del NTS produjo una disminucion
significativa de la presion arterial Sistolica (PS) en las ratas hipertensas, mientras que en las

normotensas estudiadas redujo significativamente la presion arterial Diastdlica.

3.-Se aprecid un patron gausiano en la curva dosis respuesta (frecuencia de descarga de
neuronas barosensibles del NTS vs dosis del neurotransmisor) a GLUTAMATO, con una
descarga maxima a un valor medio de 70 nA (medida de la dosis de GLUTAMATO inyectado
por microiontoforesis) en las ratas normotensas(Sprague-Dawley) estudiadas y otro con
valores medio superiores a 70 nA en las ratas espontaneamente hipertensa(SHR); indicando
posiblemente la presencia de un mecanismo que limita la actividad de las neuronas
barosensibles del NTS a la excitacion excesiva en las ratas normotensas y en menor grado en

las hipertensas.

4.- Se aprecio un patron gausiano en la curva dosis respuesta (frecuencia de descarga de
neuronas barosensibles del NTS vs dosis del neurotransmisor) al GABA con reducciones
méaximas de la descarga a un valor medio de 80 nA (medida de la dosis de GABA inyectado

por microiontoforesis) en las ratas normotensas y de 70 nA en las hipertensas estudiadas.

5.- El GLUTAMATO (basal y el exdgeno) incrementan la frecuencia de descarga de las

neuronas del NTS en ratas hipertensas, predominantemente por la activacion de receptores
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del tipo No-NMDA, contrariamente en las ratas normotensas, el GLUTAMATO basal ejerce

su accion a través de receptores del tipo NMDA y el exdgeno mediante receptores No-NMDA.

6.- El GABA (basal y el exdgeno) parecen mediar su accion inhibitoria sobre la frecuencia de
descarga de las neuronas del NTS de las ratas espontaneamente hipertensas y las

normotensas, mayormente a través de receptores GABAB.

7.-EI GLUTAMATO tiende a no cambiar la duracién de los potenciales de accion en las ratas

hipertensas y disminuirla en las normotensas.

8.-El GLUTAMATO aumenta la amplitud de los potenciales de accion en las ratas

hipertensas y la reduce en las normotensas.

9.- Los receptores a GLUTAMATO sensibles especificamente al antagonista NBQX son los
que median en ambos grupos de ratas los efectos de este neurotransmisor sobre la duracion y

la amplitud de los potenciales de accion registrados en el NTS.

10.- El GABA reduce la duracién de los Potenciales de Accion de NTS en las ratas

espontaneamente hipertensas y las normotensas.

11.- EI GABA incrementa la amplitud de los Potenciales de Accion estudiados en las

hipertensas y la reduce en las normotensas.

12.- En el accionar del GABA sobre la duracion de los Potenciales de Accion de neuronas
barosensibles del NTS en las ratas estudiadas; se observo que los receptores GABAA, median
el efecto del GABA exdgeno y los GABAB, median el efecto del GABA basal en las
hipertensas; mientras que los GABAB contribuyen a los efectos del GABA (basal y el

exdgeno) en las normotensas.
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13.- El GLUTAMATO tiende a incrementar porcentualmente la duracién de los potenciales
de accion registrados en el NTS de las ratas hipertensas y disminuirla porcentualmente en los

registrados en el mismo nucleo pero de las normotensas.

14.- El incremento porcentual en la duracion de los Potenciales de Accion estudiados,
producido por el GLUTAMATO enddgeno con la mediacién de los receptores No-NMDA y
del exdgeno, con la participacién de los receptores NMDA, en las ratas hipertensas fue

significativamente mayor que en las normotensas.

15.- El efecto del GABA enddgeno de incrementar porcentualmente la amplitud en los
Potenciales de Accion estudiados, mediante la participacion de los receptores GABAA en las
ratas hipertensas, fue significativamente mayor que la reduccion observada en las

normotensas.
16.- Los efectos del GABA (exdgeno y el endogeno) de reducir porcentualmente la duracion

de los Potenciales de accidn estudiados en las ratas hipertensas no fueron significativamente

diferentes de los observados en las normotensas.
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RECOMENDACIONES

1.- Realizar estudios de microinyeccién intranuclear de los neurotransmisores, ademas de la
microinyeccion por iontoforesis de los mismos y sus antagonistas, en neuronas de las ratas
hipertensas (SHR) y normotensas (Sprague-Dawley) pero de los ndcleos bulbares, Nucleo
Ventrolateral Rostral bulbar (VLRB), el Nucleo Ventrolateral Intermedio (VLIB) y el Ndcleo
Ventrolateral Caudal bulbar (VLCB) para evaluar efectos sobre la frecuencia cardiaca, la
presion arterial, la frecuencia de descarga , la duracion y la amplitud de los potenciales de
accion de unidades barosensibles de los nucleos estudiados.

2.- Realizar estudios similares a los realizados, en neuronas de los nucleos del Tracto Solitario
(NTS) , (VLRB), (VLIB) y (VLCB) empleando un mayor nimero de antagonistas y
agonistas; considerando aquellos mas eficientes en su accion como antagonistas de los
neurotransmisores GLUTAMATO,GABA, particularmente antagonistas de receptores a

Glutamato del tipo Metabotrdpicos.

3.- Realizar un estudio similar en neuronas del NTS, VLRB, VLIB y VLCB en ratas

normotensas (Sprague-Dawley) bajo un régimen de dietas hiper e hiposodica.

4.- Realizar estudios similares en neuronas del NTS, VLRB, VLIB y VLCB en ratas Wistar-
Kyoto.

5.- Explorar la posibilidad de realizar estos estudios en ejemplares de ratas SHR, Wistar
Kyoto o Sprague-Dawley manipulados genéticamente para eliminar alguno de los receptores a
los neurotransmisores..

6.- Realizar estos estudios en otros modelos de hipertension en animales.

7.- Realizar estos estudios en animales sometidos a algun protocolo de ejercicio fisico.
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8.- Realizar estudios similares en modelos de animales con el sindrome metabodlico, diabetes o

alguna patologia que pueda relacionarse con la hipertension arterial.

9.- Realizar estudios similares en animales SHR, Sprague-Dawley y Wistar Kyoto evaluando
efectos de metales sobre la presion arterial.

10.- Realizar estudios similares en animales SHR, Sprague-Dawaley y Wistar Kyoto

evaluando extractos vegetales con propiedades depresoras o hipertensoras.
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