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RESUMEN

Mediante el empleo de técnicas autorradiográ-
ficas acopladas a la microdensitometrla computa-
rizada, se localizaron y cuantificaron los receptores
del péptido natriurético auricular (PNA}, en áreas dis-
cretas de cerebros individuales de rata, Se locali-
zaron s¡tios de unión para el PNAÍ, de alta densi-
dad, en órganos circunventriculares tales como el
órgano subfornical (OSFI. el área postrema (AP) y
en los plexos coroideos (PCl.

Las ratas genéticamente hipertensas (SHRl, de
4 y 16 semanas de edad. presentaron una dismi-
nución significativa en la dens¡dad de los s¡t¡os de
un¡ón para el PNAr en el OSF, los PC y el AP, en
comparación con las ratas normotensas controles
(WKYI (P<O.O1l. Nuestros resultsdos indican la
existencia de una alteración del sistema Atriopep-
tinérgico central en este modelo de hiperter,sión ge-
nética. lgualmente, soportan la hipótes¡s de la pre-
sencia de sistemas locaies de Angiotensina y de
Atriopeptins centrales, que conjuntamente podrfan
estar partic¡pando en la regulación de funciones
autonómicas. tales como el control cardiovascular
y la regulación del metabolismo de fluidos y
electrólitos.

INTRODTrcCION

Recientemente se ha demostrado la ex¡stencia
de numerosos péptidos en la aurfcula de los mamf-

feros, entre ellos el factor natriurético auricular ó
FNA (Currie y co|.,.1983, deBold y col., 1981 , de-
Bold y Flynn, 1983, Needleman y coi., 1985, Flynn
y col., 1 9831. Estos péptidos e¡ercen efectos pro-
fundos sobre la función renal, la secreción de aldos-
terona y la resistencia vascular (deBold y Salerno.
1982. Currie y col., 1983, Kudo y col., 1984). Se
ha sugerido que estos péptidos podrfan ejercer un
papel activo en la regulac¡ón de la presión arterial
y en la homeostasis de fluidos y electról¡tos (Can-
tin y Genest, 19851. Existen evidenc¡as que indi-
can que algunos de los efectos cardiovasculares del
FNA podrfan estar mediados I través de mecanis-
mos centrales, En el cerebro, se ha demostrado la
presencia de una amplia red de neuronas, que con-
tienen inmunorreact¡vidad positiva FNA. en á¡eas
relacionadas con el control cardiovascular como la
AV3V (Jacobowitz y col., 1985, Saper y col.,
1 985). Se ha demostrado rec¡entemente la presen-
cia de sitios de unión de FNA en áreas especfficas
del sistema nervioso central tales como el órgano
subfornical (OSFI, el área postrema (AP), el núcleo
del tracto sol¡tario (NTSI y los plexos coroideos {PC}
{Ouirion y col., 1 984. Saavedra y col.. en prensa}.
El OSF y el AP. son estructuras circunventriculares
que carecen de barrera hematoencef ál¡ca expues-
tas al péptido circulante, implicadas en la regula-
ción de la presión arter¡al y en la secreción de va-
sopresina y que además, cont¡ene una alta densi-
dad de receptores de ANG ll (lsrael y col., 19851.
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La localización anatómica exacta y la cuantifi-
cación precisa son esenciales para el estud¡o de las
propiedades cinéticas de los receptores, así como
para el estud¡o de la regulación fisiológica de los mis-
mos en un s¡stema neurorregulatorio en particular.
La descripción dé los sit¡os de unión de FNA en el
cer€bro hasta el presente han sido meramente cua-
litativos (Ouirion y col., 19841. En los últimos años
se han desarrollado técnicas para la localización pre-
cisa de receptores para neurotransmisores y neu-
ropépt¡dos centrales (Goochee y col., 198O, Un-
nerstall y col.. 1982. lsrael y col., 1984). Adaptando
la tecnologfa ex¡stente para el estudio de recepto-
res centrales de neuropéptidos. empleando un ligan-
do marcado con 1125, autorradiograffa acoplada a
la microdens¡tometrfa computarizada y comparación
de las densidades ópticas obtenidas con las gene-
radas por los estandards-|125, podomos cuant¡fi-
car y caracteri4ar completamente los receptores de
neuropéptidos en áreas discretas del cerebro de la
rata, Este método combina la ventaia de que, ade-
más de permit¡r la localización anatómica precisa,
es más sansible y requiere de tiempos do exposi-
ción de la pelfcula relativamente cortos.

Con el fin de establecer si existen alterac¡ones
en los sit¡os de unién del PNAr en las áreas relacio-
nadas con la regulación cardiovascular, durante el
perfodo de itablec¡miento y desarrollo de la hiper-
tensión espontánea en la rata, hemos empleado di-
cha técnica de autorrad¡ografía-microdensitometrla
para el estud¡o y la caracterización de los sitios de

.unión del péptido natriurético auricular de la rata
(6-331 (PNAr) en núcleos del cereb¡o de ratas ge-
néticamente hipertensas (SHR) y sus controles nor-
motensos, w¡star Kyoto (wKY), tanto jóvenes (4
semanas) como adultas (16 semanas).

MATERIALES Y METODOS

Preparación do los portaobiotos cub¡ortos.

Los portaobjetos fueron sumergidos en una so-
lución de Alconox, removidos de dicha solución y
hervidos en agua desionizada durante una hora. Su-
cesivamente, fueron lavados tres veces con agua
destilada y colocados en alcohol al BO% durante la
noche. Luego, los portaobletos fueron lavados con
agua dest¡lada y sumergidos uno a uno, en una so-
lución de gelatina recién preparada (2.S gr de pol-
vo de gelatina y 250 mg de sulfato de potasio y cro-
mo en 5O0 ml de agua destiladal. poster¡ormente,
se secaron en un horno a 37o C y se almacenaron
en cajas libres de polvo.

Preparación de los tej¡dos

Se utilizaron ratas machos, SHR y WKy (Ta-
conic Farms, Germatown, NY) de 4 y 16 semanas
de edad. mantenidas a temperatura y luz constan-
te desde las O6.00 hasta las 18.OO horas, permi-
tiéndoles el libre acceso al agua y a la comida. Pre-
viamente al sacrificio, se determinó la presión ar-
terial de cada grupo de animales experimentales me-
diante el uso de un electro-esf ingomanómetro (Nar-
co Biosystems, lnc., Houston, TX), Las ratas fue-
ron sacrificadas mediante decapitación, entre las
O9.OO y las 11.OO horas y sus cerebros inmediata-
mente removidos y congelados mediante inmersión
en isopentano (-30oCl. Dentro de las 24 horas si-
guientes al sacrificio, se cortaron secciones de te-
lido (l6 r¡ ml mediante un criostato a -140C. Las
secciones fueron descongeladas y montadas sobre
los portaob¡etos previamente recubiertos con
gelatina-crom-alum y colocados al vacfo a 4oC, has-
ta el momento de la incubación.

Preparación de los estandards de 1125

Se prepararon un grupo de estandards tal y co-
mo se describe originalmente para los estandards
de trit¡o. (lsrael y col., 1 984i. Brevement€, canti-
dades conocidas y crec¡entes de ANG-|1 25 fueron
mezcladas con una pasta de te¡ido cerebral de ra-
ta, previamente degasificada y mezclada al vacfo.
Las alfcuotas 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 p m de espesor mediante el uso del criostato a
-14oC, se descongelaron y se montaron sobre un
portaobjeto cub¡erto, Paralelamente se obtuvieron
secciones consecutivas del mismo grupo de estan-
dards para determinar el contenido de protefnas
(Lowry y col-, 1951 ) y la radioactividad.

Marcaie de los sitios de unión det pNAr y
autoradiografh

Los sitios de unión de PNA¡ fueron marcados
¡n vitro, mediante la incubación del tejido con pNAr
sintét¡co marcado con ll 25 (3-1 2Ell-iodotirosil 28
(act¡v¡dad específica 175O Ci/mmol, Amersham
Corporation, Arlington, Heights, lL).

Dentro de las 48 horas siguientes a la prepara-
ción de las secciones de tei¡do, €stas se preincu-
baron durante 1 5 minutos, en buffer Tris-HCL, 5O
mm, pH7.4, a20"C, Luego se incubaron , durante
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una hora, en buffer fresco que contenfa NaCl 1OO
mM, MgCl2 5 mM, albúmina sérica de bovino 0.5%,
bacitracina 40 tL glml.leupeptina 4 p g/ml, quimos-
tatina 2 giml, fen¡lmetilsulfonilfluoru¡o (pMSF) 0.5
,¡ g/ml (Ou¡rion y col., 1 9851 y concentraciones del
péptido marcado (PNAr-11 2E) comprendidas entre
1O y 4OO pM. La unión no específica fue determi-
nada en secciones incubadas con el ligando radioac-
tivo y en presencia de PNA sintético (péptido aurF
cular de rata,28 aminoácidos, penfnsula Laborato-
r¡es, lnc., Belmont, CAI en concentraciones de
O.O25 a I .0 p M (Saavedra y col., en prensa). Des-
pués de incubadas. las secciones se lavaron tres ve-
ces (2 minutos cada unal con buffer Tris-HCl. 50
mM, a 40C, y luego se secaron con una corriente
de aire frlo (lsrael y col., 1984).

Tanto las secc¡ones previamente incubadas co-
mo los estandards fueron colocados en un casset-
te metálico (CGR Medical Corp., Baltimore, Md.l y
contrapuestos a una pelfcula sensible al trit¡o ultro-
f¡lm (3H) (LKB lndustries, Rockville, Md.), durante
1 dfa (para concentraciones de 1O a 1OO pMl ó 2
a 3 días (para concentraciones de 125 a 4OO pM)
y a temperatura ambiente en ambos casos. Al final
de dicho perfodo. se precedió a revelar l8s pellcu-
las, a 2OoC, durante 4 m¡nutos, con revelador Ko-
dak D19 no-diluido. Se cuantificaron las densida-
des ópticas (DOl de los estandards y las áreas es-
pecff¡cas de los tejidos en el Ultrofilm mediante mi-
crodens¡tometrla computarizada (lsrael y col., 1 984)
(Figura la y 2a).

La radioactividad presente en cada una de las
regiones especfficas del cerebro se calculó mediante
la comparación de las DOs observadas en el tejido,
con las generadas al procesar los estandards de
1125, en cada uno de los autorrad¡ogramas, Cada
grupo de estandards contenfa concentraciones de
rad¡oact¡v¡dad/ p g de protelna desde 1O a 5OOO
dpms. Una imagen autorradiográfica tfpica de los
estandards, lograda con microdensitometrfa com-
putarizada, después de dos dlas de exposición 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 lefda para cada uno de
los estandards contra el 1n de la radioactividad pre-
sente, se obtiene una relación lineal (Figu¡6 | !¡. ¡¿g
concentraciones molares de ligando unidas por mg
de protelna tisular fueron determinadas med¡ante
la interpolación de las DO de cada tei¡do en la recta
obtenida de la curva estandards 1n-1 n (Figura 1 b).
Los resultados se corrigen por la cafda de la rad¡oac-
tividad del 1125.

"Curva caracterbüca de la pélbula"

El gráf¡co semilogarftmico de las densidades óp-
ticas lefdas en la pelfcula vs la ¡adioactividad pre-
sente/ J¡ g de protelna corregida por el t¡empo de ex-
posición, genera la llamada "curva caracterfstica de
la pelfcula". Esta relación es similar a la previamente
establecida para los estandards de tfitio (Goochee
y col., 1 980) (Figura 1c). La pendiente de la curva
nos da una medidá del contraste fotográfico. A den-
sidades ópt¡cas menores de O.2, los cambios de la
pend¡ente en función del tiempo de exposición son
muy pequeños, por lo tanto la discriminación entre
los valores se dificulta. A DOs superiores a 1.6 un¡-
dades. la pelfcula se satura rápidamente y los da-
tos que se obt¡enen resultan subest¡mados. Entre
valores de DO comprendidos entre O.2 y 1.6 uni-
dades existe una relación lineal entre las DO y los
dpm/ Pg de protelna x tiempo de exposición. En
esta zona de la curva, el contraste es grande. de
manera que resulta fácil discriminar entre pequeñas
diferencias en la concentración de sitios de unión
en una estructura en particular (Figuras 1c y 2). Con
esta información se puede determinar el t¡empo de
exposición que produce el contrasie óptimo, para
cada tejido.

Anfisis de datos

El cálculo de las cant¡dades molares de ligan-
do unida a un tejido en part¡cular, las curvas de sa-
turación y el análisis de Scatchard se realizó me-
diante el empleo del programa LIGAND (Munson,
1983), seguido de la correcc¡ón de los datos en base
al contenido de protelnas presente en los estan-
dards. Los valores de máxima capacidad de unión
(Bmax) y la constante de afinidad (Ka) para el pNAr
se calcularon en cada una de las áreas especfficas
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

Presión arterial

La pres¡ón arterial de las ratas SHR fue mayor,
tanto en las de 4 como 16 semanas de edad, si se
compara con las correspondientes ratSs normoten-
sas WKY. Los valores de presión añerial, en mmHg,
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A. lmagen autorrad¡ográfica con m¡crodens¡tome-
tría computarizada de un grupo de estandardsl'l 25
después de 2 días de exposic¡ón al Ultrof¡lm (3H).
Cada sección cont¡ene dlfereñtes concentrac¡ones
de radioactividad por ug de proteína. A: 50 dpm;
B: 75 dpm: C: 369 dpm; D: 1740 dpm; E: 4618
dpm y F: 6789 dpm.
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C. Curva característ¡ca del Ultrof¡lm (3H) con
estandards-|1 2 5. Se grafican las densidades ópti-
cas como función del 1 n dpm/ug proteína x tiem-
po de expos¡ción. Cada punto representa ei prorne-
dio de tres lecturas de DO de curvas estandards tri-
pl¡cadas, generadas en los autorradiogramas. Los
símbolos son los m¡smos que en B.
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sitometrÍa computarizada y estandards-11 25.

B. Gráfico 1n-1n de las
dens¡dades ópticas vs ra- 6

dioact¡v¡dad (dpm/ug pro-
teína) en los estandards.
Los t¡empos de exposición 5
f ueron (O) 0.3 , (!,.), 1 v
(O.Al 3 aias. Cada punto
representa el promedio de
tres lecturas de DO de cur- 4

vas estandards triplicadas,
generadas en los autorra- o
d¡ogramas y preparadas 9 3
para cada una de las pelí- '
culas usadas en la cuant¡- d
ficación de los receptores | ^de PNAr. Las líneas pun- = '
teadas representan el error
estandards est¡mado de X
de Y. La ecuac¡ón general l
de la línea recta fue, para
39 pares de puntos, Y=
0.665X+0.73; r: O.893;
F: 68.4 (p <0.0001).
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Figura 1. Cuant¡f¡cac¡ón autorradiográfica con microden
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fueron: en las ratas ¡óvenes, WKY= 81t3,
SHR= 111!2 y en las aduttas, WKY=12Ot2,
SHR = 19313.

Unión de PNA; al cerebro de la rata

Se observó una gran densidad de s¡tios de unión
del PNAr en áreas específ¡cas del cerebro de la ra-
ta, incluyendo algunas relacionadas con la regula-
ción cardiovascular.

El órgano subfornical, los plexos coroideos y
el área postrema contienen una rlnica clase de si-
tios de unión, que presentan aha dens¡dad y alta af¡-
nidad para el PNAr-|125 (Figuras 2, 3 y 4). La adi-
ción de PNAr no marcado produce el desplazamien-
to de más del 80% del péptido marcado (no se
muestran los resultadosl.

Cinótlca de unión de PNAr al cerebro de ratas WKY
y SHR

Se realizaron las curvas de saturación y el aná-
lisis de Scatchard en secciones consecutivas de ce-
rebros individuales de rata. Se observaron diferen-
cias significativas en la máxima capacidad de unión
del PNAr al OSF, a los PC y al AP en las ratas SHR.
al compararlas con las normotensas WKY. Los re-
sultados obtenidos en la máxima capacidad de unión
(Bmax) y la constante de afinidad (Ka) se resumen
en la Tabla 1 y en las figuras 3 y 4. En las ratas SHR
jovenes, el ntlmero de sitios de unión (Bmaxl en las
tres estructuras, fue sign¡f icativamente menor que
en las ratas controles normotensas (WKY). En re-
lación a las constantes de afinidad, sólo se obser-
varon diferencias significativas (incrementol en los
plexos coroideos al comparar las SHR con las WKY.

Una alterac¡ón similar fue observada en d¡ches
estrücturas en las ratas adultas. En efecto, las ra-
tas hipertensas p¡esentaron una densidad de sit¡os
de unión mucho menor para el PNAr-|1 25 en el OSF,
los PC y el AP, que las ratas normotensas control
(Tabla 1, Figuras 3 y 4). En relación a las constan-
tes de afinidad, sólo se observó una disminución sig-
nificativa en el OSF de las ratas SHR adultas com-
paradas con las WKY control.

DtscustoN

Las técnicas autorradiográf¡cas acopladas a la
microdensitometrfa computarizada y a la compara-
ción contra estandards-|1 25, han permitido la lo-

Tabla N. 1

SITIOS DE UNION DEL PEMDO NATRIURETICO
AURICULAR (6-33I EI\I EL CEREERO DE LAS RATAS

ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS

Már(¡ma
capac¡dad
de un¡ón
{Bmaxl

(fmoles/mg
protehal

Constanto
do .tin¡drd
k"t kto-t

M-11

Area postrema I I

wKY (4) lros.srro I zo.so*+.oo
sHR (3) 

| 
54.1+7* 

I 
18.0110.44

Ratas aduttas: I I

Ratas jóvenes:

Organos subfornical
WKY (7)

SHR (5}

Plexos coroideos
\ryKY (7)
sHR (7)

Organo subfornical
WKY (7)

SHR (6}

Plexos coroideos
wKY (7)

SHR (5}

Area postremall:

157.2!20 14.O3 + 0.62
78.916r I s:z+ o.t+

I187.2!12 | 3.84* o.44
55.9!:6* lto.sotzso

11.10+1.67
4.254O.55x

7.60i2.06
6.2A+ O.82

124.3+ 1 1

61 .7+9'

173.6+ 23
72.8+ 11r

lvKY I 106.3 + I
sHR I 78.9+6*

ND
ND

Los valores representan la media de n expgr¡men-
tos + E.S.M. Se realizaron los anál¡sis Scatchard
usando secciones consecut¡vas de te¡ido, para ca-
da uno de los animales (ver métodosl.'p<O.O¡
(Prueba t deStudent).

'ltDatos obtenidos mediante la incubación de las sec-
ciones con una concentración única de pNAr-|1 25
(0.2 nM). ND: no determinado.
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calización anatómica prec¡sa y la caracter¡zación del
sitio de un¡ón del PNAr en áreas específicas del ce-
rebro de la rata. Este método presenta ventajas en
relación a los métodos de unión a receptores en pre-
paraciones de membranas parcialmente purificadas
ya que, además de permitir la localización anató-
mica precisa, resulta ser mucho más sensible. Así,
con este método se puede determinar, en un solo
animal, la c¡nética completa de los receptores del
PNAr en grupos celulares d¡scretos de un tejido.

La cuantif icación se logra optimizando el tiem-
po de exposición de la peiícula sensible al tritio, que
a su vez requiere de la determ¡nación previa de la

"curva característ¡ca de la película" (Unnerstall y
col., 1 982, lsrael y col., 1984), así como el uso de
estandards de l1 25 recientemente preparados.

El tiempo ópt¡mo de exposición de la película
depende de la densidad de los s¡t¡os de unión en un
área en particular, así como de la concentración y
actividad específica del l¡gando marcado. Fara tej¡-
dos con alta densidad de receptores ó cuandc la

concentración del ligando empleado es elevada, el
tiempo de exposición del Ultrofilm (3H) es relativa-
mente corto (de uno a tres días), a fin de prevenir
la saturación de la película V obtener valores de DO
en el rango lineal de la "curva característica".

Nuestros resultados demuestran que median-
te esta tecnología es posible realizar la cinética com-
pleta del receptor de PNAr en núcleos d¡scretos de
una rata individual. El análisis cinético es una parte
¡mportante en los estud¡os cuantitativos de unión
a receptores, ya que no solo nos permite determ¡-
nar la máxima capacidad de unión (Bmax) -una me-
dida de la densidad de los receptores- s¡no que tam-
bién nos permite calcular la constante de afinidad
de la interacción ligando-receptor (Ka).

Nosotros hemos empleado el método autorra-
diográfico para localizar y caracterizar sitios de unión
del PNAr en el tejido cerebral de la rata. Los sitios
de unión, de alta densidad, para el PNAr se locali-
zaron en el OSF, los PC y el AP. Estos resultados
están de acuerdo con las observaciones previas para
un péptido s¡ntético similar (ANF 8-33) en las mis-
mas áreas cerebrales (Ouirion y col., 1984).

Las tres estructuras presentaron una única cla-
se de sitios de unión, de alta afinidad, saturables
y específicos (F¡gura 3). Tanto el OSF como el AP
son estructuras que pertenecen a los órganos cir-

Figura 2. Localización a uto rrad ¡ográfica de los si-
tios de unión del PNAr l1 25 en secciones corona-
les de cerebro a nivel del órgano subfornical* de
la rata. Las secc¡ones fueron incubadas en presen-
cia de 0.3 nl¡'l de PNAr 1125 y expuestas por 2.5
dÍas al Ultrofilm {3H). Las flechas apuntan al órga-
no subfornical y a los plexos coro¡deos. Nivel su-
per¡or: secc¡ón de una r¿ta WKY. Nivel ¡nfer¡or: sec-
ción de una rata SHR. * A 5780 ¡¿ m, ele antero-
posterior de acuerdo a Konig y Klippel, 1963.

cu nventriculares, que se caracterizan por catecer
de barrera hematoencefálica. S¡ los sit¡os de unión
en dichas estructuras fuesen f isiológicamente ac-
tivos, estas áreas podrían representar un órgano
blanco para el PNA circulante y un sitio para Ia in-
teracción con el sistema ang¡otensinérgico central,
así como para la regulación central de la presión ar-
terial (Ouirion y col., 1984) y para la secreción de
vasopresina (Samson, 1 985a).
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El órgano subfornical envía proyecciones has-
ta el h¡potálamo y en especial a la región antero-
ventral del tercer ventrículo {AV3V}, zona que es
crítica para el desarrollo y mantenimiento de la hi-
pertensión exper¡mental, asf como para la regula-
ción del balance de fluidos y electrólitos (Miselis,.
1981) y que contiene una gran red de neuronas
ANF-positivas (Jacobowitz y col., 1 9851. El área
postrema, órgano circunventr¡cular adyacente al nú-
cleo del tracto sol¡tar¡o, que está provisto de una
alta dens¡dad de receptores de ANG, constituye un
área implicada en la regulación de la pres¡ón arte-
rial (Mendelson y col., 1984). por lo tanto, los si-
tios de un¡ón de PNAr en núcleos como el OSF y
el AP, podrían representar las estructuras anatómi-
cas que relacionan los sistemas atriopept¡nérgico
central y periférico.

Nuestros resultados demuestran la existencia
de alteraciones en la concentración de s¡tios de
unión del PNAr en áreas del cerebro de las ratas ge-
néticamente hipertensas, jóvenes y adultas (Figu-
ra 2 y 3; Tabla 11. La disminución de los sitios de
unión en estas dos estructuras podrfa estar relacio-

nada con el incremento de la presión arterjal en e:
te modelo de hipertensión. En efecto, se ha repo
tado que el ANF inhibe la liberación de vasopresin
ihducida por hemorragia ó deshidratación, a travé
de un mecanismo central (Samson, 1 985b1. por I

tanto, d¡cha reducción de los sit¡os de unión, p<
drfa estar relacionada con el incremento de los n
veles circulantes de vasopresina reportados en la
ratas SHR (Crofton y col., 1978). Ad¡cionalment(
la reducción de los sitios de unión del PNAr podrí
estar mod¡ficando la función de los receptores d
ANG que están presentes, en alta densidad, en es
tas estructuras (lsrael y col., 1984). De esta m¿
nera, el PNAr podrfa estar actuando como un ant€
gonista fisiológico en la modulación de la liberació
de vasopresina, en la regulación de la presión arte
rial y del balance de fluidos y electról¡tos, que €st
mediado por la angiotensina ll.

Por otra parte, la presencia de s¡tios de uniól
de PNAr en los plexos coroideos podrfa estar rela
cionado con el papel de este péptido en el contrc
del flujo de iones a través de la barrera cerebro
líquido cefalorraquldeo (Cantin y Genest, I 98S). Lr

fo
x
{
l

o.1 o.2

UNTDO (pt{l

Figura 3. Análisis de Scatcha¡d de 18 un¡ón especff¡ca del PNAr-|125 al órgano subfornical, a los plexos coroi-
deos y al área postrema de ratas jóvenes (4 semanas). Las secciones de te.¡¡dos de cada rata fueron ¡ncubadas
tal y como se describe en Mater¡ales y Métodos. Los datos representan un experimento tlpico que fue repl¡cado
de 3 a 7 veces por grupo (ver Tabla No. 1). Cfrculos llenos: ratas WKY, Cfrculos vaclos: ratas SHR. Los coef¡-
cientes de correlación (rl son: OSF, WKY=O.9O2, SHR=O.765; FC, WKy=O.926, SHR=O.868; Ap,
WKY:O.928, SHR=0.898.
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alteración observada en las ratas SHR sugiere un
papél de estos péptidos en el desarrollo y manteni-
miento de la hipertensión a nivel de los plexos
coroideos.

Nuestros resultados soportan la hipótesis de
una alteración del sistema atriopept¡nérg¡co en es-
te modelo de hipertensión genética. Las ratas SHR
presentan una disminuc¡ón 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, 1 985) comparados con los
de las ratas normotensas WKY. La disminución de
los sitios de unión del PNAr central podrfa represen-
tar un mecan¡smo de retrorregulación negativa de
los receptores centrales inducida por los n¡veles in-
crementados del péptido circulante, que resulta de
la liberación crónica del mismo. Alternat¡vamente.
la reducción podrfa constituir la alteración primaria
que llevarfa a un incremento secundario de la libe-
ración del pépt¡do hacia la circulación.

o.2 0.3

UNIDO (pM)

Es interesante notar que en las ratas SHR, las
alteraciones que sufren dos s¡stemas que coexis-
ten en las m¡smas estructuras, como lo son el atr¡o-
peptinérgico y el angiotensinérgico son opuestas.
Así, durante la fase de h¡pertens¡ón establecida, el

.s¡stema ren¡na-angiotensina se encuentra est¡mu-
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 convert¡dora en el lfquido ce-
falorraquídeo en ratas SHR (Ganten y col., 1 975 y
1 976, lsrael y Saavedra, sometido), mientras que
por el contrario, el sistema atr¡opeptinérg¡co cen-
tral se encuentra déprim¡do (Saavedra y col., en
prensa; Tabla 1 y Figura 3 y 41. Ambas alteracio-
nes estarían dirigidas en una misma dirección, es
decir, a un incremento del tono s¡mpát¡co, con ele-
vación de los niveles circulantes de catecolaminas,
ACTH.y vasopresina, que contr¡buirfa a la elevación
de la presión arterial.

o.2 0.3 0.4

UNIDO (pMl
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Figura 4. Anális¡s de Scatchard de la unión específica del PNRr-|125 al órgano subfornical y a los plexos coroi-
deos de ratas adultas (16 semanas). Los datos representan un exper¡mento típico que fue replicado de 5 a 7
veces por grupo (ver Tabla No. 11. Círculos llenos: ratas WKY. Clrculos vacíos: ratas SHB. Los coefic¡entes
de correlación (r) son: OSF, WKY=0.869. SHR= 0.854; PC, WKY=0.959, SHR=O.729 y AP= No determinado.
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El uso de la técnica autorradiográfica además
de permitir la determinación de los valores de Bmax
y Ka de la r.¡nión de PNAr-|125 y la comparación de
los mismos entre diferentes grupos de animales ex-
perimentales, nos ha permit¡do determinar altera-
ciones en las constantes cinéticas de la unión del
PNA a los receptores en los núcleos centrales indi-
viduales de rata. Mediante la aplicación de esta tec-
nologfa se podrán aclarar los mecanismos fisioló-
gicos de los sistemas atriopeptinérgicos central y
periférico. Estas técnicas no están restringidas al
estudio de los receptores de la atr¡oapeptina, tam-
bién ha sido aplicada para el estudio de la Angio-
tensina ll (lsrael y col., 1 9841; lsrael y col., 1985),
de la Sustancia P (Niwa, Shigematsu, Saavedra),
del 351A-1125, un ¡nhibidor especffico de la enzi-
ma convertidora {Plunkett y col., en prensa} y po-
dría ser aplicable para el estud¡o de cualquier otro
receptor, amina o neuropéptido, en el sistema ner-
vioso central ó en el periférico, con la única restr¡c-
ción de la disponibilidad del ligando marcado con
t125.
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