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RESUMEN

Mediante el empleo de técnicas autorradiogra-
ficas acopladas a la microdensitometrfa computa-
rizada, se localizaron y cuantificaron los receptores
del péptido natriurético auricular (PNA), en dreas dis-
cretas de cerebros individuales de rata. Se locali-
zaron sitios de unién para el PNAr, de alta densi-
dad, en érganos circunventriculares tales como el
6rgano subfornical {(OSF), el drea postrema (AP) y
en los plexos coroideos {PC).

Las ratas genéticamente hipertensas (SHR}, de
4 y 16 semanas de edad, presentaron una dismi-
nucién significativa en la densidad de los sitios de
unién para el PNAr en el OSF, los PC y el AP, en
comparacion con las ratas normotensas controles
(WKY} {P<0.01). Nuestros resultados indican la
existencia de una alteracién del sistema Atriopep-
tinérgico central en este modelo de hipertersién ge-
nética, Igualmente, soportan la hip6tesis de la pre-
sencia de sistemas locaies de Angiotensina y de
Atriopeptina centrales, que conjuntamente podrian
estar participando en la regulacién de funciones
autondmicas, tales como el control cardiovascular
y la regulacién del metabolismo de fluidos vy
electrdélitos.

INTRODUCCION

Recientemente se ha demostrado la existencia
de numerosos péptidos en la auricula de los mami-
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feros, entre ellos el factor natriurético auricular 6
FNA (Currie y col., 1983, deBold y col., 1981, de-
Bold y Flynn, 1983, Needieman y coi., 1985, Flynn
y col., 1983). Estos péptidos ejercen efectos pro-
fundos sobre la funcidn renal, la secrecién de aldos-
terona vy la resistencia vascular (deBold y Salerno,
1982, Currie y col., 1983, Kudo y col., 1984}, Se
ha sugerido que estos péptidos podrian ejercer un
papel activo en la regulacién de la presién arterial
y en ta homeostasis de fluidos y electrélitos {Can-
tin y Genest, 1985). Existen evidencias que indi-
can que algunos de los efectos cardiovasculares del
FNA podrian estar mediados a través de mecanis-
mos centrales. En el cerebro, se ha demostrado la
presencia de una amplia red de neuronas, que con-
tienen inmunorreactividad positiva FNA, en areas
relacionadas con el control cardiovascular como la
AV3V {Jacobowitz y col., 1985, Saper y col.,
1985}, Se ha demostrado recientemente la presen-
cia de sitios de unidén de FNA en dreas especificas
del sistema nervioso central tales como el 6rgano
subfornical (OSF), el drea postrema {AP), el nicleo
del tracto solitario (NTS} y los plexos coroideos (PC)
{Quirion y col., 1984, Saavedra y col., en prensa}.
El OSF y el AP, son estructuras circunventriculares
que carecen de barrera hematoencefélica expues-
tas al péptido circulante, implicadas en la regula-
cion de la presién arterial y en ia secrecion de va-
sopresina Y que ademds, contiene una alta densi-
dad de receptores de ANG ! {Israel y col., 1985).



La lotalizacién anatémica exacta y la cuantifi-
cacién precisa son esenciales para el estudio de las
propiedades cinéticas de los receptores, asi como
para el estudio de la regulacion fisiologica de los mis-
mos en un sistema neurorregulatorio en particular.
La descripcion de ios sitios de unién de FNA en el
cerebro hasta el presente han sido meramente cua-
litativos {Quirion y col., 1984). En los Gltimos afios
se han desarrollado técnicas para la localizacién pre-
cisa de receptores para neurotransmisores y neu-
ropéptidos centrales {Goochee y col., 1980, Un-
nerstall y col., 1982, Israel y col., 1984). Adaptando
la tecnologla existente para el estudio de recepto-
res centrales de neuropéptidos, empleando un ligan-
do marcado con 1125, autorradiografia acoplada a
ia microdensitometria computarizada y comparacién
de las densidades &pticas obtenidas con las gene-
radas por los estandards-1125, pedemeos cuantifi-
car y caracterizar completamente los receptores de
neuropéptidos en éreas discretas del cerebro de la
rata. Este método combina la ventaja de que, ade-
mas de permitir la localizacién anatémica precisa,
es méas sensible y requiere de tiempos de exposi-
cién de la pelicula relativamente cortos.

Con el fin de establecer si existen alteraciones
en los sitios de unién del PNAr en las areas relacio-
nadas con la regulacién cardiovascular, durante el
periodo de stablecimiento y desarrollo de la hiper-
tensién espontanea en la rata, hemos empleado di-
cha técnica de autorradiografia-microdensitometria
para el estudio y la caracterizacién de los sitios de

-unién del péptido natriurético auricular de la rata
(6-33) (PNAr) en nucleos del cerebro de ratas ge-
néticamente hipertensas {SHR) y sus controles nor-
motensos, Wistar Kyoto (WKY), tanto jévenes {4
semanas) como adultas {16 semanas).

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de los portaobjatos cubiertos.

Los portaobjetos fueron sumergidos en una so-
lucién de Alconox, removidos de dicha solucién y
hervidos en agua desionizada durante una hora. Su-
cesivamente, fueron lavados tres veces con agua
destilada y colocados en alcohol al 80% durante la
noche. Luego, los portaobjetos fueron lavados con

agua destilada y sumergidos uno a uno, en una so-

lucién de gelatina recién preparada {2.5 gr de pol-
vo de gelatina y 250 mg de sulfato de potasio y cro-
mo en 500 m! de agua destilada). Posteriormente,
se secaron en un horno a 37° C y se almacenaron
en cajas libres de polvo. '

Preparacion de los tejidos

Se utilizaron ratas machos, SHR y WKY (Ta-
conic Farms, Germatown, NY) de 4 v 16 semanas
de edad, mantenidas a temperatura y luz constan-
te desde las 06.00 hasta tas 18.00 haras, permi-
tiéndoles el libre acceso al agua y a la comida. Pre-
viamente al sacrificio, se determind la presion ar-
terial de cada grupo de animales experimentales me-
diante el uso de un electro-esfingomanometro (Nar-
co Biosystems, Inc., Houston, TX). Las ratas fue-
ron sacrificadas mediante decapitacion, entre las
09.00 y las 11.00 horas y sus cerebros inmediata-
mente removidos y congelados mediante inmersion
en isopentano (-30°C). Dentro de las 24 horas si-
guientes al sacrificio, se cortaron secciones de te-
jido (16 # m) mediante un criostato a -14°C. Las
secciones fueron descongeladas y montadas sobre
los portaobjetos previamente recubiertos con
gelatina-crom-alum y colocados al vacio a 4°C, has-
ta el momento de la incubacién.

Preparacion de los estandards de 1125
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Se prepararon un grup¢ de estandards tal y co-
mo se describe originalmente para los estandards
de tritio. {Israel y col., 1984). Brevemente, canti-
dades conocidas y crecientes de ANG-1125 fueron
mezcladas con una pasta de tejido cerebral de ra-
ta, previamente degasificada y mezclada al vacio.
Las alicuotas fueron colocadas como bloques de te-
jido sobre una base de bronce del microtomo y con-
gelados en hielo seco. Se prepararon secciones de
16 # m de espesor mediante el uso del criostato a
-14°C, se descongelaron y se montaron sobre un
portaobjeto cubierto, Paralelamente se obtuvieron
secciones consecutivas del mismo grupo de estan-
dards para determinar el contenido de proteinas
{Lowry y col., 1951) y la radioactividad.

Marcaje de los sitios de unién del PNAr y
autorradiografia

Los sitios de unién de PNAr fueron marcados
in vitro, mediante la incubacién del tejido con PNAr
sintético marcado con 1125 (3-1251}-iodotirosil 28
{actividad especifica 1750 Ci/mmol, Amersham
Corporation, Arlington, Heights, IL).

Dentro de las 48 horas siguientes a la prepara-
cién de las secciones de tejido, estas se preincu-
baron durante 15 minutos, en buffer Tris-HCL, B0
mm, pH7.4, a 20°C. Luego se incubaron , durante



una hora, en buffer fresco que contenfa NaCl 100
mM, MgCI2 5 mM, albdmina sérica de bovino 0.5%,
bacitracina 40 # g/mil. leupeptina 4 # g/ml, quimos-
tatina 2 g/ml, fenilmetilsuifonilfilucruro (PMSF) 0.5
# g/ml (Quirion y col., 1985) y concentraciones del
péptido marcado (PNAr-1125) comprendidas entre
10 y 400 pM. La unién no especifica fue determi-
nada en secciones incubadas con el ligando radioac-
tivo y en presencia de PNA sintético (péptido auri-
cular de rata, 28 aminoacidos, Peninsula Laborato-
ries, Inc., Belmont, CA) en concentraciones de
0.025 a 1.0 # M (Saavedra y col., en prensa). Des-
pués de incubadas, las secciones se lavaron tres ve-
ces {2 minutos cada una) con buffer Tris-HCI, 50
mM, a 4°C, y luego se secaron con una corriente
de aire frio (Israel y col., 1984).

Tanto las secciones previamente incubadas co-
mo los estandards fueron colocados en un casset-
te metélico (CGR Medical Corp., Baltimore, Md.} vy
contrapuestos a una pelicula sensible al tritio ultro-
film {3H) (LKB Industries, Rockville, Md.), durante
1 dla {para concentraciones de 10 a 100 pM} 6 2
a 3 dias (para concentraciones de 125 a 40C pM)
y a temperatura ambiente en ambos casos. Al final
de dicho perlodo, se precedié a revelar las pelicu-
las, a 20°C, durante 4 minutos, con revelador Ko-
dak D19 no-diluido. Se cuantificaron las densida-
des 6pticas (DO) de los estandards y las 4reas es-
pecificas de los tejidos en el Ultrofilm mediante mi-
crodensitometria computarizada {Israel y col., 1984)
(Figura 1a y 2a).

La radioactividad presente en cada una de las
regicnes especificas del cerebro se calculé mediante
la comparacién de las DOs observadas en el tejido,
con las generadas al procesar los estandards de
1125, en cada uno de los autorradiogramas. Cada
grupo de estandards contenia concentraciones de
radioactividad/ # g de proteina desde 10 a 5000
dpms. Una imagen autorradiografica tipica de los
estandards, lograda con microdensitometria com-
putarizada, después de dos dias de exposicién del
Ultrofilm, se puede observar en la Figura 1a. El mé-
todo requiere obtener linearidad. En efecto, al gra-
ficar los valores de 1n DO lelda para cada uno de
los estandards contra el 1n de la radioactividad pre-
sente, se obtiene una relacién lineal (Figura 1b). Las
concentraciones molares de ligando unidas por mg
de protefna tisular fueron determinadas mediante
la interpolacidn de las DO de cada tejido en la recta
obtenida de la curva estandards 1n-1n (Figura 1b}.
Los resultados se corrigen por la calda de la radioac-
tividad del 1125,
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‘‘Curva caracteristica de la pelicula’’

El gréfico semilogaritmico de las densidades 6p-
ticas leidas en la pelicula vs la radioactividad pre-
sente/ # g de protelna corregida por el tiempo de ex-
posicién, genera la llamada ‘‘curva caracteristica de
la pelicula’. Esta relacion es similar a la previamente
establecida para los estandards de tritio {Goochee
y col., 1980) (Figura 1c). La pendiente de la curva
nos da una medida del contraste fotografico. A den-
sidades &pticas menores de 0.2, los cambios de la
pendiente en funcién del tiempo de exposicién son
muy pequefios, por lo tanto la discriminacién entre
los valores se dificulta. A DOs superiores a 1.6 uni-
dades, la pelicula se satura rdpidamente y los da-
tos que se obtienen resultan subestimados. Entre
valores de DO comprendidos entre 0.2 y 1.6 uni-
dades existe una relacién lineal entre las DO y los
dpm/ 4 g de protelna x tiempo de exposicién. En
esta zona de la curva, el contraste es grande, de
manera que resulta facil discriminar entre pequeftas
diferencias en la concentracién de sitios de unién
en una estructura en particular {Figuras 1¢cy 2). Con
esta informacién se puede determinar el tiempo de
exposicién que produce el contraste éptimo, para
cada tejido.

Andlisis de datos

El célculo de las cantidades molares de ligan-
do unida a un tejido en particular, las curvas de sa-
turacién y el andlisis de Scatchard se realizé me-
diante el empleo del programa LIGAND (Munson,
1983), seguido de la correccién de los datos en base
al contenido de proteinas presente en los estan-
dards. Los valores de maxima capacidad de unién
(Bmax) y la constante de afinidad (Ka) para el PNAr
se calcularon en cada una de las areas especificas
del cerebro de cada animal.

Los resultados se presentan como medias +
E.S.M. La significancia de los resultados fue anali-
zada mediante la prueba de t-Student.

RESULTADOS

Presidn arterial

La presién arterial de las ratas SHR fue mayor,
tanto en las de 4 como 16 semanas de edad, si se
compara con las correspondientes ratas normoten-
sas WKY. Los valores de presién arterial, en mmHg,



A. Imagen autorradiogréafica con microdensitome-
tria computarizada de un grupo de estandards-1125
después de 2 dias de exposicidn al Ultrofilm (3H).
Cada seccidn contiene diferentes concentraciones
de radioactividad por ug de proteina. A: 50 dpm;
B: 75 dpm: C: 369 dpm; D: 1740 dpm; E: 4618
dpm y F: 6789 dpm.

B. Grafico In-1n de las
densidades 6pticas vs ra-
dioactividad {dpm/ug pro-
teina) en los estandards.
Los tiempos de exposicion
fueron{©} 0.3, (,*}, 1y
(<,A\) 3 dias. Cada punto
representa el promedio de
tres lecturas de DO de cur-
vas estandards triplicadas,
generadas en los autorra-
diogramas vy preparadas
para cada una de las peli-
culas usadas en la cuanti-
ficacidn de los receptores
de PNAr. Las lineas pun-
teadas representan el error
estandards estimado de X
de Y. La ecuacién general
de la linea recta fue, para
39 pares de puntos, Y=
0.666X+0.73; r: 0.893;

In D.O. x 100
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C. Curva caracteristica del Ultrofilm (3H) con
estandards-1125. Se grafican las densidades &pti-
cas como funcién del 1n dpm/ug proteina x tiem-
po de exposicidn. Cada punto representa ei prome-
dio de tres lecturas de DO de curvas estandards tri-
plicadas, generadas en los autorradiogramas. Los
simbolos son los mismos que en B.

F: 68.4 (p<0.0001). o

4.6 6.9

in {dpm/ueg)

Figura 1. Cuantificacién autorradiogréfica con microden sitometria computarizada y estandards-1125.
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fueron: en las ratas jévenes, WKY= 8113,
SHR=111%2 y en las adultas, WKY=1202*2,
SHR=193*3,

Unién de PNAr al cerebro de la rata

Se observé una gran densidad de sitios de unién
del PNAr en 4reas especificas del cerebro de la ra-
ta, incluyendo algunas relacionadas con la regula-
cién cardiovascular,

El érgano subfornical, los plexos cotoideos y
el 4rea postrema contienen una Unica clase de si-
tios de unién, que presentan alta densidad y alta afi-
nidad para el PNAr-1125 (Figuras 2, 3 y 4). La adi-
cién de PNAr no marcado produce el desplazamien-
to de més de! 80% del péptido marcado (no se
muestran los resultados).

Cinética de unidn de PNAr al cerebro de ratas WKY
y SHR

Se realizaron las curvas de saturacién y el anéa-
lisis de Scatchard en secciones consecutivas de ce-
rebros individuales de rata. Se observaron diferen-
cias significativas en la mé&xima capacidad de unién
del PNAr al OSF, alos PC y al AP en las ratas SHR,
al compararlas con las normotensas WKY. Los re-
sultados obtenidos en la méxima capacidad de unién
(Bmax) y la constante de afinidad (Ka) se resumen
en la Tabla 1 y en las figuras 3y 4. En las ratas SHR
jovenes, el nimero de sitios de unién (Bmax} en las
tres estructuras, fue significativamente menor que
en las ratas controles normotensas (WKY). En re-
lacién a las constantes de afinidad, s6lo se cbser-
varon diferencias significativas (incremento) en los
plexos coroideos al comparar las SHR con las WKY.

Una aiteracion similar fue observada en dichas
estructuras en las ratas adultas. En efecto, las ra-
tas hipertensas presentaron una densidad de sitios

de unién mucho menor para el PNAr-1125 en el OSF,
los PC y el AP, que las ratas normotensas control
(Tabla 1, Figuras 3 y 4). En relacién a las constan-
tes de afinidad, sé6lo se observé una disminucion sig-
nificativa en el OSF de las ratas SHR adultas com-
paradas con las WKY control.

DISCUSION

Las técnicas autorradiograficas acopladas ala
microdensitometria computarizada y a la compara-
cion contra estandards-1125, han permitido la lo-

Tabla N. 1

SITIOS DE UNION DEL PEPTIDO NATRIURETICO
AURICULAR (6-33]) EN EL CEREBRO DE LAS RATAS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS

78.9x6"*

Méxima Constante
capacidad de afinidad
de unibn ka) (x10?
{Bmax) M-1)
{fmoles/mg
proteina)
Ratas jovenes:
Organos subfarnical ‘
WKY (7} | 167.21220 403 * 062
SHR (5} | 78.9X6* 5.12 X 0.74
Plexos coroideos
WKY {7) {187.2X12 3.84% 0.44
SHR (7) | 55.9+ 6" 10.50% 2.50
Area postrema
WKY (4) | 109.9%10 20.9014.00
SHR (3) | B4.1X7* " 18.0110.44
Ratas adultas:
Organo subfornical
WKY (7) | 124.3X11 11.10%1.67
SHR (B) | 61.719" 4.25*0.55x
Plexos coroideos
WKY (7) [ 173.6x23 7.6012.06
SHR (5) | 72.8X11"* 6.281% 0.82
Area postremail:
WKY | 106.3*8 ND
SHR ND

Los valores representan la media de n experimen-
tos + E.S.M. Se realizaron los anélisis Scatchard
usando secciones consecutivas de tejido, para ca-
da uno de los animales {ver métodos).* P<0.01
{Prueba t deStudent).
itDatos obtenidos mediante la incubacién de las sec-
ciones con una concentracidn Gnica de PNAr-11256
(0.2 nM). ND: no determinado.




calizacion anatomica precisa y la caracterizacion del
sitio de unién det PNAr en areas especificas del ce-
rebro de la rata. Este método presenta ventajas en
relacion a los métodos de unién a receptores en pre-
paraciones de membranas parcialmente purificadas
ya que, ademads de permitir la localizacidn anaté-
mica precisa, resulta ser mucho mas sensible. Asi,
con este métedo se puede determinar, en un solo
animal, la cinética completa de los receptores del
PNAr en grupos celulares discretos de un tejido.

La cuantificacién se logra optimizando el tiem-
po de exposicion de la pelicula sensible al tritio, gue
a su vez requiere de la determinacién previa de la
““curva caracteristica de la pelicuia” {Unnerstall y
col., 1982, Israel y col., 1884), asi como el uso de
estandards de [125 recientemente preparados.

El tiempo 6ptimo de exposicién de la pelicula
depende de |a densidad de los sitios de unién en un
area en particular, asi como de la concentraciéon y
actividad especifica del ligando marcado. Para teji-
dos con alta densidad de receptores ¢ cuando la
concentracién del ligando empleado es elevada, el
tiempo de expaosicién del Ultrofilm (3H) es relativa-
mente corto {de uno a tres dias), a fin de prevenir
la saturacién de la pelicula y obtener valores de DO
en el rango lineal de la “"curva caracteristica’’.

Nuestros resultades demuestran que median-
te esta tecnologia es posible realizar la cinética com-
pleta del receptor de PNAr en nucleos discretos de
una rata individual, El andlisis cinético es una parte
importante en los estudios cuantitativos de unidn
a receptores, ya que no solo nos permite determi-
nar lamaxima capacidad de unién {Bmax) -una me-
dida de la densidad de los receptores- sino que tam-
bién nos permite calcular la constante de afinidad
de la interaccién ligando-receptor (Ka).

Nosctros hemos empleado el método autorra-
diografico para localizar y caracterizar sitios de unién
del PNAr en el tejido cerebral de la rata. Los sitios
de unién, de alta densidad, para el PNAr se locali-
zaron en el OSF, los PC y el AP. Estos resultados
estan de acuerdo con las observaciones previas para
un péptide sintético similar (ANF 8-33) en las mis-
mas areas cerebrales {Quirion y col., 1984},

Las tres estructuras presentaron una unica cla-
se de sitios de unidn, de aita afinidad, saturables
y especificos (Figura 3). Tanto el OSF como el AP
scn estructuras que pertenecen a los drganos cir-
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Figura 2. Localizacién autorradiogréfica de los si-
tios de unién del PNAr 1125 en secciones corona-
les de cerebro a nivel del érgano subfornical* de
la rata. Las secciones fueron incubadas en presen-
cia de 0.3 nM de PNAr 1125 y expuestas por 2.5
dias al Ultrofilm (3H). Las flechas apuntan al érga-
no subfornical y a los plexos coroideos. Nivel su-
perior: seccidn de una rata WKY. Nivel inferior: sec-
cion de una rata SHR. * A 5780 # m, eje antero-
posterior de acuerdo a Konig y Klippel, 1963.

cunventriculares, que se caracterizan por carecer
de barrera hematoencefélica. Si los sitios de unién
en dichas estructuras fuesen fisiolégicamente ac-
ttvos, estas areas podrian representar un érgano
blanco para el PNA circulante y un sitio para la in-
teraccion con el sistema angiotensinérgico central,
asi como para la regulacién central de ia presién ar-
terial {Quirion y col., 1984} y para la secrecién de
vasopresina {(Samson, 1385a).



El 6rgano subfornical envia proyecciones has-
ta el hipotadlamo y en especial a la region antero-
ventral del tercer ventriculo (AV3V), zona que es
critica para el desarrollo y mantenimiento de la hi-
pertensién experimental, asl como para la regula-
cion del balance de fluidos y electrélitos (Miselis,.
1981) vy que contiene una gran red de neuronas
ANF-positivas (Jacobowitz y col., 19885). El 4rea
postrema, érgano circunventricular adyacente al nd-
cleo del tracto solitario, que esté provisto de una
alta densidad de receptores de ANG, constituye un
area implicada en la regulacion de la presién arte-
rial (Mendelson y col., 1984}, Por lo tanto, los si-
tios de unién de PNAr en nicleos como el OSF y
el AP, podrian representar las estructuras anatémi-
cas que relacionan los sistemas atriopeptinérgico
central y periférico.

Nuestros resuitados demuestran la existencia
de alteraciones en la concentracion de sitios de
unién del PNAr en 4reas del cerebro de las ratas ge-
néticamente hipertensas, jovenes y adultas (Figu-
ra 2y 3; Tabla 1). La disminucién de los sitios de
unién en estas dos estructuras podria estar relacio-

nada con el incremento de la presion arterial en e:
te modelo de hipertensién. En efecto, se ha repo
tado que el ANF inhibe 1a liberacién de vasopresin
inducida por hemorragia ¢ deshidratacién, a travé
de un mecanismo central (Samson, 1985b). Por |
tanto, dicha reduccién de los sitios de unién, pc
dria estar relacionada con el incremento de los n
veles circufantes de vasopresina reportados en la
ratas SHR (Crofton y col., 1978). Adicionalmente
la reduccién de los sitios de unién del PNAr podri
estar modificando |la funcién de los receptores d
ANG que estan presentes, en alta densidad, en es
tas estructuras {israel y col., 1984}, De esta mz
nera, el PNAr podr{a estar actuando como un anta
gonista fisiolégico en la modulacién de la liberacié
de vasopresina, en la regulacion de la presién arte
rial y del balance de fluidos y electrélitos, que est
mediado por la angiotensina ll.

Por otra parte, la presencia de sitios de uniéi
de PNAr en los plexos ¢oroideos podrfa estar rela
cionado con el papel de este péptido en el contrc
del flujo de iones a través de la barrera cerebro
liguido cefalorraguideo (Cantin y Genest, 1985). L
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Figura 3. Andlisis de Scatchard de la unién especifica del PNAr-1125 al 6rgano subfornical, a los plexos coroi-
deos y al érea postrema de ratas jovenes (4 semanas). Las secciones de tejidos de cada rata fueron incubadas
tal y como se describe en Materiales y Métodos. Los datos representan un experimento tipico que fue replicado
de 3 a 7 veces por grupo (ver Tabla No. 1). Circulos llenos: ratas WKY, Circulos vacios: ratas SHR. Los coefi-
cientes de correlacion (r) son: OSF, WKY =0.902, SHR=0.765; PC, WKY=0.926, SHR=0.868; AP,
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alteracion observada en las ratas SHR sugiere un
pape€l de estos péptidos en el desarrollo y manteni-

miento de la hipertension a nivel de los plexos
coroideos.

Nuestros resultados soportan la hipOtesis de
una alteracion del sistema atriopeptinérgico en es-
te modelo de hipertensidn genética. Las ratas SHR
presentan una disminucién en el contenido auricu-
lar de ANF (Sonnenberg y col., 1983) y un incre-
mento de los niveles circulantes del péptido auri-
cular {Cantin y Genest, 1985) comparados con los
de las ratas normotensas WKY. La disminucién de
los sitios de unién del PNAr central podria represen-
tar un mecanismo de retrorregulacién negativa de
los receptores centrales inducida por los niveles in-
crementados del péptido circulante, que resulta de
la liberacion crénica del mismo. Alternativamente,
la reduccidn podria constituir la alteracidn primaria
que llevaria a un incremento secundario de ia libe-
racién del péptido hacia la circulacion.

Es interesante notar que en las ratas SHR, las
alteraciones que sufren dos sistemas que coexis-
ten en las mismas estructuras, como lo son el atrio-
peptinérgico y el angiotensinérgico son opuestas.
Asi, durante la fase de hipertensién establecida, el
-sistema renina-angiotensina se encuentra estimu-
lado, tal y como se manifiesta por el incremento de
los receptores del OSF {resultados no publicados),
y por el incremento de los niveles de ANG y de la
actividad de la enzima convertidora en el liquido ce-
falorraquideo en ratas SHR {Ganten y col., 1975 vy
1976, Israel y Saavedra, sometido), mientras que
por el contrario, el sistema atriopeptinérgico cen-
tral se encuentra deprimido {Saavedra y col., en
prensa; Tabla 1 y Figura 3 y 4}. Ambas alteracio-
nes estarian dirigidas en una misma direccidn, es
decir, a un incremento del tono simpético, con ele-
vacién de los niveles circulantes de catecolaminas,
ACTH y vasopresina, que contribuirfa a la elevacién
de la presién arterial.
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Figura 4. Anaélisis de Scatchard de la union especifica del PNRr-1125 al érgano subfornical y a los plexos coroi-
deos de ratas adultas {16 semanas}. Los datos representan un experimento tipico que fue replicado de 5 a 7
veces por grupo {ver Tabla No. 1}. Circulos llenos: ratas WKY. Circulos vacios: ratas SHR, Los coeficientes
de correlacién {r) son: OSF, WKY =0.869. SHR=0.854; PC, WKY = 0.959, SHR =0.729 y AP = No determinado.
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El uso de la técnica autorradiografica ademas
de permitir la determinacién de los valores de Bmax
vy Ka de la unién de PNAr-1125 y la comparacién de
los mismos entre diferentes grupos de animales ex-
perimentales, nos ha permitido determinar altera-
ciones en las constantes cinéticas de la unién del
PNA a los receptores en los nucleos centrales indi-
viduales de rata. Mediante la aplicacién de esta tec-
nologla se podran aclarar los mecanismos fisiold-
gicos de los sistemas atriopeptinérgicos central y
periférico. Estas técnicas no estéan restringidas al
estudio de los receptores de la atricapeptina, tam-
bién ha sido aplicada para el estudio de la Angio-
tensina Il {Israel y col., 1984); Israel y col., 1985),
de la Sustancia P (Niwa, Shigematsu, Saavedra),

del 351A-1125, un inhibidor especifico de la enzi-
ma convertidora (Plunkett y col., en prensa) y po-
dria ser aplicable para el estudio de cualquier otro
receptor, amina o neuropéptido, en el sistema ner-
vioso central 6 en el periférico, con la Gnica restric-
cidn de la disponibilidad del ligando marcado con
1125.
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