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Caminante, son tus huellas
el camino y nada mas;
Caminante, no hay camino,
se hace camino al andar.
Al andar se hace el camino,
y al volver la vista atrés

se ve la senda que nunca
se ha de volver a pisar.
Caminante no hay camino

sino estelas en la mar.

Antonio Machado
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Resumen

RESUMEN

Introduccion:

La hiponatremia es el trastorno hidroelectrolitico més frecuentemente encontrado en la practica
clinica humana. Incluso en formas leves, se asocia con peor pronédstico y mayor mortalidad global,
a pesar de lo cual sigue existiendo una tendencia a minimizar la importancia de pequenas 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
clinica humana donde esta condicién podria ocurrir y pasar desapercibida, como en la cirrosis o en
la insuficiencia cardiaca.

Material y metodos:

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 hidrica equivalente al 10% del peso del animal por via 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 hiposddica) y de agudizacién de hiponatremia intermitente recurrente (sobrecarga hidrica
equivalente al 10% del peso del animal por via i.p. a animales sometidos a hiponatremia intermiten-
te recurrente). Ademas, se exploraron los efectos sobre la glia (astrocitos y oligodendrocitos) que la
administracién de un bolo i.p. de suero salino hiperténico tenia en animales alimentados con pellet
y en animales sometidos a hiponatremia intermitente recurrente. Se utilizé el laberinto de agua de
Morris para evaluar el aprendizaje y la memoria, el coeficiente de difusion aparente (ADC) obtenido
através de imagenes ponderadas en difusién adquiridas mediante resonancia magnética para valo-
rar el contenido y distribucién del agua cerebral, y técnicas de inmunohistoquimica para estudiar la
proteina acida fibrilar glial (GFAP), marcador de astrocitos, y la proteina basica de la mielina (MBP),
marcador de oligodendrocitos y mielina. Asi mismo, se realizaron estudios analiticos de sangre y
orina para la evaluacién del balance hidrosalino.

Resultados:

En los estudios de comportamiento, la administracién 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 resolucion en el laberinto de Morris comparado con los controles, tanto al evaluar la memoria
como el aprendizaje, aunque en los animales que recibian agua los cambios fueron més marcados.

La dieta pellet inducia por si misma una situacién de retencion hidrica dificil de modificar con ma-
niobras adicionales como la administracion de ddAVP asociado con una dosis diaria de agua equi-
valente al 2.5% del peso del animal. Sin embargo, la administracion de ddAVP/agua si logré inducir
una retencién hidrica en los animales alimentados con dieta hiposddica.

En el modelo de hiponatremia aguda se indujo una hiponatremia hipoosmolary se observé un des-
censo progresivo de los valores de ADC al estudiar el encéfalo completo, sugiriendo un aumento
en la proporcién de agua intracelular con respecto a la extracelular tras la sobrecarga hidrica. 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 hidrica, reflejando probable-
mente una reduccién relativa del agua intracelular en esta region. La administracidn de la sobrecar-
ga hidrica indujo un aumento en la expresién 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 administracién del tratamiento, pero que se repetia a lo largo de
7 dias consecutivos. Esto se tradujo en un valor de ADC en encéfalo global més bajo que el visto en
animales alimentados con pellet, sugiriendo un acimulo de agua cerebral en esta situacion. Ade-
mas, aumentd la expresion de GFAP en SG comparado con lo visto en animales alimentados con
pellet, aunque no se apreciaron cambios significativos en la expresion de MBP.

La agudizaciéon de la hiponatremia intermitente recurrente también provocé una hiponatremia hi-
poosmolar. En esta situacion, también se observé 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, més marcado en la SB. La administracién de la sobrecarga hidrica indujo un aumento en la
expresion 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 Ultimo, se exploraron los efectos precoces de la administracién de un bolo de suero salino hi-
perténico sobre la expresion de GFAP y MBP. Sélo se observd un aumento en la expresion de GFAP
en SB central en animales alimentados con dieta hiposddica + ddAVP/agua.

Discusion:

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 distribucién de agua encefélica como en activacién
de las células gliales. La hiponatremia intermitente recurrente es un modelo animal nuevo que sugie-
re que se puede producir una retencion hidrica significativa con tan solo unas horas de hiponatremia
al dia, siempre que esta situacion se repita en el tiempo. Dicha retencion hidrica se refleja en altera-
ciones conductuales y en un mayor grado de acimulo de agua encefélica y activacion astroglial en
SG. La respuesta de estos animales a una sobrecarga hidrica adicional no presenta grandes variacio-
nes con respecto a lo observado en la hiponatremia aguda. El suero salino hiperténico 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 pequefias fluctuaciones en la natremia, que
si se mantienen en el tiempo, pueden traducir una situacién subyacente de retencién hidrica con
consecuencias a nivel del sistema nervioso central, que podria tener una repercusion sobre los sin-
tomas cognitivos o la calidad de vida de los pacientes.
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Resumen

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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ABREVIATURAS







Abreviaturas

A continuacion se recoge la relaciéon de abreviaturas que aparecen en el texto. En ocasiones se ha

mantenido la correspondiente abreviatura y definicién en inglés debido a su mayor uso en el len-

guaje cientifico:

ADC Coeficiente de Difusion Aparente (apparent diffusion coefficient)
ADH Hormona antidiurética

AQP Aquaporina

AUC Area bajo la curva (area under the curve)

BHE Barrera hematoencefalica

Ca++ Catién calcio

cal Calorias

Cl- Anién cloro

cm Centimetros

d Dia

ddAVP Acetato de desmopresina

ddAVP/agua Administracion diaria por via 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%

Administracién diaria por via 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 Iméagenes ponderadas en difusién (diffusion weighted images)
FC Frecuencia cardiada

FOV Area de interés o campo de vision (field of view)

FR Frecuencia respiratoria

g Gramos

GABA Acido gamma aminobutirico (gamma aminobutyric acid)
GFAP Glial Fibrillary Acidic-Protein

H* Hidrogenién

HGUGM Hospital General Universitario Gregorio Marafién

Hz Herzios

IHQ Inmunohistoquimica

liSGM Instituto de investigacidn Sanitaria Gregorio Marafiéon
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IRM

Imagen por resonancia magnética

K* Catidn potasio

Kg Kilogramo

L Litro

MBP Myelin Basic-Protein

mEq Miliequivalentes

¥e] Microgramos

Mg+ Cation magnesio

min minutos

mL Mililitro

pm Micras

mm? Milimetros cuadrados

mm3 Milimetros cubicos

mmHg Milimetros de mercurio

mmol Milimoles

mOsm Miliosmoles

ms Milisegundos

Na* Catién sodio

NAA N-acetil aspartato

NaCl3% Suero salino hiperténico al 3%

Na Sodio plasmatico (mEg/L)

Osm_ Osmolalidad urinaria (mOsm/kg)
Osm Osmolalidad plasmatica (mOsm/kg)
PB Tampdn fosfato (buffer phosphate)
pCO2 Presion parcial de diéxido de carbono
PFA Paraformaldehido

pO2 Presion parcial de oxigeno

RM Resonancia magnética
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Abreviaturas

RMN Resonancia magnética nuclear

ROI Regidn de interés

RVD Reduccion de volumen reguladora (regulatory volume decrease)
SatO, Saturaciéon de oxigeno

SB Sustancia blanca

seg Segundos

SG Sustancia gris

SIADH Sindrome de secrecién inadecuada de ADH
T® Temperatura

TE Tiempo de eco (echo time)

TR Tiempo de repeticion (repetition time)
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Introduccion

1. RECUERDO ANATOMOFISIOLOGICO

1.1. Composicion y compartimentos liquidos del organismo

El cuerpo humano se compone principalmente de agua, grasa, proteinas y minerales, por orden
decreciente de proporcién (1). El equilibrio entre ellos es fundamental para garantizar la salud de
los individuos. En condiciones normales, el organismo estd compuesto en un 60% de agua. Este
volumen esté repartido en dos grandes compartimentos liquidos:

e Compartimento extracelular: supone el 35% del agua corporal total; a su vez esté subdividido
en el volumen plasmatico, el liquido intersticial, el liquido transcelular, la linfa, y un pequefio
porcentaje que se localiza en ciertos tejidos. En su composicién predominan el Na*, el Cly el bi-
carbonato. Dentro de este compartimento, los volimenes mas importantes son el plasmético y el
intersticial, sumando entre los dos mas del 85% del agua extracelular. Aunque las composiciones
iénicas de ambos son ligeramente diferentes, se acepta que las concentraciones plasmaticas de
los distintos electrolitos representan fielmente las concentraciones de éstos en el liquido extra-
celular.

e Compartimento intracelular: supone el 65% del agua corporal total, y es la suma de los volume-
nes intracelulares de todas las células del cuerpo. En su composicién predomina el K, los fosfatos
orgénicos y las proteinas.

En condiciones fisioldgicas existe un equilibrio osmético entre los compartimentos intra y extrace-
lular. El agua puede atravesar las membranas semipermeables de las células a favor del gradiente
osmético generado por las concentraciones de solutos a cada lado de las mismas, hasta restablecer
el equilibrio osmatico. En ocasiones se producen cambios patolégicos en la composicién idnica o el
volumen extracelular que afectan secundariamente al volumen intracelular. Un aumento en los apor-
tes de agua al compartimento extracelular supondrd un aumento de su volumen y una reduccion de
su presién osmotica, lo que se traducird en un paso de agua hacia el interior de las células, con la
consiguiente hiperhidratacion celular. Por el contrario, una pérdida de agua del compartimento ex-
tracelular redundara en una mayor concentracién de solutos a ese nivel, y en un paso de agua desde
el espacio intracelular al extracelular, con la consiguiente deshidratacién celular (Fig 1) (2).

Figura 1. Principales compartimentos liquidos del organismo y regulacién de los flujos de agua entre ellos. Un aumento en
los aportes de agua al compartimento extracelular se traducira en una hiperhidratacién celular, mientras que un aumento
en la concentracién de solutos en el compartimento extracelular provocara una deshidratacién celular. EC: extracelular.
Figura creada con BioRender.com.

31




La mayoria de las células, cuando sufren un cambio de volumen suficiente secundario a cambios en
la osmolalidad del medio extracelular, experimentan una respuesta adaptativa, llamada reduccion
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 concentracién intracelular de osmolitos, tanto inorgénicos (iones, principalmen-
te K+ y Cl-) como orgaénicos: los extruyen en el RVD, y los recaptan o sintetizan de novo en el RVI (3).
Los osmolitos organicos son compuestos con capacidad osmética que pertenecen a diferentes gru-
pos quimicos como las metil-aminas (glicerofosforilcolina, betaina), aminoacidos (taurina, glutamina,
glutamato, dcido gamma-aminobutirico (GABA), prolina) y polioles (sorbitol, mioinositol). Su funcién
principal, gracias a su poder osmdtico, es estabilizar el volumen celular y la estructura proteica (4).

1.2. Fisiologia tubular renal

Se define medio interno como el medio apropiado para el desarrollo de las funciones celulares. Ba-
sicamente esta compuesto de agua y electrolitos. Para el correcto funcionamiento del organismo,
debe mantenerse en un equilibrio dinamico, tanto en el volumen de agua como en su distribucion
relativa en los distintos compartimentos.

El principal responsable del mantenimiento de este balance hidrosalino en el organismo es el rifidn,
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):

O Glomérulo: es la estructura encargada de la filtracién. Se localiza en la corteza renal, tiene forma
esférica y estd formado por una red de capilares interconectados, entre los cuales se localizan
las células mesangiales, con funcién de soporte, regulacién del flujo sanguineo intraglomerulary
capacidad fagocitica. La capsula 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 liquido filtrado en los glomérulos. La capa interna (visceral) de la capsula esta
formada por células epiteliales modificadas, los podocitos, cuyas prolongaciones citoplasmicas
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 filtracion glomerular. El glomérulo produce cada dia 180 litros de ultrafiltrado a partir del plas-
ma que atraviesa la barrera de filtracion. Dicho ultrafiltrado no contiene proteinas, pero tiene la
misma composicion hidroelectrolitica que el plasma (6,7).

O Tubulo: el sistema tubular se encuentra a continuacién de la capsula de Bowman. Es la estructura
encargada de modificar la composicion del liquido ultrafiltrado, que sufrird procesos de reabsor-
cién (devolucién de sustancias filtradas al plasma) y de secrecién (eliminacion 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 tibulo de la nefrona esta dividi-
do en varios segmentos con caracteristicas y funciones especificas (8-14):

O Tuabulo contorneado proximal: localizado en la corteza renal. A este nivel se produce la
reabsorcién de hasta el 80% del filtrado glomerular, recuperédndose, ademas de agua, el 70%
del Na*, el 80% del bicarbonato y el fosfato, y el 100% de la glucosa y los aminoacidos.

O Asa de Henle: sigue al tubulo proximal, se hunde profundamente en la médula renal, hace
un giro de 180° (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 CI. Parte del K* transportado es
secretado nuevamente a la luz tubular a través del canal ROMK (15) localizado en la porcién
descendente, provocando una electropositividad en la luz tubular que favorece la reabsor-
cién de Mg (16). Ademas, la porcién descendente del asa de Henle reabsorbe agua a favor
de un gradiente osmdtico hacia la médula renal, lo que permite una concentracién progresiva
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del liquido intratubular. En la porcién ascendente, impermeable al agua, continla la reabsor-
cién de Na*, K*y Cl-y dicha reabsorcion de solutos desde la luz tubular permite que el liquido
intratubular se diluya hasta alcanzar una osmolalidad de aproximadamente 100 mosm/kg.
Este mecanismo se conoce como contracorriente.

O Tuabulo distal:
impermeable al agua y a este nivel continla la reabsorcién de Na* y Cl- a través del cotrans-

ocalizado en la corteza renal, a continuacién del asa ascendente de Henle. Es

portador apical Cl:Na*, por lo que es también un segmento dilutor del liquido intratubular.
Ademas, 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*".

O Tabulo colector: en su porcién cortical, los transportadores iénicos estén regulados por la
aldosterona que permite un ajuste preciso de la reabsorciéon de Na* y de la secrecion de K e
hidrogeniones, influyendo de forma determinante en el volumen extracelular y el equilibrio
4cido 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 sintesis de novo e insercién 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 funcién del
estado acido-base del sujeto). En ausencia de hormona antidiurética (antidiuretic hormone,
ADH), el tubulo colector es impermeable al agua. La unién de ADH con su receptor V2 locali-
zado en las células epiteliales tubulares desencadena una sefial intracelular que culmina en la
insercién del canal de agua acuaporina 2 (AQP2) en la membrana apical, lo que permite una
reabsorcion de agua a favor de gradiente osmético, 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 concentracién.
La porcién final del tubulo colector (papilar) si es permeable al aguay a la urea, aiin en ausen-
cia de ADH. El aporte de urea a la papila a este nivel es critico para optimizar el fenédmeno de
contracorriente en el asa de Henle, al aumentar ain més el gradiente osmolar (6,8).

Figura 2. Esquema simplificado del funcionamiento del tibulo renal. Na*: catién sodio. K*: catién potasio. Cl: anién cloro.
Ca**: catidn calcio. H': hidrogenién. ADH: hormona antidiurética. AQP2: acuaporina 2. Figura creada con BioRender.com.
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1.3. Regulacion de la excrecion renal de agua

La concentracion urinaria se define en el tibulo colector medular y esté regulada por la accién
de la ADH. La ADH se sintetiza en las neuronas magnocelulares localizadas en los nucleos su-
pradptico y paraventricular del hipotédlamo y es transportada a través de sus axones hasta la
neurohipdfisis, donde se almacena a la espera de ser secretada.

La secrecion de la ADH estd fundamentalmente regulada por la presién osmotica y la presion
arterial (Fig 3). En este sentido, los osmorreceptores se sitian por fuera de la barrera hematoen-
cefélica (BHE), en la lamina terminalis y zonas adyacentes al drea hipotaldmica anterior, cerca de
la pared anterior del tercer ventriculo. Pequefios cambios en la osmolalidad plasmatica (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 osmético,
de manera que un aumento en la osmolalidad plasmaética provocara la deshidratacién de estos
osmorreceptores y un aumento secundario en la secrecién de ADH, y viceversa. Es llamativo que
funcionan como osmorreceptores perfectos, es decir, mantienen el cambio de volumen mientras
dure la situacion de anisotonicidad, y no presentan ningun tipo de adaptacion volumétrica a los
cambios de osmolalidad extracelular como ocurre en otras células (20). Por otro lado, los baro-
rreceptores se localizan en el seno carotideo y arco adrtico (detectan modificaciones de la pre-
sion arterial), y en las auriculas y sistema venoso pulmonar (detectan descensos de la misma). En
condiciones fisioldgicas, los barorreceptores mantienen un tono inhibidor sobre la secrecion de
ADH, que se ve abolido por descensos de la presién arterial del 10-20%, facilitandose la secre-
cién de ADH para aumentar la reabsorcion de agua en el tubulo colector y, por tanto, aumentar
el volumen circulante y restablecer la presion arterial.

Figura 3. Sintesis, almacenamiento y regulacién de la secrecion de ADH. Osmp: osmolalidad plasmatica. N: nicleo.
ADH: hormona antidiurética. Figura creada con BioRender.com.

Finalmente, los mismos mecanismos implicados en la secrecién de ADH (hiperosmolalidad, hi-
potensién arterial) estimulan también el mecanismo de la sed, pero los umbrales que desenca-
denan dicha respuesta son més altos, por ejemplo, el osmostato de la sed se regula un 5% més
alto que el de la ADH para garantizar que no se ponga en marcha hasta que se sobrepase el
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mecanismo regulador de la ADH. El objetivo de la activacién de la sed es el mismo que el de
la estimulacion de ADH: favorecer la retencidon hidrica para la correccion del desequilibrio en el
medio interno (9,21-24).

1.4. Estructura y funcion del sistema nervioso central

1.4.1. Organizacion celvlar 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):

O Neuronas: son las unidades de sefalizacion del sistema nervioso, responsables de las funciones
de recepcidn, integracién y motoras. La caracteristica principal de las neuronas es su especiali-
zacién en la comunicacién intercelular, y a esto responde su morfologia, en la que generalmente
se distinguen cuatro regiones principales: el soma o cuerpo neuronal (centro metabdlico que
contiene el nlcleo), las dendritas (encargadas de recibir las sefiales procedentes de otras célu-
las nerviosas), el axén (terminacion mas larga que conduce sefales nerviosas a otras células) y
las terminaciones presinapticas (ensanchamientos de las ramas terminales del axdn que liberan
neurotransmisores a la unién sindptica). Las neuronas son unidades morfolégica y tréficamente
independientes, que se interrelacionan a nivel de las sinapsis, o zonas de aproximacién espe-
cializada en las que una neurona contacta y transmite informaciéon a la zona receptiva de otra
neurona o de una célula efectora. La funcién de las neuronas es la generacion de sefales ner-
viosas, que son impulsos eléctricos que viajan a lo largo de los axones, algunos de los cuales
estan cubiertos por una envuelta lipidica 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 nédulos de Ranvier, los cuales favorecen la conduccion del impulso nervioso. La velocidad
de conduccion del impulso nervioso depende del grosor de los axones, de la existencia o no de
envuelta mielinica y de la distancia internodal.

O Células gliales: se encuentran en el espacio que rodea a las neuronas, siendo mucho més
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 metabdlicos y
celulares, producen mielina, mejoran la eficiencia de la sefnalizacién interneuronal regulando
las propiedades de las terminaciones presindpticas, forman parte de la BHE, guian el creci-
miento y migracion neural durante desarrollo y liberan factores de crecimiento neuronal, entre
otros. Existen cuatro tipos de células gliales en el SNC: oligodendrocitos, macroglia, microglia
y células ependimarias.
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Figura 4. Organizacién celular del sistema nervioso central (SNC). Panel A: Estructura neuronal. Del soma parten diferentes
prolongaciones, las més cortas son las dendritas, que reciben estimulos de otras células, y la mas larga es el axén, que trans-
mite sefiales hacia otras células y, en ocasiones, esté recubierto por vainas de mielina. Panel B: Interaccién entre los distintos
tipos celulares en el SNC. Los procesos axonales estan envueltos por las vainas de mielina producidas por los oligodendro-
citos. Los astrocitos forman parte de la barrera hematoencefélica (BHE) al rodear los capilares cerebrales y contactan con las
demas células presentes en el SNC, neuronas y oligodendrocitos. La microglia tiene una funcién 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).

O Oligodendrocitos: son las células encargadas de la formacién de la vaina de mielina de los axo-
nes mielinicos 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 multiples procesos,
cada uno de los cuales envuelve un tramo axonal de forma espiral (25). Posteriormente dicha es-
piral se compactard, uniéndose las capas concéntricas del citoplasma del oligodendrocito, con-
firiendo a la vaina de mielina un aspecto en capas electrén-densas y electron-claras alternas al
observarla al microscopio electrénico en un corte transversal (Fig 4 C) (26). En el mismo axén, cada
segmento de mielina pertenece a diferentes oligodendrocitos. El nimero de procesos emitidos
por cada oligodendrocito varia en funcién del &rea del SNC y la especie. La funcién principal de
la mielina es el aislamiento de los axones para aumentar la velocidad de transmisién del impulso
nervioso, pero ademas permite el agrupamiento de los canales de Na+ en los nédulos de Ranvier
durante la axogénesis y participa en el desarrollo y regulacion del calibre axonal, modulando el
crecimiento y generacion de los mismos. La mielina tiene una composicién Unica, con un escaso
contenido de agua, apenas un 40% (comparado con un 80% en la SG), y un predominio del con-
tenido de lipidos sobre las proteinas de la fraccion restante (proporcién 7:3), esto le confiere las
propiedades ideales como aislante eléctrico. Los componentes principales de la mielina incluyen
colesterol, fosfolipidos y glicoesfingolipidos, en particular galactocerebrésidos, y proteinas como
la proteina béasica de la mielina (myelin basic protein, MBP), y la proteina proteolipida (proteolipid
protein, PLP) (25). MBP juega un papel esencial en la compactacién de la vaina de mielina y su
funcién 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 etiologias
(genética, inflamatoria, infecciosa) que afectan directamente a la mielina causando enfermedad
en el ser humano, un ejemplo bien estudiado es la esclerosis multiple (30), por tanto, MBP se pue-
de usar para la localizaciéon de oligodendrocitos y valorar cambios en la formacion de la mielina.
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O Macroglia: En el SNC encontramos dos tipos de células macrogliales, los astrocitos, y las
células de Miller, estas Ultimas exclusivas de la retina. Los astrocitos son el tipo celular mas
abundante en el cerebro de los mamiferos. Presentan una gran heterogeneidad morfoldgica
y funcional dependiente de la regién del SNC en la que se encuentren, y ademés 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 desempenan 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 liberacién de precursores de los neurotransmisores, sintesis de
glucégeno o suministro de sustratos energéticos a las neuronas, y eliminacién de especies re-
activas de oxigeno. 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 sanguineos, fomando tight-junctions con
las células endoteliales, contribuyendo a la formacién de la BHE. El liquido extracelular en el
encéfalo es el principal componente del microambiente neuronal donde interaccionan las cé-
lulas nerviosas entre si. Su composicién varia 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 glia, la BHE y el liquido cefalorraquideo (LCR). Los astroci-
tos estén conectados entre si'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 desempefan un papel esencial en el desarrollo del
sistema nervioso al regular la formacién, maduracion, estabilidad, mantenimiento, plasticidad
y eliminacién de las sinapsis, regulando la arquitectura y la actividad general de los circuitos
neuronales. Los astrocitos regulan la estructura y funcion de las sinapsis, tanto excitatorias
como inhibitorias, mediante el contacto directo y la secrecidon de factores solubles que se
dirigen a los sitios presinapticos y postsinapticos (33,41,42). Los astrocitos responden a la ma-
yoria de estimulos que ponen en peligro la homeostasis cerebral activandose, mediante una
respuesta conocida como astrogliosis, que implica importantes cambios tanto morfoldgicos
como funcionales en estas células. Una caracteristica que define a los astrocitos reactivos es
la sobreexpresién de proteinas de filamentos intermedios o proteina écida fibrilar glial (glial
fibrillary acidic protein, GFAP) o de vimentina. Ademas, la activacién de los astrocitos implica
una hipertrofia del soma y de sus prolongaciones principales. Al volverse reactivos, los astro-
citos experimentan notables cambios en la expresién de genes que codifican para la sintesis
de citocinas, entre otros. Los astrocitos detectan, producen e integran las sefales 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
afnos en las enfermedades cerebrales crénicas, y aunque se trata de una respuesta defensiva
destinada a la neuroproteccion y a limitar los dafios en el tejido nervioso, en determinadas
condiciones patoldgicas, la astrogliosis mantenida puede resultar potencialmente neurotdxica
e inducir neurodegeneracion (34).

O Microglia: |as células microgliales son fagocitos derivados de los macréfagos, perteneciendo
por tanto al sistema reticulo endotelial, que se activan durante la infeccién, el dafio cerebral en
general y las convulsiones. La microglia es una poblacién celular heterogénea, en constante mo-
vimiento, que se encarga de vigilar el microambiente que las rodea, cumpliendo con funciones
de vigilancia inmune y presentacién de antigenos en el SNC (43). Ademas de la funcién inmune,
desempefan un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del SNC, tanto en
condiciones fisiolégicas como patoldgicas (44); y pueden secretar al medio factores neurotréfi-
cos, los cuales intervienen tanto en la plasticidad como en la supervivencia neuronal (45,46).

O Células ependimarias: las células ependimarias revisten los ventriculos y el canal central de
la médula espinal, siendo especialmente importantes durante el desarrollo del SNC. Algu-
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nas de estas células ependimarias modificadas forman parte del plexo coroideo y expresan
AQP1, estando implicadas en la produccion del LCR a este nivel. EI LCR circula por el espacio
subaracnoideo, los ventriculos 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 amortiguacién hidroneumatica al encéfalo, regular el contenido in-
tracraneal y contribuir en la eliminacién de metabolitos del SNC (47). Los tanacitos son células
ependimarias especializadas que tapizan el suelo del tercer ventriculo. Poseen un proceso
alargado que se extiende hasta la eminencia media del hipotalamo basal, y contribuyen a la
regulacion de distintas funciones hipotaldmicas (48,49).

1.4.2. Organizacion anatomica del sistema nervioso central

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

O Telencéfalo: los hemisferios cerebrales comprenden la corteza cerebral, los ganglios basales, la
amigdala y la formaciéon hipocampal. Las funciones de las distintas regiones corticales, de for-
ma muy abreviada, incluyen la percepcién de estimulos sensoriales y las funciones motoras. Los
ganglios basales estan implicados en el control del movimiento fino, en el aprendizaje de nuevas
habilidades y en el procesamiento de las emociones. La amigdala se ocupa del comportamiento
social y la expresion de emociones, modulando la respuesta somatica y visceral ante distintas
situaciones. El hipocampo estéd 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 funcion cerebral encargada de clasificar, codificar, almacenar y recuperar la informacion
(53-56). Puede clasificarse en memoria a corto plazo, que retiene la informacién para su uso en
los siguientes segundos o minutos, y a largo plazo, capaz de retener més informacion durante pe-
riodos prolongados de tiempo. A su vez, la memoria a largo plazo incluye la memoria episédica,
que codifica la informacién 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 posicién relativa en él (58-63).

O Diencéfalo: estd formado por el tdlamo y el hipotalamo. El tdlamo determina si la informacion
recibida desde los érganos de los sentidos alcanza el “umbral consciente” para alcanzar la corte-
za, y participa en la integracién de la informacién motora proveniente del cerebelo y los ganglios
basales, transmitiéndola a la corteza. El hipotdlamo integra la respuesta auténoma y la funcién
endocrina con el comportamiento; esta implicado, entre otros, en la homeostasis y la regulacién
hormonal, asi como con los circuitos de recompensa y motivacion.

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

O Metencéfalo: formado por el puente o protuberancia y el cerebelo. Es un centro relé para infor-
macion transferida entre encéfalo y cerebelo, posee motoneuronas implicadas en la masticacion,
movimientos oculares y faciales entre otros, coordina el control respiratorio junto con bulbo. El
cerebelo recibe informacion somato-sensorial de la médula espinal, informacién motora de la
corteza cerebral e informacién sobre equilibrio del oido interno. Mantiene la postura y coordina
los movimientos de la cabeza y los ojos, ademas de las habilidades motoras finas. Asi mismo, esta
involucrado en lenguaje y otras funciones cognitivas.

O Mielencéfalo: formado por el bulbo raquideo. Regula funciones involuntarias como el manteni-
miento de la tensidn arterial y la respiracion. Incluye ndcleos de recambio de las vias del gusto, el
oido, el equilibrio, y el control de los misculos de la cara y el cuello.

O Médula espinal: se localiza dentro del canal espinal formado por las vértebras. Recibe informa-
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cién 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 informacién sensorial y motora de forma ascendente y descendente
respectivamente.

Figura 5. Organizacién anatémica del sistema nervioso central (SNC) humano. El encéfalo estad contenido en el crédneo 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).
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2. HIPONATREMIA

2.1. Definicion y relevancia clinica

La hiponatremia se define como una concentracién de sodio sérico inferior a 135 mEqg/L. La gran ma-
yoria de las hiponatremias son hipoosmolares, es decir, aparecen asociadas a osmolalidades plasma-
ticas menores de 275 mOsm/kg, y se producen como consecuencia de una alteracién en el balance
de agua (retencién hidrica), y no por un déficit de sodio per se. Se pueden clasificar atendiendo a su
mecanismo patogénico, aunque en ocasiones pueden coexistir varias etiologias (Fig 6).

Figura 6. Patogenia de la hiponatremia hipoosmolar. En la mayoria de los casos se debe a una disminucién en la elimi-
nacién de agua libre, secundaria a un exceso de hormona antidiurética (ADH) (sea por descenso de la volemia efectiva
o por secrecién 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 méxima de dilucién de la orina. Na*: catién sodio. SIADH: sindrome de secrecién
inadecuada de ADH. Osmp: osmolalidad plasmatica. Figura modificada de Adrogué et al (64).

La hiponatremia es el trastorno hidroelectrolitico més frecuentemente encontrado en la practica cli-
nica habitual, afectando hasta al 5% de los adultos en la poblacion general. La prevalencia aumenta
con la edad, alcanzando el 20% entre los mayores de 65 afios. Entre los pacientes ingresados, del
20 al 40% desarrollan esta condicidén, que ya esté presente al ingreso en el 15-20% de los casos.
Entre el 30y el 50% de los pacientes con ciertas enfermedades, como insuficiencia cardiaca, cancer
o cirrosis, también presentan hiponatremia. La mayoria de los casos son leves, con natremias entre
130 y 135 mEg/L, menos del 5% de los casos presentan natremias inferiores a 130 mEqg/L, y menos
del 0.5% son graves (Na*p< 120 mEqg/L) (65-67).

La hiponatremia, incluso en formas leves, se asocia con peor prondstico 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-anélisis reciente
asocia la presencia de hiponatremia con una mayor estancia media hospitalaria (+3.2 dias), 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 esta claro si el
peor prondstico asociado a la hiponatremia se debe a la hiponatremia en si misma, o si ésta es sélo
un marcador de la gravedad del proceso etiolégico subyacente, pero si se ha demostrado que su
correccion mejora la supervivencia (74-77).
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Las manifestaciones clinicas van a depender no sélo de la magnitud del descenso en la concentra-
cién sérica de sodio, sino también de la rapidez de su instauracion, siendo més probable la aparicidn
de sintomas graves en la hiponatremia aguda (Fig 7). Se ha demostrado que la hiponatremia crénica
leve se asocia con déficits de atencidn, inestabilidad de la marcha y déficits motores, aumento de los
tiempos de latencia en la resolucion 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 herniacién
del tronco del encéfalo o parada respiratoria (64,70,81).

Figura 7. Manifestaciones clinicas de la hiponatremia. La gravedad de los sintomas depende de la rapidez de la instaura-
cién y la magnitud del descenso en la concentracién de sodio sérico.

Las mujeres menstruantes tienen un mayor riesgo de presentar sintomas 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 estrégenos en la Na*/
K*-ATPasa astrocitaria y la expresion de AQP4, lo que dificulta la regulacion del volumen celular
(85,86). Asi mismo, los niveles de interleucina-6 (IL-6) son mayores en mujeres, y parecen mediar la
expresiéon de ADH y AQP2, favoreciendo la retencidn hidrica (87), ya que se sabe que la IL-6 puede
estimular directamente la liberacién 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). Estd formada por las células en-
doteliales, unidas entre si 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 nimero 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 distribucion perivascular. En condiciones de hiponatremia, la
concentracion 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 osmético a través de AQP4, con una
ganancia neta de agua en el encéfalo, y sin disrupcién de la BHE (Fig 8 B).
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Figura 8. Barrera hematoencefélica (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.

El agua puede entrar en el astrocito también por difusion simple o a través de canales idnicos
(transporte secundario) (75-79). Esta situacién en la que se produce un aumento volumétrico del
tejido encefélico 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 rigida como es el créaneo, se puede acompanar de un aumento de la presion intracraneal y una
reduccién del flujo sanguineo cerebral, que en los casos méas graves puede conducir a la herniacion
del tronco encefélico y la muerte.

2.3. Adaptacion cerebral a [a 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 situacion, 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 encefélico se trasloca al LCR a favor
de gradiente hidrostatico para reducir la presion intracraneal (96,97). A continuacién se produce una
RVD para restablecer el volumen intracelular. Los astrocitos son especialmente sensibles al estrés
osmotico y se defienden del mismo extruyendo sustancias osmoticamente activas que arrastran
agua al espacio extracelular, disminuyendo su volumen celular y, en consecuencia, el volumen ence-
falico global. En las primeras 3-24 horas se produce la salida de electrolitos (Na*, K, ClI) y agua, en la
llamada adaptacion répida. Pasado este tiempo, se alcanza una fase estable cuando las células han
perdido el 18% de su contenido idnico (98,99). Esto logra limitar el aumento del volumen encefélico a
tan solo el 40% de lo que seria esperable para la situacién de hipotonicidad. Si persiste la hiponatre-
mia en el tiempo, se producird una adaptacién lenta con extrusién de osmolitos orgénicos, de modo
que al cabo de 4 dias, el volumen encefalico es tan solo el 0.6% de lo esperado para la hipotonicidad
del medio (100). Se han demostrado diferencias temporales y topograficas en la regulacién de la
concentracién 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
sintomas de la hiponatremia crénica podrian estar justificados por su déficit intracelular.
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Figura 9. Adaptacién cerebral a la hiponatremia. En los momentos iniciales tras el desarrollo de una hiponatremia, se
producird un edema cerebral. El volumen cerebral se restaura en las primeras horas gracias a una extrusién de electrolitos
desde el interior de la célula al medio extracelular. A continuacién se producird una adaptacion lenta, con extrusion de
osmolitos orgénicos en los siguientes dias. Aunque el encéfalo recupera préacticamente su volumen inicial, persiste un
déficit intracelular de osmolitos mientras dura la situacién de hipotonicidad, lo que supone un riesgo para las células en
caso de correccion brusca de la hiponatremia, puesto que seran incapaces de adaptarse a la deshidratacién inducida, ya
que para ello deben re-sintetizar los osmolitos orgénicos, proceso que puede durar dias. DMO: desmielinizacién osméti-
ca. Figura modificada de Adrogué (104).

2.4. Hiponatremia aguda y cronica

Se define la hiponatremia aguda como aquella que se produce en menos de 24-48h, y como crénica
aquella que dura mas. Aunque esta definicidn es arbitraria, parece coincidir con el tiempo que tar-
dan los astrocitos en completar la extrusién de osmolitos orgénicos, es decir, 48h. Con frecuencia
no es posible determinar la duracién de la hiponatremia, y en estos casos se ha de considerar la
situaciéon como cronica de cara a prevenir las potenciales complicaciones de una correccion dema-
siado rapida (70). La diferenciacién entre hiponatremia aguda y cronica 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 adaptacién, asociado a herniacién, enclava-
miento del tronco del encéfalo y muerte. Por el contrario, en la hiponatremia crénica, la adaptacion
lenta resulta en una deplecidon de osmolitos orgénicos, que han de sintetizarse de novo durante la
correccion de la misma para restaurar el volumen celular original. Si la correccion de la situacion
hipotdnica del medio es demasiado rapida, sobrepasando la capacidad de re-acumulacién de os-
molitos, se producird una deshidratacion celular intensa, que en Ultima instancia puede causar una
desmielinizacion osmaética (DMO). Estéa bien establecido que el riesgo de DMO se incrementa sus-
tancialmente cuando se superan ciertos umbrales de correccién: 4-6 mEq/L cada 2h y un méaximo
total de 8-10 mEg/L en las primeras 24h o 18 mEqg/L en las primeras 48h (64). Sin embargo, existe
evidencia de que la desmielinizacion 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-
hidratacién producida puede ser clave (105-109). Lien et al (102) demostraron que la infusion de una
solucion hipertdnica para la correccion de hiponatremia créonica en un modelo murino provocaba un
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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-captacién activa de
Na+, K+, Cl- y aminoécidos por parte de las células. Este aumento de la fuerza idnica citopldsmica
altera el plegamiento proteico y la actividad enzimética, y afecta a la capacidad de los astrocitos de
estabilizar las sinapsis (3,95,110,111). Para corregir esta situacion, se activa la ATPasa de sodio/pota-
sio, se activa la recaptacion de aminoacidos y se inicia la sintesis de osmolitos, con el fin Gltimo de
restaurar el volumen celular (95). El dafio inicial de la correcciéon rapida de una hiponatremia cronica
se produce precozmente (a las 6h de la correccion) a nivel de los astrocitos. Esto se traduce en un
desacoplamiento de las gap-junctions con los oligodendrocitos y la disfuncién del sincitio glial (112).
Alas 12 horas de la correccion répida se produce la muerte de los astrocitos seguido de disrupcién
de la BHE a las 48 horas, y a partir de las 48-72 horas desmielinizacion y activacién de la microglia
(113-115). La desmielinizacién clasicamente se localiza a nivel del puente, pero también puede ser
extrapontina (ganglios basales, corteza, cuerpo geniculado lateral, cdpsula interna), siempre en
areas donde se imbrican SG y SB, y donde la sintesis de osmolitos es mas lenta (103,116,117). Los
sintomas aparecen entre 1y 7 dias tras la correccion rapida de una hiponatremia crénica y abarcan
desde disartria, disfagia, hiperrreflexia, paralisis pseudobulbar y parkinsonismo, hasta sindrome del
cautiverio, cuadriparesia y muerte. Los sintomas en ocasiones son progresivos o irreversibles (64).

Por lo tanto, el tratamiento de la hiponatremia, tanto aguda como crénica, con sintomas graves
(voémitos, confusién, disminucién del nivel de conciencia, convulsiones, compromiso cardio-respi-
ratorio), debe ser cuidadoso, tanto para evitar las consecuencias negativas del edema cerebral
grave que esta condicionando los sintomas como para prevenir la aparicion de DMO. Las guias de
préactica clinica recomiendan la administracién de suero salino hipertdnico hasta la mejoria sinto-
matica (64). Existen dos posibles estrategias para su administracién, en bolos repetidos cada 10-20
minutos de 100-150ml de suero salino al 3% (correccion rapida intermitente) o en infusion continua
a una velocidad de 0.5-2ml/kg/h (correccién lenta continua), si bien ambas requieren monitorizacion
estrecha de la natremia y la evolucidon sintomética para prevenir la DMO derivada de una correc-
cién demasiado répida de la hiponatremia (64). Tres estudios han comparado ambas estrategias en
humanos, concluyendo que la correccién con bolos corrige mas rapidamente la natremia, pero se
asocia con una mayor tasa de sobrecorreccion y necesidad de administracién de soluciones hipoto-
nicas para prevenir DMO en caso de sobrecorreccion (118-120).
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3. MODELOS ANIMALES DE HIPONATREMIA

Aunque el conocimiento de las manifestaciones clinicas, la epidemiologia y el prondstico de la hipo-
natremia en humanos es amplio, es necesario continuar profundizando en los mecanismos fisiopa-
tolégicos implicados en la adaptacién cerebral y la respuesta a diferentes maniobras nosoldgicas 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 dindmicas in-vivo.

La intoxicacion acuosa permite modelizar facilmente la hiponatremia aguda. Se ha empleado la ad-
ministracion de soluciones hipotdnicas, principalmente agua destilada o suero glucosado, por via
intraperitoneal en volimenes 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 administracion
de una dosis puntual de acetato de desmopresina (ddAVP), un anédlogo estructural de la ADH que fa-
vorece la retencién hidrica a nivel renal. Este modelo es el més ampliamente utilizado para roedores
(68,75,77,78,82,83,96-106). Se ha desarrollado asi mismo un modelo de administracién intravenosa
de grandes volimenes de soluciones glucosadas en infusion continua a lo largo de varias horas, de
nuevo asociadas o no a la administracién de ddAVP, en animales de mayor tamafio (cerdos) (107-109).
Gracias a estos modelos conocemos el proceso de adaptaciéon cerebral a la hiponatremia aguda y
coémo 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 crénica ha sido méas comple-
jo. Los primeros modelos murinos de hiponatremia crénica mantenian a los animales en ayunas, y
asociaban inyecciones diarias de un derivado artificial de la ADH, el tanato de pitresina, que ya no
estd comercializado, cuyas acciones son anélogas a las de la ADH y por tanto induce una retencién
hidrica a nivel renal (135). Poco tiempo después, se extendid el empleo de la restriccion hidrica en
roedores combinada con la infusién continua de ddAVP mediante bombas subcutaneas, 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 clinica 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 cldsicamente en aguda y crdnica. 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 clinica humana donde esta
situacion podria ocurrir y pasar desapercibida, como por ejemplo en la cirrosis o en la insuficiencia
cardiaca, donde los pacientes, por su enfermedad, presentan sobreexpresién de ADH y reciben
con frecuencia tratamiento diurético, lo que hace que su natremia basal esté en el limite bajo de la
normalidad (138,139). En esta situacién, cualquier exceso en la ingesta hidrica, por ejemplo, podria
inducir una hiponatremia de horas de duracién que se recuperase antes de la siguiente determi-
nacién analitica. La trascendencia clinica de este tedrico fendmeno no ha sido estudiada. Por ello
quisimos profundizar en este trabajo en los cambios que dicha situaciéon podria inducir a nivel de
cambios comportamentales, del balance hidrosalino, la distribucion del agua cerebral y la activa-
cién glial. Para ello, hemos recurrido a estudios del aprendizaje y la memoria, estudios analiticos
de sangre y orina, y estudios de imagen con resonancia magnética (RM) para valorar la distribucién
encefélica 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 microscopia dptica
con técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) para valorar los posibles cambios en astrocitos y oligo-
dendrocitos, células particularmente relevantes tanto en la adaptacién a la hipoosmolalidad como
en las fases precoces de la DMO. Las lesiones en las que se ha descrito astrogliosis son multiples,
pero no hemos encontrado estudios especificos en hiponatremia (140). Los sintomas neuroldgicos
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 areas
en las que decidimos centrar los estudios de comportamiento, de imagen y morfolégicos del SNC.
Algunos estudios han demostrado diferencias regionales en el comportamiento del cerebro ante
un estrés hipoténico agudo (132,134), pero ninguno ha realizado una valoracion tan exhaustiva por
regiones como la planteada en este trabajo. Existen pocos estudios que ofrezcan una visién 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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Hipatesis y objetivos

HIPOTESIS

La induccién de una hiponatremia intermitente recurrente leve es suficiente para inducir una reten-
cién hidrica capaz de provocar cambios objetivables en el comportamiento y en el SNC.

0BJETIVOS

Principal:

Explorar los efectos de una administracion intermitente de ddAVP, asociada o no a una administra-
cién 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 administracion intermitente de ddAVP asociado a una dosis diaria de agua
intraperitoneal sobre el balance hidrosalino.

Estudiar la distribucién 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 afectacion de los astrocitos y oligodendrocitos mediante técnicas de inmunohis-
toquimica en diferentes condiciones de anisotonicidad.
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Material y métodos

1. MODELOS EXPERIMENTALES

Todos los animales empleados se compraron a Charles River Laboratorios (Les Oncins, Francia), y
tras su recepcién se estabularon en el animalario del Instituto de Investigacién Sanitaria Gregorio
Maranon (liISGM), Hospital General Universitario Gregorio Maranén (HGUGM), en jaulas de policar-
bonato ventiladas con 12/12 horas de luz/oscuridad (luz blanca encendida a las 8:00 am), a 24°C y
con 5-6 renovaciones de aire por hora. Los procedimientos fueron llevados a cabo en las instalacio-
nes de dicha institucién y contaron con la supervision directa del veterinario responsable. Dichos
procedimientos se adaptaron a la legislacion vigente en Espafia a través de los RD 53/2013, de 23
de febrero y RD 118/2021 sobre manejo de animales en experimentacién animal.

Los protocolos llevados a cabo fueron evaluados por el Comité de Etica del [iISGM en el manejo de
animales de experimentacién. Se solicité y obtuvo de la Comunidad de Madrid la autorizacion para
la realizacién de los estudios (PROEX 059/15y 129.2/21).

Las dosis de farmacos se calcularon por unidad de peso extrapolédndose de las dosis usadas en clini-
ca humana. El tamafio muestral se adapto a las necesidades del disefio de los estudios, que fueron
de prueba de concepto, tras revisién de la literatura.

1.1. Moduladores del halance hidrosalino

Para estudiar las modificaciones en el balance hidrosalino en diferentes situaciones se emplearon
las siguientes sustancias:

e Acetato de desmopresina (ddAVP) (Minurin®, Ferring, Madrid, Espafia), a dosis de 0.4 pg/kg por
via intraperitoneal (i.p.) una vez al dia. La desmopresina es un anélogo estructural de la hormona
natural arginina-vasopresina o ADH. Se han realizado dos cambios quimicos en la hormona natu-
ral, una desaminacion de la 1-cisteina y una sustitucién de la 8-L-arginina por la 8-D-arginina (Fig
10). Esto produce una prolongacién considerable en la duracion de su accidn y una ausencia de
la actividad presora a dosis terapéuticas. La duracién de la actividad antidiurética es de entre 8
y 12 horas (141).

Figura 10. Estructura quimica de la desmopresina. Tomada de iStock by Getty Images (https://www.istockphoto.com/
es/about-us).

* Sobrecarga de agua (B. Braun Medical SA, Barcelona, Espafia). Se administré de forma diaria
a una dosis equivalente al 2.5% del peso corporal del animal por viai.p, o0 a una dosis equivalente
al 10% del peso corporal i.p. en bolo Unico, dependiendo del experimento.
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e Solucién salina hipertdnica (NaCl3%). Para prepararla, se anadieron 1.2 ml de solucién salina
hipertonica al 20% (B. Braun Medical SA) a 10 ml de suero salino fisiolégico al 0.9% (B. Braun Me-
dical SA). Se administraron 2ml por cada 100g de peso corporal por via 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, segun el modelo experimental:

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

Figura 11. Composicién de dieta pellet EU Rodent Pellet Diet 14% 5LF2 LabDiet.
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e Dieta hiposddica: RodentliquidDiet F 1268SP (BioSerV, New Jersey, USA). La composicién de
esta dieta esté disponible en la figura 12. Fue necesario gelificar la dieta para asegurar la ingestion
de la misma por parte de los animales de experimentacién. Se realizaron multiples pruebas de
palatabilidad de la dieta hiposddica a diferentes concentraciones, obteniéndose los mejores re-
sultados con una dilucién en agua de 4 veces con respecto a las recomendaciones del fabricante.

Figura 12. Composicién de dieta hiposédica RodentLiquidDiet F 1268SP BioSerV.

Para su elaboracion, se afiadié a cada litro de agua en ebullicién 20 g de gelatina sabor neutro (Ge-
latina Royal, Madrid, Espafia), 60g de dieta liofilizaday 1 g de colorante blanco a base de diéxido de
titanio (E171, Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Se afiadié colorante blanco como control de la ingesta,
ya que tine las heces de los animales. La mezcla se removid hasta la completa disolucién de los
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componentes y se dejo reposar a 4°C durante 24h en recipientes metélicos de 150-180 ml cada uno
previo a su uso (Fig 13).

Figura 13. Gelificacién de dieta liquida hiposddica segtn el protocolo experimental.

1.3. Modelos en raton

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 realizacién de los siguientes experimentos:

1.3.1. Estudio piloto del efecto de ddAVP sobre el comporfamiento

e Grupo control: animales que no recibieron ningln tipo de intervencion (n=3).
e Grupo ddAVP: animales que recibieron una inyeccién i.p. diaria de ddAVP durante 5 dias (n=3).

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

A B

J of

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

® Grupo control: animales que no recibieron ningun tipo de intervencién (n=3).

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

® Grupo ddAVP/agua + sobrecarga 10%: animales que recibieron una inyeccion i.p. diaria de
ddAVP junto con una dosis i.p. diaria de agua equivalente al 2.5% de su peso corporal durante 5
dias. El cuarto dia del experimento, este grupo recibid 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 dia 5, inmediatamente después de finalizar los estudios de compor-
tamiento programados para ese dia (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 hiponafremia aguda

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

?

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

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

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

e Dieta hiposédica: animales alimentados durante 15 dias con una dieta hiposddica gelificada.
Durante los ultimos 7 dias, recibieron una inyeccién 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 calorias ofrecidas limitando la cantidad de pellet administrada al grupo alimentado con
dicha dieta. Tras una primera semana de adaptacién, todos los animales pasaron 24h en jaula meta-
bélica para la recogida y anélisis de la orina. Tras dicho periodo, y antes de cualquier otra manipula-
cién, se extrajo una muestra de sangre de la vena de la cola para el anélisis del balance hidrosalino.

Durante los siguientes siete dias, todos los animales recibieron una inyeccién 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 funcion de la dieta. Se obtuvo una muestra de sangre de la vena de la
cola a diario 4:30h tras la administracién del tratamiento. El dia en que se administrd la Ultima dosis,
todos los animales pasaron de nuevo 24h en jaula metabdlica para la recogida de la orina, y a la ma-
fana siguiente se procedid bajo sedacién con ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y xilaci-
na (Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios Karizoo S.A.) al sacrificio por puncién cardiaca para la obtencién
de una muestra de sangre (Fig 16) (ver apartado 2.1 Sacrificio de los animales).

?

Figura 16. Disefio experimental del modelo de hiponatremia intermitente recurrente, en el que se estudié el balance hidrosali-
no en funcién de la dieta y la administracion de ddAVP y agua i.p. a diario (n=4 por grupo). Figura creada con BioRender.com.

1.4.3. Agudizacion de hiponatremia infermifente recurrente

En esta fase del estudio se utilizaron 4 ratas que tras una semana de adaptacion a la dieta hiposédi-
ca gelificada recibieron tratamiento diario por via i.p. con ddAVP y agua (equivalente al 2.5% de su
peso corporal) durante 7 dias. Como en el modelo anterior, el dia 15 recibieron una sobrecarga Unica
adicional de agua equivalente al 10% del peso del animal y fueron sacrificados a las 2h de dicha in-
tervencién. Previamente a la administracién de la sobrecarga hidrica se tomé una muestra de sangre
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retro-orbital bajo sedacién 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 tomd una segunda muestra de san-
gre inmediatamente antes del sacrificio (ver apartado 2.1. Sacrificio de los animales), momento en
el que se recogidé también una muestra de orina por puncién vesical y se extrajeron los encéfalos (Fig
17) (ver apartado 2.1 Sacrificio de los animales).

?

Figura 17. Modelo de agudizacién de hiponatremia intermitente recurrente (n=4). *Los encéfalos usados como com-
parador de la situacién previa a la sobrecarga hidrica del 10% provienen de los animales alimentados con hiposddica
+ ddAVP/agua (grupo dieta hiposddica + ddAVP/agua, apartado 1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino
hiperténico). Figura creada con BioRender.com.

1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino hipertonico

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

¢ Dieta pellet: animales alimentados durante 15 dias con dieta pellet (n=4).

¢ Dieta pellet + hiperténico: animales alimentados durante 15 dias con dieta pellet; en el dia 15,
se administré una dosis de suero salino hiperténico (n=4).

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

e Dieta hiposédica + ddAVP/agua + Hipertdnico: tras una semana de adaptacién a la dieta hipo-
sédica gelificada, los animales recibieron inyecciones diarias i.p. de ddAVP y agua (equivalente
al 2.5% de su peso corporal) durante 7 dias; en el dia 15, se administré una dosis de suero salino
hipertonico (n=4).

En todos los animales se extrajo el encéfalo y se obtuvo una muestra de sangre retro-orbital bajo
sedacién profunda en el momento del sacrificio, que se realizé en todos los animales en el mismo
momento temporal, es decir, a los 45 minutos de la administracién del suero salino hiperténico en
los grupos correspondientes. A los 45 minutos de la administracion de suero salino hiperténico, se
realizé una toma de sangre retro-orbital de los animales del grupo correspondiente bajo sedacion
con ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) y xilacina (Xylasol® 20 mg/mL, Laboratorios
Karizoo S.A.), e inmediatamente después se sacrifico 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
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dieta hiposédica + ddAVP/agua se usaron como comparadores basales para los experimentos de
hiponatremia aguda (ver apartado 1.4.1. Modelo de hiponatremia aguda) y de agudizacién de

la hiponatremia intermitente recurrente (ver apartado 1.4.3. Agudizacién de hiponatremia inter-
mitente recurrente).

?

Figura 18. Disefio experimental del estudio del efecto precoz de suero salino hiperténico (n=4 por grupo). Figura
creada con BioRender.com.
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2. EXTRACCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS

2.1. Sacrificio de los animales

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical bajo sedacion profunda con 100 mg/kg de
ketamina (Ketolar® 50 mg/mL, Parke-Davis S.L.) més 10 mg/kg de xilacina (Xylasol® 20 mg/mL, La-
boratorios Karizoo S.A.).

En los modelos de rata de hiponatremia aguda, agudizacién de hiponatremia intermitente re-
currente y efecto precoz de suero salino hiperténico, se obtuvo, bajo sedacion 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 toracica para la perfusion y extracccién de
los encéfalos (ver apartado 2.2. Obtencién de muestras del sistema nervioso central). En los
modelos de hiponatremia aguda y agudizacién de hiponatremia intermitente recurrente se obtuvo
una muestra de orina por puncién vesical directa en el momento del sacrificio.

En el modelo de rata de hiponatremia intermitente recurrente, el sacrificio se realizé bajo sedacién
profunda con Sevoflurano (Sevorane®, Abbvie, Espafia) 300 cc/min/O, 2.5-3%; y exanguinacién por
puncién directa del ventriculo izquierdo.

2.2. Obtencion de muestras del sistema nervioso central

Bajo sedacién 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 procedié a la apertura de la cavi-
dad toracica de las ratas. Se realizé una canulacién del cayado adrtico a través del dpex del ventri-
culo izquierdo, y se clamp? la aorta descendente. A través de dicho catéter (canula Introcan Safety
24G, Brown), se perfundio el hemicuerpo superior de los animales con suero salino (NaCl 0.9%, B.
Braun Medical SA) y heparina al 0.001% a 4°C durante 20 minutos con un volumen de 120-150ml,
seguido de paraformaldehido al 4% (PFA, Merck) en Tampén Fosfato (Phosphate Buffer, PB) 0.1M
y pH 7.4 a 4°C como solucién fijadora (mismo volumen y tiempo que con la primera solucién). Tras
la perfusion, los encéfalos fueron rapidamente extraidos y preservados en una solucién de PFA al
4% durante 48h a 4°C. A continuacion se realizaron 3 lavados con PB 0.1M (pH 7.4) de 30 minutos
cada uno y se procedid a la crioproteccién del tejido en sacarosa al 11% en PB 0.1M a 4°C durante
24h, y seguidamente en sacarosa al 33% en PB 0.1M durante 48h maés. 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 -80°C hasta su utilizacién. Los encéfalos se
cortaron en secciones coronales de 20 pm 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-30°C (Fig 19).
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Figura 19. Obtencién y preparacién de las muestras de cerebro para su posterior analisis. Figura creada con BioRender.
com.
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3. ANALISIS BIOQUIMICO

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, asi como el hema-
tocrito en sangre. A partir de los valores obtenidos se calcularon una serie de parametros mediante
las férmulas detalladas en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros calculados a partir de valores analiticos medidos.

PARAMETRO FORMULA

Excrecidn urinaria de sodio Vol_* Nao /1000 mEg/d
Excrecién urinaria de potasio Vol_* Ko /1000 mEg/d
Aclaramiento de agua libre Vol_* (1-OsmO/Osmp) mlL/d
Osmolalidad urinaria calculada Gluc /18 + Urea /6 + (Na_ + K )*2 mOsm/kg
Osmoles urinarios atribuibles a iones (Na, + K )*2 mOsm/kg
Osmoles urinarios atribuibles a urea Urea /6 mOsm/kg
Osmoles urinarios atribuibles a glucosa Gluc /18 mOsm/kg
Osmol gap urinario Osm_medida - Osm_ calculada mOsm/kg

Vol : diuresis en 24h; Na_: concentracién urinaria de sodio; K : concentracién urinaria de potasio;
Osm_: osmolalidad urinaria; Osmp: osmolalidad plasmética; Gluc_: concentracion urinaria de glucosa;
Urea_: concentracion urinaria de urea (143).

Los parametros analiticos se determinaron utilizando un analizador de gases GEM premier 3000
(Werfen, Barcelona, Espafia) y un osmémetro (Fiske one-ten osmometer, Fiske associates, Massa-
chusetts, USA). El andlisis bioquimico de la orina se realizé con un autoanalizador CObAS 711 (Roche
Farma, Madrid, Espafia) disponible en el Servicio de Bioquimica 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 metabdlica
permitié medir la diuresis de 24h en determinados momentos de la experimentacién.
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4. EVOLUCION PONDERAL Y DE LA INGESTA CALORICA E HIDRICA

Se observd la evolucién ponderal durante la semana de adaptacion a las diferentes dietas, y poste-
riormente durante la semana de administraciéon de ddAVP/agua. Se midié durante el mismo periodo
de tiempo la ingesta diaria de agua y calorias, a partir de las cuales se calculé la ingesta de sodio y
potasio usando como referencia la composicién de las dietas (Figs 11y 12).

9. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO

Los estudios de comportamiento se llevaron a cabo en ratones (ver apartado 1.3. Modelos en ratén).

5.1. Analisis de comportamiento en condiciones no forzadas

Se procedié a la grabacion diaria del comportamiento espontédneo de los animales en su jaula de
estabulacién, a primera hora de la mafnana y antes de someter a los ratones a cualquier manipula-
cién, durante 120 segundos a lo largo de tres dias consecutivos. Se dividié la jaula en cuatro cua-
drantes imaginarios y se cuantificé el nimero de cambios de cuadrante cuando el animal cruzaba
la linea imaginaria con al menos tres patas, asi mismo, se cuantificé el nimero de bipedestaciones
por minuto (Fig 20 A).

A B

Figura 20. Tests empleados en la evaluacién del comportamiento. Panel A: evaluacién en condiciones no forzadas
mediante filmacién en las jaulas de estabulacién. Panel B: evaluacién condiciones controladas mediante el laberinto de
agua de Morris. Figura creada con BioRender.com.

5.2. Analisis de comportamiento en situaciones controladas

Existen multiples tipos de laberintos destinados a evaluar el comportamiento, pero el mas 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 cilindrico 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 motivacion. Presenta el inconveniente de someter a los animales
a estrés y riesgo de hipotermia. El protocolo basico, que se puede modificar en funcién de los
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objetivos del estudio, consiste en la realizacién de 4 ensayos al dia durante un nimero variable de
dias de entrenamiento, evaludndose la memoria al dia siguiente de la Ultima sesidn. Las principales
variables a evaluar incluyen el tiempo empleado y la longitud de la trayectoria hasta alcanzar la
plataforma de salvamento, reflejando la reduccién 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 nimero de cruces
de la plataforma de salvamento o diferentes estrategias de nado. Si bien se desarrollé inicialmente
para ratas, multiples estudios han reproducido su validez también en ratones (147-149).

El laberinto de Morris utilizado en nuestros experimentos media un metro de didmetro, 15 cm de
profundidad, y contenia una plataforma de salvamento de 5x5 cm fabricada en metacrilato transpa-
rente. La posicion de la piscina no se modificé a lo largo de todo el estudio, ni tampoco la posicién
relativa de la plataforma. El nivel del agua se mantuvo a ras de la plataforma. El agua se mantuvo
blanca y opaca mediante la adicién de 1g de colorante E171 (Sigma) por cada litro de agua, a una
temperatura de 20°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 maximo de 120 segundos, tiempo
establecido como limite para la finalizacion 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 llevd a cabo a lo largo de 5 dias mediante 3 sesiones de entre-
namiento los dias 1, 3y 5. Cada uno de estos dias el animal se sometid a la prueba del laberinto de
agua en 4 ocasiones, con intervalos de 20-40 minutos. La administracién de la dosis diaria de ddAVP
y agua i.p. se administré cada dia al final de la Gltima sesion de entrenamiento, y en los dias en los
que no habia entrenamiento a primera hora de la mafnana. Se calculé la media ponderada de los
tiempos y longitud de las trayectorias de los 3 animales incluidos en cada grupo experimental. El
aprendizaje se evalué 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 dia. La memoria se
evaludé comparando los tiempos y trayectorias entre los grupos experimentales en el primer intento
de dias consecutivos. En el segundo estudio (ver apartado 1.3.2. Estudio confirmatorio del efec-
to de ddAVP sobre el comportamiento), se realizd una sesion de entrenamiento extraordinaria en
el dia 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 hidrica se administré tras la primera prueba de la
mafiana, y se evalud su efecto en la Ultima prueba de ese dia (aprendizaje) y en la primera del dia
siguiente (memoria).

Cada prueba fue filmada con una cdmara de video conectada a un transformador ACDC, conectado
a su vez a un ordenador portétil. La posicién de la cdmara se mantuvo fija 50 cm por encima de la
piscina y centrada con la misma. Los programas utilizados fueron iGrabber (versién 1.0.0 for Win-
dows, descarga libre disponible en https://igrabber.updatestar.com/es) para las capturas, y Quic-
ktime (version 7.7.9 for Windows, descarga libre disponible en https://quicktime.softonic.com/des-
cargar) para la reproduccion. El tiempo de resolucién de la prueba quedaba registrado en el video.
Para la medicién de la longitud de la trayectoria recorrida se utilizé un curvimetro digital con el que
se repasaba la trayectoria trazada por los animales durante la prueba, con la escala ajustada para
obtener el resultado en centimetros. La escala se confirm¢ utilizando como referencia el didmetro
del laberinto. Se evalué el tiempo empleado por los animales hasta alcanzar la plataforma (con un
maximo establecido de 120 segundos) y la longitud de la trayectoria recorrida hasta alcanzarla.
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6. COEFICIENTE DE DIFUSION 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 agudizaciéon de hiponatremia inter-
mitente recurrente (ver apartado 1.4.3. Agudizacién de hiponatremia intermitente recurrente).
Dichos estudios se llevaron a cabo mediante RM para lo cual se prepard a los animales como se
detalla a continuacion.

Se rasuré el abdomen de los animales para la colocacion de un catéter peritoneal (canula Introcan
Safety 24G, Brown) y se sujeté con Tegaderm Film 3M. Los animales se mantuvieron anestesiados
con sevofluorano (5% para la induccién y 2% para el mantenimiento, en oxigeno al 100%). Los ani-
males se colocaron sobre una manta térmica de agua caliente Gaymar a 38°C. Se empled la via i.p.
para la administracion de la sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso corporal (Fig 21). Se
extrajo una muestra de sangre retro-orbital pre y post evaluacion para la medicion de pardametros
gasométricos venosos, como se comentd en el apartado 2.1 Sacrificio de los animales. Al término
del periodo de adquisiciéon de imagenes, y aln bajo sedacion profunda, se procedié al sacrificio
de los animales y a la extraccién del encéfalo (ver apartados 2.1. Sacrificio de los animales y 2.2.
Perfusidn y extraccién de los encéfalos).

Figura 21. Preparacién y monitorizacién de los animales para la resonancia magnética. Figura creada con BioRender.com.

Con el fin de descartar posibles efectos de la anestesia y/o la duracién de la misma sobre nues-
tros resultados (150), se llevd a cabo un estudio piloto con dos animales sometidos al mismo
esquema de sedacién profunda que aquellos en los que se realizaron estudios de RM, en los que
se registraron diversos parametros fisioldgicos: frecuencia cardiaca (FC), saturacién de oxigeno
(SatO,), frecuencia respiratoria (FR) y temperatura (T%) cada 10 minutos durante 120 minutos,
duracion de los estudios de RM. Para la monitorizacién se utilizé un médulo de FC, FR y pulsioxi-
metria (S.A. instruments, INC).




Material y métodos

6.1. Obtencion de imagenes y coeficiente de difusion aparente

Existen diversos métodos de adquisicién de imagenes de RM que permiten estudiar la informacion
estructural o quimica de una muestra. Entre ellas, las imdgenes ponderadas en difusién (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 difusion. En las técnicas convencionales de RM,
la difusion de las moléculas de agua en los tejidos apenas contribuye a la sefial. Con la tecnologia
DWI, la difusién de las moléculas de agua se convierte en el mecanismo principal para generar el
contraste en las imégenes. La representacion cuantitativa de estos cambios en la movilidad del
agua se realiza calculando el coeficiente de difusién aparente (apparent diffusion coefficient, ADC)
a partir de los pixeles en cada voxel, lo que permite crear mapas de ADC (157).Puesto que el agua
presenta un coeficiente de difusién mas 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 comunmente usados en DWI), el valor resultan-
te de ADC representa una media ponderada de los coeficientes de difusion 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 restriccion de la difusién asociado a un
descenso en el ADC (155,156).

Las imadgenes de RM se obtuvieron con un escéner BioSpec 70/20 de 7 Tesla (Bruker, Ettlingen,
Germany). La adquisicién de imagenes se realiz6 usando una antena de volumen como transmisora
y una antena de superficie de cerebro de rata de 4 elementos como receptora. Bajo sedacidén con
sevofluorano como se ha indicado mas arriba, se adquirieron un total de trece imégenes ponde-
radas en difusion (DWI), adquiridas cada 10 minutos durante 120 minutos. Tras la obtencion 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 agudizaciéon
de hiponatremia intermitente recurrente (dieta hiposddica + ddAVP/agua).

Las imédgenes DWI se adquirieron usando una secuencia eco planar de disparo Unico con los si-
guientes pardmetros: tiempo de repeticién (TR) = 1500 ms, tiempo de eco (TE) = 20.2 ms, 10 corte,
grosor de la corte Tmm, orientacion axial, zona de interés (field of view, FOV) de 27 x 32 mm? y un
tamanfo de la matriz de 192x92 pixeles. Se usaron 5 valores b diferentes (0, 49, 308.8, 1039.8, 2026 s/
mm?) en la direccién X (transversal al campo magnético) para obtener cinco iméagenes diferentes las
cuales se usaron para obtener los mapas de ADC.

Para la obtencién de los valores de ADC, se definieron manualmente regiones de interés (ROls)
usando el software ImagedJ (versién 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), hipotalamo, SB (cuerpo ca-
lloso, comisura anterior, capsula interna) y encéfalo completo. Las subregiones incluidas en SG se
analizaron también por separado. Para la localizacion y delimitacién de las ROls se utilizaron como
referencia los cortes axiales del atlas de neuroanatomia murina Paxinos (157) (corteza Bregma -3.10
a -3.68 mm; cuerpo calloso, comisura anterior y capsula 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; hipotalamo Bregma
-8.82 a-9.22 mm) (Fig 22).
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Figura 22. Ejemplo de la metodologia del procesamiento y analisis de datos de las imdgenes 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 inyeccion del bolo i.p. de agua (10% del peso corporal). Para ello se
usd una secuencia PRESS en un volumen de 1.3x1.5x1.5 mm? con los siguientes pardmetros: TE =
16.5ms, TR = 2500 ms, 256 averages, 2048 puntos de adquisiciéon 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 normalizé con respecto a la senal del agua.

7. ANALISIS INMNOHISTOQUIMICO DE ASTROCITOS Y
OLIGODENDROCITOS

Los analisis inmunohistoquimicos se realizaron segun el protocolo desarrollado en el laboratorio
de la Dra Lépez Gallardo (123-125) (Fig 19). Los lavados e incubaciones de los portaobjetos se rea-
lizaron en tampén de inmunohistoquimica (Tl), PB 0,7M a pH 7,4 con un 0,5% de suero de albumina
bovino (BSA, Bovine Serum Albumin, Sigma) y 0,3% de triton X-100 (Sigma). Se bloqued la peroxi-
dasa enddgena con una solucién al 0.5% de perédxido de hidrégeno (Merk) en Tl. La incubacién con
el anticuerpo primario se realizé en Tl con un 5% de BSA durante toda la noche a 4°C. Se empled
GFAP como marcador de astrocitos y MBP como marcador de oligodendrocitos (25,34) (ver apar-
tado 1.4.1. Organizacién celular del sistema nervioso central). Tras 3 lavados de 10 minutos con
Tl, se realizé la incubacion con el anticuerpo secundario, 2h a temperatura ambiente (Tabla 2 para
las caracteristicas de los anticuerpos empleados).

Tabla 2. Anticuerpos usados en la inmunohistoquimica.

TIPO CELULAR PROTEINA AC. PRIMARIO AC. SECUNDARIO

GFAP Rabbit anti-GFAP Goat anti-Rabbit 19G (H+L)
Astroglia (Glial Fibrillary Acidic- (Dako, Z0334) (Thermol(;ciingniiﬁec 31820)
Protein) [1:600] [1:200] !
Mouse anti-MBP Goat anti-Mouse IgG (H+L)
Oligodendroalia MBP (Santa Cruz, SC- Biotinylated
9 9 (Myelin Basic-Protein) 271524) (Vector Laboratories, BA-9200)
[1:200] [1:200]

Las concentraciones se expresan entre corchetes. Ac: anticuerpo.

El revelado se realizé con el complejo ABC-peroxidasa (Strept-Avidin Biotin Complex—Peroxidase,
Thermo Scientific), tras una incubacién de 1.5h, y 3 lavados posteriores con Tl de 10 minutos cada
uno. Como sistema de revelado se utilizé diaminobenzidina a una concentracién de 0.5mg/dL du-
rante 9-10 minutos (DAB, Sigma). El montaje de los portacbjetos se realizd tras deshidratar las mues-
tras en concentraciones crecientes de alcohol, y en xilol, y se empled Depex (Serva® como medio
de montaje. En cada prueba de inmunohistoquimica se incluyeron portaobjetos de los cuatro ani-
males de cada grupo experimental (modelos de hiponatremia aguda, agudizacién de hiponatremia
intermitente recurrente y efecto precoz de suero salino hipertdnico) y un control negativo (sin afadir
anticuerpo primario), para comprobar la especificidad de la prueba.




Las secciones se observaron en un microscopio Zeiss AxiolmagerA.12. En cada portaobjetos se
selecciond aleatoriamente un corte. Se realizd una microfotografia a 10 aumentos (10x) para cada
regién cerebral en estudio. Las microfotografias se obtuvieron bajo las mismas condiciones de luz
y contraste mediante una cdmara Zeiss Axiocam y con la utilizacion del software de captura Axiovi-
sion 40V4.1 (Carl Zeiss Vision GMB4).

Para la localizacion y delimitacién de las areas de estudio (corteza motora, cuerpo calloso, cépsula
interna, hipotadlamo periventricular) se utilizaron como referencia los cortes coronales del atlas de
neuroanatomia murina Paxinos (157) (corteza y cuerpo calloso anterior Bregma 2.52 a 1.92 mm; hipo-
tédlamo y cuerpo calloso medio Bregma -0.96 a -1.44 mm; cépsula 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, hipotédlamo) y SB (cuerpo calloso, cépsula interna) (Fig 23).

Figura 23. Ejemplo de la metodologia del procesamiento y extraccién de datos de las imédgenes del densitometrado
de las microfotografias de las tinciones inmunohistoquimicas. Cortes coronales.

La cuantificacion de la expresién de GFAP y MBP se realizd mediante el densitometrado éptico de
las microfotografias realizadas con el programa ImageJ obteniendo un valor de densidad ptica
(unidades arbitrarias) para cada una de las regiones de interés. El drea de cuantificacion obtenida
directamente del programa Imaged en pixeles se convirtio en um? teniendo en cuenta que cada
pixel corresponde 0.6573 um? (Tabla 3).
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Tabla 3. Area total de cuantificacién de densitometrado de las diferentes regiones a estudio.

AREA DE DENSITOMETRADO (pM?)

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
Cépsula interna 1521774
Corteza motora 1448

Hipotalamo periventricular 1923

8. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se presentan como media + desviacion estandar (DE) mientras que las
variables cualitativas se expresan en frecuencias y porcentajes. Debido a las limitaciones del tama-
fio muestral por haber trabajado con animales, no siempre fue posible utilizar pruebas estadisticas
clasicas 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 anélisis de variables continuas frente a factores independientes, se aplicd, siempre que
fue posible, un analisis de la varianza (ANOVA) factorial. A pesar del pequefio tamafio de nuestros
grupos experimentales, se realizaron ANOVA dada la robustez de estos anélisis. Los resultados de
dichos ANOVA se presentan en las figuras correspondientes. La informacién proporcionada es la
significacién del modelo, la significacién de cada factor y si fuese necesario, la significacion de la
interaccién entre factores. Las diferencias entre niveles de los factores se ha investigado mediante
test post hoc (Tukey y diferencia minima significativa de Fisher (DMS)).

La comparacién entre grupos por regiones y su evolucién en el tiempo de los valores del ADC, se
estudié mediante modelos lineales mixtos. Cada animal se considerd como un efecto aleatorio,
mientras que el grupo, el tiempo, y la interaccidon grupo-tiempo, se considerd 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 (interaccion).

El anélisis estadistico se realizd con el programa IBM SPSS Statistics for Windows, Version 25.0.
Armonk, NY: IBM Corp. Se utilizaron pruebas bilaterales y se consideraron como estadisticamente
significativos aquellos resultados con una p<0,05.

n
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Resultados

Los resultados se presentaran siguiendo el orden de los diferentes modelos experimentales. Las
gréficas y tablas combinan los resultados de diferentes modelos para facilitar la comparacién visual
de los resultados y evitar duplicidades, aunque la explicacidon en el texto seguira 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 administracién repetida de ddAVP, con y sin administracién con-
junta de agua.

En un primer estudio piloto se evaluaron los efectos de la administracién 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 dias de administracion de tratamiento, se observd que la
administracién de ddAVP era suficiente para reducir de forma notable la actividad exploradora
cuantificada mediante el nimero de cambios de cuadrante y bipedestaciones. Los resultados del
ANOVA muestran un efecto general del tratamiento (p<0,001), un efecto general de los dias de tra-
tamiento (p<0,001) asi como una interaccion entre el tratamiento y los dias 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 dias. A lo largo de los dias los animales alimentados con
dieta de pellet parecen incrementar su actividad motora espontanea (cambios de cuadrante/min),
mientras que los grupos tratados con ddAVP, sélo o en combinacién con el agua no muestran nin-
gun cambio en dicha actividad motora. Los resultados para el nimero de bipedestaciones/minuto
muestran una tendencia similar, que no alcanza la significacién estadistica (Fig 24).

Figura 24. Actividad esponténea en la jaula de estabulacién (condiciones no forzadas). Resultados normalizados al nd-
mero de cambios de cuadrante/bipedestaciones el primer dia. 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<0.007;
dias de tratamiento p<0.001; tratamiento*dias de tratamiento p<0.001. Panel B: Nimero de bipedestaciones/minuto.
ANOVA factorial del modelo p=0.072; tratamiento p=0.01; dias de tratamiento N.S.; tratamiento*dias 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
dias 1, 3y 5 de administracién de tratamiento, se evidencid una mejoria significativa en los tiempos
(p=0.002) y un acortamiento en la longitud de las trayectorias (p=0.001) de resolucién de la prueba
a lo largo de las distintas repeticiones en un mismo dia (aprendizaje), asi como una mejoria pro-
gresiva de dia en dia en la primera prueba de la mafiana (memoria) (tiempo p=0.004; trayectoria
p=0.002). Al comparar los controles con los animales tratados con ddAVP (independientemente de
si habian recibido o no una dosis diaria de agua), se observé una diferencia a favor de los controles
(menor tiempo de resolucién y longitud de la trayectoria), tanto en aprendizaje (tiempo p=0.035;
longitud p=0.063) como en memoria, si bien en este Ultimo caso la diferencia no alcanzé la signi-
ficacién estadistica (Fig 25y 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: Comparacién de la
longitud de la trayectoria recorrida hasta la resolucién del laberinto. ANOVA factorial del modelo p=0.063; tiempo
p=0.014; tratamiento N.S.; tiempo*tratamiento N.S. Panel B: Comparacién del tiempo de resolucién 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 dias. Resultados
expresados como media = DE; n=3 por grupo experimental. Panel A: Comparacién de la longitud de la trayectoria
recorrida hasta la resolucién del laberinto. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel B: Comparacién del tiempo de re-
solucién del laberinto. ANOVA factorial del modelo N.S.

Dichos resultados se confirmaron en un segundo experimento, donde ademas se evalud el efecto
de una sobrecarga i.p. de agua equivalente al 10% del peso del animal administrada tras el primer
entrenamiento de una sesion extraordinaria realizada en el dia 4 en cada uno de los grupos. La
memoria (evaluada en el tiempo basal del laberinto de Morris del dia 5) se vio gravemente afecta-
da por la administracién de ddAVP/agua sin y con una sobrecarga hidrica adicional el dia anterior.
El tratamiento con ddAVP/agua provocd 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 administracion de una sobrecarga hidrica valorada de forma global sélo tuvo un efecto
significativo sobre la longitud recorrida por los animales (p=0.001) y no sobre el tiempo de resolu-
cion (Fig 27).




Figura 27. Estudio de la memoria en el tiempo basal del dia 5 de entrenamiento: resolucién 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 dia 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 resolucién. 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.

El aprendizaje (evaluado en el tiempo 60 minutos del dia 4) también se vio afectado por la admi-
nistracion de ddAVP/agua sin y con sobrecarga hidrica adicional (Fig 28).

Figura 28. Ejemplo de la influencia de las distintas maniobras sobre 3 animales en el aprendizaje (tiempo basal y tiempo
60 minutos de la sesién extraordinaria de entrenamiento en el dia 4): resolucién del laberinto de Morris (longitud de la tra-
yectoria en cm) en individuo control (izquierda), tratado diariamente con ddAVP/agua (centro), y tras la administracién de
una sobrecarga hidrica adicional equivalente al 10% del peso del animal tras la ronda de entrenamiento basal (derecha).

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 espontanea 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 natacién més prolongada, y siguiendo una trayectoria més
larga para alcanzar la plataforma oculta en el laberinto de Morris. Estos efectos son especialmente
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marcados en aquellos animales tratados ademés con una sobrecarga hidrica adicional. Es por ello
que consideramos necesario continuar nuestros estudios sobre los efectos de estos tratamientos
sobre el medio interno y sobre determinados parametros del SNC.

2. MODELO DE HIPONATREMIA AGUDA

Inicialmente, se estudié 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 continuacion.

2. 1. Analisis del balance hidrosalino

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

Tabla 4. Comparacién de los valores analiticos entre dieta pellet y dieta hiposédica, una semana tras la
adaptacion a la dieta (basal) y tras otra semana de administracion de ddAVP/agua.

TRAS 7 DIAS DE DDAVP + AGUA 2.5%

VARIABLE

D. PELLET D. HIPOSODICA D. PELLET D. HIPOSGDICA
Na plasmatico 140.25 + 3.30 13650 « 1.73 142.50 + 0.58 141.25 + 096
(mEg/L)
Osm plasmatica 30267 + 11.55 310.00 + 10.71 280.00 + 15.41 28933+ 231
(mOsm/kg)
("'o/jmat°““° 40.25 + 0.96 42.50 + 2.52 4125+ 171 40.00 + 2.45
Ingesta hidrica 29.25+ 572 13.96 + 3.33 30413 + 095 2592 + 911 $
(mL/d)
Ingesta Na * *
ndects 1.66 + 011 069 + 0.16 1.45 + 0.09 049 + 019 $t
Ingesta K * *
ingects 221+014 0.23 + 0.05 192 + 011 016 + 0.06 $t
X:l'/‘g)“e“ de diuresis 13.75 + 210 72.25 + 1170 * 13.25 + 6.24 50.00 = 23.22 $t
Osm urinaria 73600+ 14579 | 189.25 + 32.65 * 614.00 + 63.38 201.25 + 48.37
(mOsm/kg)
Excrecion urinaria Na 0.86 + 015 1.04 + 0.31 0.84 + 019 0.74 = 0.40
(mEg/d)
Excrecién urinaria K 092 + 0.20 0.49 + 0.20 * 090 + 0.26 0.27 021+
(mEg/d)
%Jg)“a libre 12030  4.79 28.55 + 10.95 * 2161 £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 Hiposddica Basal. T p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras ddAVP/agua. Na:
sodio. Osm: osmolalidad. K: potasio. Cl: aclaramiento.
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Figura 29. Representacién gréfica del balance de agua, sodio y potasio entre dieta pellet y dieta hiposédica, una semana
tras la adaptacion a la dieta (basal) y tras otra semana de administracién de ddAVP/agua.con las distintas intervenciones.
Resultados expresados como media = DE; n=4 por dieta. *p<0.05 para la comparacién entre la situacion basal (tras una
semana de adaptacién a cada una de las dietas) y la situacién final tras una semana mas de administracién diaria i.p. de
ddAVP/agua (ddAVP/agua).

Para la induccién de una hiponatremia aguda, se administré una sobrecarga de agua i.p. equiva-
lente al 10% del peso corporal del animal. A las 2h de dicha inyeccién, se evidencié una marcada
hiponatremia hipoosmolar (Nap basal 140.25 = 3.30 vs Nap final 113.33 + 1.16 mEqg/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 diluyé (Osmo basal
736.00 £ 145.79 vs Osmo final 592.48 + 82.35 mOsm/kg) si bien esta diferencia no alcanzé la sig-
nificacion estadistica. El hematocrito pasd de 39.20 + 2.11 % basalmente, a 42.33 = 2.89 % tras la

administracion del bolo de agua (p=0.041).

2.2. Coeficiente de difusion aparente (ADC)

En el momento basal (T0), previamente a la administraciéon de la sobrecarga hidrica, el valor del
ADC para el encéfalo completo en animales alimentados con pellet fue de 26.71 = 2.40*10°mm?/
seg. Al analizar las diferentes regiones por separado, la sustancia gris presentd valores de ADC
significativamente mayores que la SB (23.45 + 1.33 vs 16.52 + 1.07*10°*mm?/seg, p<0.001). A su vez,
el hipotalamo fue la regién con el valor més alto de ADC (25.34 + 2.80*103mm?/seg, p<0.05 compa-
rado con SG y SB) (Fig 30, grupo pellet).

80



Resultados

Figura 30. Valores basales del coeficiente de difusién aparente (ADC). Panel A: comparacién del valor basal de ADC en en-
céfalo completo entre el grupo alimentado con dieta pellet y el alimentado con dieta hiposédica y tratado con ddAVP/agua.
Resultados expresados como media + DE; n=4 por grupo experimental. #p<0.05 entre dieta pellet y dieta hiposédica ddAVP/
agua. Panel B: comparacién de los valores basales de ADC entre diferentes regiones encefélicas 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 comparacién entre las regiones en ambos grupos experimentales sélo se encontré una tendencia
a la significacién estadistica 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 estan disponibles en la tabla 5 (grupo
pellet basal).

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

ADC BASAL (*10-3MM?/SEG) ADC FINAL (*10- MM2/SEG)
REGION D. D.
D. PELLET HiPoSODICADDAVP/ D. PELLET HIPOSODICADDAVP/
AGUA AGUA
EC 26.71 £ 2.40 25.07 £ 1.71 0.050 25.21 + 293 23.43 +0.38 0.275
SG 23.45 +1.33 21.63 £ 095 0.054 25.80 £ 4.27 22.20+0.79 0137
-CP 23.32 +1.00 21.28 + 091 0.047 2671 £ 515 22.25+ 173 0.044
- Cx 23.70 £ 190 21.70 £ 1.16 0.092 2611 + 498 22.26 + 0.96 0.239
-HC 23.28 £ 1.43 23.00 + 1.68 0.068 23.51 £+ 4.64 2197 £ 0.62 0.357
HT 25.34 + 2.80 2497 +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 2170+ 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: hipotalamo; SB: sustancia blanca. El
valor p corresponde a la comparacién entre dieta pellet e hiposddica + ddAVP/agua en el momento basal

y final respectivamente. Los resultados de EC, HT, SG y SB se presentan también en la figura 30.

81




Tras la administracién de una sobrecarga de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal se
observé una reducciéon progresiva en los valores de ADC en el encéfalo completo, con un descenso
de 0.26 £ 0.06*10°*mm?/seg cada 10 minutos (p<0.001) (Fig 31, grupo pellet).

Figura 31. Evolucién temporal de los valores del coeficiente de difusién (ADC) en el encéfalo completo tras la sobrecarga
hidrica 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.

En el hipotdlamo también se observé un descenso de 0.20 = 0.02*10-°* mm?/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
aumentd significativamente en 0.28 = 0.05*10°* mm?/seg cada 10 minutos (p<0.001) (Fig 32). Por
tanto, encontramos que, tras la sobrecarga hidrica, el valor de ADC en la SB ascendia frente al des-
censo en hipotdlamo y a la ausencia de variacion en la SG (p<0.05 para ambas interacciones) (Fig32,
Tabla 5). A su vez, el hipotdlamo también se comportd de forma diferente a la SG (p=0.009 para la
interaccion, no se muestran los datos).
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Resultados

Figura 32. Evolucién de ADC en sustancia gris y blanca en el grupo pellet tras la sobrecarga hidrica 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 parametros fisioldgicos (frecuencia cardiaca y respiratoria, saturacion de oxigeno y tem-
peratura corporal) en dos animales, alimentados con dieta pellet, y sometidos al mismo periodo de
sedacion que los animales experimentales, en ausencia de ningln otra intervencién. No se obser-
varon cambios significativos en los registros iniciales y finales, ni a lo largo del periodo de sedacién,
solo se observé un aumento significativo en la pO, (pre: 74.50 + 2.12 vs post 136.00 = 11.31 mmHg,
p=0.017), posiblemente debido al empleo de oxigeno suplementario administrado junto con la
anestesia durante el periodo de sedacién.

2.3. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

2.3.1. Analisis inmunohistoquimico de asfrocifos

Al analizar los niveles de expresién de GFAP, en los animales alimentados con pellet, encontramos
una expresion 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 éptica obtenidos para
cada una de las regiones estudiadas por separado estan disponibles en la tabla 6 (pellet basal).
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Figura 33. Hiponatremia aguda: expresién de proteina écida fibrilar glial (GFAP) en unidades arbitrarias de densidad dptica
(ua), antes (basal) y 2 horas después de la administracion 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 regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001;
interaccién bolo agua 10% * regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001. *p<0.05 en la comparacion de SB central antes
y después de la administracién del bolo de agua. Panel A derecha: Animales alimentados con dieta hiposddica + ddAVP/
agua. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor bolo agua 10% p<0.001; factor regién (SB central/SB Lateral/S. Gris)
p<0.001; interaccién bolo agua 10% * region (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S. *p<0.05 en la comparacién de SB central an-
tes y después de la administracién de un bolo de agua, y en la comparacién de SB lateral antes y después de la administra-
cién de un bolo de agua. ¥ p<0.05 en la comparacién de sustancia gris en el momento basal entre animales alimentados con
pellet y aquellos alimentados con dieta hiposédica + ddAVP/agua. Panel B: Microfotografias representativas de la expresion
de MBP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris. S. Blanca: sustancia blanca.
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Tabla 6. Andlisis detallado de la expresiéon de proteina acida fibrilar glial (GFAP) en las diferentes regiones
de interés en los grupos pellet y dieta hiposédica ddAVP/agua antes y después de la administracion de un
bolo i.p. de agua equivalente al 10% del peso del animal.

R 2H TRAS BOLO 2H TRAS BOLD
BASAL AGUA 10% BASAL AGUA 10%

Cuerpo calloso central rostral 12.05 + 2.55 19.50 + 5.55 13.27 £ 4.7 2480 £ 3.72°%
Cuerpo calloso central medio 11.62 £192 23.54 £ 251 * 11.89 = 1.21 15.37 £+ 3.34 1
Cuerpo calloso central caudal 9.87 £2.21 21.00 +4.05* 1895+ 1.31* 20.54 + 398
Cuerpo calloso lateral derecho 22.34 £243 25.56 + 1.91 2298 £2.21 2718 £ 3.09
Cuerpo calloso lateral izquierdo | 20.61 +5.82 2223 +1.86 12.84 + 412 2642 £392%
Cépsula interna 2091 = 1.45 17.77 £ 699 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
Hipotalamo periventricular 2490 = 3.00 32.28 £2.14* 33.24 +3.63* 35.24 + 3.52

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

La administracion i.p. de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal aumenté
de forma significativa la expresion 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 anélisis detallado por regiones, destaca un aumento significativo en la expresion de
GFAP en cuerpo calloso central medio (p<0.001) y posterior (p=0.001). Pese a no observarse dife-
rencias globales en SG, si se vio un aumento significativo en la expresién de GFAP en el hipotalamo
(p=0.026) (Tabla 6).

2.3.2. Analisis inmunohistoquimico de oligodendrocifos

Al analizar los niveles de expresion de MBP, marcador de mielina y utilizado para localizar oligoden-
drocitos, en los animales alimentados con pellet, se observd que la expresion basal fue mayor en SB
que en SG (p<0.001), sin que se observaran diferencias en su expresion entre SB central y lateral (Fig
34 A, pellet basal). Los valores de densidad éptica obtenidos para cada una de las regiones estudia-
das por separado estan disponibles en la tabla 7 (pellet basal).
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Figura 34. Hiponatremia aguda: expresion de proteina basica de la mielina (MBP) en unidades arbitrarias de densidad dptica
(ua), antes (basal) y 2 horas después de la administracién 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 regién (SB central/SB Lateral/S. Gris)
p<0.001; interaccién bolo agua 10% * region (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S.*p<0.05 en la comparacién de SB central y
lateral antes y después de la administracién del bolo de agua en animales alimentados con pellet. Panel A derecho: Anima-
les alimentados con dieta hiposédica + ddAVP/agua. ANOVA factorial del modelo p<0.001; factor bolo agua 10% p<0.001;
factor regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001; interaccién bolo agua 10% * regién (SB central/SB Lateral/S. Gris)
p=0.003.*p<0.05 en la comparacién de SB central antes y después de la administracién de un bolo de agua, y en la compa-
racién de SB lateral antes y después de la administracién de un bolo de agua. Panel B: Microfotografias representativas de
la expresion de MBP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris.




Resultados

Tabla 7. Analisis detallado de la expresién de proteina basica de la mielina (MBP) en las diferentes regiones
de interés en los grupos pellet y dieta hiposédica ddAVP/agua antes y después de la administracion de un
bolo i.p. de agua equivalente al 10% del peso del animal.

R 2H TRAS BOLD 2H TRAS BOLD
BASAL AGUA 10% BASAL AGUA 10%

Cuerpo calloso central rostral 18.29 + 4.18 45.04 £ 8.43* 2371 +555 4280 £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 2698 +2.40 40.31 £ 4.44 * 33.67 £4.79 51.25 +5.26 %t
Cuerpo calloso lateral izquierdo | 28.01 +5.78 4586 +535* 30.25 +5.53 48.05 + 3.36°%
Cépsula interna 2915 +4.29 30.17 £ 718 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
Hipotalamo periventricular 11.09 = 3.53 30.64 +8.27 * 21.67 £ 3.49 3113 +3.86

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

La administracion i.p. de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal aumentdé de
forma significativa la expresion 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 anélisis detallado por regiones, destaca un aumento significativo en la expresién 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, si se evidencidé un aumento en la
expresion de MBP en el hipotalamo (p=0.001) (Tabla 7).
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3. MODELO DE HIPONATREMIA INTERMITENTE RECURRENTE

Para explorar el efecto de la administracion 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 disefiaron una serie de experimentos cuyos resulta-
dos se exponen a continuacion.

3.1. Analisis del halance hidrosalino

Inicialmente, se administré diariamente durante 7 dias ddAVP y aguai.p.(equivalente al 2.5% del peso
corporal) a ratas alimentadas con pellet. A las 4:30h de la inyeccidn diaria, se objetivd un descenso
en la natremia (Nap basal 140.25+ 3.30 vs postinyeccion 136.00 = 2.83mEg/L, p=0.055;0smp basal
302.67+ 11.55 vs postinyeccion 256.95 + 47.20mOsm/kg, N.S.), que se revertia a las 24h (Nap142.50+
0.58 mEg/L y Osmp280.00+ 15.41 mOsm/kg, N.S. vs basal para ambas comparaciones) (Fig 35 Ay
B, grupo pellet).

Figura 35. Evolucién de la natremia(panel A) y la osmolalidad plasmatica (panel B) en las primeras 24h tras la administracion
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
comparacién de cada grupo vs basal en el grupo dieta hiposddica.

Durante la semana en la que se administrd 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 modificé significativamente la ingesta hidrica. Si se observé un descenso en la
ingesta de sodio y potasio, probablemente relacionado con la menor ingesta calérica 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).




Resultados

Figura 36. Evoluciéon ponderal y de la ingesta caldrica diaria.Panel A: Evolucién ponderal en animales alimentados con pe-
llet. Resultados expresados como normalizacién al peso inicial de la semana de adaptacion a la dieta pellet (verde) o de la
semana de administracién diaria i.p. de ddAVP/agua (naranja); n=4 por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel B:
Evolucién de la ingesta caldrica diaria en animales alimentados con pellet. Resultados expresados como media + DE; n=4
por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel C: Evolucién ponderal en animales alimentados con dieta hiposédica.
Resultados expresados como normalizacién al peso inicial de la semana de adaptacién a la dieta hiposédica (azul) o de la
semana de administracién diaria i.p. de ddAVP/agua (rojo); n=4 por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S. Panel D: Evo-
lucién de la ingesta caldrica diaria en animales alimentados con dieta hiposédica. Resultados expresados como media + DE;
n=4 por grupo. ANOVA factorial del modelo N.S.

No se vieron diferencias significativas con respecto a la situacién basal en el volumen de diuresis,
en la excrecién de sodio y potasio, ni en el aclaramiento de agua libre. La osmolalidad en orina
presentd escasa variacion, no siendo las diferencias estadisticamente 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 situacién en la que la administracién de ddAVP/agua en animales alimentados con pe-
llets no parecia inducir una retencién hidrica méas marcada que la ya inducida por la propia dieta
hiperosmolar, se cambié la dieta por una hiposddica gelificada para valorar sus efectos sobre el
balance hidrosalino.

Inicialmente los animales fueron alimentados durante una semana con una dieta hiposddica gelifi-
cada (Fig 12) que contiene 4 umol/ml de sodio, 211 umol/ml de potasio y 232 cal/ml. Al término de
esta fase de adaptacion a la nueva dieta, los animales habian perdido peso (inicial 239.50 + 17.06
vs final 227.50 + 13.08 g), si bien esta tendencia no fue estadisticamente significativa (p=0.077) (Fig
36 C, dieta hiposddica). En cualquier caso, la pérdida ponderal fue mas marcada que en animales
alimentados con pellet (interaccion peso*dieta p=0.033). Las calorias aportadas diariamente con la
dieta hiposédica 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
plasmética (Fig 35 Ay B, Tabla 4, dieta pellet basal vs hiposddica basal). La ingesta de agua, asi
como la de sodio y potasio, fue menor al pasar a la dieta hiposddica. Ademas, el cambio de dieta se




acompané de un aumento marcado en el volumen de diuresis, estando la orina significativamente
mas diluida. Al analizar la composicion de la orina, destaca un aumento del aclaramiento de agua
libre y una reduccion en la excrecién urinaria de potasio (Fig 29 y Tabla 4, dieta pellet basal vs hi-
posddica basal). Al estudiar la diferencia en las osmolalidades urinarias entre ambas dietas, obser-
vamos que era debida principalmente a la presencia de osmoles idnicos 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
atencién 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 proporcién sobre la osmolalidad urinaria total fue mayor en la dieta liquida (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 liquida y los pellets respectivamente (Fig 37 Ay B).

Figura 37. Anélisis de la osmolalidad urinaria en funcién de la dieta. n=4 por grupo experimental. Panel A: Composicién de
la osmolalidad urinaria en funcién de la dieta. *p<0.05 para la comparacién entre pellet y dieta hiposédica. Panel B: Apor-
tacién porcentual de cada osmol al valor final de osmolalidad urinaria.

Seguidamente, procedimos a evaluar el efecto de la administracién 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
hiposddica (dieta hiposddica 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 inyeccién diaria, se objetivo el desarrollo de hiponatremia (Nap basal 136.50+ 1.73
vs postinyeccion 129.44+ 1.20 mEg/L, p<0.001; Osmp basal 310.00+ 10.71 vs postinyeccién 283.91
+ 4.52m0Osm/L, p=0.030). A las 24h de la Gltima dosis de tratamiento, la natremia se recuperd (Nap
141.25 £ 0.96mEqg/L, N.S. respecto a basal), pero la osmolalidad plasméatica permanecié por debajo
del valor basal (289.33+ 2.31 mOsm/L, p= 0.024) (Fig 35).

A pesar de la reduccién en la ingesta calérica diaria promedio (40.10 + 12.85 vs 32.39 + 18.88 cal/d,
p=0.081), el peso no varié significativamente (inicial 223.50 + 12.07 vs final 210.00 = 17.15 g, N.S))
Llama la atenciéon como, a partir del cuarto dia de la administracién de tratamiento, se invierte la
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Resultados

tendencia a la pérdida ponderal (Fig 36 C y D, dieta hiposddica + ddAVP/agua). La ingesta hidrica
aumenté significativamente. El volumen de diuresis y el aclaramiento de agua libre se redujeron sig-
nificativamente, en tanto la osmolalidad urinaria aumentd (sin alcanzar la significacién estadistica)
(Fig 29, Tabla 4, dieta hiposddica basal vs hiposddica + ddAVP/agua).

Por tanto, la administracién de ddAVP y una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del peso del
animal no lograba inducir una hiponatremia crénica, pero si producia una hiponatremia leve y transi-
toria que se recuperaba a las 24h de su administracién, situacién que se repetia a lo largo de varios
dias consecutivos. Es decir, con la dieta hiposddica gelificada se logré un equilibrio del medio inter-
no que si respondia al efecto de la administracion repetida de ddAVP/agua. Los datos sugerian una
retencién neta de agua a pesar de no haberse inducido una hiponatremia crénica. A esta situacion,
que no hemos encontrado descrita en la literatura hasta la fecha, la denominamos “hiponatremia
intermitente recurrente”. Seguidamente se estudié si en efecto se detectaba un aumento en el
edema cerebral en esta condicion.

3.2. Coeficiente de difusion aparente (ADC)

Tras 7 dias de administracién diaria de ddAVP/agua a animales alimentados con dieta hiposddica,
el valor del ADC para el encéfalo completo fue de 25.07 = 1.71*10* mm?/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 presenté valores de ADC significativamente mayores que
la SB (21.63 + 0.95 vs 16.02 + 0.75*10° mm?/seg, p<0.001) (Fig 30 B). Los valores de ADC en SG fue-
ron menores en los animales alimentados con dieta liquida 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 hiposddica + ddAVP/agua en situacién basal). A su
vez, el hipotdlamo fue la region con el valor més alto de ADC (24.97 + 1.30*10°* mm?/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 estén disponibles en la tabla 5.

3.3. Analisis por espectroscopia del contenido de osmolitos in vivo

Se quiso comprobar si en la hiponatremia intermitente recurrente se producia una adaptacién ce-
rebral a esas horas de hiponatremia al dia. Para ello, se midid in vivo el contenido de los principales
osmolitos en la region caudado-putamen mediante la aplicacién del anélisis de espectroscopia por
resonancia magnética. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
de dieta hiposédica + 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. Cuantificacién 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 sefal de agua. n=4 por grupo experimental. No hubo
diferencias significativas en ninguna de las comparaciones.

3.4. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

3.4.1. Analisis inmunohistoguimico de astrocitos

En situacion basal, en los animales del grupo dieta hiposddica + ddAVP/agua se aprecié un efecto
de laregién sobre la expresion 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 hiposddica + ddAVP/agua). Los valores de densi-
dad dptica obtenidos para cada una de las regiones estudiadas por separado estan disponibles en
la tabla 6 (dieta hiposddica + ddAVP/agua).

Comparado con los animales alimentados con pellet, se vio que la induccién de una hiponatremia
intermitente recurrente (dieta hiposédica + ddAVP/agua) aumentaba la expresién de GFAP en la
SG (p=0.031) (Fig 33 B). El anélisis detallado de las diferencias se presenta en la tabla 6; donde se
confirmé el aumento de expresién de GFAP en hipotalamo (p=0.012). En SB, la expresiéon de GFAP
aumento en cuerpo calloso central caudal (p=0.007).

d.4.2. Analisis inmunohistoquimico de oligodendrocitos

En cuanto a la expresion de MBP, los encéfalos de los animales del grupo dieta hiposddica + 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 hiposédica + ddAVP/agua). Los valores de densidad dptica obte-
nidos para cada una de las regiones estudiadas por separado estan disponibles en la tabla 7 (dieta
hiposddica + ddAVP/agua).
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Comparado con los animales alimentados con pellet, se vio que la induccién de una hiponatremia
intermitente recurrente (dieta hiposddica + ddAVP/agua) tendia a aumentar la expresion global de
MBP (p=0.06), pero no logramos confirmar dicha tendencia en el anélisis separado de SB (central y
lateral) y SG (Fig 34). Al analizar detalladamente cada regién por separado; sélo en hipotalamo se
encontrd una tendencia al aumento en la expresién de MBP (p=0.058) (Tabla 7, dieta pellet basal vs
dieta hiposddica + ddAVP/agua basal).

4. MODELD DE AGUDIZACION DE LA HIPONATREMIA INTERMITENTE
RECURRENTE

El siguiente paso en la investigacion consistié en valorar el efecto de una sobrecarga hidrica i.p. equi-
valente al 10% del peso corporal en animales con hiponatremia intermitente recurrente (ver apartado
1.4.3. Agudizacién de hiponatremia intermitente recurrente en Material y Métodos, Fig 17).

4.1. Analisis del balance hidrosalino

A las 2h de la administracién i.p. de una sobrecarga de agua equivalente al 10% del peso animal
a ratas alimentadas con dieta hiposédica y tratadas durante una semana con ddAVP/agua, se evi-
dencié una marcada hiponatremia hipoosmolar (Na_basal 141.25 + 0.96 vs final 116.00+ 1.16mEq/L,
p <0.001; Osm_ basal 294.05+ 2.43 vs final 261.73+ 5.8/mOsm/kg, p=0.001). La orina no se diluyd
(Osm_ basal 201.25+ 48.37 vs final 364.87+ 42.02mOsm/kg, N.S.), ni el hematocrito varié significati-
vamente (Hto basal 40.00 = 2.45 vs final 39.75 = 1.89 %, N.S.).

4.2. Coeficiente de difusion aparente (ADC)

Tras la administracion de una sobrecarga de agua i.p. equivalente al 10% del peso del animal al
grupo dieta hiposddica + ddAVP/agua, se observé una reduccién progresiva en los valores de ADC
en el encéfalo completo, con un descenso de 0.11 + 0.02*10°* mm?/seg cada 10 minutos (p<0.001)
(Fig 31, dieta hiposddica + ddAVP/agua). No hubo cambios significativos a lo largo del tiempo en
el comportamiento del hipotalamo (no se muestran los datos). Al analizar por separado la SG y la
SB, ambas presentaban un ascenso progresivo en los valores de ADC, mas marcado en la SB (0.05
+ 0.02 y 0.19 + 0.04*10°* mm?/seg cada 10 minutos respectivamente, p<0.001 para ambas; p=0.013
para la interaccion) (Fig 39). Con respecto al hipotélamo, 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. Evolucién de ADC en sustancia gris y blanca en la hiponatremia intermitente recurrente (dieta hiposédicaddAVP/
agua) tras sobrecarga hidrica. n=4 por grupo. Modelo lineal mixto.

La reduccion progresiva en los valores de ADC observada en el encéfalo completo fue mas pronun-
ciada en los animales alimentados con pellet (p=0.014) (Fig 31), acortandose 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 atencién que el valor medio final de ADC en animales ali-
mentados con pellet (25.21 £ 2.93*10° mm?/seq) es similar al valor basal en dieta hiposddicaddAVP/
agua (25.07 = 1.71*10°*mm?/seg), lo que sugiere que el grado final de edema cerebral en animales
alimentados con pellet tras recibir una sobrecarga hidrica es similar al grado de edema presentado
basalmente por los animales sometidos a una hiponatremia intermitente recurrente (dieta hiposédi-
ca + ddAVP/agua basal). El comportamiento en el tiempo de las diferentes regiones analizadas sélo
fue diferente entre los grupos en el hipotalamo (p=0.002).

4.3. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

4.3.1. Analisis inmunohistogquimico de astrocifos

En los animales del grupo dieta liquida + ddAVP/agua, la administracién i.p. de una sobrecarga hi-
drica equivalente al 10% del peso del animal aumenté de forma significativa la expresion 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 hiposddica + ddAVP/agua basal vs dieta hiposddica + ddAVP/agua
2h tras bolo agua 10%). En el andlisis detallado por regiones, destaca un aumento significativo en la
expresién de GFAP en cuerpo calloso central medio (p=0.009) y lateral izquierdo (p=0.003) (Tabla 6).
La situacion final (a las 2h de la sobrecarga hidrica) fue similar entre ambos grupos experimentales
(Fig 33, pellet 2h tras bolo agua 10% vs ddAVP/agua 2h tras bolo agua 10%), a excepcién del cuerpo
calloso a nivel medio, donde la expresion de GFAP fue mayor en el grupo de dieta hiposédica +
ddAVP/agua (p=0.002, tabla 6).

4.3.2. Analisis inmunohistoquimico de oligodendrocifos

La administracién i.p. de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal aumenté
de forma significativa la expresion 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 hiposédica + ddAVP/
agua basal vs dieta hiposddica + ddAVP/agua 2h tras bolo agua 10%). En el anélisis detallado por
regiones, destaca un aumento significativo en la expresién 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), asi como en capsula interna (p=0.046) (Tabla 7). La administracion del bolo de
agua no indujo cambios en SG. En SB lateral se observd un aumento del 65% en la expresién de
MBP en el grupo dieta hiposddica + 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 SUERD SALINO HIPERTONICO

Se evaluaron los efectos precoces de la administracién de suero salino hiperténico sobre el balance
hidrosalino y la macroglia (ver apartado 1.4.4. Modelo del efecto precoz de suero salino hiper-
ténico en Material y Métodos, Fig 18). Los resultados se explican a continuacion.

5.1. Analisis del halance hidrosalino

Se exploraron los efectos precoces (en los primeros 45 minutos) de una dosis (2 ml/100g de peso
corporal) de suero salino hipertdnico sobre la situacion hidroelectrolitica de los animales de expe-
rimentacion. En todos ellos se comprobd un aumento significativo de la osmolalidad plasmatica
(p=0.025 para la comparacion en dieta pellet; p=0.001 para la comparacién en dieta hiposédica +
ddAVP/agua), si bien sélo en aquellos alimentados con dieta hiposddica y administracién diaria de
ddAVP/agua aumenté también la natremia (p=0.048) (Tabla 8, pellet basal vs pellet + NaCl3%).

Tabla 8. Comparacién de los valores analiticos entre los grupos dieta pellet y dieta hiposédicaddAVP/agua
antes y después del bolo de salino hiperténico.

PELLET

D. HIPOSODICA + DDAVP/AGUA

REGION

BASAL PoST NACL3% BASAL PosT NACL3%
Na plasmatico 14025+330 | 14525+263 | 141.25+096 | 148.25 + 1.718
(mEqg/L)
Osm plasmatica 302.67 £ 11.55 | 314.50 + 4.51 * 289.33 + 2.31 32492 + 4755
(mOsm/kg)

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 Hiposédica + ddAVP/agua Basal. Na: natremia; Osmp:
osmolalidad plasmatica; NaCl3%: suero salino hipertonico.

5.2. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

5.2.1. Analisis inmunohistogquimico de astrocifos

A continuacion, se exploraron los efectos precoces (en los primeros 45 minutos) de una dosis (2
ml/100g de peso corporal) de suero salino hipertéonico sobre la expresidon de GFAP en los distintos
grupos experimentales.
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En animales alimentados con pellet, la expresién basal de GFAP en la SG comparada con la SB fue
mayor, asi como la expresion de GFAP en regiones laterales de la SB comparadas con localizaciones
centrales (p<0.001 para ambas comparaciones) (Fig 40 A).La administracién de suero salino hiper-
tdénico no indujo cambios sobre la expresién de GFAP, salvo en cépsula interna, donde se aprecid
una disminucién significativa de su expresion (p=0.02) (Fig 40 A y Tabla 9, pellet basal vs pellet 45
min tras bolo NaCl3%).

La comparacién en la expresion basal de GFAP entre la dieta pellet y la dieta hiposddica + ddAVP/
agua se ha descrito en el apartado 2.4 Analisis inmunohistoquimico de la macroglia.

En los animales del grupo dieta hiposddica + ddAVP/agua, globalmente, la administracion de hi-
pertonico no tuvo un impacto significativo, aunque si se observd que su efecto era diferente en
funcién de la region estudiada (Fig 40 B). En estos animales se evidencié una mayor expresién de
GFAP tras la administracién de hipertéonico en SG comparado con sustancia blanca (p<0.001), y en
SB lateral comparado con SB central (p<0.001). En el analisis detallado por regiones, se vio un au-
mento de la expresion de GFAP en cuerpo calloso central rostral (p=0.022) y medio (p<0.001), y una
disminucién en cuerpo calloso caudal (p=0.082) y corteza motora (p=0.048) (Tabla 9). Comparado
con la situacién final (tras la administracién del bolo de hipertdnico) observada en animales alimen-
tados con pellet, se aprecia un aumento significativo en la expresién de GFAP en la SB central en
los animales que partian 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 expresion de GFAP (p=0.081) (Tabla 9, dieta pellet postNaCl3% vs dieta hiposddica + ddAVP/
agua postNaCl3%).
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Figura 40. Efecto precoz del suero salino hiperténico: expresién de proteina acida fibrilar glial (GFAP) en unidades arbitrarias
de densidad éptica (ua), antes (basal) y 45 minutos después de la administracién i.p. de un bolo de suero salino hiperténico
(NaCl 3%). Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad éptica, 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-
ténico N.S.; factor regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.001; interaccién suero salino hiperténico * regién (SB central/
SB Lateral/S. Gris) N.S. Panel A derecho: Animales alimentados con dieta hiposddica + ddAVP/agua. ANOVA factorial del
modelo p<0.001; factor suero salino hiperténico N.S.; factor regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p<0.007; interaccién suero
salino hiperténico * regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S.*p<0.05 en la comparacién de SB central antes y después de la
administracién de hiperténico en animales alimentados con dieta hiposddica + ddAVP/agua. Tp<0.05 en la comparacién de
SB central a los 45 minutos del bolo de hipertdnico entre animales alimentados con pellet y aquellos alimentados con dieta
hiposédica + ddAVP/agua. ¥p<0.05 en la comparacién de sustancia gris en el momento basal entre animales alimentados
con pellet y aquellos alimentados con dieta hiposédica +ddAVP/agua. Panel B: Microfotografia representativa de la expre-
sion de GFAP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris.
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5.2.2. Analisis inmunohistoquimico de oligodendrocitos

Tabla 9. Analisis detallado de la expresién de proteinafibrilar acida de la glia (GFAP) en las diferentes regiones
de interés en los grupos pellet y dieta hiposédica d ddAVP/agua antes y después de la administracion i.p.
de un bolo de suero salino hiperténico.

' PELLET D. HIPOSODICA + DDAVP/AGUA
REGION

BASAL 45 MHIAEIE:)I;\HS/UBUI.U BASAL 45 Mm\EIEg@ﬂBI]LI]
Cuerpo calloso central rostral 12.05 + 2.55 14.35+ 1.84 13.27 £ 4.17 20.33 + 2.49 5t
Cuerpo calloso central medio 11.62 £ 1.92 13.31 + 2.61 11.89 £ 1.21 20.73 £2.22 %t
Cuerpo calloso central caudal 9.87 £2.21 12.36 £ 3.40 1895+ 1.31* 15.17 + 3.98
Cuerpo calloso lateral derecho 22.34 + 243 2416 + 4.68 2298 + 2.21 18.73 £ 0.35
Cuerpo calloso lateral izquierdo 20.61 + 5.82 2111 £ 3.44 12.84 £ 412 1894 + 2.23
Cépsulainterna 2091 + 1.45 14.65 + 1,50 * 21.08 + 3.35 16.28 + 3.18
Corteza motora 25.25+1.83 2614 + 3.42 33.20+£7.16 2416 £2.65°%
Hipotalamo periventricular 2490 = 3.00 30.17 £ 4.54 33.24 £ 3.63* 3397 +£6.75

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

Basalmente, la expresién 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 observé un aumento significativo en la expresion global de MBP tras la ad-
ministracién de un bolo de hipertonico (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 hipotadlamo se observd una tendencia a una mayor expresién de MBP tras la maniobra
(p=0.066y p=0.06 respectivamente) (Tabla 10).

La comparacién en la expresion de MBP entre la dieta pellet y la dieta hiposddica + ddAVP/agua se
ha descrito en el apartado 2.4 Analisis inmunohistoquimico de la macroglia.

La administracion de un bolo de hiperténico no modificéd la expresidon de MBP en el grupo dieta
hiposddica + ddAVP/agua (Fig 41 B). Tan sdlo en el anélisis detallado por regiones se encontrd un
aumento significativo de la expresién de MBP en capsula interna (p=0.021) y en cuerpo calloso cen-
tral rostral (p=0.054) (Tabla 10, dieta hiposédicaddAVP/agua basal vs dieta hiposédicaddAVP/agua
45 min tras bolo NaCl3%).
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Figura 41. Efecto precoz del suero salino hiperténico: expresién de proteina bésica de la mielina (MBP) en unidades arbi-
trarias de densidad dptica (ua), antes (basal) y 45 minutos después de la administracion i.p. de un bolo de suero salino hi-
perténico (NaCl 3%). Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad dptica, 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
hiperténico p=0.024; factor regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p=0.01; interaccién suero salino hiperténico * regién
(SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S. Panel A derecho: Animales alimentados con dieta hiposédica + ddAVP/agua. ANOVA
factorial del modelo p=0.06; factor suero salino hiperténico N.S.; factor regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) p=0.009;
interaccion suero salino hiperténico * regién (SB central/SB Lateral/S. Gris) N.S. Panel B: Microfotografia representativa de
la expresién de MBP en los distintos grupos experimentales. SB: sustancia blanca. S. Gris: sustancia gris.




Tabla 10. Andlisis detallado de la expresiéon de proteina basica de la mielina (MBP) en las diferentes regiones
de interés en los grupos pellet y dieta hiposédica d ddAVP/agua antes y después de la administracion i.p.
de un bolo de suero salino hiperténico.

PELLET D. HIPOSODICA + DDAVP/AGUA
REGION
BASAL 45 MIN TRAS BOLO BASAL 45 MIN TRAS BOLOD
NACL3% NACL3%

Cuerpo calloso central rostral 18.29 +4.18 23.30 = 3.63 2371 £5.55 32.88 £4.18%
Cuerpo calloso central medio 31.53+2.32 34.19 £ 2.21 30.80 + 7.55 3017 £ 4.11
Cuerpo calloso central caudal 29.46 £ 5.15 3293+ 190 32.30 £ 6.05 27.87 +2.37
Cuerpo calloso lateral derecho 2698 +2.40 33.55+296 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
Cépsula interna 2915 +£4.29 25.11 £ 2.06 2183+ 6.78 3249 +2.61°%
Corteza motora 28.24 + 5.47 31.92 + 294 28.12 £ 5.31 2717 +2.02
Hipotalamo periventricular 11.09 + 3.53 19.25+5.85 21.67 £ 3.49* 2112 £ 2.46

Resultados expresados en unidades arbitrarias de densidad dptica, como media + DE; n=4 por grupo
experimental. * p<0.05 comparado con Dieta Pellet Basal. $ p<0.05 comparado con Dieta Hiposddica +

ddAVP/agua Basal. T p<0.05 comparado con Dieta Pellet tras NaCl3%.
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DISCUSION







Discusion

Los resultados de esta tesis doctoral confirman la hipdtesis de que una hiponatremia intermitente
recurrente, hiponatremia leve y transitoria que se recupera a las 24h de su induccién, pero que se
produce de manera repetida a lo largo de varios dias consecutivos, es capaz de inducir un deterioro
en lamemoriay el aprendizaje, asi como una retencién hidrica que se refleja en un mayor contenido
de agua cerebral, especialmente a nivel de la SG, y una astrogliosis en la SG. Esta situacién de hi-
ponatremia intermitente recurrente parece predisponer a la SB a un mayor dafio cuando se somete
a los animales a una sobrecarga hidrica importante (induccién de una hiponatremia aguda). Por el
contrario, la administraciéon de un bolo de suero salino hiperténico parecié 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 aproximacion al concepto de hiponatremia intermitente recurrente, quisimos estable-
cer si la administracién 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
cuestién préactica, ya que el tamano del laberinto de Morris es menor. Ademas de su validez proba-
da para el estudio de la memoria espacial, el laberinto de Morris es sencillo y facilmente adaptable
a las condiciones de nuestro laboratorio. Nos hemos centrado en el anélisis de los tiempos y trayec-
torias de resolucién, por ser los parametros mas ampliamente utilizados para evaluar el aprendizaje
y la memoria espacial (57,146).

Se han estudiado las alteraciones conductuales de la hiponatremia crénica en modelos de sindro-
me de secrecion inadecuada de ADH (SIADH) en rata y ratén 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 atéxica, 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 multiples areas 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 Util para cuantificar el grado de deterioro
en estas condiciones, observandose un alargamiento significativo tanto en los tiempos como en las
trayectorias de resolucién en aquellos animales sometidos a estrés osmético.

La inyeccién de ddAVP de manera repetida a lo largo de varios dias, independientemente de la
administracién 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 dia (aprendizaje) como en dias sucesivos (memoria), aunque en los animales que si
recibian agua los cambios eran mas marcados. Es necesario indicar que, en este estudio, preferimos
no incluir administraciones de vehiculo en nuestros animales control ya que una inyeccién podria
haber inducido la liberacién de ADH en nuestros animales (166) generando un factor de confusion
que habria complicado notablemente las conclusiones del presente estudio. Existen en el SNC
multiples receptores para ADH, los V1a se localizan en neuronas y células gliales en varias regiones
cerebrales, y los V1b en la hipdfisis anterior, estando implicados en la regulacién de cambios de
humor y comportamiento (167). Un estudio reciente compara los resultados en memoria entre ani-
males control, animales con hiponatremia crénica y animales normonatrémicos que habian recibido
durante 6 dias ddAVP en infusién continua junto con una dieta rica en sodio. Sélo en el grupo de
hiponatremia crénica se encontré 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 administracién de ddAVP sea la responsable de los cambios de comportamiento que
hemos observado en este estudio.

Es importante conocer los mecanismos neurobioldgicos subyacentes a este deterioro cognitivo, y
el presente trabajo profundiza en el estudio de las posibles areas cerebrales que puedan verse mas
afectadas por este fendmeno, tanto con estudios de neuroimagen, para estudiar la distribucién de
las moléculas de agua en el tejido cerebral, como con estudios de microscopia dptica e IHQ para
explorar la posible afectacion de astrocitos y oligodendrocitos, principales células implicadas en la
regulacion del volumen encefélico y procesos de mielinizacion.

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
hipoténico agudo (132,134), pero ninguno ha realizado una valoracion simultdnea del medio interno,
las diferencias topogréficas 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 administracion de un bolo agua 10% peso corporal via i.p. es capaz
de inducir hiponatremia hipoosmolar aguda en animales alimentados con pellet, pero curiosa-
mente hemos observado hemoconcentracion, aumentando el hematocrito un 8% tras la admi-
nistracién de la sobrecarga hidrica. Si bien la inyeccién i.p. de agua ha sido utilizada clasicamen-
te como modelo animal de hiponatremia dilucional aguda (83,90,92,93,97,98,121-131), algunos
autores proponen que la administracién i.p. de una sobrecarga hidrica en realidad provoca una
redistribucién de sodio hacia el liquido peritoneal, ahora hipotdnico con respecto al espacio
extracelular, provocando reduccién del volumen plasmatico y hemoconcentracién (133), como
hemos observado nosotros. Asi mismo, hubiéramos esperado encontrar una diluciéon significati-
va de la orina de estos animales, como resultado de la disminucién en la osmolalidad plasmética.
Sin embargo, aunque si se observé una reduccién en el valor absoluto de osmolalidad urinaria,
dicha diferencia no alcanzé la significacién estadistica en nuestro estudio. Esto podria deberse
al mecanismo propuesto por Overgaard-Steensen et al (133) en el que la reduccién en el volumen
plasmatico podria haber estimulado la secrecién de ADH enddgena, aumentando la reabsorcion
de agua a nivel renal. Una explicacion alternativa podria ser que el corto periodo de observacion
(dos horas) no sea suficiente para alcanzar la maxima dilucién urinaria posible.

Por tanto, la administracién de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal indu-
ce una una marcada hiponatremia (descenso agudo de 27 mEg/L) hipoosmolar en animales alimen-
tados con pellet. Quisimos evaluar si en esta situacion se producian cambios en la distribucion del
agua intra y extracelular a nivel encefélico, para lo cual estudiamos la evolucion temporal del ADC.

2.2. Coeficiente de difusion aparente (ADC)

Nuestros resultados muestran que el contenido inicial de agua intracelular en animales alimentados
con pellet varia en funcién de la region 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 lipidico de la mielina (132). Sin embargo, nuestros datos son similares a los reportados
por Kuroiwa et al (168) en gatos. Este mismo grupo de investigacidon demostré en un modelo de
edema vasogénico por dafio cerebral criogénico una diferencia en las propiedades biomecanicas
de la SGy la SB, mostrando en la primera las moléculas de agua un movimiento aleatorio (difusién
isotrépica), mientras que en la segunda la direccionalidad de los axones puede condicionar la direc-
cién del movimiento de las particulas de agua (difusién anisotropica), cuestién 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 hipotédlamo fue la regién con menor contenido de agua intra-
celular, lo que lo convierte en una region ideal para funcionar como sensor osmético, responsable de
la regulacién de la secrecién de ADH. Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela,
ya que es posible que la seleccién de las ROls en los mapas de ADC haya podido dejar sin incluir areas
con alto poder osmorregulador. De hecho, algunos estudios sugieren que el contenido en agua en
el hipotdlamo es mayor, tanto en condiciones fisoldgicas (170) como en individuos con obesidad, en
quienes este hecho que se ha puesto en relacion con la inflamacion inducida por esta condicién (171).

Tras la administracion de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal, observamos
a lo largo de las dos horas siguientes, una reduccién progresiva en los valores de ADC (por tanto, un
aumento relativo del agua intracelular), tanto en encéfalo completo como en hipotélamo. No hemos
observado cambios en el comportamiento de la SG (corteza, hipocampo y caudado-putamen). Nues-
tro estudio incluye una amplia representacion de areas del encéfalo, ademas de la valoracion del en-
céfalo completo. La mayoria de los estudios publicados se centran en la valoracién del ADC en hipo-
campoy corteza en modelos de hiponatremia aguda en rata, y encuentran una disminucién de un 10%
aproximadamente comparado con animales control (163,172,173). Sélo unos pocos estudios valoran
diferencias regionales en la respuesta a la hiponatremia aguda por intoxicacién 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 distribucién espacial de AQP4. Overgaard-Steensen et al (132) estudian el encéfalo
completo y una representacion de SG (talamo) y SB en un modelo de hiponatremia aguda en cerdo.
Encuentran una reduccion progresiva en los valores de ADC del encéfalo completo, atribuyéndolo a
la extrusién de LCR y sangre fuera del craneo como consecuencia del edema intracelular, lo que mo-
dificarfa 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 tédlamo 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 area taldmica 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 representacién méas extensa de la misma que en los trabajos anteriores, excluyendo asi mismo
dreas de LCR. Por el contrario, hemos observado en SB un aumento en los valores de ADC, lo que
indicaria una disminucién 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 demostrd
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. Ademas, se observé un acimulo
de agua en los axones, asi como un aumento del espacio periaxonal en fibras mielinizadas. En este
estudio, ademés encuentran un comportamiento diferencial en la respuesta a la isquemia de SG y SB,
que consideran estéan en relacién con la distinta distribucién de agua en cada una de las sustancias
(168). Un acumulo de agua predominantemente en el espacio extracelular en la SB como el descrito
podria justificar nuestros hallazgos (aumento progresivo de ADC en SB tras una sobrecarga hidrica).

Con animo de explorar en mayor profundidad si existen diferencias en la respuesta a la administra-
cién de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal entre astrocitos y oligoden-
drocitos, procedimos a comparar la expresion de sus marcadores respectivos, GFAP y MBP, en los
cerebros de animales alimentados con pellet, sometidos o no a dicho choque hipoténico.
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2.3. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

Quisimos investigar el efecto de una hiponatremia aguda (sobrecarga hidrica equivalente al 10% del
peso corporal) en ratas alimentadas con pellet sobre la expresién de GFAP y MBP.

Globalmente, la expresiéon de GFAP fue mayor en SG que en SB. Por el contrario, MBP se expresd
mas en SB que en SG, por la mayor presencia fisioldgica de oligodendrocitos a ese nivel (25,174).

La administracién de la sobrecarga hidrica provocd un aumento en la expresién de GFAP y MBP a
nivel de SB (sobre todo central), sin que se apreciaran cambios en SG. Estos resultados sugieren que
la induccién de una hiponatremia aguda provoca una activacién de las células gliales, pero pone de
manifiesto una respuesta diferencial entre las diferentes regiones encefélicas, siendo la SB méas sen-
sible al dafo. Estos resultados son congruentes con los observados al analizar la evolucion temporal
del ADC en esta misma situacién, 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, podriamos interpretar estos resultados como que la activacién glial en SB a consecuencia
de la hiponatremia aguda induce cambios que se traducen en una extrusién de agua al espacio
extracelular. El aumento en el marcaje de GFAP puede deberse a un aumento en su sintesis 0 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 més
demuestran por microscopia de barrido laser multifoton y electrénica un acimulo de agua intrace-
lular a nivel astrociatario tras la induccion de una hiponatremia aguda (126,128,134). Es posible que
el grado de edema demostrado por técnicas de microscopia avanzada en estos estudios no sea
suficiente para inducir una activacion de los astrocitos, de hecho, en el trabajo realizado por Ramirez
de Noriega et al (134) en un modelo de intoxicacidn acuosa en cerdos, el examen con microscopia
Optica de las muestras de tejido no demostrd gliosis ni cambios morfolégicos con tincién de hema-
toxilina-eosina en los ganglios basales, tdlamo, SB cerebral y tronco encefélico.

J. 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
administracion intermitente de ddAVP asociado con una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del
peso del animal a nivel del balance hidrosalino, la distribucion del agua cerebral y la activacion glial.

3.1. Balance hidrosalino

Nuestros hallazgos sugieren que los animales alimentados con pellets estan en una situacion ini-
cial de retencién hidrica. La ingesta de grandes cantidades de sodio y potasio con dicha dieta
probablemente causa un cierto grado inicial de deshidratacion intracelular por aumento de la os-
molalidad del medio interno, lo que estimula el mecanismo de la sed y una respuesta osmodtica de
ADH, con el objetivo Ultimo de aumentar la retencion 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-
tracion de la misma en la médula renal, lo que permite recuperar agua. Este mecanismo evita una
diuresis osmdtica secundaria al aumento en la excrecion urinaria de iones que conduciria a la deshi-
dratacion del individuo. El grupo japonés observéd una disminucién en el aclaramiento de agua libre
y una reduccién proporcional en los aportes de la urea a la osmolalidad final de la orina, resultados
reproducidos en nuestro trabajo.
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Observamos que, durante la semana de administracién diaria de ddAVP/agua a animales alimen-
tados con pellets, estos redujeron su ingesta calérica. Sin embargo, y contrario a lo que serfa de
esperar, no perdieron peso, sino que éste se mantuvo estable. Interpretamos estos hechos como
resultado de una retencién hidrosalina inducida por el tratamiento. Un estudio reciente apoya nues-
tra interpretacion, al demostrar que la administracion continua de ddAVP a animales alimentados
con pellet induce un aumento en la expresiéon renal de AQP2, favoreciendo por tanto la retencién
hidrica (162). Sin embargo, hemos observado una cierta resistencia a la accion 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 administracién
de ddAVP/agua en los animales alimentados con pellets es despreciable y se ve sobrepasado por la
composicién de esta dieta, no encontrandose diferencias en la osmolalidad urinaria, el volumen de
diuresis o el aclaramiento de agua libre tras la intervencién.

La utilizacidon de una dieta con menor contenido en sodio y menor residuo sélido es esencial para
desarrollar modelos murinos de hiponatremia, hecho muy relevante de cara a los estudios precli-
nicos con farmacos que pueden producir un SIADH, ya que, si se mantiene la dieta estandar de los
animales de experimentacion, pasara desapercibida la induccién del mismo durante las fases inicia-
les del desarrollo de farmacos. La aparicién de SIADH asociado a medicamentos en condiciones de
vida real es cada vez més frecuente (176-196).

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

Los animales alimentados con dieta hiposédica perdieron peso de forma marcada a lo largo del
periodo de observacién. Si bien es posible que parte de la pérdida ponderal observada se deba
al hecho de que la dieta liquida en la reconstitucién empleada en este trabajo (diluida 4 veces res-
pecto a las recomendaciones del fabricante por una cuestion de palatabilidad) es hipocaldrica con
respecto a los pellet (0,24cal/g vs 4cal/g), no consideramos que ésta sea la Unica causa, ya que los
animales tenian acceso no restringido al alimento y esta 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 ¢ 6 dias (197). En nues-
tro caso, se produjo una reduccién de un 75% en la ingesta diaria de sodio, lo que podria llegar a
justificar hasta un 20% de pérdida ponderal. El cambio a dieta hiposédica aumentd el volumen de
diuresis, el aclaramiento de agua libre y redujo en la osmolalidad urinaria, lo cual podria reflejar una
reduccién de la produccién enddégena 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 normalizacion de la
natremia a las 24h de su administracion, tras un descenso inicial en las primeras horas. Por eso es es-
pecialmente llamativo que en los animales alimentados con dieta hiposddica si parece inducir una
retencion neta de agua, evidenciada por la inversién de la tendencia a la pérdida ponderal, la reduc-
cién del volumen de diuresis y del aclaramiento de agua libre, con la consiguiente concentracion 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 liquida asociada con una infusion
continua de ddAVP, que indujo hiponatremia crénica a lo largo de 3 semanas, diluyd 5 veces la orina
y aumento el volumen de diuresis de forma significativa (162).

En un modelo de hiponatremia crénica en ratén, la administracion de ddAVP a animales alimenta-
dos con dieta liquida aumentd la expresién de AQP2 en el rifidn, justificando la retencién hidrica
(162). Si bien nuestro modelo no induce una hiponatremia crénica, es posible que uno de los me-
canismos implicados en la retencién hidrica que observamos durante la hiponatremia intermitente
recurrente sea similar. Serfa interesante evaluar los niveles de expresion de AQP2 a nivel renal como
uno de los posibles mecanismos implicados en la retencién hidrica que observamos también en
nuestro modelo.
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Por tanto, aunque la administracion diaria de ddAVP/agua no logra inducir una hiponatremia cro-
nica mantenida en el tiempo, presumiblemente por la corta vida media del farmaco, la hipona-
tremia intermitente, repetida durante varios dias consecutivos, es capaz de inducir una retencién
hidrica sin repercusién aparente en el medio interno. A esta situacién, que no hemos encontrado
descrita en la literatura hasta la fecha, la hemos denominado hiponatremia intermitente recu-
rrente, cuya trascendencia clinica deberd ser estudiada en humanos, ya que en determinadas
patologias (cirrosis, insuficiencia cardiaca) existe una tendencia a mantener natremias en el limite
bajo de la normalidad, y ciertos farmacos utilizados con frecuencia en estas condiciones, como
los diuréticos, cuya vida media suele ser inferior a las 24h y cuya dosificacién suele ser una vez al
dia, podrian inducir hiponatremias leves de horas de duracién que actualmente estén pasando
desapercibidas, pero que podrian tener una repercusién sobre sintomas cognitivos o la calidad
de vida de los pacientes.

3.2. Coeficiente de difusion aparente (ADC)

La administraciéon de ddAVP y una dosis diaria de agua equivalente al 2.5% del peso del animal no
logra inducir una hiponatremia crénica, pero si produce una hiponatremia leve y transitoria que se
recupera a las 24h de su administracion. En esta situacion se observo que el valor basal de ADC en
el encéfalo completo en estos animales era significativamente mas 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 encefalico, que hipotetizamos
es secundario a la retencién hidrica que parece producirse en este grupo como se acaba de discutir.
Es decir, unas horas de hiponatremia al dia, incluso con la correccion 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 estadisticamente significativos y podrian tener relevancia clinica. Esta
situacion no se habia descrito previamente, hasta donde hemos podido averiguar, ya que se asume
que la correccién de una hiponatremia aguda en las primeras horas no tiene consecuencias dura-
deras (70). Ademas, el grado de hiponatremia que hemos inducido es leve, situacién a la que con
frecuencia no se le da valor en clinica humana (78-80,198,199).

Al analizar por separado las diferentes regiones del encéfalo, observamos que el valor de ADC
fue también mas bajo que en animales alimentados con pellet en SG, pero no hubo diferencias en
hipotalamo 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 hipdtesis de que el escaso contenido de agua a nivel hipotalamico podria
estar en relacién con su papel osmorregulador.

Una explicacion alternativa, y que deberd ser sujeto de investigaciones futuras, es el posible
efecto de la administracion repetida de ddAVP a nivel cerebral, independientemente de la natre-
mia, si bien Fujisawa et al no encontraron diferencias en un estudio de comportamiento sélo con
la administracion 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 administracién 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 reduccién en la concentracion de determinados osmolitos en diversas regio-
nes cerebrales como adaptacién a la hiponatremia crénica, cuyo objetivo es la restauracion del
volumen encefélico (201). Quisimos evaluar la potencial adaptacion del cerebro a una situacién de
hiponatremia intermitente recurrente. Para ello, se realizé espectroscopia in-vivo de los principa-
les osmolitos cerebrales. Se eligio el caudado-putamen como regién de estudio por ser facil de
identificar, profunda y de adecuada resolucién espacial. No se observaron diferencias significati-
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vas en la cuantificacion de osmolitos en los animales con hiponatremia intermitente recurrente al
normalizarlos a la sefial de agua. Para evitar que un posible aumento del agua intracelular dificul-
tara la interpretacion de la cuantificacion de osmolitos, se optd por la normalizacion a la sefial de
agua, en lugar de al contenido de creatina. Por tanto, no hemos podido demostrar que exista una
adaptacion cerebral andloga a la observada en la hiponatremia crénica en esta nueva situacién de
hiponatremia intermitente recurrente. Serdn necesarios estudios mas amplios, que incluyan més
regiones cerebrales, ya que el caudado-putamen puede no ser representativo del comportamien-
to del encéfalo global, y con técnicas més sensibles, como la espectroscopia ex-vivo (202), antes
de poder afirmar o descartar que exista una adaptacién cerebral a la hiponatremia intermitente
recurrente en términos de extrusién de osmolitos.

3.3. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

En los animales que habian sido alimentados con dieta hiposddica y que habian recibido ddAVP/
agua, es decir, en aquellos animales sometidos a una hiponatremia intermitente recurrente, ob-
servamos un aumento en la expresién 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 dia
quizé sean suficientes para producir un acimulo de agua a nivel astrocitario en SB, lo que podria
contribuir a explicar la astrogliosis vista.

En nuestro experimento, no se observd ningdn cambio en la expresidon 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 observacién es probable-
mente demasiado corto como para observarse cambios en la mielina.

4. AGUDIZACION DE HIPONATREMIA INTERMITENTE RECURRENTE

Quisimos evaluar si los animales sometidos a hiponatremia intermitente recurrente eran mas sen-
sibles al dafio inducido por una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal, com-
parado con aquellos alimentados con pellet. En humanos, algunos pacientes con sintomas graves
presentan un elemento de hiponatremia aguda sobreimpuesto a una hiponatremia crénica (64).

4.1. Balance hidrosalino

La administraciéon de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal induce hipona-
tremia hipoosmolar aguda también en animales alimentados con dieta hiposédica + ddAVP/agua.
Sin embargo, en ellos no objetivamos hemoconcentracién, y la orina tampoco se diluyé de forma
significativa. Estos resultados hacen pensar que la retencion hidrica inducida por la administracién
repetida de ddAVP impide detectar dichos cambios, incluso cuando aumentamos el contenido hi-
potdnico en la cavidad peritoneal (133).

4.2. Coeficiente de difusion aparente (ADC)

En aquellos animales alimentados con dieta hiposddica y que recibieron ddAVP/agua durante una
semana también se observé un descenso progresivo y significativo en los valores de ADC a lo largo
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de las dos primeras horas tras la administracién de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% de su
peso. Con respecto a lo observado tras el choque osmdtico 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 podria
deberse a un menor gradiente osmético transmembrana, si la fuerza iénica intracelular estuviera
disminuida en caso de existir una adaptacion cerebral a la hiponatremia intermitente recurrente
(137). Otra posibilidad es que se induzcan cambios post-transcripcionales en los transportadores
de osmolitos, aumentando su extrusién al espacio extracelular y disminuyendo en consecuencia
la entrada de agua al interior de la célula, con un mecanismo anélogo al visto en situaciones de
hipertonicidad (3), si bien dichos cambios no se han estudiado en situaciones de hipotonicidad. Por
altimo, una down-regulacién de AQP4 en esta situacién también podria reducir la entrada de agua
al interior celular, como se ha descrito en situaciones similares (203-205).

Una explicacién alternativa seria que, de forma secundaria al aumento de volumen intracelular ini-
cialmente inducido por la hiponatremia intermitente recurrente, se hubiera producido una extrusion
de sangre y LCR fuera del créneo segun lo discutido anteriormente (132), y por lo tanto ante una
sobrecarga hidrica 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 pequena magnitud en el ADC (pendiente 0.05 + 0.02*10*mm?/seqg)
que no fue diferente de lo observado en animales alimentados con pellet, donde la pendiente no
varié significativamente. Por tanto, queda por confirmar la relevancia fisiopatolégica 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 astroglia y oligodendroglia, como sugieren algunos autores (92).

4.3. Analisis inmunohistoquimico de astrocitos y oligodendrocitos

La administracion de una sobrecarga hidrica equivalente al 10% del peso del animal a ratas alimen-
tadas con dieta hiposédicaddAVP/agua indujo un aumento en la expresién tanto de GFAP como
de MBP en la SB, sin apreciarse cambios en SG. La situacién final tras la administracion 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 administracién de
una sobrecarga hidrica, independientemente de la situacién de partida del animal, produce una
activacién de la macroglia, concretamente de los astrocitos, a nivel de la SB y no de la SG, junto con
un aumento en la formacién o engrosamiento de la vaina de mielina.

Es interesante que tras la administraciéon de una sobrecarga hidrica 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 observaciéon (pendiente 0.05 = 0.002*103*mm?/seg, p=0.002), que sin
embargo no se ve reflejado en un cambio en la expresién de GFAP. Es posible que el cambio en el
volumen a nivel astrocitario en este caso no sea suficiente como para inducir astrogliosis.

Por Ultimo, quisimos evaluar el efecto de la administracién de un bolo de suero salino hipotdnico,
clasicamente reservado para el tratamiento de los sintomas graves de la hiponatremia, en nuestros
modelos, donde la natremia es normal pero existen cambios cerebrales que presumiblemente im-
plican a la glia, para explorar los efectos precoces de dicha maniobra.
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5. EFECTO PRECOZ DEL SUERO SALINO HIPERTONICO

La administracién de un bolo de suero salino hipertdnico provocé un aumento de la natremia y la
osmolalidad plasmatica, consistentes pero de pequefia magnitud, en ambos grupos experimenta-
les (pellet y dieta hiposédicaddAVP/agua).

En animales alimentados con pellet, no se observaron efectos tras los primeros 45 minutos de la
administracién de suero salino hiperténico en ninguna de las regiones estudiadas, salvo por un
descenso en la expresion de GFAP en céapsula interna, no objetivado en regiones laterales pero més
anteriores de SB. En animales alimentados con dieta hiposddicaddAVP/agua (hiponatremia intermi-
tente recurrente), la administracion de un bolo de hiperténico indujo un aumento en la expresién de
GFAP en SB central, especialmente en regiones rostrales y medias. La expresion de GFAP a los 45
min de la administracién del hipertonico es mayor en la SB central del grupo dieta hiposédicaddA-
VP/agua que en el grupo pellet, lo que podria indicar una mayor susceptibilidad al dafio astrocitario
en estos animales. Los resultados anteriores podrian sugerir la existencia de un gradiente temporal
de respuesta a los estimulos anisosméticos, en el que las regiones mas anteriores o centrales po-
drian responder antes al dano.

No se observaron cambios en la expresion de MBP en ninguno de los grupos experimentales tras
la administracion de un bolo de suero salino hiperténico.

El papel central de la lesidn astrocitaria durante las fases iniciales de la DMO esté cada vez mejor
establecido (95). De confirmarse, nuestros resultados serian los primeros en apuntar a una afecta-
cidon tan precoz en el contexto del aumento en la osmolalidad. A su vez, la estrecha comunicacion
entre astrocitos y oligodendrocitos acaba redundando en las lesiones desmielinizantes que tipi-
camente aparecen unos dias tras la correccién brusca de la hiponatremia, por lo que es probable
que 45 minutos sean insuficientes para reflejar una alteracién en la mielina. Por otro lado, es posible
que el grado de dafio 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 mas 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 administracién una vez al dia junto con una dosis diaria
de agua no logre inducir una hiponatremia cronica, pero si una hiponatremia intermitente, que si
se repite en el tiempo es suficiente para inducir una retencién hidrica y un aumento en el contenido
intracelular de agua cerebral, que parece localizarse a nivel astrocitario. Ademas, parece ser capaz
de inducir también cambios cuantificables en el aprendizaje y la memoria. Esta situacion, tal y como
se ha indicado a lo largo de esta Tesis Doctoral, podria tener una gran relevancia clinica, aunque es
preciso realizar estudios prospectivos en humanos para determinar en qué situaciones patoldgicas,
o en relacién a la administracion de qué farmacos, se observa esta condicién, asi como establecer
la prevalencia, progresion y severidad de la misma.

La respuesta regional a los cambios en la osmolalidad en el SNC es diferente, ya sean hipo o hiper-
tonicos. A partir de nuestros resultados de RM e IHQ, parece que las diferencias observadas po-
drian traducir una diferente respuesta de los astrocitos y los oligodendrocitos productores de mie-
lina a la anisotonicidad, asi 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 concentracién de la orina, lo que podria dificultar la deteccién de SIADH durante el
desarrollo preclinico de farmacos.
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Limitaciones

Nuestro trabajo tiene una serie de limitaciones. En primer lugar, hemos usado dos especies di-
ferentes, el ratén y la rata, para el desarrollo de los experimentos. Esto ha obedecido a razones
eminentemente préacticas, ya que los estudios de comportamiento eran técnicamente mas sencillos
usando especies mas pequenfas, y la rata ofrece por su mayor tamafio mejor resolucién espacial
para los estudios de imagen e inmunohistoquimica. En cualquier caso, estd 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 serian extrapolables desde dicha especie.

Todos los animales de experimentacion utilizados en los estudios de balance hidrosalino, RM e IHQ
son hembras. En experimentos piloto llevados a cabo en nuestro laboratorio en 2013, se observé un
inicio precoz de los sintomas de la hiponatremia aguda en hembras, asociado con un mayor grado
de edema cerebral, comparado con los machos, ante los mismos estimulos hipotdnicos (207). Es co-
nocido que las hembras son més sensibles a los cambios inducidos por la hiponatremia (82-84,208),
y varios estudios en modelos animales utilizan sélo hembras, en base posiblemente a este hecho
(132-134). Si bien esta eleccién limita la generalizacidon de nuestros resultados, aumenta la homo-
geneidad de la muestra utilizada, lo que es una ventaja en vista del pequefio nimero de animales
utilizado. Seré 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 tamafio 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 pretendia poner a punto un nuevo modelo
experimental, la hiponatremia intermitente recurrente, por lo que el nimero de animales de experi-
mentacion utilizados se redujo al minimo, al buscar los disefios sélo la prueba de concepto, ya que
dicho modelo no esté establecido en la literatura. Si nuestros hallazgos se confirman, se podréan
explorar otras areas relevantes con este modelo, como el estudio de la expresidon de AQP4 como
mediadora de la entrada de agua a los astrocitos a través de la BHE (209), o la expresion de las co-
nexinas 43y 47, responsables de las tight-junctions entre astrocitos y oligodendrocitos y necesarias
para la adecuada funcién de la mielina (210).

Por el disefio utilizado, no podemos descartar que los cambios atribuidos a la administracién de
ddAVP/agua no estén influidos, al menos parcialmente, por la diferencia en las dietas. Tras haber
comprobado que la administracién de ddAVP/agua a los animales alimentados con pellet no indu-
cia una mayor retencién hidrica, se optd por utilizar este grupo como comparador al ser la situacion
del medio interno equivalente a la observada en animales alimentados con dieta hiposddica y tra-
tados diariamente con ddAVP/agua.

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

Los estudios de RM no tienen resolucién celular, por lo que sélo 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. Ademas, hay que tener en cuenta la limitada resolucién espacial de las DWI,
lo que dificulta la seleccion de algunas ROls, particularmente en la regién del hipotélamo. Por ello,
complementamos estos estudios con anélisis IHQ, que nos han permitido determinar la afectacion
de astrocitos y oligodendrocitos, los tipos celulares que, segun la literatura, mostrarian una mayor
afectacion en estas situaciones. En los estudios de IHQ nos hemos centrado principalmente en el
estudio detallado de la SB, ya que por la resolucién espacial de la RM resultaba dificil obtener ROls
significativas si se elegian regiones diferenciadas de la misma. Sin embargo, seria deseable ampliar el
estudio de SG mediante IHQ, para poder obtener ademéas una mayor representatividad y profundizar
en las potenciales diferencias entre regiones. En concreto, en un futuro deberia prestarse especial
atencion al hipocampo y el cerebelo, ambas regiones muy implicadas en el aprendizaje, la memoria
y las funciones motoras. Asi mismo, seria interesante utilizar otras técnicas para la valoracién de la
morfologia celular, como la microscopia electrénica o de barrido laser multifotén (126,128,134).
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Conclusiones

L La hiponatremia intermitente recurrente es un nuevo modelo experimental que modeliza una
situacién 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 retencién hidri-
ca, incluso con natremia normal, en los efectos sobre el SNCy la aparicién de deterioro cognitivo.

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

4. La dieta hiperosmolar (pellet) evita la concentracion de la orina, impidiendo detectar los efectos
de dosis elevadas de acetato de desmporesina, lo que puede ser relevante en el desarrollo precli-
nico de farmacos que puedan inducir un sindrome de secrecién inadecuada de hormona antidiu-
rética.

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

6. Tanto 1a hiponatremia intermitente recurrente como la hiponatremia aguda y la administracién
de suero salino hiperténico 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 estimulos.

/. Este estudio pone de manifiesto la importancia de las pequenas fluctuaciones en la natremia,
que si, se mantienen en el tiempo, pueden traducir una situacién subyacente de retencién hidrica
con consecuencias a nivel del sistema nervioso central, lo que a su vez podria tener una repercusion
sobre los sintomas cognitivos o la calidad de vida de los pacientes.
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