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Caminante, son tus huellas

el camino y nada más;

Caminante, no hay camino,

se hace camino al andar.

Al andar se hace el camino,

y al volver la vista atrás

se ve la senda que nunca

se ha de volver a pisar.

Caminante no hay camino

sino estelas en la mar.
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RESUMEN

Introducción: 
La hiponatremia es el trastorno hidroelectrolítico más frecuentemente encontrado en la práctica 
clínica humana. Incluso en formas leves, se asocia con peor pronóstico y mayor mortalidad global, 
a pesar de lo cual sigue existiendo una tendencia a minimizar la importancia de pequeñas altera-
ciones en la natremia, que tradicionalmente no se han asociado con consecuencias negativas, pese 
a la creciente evidencia en contra. En este sentido, no se ha estudiado hasta la fecha si presentar 
una hiponatremia intermitente, pero recurrente en el tiempo, es relevante. Existen situaciones en 
clínica humana donde esta condición podría ocurrir y pasar desapercibida, como en la cirrosis o en 
la insuficiencia cardiaca.

Material y métodos: 
Para estudiar los efectos sobre el balance hidrosalino y el sistema nervioso central de diferentes 
situaciones de hipotonicidad, se utilizaron varios modelos animales, de hiponatremia aguda (admi-
nistrando una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal por vía intraperitoneal (i.p.) 
a animales alimentados con pellet), de hiponatremia intermitente recurrente (dosis diaria i.p. de ace-
tato de desmopresina (ddAVP) y agua equivalente al 2.5% del peso corporal a animales alimentados 
con dieta hiposódica) y de agudización de hiponatremia intermitente recurrente (sobrecarga hídrica 
equivalente al 10% del peso del animal por vía i.p. a animales sometidos a hiponatremia intermiten-
te recurrente). Además, se exploraron los efectos sobre la glía (astrocitos y oligodendrocitos) que la 
administración de un bolo i.p. de suero salino hipertónico tenía en animales alimentados con pellet 
y en animales sometidos a hiponatremia intermitente recurrente. Se utilizó el laberinto de agua de 
Morris para evaluar el aprendizaje y la memoria, el coeficiente de difusión aparente (ADC) obtenido 
a través de imágenes ponderadas en difusión adquiridas mediante resonancia magnética para valo-
rar el contenido y distribución del agua cerebral, y técnicas de inmunohistoquímica para estudiar la 
proteína ácida fibrilar glial (GFAP), marcador de astrocitos, y la proteína básica de la mielina (MBP), 
marcador de oligodendrocitos y mielina. Así mismo, se realizaron estudios analíticos de sangre y 
orina para la evaluación del balance hidrosalino.

Resultados: 
En los estudios de comportamiento, la administración diaria repetida de ddAVP, con o sin una dosis 
diaria de agua equivalente al 2.5% del peso del animal, era suficiente para alargar trayectorias y tiem-
po de resolución en el laberinto de Morris comparado con los controles, tanto al evaluar la memoria 
como el aprendizaje, aunque en los animales que recibían agua los cambios fueron más marcados.

La dieta pellet inducía por sí misma una situación de retención hídrica difícil de modificar con ma-
niobras adicionales como la administración de ddAVP asociado con una dosis diaria de agua equi-
valente al 2.5% del peso del animal. Sin embargo, la administración de ddAVP/agua sí logró inducir 
una retención hídrica en los animales alimentados con dieta hiposódica. 

En el modelo de hiponatremia aguda se indujo una hiponatremia hipoosmolar y se observó un des-
censo progresivo de los valores de ADC al estudiar el encéfalo completo, sugiriendo un aumento 
en la proporción de agua intracelular con respecto a la extracelular tras la sobrecarga hídrica. El 
comportamiento del ADC fue diferente entre la sustancia gris (SG) y la sustancia blanca (SB), siendo 
llamativo que en SB aumenta su valor en el tiempo tras la sobrecarga hídrica, reflejando probable-
mente una reducción relativa del agua intracelular en esta región. La administración de la sobrecar-
ga hídrica indujo un aumento en la expresión de GFAP y MBP en SB, pero no en SG.
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En el modelo de hiponatremia intermitente recurrente, se indujo una hiponatremia leve y transitoria, 
que se recuperaba a las 24h de la administración del tratamiento, pero que se repetía a lo largo de 
7 días consecutivos. Esto se tradujo en un valor de ADC en encéfalo global más bajo que el visto en 
animales alimentados con pellet, sugiriendo un acúmulo de agua cerebral en esta situación. Ade-
más, aumentó la expresión de GFAP en SG comparado con lo visto en animales alimentados con 
pellet, aunque no se apreciaron cambios significativos en la expresión de MBP.

La agudización de la hiponatremia intermitente recurrente también provocó una hiponatremia hi-
poosmolar. En esta situación, también se observó un descenso progresivo de los valores de ADC en 
encéfalo completo. Dicho descenso fue menos pronunciado que en animales alimentados con pe-
llet. Al analizar por separado la SG y la SB, ambas presentaron un ascenso progresivo en los valores 
de ADC, más marcado en la SB. La administración de la sobrecarga hídrica indujo un aumento en la 
expresión de GFAP y MBP en SB, pero sin que se observaran cambios en SG, resultados similares a 
los observados en el modelo de hiponatremia aguda.

Por último, se exploraron los efectos precoces de la administración de un bolo de suero salino hi-
pertónico sobre la expresión de GFAP y MBP. Sólo se observó un aumento en la expresión de GFAP 
en SB central en animales alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. 

Discusión:
Los resultados apuntan a que existe un comportamiento diferencial entre la SG y la SB en respuesta 
a la hiponatremia aguda, tanto en términos de distribución de agua encefálica como en activación 
de las células gliales. La hiponatremia intermitente recurrente es un modelo animal nuevo que sugie-
re que se puede producir una retención hídrica significativa con tan solo unas horas de hiponatremia 
al día, siempre que esta situación se repita en el tiempo. Dicha retención hídrica se refleja en altera-
ciones conductuales y en un mayor grado de acúmulo de agua encefálica  y activación astroglial en 
SG. La respuesta de estos animales a una sobrecarga hídrica adicional no presenta grandes variacio-
nes con respecto a lo observado en la hiponatremia aguda. El suero salino hipertónico parece afec-
tar de forma precoz a los astrocitos en la SB, lo cual es consistente con lo reportado en la literatura. 

Este estudio pone de manifiesto la importancia de las pequeñas fluctuaciones en la natremia, que 
si se mantienen en el tiempo, pueden traducir una situación subyacente de retención hídrica con 
consecuencias a nivel del sistema nervioso central, que podría tener una repercusión sobre los sín-
tomas cognitivos o la calidad de vida de los pacientes.
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SUMMARY

Introduction:
Hyponatremia is the most common electrolyte disturbance in clinical care. Even mild presentations 
are associated with poor prognosis and an increased mortality, in spite of which there is a trend to 
minimize the importance of small variations in natremia, that have historically been dismissed as not 
having negative consequences despite growing evidence against it. In this regard, it has not been 
studied to date whether an intermittent but recurrent hyponatremia is relevant. There are clinical 
scenarios where this condition could occur and be overlooked, such as cirrhosis or heart failure.

Material and Methods:
The effects of different hypotonic situations were studied on the electrolyte balance and central 
nervous system by means of different animal models, acute hyponatremia (intraperitoneal (i.p.) ad-
ministration of a 10% of the animal’s body weight water overload in chow fed animals), intermittent 
recurrent hyponatremia (i.p. daily dose of desmopressin acetate (ddAVP) and a water dose equiva-
lent to 2.5% of the animal’s body weight in hyposodic diet fed animals) and acute on intermittent 
recurrent hyponatremia (i.p. water overload equivalent to 10% of the animal’s body weight in animals 
subjected to intermittent recurrent hyponatremia). The effects of an i.p. hypertonic saline bolus 
had on glial cells (astrocytes and oligodendrocytes) in chow fed animals and those submitted to 
intermittent recurrent hyponatremia were also explored. The Morris water maze was used to as-
sess learning and memory, apparent diffusion coefficient (ADC) obtained from diffusion weighted 
images (DWI) acquired through magnetic resonance was used to study content and distribution of 
brain water, and immunohistochemistry was used to examine glial fibrillary acidic-protein (GFAP), 
astrocyte marker, and myelin basic protein (MBP), oligodendrocyte and myelin marker. Blood and 
urine analysis were performed as well to assess the water and electrolyte balance.

Results:
Behavioural studies showed that daily administration of ddAVP, with or without a daily water dose 
equivalent to 2.5% of the animal’s body weight, was enough to lengthen resolution trajectories and 
times in the Morris maze compared to controls, both when assessing memory and learning, althou-
gh in animals receiving water the effects were more pronounced.

Chow diet per se induced water retention, difficult to modify with additional maneuvers such as the 
administration of i.p. daily ddAVP plus a water dose equivalent to 2.5% of the animal’s body weight. 
However, ddAVP/water administration was able to induce water retention in hyposodic diet fed animals.

In the acute hyponatremia model, hypotonic hyponatremia was induced, and a progressive decrease 
in ADC values was observed in the whole brain, suggesting an intracellular water gain compared to 
extracellular water after the water overload. The ADC behaviour was different between white (WM) 
and grey (GM) matter. Interestingly, in GM ADC values increased over time, probably reflecting a 
relative reduction in intracellular water in this region. The i.p. water overload induced an increased 
GFAP expression in the WM, but not in the GM.

In the intermittent recurrent hyponatremia model, mild and transient hyponatremia was induced, 
which was recovered 24h after treatment, but that was repeated over a 7 day period. This translated 
into a lower ADC value in the whole brain, compared to chow fed animals, suggesting an increase in 
total brain water in this situation. There was also an increase in GFAP expression in the GM compa-
red to chow fed animals, although no significant changes in MBP’s expression were seen.
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Acute on intermittent recurrent hyponatremia induced hypotonic hyponatremia as well. In this si-
tuation, a progressive decrease in ADC values in the whole brain was seen. Said decrease was less 
pronounced compared to chow fed animals. When GM and WM were analysed separately, they both 
showed a progressive increase in ADC values, more evident in the WM. The water overload increa-
sed GFAP and MBP’s expression in the WM, but no changes were seen in the GM, similarly to what 
had been observed in the acute hyponatremia model.

Finally, the early effects of a hypertonic saline bolus administration on GFAP and MBP’s expression 
were explored. Only an increase in GFAP’s expression in the central WM of hyposodic diet fed + 
ddAVP/water was observed.

Discussion:
Results point towards a differential behaviour between the GM and WM in response to acute hypo-
natremia, both in terms of brain water distribution and glial cell activation. Intermittent recurrent 
hyponatremia is a novel animal model that suggests there can be significant water retention after 
only a few hours of hyponatremia a day, provided this situation is repeated over time. Such water 
retention translates into cognitive deficits and a greater brain water accumulation and astroglial 
activation in the GM. These animals’s response to an additional water overload does not show big 
variations compared to what is observed in acute hyponatremia. Hypertonic saline seems to affect 
early astrocytes in the WM, which is consistent with the available literature.

This study highlights the importance of slight fluctuations in natremia, which, if maintained over 
time, can translate underlying water retention with consequences at the central nervous system 
level, including cognitive symptoms and quality of life impairment of patients.
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A continuación se recoge la relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En ocasiones se ha 
mantenido la correspondiente abreviatura y definición en inglés debido a su mayor uso en el len-
guaje científico:

ADC Coeficiente de Difusión Aparente (apparent diffusion coefficient)

ADH Hormona antidiurética

AQP Aquaporina

AUC Área bajo la curva (area under the curve)

BHE Barrera hematoencefálica

Ca++ Catión calcio

cal Calorías

Cl- Anión cloro

cm Centímetros

d Día

ddAVP Acetato de desmopresina

ddAVP/agua Administración diaria por vía intraperitoneal de ddAVP (0.4 mcg/kg/d) y 
una sobrecarga de agua equivalente al 2.5% del peso del animal

ddAVP/agua + sobrecarga 5%
Administración diaria por vía intraperitoneal de ddAVP (0.4 mcg/kg/d) 
y una sobrecarga de agua equivalente al 2.5% del peso del animal, con 
una dosis adicional de agua equivalente al 5% del peso del animal

DWI Imágenes ponderadas en difusión (diffusion weighted images)

FC Frecuencia cardiada

FOV Área de interés o campo de visión (field of view)

FR Frecuencia respiratoria

g Gramos

GABA Ácido gamma aminobutírico (gamma aminobutyric acid)

GFAP Glial Fibrillary Acidic-Protein

H+ Hidrogenión

HGUGM Hospital General Universitario Gregorio Marañón

Hz Herzios

IHQ Inmunohistoquímica

IiSGM Instituto de investigación Sanitaria Gregorio Marañón
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IRM Imagen por resonancia magnética

K+ Catión potasio

Kg Kilogramo

L Litro

MBP Myelin Basic-Protein

mEq Miliequivalentes

μg Microgramos

Mg++ Catión magnesio

min minutos

mL Mililitro

μm Micras

mm2 Milímetros cuadrados

mm3 Milímetros cúbicos

mmHg Milímetros de mercurio

mmol Milimoles

mOsm Miliosmoles

ms Milisegundos

Na+ Catión sodio

NAA N-acetil aspartato

NaCl3% Suero salino hipertónico al 3%

Nap Sodio plasmático (mEq/L)

Osmo Osmolalidad urinaria (mOsm/kg)

Osmp Osmolalidad plasmática (mOsm/kg)

PB Tampón fosfato (buffer phosphate)

pCO2 Presión parcial de dióxido de carbono

PFA Paraformaldehído

pO2 Presión parcial de oxígeno

RM Resonancia magnética
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RMN Resonancia magnética nuclear

ROI Región de interés

RVD Reducción de volumen reguladora (regulatory volume decrease)

SatO2 Saturación de oxígeno

SB Sustancia blanca

seg Segundos

SG Sustancia gris

SIADH Síndrome de secreción inadecuada de ADH

Tª Temperatura

TE Tiempo de eco (echo time)

TR Tiempo de repetición (repetition time)
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1. RECUERDO ANATOMOFISIOLÓGICO

1.1. Composición y compartimentos líquidos del organismo
El cuerpo humano se compone principalmente de agua, grasa, proteínas y minerales, por orden 
decreciente de proporción (1). El equilibrio entre ellos es fundamental para garantizar la salud de 
los individuos. En condiciones normales, el organismo está compuesto en un 60% de agua. Este 
volumen está repartido en dos grandes compartimentos líquidos:

•	 Compartimento extracelular: supone el 35% del agua corporal total; a su vez está subdividido 
en el volumen plasmático, el líquido intersticial, el líquido transcelular, la linfa, y un pequeño 
porcentaje que se localiza en ciertos tejidos. En su composición predominan el Na+, el Cl- y el bi-
carbonato. Dentro de este compartimento, los volúmenes más importantes son el plasmático y el 
intersticial, sumando entre los dos más del 85% del agua extracelular. Aunque las composiciones 
iónicas de ambos son ligeramente diferentes, se acepta que las concentraciones plasmáticas de 
los distintos electrolitos representan fielmente las concentraciones de éstos en el líquido extra-
celular.

•	 Compartimento intracelular: supone el 65% del agua corporal total, y es la suma de los volúme-
nes intracelulares de todas las células del cuerpo. En su composición predomina el K+, los fosfatos 
orgánicos y las proteínas.

En condiciones fisiológicas existe un equilibrio osmótico entre los compartimentos intra y extrace-
lular. El agua puede atravesar las membranas semipermeables de las células a favor del gradiente 
osmótico generado por las concentraciones de solutos a cada lado de las mismas, hasta restablecer 
el equilibrio osmótico. En ocasiones se producen cambios patológicos en la composición iónica o el 
volumen extracelular que afectan secundariamente al volumen intracelular. Un aumento en los apor-
tes de agua al compartimento extracelular supondrá un aumento de su volumen y una reducción de 
su presión osmótica, lo que se traducirá en un paso de agua hacia el interior de las células, con la 
consiguiente hiperhidratación celular. Por el contrario, una pérdida de agua del compartimento ex-
tracelular redundará en una mayor concentración de solutos a ese nivel, y en un paso de agua desde 
el espacio intracelular al extracelular, con la consiguiente deshidratación celular (Fig 1) (2). 

Figura 1. Principales compartimentos líquidos del organismo y regulación de los flujos de agua entre ellos. Un aumento en 
los aportes de agua al compartimento extracelular se traducirá en una hiperhidratación celular, mientras que un aumento 
en la concentración de solutos en el compartimento extracelular provocará una deshidratación celular. EC: extracelular. 
Figura creada con BioRender.com.
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La mayoría de las células, cuando sufren un cambio de volumen suficiente secundario a cambios en 
la osmolalidad del medio extracelular, experimentan una respuesta adaptativa, llamada reducción 
del volumen reguladora (regulatory volumen decrease, RVD) en caso de hipotonicidad, o incremen-
to del volumen regulador (regulatory volumen increase, RVI) en caso de hipertonicidad. Para ello, las 
células modifican la concentración intracelular de osmolitos, tanto inorgánicos (iones, principalmen-
te K+ y Cl-) como orgánicos: los extruyen en el RVD, y los recaptan o sintetizan de novo en el RVI (3). 
Los osmolitos orgánicos son compuestos con capacidad osmótica que pertenecen a diferentes gru-
pos químicos como las metil-aminas (glicerofosforilcolina, betaina), aminoácidos (taurina, glutamina, 
glutamato, ácido gamma-aminobutírico (GABA), prolina) y polioles (sorbitol, mioinositol). Su función 
principal, gracias a su poder osmótico, es estabilizar el volumen celular y la estructura proteica (4).

1.2. Fisiología tubular renal
Se define medio interno como el medio apropiado para el desarrollo de las funciones celulares. Bá-
sicamente está compuesto de agua y electrolitos. Para el correcto funcionamiento del organismo, 
debe mantenerse en un equilibrio dinámico, tanto en el volumen de agua como en su distribución 
relativa en los distintos compartimentos.

El principal responsable del mantenimiento de este balance hidrosalino en el organismo es el riñón, 
que se organiza en corteza y médula, y cuya unidad funcional es la nefrona, dividida a su vez en las 
siguientes estructuras (5)(Fig 2):

}} Glomérulo: es la estructura encargada de la filtración. Se localiza en la corteza renal, tiene forma 
esférica y está formado por una red de capilares interconectados, entre los cuales se localizan 
las células mesangiales, con función de soporte, regulación del flujo sanguíneo intraglomerular y 
capacidad fagocítica. La cápsula de Bowman es una estructura epitelial que rodea el glomérulo 
y se invagina para englobarlo, dejando en su interior el espacio de Bowman o espacio urinario, 
donde se recoge el líquido filtrado en los glomérulos. La capa interna (visceral) de la cápsula está 
formada por células epiteliales modificadas, los podocitos, cuyas prolongaciones citoplásmicas 
rodean los capilares glomerulares. Las células endoteliales del ovillo capilar, los podocitos y la 
membrana basal glomerular que los separa constituyen los elementos principales de la barrera 
de filtración glomerular. El glomérulo produce cada día 180 litros de ultrafiltrado a partir del plas-
ma que atraviesa la barrera de filtración. Dicho ultrafiltrado no contiene proteínas, pero tiene la 
misma composición hidroelectrolítica que el plasma (6,7).

}} Túbulo: el sistema tubular se encuentra a continuación de la cápsula de Bowman. Es la estructura 
encargada de modificar la composición del líquido ultrafiltrado, que sufrirá procesos de reabsor-
ción (devolución de sustancias filtradas al plasma) y de secreción (eliminación desde el plasma o 
desde las células renales a la luz tubular) hasta lograr la orina final. Por tanto, se ocupa del balance 
de agua y electrolitos. Para poder regular estas dos acciones, el túbulo de la nefrona está dividi-
do en varios segmentos con características y funciones específicas (8–14):

|| Túbulo contorneado proximal: localizado en la corteza renal. A este nivel se produce la 
reabsorción de hasta el 80% del filtrado glomerular, recuperándose, además de agua, el 70% 
del Na+, el 80% del bicarbonato y el fosfato, y el 100% de la glucosa y los aminoácidos.

|| Asa de Henle: sigue al túbulo proximal, se hunde profundamente en la médula renal, hace 
un giro de 180º (horquilla del asa) y vuelve a subir hacia la corteza. Gracias al cotransportador 
Na+:K+:2Cl- presente en la rama ascendente del asa de Henle, el Na+ es transportado desde 
la luz tubular al interior de la célula, junto con un K+ y dos Cl-. Parte del K+ transportado es 
secretado nuevamente a la luz tubular a través del canal ROMK (15) localizado en la porción 
descendente, provocando una electropositividad en la luz tubular que favorece la reabsor-
ción de Mg++ (16). Además, la porción descendente del asa de Henle reabsorbe agua a favor 
de un gradiente osmótico hacia la médula renal, lo que permite una concentración progresiva 
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Figura 2. Esquema simplificado del funcionamiento del túbulo renal. Na+: catión sodio. K+: catión potasio. Cl-: anión cloro. 
Ca++: catión calcio. H+: hidrogenión. ADH: hormona antidiurética. AQP2: acuaporina 2. Figura creada con BioRender.com.

del líquido intratubular. En la porción ascendente, impermeable al agua, continúa la reabsor-
ción de Na+, K+ y Cl- y dicha reabsorción de solutos desde la luz tubular permite que el líquido 
intratubular se diluya hasta alcanzar una osmolalidad de aproximadamente 100 mosm/kg. 
Este mecanismo se conoce como contracorriente.

|| Túbulo distal: localizado en la corteza renal, a continuación del asa ascendente de Henle. Es 
impermeable al agua y a este nivel continúa la reabsorción de Na+ y Cl- a través del cotrans-
portador apical Cl-:Na+, por lo que es también un segmento dilutor del líquido intratubular. 
Además, se produce el ajuste final del balance de Ca++, regulado por la hormona paratiroidea 
y mediado por el canal apical de Ca++ y el antiportador basolateral 2 Na+ x Ca++.

|| Túbulo colector: en su porción cortical, los transportadores iónicos están regulados por la 
aldosterona que permite un ajuste preciso de la reabsorción de Na+ y de la secreción de K+ e 
hidrogeniones, influyendo de forma determinante en el volumen extracelular y el equilibrio 
ácido base del organismo. La aldosterona favorece el intercambio de Na+, que se reabsorbe 
generando un gradiente electronegativo en la luz tubular, por K+ e hidrogeniones a través 
de la síntesis de novo e inserción de canales de Na+ y K+ en el polo apical, de N+,K+-ATPasa 
en el polo basolateral y de K+,H+-ATPasa en el polo apical o en el basolateral (en función del 
estado ácido-base del sujeto). En ausencia de hormona antidiurética (antidiuretic hormone, 
ADH), el túbulo colector es impermeable al agua. La unión de ADH con su receptor V2 locali-
zado en las células epiteliales tubulares desencadena una señal intracelular que culmina en la 
inserción del canal de agua acuaporina 2 (AQP2) en la membrana apical, lo que permite una 
reabsorción de agua a favor de gradiente osmótico, el generado por el mecanismo contraco-
rriente, hacia la médula renal (17–19). Por lo tanto, este segmento regula el contenido en agua 
de la orina final, lo que va a determinar tanto el volumen de diuresis como su concentración. 
La porción final del túbulo colector (papilar) sí es permeable al agua y a la urea, aún en ausen-
cia de ADH. El aporte de urea a la papila a este nivel es crítico para optimizar el fenómeno de 
contracorriente en el asa de Henle, al aumentar aún más el gradiente osmolar (6,8).
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1.3. Regulación de la excreción renal de agua
La concentración urinaria se define en el túbulo colector medular y está regulada por la acción 
de la ADH. La ADH se sintetiza en las neuronas magnocelulares localizadas en los núcleos su-
praóptico y paraventricular del hipotálamo y es transportada a través de sus axones hasta la 
neurohipófisis, donde se almacena a la espera de ser secretada.

La secreción de la ADH está fundamentalmente regulada por la presión osmótica y la presión 
arterial (Fig 3). En este sentido, los osmorreceptores se sitúan por fuera de la barrera hematoen-
cefálica (BHE), en la lamina terminalis y zonas adyacentes al área hipotalámica anterior, cerca de 
la pared anterior del tercer ventrículo. Pequeños cambios en la osmolalidad plasmática (de inclu-
so un 1%) son detectados por dichos osmorreceptores, capaces de variar su volumen celular al 
expresar AQP4, la cual permite un flujo de agua transmembrana a favor del gradiente osmótico, 
de manera que un aumento en la osmolalidad plasmática provocará la deshidratación de estos 
osmorreceptores y un aumento secundario en la secreción de ADH, y viceversa. Es llamativo que 
funcionan como osmorreceptores perfectos, es decir, mantienen el cambio de volumen mientras 
dure la situación de anisotonicidad, y no presentan ningún tipo de adaptación volumétrica a los 
cambios de osmolalidad extracelular como ocurre en otras células (20). Por otro lado, los baro-
rreceptores se localizan en el seno carotídeo y arco aórtico (detectan modificaciones de la pre-
sión arterial), y en las aurículas y sistema venoso pulmonar (detectan descensos de la misma). En 
condiciones fisiológicas, los barorreceptores mantienen un tono inhibidor sobre la secreción de 
ADH, que se ve abolido por descensos de la presión arterial del 10-20%, facilitándose la secre-
ción de ADH para aumentar la reabsorción de agua en el túbulo colector y, por tanto, aumentar 
el volumen circulante y restablecer la presión arterial. 

Finalmente, los mismos mecanismos implicados en la secreción de ADH (hiperosmolalidad, hi-
potensión arterial) estimulan también el mecanismo de la sed, pero los umbrales que desenca-
denan dicha respuesta son más altos, por ejemplo, el osmostato de la sed se regula un 5% más 
alto que el de la ADH para garantizar que no se ponga en marcha hasta que se sobrepase el 

Figura 3. Síntesis, almacenamiento y regulación de la secreción de ADH. Osmp: osmolalidad plasmática. N: núcleo. 
ADH: hormona antidiurética. Figura creada con BioRender.com.
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mecanismo regulador de la ADH. El objetivo de la activación de la sed es el mismo que el de 
la estimulación de ADH: favorecer la retención hídrica para la corrección del desequilibrio en el 
medio interno (9,21–24).

1.4. Estructura y función del sistema nervioso central

1.4.1. Organización celular del sistema nervioso central

En el sistema nervioso central (SNC) hay dos tipos principales de células, las neuronas, unidad fun-
cional del cerebro, y las células gliales (Fig. 4):

}} Neuronas: son las unidades de señalización del sistema nervioso, responsables de las funciones 
de recepción, integración y motoras. La característica principal de las neuronas es su especiali-
zación en la comunicación intercelular, y a esto responde su morfología, en la que generalmente 
se distinguen cuatro regiones principales: el soma o cuerpo neuronal (centro metabólico que 
contiene el núcleo), las dendritas (encargadas de recibir las señales procedentes de otras célu-
las nerviosas), el axón (terminación más larga que conduce señales nerviosas a otras células) y 
las terminaciones presinápticas (ensanchamientos de las ramas terminales del axón que liberan 
neurotransmisores a la unión sináptica). Las neuronas son unidades morfológica y tróficamente 
independientes, que se interrelacionan a nivel de las sinapsis, o zonas de aproximación espe-
cializada en las que una neurona contacta y transmite información a la zona receptiva de otra 
neurona o de una célula efectora. La función de las neuronas es la generación de señales ner-
viosas, que son impulsos eléctricos que viajan a lo largo de los axones, algunos de los cuales 
están cubiertos por una envuelta lipídica aislante llamada vaina de mielina, producida por los 
oligodendrocitos en el SNC y por las células de Schwann en el sistema nervioso periférico. La 
vaina de mielina que rodea los axones mielinizados se encuentra interrumpida en los denomina-
dos nódulos de Ranvier, los cuales favorecen la conducción del impulso nervioso.  La velocidad 
de conducción del impulso nervioso depende del grosor de los axones, de la existencia o no de 
envuelta mielínica y de la distancia internodal. 

}} Células gliales: se encuentran en el espacio que rodea a las neuronas, siendo mucho más 
numerosas que estas. Realizan una serie de funciones esenciales para el correcto funciona-
miento del SNC: son el soporte estructural de las neuronas, eliminan de restos metabólicos y 
celulares, producen mielina, mejoran la eficiencia de la señalización interneuronal regulando 
las propiedades de las terminaciones presinápticas, forman parte de la BHE, guían el creci-
miento y migración neural durante desarrollo y liberan factores de crecimiento neuronal, entre 
otros. Existen cuatro tipos de células gliales en el SNC: oligodendrocitos, macroglía, microglía 
y células ependimarias.
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||Oligodendrocitos: son las células encargadas de la formación de la vaina de mielina de los axo-
nes mielínicos del SNC. Los oligodendrocitos se encuentran principalmente en la sustancia blan-
ca (SB), aunque en la sustancia gris (SG) también aparecen algunos, rodeando y dando soporte 
estructural a los somas neuronales. Cada oligodendrocito puede extender múltiples procesos, 
cada uno de los cuales envuelve un tramo axonal de forma espiral (25). Posteriormente dicha es-
piral se compactará, uniéndose las capas concéntricas del citoplasma del oligodendrocito, con-
firiendo a la vaina de mielina un aspecto en capas electrón-densas y electrón-claras alternas al 
observarla al microscopio electrónico en un corte transversal (Fig 4 C) (26). En el mismo axón, cada 
segmento de mielina pertenece a diferentes oligodendrocitos. El número de procesos emitidos 
por cada oligodendrocito varía en función del área del SNC y la especie. La función principal de 
la mielina es el aislamiento de los axones para aumentar la velocidad de transmisión del impulso 
nervioso, pero además permite el agrupamiento de los canales de Na+ en los nódulos de Ranvier 
durante la axogénesis y participa en el desarrollo y regulación del calibre axonal, modulando el 
crecimiento y generación de los mismos. La mielina tiene una composición única, con un escaso 
contenido de agua, apenas un 40% (comparado con un 80% en la SG), y un predominio del con-
tenido de lípidos sobre las proteínas de la fracción restante (proporción 7:3), esto le confiere las 
propiedades ideales como aislante eléctrico. Los componentes principales de la mielina incluyen 
colesterol, fosfolípidos y glicoesfingolípidos, en particular galactocerebrósidos, y proteínas como 
la proteína básica de la mielina (myelin basic protein, MBP), y la proteína proteolípida (proteolipid 
protein, PLP) (25). MBP juega un papel esencial en la compactación de la vaina de mielina y su 
función se ve influida por las concentraciones intra y extracelulares de diferentes iones y agua 
derivadas de la actividad neuronal (27–29). Existen diversas afecciones con distintas etiologías 
(genética, inflamatoria, infecciosa) que afectan directamente a la mielina causando enfermedad 
en el ser humano, un ejemplo bien estudiado es la esclerosis múltiple (30), por tanto, MBP se pue-
de usar para la localización de oligodendrocitos y valorar cambios en la formación de la mielina.

Figura 4. Organización celular del sistema nervioso central (SNC). Panel A: Estructura neuronal. Del soma parten diferentes 
prolongaciones, las más cortas son las dendritas, que reciben estímulos de otras células, y la más larga es el axón, que trans-
mite señales hacia otras células y, en ocasiones, está recubierto por vainas de mielina. Panel B: Interacción entre los distintos 
tipos celulares en el SNC. Los procesos axonales están envueltos por las vainas de mielina producidas por los oligodendro-
citos. Los astrocitos forman parte de la barrera hematoencefálica (BHE) al rodear los capilares cerebrales y contactan con las 
demás células presentes en el SNC, neuronas y oligodendrocitos. La microglía tiene una función de vigilancia inmune. Panel 
C: Estructura de la vaina de mielina, formada por capas concéntricas compactadas de la membrana del oligodendrocito. 
Figura creada con BioRender.com y iStock by Getty Images (https://www.istockphoto.com/es/about-us).
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||Macroglía: En el SNC encontramos dos tipos de células macrogliales, los astrocitos, y las 
células de Müller, estas últimas exclusivas de la retina. Los astrocitos son el tipo celular más 
abundante en el cerebro de los mamíferos. Presentan una gran heterogeneidad morfológica 
y funcional dependiente de la región del SNC en la que se encuentren, y además poseen una 
gran plasticidad adaptativa, muy importante para el mantenimiento funcional del SNC tanto 
durante el desarrollo como en el envejecimiento (31–33). Los astrocitos desempeñan muchas 
funciones implicadas en el mantenimiento de la homeostasia del SNC, como el transporte 
de los principales iones y protones, el metabolismo de neurotransmisores (glutamato, GABA, 
noradrenalina y adenosina), la liberación de precursores de los neurotransmisores, síntesis de 
glucógeno o suministro de sustratos energéticos a las neuronas, y eliminación de especies re-
activas de oxígeno. También intervienen en el mantenimiento estructural del SNC, formando 
parte de la piamadre (34). Sus procesos, también llamados podocitos, pueden terminar en la 
superficie de las células nerviosas, o en los capilares sanguíneos, fomando tight-junctions con 
las células endoteliales, contribuyendo a la formación de la BHE. El líquido extracelular en el 
encéfalo es el principal componente del microambiente neuronal donde interaccionan las cé-
lulas nerviosas entre sí. Su composición varía con la actividad neuronal y sus cambios pueden 
afectar a la misma, de lo que se deriva la importancia de que se mantenga estable, lo que se 
logra a través de las funciones de la glía, la BHE y el líquido cefalorraquídeo (LCR). Los astroci-
tos están conectados entre sí y con los oligodendrocitos por conexinas y funcionan como un 
sincitio glial cuya integridad es crucial para las funciones del SNC y para el mantenimiento de 
la vaina de mielina (35–40). Los astrocitos desempeñan un papel esencial en el desarrollo del 
sistema nervioso al regular la formación, maduración, estabilidad, mantenimiento, plasticidad 
y eliminación de las sinapsis, regulando la arquitectura y la actividad general de los circuitos 
neuronales. Los astrocitos regulan la estructura y función de las sinapsis, tanto excitatorias 
como inhibitorias, mediante el contacto directo y la secreción de factores solubles que se 
dirigen a los sitios presinápticos y postsinápticos (33,41,42). Los astrocitos responden a la ma-
yoría de estímulos que ponen en peligro la homeostasis cerebral activándose, mediante una 
respuesta conocida como astrogliosis, que implica importantes cambios tanto morfológicos 
como funcionales en estas células. Una característica que define a los astrocitos reactivos es 
la sobreexpresión de proteínas de filamentos intermedios o proteína ácida fibrilar glial (glial 
fibrillary acidic protein, GFAP) o de vimentina. Además, la activación de los astrocitos implica 
una hipertrofia del soma y de sus prolongaciones principales. Al volverse reactivos, los astro-
citos experimentan notables cambios en la expresión de genes que codifican para la síntesis 
de citocinas, entre otros. Los astrocitos detectan, producen e integran las señales inflamatorias 
entre las células inmunitarias y las del parénquima cerebral, regulando de esta forma la res-
puesta inmunitaria del SNC. Los astrocitos reactivos pueden persistir durante meses, e incluso 
años en las enfermedades cerebrales crónicas, y aunque se trata de una respuesta defensiva 
destinada a la neuroprotección y a limitar los daños en el tejido nervioso, en determinadas 
condiciones patológicas, la astrogliosis mantenida puede resultar potencialmente neurotóxica 
e inducir neurodegeneración (34).

||Microglía: las células microgliales son fagocitos derivados de los macrófagos, perteneciendo 
por tanto al sistema retículo endotelial, que se activan durante la infección, el daño cerebral en 
general y las convulsiones. La microglía es una población celular heterogénea, en constante mo-
vimiento, que se encarga de vigilar el microambiente que las rodea, cumpliendo con funciones 
de vigilancia inmune y presentación de antígenos en el SNC (43). Además de la función inmune, 
desempeñan un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del SNC, tanto en 
condiciones fisiológicas como patológicas (44); y pueden secretar al medio factores neurotrófi-
cos, los cuales intervienen tanto en la plasticidad como en la supervivencia neuronal (45,46). 

|| Células ependimarias: las células ependimarias revisten los ventrículos y el canal central de 
la médula espinal, siendo especialmente importantes durante el desarrollo del SNC. Algu-



38

Hiponatremia intermitente recurrente: un nuevo modelo experimental
Estudio de su efecto sobre el balance hidrosalino y el sistema nervioso central

nas de estas células ependimarias modificadas forman parte del plexo coroideo y expresan 
AQP1, estando implicadas en la producción del LCR a este nivel. El LCR circula por el espacio 
subaracnoideo, los ventrículos cerebrales y el conducto ependimario sumando un volumen 
de entre 100 y 150 mL, en condiciones normales, y sus principales funciones incluyen entre 
otras, servir de soporte y amortiguación hidroneumática al encéfalo, regular el contenido in-
tracraneal y contribuir en la eliminación de metabolitos del SNC (47). Los tanacitos son células 
ependimarias especializadas que tapizan el suelo del tercer ventrículo. Poseen un proceso 
alargado que se extiende hasta la eminencia media del hipotálamo basal, y contribuyen a la 
regulación de distintas funciones hipotalámicas (48,49).

1.4.2. Organización anatómica del sistema nervioso central

El SNC se puede dividir en las siguientes zonas morfofuncionales en el ser humano adulto (Fig 5) 
(50,51):

}} Telencéfalo: los hemisferios cerebrales comprenden la corteza cerebral, los ganglios basales, la 
amígdala y la formación hipocampal. Las funciones de las distintas regiones corticales, de for-
ma muy abreviada, incluyen la percepción de estímulos sensoriales y las funciones motoras. Los 
ganglios basales están implicados en el control del movimiento fino, en el aprendizaje de nuevas 
habilidades y en el procesamiento de las emociones. La amígdala se ocupa del comportamiento 
social y la expresión de emociones, modulando la respuesta somática y visceral ante distintas 
situaciones. El hipocampo está implicado en la memoria a largo plazo y el procesamiento es-
pacial. El aprendizaje es el proceso durante el que se desarrolla la memoria (52). La memoria 
es la función cerebral encargada de clasificar, codificar, almacenar y recuperar la información 
(53–56). Puede clasificarse en memoria a corto plazo, que retiene la información para su uso en 
los siguientes segundos o minutos, y a largo plazo, capaz de retener más información durante pe-
riodos prolongados de tiempo. A su vez, la memoria a largo plazo incluye la memoria episódica, 
que codifica la información espacio-temporal relacionada con determinadas experiencias (57). Se 
ha demostrado que las neuronas del hipocampo conforman un mapa espacial del entorno del 
individuo y su posición relativa en él (58–63).

}} Diencéfalo: está formado por el tálamo y el hipotálamo. El tálamo determina si la información 
recibida desde los órganos de los sentidos alcanza el “umbral consciente” para alcanzar la corte-
za, y participa en la integración de la información motora proveniente del cerebelo y los ganglios 
basales, transmitiéndola a la corteza. El hipotálamo integra la respuesta autónoma y la función 
endocrina con el comportamiento; está implicado, entre otros, en la homeostasis y la regulación 
hormonal, así como con los circuitos de recompensa y motivación.

}}Mesencéfalo: integra las funciones de diferentes componentes del sistema motor voluntario, 
como el cerebelo, los ganglios basales y la corteza motora. 

}}Metencéfalo: formado por el puente o protuberancia y el cerebelo. Es un centro relé para infor-
mación transferida entre encéfalo y cerebelo, posee motoneuronas implicadas en la masticación, 
movimientos oculares y faciales entre otros, coordina el control respiratorio junto con bulbo. El 
cerebelo recibe información somato-sensorial de la médula espinal, información motora de la 
corteza cerebral e información sobre equilibrio del oído interno. Mantiene la postura y coordina 
los movimientos de la cabeza y los ojos, además de las habilidades motoras finas. Así mismo, está 
involucrado en lenguaje y otras funciones cognitivas.

}}Mielencéfalo: formado por el bulbo raquídeo. Regula funciones involuntarias como el manteni-
miento de la tensión arterial y la respiración. Incluye núcleos de recambio de las vías del gusto, el 
oído, el equilibrio, y el control de los músculos de la cara y el cuello.

}}Médula espinal: se localiza dentro del canal espinal formado por las vértebras. Recibe informa-
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Figura 5. Organización anatómica del sistema nervioso central (SNC) humano. El encéfalo está contenido en el cráneo y 
agrupa el telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y mielencéfalo. Dentro del SNC también se incluye la médula 
espinal, situada en el canal espinal formado por las vértebras. Figura modificada de Ransom BR (50).

ción sensorial del tronco y las extremidades, y contiene las neuronas motoras responsables de 
los movimientos voluntarios y reflejos. A lo largo de su trayecto se disponen haces de fibras mie-
linizadas que conducen la información sensorial y motora de forma ascendente y descendente 
respectivamente.
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2. HIPONATREMIA

2.1. Definición y relevancia clínica
La hiponatremia se define como una concentración de sodio sérico inferior a 135 mEq/L. La gran ma-
yoría de las hiponatremias son hipoosmolares, es decir, aparecen asociadas a osmolalidades plasmá-
ticas menores de 275 mOsm/kg, y se producen como consecuencia de una alteración en el balance 
de agua (retención hídrica), y no por un déficit de sodio per se. Se pueden clasificar atendiendo a su 
mecanismo patogénico, aunque en ocasiones pueden coexistir varias etiologías (Fig 6).

La hiponatremia es el trastorno hidroelectrolítico más frecuentemente encontrado en la práctica clí-
nica habitual, afectando hasta al 5% de los adultos en la población general. La prevalencia aumenta 
con la edad, alcanzando el 20% entre los mayores de 65 años. Entre los pacientes ingresados, del 
20 al 40% desarrollan esta condición, que ya está presente al ingreso en el 15-20% de los casos. 
Entre el 30 y el 50% de los pacientes con ciertas enfermedades, como insuficiencia cardiaca, cáncer 
o cirrosis, también presentan hiponatremia. La mayoría de los casos son leves, con natremias entre 
130 y 135 mEq/L, menos del 5% de los casos presentan natremias inferiores a 130 mEq/L, y menos 
del 0.5% son graves (Na+p< 120 mEq/L) (65–67).

La hiponatremia, incluso en formas leves,  se asocia con peor pronóstico y  mayor mortalidad glo-
bal que la normonatremia, estando aumentado el riesgo de muerte en 2.6 veces. La mortalidad 
aumenta en un 2.3% por cada 1 mEq/L que desciende la natremia (68-71). Un meta-análisis reciente 
asocia la presencia de hiponatremia con una mayor estancia media hospitalaria (+3.2 días), con un 
aumento del 32% en el riesgo de reingreso tras el alta hospitalaria, y con un aumento de los gastos 
sanitarios asociados a ella, comparado con pacientes sin hiponatremia (72,73). No está claro si el 
peor pronóstico asociado a la hiponatremia se debe a la hiponatremia en sí misma, o si ésta es sólo 
un marcador de la gravedad del proceso etiológico subyacente, pero sí se ha demostrado que su 
corrección mejora la supervivencia (74-77).

Figura 6. Patogenia de la hiponatremia hipoosmolar. En la mayoría de los casos se debe a una disminución en la elimi-
nación de agua libre, secundaria a un exceso de hormona antidiurética (ADH) (sea por descenso de la volemia efectiva 
o por secreción inadecuada) o a una insuficiencia renal. En raras ocasiones se produce por un exceso en la ingesta de 
agua, si esta supera la capacidad renal máxima de dilución de la orina. Na+: catión sodio. SIADH: síndrome de secreción 
inadecuada de ADH. Osmp: osmolalidad plasmática. Figura modificada de Adrogué et al (64).
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Las manifestaciones clínicas van a depender no sólo de la magnitud del descenso en la concentra-
ción sérica de sodio, sino también de la rapidez de su instauración, siendo más probable la aparición 
de síntomas graves en la hiponatremia aguda (Fig 7). Se ha demostrado que la hiponatremia crónica 
leve se asocia con déficits de atención, inestabilidad de la marcha y déficits motores, aumento de los 
tiempos de latencia en la resolución de tareas y aumento en la tasa de error, y aumento del riesgo 
de fracturas (78–80). Las manifestaciones moderadas-graves incluyen somnolencia, convulsiones, 
compromiso cardiorrespiratorio, e incluso pueden poner en riesgo la vida si se produce herniación 
del tronco del encéfalo o parada respiratoria (64,70,81).

Las mujeres menstruantes tienen un mayor riesgo de presentar síntomas graves al desarrollar hipo-
natremia aguda (67–69). Algunos de los mecanismos que parecen implicados en esta mayor suscep-
tibilidad de las mujeres a la hiponatremia incluyen el efecto inhibidor de los estrógenos en la Na+/
K+-ATPasa astrocitaria y la expresión de AQP4, lo que dificulta la regulación del volumen celular 
(85,86). Así mismo, los niveles de interleucina-6 (IL-6) son mayores en mujeres, y parecen mediar la 
expresión de ADH y AQP2, favoreciendo la retención hídrica (87), ya que se sabe que la IL-6 puede 
estimular directamente la liberación de ADH (88).

2.2. Edema cerebral secundario a hipoosmolalidad
La BHE permite aislar el intersticio cerebral del espacio intravascular, manteniendo la homeostasis 
del mismo, necesaria para la adecuada actividad neuronal (89). Está formada por las células en-
doteliales, unidas entre sí en el SNC por tight-junctions, los pericitos y los podocitos astrocitarios. 
Las células endoteliales y los pericitos comparten membrana basal, que también contribuye a esta 
unidad funcional (Fig 8 A). Los podocitos contienen un gran número de transportadores y canales 
implicados en la homeostasis del espacio extracelular cerebral (89). En particular, la AQP4 se ex-
presa en los podocitos y presenta una distribución perivascular. En condiciones de hiponatremia, la 
concentración de sodio en el plasma es inferior a la intracelular, por lo que se produce una entrada 
neta de agua al interior de los astrocitos a favor de gradiente osmótico a través de AQP4, con una 
ganancia neta de agua en el encéfalo, y sin disrupción de la BHE (Fig 8 B).

Figura 7. Manifestaciones clínicas de la hiponatremia. La gravedad de los síntomas depende de la rapidez de la instaura-
ción y la magnitud del descenso en la concentración de sodio sérico.
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El agua puede entrar en el astrocito también por difusión simple o a través de canales iónicos 
(transporte secundario) (75–79). Esta situación en la que se produce un aumento volumétrico del 
tejido encefálico a expensas del aumento del volumen intracelular representa el edema cerebral en 
situaciones de hipoosmolalidad. Dicho aumento de volumen, al producirse dentro de una estruc-
tura rígida como es el cráneo, se puede acompañar de un aumento de la presión intracraneal y una 
reducción del flujo sanguíneo cerebral, que en los casos más graves puede conducir a la herniación 
del tronco encefálico y la muerte.

2.3. Adaptación cerebral a la hiponatremia
Los cambios de volumen celular afectan de forma importante a la excitabilidad y el metabolismo de 
las neuronas, pudiendo incluso inducir su apoptosis (95).Para defenderse de esta situación, el encé-
falo pone en marcha una serie de mecanismos adaptativos, correlativos en el tiempo (Fig 9). En los 
primeros minutos, el exceso de agua en el espacio extracelular encefálico se trasloca al LCR a favor 
de gradiente hidrostático para reducir la presión intracraneal (96,97). A continuación se produce una 
RVD para restablecer el volumen intracelular. Los astrocitos son especialmente sensibles al estrés 
osmótico y se defienden del mismo extruyendo sustancias osmóticamente activas que arrastran 
agua al espacio extracelular, disminuyendo su volumen celular y, en consecuencia, el volumen ence-
fálico global. En las primeras 3-24 horas se produce la salida de electrolitos (Na+, K+, Cl-) y agua, en la 
llamada adaptación rápida. Pasado este tiempo, se alcanza una fase estable cuando las células han 
perdido el 18% de su contenido iónico (98,99). Esto logra limitar el aumento del volumen encefálico a 
tan sólo el 40% de lo que sería esperable para la situación de hipotonicidad. Si persiste la hiponatre-
mia en el tiempo, se producirá una adaptación lenta con extrusión de osmolitos orgánicos, de modo 
que al cabo de 4 días, el volumen encefálico es tan solo el 0.6% de lo esperado para la hipotonicidad 
del medio (100). Se han demostrado diferencias temporales y topográficas en la regulación de la 
concentración intracelular de osmolitos en respuesta a los cambios de tonicidad extracelular en el 
encéfalo (101–103). Algunos de ellos funcionan como neurotransmisores, por lo que algunos de los 
síntomas de la hiponatremia crónica podrían estar justificados por su déficit intracelular.

Figura 8. Barrera hematoencefálica (BHE). Panel A: componentes de la BHE. Panel B: aumento del volumen astrocitario 
en condiciones de hipoosmolalidad mediado por la entrada de agua a través de AQP4 en los podocitos. Figura creada 
con BioRender.com.
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2.4. Hiponatremia aguda y crónica
Se define la hiponatremia aguda como aquella que se produce en menos de 24-48h, y como crónica 
aquella que dura más. Aunque esta definición es arbitraria, parece coincidir con el tiempo que tar-
dan los astrocitos en completar la extrusión de osmolitos orgánicos, es decir, 48h. Con frecuencia 
no es posible determinar la duración de la hiponatremia, y en estos casos se ha de considerar la 
situación como crónica de cara a prevenir las potenciales complicaciones de una corrección dema-
siado rápida (70). La diferenciación entre hiponatremia aguda y crónica es importante, ya que los 
riesgos asociados a cada una de ellas son diferentes. En la hiponatremia aguda, y de forma direc-
tamente proporcional a la magnitud del descenso en la natremia, el principal peligro es el edema 
cerebral grave cuando se sobrepasa la velocidad de adaptación, asociado a herniación, enclava-
miento del tronco del encéfalo y muerte. Por el contrario, en la hiponatremia crónica, la adaptación 
lenta resulta en una depleción de osmolitos orgánicos, que han de sintetizarse de novo durante la 
corrección de la misma para restaurar el volumen celular original. Si la corrección de la situación 
hipotónica del medio es demasiado rápida, sobrepasando la capacidad de re-acumulación de os-
molitos, se producirá una deshidratación celular intensa, que en última instancia puede causar una 
desmielinización osmótica (DMO). Está bien establecido que el riesgo de DMO se incrementa sus-
tancialmente cuando se superan ciertos umbrales de corrección: 4-6 mEq/L cada 2h y un máximo 
total de 8-10 mEq/L en las primeras 24h o 18 mEq/L en las primeras 48h (64). Sin embargo, existe 
evidencia de que la desmielinización se puede inducir por el desarrollo de una hipernatremia, sin 
necesidad de que exista una hiponatremia basal, lo que sugiere que la respuesta celular ante la des-
hidratación producida puede ser clave (105–109). Lien et al (102) demostraron que la infusión de una 
solución hipertónica para la corrección de hiponatremia crónica en un modelo murino provocaba un 

Figura 9. Adaptación cerebral a la hiponatremia. En los momentos iniciales tras el desarrollo de una hiponatremia, se 
producirá un edema cerebral. El volumen cerebral se restaura en las primeras horas gracias a una extrusión de electrolitos 
desde el interior de la célula al medio extracelular. A continuación se producirá una adaptación lenta, con extrusión de 
osmolitos orgánicos en los siguientes días. Aunque el encéfalo recupera prácticamente su volumen inicial, persiste un 
déficit intracelular de osmolitos mientras dura la situación de hipotonicidad, lo que supone un riesgo para las células en 
caso de corrección brusca de la hiponatremia, puesto que serán incapaces de adaptarse a la deshidratación inducida, ya 
que para ello deben re-sintetizar los osmolitos orgánicos, proceso que puede durar días. DMO: desmielinización osmóti-
ca. Figura modificada de Adrogué (104).
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aumento por encima de los valores normales del contenido cerebral de sodio y cloro, lo que en un 
primer momento obligaba a la salida de agua intracelular, seguida por una re-captación activa de 
Na+, K+, Cl- y aminoácidos por parte de las células. Este aumento de la fuerza iónica citoplásmica 
altera el plegamiento proteico y la actividad enzimática, y afecta a la capacidad de los astrocitos de 
estabilizar las sinapsis (3,95,110,111). Para corregir esta situación, se activa la ATPasa de sodio/pota-
sio, se activa la recaptación de aminoácidos y se inicia la síntesis de osmolitos, con el fin último de 
restaurar el volumen celular (95). El daño inicial de la corrección rápida de una hiponatremia crónica 
se produce precozmente (a las 6h de la corrección) a nivel de los astrocitos. Esto se traduce en un 
desacoplamiento de las gap-junctions con los oligodendrocitos y la disfunción del sincitio glial (112). 
A las 12 horas de la corrección rápida se produce la muerte de los astrocitos seguido de disrupción 
de la BHE a las 48 horas, y a partir de las 48-72 horas desmielinización y activación de la microglía 
(113–115). La desmielinización clásicamente se localiza a nivel del puente, pero también puede ser 
extrapontina (ganglios basales, corteza, cuerpo geniculado lateral, cápsula interna), siempre en 
áreas donde se imbrican SG y SB, y donde la síntesis de osmolitos es más lenta (103,116,117). Los 
síntomas aparecen entre 1 y 7 días tras la corrección rápida de una hiponatremia crónica y abarcan 
desde disartria, disfagia, hiperrreflexia, parálisis pseudobulbar y parkinsonismo, hasta síndrome del 
cautiverio, cuadriparesia y muerte. Los síntomas en ocasiones son progresivos o irreversibles (64).

Por lo tanto, el tratamiento de la hiponatremia, tanto aguda como crónica, con síntomas graves 
(vómitos, confusión, disminución del nivel de conciencia, convulsiones, compromiso cardio-respi-
ratorio), debe ser cuidadoso, tanto para evitar las consecuencias negativas del edema cerebral 
grave que está condicionando los síntomas como para prevenir la aparición de DMO. Las guías de 
práctica clínica recomiendan la administración de suero salino hipertónico hasta la mejoría sinto-
mática (64). Existen dos posibles estrategias para su administración, en bolos repetidos cada 10-20 
minutos de 100-150ml de suero salino al 3% (corrección rápida intermitente) o en infusión continua 
a una velocidad de 0.5-2ml/kg/h (corrección lenta continua), si bien ambas requieren monitorización 
estrecha de la natremia y la evolución sintomática para prevenir la DMO derivada de una correc-
ción demasiado rápida de la hiponatremia (64). Tres estudios han comparado ambas estrategias en 
humanos, concluyendo que la corrección con bolos corrige más rápidamente la natremia, pero se 
asocia con una mayor tasa de sobrecorrección y necesidad de administración de soluciones hipotó-
nicas para prevenir DMO en caso de sobrecorrección (118–120).
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3. MODELOS ANIMALES DE HIPONATREMIA
Aunque el conocimiento de las manifestaciones clínicas, la epidemiología y el pronóstico de la hipo-
natremia en humanos es amplio, es necesario continuar profundizando en los mecanismos fisiopa-
tológicos implicados en la adaptación cerebral y la respuesta a diferentes maniobras nosológicas o 
terapéuticas, para lo que se requiere del uso de modelos animales, que permiten estudiar el tejido 
cerebral ex-vivo y correlacionar dichos hallazgos con los ofrecidos por pruebas dinámicas in-vivo.

La intoxicación acuosa permite modelizar fácilmente la hiponatremia aguda. Se ha empleado la ad-
ministración de soluciones hipotónicas, principalmente agua destilada o suero glucosado,  por vía 
intraperitoneal en volúmenes equivalentes al 10-40% del peso corporal de los animales a lo largo de 
periodos variables de tiempo (en bolo o a lo largo de varias horas), y asociado o no la administración 
de una dosis puntual de acetato de desmopresina (ddAVP), un análogo estructural de la ADH que fa-
vorece la retención hídrica a nivel renal. Este modelo es el más ampliamente utilizado para roedores 
(68,75,77,78,82,83,96–106). Se ha desarrollado así mismo un modelo de administración intravenosa 
de grandes volúmenes de soluciones glucosadas en infusión continua a lo largo de varias horas, de 
nuevo asociadas o no a la administración de ddAVP, en animales de mayor tamaño (cerdos) (107–109). 
Gracias a estos modelos conocemos el proceso de adaptación cerebral a la hiponatremia aguda y 
cómo se produce una pérdida de iones intracelulares como respuesta inicial al aumento de volumen 
inducido por la hipoosmolalidad.

El desarrollo de modelos animales para el estudio de la hiponatremia crónica ha sido más comple-
jo. Los primeros modelos murinos de hiponatremia crónica mantenían a los animales en ayunas, y 
asociaban inyecciones diarias de un derivado artificial de la ADH, el tanato de pitresina,  que ya no 
está comercializado, cuyas acciones son análogas a las de la ADH y por tanto induce una retención 
hídrica a nivel renal (135). Poco tiempo después, se extendió el empleo de la restricción hídrica en 
roedores combinada con la infusión continua de ddAVP mediante bombas subcutáneas, como un 
modelo animal para el estudio de una hiponatremia moderada-grave mantenida en el tiempo; este 
modelo fue propuesto por primera vez por Verbalis et al (136,137). Sin embargo, es poco frecuente 
en la clínica humana encontrar situaciones mantenidas con hiponatremias tan graves como las re-
producidas con estos modelos. 

Como se acaba de exponer, la hiponatremia se ha dividido clásicamente en aguda y crónica. Sin 
embargo, no se ha estudiado hasta la fecha si el hecho de presentar una hiponatremia intermiten-
te, pero recurrente en el tiempo, es relevante. Existen situaciones en la clínica humana donde esta 
situación podría ocurrir y pasar desapercibida, como por ejemplo en la cirrosis o en la insuficiencia 
cardiaca, donde los pacientes, por su enfermedad, presentan sobreexpresión de ADH y reciben 
con frecuencia tratamiento diurético, lo que hace que su natremia basal esté en el límite bajo de la 
normalidad (138,139). En esta situación, cualquier exceso en la ingesta hídrica, por ejemplo, podría 
inducir una hiponatremia de horas de duración que se recuperase antes de la siguiente determi-
nación analítica. La trascendencia clínica de este teórico fenómeno no ha sido estudiada. Por ello 
quisimos profundizar en este trabajo en los cambios que dicha situación podría inducir a nivel de 
cambios comportamentales, del balance hidrosalino, la distribución del agua cerebral y la activa-
ción glial. Para ello, hemos recurrido a estudios del aprendizaje y la memoria, estudios analíticos 
de sangre y orina, y estudios de imagen con resonancia magnética (RM) para valorar la distribución 
encefálica del agua por regiones. Puesto que los estudios de imagen no pueden dilucidar los tipos 
celulares implicados en los cambios observados, hemos recurrido a estudios de microscopía óptica 
con técnicas de inmunohistoquímica (IHQ) para valorar los posibles cambios en astrocitos y oligo-
dendrocitos, células particularmente relevantes tanto en la adaptación a la hipoosmolalidad como 
en las fases precoces de la DMO. Las lesiones en las que se ha descrito astrogliosis son múltiples, 
pero no hemos encontrado estudios específicos en hiponatremia (140). Los síntomas neurológicos 
presentados por los pacientes son compatibles con alteraciones en zonas del SNC como la corteza 
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motora, los ganglios basales, el hipocampo y distintas zonas de la SB, y por eso éstas fueron las áreas 
en las que decidimos centrar los estudios de comportamiento, de imagen y morfológicos del SNC. 
Algunos estudios han demostrado diferencias regionales en el comportamiento del cerebro ante 
un estrés hipotónico agudo (132,134), pero ninguno ha realizado una valoración tan exhaustiva por 
regiones como la planteada en este trabajo. Existen pocos estudios que ofrezcan una visión global 
e integradora de lo que ocurre en diferentes situaciones de hipotonicidad, y ese ha sido uno de los 
objetivos principales de esta tesis doctoral.
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HIPÓTESIS
La inducción de una hiponatremia intermitente recurrente leve es suficiente para inducir una reten-
ción hídrica capaz de provocar cambios objetivables en el comportamiento y en el SNC.

OBJETIVOS

Principal:

Explorar los efectos de una administración intermitente de ddAVP, asociada o no a una administra-
ción concomitante de agua, sobre el comportamiento, el medio interno y el SNC.

Secundarios:

Validar el laberinto de Morris como herramienta para el estudio del aprendizaje y la memoria en 
condiciones de hipotonicidad.

Estudiar el efecto de distintas dietas, con distinto contenido en sodio, sobre el balance hidrosalino.

Estudiar el efecto de la administración intermitente de ddAVP asociado a una dosis diaria de agua 
intraperitoneal sobre el balance hidrosalino.

Estudiar la distribución de agua en diferentes regiones cerebrales y en el encéfalo completo me-
diante técnicas de imagen (RM) en diferentes condiciones de anisotonicidad.

Estudiar la posible afectación de los astrocitos y oligodendrocitos mediante técnicas de inmunohis-
toquímica en diferentes condiciones de anisotonicidad.
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1. MODELOS EXPERIMENTALES
Todos los animales empleados se compraron a Charles River Laboratorios (Les Oncins, Francia), y 
tras su recepción se estabularon en el animalario del Instituto de Investigación Sanitaria Gregorio 
Marañón (IiSGM), Hospital General Universitario Gregorio Marañón (HGUGM), en jaulas de policar-
bonato ventiladas con 12/12 horas de luz/oscuridad (luz blanca encendida a las 8:00 am), a 24ºC y 
con 5-6 renovaciones de aire por hora. Los procedimientos fueron llevados a cabo en las instalacio-
nes de dicha institución y contaron con la supervisión directa del veterinario responsable. Dichos 
procedimientos se adaptaron a la legislación vigente en España a través de los RD 53/2013, de 23 
de febrero y RD 118/2021 sobre manejo de animales en experimentación animal.

Los protocolos llevados a cabo fueron evaluados por el Comité de Ética del IiSGM en el manejo de 
animales de experimentación. Se solicitó y obtuvo de la Comunidad de Madrid la autorización para 
la realización de los estudios (PROEX 059/15 y 129.2/21).

Las dosis de fármacos se calcularon por unidad de peso extrapolándose de las dosis usadas en clíni-
ca humana. El tamaño muestral se adaptó a las necesidades del diseño de los estudios, que fueron 
de prueba de concepto, tras revisión de la literatura.

1.1. Moduladores del balance hidrosalino
Para estudiar las modificaciones en el balance hidrosalino en diferentes situaciones se emplearon 
las siguientes sustancias:

•	 Acetato de desmopresina (ddAVP) (Minurin®, Ferring, Madrid, España), a dosis de 0.4 μg/kg por 
vía intraperitoneal (i.p.) una vez al día. La desmopresina es un análogo estructural de la hormona 
natural arginina-vasopresina o ADH. Se han realizado dos cambios químicos en la hormona natu-
ral, una desaminación de la 1-cisteina y una sustitución de la 8-L-arginina por la 8-D-arginina (Fig 
10). Esto produce una prolongación considerable en la duración de su acción y una ausencia de 
la actividad presora a dosis terapéuticas. La duración de la actividad antidiurética es de entre 8 
y 12 horas (141).

•	 Sobrecarga de agua (B. Braun Medical SA, Barcelona, España). Se administró de forma diaria 
a una dosis equivalente al 2.5% del peso corporal del animal por vía i.p, o a una dosis equivalente 
al 10% del peso corporal i.p. en bolo único, dependiendo del experimento.

Figura 10. Estructura química de la desmopresina. Tomada de iStock by Getty Images (https://www.istockphoto.com/
es/about-us).
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•	 Solución salina hipertónica (NaCl3%). Para prepararla, se añadieron 1.2 ml de solución salina 
hipertónica al 20% (B. Braun Medical SA) a 10 ml de suero salino fisiológico al 0.9% (B. Braun Me-
dical SA). Se administraron 2ml por cada 100g de peso corporal por vía i.p. en bolo (142).

1.2. Dietas
Todos los animales tuvieron acceso ad libitum al agua de bebida y a las diferentes dietas emplea-
das, según el modelo experimental:

•	 Dieta pellet: EU Rodent Pellet Diet 14% 5LF2 (LabDiet, Richmond, USA). La composición de esta 
dieta está disponible en la figura 11.

Figura 11. Composición de dieta pellet EU Rodent Pellet Diet 14% 5LF2 LabDiet.
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•	 Dieta hiposódica: RodentLiquidDiet F 1268SP (BioSerV, New Jersey, USA). La composición de 
esta dieta está disponible en la figura 12. Fue necesario gelificar la dieta para asegurar la ingestión 
de la misma por parte de los animales de experimentación. Se realizaron múltiples pruebas de 
palatabilidad de la dieta hiposódica a diferentes concentraciones, obteniéndose los mejores re-
sultados con una dilución en agua de 4 veces con respecto a las recomendaciones del fabricante.

Para su elaboración, se añadió a cada litro de agua en ebullición 20 g de gelatina sabor neutro (Ge-
latina Royal, Madrid, España), 60g de dieta liofilizada y 1 g de colorante blanco a base de dióxido de 
titanio (E171, Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Se añadió colorante blanco como control de la ingesta, 
ya que tiñe las heces de los animales. La mezcla se removió hasta la completa disolución de los 

Figura 12. Composición de dieta hiposódica RodentLiquidDiet F 1268SP BioSerV.
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componentes y se dejó reposar a 4ºC durante 24h en recipientes metálicos de 150-180 ml cada uno 
previo a su uso (Fig 13).

1.3. Modelos en ratón
Se utilizaron ratones BALBc machos con un peso medio al inicio de los experimentos de 24.08 
±3.42 g para realizar estudios de comportamiento. Todos los ratones recibieron una dieta pellet y se 
estabularon por parejas. En total se utilizaron 18 animales, que fueron distribuidos aleatoriamente 
para la realización de los siguientes experimentos:

1.3.1. Estudio piloto del efecto de ddAVP sobre el comportamiento

•	 Grupo control: animales que no recibieron ningún tipo de intervención (n=3).

•	 Grupo ddAVP: animales que recibieron una inyección i.p. diaria de ddAVP durante 5 días (n=3).

•	 Grupo ddAVP/agua: animales que recibieron una inyección i.p. diaria de ddAVP junto con una 
dosis i.p. diaria de agua equivalente al 2.5% de su peso corporal durante 5 días (n=3) (Fig 14 A).

Figura 13. Gelificación de dieta líquida hiposódica según el protocolo experimental.

Figura 14. Estudios del efecto de ddAVP sobre el comportamiento. Panel A: Grupos experimentales empleados en 
el estudio piloto del efecto de ddAVP sobre el comportamiento (n=3 por grupo). Panel B: Grupos experimentales 
empleados en el estudio final del efecto de ddAVP sobre el comportamiento (n=3 por grupo). Figura creada con Bio-
Render.com.

BA
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1.3.2. Estudio final del efecto de ddAVP sobre el comportamiento

•	 Grupo control: animales que no recibieron ningún tipo de intervención (n=3).

•	 Grupo ddAVP/agua: animales que recibieron una inyección i.p. diaria de ddAVP junto con una 
dosis i.p. diaria de agua equivalente al 2.5% de su peso corporal durante 5 días (n=3).

•	 Grupo ddAVP/agua + sobrecarga 10%: animales que recibieron una inyección i.p. diaria de 
ddAVP junto con una dosis i.p. diaria de agua equivalente al 2.5% de su peso corporal durante 5 
días. El cuarto día del experimento, este grupo recibió una sobrecarga de agua i.p. equivalente al  
10% de su peso corporal junto con la dosis de ddAVP, en lugar del 2.5% habitual (n=3) (Fig 14 B).

Los animales se sacrificaron el día 5, inmediatamente después de finalizar los estudios de compor-
tamiento programados para ese día (ver apartado 2.1 Sacrificio de los animales). 

1.4. Modelos en rata
Se utilizaron ratas Wistar hembra con un peso medio al inicio de los experimentos de 182.01 ± 
34.51 g para realizar estudios de balance hidrosalino, edema cerebral y cambios en el sistema ner-
vioso central (astrocitos y oligodendrocitos). Las ratas se estabularon en jaulas individuales.

1.4.1. Modelo de hiponatremia aguda

Se utilizaron 4 ratas alimentadas durante dos semanas con una dieta pellet, que recibieron en el 
día 15 una sobrecarga única de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal. Previamente a la 
administración de la sobrecarga hídrica se tomó una muestra de sangre retro-orbital bajo sedación 
profunda con ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L., grupo Pfizer, Madrid, España) y xilaci-
na (Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios Karizoo S.A., grupo Alivira, Barcelona, España), y 2h después 
se tomó una segunda muestra de sangre inmediatamente antes del sacrificio (ver apartado 2.1. Sa-
crificio de los animales), momento en el que se recogió también una muestra de orina por punción 
vesical y se extrajeron los encéfalos (Fig 15).

Figura 15. Diseño experimental del modelo de hiponatremia aguda (n=4). *Los encéfalos usados como comparador 
de la situación previa a la sobrecarga hídrica del 10% provienen de los animales alimentados con pellet (grupo dieta 
pellet, apartado 1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino hipertónico). Figura creada con BioRender.com.
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1.4.2. Modelo de hiponatremia intermitente recurrente

Se utilizaron 8 ratas que se distribuyeron de forma aleatoria en los siguientes grupos experimentales: 

•	 Dieta pellet: animales alimentados durante 15 días con una dieta pellet. Durante los últimos 7 
días, recibieron una inyección i.p. diaria de ddAVP y agua (equivalente al 2.5% de su peso corpo-
ral) (n=4).

•	 Dieta hiposódica: animales alimentados durante 15 días con una dieta hiposódica gelificada. 
Durante los últimos 7 días, recibieron una inyección i.p. diaria de ddAVP y agua (equivalente al 
2.5% de su peso corporal) (n=4).

Inicialmente se evaluaron las diferencias en el medio interno inducidas por las diferentes dietas, pa-
reando las calorías ofrecidas limitando la cantidad de pellet administrada al grupo alimentado con 
dicha dieta. Tras una primera semana de adaptación, todos los animales pasaron 24h en jaula meta-
bólica para la recogida y análisis de la orina. Tras dicho periodo, y antes de cualquier otra manipula-
ción, se extrajo una muestra de sangre de la vena de la cola para el análisis del balance hidrosalino.

Durante los siguientes siete días, todos los animales recibieron una inyección i.p. diaria de ddAVP 
junto con una dosis de agua equivalente al 2.5% del peso del animal para evaluar el efecto conjunto 
de ambas intervenciones en función de la dieta. Se obtuvo una muestra de sangre de la vena de la 
cola a diario 4:30h tras la administración del tratamiento. El día en que se administró la última dosis, 
todos los animales pasaron de nuevo 24h en jaula metabólica para la recogida de la orina, y a la ma-
ñana siguiente se procedió bajo sedación con ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y xilaci-
na (Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios Karizoo S.A.) al sacrificio por punción cardiaca para la obtención 
de una muestra de sangre (Fig 16) (ver apartado 2.1 Sacrificio de los animales).

1.4.3. Agudización de hiponatremia intermitente recurrente

En esta fase del estudio se utilizaron 4 ratas que tras una semana de adaptación a la dieta hiposódi-
ca gelificada recibieron tratamiento diario por vía i.p. con ddAVP y agua (equivalente al 2.5% de su 
peso corporal) durante 7 días. Como en el modelo anterior, el día 15 recibieron una sobrecarga única 
adicional de agua equivalente al 10% del peso del animal y fueron sacrificados a las 2h de dicha in-
tervención. Previamente a la administración de la sobrecarga hídrica se tomó una muestra de sangre 

Figura 16. Diseño experimental del modelo de hiponatremia intermitente recurrente, en el que se estudió el balance hidrosali-
no en función de la dieta y la administración de ddAVP y agua i.p. a diario (n=4 por grupo). Figura creada con BioRender.com.
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retro-orbital bajo sedación profunda con ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y xilacina 
(Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios Karizoo S.A.) y 2h después se tomó una segunda muestra de san-
gre inmediatamente antes del sacrificio (ver apartado 2.1. Sacrificio de los animales), momento en 
el que se recogió también una muestra de orina por punción vesical y se extrajeron los encéfalos (Fig 
17) (ver apartado 2.1 Sacrificio de los animales).

1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino hipertónico

Se utilizaron en total 16 ratas, que se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes grupos de ex-
perimentación:

•	 Dieta pellet: animales alimentados durante 15 días con dieta pellet (n=4).

•	 Dieta pellet + hipertónico: animales alimentados durante 15 días con dieta pellet; en el día 15, 
se administró una dosis de suero salino hipertónico (n=4).

•	 Dieta hiposódica + ddAVP/agua: tras una semana de adaptación a la dieta hiposódica gelifica-
da, los animales recibieron inyecciones diarias i.p.  de ddAVP y agua (equivalente al 2.5% de su 
peso corporal) durante 7 días (n=4).

•	 Dieta hiposódica + ddAVP/agua + Hipertónico: tras una semana de adaptación a la dieta hipo-
sódica gelificada, los animales recibieron inyecciones diarias i.p. de ddAVP y agua (equivalente 
al 2.5% de su peso corporal) durante 7 días; en el día 15, se administró una dosis de suero salino 
hipertónico (n=4).

En todos los animales se extrajo el encéfalo y se obtuvo una muestra de sangre retro-orbital bajo 
sedación profunda en el momento del sacrificio, que se realizó en todos los animales en el mismo 
momento temporal, es decir, a los 45 minutos de la administración del suero salino hipertónico en 
los grupos correspondientes. A los 45 minutos de la administración de suero salino hipertónico, se 
realizó una toma de sangre retro-orbital de los animales del grupo correspondiente bajo sedación 
con ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y xilacina (Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios 
Karizoo S.A.), e inmediatamente después se sacrificó a los animales (ver apartado 2.1. Sacrificio 
de los animales) y se extrajeron los encéfalos (Fig 18). Los cerebros de los grupos dieta pellet y 

Figura 17. Modelo de agudización de hiponatremia intermitente recurrente (n=4). *Los encéfalos usados como com-
parador de la situación previa a la sobrecarga hídrica del 10% provienen de los animales alimentados con hiposódica 
+ ddAVP/agua (grupo dieta hiposódica + ddAVP/agua, apartado 1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino 
hipertónico). Figura creada con BioRender.com.
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dieta hiposódica + ddAVP/agua se usaron como comparadores basales para los experimentos de 
hiponatremia aguda (ver apartado 1.4.1. Modelo de hiponatremia aguda) y de agudización de 
la hiponatremia intermitente recurrente (ver apartado 1.4.3. Agudización de hiponatremia inter-
mitente recurrente).

Figura 18. Diseño experimental del estudio del efecto precoz de suero salino hipertónico (n=4 por grupo). Figura 
creada con BioRender.com.
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2. EXTRACCIÓN Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS BIOLÓGICAS

2.1. Sacrificio de los animales
Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical bajo sedación profunda con 100 mg/kg de 
ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) más 10 mg/kg de xilacina (Xylasol® 20 mg/mL, La-
boratorios Karizoo S.A.).

En los modelos de rata de hiponatremia aguda, agudización de hiponatremia intermitente re-
currente y efecto precoz de suero salino hipertónico, se obtuvo, bajo sedación profunda con 80 
mg/kg de ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y 10 mg/kg de xilacina (Xylasol® 20 mg/
mL, Laboratorios Karizoo S.A.), una muestra de sangre retro-orbital inmediatamente antes del 
sacrificio, que tuvo lugar por apertura de la cavidad torácica para la perfusión y extraccción de 
los encéfalos (ver apartado 2.2. Obtención de muestras del sistema nervioso central). En los 
modelos de hiponatremia aguda y agudización de hiponatremia intermitente recurrente se obtuvo 
una muestra de orina por punción vesical directa en el momento del sacrificio.

En el modelo de rata de hiponatremia intermitente recurrente, el sacrificio se realizó bajo sedación 
profunda con Sevoflurano (Sevorane®, Abbvie, España) 300 cc/min/O2 2.5-3%; y exanguinación por 
punción directa del ventrículo izquierdo.

2.2. Obtención de muestras del sistema nervioso central
Bajo sedación profunda con 80 mg/kg de ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y 10 mg/
kg de xilacina (Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios Karizoo S.A.), se procedió a la apertura de la cavi-
dad torácica de las ratas. Se realizó una canulación del cayado aórtico a través del ápex del ventrí-
culo izquierdo, y se clampó la aorta descendente. A través de dicho catéter (cánula Introcan Safety 
24G, Brown), se perfundió el hemicuerpo superior de los animales con suero salino (NaCl 0.9%, B. 
Braun Medical SA) y heparina al 0.001% a 4ºC durante 20 minutos con un volumen de 120-150ml, 
seguido de paraformaldehído al 4% (PFA, Merck) en Tampón Fosfato (Phosphate Buffer, PB) 0.1M 
y pH 7.4 a 4ºC como solución fijadora (mismo volumen y tiempo que con la primera solución). Tras 
la perfusión, los encéfalos fueron rápidamente extraídos y preservados en una solución de PFA al 
4% durante 48h a 4ºC. A continuación se realizaron 3 lavados con PB 0.1M (pH 7.4) de 30 minutos 
cada uno y se procedió a la crioprotección del tejido en sacarosa al 11% en PB 0.1M a 4ºC durante 
24h, y seguidamente en sacarosa al 33% en PB 0.1M durante 48h más. Posteriormente, los encéfa-
los fueron incluidos en Tissue-Tek® (O.C.T. Optimal cutting temperatura, Sakura®, Finetek USA Inc, 
Torrance, CA, USA), y posteriormente conservados a -80ºC hasta su utilización. Los encéfalos se 
cortaron en secciones coronales de 20 μm en un criostato (LEICA biosystems CM3050, Deer Park, 
IL, USA). Las secciones se recogieron en portaobjetos gelatinizados (4 secciones por portaobjeto) 
de forma seriada (en series de 4 portaobjetos) que fueron congelados y almacenados hasta su uso 
a -30ºC (Fig 19).
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Figura 19. Obtención y preparación de las muestras de cerebro para su posterior análisis. Figura creada con BioRender.
com.
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3. ANÁLISIS BIOQUÍMICO
En los modelos experimentales en rata se midieron de forma directa en las muestras de sangre 
venosa y orina las concentraciones de Na+, K+, glucosa y urea, y la osmolalidad, así como el hema-
tocrito en sangre. A partir de los valores obtenidos se calcularon una serie de parámetros mediante 
las fórmulas detalladas en la tabla 1.

Los parámetros analíticos se determinaron utilizando un analizador de gases GEM premier 3000 
(Werfen, Barcelona, España) y un osmómetro (Fiske one-ten osmometer, Fiske associates, Massa-
chusetts, USA). El análisis bioquímico de la orina se realizó con un autoanalizador CObAS 711 (Roche 
Farma, Madrid, España) disponible en el Servicio de Bioquímica del HGUGM. En todos los casos 
las medidas fueron realizadas siguiendo las indicaciones de los fabricantes de los analizadores, y 
en su caso, del personal responsable de los mismos. La recogida de la orina en la jaula metabólica 
permitió medir la diuresis de 24h en determinados momentos de la experimentación. 

Tabla 1. Parámetros calculados a partir de valores analíticos medidos.

PARÁMETRO FÓRMULA UNIDADES

Excreción urinaria de sodio Volo * Nao /1000 mEq/d

Excreción urinaria de potasio Volo * Ko /1000 mEq/d

Aclaramiento de agua libre Volo * (1-Osmo/Osmp) mL/d

Osmolalidad urinaria calculada Gluco/18 + Ureao/6 + (Nao + Ko)*2 mOsm/kg

Osmoles urinarios atribuibles a iones (Nao + Ko)*2 mOsm/kg

Osmoles urinarios atribuibles a urea Ureao/6 mOsm/kg

Osmoles urinarios atribuibles a glucosa Gluco/18 mOsm/kg

Osmol gap urinario Osmo medida - Osmo calculada mOsm/kg

Volo: diuresis en 24h; Nao: concentración urinaria de sodio; Ko: concentración urinaria de potasio; 
Osmo: osmolalidad urinaria; Osmp: osmolalidad plasmática; Gluco: concentración urinaria de glucosa; 
Ureao: concentración urinaria de urea (143).
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4. EVOLUCIÓN PONDERAL Y DE LA INGESTA CALÓRICA E HÍDRICA
Se observó la evolución ponderal durante la semana de adaptación a las diferentes dietas, y poste-
riormente durante la semana de administración de ddAVP/agua. Se midió durante el mismo periodo 
de tiempo la ingesta diaria de agua y calorías, a partir de las cuales se calculó la ingesta de sodio y 
potasio usando como referencia la composición de las dietas (Figs 11 y 12). 

5. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO
Los estudios de comportamiento se llevaron a cabo en ratones (ver apartado 1.3. Modelos en ratón).

5.1. Análisis de comportamiento en condiciones no forzadas
Se procedió a la grabación diaria del comportamiento espontáneo de los animales en su jaula de 
estabulación, a primera hora de la mañana y antes de someter a los ratones a cualquier manipula-
ción, durante 120 segundos a lo largo de tres días consecutivos. Se dividió la jaula en cuatro cua-
drantes imaginarios y se cuantificó el número de cambios de cuadrante cuando el animal cruzaba 
la línea imaginaria con al menos tres patas, así mismo, se cuantificó el número de bipedestaciones 
por minuto (Fig 20 A).

5.2. Análisis de comportamiento en situaciones controladas
Existen múltiples tipos de laberintos destinados a evaluar el comportamiento, pero el más popular 
para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependientes del hipocampo fue desarrollado 
por Morris en 1981 (57,144–146). Consiste en un tanque cilíndrico de agua opaca con una plataforma 
de salvamento oculta, en el que los animales nadan hasta encontrar la plataforma. El incentivo en 
este tipo de laberinto es aversivo (escapar del mismo), y por lo tanto independiente de otros con-
dicionantes como el hambre o la motivación. Presenta el inconveniente de someter a los animales 
a estrés y riesgo de hipotermia. El protocolo básico, que se puede modificar en función de los 

Figura 20. Tests empleados en la evaluación del comportamiento. Panel A: evaluación en condiciones no forzadas 
mediante filmación en las jaulas de estabulación. Panel B: evaluación condiciones controladas mediante el laberinto de 
agua de Morris. Figura creada con BioRender.com.
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objetivos del estudio, consiste en la realización de 4 ensayos al día durante un número variable de 
días de entrenamiento, evaluándose la memoria al día siguiente de la última sesión. Las principales 
variables a evaluar incluyen el tiempo empleado y la longitud de la trayectoria hasta alcanzar la 
plataforma de salvamento, reflejando la reducción en los mismos con el entrenamiento el desarrollo 
de aprendizaje y memoria espacial (57). Se pueden evaluar otras como el tiempo en el cuadrante de 
salvamento, la longitud o el tiempo hasta entrar en cuadrante de salvamento, el número de cruces 
de la plataforma de salvamento o diferentes estrategias de nado. Si bien se desarrolló inicialmente 
para ratas, múltiples estudios han reproducido su validez también en ratones (147–149).

El laberinto de Morris utilizado en nuestros experimentos medía un metro de diámetro, 15 cm de 
profundidad, y contenía una plataforma de salvamento de 5x5 cm fabricada en metacrilato transpa-
rente. La posición de la piscina no se modificó a lo largo de todo el estudio, ni tampoco la posición 
relativa de la plataforma. El nivel del agua se mantuvo a ras de la plataforma. El agua se mantuvo 
blanca y opaca mediante la adición de 1g de colorante E171 (Sigma) por cada litro de agua, a una 
temperatura de 20º C (Fig 20 B). 

Los animales eran siempre introducidos en la piscina por el mismo punto. Se les dejaba nadar li-
bremente hasta alcanzar la plataforma de salvamento o hasta un máximo de 120 segundos, tiempo 
establecido como límite para la finalización de la prueba para evitar hipotermia y cansancio. Una vez 
finalizada la prueba, los animales eran secados y calentados hasta el ensayo siguiente.

El entrenamiento de los animales se llevó a cabo a lo largo de 5 días mediante 3 sesiones de entre-
namiento los días 1, 3 y 5. Cada uno de estos días el animal se sometió a la prueba del laberinto de 
agua en 4 ocasiones, con intervalos de 20-40 minutos. La administración de la dosis diaria de ddAVP 
y agua i.p. se administró cada día al final de la última sesión de entrenamiento, y en los días en los 
que no había entrenamiento a primera hora de la mañana. Se calculó la media ponderada de los 
tiempos y longitud de las trayectorias de los 3 animales incluidos en cada grupo experimental. El 
aprendizaje se evaluó comparando las medias de los tiempos y trayectorias entre los grupos expe-
rimentales en los distintos intentos, realizados cada 20-40 minutos, en un mismo día. La memoria se 
evaluó comparando los tiempos y trayectorias entre los grupos experimentales en el primer intento 
de días consecutivos. En el segundo estudio (ver apartado 1.3.2. Estudio confirmatorio del efec-
to de ddAVP sobre el comportamiento), se realizó una sesión de entrenamiento extraordinaria en 
el día 4 para evaluar el efecto de una sobrecarga de agua equivalente al 10% del peso del animal 
sobre la memoria y el aprendizaje. La sobrecarga hídrica se administró tras la primera prueba de la 
mañana, y se evaluó su efecto en la última prueba de ese día (aprendizaje) y en la primera del día 
siguiente (memoria). 

Cada prueba fue filmada con una cámara de vídeo conectada a un transformador ACDC, conectado 
a su vez a un ordenador portátil. La posición de la cámara se mantuvo fija 50 cm por encima de la 
piscina y centrada con la misma. Los programas utilizados fueron iGrabber (versión 1.0.0 for Win-
dows, descarga libre disponible en https://igrabber.updatestar.com/es) para las capturas, y Quic-
ktime (versión 7.7.9 for Windows, descarga libre disponible en https://quicktime.softonic.com/des-
cargar) para la reproducción. El tiempo de resolución de la prueba quedaba registrado en el vídeo. 
Para la medición de la longitud de la trayectoria recorrida se utilizó un curvímetro digital con el que 
se repasaba la trayectoria trazada por los animales durante la prueba, con la escala ajustada para 
obtener el resultado en centímetros. La escala se confirmó utilizando como referencia el diámetro 
del laberinto. Se evaluó el tiempo empleado por los animales hasta alcanzar la plataforma (con un 
máximo establecido de 120 segundos) y la longitud de la trayectoria recorrida hasta alcanzarla.
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6. COEFICIENTE DE DIFUSIÓN APARENTE
Los estudios de edema cerebral se llevaron a cabo en ratas en los modelos de hiponatremia aguda 
(ver apartado 1.4.1. Modelo de hiponatremia aguda) y de agudización de hiponatremia inter-
mitente recurrente (ver apartado 1.4.3. Agudización de hiponatremia intermitente recurrente). 
Dichos estudios se llevaron a cabo mediante RM para lo cual se preparó a los animales como se 
detalla a continuación.

Se rasuró el abdomen de los animales para la colocación de un catéter peritoneal (cánula Introcan 
Safety 24G, Brown) y se sujetó con Tegaderm Film 3M. Los animales se mantuvieron anestesiados 
con sevofluorano (5% para la inducción y 2% para el mantenimiento, en oxígeno al 100%). Los ani-
males se colocaron sobre una manta térmica de agua caliente Gaymar a 38ºC. Se empleó la vía i.p. 
para la administración de la sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso corporal (Fig 21). Se 
extrajo una muestra de sangre retro-orbital pre y post evaluación para la medición de parámetros 
gasométricos venosos, como se comentó en el apartado 2.1 Sacrificio de los animales. Al término 
del periodo de adquisición de imágenes, y aún bajo sedación profunda, se procedió al sacrificio 
de los animales y a la extracción del encéfalo (ver apartados 2.1. Sacrificio de los animales y 2.2. 
Perfusión y extracción de los encéfalos).

Con el fin de descartar posibles efectos de la anestesia y/o la duración de la misma sobre nues-
tros resultados (150), se llevó a cabo un estudio piloto con dos animales sometidos al mismo 
esquema de sedación profunda que aquellos en los que se realizaron estudios de RM, en los que 
se registraron diversos parámetros fisiológicos: frecuencia cardiaca (FC), saturación de oxígeno 
(SatO2), frecuencia respiratoria (FR) y temperatura (Tª) cada 10 minutos durante 120 minutos, 
duración de los estudios de RM. Para la monitorización se utilizó un módulo de FC, FR y pulsioxi-
metría (S.A. instruments, INC). 

Figura 21. Preparación y monitorización de los animales para la resonancia magnética. Figura creada con BioRender.com.
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6.1. Obtención de imágenes y coeficiente de difusión aparente
Existen diversos métodos de adquisición de imágenes de RM que permiten estudiar la información 
estructural o química de una muestra. Entre ellas, las imágenes ponderadas en difusión (Diffusion 
Weighted Images, DWI) miden el desplazamiento de las moléculas de agua en los tejidos, las cuales 
se mueven de forma relativamente libre y homogénea en estructuras ricas en agua. En los tejidos, 
como el parénquima cerebral, la movilidad de las moléculas de agua se ve restringida por la presen-
cia de estructuras celulares, que dificultan su libre difusión. En las técnicas convencionales de RM, 
la difusión de las moléculas de agua en los tejidos apenas contribuye a la señal. Con la tecnología 
DWI, la difusión de las moléculas de agua se convierte en el mecanismo principal para generar el 
contraste en las imágenes. La representación cuantitativa de estos cambios en la movilidad del 
agua se realiza calculando el coeficiente de difusión aparente (apparent diffusion coefficient, ADC) 
a partir de los píxeles en cada vóxel, lo que permite crear mapas de ADC (151).Puesto que el agua 
presenta un coeficiente de difusión más alto en el compartimento extracelular comparado con el 
intracelular, y puesto que su permeabilidad transmembrana es suficiente como para asegurar un 
intercambio libre para tiempos mayores a 20 ms (los comúnmente usados en DWI), el valor resultan-
te de ADC representa una media ponderada de los coeficientes de difusión extra e intracelulares 
(152,153). Este valor desciende cuando se produce un movimiento neto de agua desde el espacio 
extra al intracelular (154). El edema celular se traduce en una restricción de la difusión asociado a un 
descenso en el ADC (155,156). 

Las imágenes de RM se obtuvieron con un escáner BioSpec 70/20 de 7 Tesla (Bruker, Ettlingen, 
Germany). La adquisición de imágenes se realizó usando una antena de volumen como transmisora 
y una antena de superficie de cerebro de rata de 4 elementos como receptora. Bajo sedación con 
sevofluorano como se ha indicado más arriba, se adquirieron un total de trece imágenes ponde-
radas en difusión (DWI), adquiridas cada 10 minutos durante 120 minutos. Tras la obtención de la 
imagen basal (tiempo 0), todos los animales recibieron un bolo i.p. de agua equivalente al 10% del 
peso del animal, con el objetivo de inducir una hiponatremia aguda (dieta pellet) o una agudización 
de hiponatremia intermitente recurrente (dieta hiposódica + ddAVP/agua).

Las imágenes DWI se adquirieron usando una secuencia eco planar de disparo único con los si-
guientes parámetros: tiempo de repetición (TR) = 1500 ms, tiempo de eco (TE) = 20.2 ms, 10 corte, 
grosor de la corte 1 mm, orientación axial, zona de interés (field of view, FOV) de 27 x 32 mm2 y un 
tamaño de la matriz de 192 x 92 píxeles. Se usaron 5 valores b diferentes (0, 49, 308.8, 1039.8, 2026 s/
mm2) en la dirección X (transversal al campo magnético) para obtener cinco imágenes diferentes las 
cuales se usaron para obtener los mapas de ADC.

Para la obtención de los valores de ADC, se definieron manualmente regiones de interés (ROIs) 
usando el software ImageJ (versión 1.52a, National Institutes of Health, NIH, USA) en 2-3 cortes 
axiales consecutivos, salvo en encéfalo completo, donde se utilizaron todos los cortes axiales. Las 
regiones elegidas fueron SG (caudado-putamen, corteza, hipocampo), hipotálamo, SB (cuerpo ca-
lloso, comisura anterior, cápsula interna) y encéfalo completo. Las subregiones incluidas en SG se 
analizaron también por separado. Para la localización y delimitación de las ROIs se utilizaron como 
referencia los cortes axiales del atlas de neuroanatomía murina Paxinos (157) (corteza Bregma -3.10 
a -3.68 mm; cuerpo calloso, comisura anterior y cápsula interna Bregma -4.10 a -4.74 mm; cauda-
do-putamen Bregma -4.60 a -6.10 mm; hipocampo Bregma -6.38 a -7.60 mm; hipotálamo Bregma 
-8.82 a -9.22 mm) (Fig 22).
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Figura 22. Ejemplo de la metodología del procesamiento y análisis de datos de las imágenes adquiridas por resonancia 
magnética. Cortes axiales.
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6.2. Espectroscopia in vivo de osmolitos
La espectroscopia por RM obtiene un espectro que refleja la cantidad de metabolitos en la zona 
de interés de diferentes regiones del encéfalo (158). Los espectros de 1H del caudado-putamen se 
adquirieron previamente a la inyección del bolo i.p. de agua (10% del peso corporal). Para ello se 
usó una secuencia PRESS en un volumen de 1.3x1.5x1.5 mm3 con los siguientes parámetros: TE = 
16.5 ms, TR = 2500 ms, 256 averages, 2048 puntos de adquisición y un ancho de banda de 3001 Hz.

Los osmolitos cuantificados fueron la glutamina/GABA, el mioinositol, la colina, el N-acetil aspartato 
(NAA) y la creatina. El valor absoluto se normalizó con respecto a la señal del agua.

7. ANÁLISIS INMNOHISTOQUÍMICO DE ASTROCITOS Y 
OLIGODENDROCITOS
Los análisis inmunohistoquímicos se realizaron según el protocolo desarrollado en el laboratorio 
de la Dra López Gallardo (123–125) (Fig 19). Los lavados e incubaciones de los portaobjetos se rea-
lizaron en tampón de inmunohistoquímica (TI), PB 0,1M a pH 7,4 con un 0,5% de suero de albúmina 
bovino (BSA, Bovine Serum Albumin, Sigma) y 0,3% de tritón X-100 (Sigma). Se bloqueó la peroxi-
dasa endógena con una solución al 0.5% de peróxido de hidrógeno (Merk) en TI. La incubación con 
el anticuerpo primario se realizó en TI con un 5% de BSA durante toda la noche a 4°C. Se empleó 
GFAP como marcador de astrocitos y MBP como marcador de oligodendrocitos (25,34) (ver apar-
tado 1.4.1. Organización celular del sistema nervioso central). Tras 3 lavados de 10 minutos con 
TI, se realizó la incubación con el anticuerpo secundario, 2h a temperatura ambiente (Tabla 2 para 
las características de los anticuerpos empleados).

El revelado se realizó con el complejo ABC-peroxidasa (Strept-Avidin Biotin Complex–Peroxidase, 
Thermo Scientific), tras una incubación de 1.5h, y 3 lavados posteriores con TI de 10 minutos cada 
uno. Como sistema de revelado se utilizó diaminobenzidina a una concentración de 0.5mg/dL du-
rante 9-10 minutos (DAB, Sigma). El montaje de los portaobjetos se realizó tras deshidratar las mues-
tras en concentraciones crecientes de alcohol, y en xilol, y se empleó Depex (Serva®) como medio 
de montaje. En cada prueba de inmunohistoquímica se incluyeron portaobjetos de los cuatro ani-
males de cada grupo experimental (modelos de hiponatremia aguda, agudización de hiponatremia 
intermitente recurrente y efecto precoz de suero salino hipertónico) y un control negativo (sin añadir 
anticuerpo primario), para comprobar la especificidad de la prueba.

Tabla 2. Anticuerpos usados en la inmunohistoquímica.

tipo celular proteína ac. primario ac. secundario

Astroglía
GFAP

(Glial Fibrillary Acidic-
Protein)

Rabbit anti-GFAP
(Dako, Z0334)

[1:600]

Goat anti-Rabbit IgG (H+L)
Biotinylated

(Thermo Scientific, 31820)
[1:200]

Oligodendroglía MBP
(Myelin Basic-Protein)

Mouse anti-MBP
(Santa Cruz, SC-

271524)
[1:200]

Goat anti-Mouse IgG (H+L) 
Biotinylated

(Vector Laboratories, BA-9200)
[1:200]

Las concentraciones se expresan entre corchetes. Ac: anticuerpo.
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Las secciones se observaron en un microscopio Zeiss AxioImagerA.12. En cada portaobjetos se 
seleccionó aleatoriamente un corte. Se realizó una microfotografía a 10 aumentos (10x) para cada 
región cerebral en estudio. Las microfotografías se obtuvieron bajo las mismas condiciones de luz 
y contraste mediante una cámara Zeiss Axiocam y con la utilización del software de captura Axiovi-
sion 40V4.1 (Carl Zeiss Vision GMB4).

Para la localización y delimitación de las áreas de estudio (corteza motora, cuerpo calloso, cápsula 
interna, hipotálamo periventricular) se utilizaron como referencia los cortes coronales del atlas de 
neuroanatomía murina Paxinos (157) (corteza y cuerpo calloso anterior Bregma 2.52 a 1.92 mm; hipo-
tálamo y cuerpo calloso medio Bregma -0.96 a -1.44 mm; cápsula interna y cuerpo calloso posterior 
Bregma -2.64 a -3.24 mm). Las regiones incluidas se analizaron por separado y posteriormente agru-
padas en SG (corteza motora, hipotálamo) y SB (cuerpo calloso, cápsula interna) (Fig 23).

La cuantificación de la expresión de GFAP y MBP se realizó mediante el densitometrado óptico de 
las microfotografías realizadas con el programa ImageJ obteniendo un valor de densidad óptica 
(unidades arbitrarias) para cada una de las regiones de interés. El área de cuantificación obtenida 
directamente del programa ImageJ en píxeles se convirtió en μm2 teniendo en cuenta que cada 
píxel corresponde 0.6573 μm2 (Tabla 3).

Figura 23. Ejemplo de la metodología del procesamiento y extracción de datos de las imágenes del densitometrado 
de las microfotografías de las tinciones inmunohistoquímicas. Cortes coronales.
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Tabla 3. Área total de cuantificación de densitometrado de las diferentes regiones a estudio.

región área de densitometrado (μm2)

Cuerpo calloso central rostral 2864736

Cuerpo calloso central medio 711888

Cuerpo calloso central caudal 711888

Cuerpo calloso lateral derecho 1032238

Cuerpo calloso lateral izquierdo 1032238

Cápsula interna 1521774

Corteza motora 1448

Hipotálamo periventricular 1923

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Las variables cuantitativas se presentan como media ± desviación estándar (DE) mientras que las 
variables cualitativas se expresan en frecuencias y porcentajes. Debido a las limitaciones del tama-
ño muestral por haber trabajado con animales, no siempre fue posible utilizar pruebas estadísticas 
clásicas para comprobar la normalidad de las variables numéricas. En cualquier caso, podemos 
asumir normalidad en las variables cuantitativas al no observar valores extremos.

Para los análisis de variables continuas frente a factores independientes, se aplicó, siempre que 
fue posible, un análisis de la varianza (ANOVA) factorial. A pesar del pequeño tamaño de nuestros 
grupos experimentales, se realizaron ANOVA dada la robustez de estos análisis. Los resultados de 
dichos ANOVA se presentan en las figuras correspondientes. La información proporcionada es la 
significación del modelo, la significación de cada factor y si fuese necesario, la significación de la 
interacción entre factores. Las diferencias entre niveles de los factores se ha investigado mediante 
test post hoc (Tukey y diferencia mínima significativa de Fisher (DMS)). 

La comparación entre grupos por regiones y su evolución en el tiempo de los valores del ADC, se 
estudió mediante modelos lineales mixtos. Cada animal se consideró como un efecto aleatorio, 
mientras que el grupo, el tiempo, y la interacción grupo-tiempo, se consideró como un efecto fijo. 
Este tipo de modelos ofrece grandes ventajas en estudios de seguimiento con medidas repetidas 
o con valores faltantes respecto a otras técnicas como el ANOVA de medidas repetidas. A partir 
de estos modelos, se puede comparar cada grupo en cualquier momento del estudio, estudiar sus 
pendientes o incrementos por unidad de tiempo, y comparar si las pendientes son diferentes entre 
grupos (interacción).

El análisis estadístico se realizó con el programa IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0. 
Armonk, NY: IBM Corp. Se utilizaron pruebas bilaterales y se consideraron como estadísticamente 
significativos aquellos resultados con una p<0,05.
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Los resultados se presentarán siguiendo el orden de los diferentes modelos experimentales. Las 
gráficas y tablas combinan los resultados de diferentes modelos para facilitar la comparación visual 
de los resultados y evitar duplicidades, aunque la explicación en el texto seguirá el orden de los 
diferentes modelos como se ha indicado. 

1. RESULTADOS INICIALES: ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO
Se llevaron a cabo experimentos en ratones alimentados con pellet para evaluar los cambios com-
portamentales inducidos por la administración repetida de ddAVP, con y sin administración con-
junta de agua.

En un primer estudio piloto se evaluaron los efectos de la administración de ddAVP a diario aisla-
damente (grupo ddAVP) o combinado con una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del peso 
del animal (grupo ddAVP/agua). Al analizar el comportamiento de los animales en condiciones no 
forzadas a lo largo de los tres primeros días de administración de tratamiento, se observó que la 
administración de ddAVP era suficiente para reducir de forma notable la actividad exploradora 
cuantificada mediante el número de cambios de cuadrante y bipedestaciones. Los resultados del 
ANOVA muestran un efecto general del tratamiento (p<0,001), un efecto general de los días de tra-
tamiento (p<0,001) así como una interacción entre el tratamiento y los días de tratamiento (p<0,001), 
es decir, los efectos del tratamiento (ddAVP con o sin agua) sobre el comportamiento parecen ser 
incrementales a medida que pasan los días. A lo largo de los días los animales alimentados con 
dieta de pellet parecen incrementar su actividad motora espontánea (cambios de cuadrante/min), 
mientras que los grupos tratados con ddAVP, sólo o en combinación con el agua no muestran nin-
gún cambio en dicha actividad motora. Los resultados para el número de bipedestaciones/minuto 
muestran una tendencia similar, que no alcanza la significación estadística (Fig 24).

Figura 24. Actividad espontánea en la jaula de estabulación (condiciones no forzadas). Resultados normalizados al nú-
mero de cambios de cuadrante/bipedestaciones el primer día. Resultados expresados como media ± DE; n=3 por gru-
po experimental. Panel A: Cambios de cuadrante/minuto. ANOVA factorial del modelo p<0.001; tratamiento p<0.001; 
días de tratamiento p<0.001; tratamiento*días de tratamiento p<0.001. Panel B: Número de bipedestaciones/minuto. 
ANOVA factorial del modelo p=0.072; tratamiento p=0.01; días de tratamiento N.S.; tratamiento*días de tratamiento 
N.S.* p<0.05 para el factor tratamiento, es decir, control vs ddAVP (con o sin agua).
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Al analizar conjuntamente los resultados de todos los individuos en el laberinto de Morris en los 
días 1, 3 y 5 de administración de tratamiento, se evidenció una mejoría significativa en los tiempos 
(p=0.002) y un acortamiento en la longitud de las trayectorias (p=0.001) de resolución de la prueba 
a lo largo de las distintas repeticiones en un mismo día (aprendizaje), así como una mejoría pro-
gresiva de día en día en la primera prueba de la mañana (memoria) (tiempo p=0.004; trayectoria 
p=0.002). Al comparar los controles con los animales tratados con ddAVP (independientemente de 
si habían recibido o no una dosis diaria de agua), se observó una diferencia a favor de los controles 
(menor tiempo de resolución y longitud de la trayectoria), tanto en aprendizaje (tiempo p=0.035; 
longitud p=0.063) como en memoria, si bien en este último caso la diferencia no alcanzó la signi-
ficación estadística (Fig 25 y 26).

Figura 25. Estudio del aprendizaje en el laberinto de Morris entre los grupos de tratamiento a distintos tiempos de 
entrenamiento. Resultados expresados como media ± DE; n=3 por grupo experimental. Panel A: Comparación de la 
longitud de la trayectoria recorrida hasta la resolución del laberinto. ANOVA factorial del modelo p=0.063; tiempo 
p=0.014; tratamiento N.S.; tiempo*tratamiento N.S. Panel B: Comparación del tiempo de resolución del laberinto. 
ANOVA factorial del modelo p=0.035; tiempo p=0.023; tratamiento N.S.; tiempo*tratamiento N.S. § p<0.05 para el 
factor tiempo, es decir, basal vs 40 min vs 60 min.
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Figura 26. Estudio de la memoria en el laberinto de Morris entre los grupos de tratamiento en distintos días. Resultados 
expresados como media ± DE; n=3 por grupo experimental. Panel A: Comparación de la longitud de la trayectoria 
recorrida hasta la resolución del laberinto. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel B: Comparación del tiempo de re-
solución del laberinto. ANOVA factorial del modelo N.S.

Dichos resultados se confirmaron en un segundo experimento, donde además se evaluó el efecto 
de una sobrecarga i.p. de agua equivalente al 10% del peso del animal administrada tras el primer 
entrenamiento de una sesión extraordinaria realizada en el día 4 en cada uno de los grupos. La 
memoria (evaluada en el tiempo basal del laberinto de Morris del día 5) se vio gravemente afecta-
da por la administración de ddAVP/agua sin y con una sobrecarga hídrica adicional el día anterior. 
El tratamiento con ddAVP/agua provocó un aumento en el recorrido y el tiempo necesario para 
encontrar la plataforma (p=0.032 y p=0.003, respectivamente) comparado con los animales control 
(pellet). La administración de una sobrecarga hídrica valorada de forma global sólo tuvo un efecto 
significativo sobre la longitud recorrida por los animales (p=0.001) y no sobre el tiempo de resolu-
ción (Fig 27).
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El aprendizaje (evaluado en el tiempo 60 minutos del día 4) también se vio afectado por la admi-
nistración de ddAVP/agua sin y con sobrecarga hídrica adicional (Fig 28).

Estos resultados nos muestran que el tratamiento con ddAVP/agua, en general, produce un de-
terioro en el comportamiento de los animales, provocando una menor actividad espontánea de 
los mismos y un marcado deterioro cognitivo, al menos a nivel de la memoria espacial, ya que los 
animales necesitan llevar a cabo una natación más prolongada, y siguiendo una trayectoria más 
larga para alcanzar la plataforma oculta en el laberinto de Morris. Estos efectos son especialmente 

Figura 27. Estudio de la memoria en el tiempo basal del día 5 de entrenamiento: resolución del laberinto de Morris en 
animales control, tratados diariamente con una dosis de ddAVP y agua equivalente al 2.5% de su peso corporal (ddAVP/
agua), y tratados con ddAVP/agua con una sobrecarga de agua equivalente al 10% de su peso corporal el día anterior 
(ddAVP/agua + sobrecarga 10%). Resultados expresados como media ± DE; n=3 por grupo experimental. Panel A: 
Longitud de la trayectoria. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor tratamiento p=0.032; factor sobrecarga 10% 
p=0.001. Panel B: Tiempo de resolución. ANOVA factorial del modelo p=0.005; factor tratamiento p=0.003; factor 
sobrecarga 5% N.S. *p<0.05 para las comparaciones entre los diferentes grupos de tratamiento.

Figura 28. Ejemplo de la influencia de las distintas maniobras sobre 3 animales en el aprendizaje (tiempo basal y tiempo 
60 minutos de la sesión extraordinaria de entrenamiento en el día 4): resolución del laberinto de Morris (longitud de la tra-
yectoria en cm) en individuo control (izquierda), tratado diariamente con ddAVP/agua (centro), y tras la administración de 
una sobrecarga hídrica adicional equivalente al 10% del peso del animal tras la ronda de entrenamiento basal (derecha). 
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marcados en aquellos animales tratados además con una sobrecarga hídrica adicional. Es por ello 
que consideramos necesario continuar nuestros estudios sobre los efectos de estos tratamientos 
sobre el medio interno y sobre determinados parámetros del SNC. 

2. MODELO DE HIPONATREMIA AGUDA
Inicialmente, se estudió el efecto de una sobrecarga de agua equivalente al 10% del peso corporal 
sobre animales alimentados con pellet (ver apartado 1.4.1. Modelo de hiponatremia aguda de 
Material y Métodos, Fig 15). Los resultados se detallan a continuación.

2. 1. Análisis del balance hidrosalino
Los animales fueron alimentados con una dieta convencional basada en pellets (Fig 11), que contie-
ne 117 µmol/g de sodio, 156 µmol/g de potasio y 3900 cal/g. Los animales tenían acceso ad libitum 
a dicha dieta y al agua de bebida. La situación basal del medio interno de estos animales en la 
situación basal se describe en la tabla 4 y la figura 29 (dieta pellet basal).

Tabla 4. Comparación de los valores analíticos entre dieta pellet y dieta hiposódica, una semana tras la 
adaptación a la dieta (basal) y tras otra semana de administración de ddAVP/agua.

variable
basal tras 7 días de ddAVP + agua 2.5%

D. Pellet D. Hiposódica D. Pellet D. Hiposódica

Na plasmático
(mEq/L) 140.25 ± 3.30 136.50 ± 1.73 142.50 ± 0.58 141.25 ± 0.96

Osm plasmática
(mOsm/kg) 302.67 ± 11.55 310.00 ± 10.71 280.00 ± 15.41 289.33 ± 2.31 $

Hematocrito
(%) 40.25 ± 0.96 42.50 ± 2.52 41.25 ± 1.71 40.00 ± 2.45

Ingesta hídrica
(mL/d) 29.25 ± 5.72 13.96 ± 3.33 * 30.13 ± 0.95 25.92 ± 9.11 $

Ingesta Na
(mEq/d) 1.66 ± 0.11 0.69 ± 0.16 * 1.45 ± 0.09 * 0.49 ± 0.19 $†

Ingesta K
(mEq/d) 2.21 ± 0.14 0.23 ± 0.05 * 1.92 ± 0.11 * 0.16 ± 0.06 $†

Volumen de diuresis
(ml/d) 13.75 ± 2.10 72.25 ± 11.70 * 13.25 ± 6.24 50.00 ± 23.22 $†

Osm urinaria
(mOsm/kg) 736.00 ± 145.79 189.25 ± 32.65 * 614.00 ± 63.38 201.25 ± 48.37

Excreción urinaria Na
(mEq/d) 0.86 ± 0.15 1.04 ± 0.31 0.84 ± 0.19 0.74 ± 0.40

Excreción urinaria K
(mEq/d) 0.92 ± 0.20 0.49 ± 0.20 * 0.90 ± 0.26 0.27 ± 0.21 †

Cl. agua libre
(mL/d) -20.30 ± 4.79 28.55 ± 10.95 * -21.61 ± 4.79 10.00 ± 1.42 $†

Resultados expresados como media ± DE; n=4 por dieta. * p<0.05 comparado con Dieta Pellet Basal. $ 
p<0.05 comparado con Dieta Hiposódica Basal. † p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras ddAVP/agua. Na: 
sodio. Osm: osmolalidad. K: potasio. Cl: aclaramiento.
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Figura 29. Representación gráfica del balance de agua, sodio y potasio entre dieta pellet y dieta hiposódica, una semana 
tras la adaptación a la dieta (basal) y tras otra semana de administración de ddAVP/agua.con las distintas intervenciones. 
Resultados expresados como media ± DE; n=4 por dieta. *p<0.05 para la comparación entre la situación basal (tras una 
semana de adaptación a cada una de las dietas) y la situación final tras una semana más de administración diaria i.p. de 
ddAVP/agua (ddAVP/agua).

Para la inducción de una hiponatremia aguda, se administró una sobrecarga de agua i.p. equiva-
lente al 10% del peso corporal del animal. A las 2h de dicha inyección, se evidenció una marcada 
hiponatremia hipoosmolar (Nap basal 140.25 ± 3.30 vs Nap final 113.33 ± 1.16 mEq/L, p<0.001; Osmp 
basal 302.67 ± 11.55 vs Osmp final 264.93 ± 9.15 mOsm/kg, p<0.001). La orina se diluyó (Osmo basal 
736.00 ± 145.79 vs Osmo final 592.48 ± 82.35 mOsm/kg) si bien esta diferencia no alcanzó la sig-
nificación estadística. El hematocrito pasó de 39.20 ±  2.11 % basalmente, a 42.33 ± 2.89 % tras la 

administración del bolo de agua (p=0.041). 

2.2. Coeficiente de difusión aparente (ADC)
En el momento basal (T0), previamente a la administración de la sobrecarga hídrica, el valor del 
ADC para el encéfalo completo en animales alimentados con pellet fue de 26.71 ± 2.40*10-3mm2/
seg. Al analizar las diferentes regiones por separado, la sustancia gris presentó valores de ADC 
significativamente mayores que la SB (23.45 ± 1.33 vs 16.52 ± 1.07*10-3mm2/seg, p<0.001). A su vez, 
el hipotálamo fue la región con el valor más alto de ADC (25.34 ± 2.80*10-3mm2/seg, p<0.05 compa-
rado con SG y SB) (Fig 30, grupo pellet).
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Figura 30. Valores basales del coeficiente de difusión aparente (ADC). Panel A: comparación del valor basal de ADC en en-
céfalo completo entre el grupo alimentado con dieta pellet y el alimentado con dieta hiposódica y tratado con ddAVP/agua.
Resultados expresados como media ± DE; n=4 por grupo experimental. #p<0.05 entre dieta pellet y dieta hiposódica ddAVP/
agua. Panel B: comparación de los valores basales de ADC entre diferentes regiones encefálicas en los diferentes grupos ex-
perimentales. Resultados expresados como media ± DE; n=4 por grupo.* p<0.05 entre las diferentes regiones estudiadas en 
cada una de las dietas. En la comparación entre las regiones en ambos grupos experimentales sólo se encontró una tendencia 
a la significación estadística en sustancia gris (p=0.054) que no se ha representado en la figura en aras de la simplicidad.

Los valores individuales del resto de las regiones analizadas están disponibles en la tabla 5 (grupo 
pellet basal).

Tabla 5. Valores de ADC basal y a los 120 minutos de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso 
corporal del animal en los distintos grupos experimentales.

región

ADC basal (*10-3 mm2/seg) ADC final (*10-3 mm2/seg)

D. Pellet
D. 

HiposódicaddAVP/
agua

p D. Pellet
D. 

HiposódicaddAVP/
agua

p

EC 26.71 ± 2.40 25.07 ± 1.71 0.050 25.21 ± 2.93 23.43 ± 0.38 0.275

SG 23.45 ± 1.33 21.63 ± 0.95 0.054 25.80 ± 4.27 22.20 ± 0.79 0.137

· CP 23.32 ± 1.00 21.28 ± 0.91 0.047 26.71 ± 5.15 22.25 ± 1.73 0.044

· Cx 23.70 ± 1.90 21.70 ± 1.16 0.092 26.11 ± 4.98 22.26 ± 0.96 0.239

· HC 23.28 ± 1.43 23.00 ± 1.68 0.068 23.51 ± 4.64 21.97 ± 0.62 0.357

HT 25.34 ± 2.80 24.97 ± 1.30 0.279 23.45 ± 3.34 23.81 ± 0.76 0.743

SB 16.52 ± 1.07 16.02 ± 0.75 0.192 21.70 ± 4.04 18.40 ± 1.33 0.043

Los resultados se expresan como media ± DE; n=4 por grupo experimental. EC: encéfalo completo; SG: 
sustancia gris; CP: caudado-putamen; Cx: corteza; HC: hipocampo; HT: hipotálamo; SB: sustancia blanca. El 
valor p corresponde a la comparación entre dieta pellet e hiposódica + ddAVP/agua en el momento basal 
y final respectivamente. Los resultados de EC, HT, SG y SB se presentan también en la figura 30.
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Tras la administración de una sobrecarga de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal se 
observó una reducción progresiva en los valores de ADC en el encéfalo completo, con un descenso 
de 0.26 ± 0.06*10-3 mm2/seg cada 10 minutos (p<0.001) (Fig 31, grupo pellet).

En el hipotálamo también se observó un descenso de 0.20 ± 0.02*10-3 mm2/seg cada 10 minutos 
(p<0.001). Al analizar por separado la SG y la SB, no se encontraron cambios significativos en el 
comportamiento de la sustancia gris a lo largo del tiempo, mientras que el valor de ADC en la SB 
aumentó significativamente en 0.28 ± 0.05*10-3 mm2/seg cada 10 minutos (p<0.001) (Fig 32). Por 
tanto, encontramos que, tras la sobrecarga hídrica, el valor de ADC en la SB ascendía frente al des-
censo en hipotálamo y a la ausencia de variación en la SG (p<0.05 para ambas interacciones) (Fig32, 
Tabla 5). A su vez, el hipotálamo también se comportó de forma diferente a la SG (p=0.009 para la 
interacción, no se muestran los datos).

Figura 31. Evolución temporal de los valores del coeficiente de difusión (ADC) en el encéfalo completo tras la sobrecarga 
hídrica equivalente al 10% del peso corporal del animal. n=4 por grupo. Modelo lineal mixto. Los resultados del tiempo 0 
(basal) se presentan también en la figura 30.
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Figura 32. Evolución de ADC en sustancia gris y blanca en el grupo pellet tras la sobrecarga hídrica equivalente al 10% del 
peso del animal. n=4 por grupo. Modelo lineal mixto. S. Gris: sustancia gris. S. Blanca: sustancia blanca. Los resultados del 
tiempo 0 (basal) se presentan también en la figura 30.

Para comprobar que la anestesia no afectaba de forma significativa a los animales se registraron 
diferentes parámetros fisiológicos (frecuencia cardiaca y respiratoria, saturación de oxígeno y tem-
peratura corporal) en dos animales, alimentados con dieta pellet, y sometidos al mismo periodo de 
sedación que los animales experimentales, en ausencia de ningún otra intervención. No se obser-
varon cambios significativos en los registros iniciales y finales, ni a lo largo del periodo de sedación, 
sólo se observó un aumento significativo en la pO2 (pre: 74.50 ± 2.12 vs post 136.00 ± 11.31 mmHg, 
p=0.017), posiblemente debido al empleo de oxígeno suplementario administrado junto con la 
anestesia durante el periodo de sedación.

2.3. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos

2.3.1. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos

Al analizar los niveles de expresión de GFAP, en los animales alimentados con pellet, encontramos 
una expresión inicial mayor en SG que en SB, y a su vez mayor en SB lateral que en central (p<0.001 
para ambas comparaciones) (Fig 33 A, pellet basal). Los valores de densidad óptica obtenidos para 
cada una de las regiones estudiadas por separado están disponibles en la tabla 6 (pellet basal).
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Figura 33. Hiponatremia aguda: expresión de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) en unidades arbitrarias de densidad óptica 
(ua), antes (basal) y 2 horas después de la administración de un bolo de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal. Los 
resultados se expresan como media ± DE; n=4 por grupo experimental. Panel A izquierda: Animales alimentados con pellet. 
ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor bolo agua 10% p<0.001; factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001; 
interacción bolo agua 10% * región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001. *p<0.05 en la comparación de SB central antes 
y después de la administración del bolo de agua. Panel A derecha: Animales alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/
agua. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor bolo agua 10% p<0.001; factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) 
p<0.001; interacción bolo agua 10% * región (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S. *p<0.05 en la comparación de SB central an-
tes y después de la administración de un bolo de agua, y en la comparación de SB lateral antes y después de la administra-
ción de un bolo de agua. ¥ p<0.05 en la comparación de sustancia gris en el momento basal entre animales alimentados con 
pellet y aquellos alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. Panel B: Microfotografías representativas de la expresión 
de MBP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris. S. Blanca: sustancia blanca.
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Tabla 6. Análisis detallado de la expresión de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) en las diferentes regiones 
de interés en los grupos pellet y dieta hiposódica ddAVP/agua antes y después de la administración de un 
bolo i.p. de agua equivalente al 10% del peso del animal.

región
pellet D. hiposódica + ddAVP/agua

basal 2h tras bolo 
agua 10% basal 2h tras bolo 

agua 10%

Cuerpo calloso central rostral 12.05 ± 2.55 19.50 ± 5.55 13.27 ± 4.17 24.80 ± 3.72 $

Cuerpo calloso central medio 11.62 ± 1.92 23.54 ± 2.51 * 11.89 ± 1.21 15.37 ± 3.34 †

Cuerpo calloso central caudal 9.87 ± 2.21 21.00 ± 4.05 * 18.95 ± 1.31 * 20.54 ± 3.98

Cuerpo calloso lateral derecho 22.34 ± 2.43 25.56 ± 1.91 22.98 ± 2.21 27.18 ± 3.09

Cuerpo calloso lateral izquierdo 20.61 ± 5.82 22.23 ± 1.86 12.84 ± 4.12 26.42 ± 3.92 $

Cápsula interna 20.91 ± 1.45 17.77 ± 6.99 21.08 ± 3.35 24.68 ± 10.62

Corteza motora 25.25 ± 1.83 30.15 ± 6.70 33.20 ± 7.16 38.41 ± 11.78

Hipotálamo periventricular 24.90 ± 3.00 32.28 ± 2.14 * 33.24 ± 3.63 * 35.24 ± 3.52

Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad óptica, como media ± DE; n=4 por grupo 
experimental. *p<0.05 comparado con Dieta Pellet Basal. $ p<0.05 comparado con Dieta Hiposódica + 
ddAVP/agua Basal. † p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras bolo de agua equivalente al 10% del peso del 
animal.

La administración i.p. de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal aumentó 
de forma significativa la expresión de GFAP a las dos horas de la misma en SB central (p<0.001), sin 
apreciarse cambios significativos en SB lateral o SG (Fig 33, pellet basal vs pellet 2h tras bolo agua 
10%). En el análisis detallado por regiones, destaca un aumento significativo en la expresión de 
GFAP en cuerpo calloso central medio (p<0.001) y posterior (p=0.001). Pese a no observarse dife-
rencias globales en SG, sí se vio un aumento significativo en la expresión de GFAP en el hipotálamo 
(p=0.026) (Tabla 6).

2.3.2. Análisis inmunohistoquímico de oligodendrocitos

Al analizar los niveles de expresión de MBP, marcador de mielina y utilizado para localizar oligoden-
drocitos, en los animales alimentados con pellet, se observó que la expresión basal fue mayor en SB 
que en SG (p<0.001), sin que se observaran diferencias en su expresión entre SB central y lateral (Fig 
34 A, pellet basal). Los valores de densidad óptica obtenidos para cada una de las regiones estudia-
das por separado están disponibles en la tabla 7 (pellet basal).
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Figura 34. Hiponatremia aguda: expresión de proteína básica de la mielina (MBP) en unidades arbitrarias de densidad óptica 
(ua), antes (basal) y 2 horas después de la administración de un bolo de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal. 
Los resultados se expresan como media ± DE; n=4 por grupo experimental. Panel A izquierdo: Animales alimentados con 
pellet. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor bolo agua 10% p<0.001; factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) 
p<0.001; interacción bolo agua 10% * región (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S.*p<0.05 en la comparación de SB central y 
lateral antes y después de la administración del bolo de agua en animales alimentados con pellet. Panel A derecho: Anima-
les alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor bolo agua 10% p<0.001; 
factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001; interacción bolo agua 10% * región (SB central/SB Lateral/S. Gris) 
p=0.003.*p<0.05 en la comparación de SB central antes y después de la administración de un bolo de agua, y en la compa-
ración de SB lateral  antes y después de la administración de un bolo de agua. Panel B: Microfotografías representativas de 
la expresión de MBP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris.
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Tabla 7. Análisis detallado de la expresión de proteína básica de la mielina (MBP) en las diferentes regiones 
de interés en los grupos pellet y dieta hiposódica ddAVP/agua antes y después de la administración de un 
bolo i.p. de agua equivalente al 10% del peso del animal.

región
pellet D. hiposódica + ddAVP/agua

basal 2h tras bolo 
agua 10% basal 2h tras bolo 

agua 10%

Cuerpo calloso central rostral 18.29 ± 4.18 45.04 ± 8.43 * 23.71 ± 5.55 42.80 ± 4.51 $

Cuerpo calloso central medio 31.53 ± 2.32 38.35 ± 8.14 30.80 ± 7.55 39.73 ± 3.43

Cuerpo calloso central caudal 29.46 ± 5.15 37.07 ± 6.33 32.30 ± 6.05 47.34 ± 9.49 $

Cuerpo calloso lateral derecho 26.98 ± 2.40 40.31 ± 4.44 * 33.67 ± 4.79 51.25 ± 5.26 $†

Cuerpo calloso lateral izquierdo 28.01 ± 5.78 45.86 ± 5.35 * 30.25 ± 5.53 48.05 ± 3.36 $

Cápsula interna 29.15 ± 4.29 30.17 ± 7.18 21.83 ± 6.78 42.03 ± 15.59 $

Corteza motora 28.24 ± 5.47 20.85 ± 6.60 28.12 ± 5.31 22.33 ± 3.42

Hipotálamo periventricular 11.09 ± 3.53 30.64 ± 8.27 * 21.67 ± 3.49 31.13 ± 3.86

Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad óptica, como media ± DE; n=4 por grupo 
experimental. *p<0.05 comparado con Dieta Pellet Basal. $ p<0.05 comparado con Dieta Hiposódica + 
ddAVP/agua Basal. † p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras bolo de agua equivalente al 10% del peso del 
animal.

La administración i.p. de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal aumentó de 
forma significativa la expresión de MBP a las dos horas de la misma en SB central (p<0.001) y lateral 
(p<0.001), sin apreciarse cambios significativos en SG (Fig 34, pellet basal vs pellet 2h tras bolo agua 
10%). En el análisis detallado por regiones, destaca un aumento significativo en la expresión de MBP 
en cuerpo calloso central rostral (p<0.001) y regiones laterales del cuerpo calloso (p<0.005 para 
ambos hemisferios). Pese a no observarse cambios globales en SG, sí se evidenció un aumento en la 
expresión de MBP en el hipotálamo (p=0.001) (Tabla 7).
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3. MODELO DE HIPONATREMIA INTERMITENTE RECURRENTE
Para explorar el efecto de la administración repetida de ddAVP con una dosis diaria de agua i.p. 
equivalente al 2.5% del peso corporal (ver apartado 1.4.2. Modelo de hiponatremia intermitente 
recurrente de Material y Métodos, Fig 16), se diseñaron una serie de experimentos cuyos resulta-
dos se exponen a continuación.

3.1. Análisis del balance hidrosalino
Inicialmente, se administró diariamente durante 7 días ddAVP y agua i.p.(equivalente al 2.5% del peso 
corporal) a ratas alimentadas con pellet. A las 4:30h de la inyección diaria, se objetivó un descenso 
en la natremia (Nap basal 140.25± 3.30 vs postinyección 136.00 ± 2.83mEq/L, p=0.055;Osmp basal 
302.67± 11.55 vs postinyección 256.95 ± 47.20mOsm/kg, N.S.), que se revertía a las 24h (Nap142.50± 
0.58 mEq/L y Osmp280.00± 15.41 mOsm/kg, N.S. vs basal para ambas comparaciones) (Fig 35 A y 
B, grupo pellet).

Durante la semana en la que se administró el tratamiento, los animales no variaron su peso de for-
ma significativa (inicial 246.25 ± 9.39 vs final 242.50 ± 8.35g, N.S.) (Fig 36 A, grupo pellet + ddAVP/
agua) y tampoco se modificó significativamente la ingesta hídrica. Sí se observó un descenso en la 
ingesta de sodio y potasio, probablemente relacionado con la menor ingesta calórica promedio 
diaria global observada durante esa semana (56.08 ± 10.06 vs49.80 ± 9.48 cal/d, p=0.086) (Fig 36 B, 
grupo pellet + ddAVP/agua).

Figura 35. Evolución de la natremia(panel A) y la osmolalidad plasmática (panel B) en las primeras 24h tras la administración 
i.p. de ddAVP/agua en los diferentes grupos.Los resultados se expresan como media ± DE; n=4 por grupo. *p<0.05 para la 
comparación de cada grupo vs basal en el grupo dieta hiposódica.
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Figura 36. Evolución ponderal y de la ingesta calórica diaria.Panel A: Evolución ponderal en animales alimentados con pe-
llet. Resultados expresados como normalización al peso inicial de la semana de adaptación a la dieta pellet (verde) o de la 
semana de administración diaria i.p. de ddAVP/agua (naranja); n=4 por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel B: 
Evolución de la ingesta calórica diaria en animales alimentados con pellet. Resultados expresados como media ± DE; n=4 
por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel C: Evolución ponderal en animales alimentados con dieta hiposódica. 
Resultados expresados como normalización al peso inicial de la semana de adaptación a la dieta hiposódica (azul) o de la 
semana de administración diaria i.p. de ddAVP/agua (rojo); n=4 por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel D: Evo-
lución de la ingesta calórica diaria en animales alimentados con dieta hiposódica. Resultados expresados como media ± DE; 
n=4 por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S.

No se vieron diferencias significativas con respecto a la situación basal en el volumen de diuresis, 
en la excreción de sodio y potasio, ni en el aclaramiento de agua libre. La osmolalidad en orina 
presentó escasa variación, no siendo las diferencias estadísticamente significativas (Fig 29, Tabla 4, 
dieta pellet basal vs dieta pellet + ddAVP/agua).

La elevada osmolalidad urinaria inducida por la dieta basada en pellets impide que la orina se pue-
da concentrar de manera eficaz ya que los osmoles urinarios fuerzan una pérdida obligada de agua 
que parece limitar cambios importantes en el volumen de diuresis.

Ante esta situación en la que la administración de ddAVP/agua en animales alimentados con pe-
llets no parecía inducir una retención hídrica más marcada que la ya inducida por la propia dieta 
hiperosmolar, se cambió la dieta por una hiposódica gelificada para valorar sus efectos sobre el 
balance hidrosalino.

Inicialmente los animales fueron alimentados durante una semana con una dieta hiposódica gelifi-
cada (Fig 12) que contiene 4 µmol/ml de sodio, 211 µmol/ml de potasio y 232 cal/ml. Al término de 
esta fase de adaptación a la nueva dieta, los animales habían perdido peso (inicial 239.50 ± 17.06 
vs final 227.50 ± 13.08 g), si bien esta tendencia no fue estadísticamente significativa (p=0.077) (Fig 
36 C, dieta hiposódica). En cualquier caso, la pérdida ponderal fue más marcada que en animales 
alimentados con pellet (interacción peso*dieta p=0.033). Las calorías aportadas diariamente con la 
dieta hiposódica en promedio fueron inferiores que con pellets (40.10 ± 12.85 vs 56.08 ± 10.06 cal/d, 
p<0.001) (Fig 36 B y D). El cambio de dieta no indujo cambios en la natremia ni en la osmolalidad 
plasmática (Fig 35 A y B, Tabla 4, dieta pellet basal vs hiposódica basal). La ingesta de agua, así 
como la de sodio y potasio, fue menor al pasar a la dieta hiposódica. Además, el cambio de dieta se 
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acompañó de un aumento marcado en el volumen de diuresis, estando la orina significativamente 
más diluida. Al analizar la composición de la orina, destaca un aumento del aclaramiento de agua 
libre y una reducción en la excreción urinaria de potasio (Fig 29 y Tabla 4, dieta pellet basal vs hi-
posódica basal). Al estudiar la diferencia en las osmolalidades urinarias entre ambas dietas, obser-
vamos que era debida principalmente a la presencia de osmoles iónicos en mucha mayor medida 
en los animales alimentados con pellet (42.25 ± 9.43 vs 266.30 ± 34.64 mOsm/kg, p<0.001). Llama la 
atención la presencia de un osmol oculto, principalmente en la dieta basada en pellets (osmol gap 
de 20.40 ± 6.36 vs 99.89 ± 19.61 mOsm/kg, p=0.017). Aunque los osmoles aportados por la urea eran 
mayores en la dieta basada en pellets en términos absolutos (125.75 ± 18.45 vs 369.54 ± 97.25mOsm/
kg, p=0.002), la proporción sobre la osmolalidad urinaria total fue mayor en la dieta líquida (67% vs 
50%). Los osmoles aportados por la glucosa (0.85 ± 1.36 vs 0.26 ± 0.19 mOsm/kg) no fueron signifi-
cativamente diferentes entre la dieta líquida y los pellets respectivamente (Fig 37 A y B).

Seguidamente, procedimos a evaluar el efecto de la administración diaria de ddAVP i.p. junto con 
una dosis de agua equivalente al 2.5% del peso del animal en aquellas ratas alimentadas con dieta 
hiposódica (dieta hiposódica ddAVP/agua) (ver apartado 1.4.2. Modelo de hiponatremia intermi-
tente recurrente de Material y Métodos, Fig 16).

A las 4:30h de la inyección diaria, se objetivó el desarrollo de hiponatremia (Nap basal 136.50± 1.73 
vs postinyección 129.44± 1.20 mEq/L, p<0.001; Osmp basal 310.00± 10.71 vs postinyección 283.91 
± 4.52mOsm/L, p=0.030). A las 24h de la última dosis de tratamiento, la natremia se recuperó (Nap 
141.25 ± 0.96mEq/L, N.S. respecto a basal), pero la osmolalidad plasmática permaneció por debajo 
del valor basal (289.33± 2.31 mOsm/L, p= 0.024) (Fig 35).

A pesar de la reducción en la ingesta calórica diaria promedio (40.10 ± 12.85 vs 32.39 ± 18.88 cal/d, 
p=0.081), el peso no varió significativamente (inicial 223.50 ± 12.07 vs final 210.00 ± 17.15 g, N.S.) 
Llama la atención cómo, a partir del cuarto día de la administración de tratamiento, se invierte la 

Figura 37. Análisis de la osmolalidad urinaria en función de la dieta. n=4 por grupo experimental. Panel A: Composición de 
la osmolalidad urinaria en función de la dieta. *p<0.05 para la comparación entre pellet y dieta hiposódica. Panel B: Apor-
tación porcentual de cada osmol al valor final de osmolalidad urinaria.
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tendencia a la pérdida ponderal (Fig 36 C y D, dieta hiposódica + ddAVP/agua). La ingesta hídrica 
aumentó significativamente. El volumen de diuresis y el aclaramiento de agua libre se redujeron sig-
nificativamente, en tanto la osmolalidad urinaria aumentó (sin alcanzar la significación estadística) 
(Fig 29, Tabla 4, dieta hiposódica basal vs hiposódica + ddAVP/agua).

Por tanto, la administración de ddAVP y una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del peso del 
animal no lograba inducir una hiponatremia crónica, pero sí producía una hiponatremia leve y transi-
toria que se recuperaba a las 24h de su administración, situación que se repetía a lo largo de varios 
días consecutivos. Es decir, con la dieta hiposódica gelificada se logró un equilibrio del medio inter-
no que sí respondía al efecto de la administración repetida de ddAVP/agua. Los datos sugerían una 
retención neta de agua a pesar de no haberse inducido una hiponatremia crónica. A esta situación, 
que no hemos encontrado descrita en la literatura hasta la fecha, la denominamos “hiponatremia 
intermitente recurrente”. Seguidamente se estudió si en efecto se detectaba un aumento en el 
edema cerebral en esta condición.

3.2. Coeficiente de difusión aparente (ADC)
Tras 7 días de administración diaria de ddAVP/agua a animales alimentados con dieta hiposódica, 
el valor del ADC para el encéfalo completo fue de 25.07 ± 1.71*10-3 mm2/seg. Este valor fue sig-
nificativamente menor que en el grupo alimentado con pellet (p=0.05) (Fig 30 A). Al analizar las 
diferentes regiones por separado, la SG presentó valores de ADC significativamente mayores que 
la SB (21.63 ± 0.95 vs 16.02 ± 0.75*10-3 mm2/seg, p<0.001) (Fig 30 B). Los valores de ADC en SG fue-
ron menores en los animales alimentados con dieta líquida ddAVP/agua con respecto a aquellos 
alimentados con pellet (p=0.054), pero no se encontraron diferencias significativas entre ambos 
grupos en SB (Tabla 5, dieta pellet vs dieta hiposódica + ddAVP/agua en situación basal). A su 
vez, el hipotálamo fue la región con el valor más alto de ADC (24.97 ± 1.30*10-3 mm2/seg, p<0.05 
comparado con SG y SB), sin encontrarse diferencias con el grupo pellet (Fig 30 B). Los valores 
individuales del resto de las regiones analizadas están disponibles en la tabla 5.

3.3. Análisis por espectroscopia del contenido de osmolitos in vivo
Se quiso comprobar si en la hiponatremia intermitente recurrente se producía una adaptación ce-
rebral a esas horas de hiponatremia al día. Para ello, se midió in vivo el contenido de los principales 
osmolitos en la región caudado-putamen mediante la aplicación del análisis de espectroscopia por 
resonancia magnética. No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo 
de dieta hiposódica + ddAVP/agua y el grupo pellet sin tratamiento en contenido de miosina, coli-
na, glutamina/GABA, NAA o agua (Fig 38).
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Figura 38. Cuantificación de osmolitos en caudado-putamen tras una semana de hiponatremia intermitente comparado con 
dieta pellet sin tratamiento i.p. AUC normalizado con respecto a la señal de agua. n=4 por grupo experimental. No hubo 
diferencias significativas en ninguna de las comparaciones.

3.4. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos

3.4.1. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos

En situación basal, en los animales del grupo dieta hiposódica + ddAVP/agua se apreció un efecto 
de la región sobre la expresión de GFAP, siendo mayor en SG que en SB (p<0.001), y sin evidenciarse 
cambios entre SB lateral y central (Fig 33 B, dieta hiposódica + ddAVP/agua). Los valores de densi-
dad óptica obtenidos para cada una de las regiones estudiadas por separado están disponibles en 
la tabla 6 (dieta hiposódica + ddAVP/agua).

Comparado con los animales alimentados con pellet, se vio que la inducción de una hiponatremia 
intermitente recurrente (dieta hiposódica + ddAVP/agua) aumentaba la expresión de GFAP en la 
SG (p=0.031) (Fig 33 B). El análisis detallado de las diferencias se presenta en la tabla 6; donde se 
confirmó el aumento de expresión de GFAP en hipotálamo (p=0.012). En SB, la expresión de GFAP 
aumentó en cuerpo calloso central caudal (p=0.007).

3.4.2. Análisis inmunohistoquímico de oligodendrocitos

En cuanto a la expresión de MBP, los encéfalos de los animales del grupo dieta hiposódica + ddA-
VP/agua presentaron valores mayores en SB que en SG (p<0.001), sin evidenciarse cambios entre 
SG lateral y central (Fig 34 B, dieta hiposódica + ddAVP/agua). Los valores de densidad óptica obte-
nidos para cada una de las regiones estudiadas por separado están disponibles en la tabla 7 (dieta 
hiposódica + ddAVP/agua).
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Comparado con los animales alimentados con pellet, se vio que la inducción de una hiponatremia 
intermitente recurrente (dieta hiposódica + ddAVP/agua) tendía a aumentar la expresión global de 
MBP (p=0.06), pero no logramos confirmar dicha tendencia en el análisis separado de SB (central y 
lateral) y SG (Fig 34). Al analizar detalladamente cada región por separado; sólo en hipotálamo se 
encontró una tendencia al aumento en la expresión de MBP (p=0.058) (Tabla 7, dieta pellet basal vs 
dieta hiposódica + ddAVP/agua basal).

4. MODELO DE AGUDIZACIÓN DE LA HIPONATREMIA INTERMITENTE 
RECURRENTE
El siguiente paso en la investigación consistió en valorar el efecto de una sobrecarga hídrica i.p. equi-
valente al 10% del peso corporal en animales con hiponatremia intermitente recurrente (ver apartado 
1.4.3. Agudización de hiponatremia intermitente recurrente en Material y Métodos, Fig 17).

4.1. Análisis del balance hidrosalino
A las 2h de la administración i.p. de una sobrecarga de agua equivalente al 10% del peso  animal 
a ratas alimentadas con dieta hiposódica y tratadas durante una semana con ddAVP/agua, se evi-
denció una marcada hiponatremia hipoosmolar (Nap basal 141.25 ± 0.96 vs final 116.00± 1.16mEq/L, 
p <0.001; Osmp basal 294.05± 2.43 vs final 261.73± 5.87mOsm/kg, p=0.001). La orina no se diluyó 
(Osmo basal 201.25± 48.37 vs final 364.87± 42.02mOsm/kg, N.S.), ni el hematocrito varió significati-
vamente (Hto basal 40.00 ± 2.45 vs final 39.75 ±  1.89 %, N.S.).

4.2. Coeficiente de difusión aparente (ADC)
Tras la administración de una sobrecarga de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal al 
grupo dieta hiposódica + ddAVP/agua, se observó una reducción progresiva en los valores de ADC 
en el encéfalo completo, con un descenso de 0.11 ± 0.02*10-3 mm2/seg cada 10 minutos (p<0.001) 
(Fig 31, dieta hiposódica + ddAVP/agua). No hubo cambios significativos a lo largo del tiempo en 
el comportamiento del hipotálamo (no se muestran los datos). Al analizar por separado la SG y la 
SB, ambas presentaban un ascenso progresivo en los valores de ADC, más marcado en la SB (0.05 
± 0.02 y 0.19 ± 0.04*10-3 mm2/seg cada 10 minutos respectivamente, p<0.001 para ambas; p=0.013 
para la interacción) (Fig 39). Con respecto al hipotálamo, tanto la SG como la SB presentaron un 
comportamiento temporal significativamente diferente (p<0.001 para ambas interacciones, no se 
muestran los datos).
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Figura 39. Evolución de ADC en sustancia gris y blanca en la hiponatremia intermitente recurrente (dieta hiposódicaddAVP/
agua) tras sobrecarga hídrica. n=4 por grupo. Modelo lineal mixto.

La reducción progresiva en los valores de ADC observada en el encéfalo completo fue más pronun-
ciada en los animales alimentados con pellet (p=0.014) (Fig 31), acortándose las diferencias entre 
grupos a lo largo del tiempo. De hecho, los valores finales entre ambos grupos no fueron significa-
tivamente diferentes (Tabla 5). Llama la atención que el valor medio final de ADC en animales ali-
mentados con pellet (25.21 ± 2.93*10-3 mm2/seg) es similar al valor basal en dieta hiposódicaddAVP/
agua (25.07 ± 1.71*10-3 mm2/seg), lo que sugiere que el grado final de edema cerebral en animales 
alimentados con pellet tras recibir una sobrecarga hídrica es similar al grado de edema presentado 
basalmente por los animales sometidos a una hiponatremia intermitente recurrente (dieta hiposódi-
ca + ddAVP/agua basal). El comportamiento en el tiempo de las diferentes regiones analizadas sólo 
fue diferente entre los grupos en el hipotálamo (p=0.002).

4.3. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos

4.3.1. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos

En los animales del grupo dieta líquida + ddAVP/agua, la administración i.p. de una sobrecarga hí-
drica equivalente al 10% del peso del animal aumentó de forma significativa la expresión de GFAP 
a las dos horas de la misma en SB central (p=0.009) y lateral (p=0.008), sin apreciarse cambios sig-
nificativos en SG (Fig 33 B, dieta hiposódica + ddAVP/agua basal vs dieta hiposódica + ddAVP/agua 
2h tras bolo agua 10%). En el análisis detallado por regiones, destaca un aumento significativo en la 
expresión de GFAP en cuerpo calloso central medio (p=0.009) y lateral izquierdo (p=0.003) (Tabla 6). 
La situación final (a las 2h de la sobrecarga hídrica) fue similar entre ambos grupos experimentales 
(Fig 33, pellet 2h tras bolo agua 10% vs ddAVP/agua 2h tras bolo agua 10%), a excepción del cuerpo 
calloso a nivel medio, donde la expresión de GFAP fue mayor en el grupo de dieta hiposódica + 
ddAVP/agua (p=0.002, tabla 6).

4.3.2. Análisis inmunohistoquímico de oligodendrocitos

La administración i.p. de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal aumentó 
de forma significativa la expresión de MBP a las dos horas de la misma en SB central (p<0.001) y 
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lateral (p<0.001), sin apreciarse cambios significativos en SG (Fig3 4 B, dieta hiposódica + ddAVP/
agua basal vs dieta hiposódica + ddAVP/agua 2h tras bolo agua 10%). En el análisis detallado por 
regiones, destaca un aumento significativo en la expresión de MBP en cuerpo calloso central y am-
bos cuerpos callosos laterales a nivel rostral (p<0.005 para las 3 comparaciones), y central a nivel 
caudal (p=0.043), así como en cápsula interna (p=0.046) (Tabla 7). La administración del bolo de 
agua no indujo cambios en SG. En SB lateral se observó un aumento del 65% en la expresión de 
MBP en el grupo dieta hiposódica + ddAVP/agua comparado con un aumento del 38% en el grupo 
pellet (p=0.05) (Fig 34, Tabla 7, pellet 2h tras bolo agua 10% vs ddAVP/agua 2h tras bolo agua 10%).

5. MODELO DEL EFECTO PRECOZ DE SUERO SALINO HIPERTÓNICO
Se evaluaron los efectos precoces de la administración de suero salino hipertónico sobre el balance 
hidrosalino y la macroglía (ver apartado 1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino hiper-
tónico en Material y Métodos, Fig 18). Los resultados se explican a continuación.

5.1. Análisis del balance hidrosalino
Se exploraron los efectos precoces (en los primeros 45 minutos) de una dosis (2 ml/100g de peso 
corporal) de suero salino hipertónico sobre la situación hidroelectrolítica de los animales de expe-
rimentación. En todos ellos se comprobó un aumento significativo de la osmolalidad plasmática 
(p=0.025 para la comparación en dieta pellet; p=0.001 para la comparación en dieta hiposódica + 
ddAVP/agua), si bien sólo en aquellos alimentados con dieta hiposódica y administración diaria de 
ddAVP/agua aumentó también la natremia (p=0.048) (Tabla 8, pellet basal vs pellet + NaCl3%).

5.2. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos

5.2.1. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos

A continuación, se exploraron los efectos precoces (en los primeros 45 minutos) de una dosis (2 
ml/100g de peso corporal) de suero salino hipertónico sobre la expresión de GFAP en los distintos 
grupos experimentales. 

Tabla 8. Comparación de los valores analíticos entre los grupos dieta pellet y dieta hiposódicaddAVP/agua 
antes y después del bolo de salino hipertónico.

región
pellet D. hiposódica + ddAVP/agua

basal Post NaCl3% basal Post NaCl3%

Na plasmático
(mEq/L) 140.25 ± 3.30 145.25 ± 2.63 141.25 ± 0.96 148.25 ± 1.71$

Osm plasmática
(mOsm/kg) 302.67 ± 11.55 314.50 ± 4.51 * 289.33 ± 2.31 324.92 ± 4.75$

Los resultados se expresan como media ± DE; n=4 por grupo experimental. * p<0.05 comparado con 
Dieta Pellet Basal. $ p<0.05 comparado con Dieta Hiposódica + ddAVP/agua Basal. Na: natremia; Osmp: 
osmolalidad plasmática; NaCl3%: suero salino hipertónico.
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En animales alimentados con pellet, la expresión basal de GFAP en la SG comparada con la SB fue 
mayor, así como la expresión de GFAP en regiones laterales de la SB comparadas con localizaciones 
centrales (p<0.001 para ambas comparaciones) (Fig 40 A).La administración de suero salino hiper-
tónico no indujo cambios sobre la expresión de GFAP, salvo en cápsula interna, donde se apreció 
una disminución significativa de su expresión (p=0.02) (Fig 40 A y Tabla 9, pellet basal vs pellet 45 
min tras bolo NaCl3%).

La comparación en la expresión basal de GFAP entre la dieta pellet y la dieta hiposódica + ddAVP/
agua se ha descrito en el apartado 2.4 Análisis inmunohistoquímico de la macroglía.

En los animales del grupo dieta hiposódica + ddAVP/agua, globalmente, la administración de hi-
pertónico no tuvo un impacto significativo, aunque sí se observó que su efecto era diferente en 
función de la región estudiada (Fig 40 B). En estos animales se evidenció una mayor expresión de 
GFAP tras la administración de hipertónico en SG comparado con sustancia blanca (p<0.001), y en 
SB lateral comparado con SB central (p<0.001). En el análisis detallado por regiones, se vio un au-
mento de la expresión de GFAP en cuerpo calloso central rostral (p=0.022) y medio (p<0.001), y una 
disminución en cuerpo calloso caudal (p=0.082) y corteza motora (p=0.048) (Tabla 9). Comparado 
con la situación final (tras la administración del bolo de hipertónico) observada en animales alimen-
tados con pellet, se aprecia un aumento significativo en la expresión de GFAP en la SB central en 
los animales que partían de una hiponatremia intermitente recurrente (p=0.001) (Fig 40). Analizado 
en detalle, parece confirmarse dicho aumento en regiones rostrales (p=0.054) y medias (p=0.001) 
del cuerpo calloso central, mientras que en el cuerpo calloso lateral derecho la tendencia es a una 
menor expresión de GFAP (p=0.081) (Tabla 9, dieta pellet postNaCl3% vs dieta hiposódica + ddAVP/
agua postNaCl3%).
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Figura 40. Efecto precoz del suero salino hipertónico: expresión de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) en unidades arbitrarias 
de densidad óptica (ua), antes (basal) y 45 minutos después de la administración i.p. de un bolo de suero salino hipertónico 
(NaCl 3%). Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad óptica, como media ± DE; n=4 por grupo experi-
mental. Panel A izquierdo: Animales alimentados con pellet. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor suero salino hiper-
tónico N.S.; factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001; interacción suero salino hipertónico * región (SB central/
SB Lateral/S. Gris) N.S. Panel A derecho: Animales alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. ANOVA factorial del 
modelo p<0.001; factor suero salino hipertónico N.S.; factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001; interacción suero 
salino hipertónico * región (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S.*p<0.05 en la comparación de SB central antes y después de la 
administración de hipertónico en animales alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. †p<0.05 en la comparación de 
SB central a los 45 minutos del bolo de hipertónico entre animales alimentados con pellet y aquellos alimentados con dieta 
hiposódica + ddAVP/agua. ¥p<0.05 en la comparación de sustancia gris en el momento basal entre animales alimentados 
con pellet y aquellos alimentados con dieta hiposódica +ddAVP/agua. Panel B: Microfotografía representativa de la expre-
sión de GFAP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris.
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Tabla 9. Análisis detallado de la expresión de proteína fibrilar ácida de la glía (GFAP) en las diferentes regiones 
de interés en los grupos pellet y dieta hiposódica d ddAVP/agua antes y después de la administración i.p. 
de un bolo de suero salino hipertónico.

región
pellet D. hiposódica + ddAVP/agua

basal 45 min tras bolo 
NaCl3% basal 45 min tras bolo 

NaCl3%

Cuerpo calloso central rostral 12.05 ± 2.55 14.35 ± 1.84 13.27 ± 4.17 20.33 ± 2.49 $†

Cuerpo calloso central medio 11.62 ± 1.92 13.31 ± 2.61 11.89 ± 1.21 20.73 ± 2.22 $†

Cuerpo calloso central caudal 9.87 ± 2.21 12.36 ± 3.40 18.95 ± 1.31 * 15.17 ± 3.98

Cuerpo calloso lateral derecho 22.34 ± 2.43 24.16 ± 4.68 22.98 ± 2.21 18.73 ± 0.35

Cuerpo calloso lateral izquierdo 20.61 ± 5.82 21.11 ± 3.44 12.84 ± 4.12 18.94 ± 2.23

Cápsula interna 20.91 ± 1.45 14.65 ± 1.50 * 21.08 ± 3.35 16.28 ± 3.18

Corteza motora 25.25 ± 1.83 26.14 ± 3.42 33.20 ± 7.16 24.16 ± 2.65 $

Hipotálamo periventricular 24.90 ± 3.00 30.17 ± 4.54 33.24 ± 3.63 * 33.97 ± 6.75

Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad óptica, como media ± DE; n=4 por grupo 
experimental. * p<0.05 comparado con Dieta Pellet Basal. $ p<0.05 comparado con Dieta Hiposódica + 
ddAVP/agua Basal. † p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras NaCl3%. NaCl3%: suero salino hipertónico.

Basalmente, la expresión de MBP fue mayor en SB que gris en todos los animales (p<0.001), sin di-
ferencias entre la SB central o lateral (Fig 41). 

En el grupo pellet, se observó un aumento significativo en la expresión global de MBP tras la ad-
ministración de un bolo de hipertónico (p=0.024), aunque éste no indujo cambios ni en SG ni en 
SB (central y lateral) cuando dichas regiones se estudiaron por separado. En cuerpo calloso lateral 
derecho e hipotálamo se observó una tendencia a una mayor expresión de MBP tras la maniobra 
(p=0.066 y p=0.06 respectivamente) (Tabla 10).

La comparación en la expresión de MBP entre la dieta pellet y la dieta hiposódica + ddAVP/agua se 
ha descrito en el apartado 2.4 Análisis inmunohistoquímico de la macroglía.

La administración de un bolo de hipertónico no modificó la expresión de MBP en el grupo dieta 
hiposódica + ddAVP/agua (Fig 41 B). Tan sólo en el análisis detallado por regiones se encontró un 
aumento significativo de la expresión de MBP en cápsula interna (p=0.021) y en cuerpo calloso cen-
tral rostral (p=0.054) (Tabla 10, dieta hiposódicaddAVP/agua basal vs dieta hiposódicaddAVP/agua 
45 min tras bolo NaCl3%).

5.2.2. Análisis inmunohistoquímico de oligodendrocitos
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Figura 41. Efecto precoz del suero salino hipertónico: expresión de proteína básica de la mielina (MBP) en unidades arbi-
trarias de densidad óptica (ua), antes (basal) y 45 minutos después de la administración i.p. de un bolo de suero salino hi-
pertónico (NaCl 3%). Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad óptica, como media ± DE; n=4 por grupo 
experimental. Panel A izquierdo: Animales alimentados con pellet. ANOVA factorial del modelo p=0.014; factor suero salino 
hipertónico p=0.024;  factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p=0.01; interacción suero salino hipertónico * región 
(SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S. Panel A derecho: Animales alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. ANOVA 
factorial del modelo p=0.06; factor suero salino hipertónico N.S.;  factor región (SB central/SB Lateral/S. Gris) p=0.009; 
interacción suero salino hipertónico * región (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S. Panel B: Microfotografía representativa de 
la expresión de MBP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris.
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Tabla 10. Análisis detallado de la expresión de proteína básica de la mielina (MBP) en las diferentes regiones 
de interés en los grupos pellet y dieta hiposódica d ddAVP/agua antes y después de la administración i.p. 
de un bolo de suero salino hipertónico.

región
pellet D. hiposódica + ddAVP/agua

basal 45 min tras bolo 
NaCl3% basal 45 min tras bolo 

NaCl3%

Cuerpo calloso central rostral 18.29 ± 4.18 23.30 ± 3.63 23.71 ± 5.55 32.88 ± 4.18 $†

Cuerpo calloso central medio 31.53 ± 2.32 34.19 ± 2.21 30.80 ± 7.55 30.17 ± 4.11

Cuerpo calloso central caudal 29.46 ± 5.15 32.93 ± 1.90 32.30 ± 6.05 27.87 ± 2.37

Cuerpo calloso lateral derecho 26.98 ± 2.40 33.55 ± 2.96 33.67 ± 4.79 31.44 ± 2.51

Cuerpo calloso lateral izquierdo 28.01 ± 5.78 30.32 ± 3.53 30.25 ± 5.53 27.26 ± 2.03

Cápsula interna 29.15 ± 4.29 25.11 ± 2.06 21.83 ± 6.78 32.49 ± 2.61 $

Corteza motora 28.24 ± 5.47 31.92 ± 2.94 28.12 ± 5.31 27.17 ± 2.02

Hipotálamo periventricular 11.09 ± 3.53 19.25 ± 5.85 21.67 ± 3.49 * 21.12 ± 2.46

Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad óptica, como media ± DE; n=4 por grupo 
experimental. * p<0.05 comparado con Dieta Pellet Basal. $ p<0.05 comparado con Dieta Hiposódica + 
ddAVP/agua Basal. † p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras NaCl3%.
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Los resultados de esta tesis doctoral confirman la hipótesis de que una hiponatremia intermitente 
recurrente, hiponatremia leve y transitoria que se recupera a las 24h de su inducción, pero que se 
produce de manera repetida a lo largo de varios días consecutivos, es capaz de inducir un deterioro 
en la memoria y el aprendizaje, así como una retención hídrica que se refleja en un mayor contenido 
de agua cerebral, especialmente a nivel de la SG, y una astrogliosis en la SG. Esta situación de hi-
ponatremia intermitente recurrente parece predisponer a la SB a un mayor daño cuando se somete 
a los animales a una sobrecarga hídrica importante (inducción de una hiponatremia aguda). Por el 
contrario, la administración de un bolo de suero salino hipertónico pareció tener un efecto precoz 
sobre los astrocitos presentes en la SB de estos animales.

1. ALTERACIONES EN LA MEMORIA Y EL APRENDIZAJE
En una primera aproximación al concepto de hiponatremia intermitente recurrente, quisimos estable-
cer si la administración intermitente de ddAVP, con o sin una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% 
del peso del animal, era suficiente para inducir cambios significativos en la memoria y el aprendizaje 
que pudieran explicar algunas de las alteraciones descritas en humanos con hiponatremia leve (78).

En nuestro caso, decidimos realizar los estudios de memoria y aprendizaje con ratones por una 
cuestión práctica, ya que el tamaño del laberinto de Morris es menor. Además de su validez proba-
da para el estudio de la memoria espacial, el laberinto de Morris es sencillo y fácilmente adaptable 
a las condiciones de nuestro laboratorio. Nos hemos centrado en el análisis de los tiempos y trayec-
torias de resolución, por ser los parámetros más ampliamente utilizados para evaluar el aprendizaje 
y la memoria espacial (57,146).

Se han estudiado las alteraciones conductuales de la hiponatremia crónica en modelos de síndro-
me de secreción inadecuada de ADH (SIADH) en rata y ratón mediante tests de la marcha, recono-
cimiento de objetos nuevos, condicionamiento del miedo y laberintos en T para valorar el deterioro 
cognitivo y de la memoria, encontrando que los roedores desarrollan una marcha atáxica, y en ellos 
se produce un deterioro en la memoria asociativa y de reconocimiento (162,163). Tanto la corteza 
perirrinal como el hipocampo se han implicado en estos tipos de memoria, por lo que parece que 
la hiponatremia afecta a diversos tipos de memoria y a múltiples áreas cerebrales implicadas en el 
procesamiento de la memoria (164,165). Hasta donde sabemos, no se han estudiado nunca los cam-
bios en la memoria y aprendizaje inducidos por cambios en la tonicidad con el laberinto de Morris, 
pero nuestros resultados sugieren que es una herramienta útil para cuantificar el grado de deterioro 
en estas condiciones, observándose un alargamiento significativo tanto en los tiempos como en las 
trayectorias de resolución en aquellos animales sometidos a estrés osmótico. 

La inyección de ddAVP de manera repetida a lo largo de varios días, independientemente de la 
administración concomitante de agua equivalente al 2.5% del peso corporal, empeora significati-
vamente el rendimiento de los animales en el laberinto de Morris, tanto en ensayos repetidos a lo 
largo del mismo día (aprendizaje) como en días sucesivos (memoria), aunque en los animales que sí 
recibían agua los cambios eran más marcados. Es necesario indicar que, en este estudio, preferimos 
no incluir administraciones de vehículo en nuestros animales control ya que una inyección podría 
haber inducido la liberación de ADH en nuestros animales (166) generando un factor de confusión 
que habría complicado notablemente las conclusiones del presente estudio. Existen en el SNC 
múltiples receptores para ADH, los V1a se localizan en neuronas y células gliales en varias regiones 
cerebrales, y los V1b en la hipófisis anterior, estando implicados en la regulación de cambios de 
humor y comportamiento (167). Un estudio reciente compara los resultados en memoria entre ani-
males control, animales con hiponatremia crónica y animales normonatrémicos que habían recibido 
durante 6 días ddAVP en infusión continua junto con una dieta rica en sodio. Sólo en el grupo de 
hiponatremia crónica se encontró un deterioro de la memoria, por lo que los autores concluyeron 
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que no se debe a un efecto directo del ddAVP, sino de la hiponatremia per se (163). Por tanto, no 
parece que la administración de ddAVP sea la responsable de los cambios de comportamiento que 
hemos observado en este estudio.

Es importante conocer los mecanismos neurobiológicos subyacentes a este deterioro cognitivo, y 
el presente trabajo profundiza en el estudio de las posibles áreas cerebrales que puedan verse más 
afectadas por este fenómeno, tanto con estudios de neuroimagen, para estudiar la distribución de 
las moléculas de agua en el tejido cerebral, como con estudios de microscopía óptica e IHQ para 
explorar la posible afectación de astrocitos y oligodendrocitos, principales células implicadas en la 
regulación del volumen encefálico y procesos de mielinización. 

2. HIPONATREMIA AGUDA
Ante una hiponatremia aguda se produce un edema cerebral en las primeras horas. Algunos es-
tudios han demostrado diferencias regionales en el comportamiento del cerebro ante un estrés 
hipotónico agudo (132,134), pero ninguno ha realizado una valoración simultánea del medio interno, 
las diferencias topográficas en el edema cerebral y la respuesta glial, que es precisamente en lo que 
se centra esta tesis doctoral.

2.1. Balance hidrosalino
En nuestros experimentos, la administración de un bolo agua 10% peso corporal vía i.p. es capaz 
de inducir hiponatremia hipoosmolar aguda en animales alimentados con pellet, pero curiosa-
mente hemos observado hemoconcentración, aumentando el hematocrito un 8% tras la admi-
nistración de la sobrecarga hídrica. Si bien la inyección i.p. de agua ha sido utilizada clásicamen-
te como modelo animal de hiponatremia dilucional aguda (83,90,92,93,97,98,121–131), algunos 
autores proponen que la administración i.p. de una sobrecarga hídrica en realidad provoca una 
redistribución de sodio hacia el líquido peritoneal, ahora hipotónico con respecto al espacio 
extracelular, provocando reducción del volumen plasmático y hemoconcentración (133), como 
hemos observado nosotros. Así mismo, hubiéramos esperado encontrar una dilución significati-
va de la orina de estos animales, como resultado de la disminución en la osmolalidad plasmática. 
Sin embargo, aunque sí se observó una reducción en el valor absoluto de osmolalidad urinaria, 
dicha diferencia no alcanzó la significación estadística en nuestro estudio. Esto podría deberse 
al mecanismo propuesto por Overgaard-Steensen et al (133) en el que la reducción en el volumen 
plasmático podría haber estimulado la secreción de ADH endógena, aumentando la reabsorción 
de agua a nivel renal. Una explicación alternativa podría ser que el corto periodo de observación 
(dos horas) no sea suficiente para alcanzar la máxima dilución urinaria posible.

Por tanto, la administración de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal indu-
ce una una marcada hiponatremia (descenso agudo de 27 mEq/L) hipoosmolar en animales alimen-
tados con pellet. Quisimos evaluar si en esta situación se producían cambios en la distribución del 
agua intra y extracelular a nivel encefálico, para lo cual estudiamos la evolución temporal del ADC.

2.2. Coeficiente de difusión aparente (ADC)
Nuestros resultados muestran que el contenido inicial de agua intracelular en animales alimentados 
con pellet varía en función de la región del encéfalo estudiada. Encontramos un valor menor de 
ADC en la SB comparado con la SG, sugiriendo un mayor contenido de agua intracelular a ese nivel. 
Estos resultados son contrarios a lo reportado por otros autores, quienes encuentran un menor con-
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tenido de agua en la SB que en el encéfalo completo, y argumentan que puede ser debido al alto 
contenido lipídico de la mielina (132). Sin embargo, nuestros datos son similares a los reportados 
por Kuroiwa et al (168) en gatos. Este mismo grupo de investigación demostró en un modelo de 
edema vasogénico por daño cerebral criogénico una diferencia en las propiedades biomecánicas 
de la SG y la SB, mostrando en la primera las moléculas de agua un movimiento aleatorio (difusión 
isotrópica), mientras que en la segunda la direccionalidad de los axones puede condicionar la direc-
ción del movimiento de las partículas de agua (difusión anisotrópica), cuestión que ha de tenerse en 
cuenta al interpretar las diferencias en los valores observados de ADC (151,169).

A su vez, en nuestros experimentos, el hipotálamo fue la región con menor contenido de agua intra-
celular, lo que lo convierte en una región ideal para funcionar como sensor osmótico, responsable de 
la regulación de la secreción de ADH. Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela, 
ya que es posible que la selección de las ROIs en los mapas de ADC haya podido dejar sin incluir áreas 
con alto poder osmorregulador. De hecho, algunos estudios sugieren que el contenido en agua en 
el hipotálamo es mayor, tanto en condiciones fisológicas (170) como en individuos con obesidad, en 
quienes este hecho que se ha puesto en relación con la inflamación inducida por esta condición (171).

Tras la administración de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal, observamos 
a lo largo de las dos horas siguientes, una reducción progresiva en los valores de ADC (por tanto, un 
aumento relativo del agua intracelular), tanto en encéfalo completo como en hipotálamo. No hemos 
observado cambios en el comportamiento de la SG (corteza, hipocampo y caudado-putamen). Nues-
tro estudio incluye una amplia representación de áreas del encéfalo, además de la valoración del en-
céfalo completo. La mayoría de los estudios publicados se centran en la valoración del ADC en hipo-
campo y corteza en modelos de hiponatremia aguda en rata, y encuentran una disminución de un 10% 
aproximadamente comparado con animales control (163,172,173). Sólo unos pocos estudios valoran 
diferencias regionales en la respuesta a la hiponatremia aguda por intoxicación acuosa. Amiry-Mo-
ghaddam et al (92) fueron los primeros en describir un descenso precoz de los valores de ADC en 
cerebelo comparado con otras regiones de SG, como la corteza y el estriado, cambios que atribuyen 
a una diferente distribución espacial de AQP4. Overgaard-Steensen et al (132) estudian el encéfalo 
completo y una representación de SG (tálamo) y SB en un modelo de hiponatremia aguda en cerdo. 
Encuentran una reducción progresiva en los valores de ADC del encéfalo completo, atribuyéndolo a 
la extrusión de LCR y sangre fuera del cráneo como consecuencia del edema intracelular, lo que mo-
dificaría el cociente agua intracelular/extracelular. Sin embargo, estos mismos autores describen en su 
trabajo que no hay cambios en el tiempo en los valores de ADC en tálamo y SB. Atribuyen la ausencia 
de cambios en el ADC a posibles cambios proporcionales en la cantidad de agua intra y extracelular, 
al no existir en el área talámica una cantidad significativa de LCR que pueda ser desplazado (133). No-
sotros tampoco hemos encontrado cambios en el comportamiento de SG, incluyendo nuestro estu-
dio una representación más extensa de la misma que en los trabajos anteriores, excluyendo así mismo 
áreas de LCR. Por el contrario, hemos observado en SB un aumento en los valores de ADC, lo que 
indicaría una disminución relativa de la cantidad de agua intracelular. El espacio extracelular parece 
ser el mayor determinante del ADC efectivo. En un modelo de isquemia aguda en gatos, se demostró 
un descenso de ADC tanto en SG como en SB, secundario a un edema intracelular a nivel astrocitario 
en SG, y a nivel tanto de astrocitos como de oligodendrocitos en SB. Además, se observó un acúmulo 
de agua en los axones, así como un aumento del espacio periaxonal en fibras mielinizadas. En este 
estudio, además encuentran un comportamiento diferencial en la respuesta a la isquemia de SG y SB, 
que consideran están en relación con la distinta distribución de agua en cada una de las sustancias 
(168). Un acúmulo de agua predominantemente en el espacio extracelular en la SB como el descrito 
podría justificar nuestros hallazgos (aumento progresivo de ADC en SB tras una sobrecarga hídrica). 

Con ánimo de explorar en mayor profundidad si existen diferencias en la respuesta a la administra-
ción de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal entre astrocitos y oligoden-
drocitos, procedimos a comparar la expresión de sus marcadores respectivos, GFAP y MBP, en los 
cerebros de animales alimentados con pellet, sometidos o no a dicho choque hipotónico. 
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2.3. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos
Quisimos investigar el efecto de una hiponatremia aguda (sobrecarga hídrica equivalente al 10% del 
peso corporal) en ratas alimentadas con pellet sobre la expresión de GFAP y MBP. 

Globalmente, la expresión de GFAP fue mayor en SG que en SB. Por el contrario, MBP se expresó 
más en SB que en SG, por la mayor presencia fisiológica de oligodendrocitos a ese nivel (25,174).

La administración de la sobrecarga hídrica provocó un aumento en la expresión de GFAP y MBP a 
nivel de SB (sobre todo central), sin que se apreciaran cambios en SG. Estos resultados sugieren que 
la inducción de una hiponatremia aguda provoca una activación de las células gliales, pero pone de 
manifiesto una respuesta diferencial entre las diferentes regiones encefálicas, siendo la SB más sen-
sible al daño. Estos resultados son congruentes con los observados al analizar la evolución temporal 
del ADC en esta misma situación, donde no se apreciaron cambios en SG, pero por el contrario 
en SB se vio un aumento progresivo del valor de ADC, como se acaba de discutir. Tomados en su 
conjunto, podríamos interpretar estos resultados como que la activación glial en SB a consecuencia 
de la hiponatremia aguda induce cambios que se traducen en una extrusión de agua al espacio 
extracelular. El aumento en el marcaje de GFAP puede deberse a un aumento en su síntesis o a un 
desacoplamiento entre los haces de filamentos y la membrana celular secundario al edema celular 
(140), por tanto, y especialmente teniendo en cuenta que la hiponatremia aguda induce un aumento 
del volumen intracelular, nuestros resultados deben interpretarse con cautela. Varios estudios más 
demuestran por microscopía de barrido láser multifotón y electrónica un acúmulo de agua intrace-
lular a nivel astrociatario tras la inducción de una hiponatremia aguda (126,128,134). Es posible que 
el grado de edema demostrado por técnicas de microscopía avanzada en estos estudios no sea 
suficiente para inducir una activación de los astrocitos, de hecho, en el trabajo realizado por Ramírez 
de Noriega et al (134) en un modelo de intoxicación acuosa en cerdos, el examen con microscopía 
óptica de las muestras de tejido no demostró gliosis ni cambios morfológicos con tinción de hema-
toxilina-eosina en los ganglios basales, tálamo, SB cerebral y tronco encefálico. 

3. HIPONATREMIA INTERMITENTE RECURRENTE
No se ha estudiado hasta la fecha si el hecho de presentar una hiponatremia intermitente, pero recu-
rrente en el tiempo, es relevante. Este fue el objetivo principal de esta tesis: valorar los efectos de una 
administración intermitente de ddAVP asociado con una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del 
peso del animal a nivel del balance hidrosalino, la distribución del agua cerebral y la activación glial.

3.1. Balance hidrosalino
Nuestros hallazgos sugieren que los animales alimentados con pellets están en una situación ini-
cial de retención hídrica. La ingesta de grandes cantidades de sodio y potasio con dicha dieta 
probablemente causa un cierto grado inicial de deshidratación intracelular por aumento de la os-
molalidad del medio interno, lo que estimula el mecanismo de la sed y una respuesta osmótica de 
ADH, con el objetivo último de aumentar la retención de agua y preservar la homeostasis. Nuestros 
resultados corroboran lo publicado por Kitada et al (175), quienes comprueban que, tras aumentar 
la ingesta de sodio en la dieta, se produce un reciclaje de urea a nivel renal, aumentando la concen-
tración de la misma en la médula renal, lo que permite recuperar agua. Este mecanismo evita una 
diuresis osmótica secundaria al aumento en la excreción urinaria de iones que conduciría a la deshi-
dratación del individuo. El grupo japonés observó una disminución en el aclaramiento de agua libre 
y una reducción proporcional en los aportes de la urea a la osmolalidad final de la orina, resultados 
reproducidos en nuestro trabajo.



Discusión

107

Observamos que, durante la semana de administración diaria de ddAVP/agua a animales alimen-
tados con pellets, estos redujeron su ingesta calórica. Sin embargo, y contrario a lo que sería de 
esperar, no perdieron peso, sino que éste se mantuvo estable. Interpretamos estos hechos como 
resultado de una retención hidrosalina inducida por el tratamiento. Un estudio reciente apoya nues-
tra interpretación, al demostrar que la administración continua de ddAVP a animales alimentados 
con pellet induce un aumento en la expresión renal de AQP2, favoreciendo por tanto la retención 
hídrica (162). Sin embargo, hemos observado una cierta resistencia a la acción de ddAVP en el grupo 
pellet, ya que la orina no se concentra de manera eficaz. Esto parece ser el resultado de la presencia 
de un osmol oculto en la orina, que fija las pérdidas urinarias de agua. El efecto de la administración 
de ddAVP/agua en los animales alimentados con pellets es despreciable y se ve sobrepasado por la 
composición de esta dieta, no encontrándose diferencias en la osmolalidad urinaria, el volumen de 
diuresis o el aclaramiento de agua libre tras la intervención.

La utilización de una dieta con menor contenido en sodio y menor residuo sólido es esencial para 
desarrollar modelos murinos de hiponatremia, hecho muy relevante de cara a los estudios preclí-
nicos con fármacos que pueden producir un SIADH, ya que, si se mantiene la dieta estándar de los 
animales de experimentación, pasará desapercibida la inducción del mismo durante las fases inicia-
les del desarrollo de fármacos. La aparición de SIADH asociado a medicamentos en condiciones de 
vida real es cada vez más frecuente (176–196).

Ante los resultados obtenidos en animales alimentados con pellets, en los que dicha dieta induce 
una situación de antiacuaresis difícil de modificar, decidimos explorar el uso de una dieta hiposó-
dica gelificada.

Los animales alimentados con dieta hiposódica perdieron peso de forma marcada a lo largo del 
periodo de observación. Si bien es posible que parte de la pérdida ponderal observada se deba 
al hecho de que la dieta líquida en la reconstitución empleada en este trabajo (diluida 4 veces res-
pecto a las recomendaciones del fabricante por una cuestión de palatabilidad) es hipocalórica con 
respecto a los pellet (0,24cal/g vs 4cal/g), no consideramos que ésta sea la única causa, ya que los 
animales tenían acceso no restringido al alimento y está bien establecido que al reducir en un 7% 
la ingesta de sodio se induce una pérdida de peso del 2% a lo largo de 5 ó 6 días (197). En nues-
tro caso, se produjo una reducción de un 75% en la ingesta diaria de sodio, lo que podría llegar a 
justificar hasta un 20% de pérdida ponderal. El cambio a dieta hiposódica aumentó el volumen de 
diuresis, el aclaramiento de agua libre y redujo en la osmolalidad urinaria, lo cual podría reflejar una 
reducción de la producción endógena de ADH, como ya se ha descrito en otros estudios (162). 

La vida media del ddAVP es de 8-12h, por lo que es esperable encontrar una normalización de la 
natremia a las 24h de su administración, tras un descenso inicial en las primeras horas. Por eso es es-
pecialmente llamativo que en los animales alimentados con dieta hiposódica sí parece inducir una 
retención neta de agua, evidenciada por la inversión de la tendencia a la pérdida ponderal, la reduc-
ción del volumen de diuresis y del aclaramiento de agua libre, con la consiguiente concentración de 
la orina, sugiriendo que el organismo no es capaz de deshacerse por completo de la sobrecarga de 
agua incluso cuando el sodio sérico ya se ha corregido. Kawakami et al obtuvieron resultados com-
parables a los nuestros: el cambio de una dieta pellet a una dieta líquida asociada con una infusión 
continua de ddAVP, que indujo hiponatremia crónica a lo largo de 3 semanas, diluyó 5 veces la orina 
y aumentó el volumen de diuresis de forma significativa (162).

En un modelo de hiponatremia crónica en ratón, la administración de ddAVP a animales alimenta-
dos con dieta líquida aumentó la expresión de AQP2 en el riñón, justificando la retención hídrica 
(162). Si bien nuestro modelo no induce una hiponatremia crónica, es posible que uno de los me-
canismos implicados en la retención hídrica que observamos durante la hiponatremia intermitente 
recurrente sea similar. Sería interesante evaluar los niveles de expresión de AQP2 a nivel renal como 
uno de los posibles mecanismos implicados en la retención hídrica que observamos también en 
nuestro modelo. 
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Por tanto, aunque la administración diaria de ddAVP/agua no logra inducir una hiponatremia cró-
nica mantenida en el tiempo, presumiblemente por la corta vida media del fármaco, la hipona-
tremia intermitente, repetida durante varios días consecutivos, es capaz de inducir una retención 
hídrica sin repercusión aparente en el medio interno. A esta situación, que no hemos encontrado 
descrita en la literatura hasta la fecha, la hemos denominado hiponatremia intermitente recu-
rrente, cuya trascendencia clínica deberá ser estudiada en humanos, ya que en determinadas 
patologías (cirrosis, insuficiencia cardiaca) existe una tendencia a mantener natremias en el límite 
bajo de la normalidad, y ciertos fármacos utilizados con frecuencia en estas condiciones, como 
los diuréticos, cuya vida media suele ser inferior a las 24h y cuya dosificación suele ser una vez al 
día, podrían inducir hiponatremias leves de horas de duración que actualmente estén pasando 
desapercibidas, pero que podrían tener una repercusión sobre síntomas cognitivos o la calidad 
de vida de los pacientes.

3.2. Coeficiente de difusión aparente (ADC)
La administración de ddAVP y una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del peso del animal no 
logra inducir una hiponatremia crónica, pero sí produce una hiponatremia leve y transitoria que se 
recupera a las 24h de su administración. En esta situación se observó que el valor basal de ADC en 
el encéfalo completo en estos animales era significativamente más bajo que en los animales alimen-
tados con pellet. Este hallazgo sugiere que en los animales sometidos a una hiponatremia intermi-
tente recurrente se produce un aumento del agua intracelular a nivel encefálico, que hipotetizamos 
es secundario a la retención hídrica que parece producirse en este grupo como se acaba de discutir. 
Es decir, unas horas de hiponatremia al día, incluso con la corrección de la misma en las primeras 
24h, si se mantiene en el tiempo, es suficiente para inducir cambios en el grado de edema cerebral, 
que si bien son sutiles, son estadísticamente significativos y podrían tener relevancia clínica. Esta 
situación no se había descrito previamente, hasta donde hemos podido averiguar, ya que se asume 
que la corrección de una hiponatremia aguda en las primeras horas no tiene consecuencias dura-
deras (70). Además, el grado de hiponatremia que hemos inducido es leve, situación a la que con 
frecuencia no se le da valor en clínica humana (78–80,198,199).

Al analizar por separado las diferentes regiones del encéfalo, observamos que el valor de ADC 
fue también más bajo que en animales alimentados con pellet en SG, pero no hubo diferencias en 
hipotálamo ni en SB. Estos resultados sugieren que el exceso de agua acumulado durante la fase 
de hiponatremia intermitente recurrente se localiza en SG, presumiblemente a nivel astrocitario 
(169,200), y refuerzan la hipótesis de que el escaso contenido de agua a nivel hipotalámico podría 
estar en relación con su papel osmorregulador.

Una explicación alternativa, y que deberá ser sujeto de investigaciones futuras, es el posible 
efecto de la administración repetida de ddAVP a nivel cerebral, independientemente de la natre-
mia, si bien Fujisawa et al no encontraron diferencias en un estudio de comportamiento sólo con 
la administración de ddAVP en animales normonatrémicos (163). Tampoco se puede descartar 
por completo que al menos parte de los cambios observados se deban a las diferencias entre 
ambas dietas, y no al efecto de la administración de ddAVP/agua. 

La espectroscopia por RMN obtiene un espectro que refleja la cantidad de metabolitos en la zona 
de interés de diferentes regiones del encéfalo (158).

Se ha descrito una reducción en la concentración de determinados osmolitos en diversas regio-
nes cerebrales como adaptación a la hiponatremia crónica, cuyo objetivo es la restauración del 
volumen encefálico (201). Quisimos evaluar la potencial adaptación del cerebro a una situación de 
hiponatremia intermitente recurrente. Para ello, se realizó espectroscopia in-vivo de los principa-
les osmolitos cerebrales. Se eligió el caudado-putamen como región de estudio por ser fácil de 
identificar, profunda y de adecuada resolución espacial. No se observaron diferencias significati-
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vas en la cuantificación de osmolitos en los animales con hiponatremia intermitente recurrente al 
normalizarlos a la señal de agua. Para evitar que un posible aumento del agua intracelular dificul-
tara la interpretación de la cuantificación de osmolitos, se optó por la normalización a la señal de 
agua, en lugar de al contenido de creatina. Por tanto, no hemos podido demostrar que exista una 
adaptación cerebral análoga a la observada en la hiponatremia crónica en esta nueva situación de 
hiponatremia intermitente recurrente. Serán necesarios estudios más amplios, que incluyan más 
regiones cerebrales, ya que el caudado-putamen puede no ser representativo del comportamien-
to del encéfalo global, y con técnicas más sensibles, como la espectroscopia ex-vivo (202), antes 
de poder afirmar o descartar que exista una adaptación cerebral a la hiponatremia intermitente 
recurrente en términos de extrusión de osmolitos.

3.3. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos
En los animales que habían sido alimentados con dieta hiposódica y que habían recibido ddAVP/
agua, es decir, en aquellos animales sometidos a una hiponatremia intermitente recurrente, ob-
servamos un aumento en la expresión de GFAP a nivel de la SB comparado con aquellos animales 
alimentados con pellet. Este resultado, asociado al hallazgo de un menor valor inicial de ADC en 
este grupo de hiponatremia intermitente recurrente, sugiere que unas horas de hiponatremia al día 
quizá sean suficientes para producir un acúmulo de agua a nivel astrocitario en SB, lo que podría 
contribuir a explicar la astrogliosis vista. 

En nuestro experimento, no se observó ningún cambio en la expresión de MBP en los animales 
sometidos a hiponatremia intermitente recurrente comparado con el grupo pellet. De nuevo, este 
resultado es consistente con la ausencia de diferencias significativas en el valor de ADC inicial en SB 
en ambos grupos experimentales. Este hecho probablemente refleja que la hiponatremia intermi-
tente recurrente no induce lesiones en el oligodendrocito, y el tiempo de observación es probable-
mente demasiado corto como para observarse cambios en la mielina.

4. AGUDIZACIÓN DE HIPONATREMIA INTERMITENTE RECURRENTE
Quisimos evaluar si los animales sometidos a hiponatremia intermitente recurrente eran más sen-
sibles al daño inducido por una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal, com-
parado con aquellos alimentados con pellet. En humanos, algunos pacientes con síntomas graves 
presentan un elemento de hiponatremia aguda sobreimpuesto a una hiponatremia crónica (64).

4.1. Balance hidrosalino
La administración de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal induce hipona-
tremia hipoosmolar aguda también en animales alimentados con dieta hiposódica + ddAVP/agua. 
Sin embargo, en ellos no objetivamos hemoconcentración, y la orina tampoco se diluyó de forma 
significativa. Estos resultados hacen pensar que la retención hídrica inducida por la administración 
repetida de ddAVP impide detectar dichos cambios, incluso cuando aumentamos el contenido hi-
potónico en la cavidad peritoneal (133).

4.2. Coeficiente de difusión aparente (ADC)
En aquellos animales alimentados con dieta hiposódica y que recibieron ddAVP/agua durante una 
semana también se observó un descenso progresivo y significativo en los valores de ADC a lo largo 
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de las dos primeras horas tras la administración de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% de su 
peso. Con respecto a lo observado tras el choque osmótico en animales alimentados con pellet, la 
velocidad de descenso del ADC fue significativamente menor. Las diferencias entre ambos grupos 
tendieron a desaparecer, siendo el nivel de edema intracelular final similar. Esto sugiere una menor 
entrada de agua al espacio intracelular en la hiponatremia intermitente recurrente. Esto podría 
deberse a un menor gradiente osmótico transmembrana, si la fuerza iónica intracelular estuviera 
disminuida en caso de existir una adaptación cerebral a la hiponatremia intermitente recurrente 
(137). Otra posibilidad es que se induzcan cambios post-transcripcionales en los transportadores 
de osmolitos, aumentando su extrusión al espacio extracelular y disminuyendo en consecuencia 
la entrada de agua al interior de la célula, con un mecanismo análogo al visto en situaciones de 
hipertonicidad (3), si bien dichos cambios no se han estudiado en situaciones de hipotonicidad. Por 
último, una down-regulación de AQP4 en esta situación también podría reducir la entrada de agua 
al interior celular, como se ha descrito en situaciones similares (203–205).

Una explicación alternativa sería que, de forma secundaria al aumento de volumen intracelular ini-
cialmente inducido por la hiponatremia intermitente recurrente, se hubiera producido una extrusión 
de sangre y LCR fuera del cráneo según lo discutido anteriormente (132), y por lo tanto ante una 
sobrecarga hídrica importante el cambio en el cociente volumen intracelular/extracelular no fuera 
tan llamativo.

Al analizar por separado la SG en el grupo de hiponatremia intermitente recurrente, observamos 
un ascenso significativo pero de pequeña magnitud en el ADC (pendiente 0.05 ± 0.02*10-3mm2/seg) 
que no fue diferente de lo observado en animales alimentados con pellet, donde la pendiente no 
varió significativamente. Por tanto, queda por confirmar la relevancia fisiopatológica de este discre-
to ascenso en el ADC. En SB se confirma lo observado en animales alimentados con pellet, es decir 
un ascenso progresivo en los valores de ADC, resultado que apoya una respuesta diferencial a la 
hipotonicidad entre astroglía y oligodendroglía, como sugieren algunos autores (92).

4.3. Análisis inmunohistoquímico de astrocitos y oligodendrocitos
La administración de una sobrecarga hídrica equivalente al 10% del peso del animal a ratas alimen-
tadas con dieta hiposódicaddAVP/agua indujo un aumento en la expresión tanto de GFAP como 
de MBP en la SB, sin apreciarse cambios en SG. La situación final tras la administración del bolo de 
agua fue similar a la observada en animales alimentados con pellet sometidos a una hiponatremia 
aguda. Por tanto, tomando todos los resultados en su conjunto, parece que la administración de 
una sobrecarga hídrica, independientemente de la situación de partida del animal, produce una 
activación de la macroglía, concretamente de los astrocitos, a nivel de la SB y no de la SG, junto con 
un aumento en la formación o engrosamiento de la vaina de mielina.

Es interesante que tras la administración de una sobrecarga hídrica a los animales sometidos a hi-
ponatremia intermitente recurrente se aprecie un aumento discreto pero significativo del ADC en 
SG a lo largo del periodo de observación (pendiente 0.05 ± 0.002*10-3mm2/seg, p=0.002), que sin 
embargo no se ve reflejado en un cambio en la expresión de GFAP. Es posible que el cambio en el 
volumen a nivel astrocitario en este caso no sea suficiente como para inducir astrogliosis. 

Por último, quisimos evaluar el efecto de la administración de un bolo de suero salino hipotónico, 
clásicamente reservado para el tratamiento de los síntomas graves de la hiponatremia, en nuestros 
modelos, donde la natremia es normal pero existen cambios cerebrales que presumiblemente im-
plican a la glía, para explorar los efectos precoces de dicha maniobra.
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5. EFECTO PRECOZ DEL SUERO SALINO HIPERTÓNICO
La administración de un bolo de suero salino hipertónico provocó un aumento de la natremia y la 
osmolalidad plasmática, consistentes pero de pequeña magnitud, en ambos grupos experimenta-
les (pellet y dieta hiposódicaddAVP/agua).

En animales alimentados con pellet, no se observaron efectos tras los primeros 45 minutos de la 
administración de suero salino hipertónico en ninguna de las regiones estudiadas, salvo por un 
descenso en la expresión de GFAP en cápsula interna, no objetivado en regiones laterales pero más 
anteriores de SB. En animales alimentados con dieta hiposódicaddAVP/agua (hiponatremia intermi-
tente recurrente), la administración de un bolo de hipertónico indujo un aumento en la expresión de 
GFAP en SB central, especialmente en regiones rostrales y medias. La expresión de GFAP a los 45 
min de la administración del hipertónico es mayor en la SB central del grupo dieta hiposódicaddA-
VP/agua que en el grupo pellet, lo que podría indicar una mayor susceptibilidad al daño astrocitario 
en estos animales. Los resultados anteriores podrían sugerir la existencia de un gradiente temporal 
de respuesta a los estímulos anisosmóticos, en el que las regiones más anteriores o centrales po-
drían responder antes al daño.

No se observaron cambios en la expresión de MBP en ninguno de los grupos experimentales tras 
la administración de un bolo de suero salino hipertónico. 

El papel central de la lesión astrocitaria durante las fases iniciales de la DMO está cada vez mejor 
establecido (95). De confirmarse, nuestros resultados serían los primeros en apuntar a una afecta-
ción tan precoz en el contexto del aumento en la osmolalidad. A su vez, la estrecha comunicación 
entre astrocitos y oligodendrocitos acaba redundando en las lesiones desmielinizantes que típi-
camente aparecen unos días tras la corrección brusca de la hiponatremia, por lo que es probable 
que 45 minutos sean insuficientes para reflejar una alteración en la mielina. Por otro lado, es posible 
que el grado de daño inducido por la hiponatremia intermitente recurrente no sea suficiente para 
predisponer a lesiones desmielinizantes. Finalmente, las regiones elegidas para estudiar la SB no 
son las más afectadas por la DMO, lo que puede estar influyendo en la ausencia de cambios ob-
servados (206).

En resumen, hemos descrito un nuevo modelo de hipotonicidad, la hiponatremia intermitente recu-
rrente. La vida media del ddAVP hace que su administración una vez al día junto con una dosis diaria 
de agua no logre inducir una hiponatremia crónica, pero sí una hiponatremia intermitente, que si 
se repite en el tiempo es suficiente para inducir una retención hídrica y un aumento en el contenido 
intracelular de agua cerebral, que parece localizarse a nivel astrocitario. Además, parece ser capaz 
de inducir también cambios cuantificables en el aprendizaje y la memoria. Esta situación, tal y como 
se ha indicado a lo largo de esta Tesis Doctoral, podría tener una gran relevancia clínica, aunque es 
preciso realizar estudios prospectivos en humanos para determinar en qué situaciones patológicas, 
o en relación a la administración de qué fármacos, se observa esta condición, así como establecer 
la prevalencia, progresión y severidad de la misma. 

La respuesta regional a los cambios en la osmolalidad en el SNC es diferente, ya sean hipo o hiper-
tónicos. A partir de nuestros resultados de RM e IHQ, parece que las diferencias observadas po-
drían traducir una diferente respuesta de los astrocitos y los oligodendrocitos productores de mie-
lina a la anisotonicidad, así como un gradiente de respuesta temporal entre las diferentes regiones.

El contenido osmolar de la dieta es importante, ya que la dieta hiperosmolar (pellet) parece impe-
dir una mayor concentración de la orina, lo que podría dificultar la detección de SIADH durante el 
desarrollo preclínico de fármacos.
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Nuestro trabajo tiene una serie de limitaciones. En primer lugar, hemos usado dos especies di-
ferentes, el ratón y la rata, para el desarrollo de los experimentos. Esto ha obedecido a razones 
eminentemente prácticas, ya que los estudios de comportamiento eran técnicamente más sencillos 
usando especies más pequeñas, y la rata ofrece por su mayor tamaño mejor resolución espacial 
para los estudios de imagen e inmunohistoquímica. En cualquier caso, está ampliamente aceptado 
el uso del laberinto de agua de Morris en ratones (147–149) y es razonable pensar que los resultados 
obtenidos por este medio serían extrapolables desde dicha especie.

Todos los animales de experimentación utilizados en los estudios de balance hidrosalino, RM e IHQ 
son hembras. En experimentos piloto llevados a cabo en nuestro laboratorio en 2013, se observó un 
inicio precoz de los síntomas de la hiponatremia aguda en hembras, asociado con un mayor grado 
de edema cerebral, comparado con los machos, ante los mismos estímulos hipotónicos (207). Es co-
nocido que las hembras son más sensibles a los cambios inducidos por la hiponatremia (82–84,208), 
y varios estudios en modelos animales utilizan sólo hembras, en base posiblemente a este hecho 
(132–134). Si bien esta elección limita la generalización de nuestros resultados, aumenta la homo-
geneidad de la muestra utilizada, lo que es una ventaja en vista del pequeño número de animales 
utilizado. Será necesario en un futuro estudiar posibles diferencias entre machos y hembras en la 
respuesta cerebral a la hiponatremia intermitente recurrente.

Una de las principales limitaciones del presente trabajo es el reducido tamaño muestral empleado 
en algunos de los experimentos descritos. Especialmente en el caso de los estudios de compor-
tamiento, este hecho se ha tenido en cuenta a la hora de establecer las conclusiones del presente 
trabajo, aunque dichos ensayos nos han servido para confirmar en modelos animales las observa-
ciones existentes en humanos (78–80). Nuestro trabajo pretendía poner a punto un nuevo modelo 
experimental, la hiponatremia intermitente recurrente, por lo que el número de animales de experi-
mentación utilizados se redujo al mínimo, al buscar los diseños sólo la prueba de concepto, ya que 
dicho modelo no está establecido en la literatura. Si nuestros hallazgos se confirman, se podrán 
explorar otras áreas relevantes con este modelo, como el estudio de la expresión de AQP4 como 
mediadora de la entrada de agua a los astrocitos a través de la BHE (209), o la expresión de las co-
nexinas 43 y 47, responsables de las tight-junctions entre astrocitos y oligodendrocitos y necesarias 
para la adecuada función de la mielina (210).

Por el diseño utilizado, no podemos descartar que los cambios atribuidos a la administración de 
ddAVP/agua no estén influidos, al menos parcialmente, por la diferencia en las dietas. Tras haber 
comprobado que la administración de ddAVP/agua a los animales alimentados con pellet no indu-
cía una mayor retención hídrica, se optó por utilizar este grupo como comparador al ser la situación 
del medio interno equivalente a la observada en animales alimentados con dieta hiposódica y tra-
tados diariamente con ddAVP/agua. 

La toxicidad de los anestésicos generales sobre el SNC ha sido objeto de estudio durante años. Los 
datos en roedores demuestran una influencia de la dosis y duración de la exposición al anestésico, y 
de la edad y el sexo del animal, en el grado de deterioro neurocognitivo inducido, siendo éste más 
probable en edades extremas de la vida y con administraciones repetidas o prolongadas de cier-
tos fármacos (211). Además, se utilizó la dosis mínima necesaria de sevofluorano durante la fase de 
mantenimiento. Para excluir un efecto de la sedación sobre parámetros fisiológicos que pudieran 
afectar de forma indirecta a la actividad cerebral (150), se realizó un control sobre dos individuos 
control sometidos al mismo esquema de sedación que los grupos experimentales, sin apreciarse 
cambios significativos en las variables medidas a lo largo del tiempo de observación. Si bien Tian 
et al (212) comprobaron que el uso de sevofluorano no afecta a la expresión de GFAP en animales 
control, no podemos descartar por completo que nuestros resultados puedan estar influidos, al 
menos parcialmente, por un efecto de la sedación prolongada. 

Los estudios de RM no tienen resolución celular, por lo que sólo podemos hipotetizar que los cam-
bios vistos en ADC reflejen de hecho movimiento neto de agua del compartimento extracelular al 
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intracelular y viceversa. Además, hay que tener en cuenta la limitada resolución espacial de las DWI, 
lo que dificulta la selección de algunas ROIs, particularmente en la región del hipotálamo. Por ello, 
complementamos estos estudios con análisis IHQ, que nos han permitido determinar la afectación 
de astrocitos y oligodendrocitos, los tipos celulares que, según la literatura, mostrarían una mayor 
afectación en estas situaciones. En los estudios de IHQ nos hemos centrado principalmente en el 
estudio detallado de la SB, ya que por la resolución espacial de la RM resultaba difícil obtener ROIs 
significativas si se elegían regiones diferenciadas de la misma. Sin embargo, sería deseable ampliar el 
estudio de SG mediante IHQ, para poder obtener además una mayor representatividad y profundizar 
en las potenciales diferencias entre regiones. En concreto, en un futuro debería prestarse especial 
atención al hipocampo y el cerebelo, ambas regiones muy implicadas en el aprendizaje, la memoria 
y las funciones motoras. Así mismo, sería interesante utilizar otras técnicas para la valoración de la 
morfología celular, como la microscopía electrónica o de barrido láser multifotón (126,128,134).
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1. La hiponatremia intermitente recurrente es un nuevo modelo experimental que modeliza una 
situación no descrita hasta la fecha, una hiponatremia leve y transitoria, pero repetida en el tiempo.

2. La hiponatremia intermitente recurrente pone de manifiesto la importancia de la retención hídri-
ca, incluso con natremia normal, en los efectos sobre el SNC y la aparición de deterioro cognitivo.

3. El laberinto de Morris es una herramienta útil para estudiar el aprendizaje y la memoria en dife-
rentes condiciones de hipotonicidad.

4. La dieta hiperosmolar (pellet) evita la concentración de la orina, impidiendo detectar los efectos 
de dosis elevadas de acetato de desmporesina, lo que puede ser relevante en el desarrollo preclí-
nico de fármacos que puedan inducir un síndrome de secreción inadecuada de hormona antidiu-
rética.

5. La distinta distribución regional de agua en el encéfalo pone de relieve una respuesta diferencia-
da entre la sustancia gris y la sustancia blanca tras una sobrecarga hídrica importante.

6. Tanto la hiponatremia intermitente recurrente como la hiponatremia aguda y la administración 
de suero salino hipertónico presentan efectos precoces sobre los astrocitos y los oligodendrocitos, 
sentando las bases para estudios futuros que exploren posibles diferencias temporales y regionales 
de estas células ante los diferentes estímulos.

7. Este estudio pone de manifiesto la importancia de las pequeñas fluctuaciones en la natremia, 
que si, se mantienen en el tiempo, pueden traducir una situación subyacente de retención hídrica 
con consecuencias a nivel del sistema nervioso central, lo que a su vez podría tener una repercusión 
sobre los síntomas cognitivos o la calidad de vida de los pacientes.
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