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RESUMEN

Numerosos factores ambientales parecen producir incrementos crénicos en la
presion sanguinea. Dos de ellos, el estrés y dietas ricas en sodio interactuan
con un fondo genético para favorecer el desarrollo de esta patologia. Son bien
conocidas las influencias de cada factor sobre el sistema cardiovascular, pero
no esta establecido si el estrés puede potenciar el incremento de la ingesta de
sodio, dado que seria de fundamental importancia para evitar los efectos del
estrés sobre la salud humana y animal. El objetivo de esta tesis fue evaluar las
modificaciones en el consumo y excrecién de sodio en animales expuestos a
estrés agudo y crénico y su influencia sobre la presion arterial de estos
animales, verificar la perdurabilidad en el tiempo de los cambios inducidos por
el estrés y su grado de adaptacion a la repeticion del estimulo. Para ello se
trabajé con ratas Wistar macho, que fueron dividas en grupos control o estrés.
Ademas, cada grupo se dividié en dos subgrupos, uno de los cuales tenia
como bebida agua corriente y el otro podria elegir entre agua corriente o
solucion de NaCl al 1,5 %. Los grupos controles permanecian en sus jaulas
individuales y los grupos estresados fueron sometidos a una unica sesion de
inmovilizacion (IMO) en tabla (estrés agudo, EA) o una sesién diaria durante
14 dias (estrés crénico, EC). Al cabo de la unica sesion de estrés o luego de la
ultima en el caso de EC, las ratas fueron colocadas en jaulas metabdlicas y se
recogié la orina para evaluar la diuresis, la natriuresis y caliuresis. Se
determind el volumen de agua y NaCl 1.5% ingeridos. En otro experimento de
igual diseno se determiné la presién arterial de los animales en condiciones de
EA y EC y en otro se evalud el tiempo en el cual los pardametros retornaron a
sus niveles basales, controlando la ingesta y la excrecién en los dias
posteriores a las sesiones de estrés. Para evaluar la adaptacién al estres,
animales EC fueron sometidos a una sesioén de estrés aguda y se determind la
ingesta y excrecion de sodio y agua, ademas de los parametros sanguineos.
Tanto el estrés agudo como crénico disminuyo la ingesta de solucion salina.
Se observo retencion renal de sodio y agua sélo en los animales estresados
que tuvieron la opcion de beber solucidn salina, aun cuando no se observaron
modificaciones en la natremia, potasemia ni osmolaridad plasmatica. Ni el
estrés cronico ni agudo modificd la presidbn de los animales estresados,
medida a las 24 hs post-estrés. Los niveles de corticosterona de las ratas IMO
fue mayor que la de los animales controles no estresados. La supresién de
estimulo estresante permitié el retorno de todos lo parametros a sus niveles
basales dentro de las 24-48 hs posteriores al estrés. El tratamiento de estrés
crénico no protegié a los animales de los efectos de un estrés agudo. El estrés
no incrementa la ingesta de sodio, por lo que estos dos factores no
interactuarian para inducir hipertension sostenida, datos que son apoyados por
lo observado con los valores de presion arterial obtenidas en las ratas IMO.
Los cambios inducidos por el estrés son reversibles y no son sensibles a los
mecanismos de adaptacion o reduccidn de la respuesta en exposiciones
repetidas al mismo estimulo.






ABSTRACT

It is well accepted that sodium balance exert a mayor effects on long-lasting
control of arterial blood pressure. In addition, although exposure to chronic
stress has been found to cause hypertension, the effect appears to be
potentiated by salt loading and genetic predisposition. Therefore, we could
assume that chronic stress might cause hypertension, at least partially, by
influencing sodium balance in the organism. Thus, the influence of a well-
characterized chronic stress model (exposure to immobilization) on sodium
intake and renal function in adult male Wistar rats was studied. In others
experiments, the influence of hypertonic saline intake and stress on the arterial
blood pressure and if the previous chronic stress alter the response at the
same stressor was evaluated. Likewise, the perdurability of the effects of
chronic IMO was evaluated. The animals were individually housed and all
variables under observation were measured in metabolic cages the first,
seventh, and thirteenth experimental days. Half of the rats had access to water,
and the remainder rats had access simuitaneously to water and saline solution
(1.5% NaCl). Immobilization (IMO) in wooden boards, 2 h per day (10.00 to
12.00 hours) over 13 days was used as stressor. IMO reduced the intake of
saline solution. We demonstrate that the renal water, sodium, and potassium
excretion in IMO rats having access to saline solution was lower than in control
rats. The effect of IMO was similar along all the observation days. The results
indicate that the IMO stress reduced the sodium intake, probably as a
secondary effect to the deficit in sodium renal excretion; IMO caused
antidiuresis and antikaliuresis, only in those rats with simultaneous access to
saline solution. The reduction of saline intake observed in stressed rats might
be an homeostatic mechanism to maintain the sodium balance after impairment
of renal sodium excretion caused by stress. The changes in the sodium
balance had no effects on arterial blood pressure, probably as a consequence
of compensatory poststress mechanisms. The effects of chronic stress were
reversibles, since the variables returned to basal values in the 24-48 h period
after the last IMO. The rats fail to adapt to continued stimulation. The previous
chronic stress did not alter the physiological response to an acute stressor, at
least in the measured variables. In conclusion, the present data indicate that
exposure to stress reduced sodium intake as well as renal sodium and
potassium excretion in rats with continuos access to hypertonic saline solution.
Apparently, impaired sodium excretion had no effect on the arterial blood
pressure, regardless the lack of adaptation of the changes observed in
response to repeated stress.



ABREVIATURAS

A: Adrenalina.

ACTH: Hormona adrenocorticotrofina.
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INTRODUCCION

Todas las formas de vida poseen medios para preservar su integridad.
La adaptabilidad de los organismos vivos y su capacidad para construir nuevas
condiciones operativas en respuesta a estimulos impuestos externos o
internos, permiten la continuacidn de la vida bajo condiciones hostiles
(Dallman, 1993).

La funcion de una célula depende, no solamente de la recepcién de un
continuo suministro de nutrientes y de la eliminacion de sus productos
metabdlicos finales, sino también de Ila existencia de condiciones
fisicoquimicas estables en el liquido extracelular que las bafia, al que Claude
Bernard denominé “medio interno”. Uno de los requerimientos de la regulacion
del medio interno es el de conservar una cantidad adecuada de agua, siendo
otro factor importante para la supervivencia de las células la presencia, en las
concentraciones necesarias, de distintos solutos tales como sales y moléculas

nutrientes (Denton, 1982).

En el organismo, las sustancias minerales se encuentran en el liquido
intracelular (LIC) y extracelular (LEC), en proporciones muy constantes y
reguladas. El sodio es el principal catién del LEC y sus funciones son muy
importantes. Este ion regula la permeabilidad capilar, la permeabilidad celular,
la excitacion nerviosa y muscular, el equilibrio acido-base, el equilibrio
osmotico y fundamentalmente, interviene en la regulacion del intercambio y
distribucién del agua y por lo tanto, del volumen del LIC y LEC. Las sales de
sodio forman mas de 90 % del soluto osméticamente activo en el plasma y en
el liquido intersticial, por lo que la cantidad de sodio es el determinante
primario del volumen del liquido extracelular (Schauf et al.,, 1990;
Ganong,1996) .






El sodio y sus aniones acompafantes, Cl ~y HCOs; ~, constituyen las
principales fuerzas osmoticas en los liquidos corporales. Debido a que la
osmolaridad del plasma y la concentracion de sodio plasmatico son reguladas
dentro de limites muy estrechos, los cambios en el balance neto de sodio
corporal total obligan a los liquidos acompafantes a mantener la osmolaridad
de los liquidos corporales. El balance neto de sodio, por lo tanto, determina el

nivel del liquido extracelular (Schauf et al., 1990; Ganong,1996) .

Los problemas en la homeostasis de los liquidos extracelulares (LEC)

pueden ser reducidos a tres desafios homeostaticos simples :

e Ganancia o pérdida de solucién isoténica de NaCl.
¢ Ganancia o pérdida de agua pura

¢ Ganancia o pérdida de NaCl puro

La ganancia o pérdida de solucién salina isotdnica puede ocurrir de
varias formas, una de ellas es el consumo de sal y agua en las proporciones
en las que se encuentran en el LEC, provocando un incremento del mismo. La
produccion de orina isoténica podria ser un ejemplo simple de pérdida de

solucién isotdénica.

El segundo desafio homeostatico simple es la ganancia o pérdida
de agua pura. La ganancia de agua pura resulta de la ingesta de agua u otro
liquido diluido. La pérdida es causada por produccion de orina diluida o
pérdidas por evaporacion. Si hay una pérdida neta de agua pura de los
compartimentos liquidos extracelulares, la osmolaridad del LEC se incrementa.
El gradiente osmdético resultante entre el liquido intra y extracelular causa
movimiento de agua desde las células al LEC, para restablecer el equilibrio
osmotico. Lo inverso ocurre cuando hay una ganancia neta de agua. Una

diferencia fundamental entre el desafio de ganar o perder solucién isoténica o







agua pura, es que el desafio del agua afecta tanto a los volumenes intra como

extracelular, mientras que el desafio isotonico afecta sélo al volumen del LEC.

El tercer desafio es la ganancia o pérdida de NaCl. Por ejemplo, si un
hombre de 75 kg come 50 g de sal (aproximadamente 1,7 Osm) sin incorporar
agua, la osmolaridad de su LEC puede incrementarse hasta 413 mOsm. En
este caso, la elevada osmolaridad es el resultado de un incremento en la
concentracion de sodio en los compartimentos extracelulares. El aumento de la
osmolaridad del LEC causa movimiento neto de agua desde los
compartimentos intracelulares al extracelular, hasta que la osmolaridad de los
dos compartimentos se desplace al equilibrio. La osmolaridad final podria ser
de 338 mOsm. El volumen del LEC puede aumentar de 3,4 L a un total de 18,4
L, mientras que el liquido intracelular puede disminuir en la misma proporcion.
Las pérdidas de la misma cantidad de sal podria reducir el LEC en 4,3 L. Este
ejemplo ilustra la importancia del contenido total de sodio en la determinacidn
del volumen del LEC (Schauf et al., 1990; Ganong,1996) .

Un incremento en el volumen del plasma puede conducir a un aumento
de la presion sanguinea. Si la resistencia periférica total no cambia, la presion
arterial media puede aumentar. Probablemente, pocas personas podrian
consumir voluntariamente 50 g de sal en una sola ingesta. Sin embargo, en
individuos predispuestos a desarrollar hipertensién, un defecto en la
homeostasis del sodio podria llevar a acumular una cantidad cercana a 50 g
extra de sal, especialmente si los sistemas reguladores son desafiados por una
ingesta rica en sodio. Por otra parte, la pérdida de sal no ocurre como tal, pero
la deficiencia ocurre cuando la ingesta no alcanza a compensar la pérdida. El
rindn normalmente responde a un incremento en el sodio corporal total y en el
volumen del LEC con incremento en la natriuresis, un aumento en la cantidad

de sodio y agua perdidos por orina (Schauf et al., 1990; Ganong, 1996).







El balance neto de sodio y agua refleja la diferencia entre la ingesta y
las pérdidas, siendo la ingesta una funcion de la dieta y la disponibilidad del
ambiente, mientras que las pérdidas son determinadas primariamente por la

excrecion renal de sodio.

Aunque es posible controlar el balance de sodio regulando la ingesta,
esto no es usual en la sociedad moderna, donde hay una gran abundancia de
sal en los alimentos ingeridos, que constituye la via principal de ingreso al

organismo (Navar, 1997; Mc Gregor, 1997).

Una vez ingresado, el sodio se distribuye en el organismo de manera
que aproximadamente un 45 % del depdsito de sodio del cuerpo se encuentra
en el LEC, otro 45 % se encuentra en el hueso y un 10 % en el compartimento
intracelular. Aunque la mayor parte del sodio organico estd en forma
facilmente intercambiable, casi la mitad del sodio del hueso no se recambia
con los iones sodio de los compartimentos liquidos. El sodio no recambiable
estd absorbido a los cristales de hidroxiapatita, situados profundamente en los
huesos largos. El sodio del hueso no es osméticamente activo, pero parte de él
puede ser asequible para mejorar los efectos osmoticos de la dilucion del LEC
(Rocha et al., 1997).

La ingesta de sal o el consumo de sodio puede ocurrir como resultado
de la deficiencia de sodio (ingesta de sal inducida por necesidad o apetito por
sal) o puede ocurrir en animales sin necesidades endogenas. Estas dos
conductas difieren en su frecuencia. Dado que la ingesta inducida por
necesidad ocurre luego de pérdidas de sodio, ésta es episddica. La conducta
libre de necesidad es una de las conductas ingestivas manifestadas libremente

en las ratas.

Ambas ingestas dependen del gusto para la deteccibn de la sal

consumida, pero la evaluacion de la tasa o grado de gusto es diferente en las







dos instancias de la ingesta. La ingesta libre de necesidad se basa en una
evaluacion hedodnica del gusto de la sal y se denomina “preferencia por saf,
especialmente cuando el animal elige un liquido salino que es ofrecido

simultaneamente con agua (Epstein, 1991).

En ratas, la manipulaciéon del ofrecimiento de soluciones de NaCl de
diferente concentracién, permite observar que la ingesta es funcion de la
concentracién, obteniéndose una gréafica en forma de “U” invertida. Esta
preferencia gustativa se manifiesta a partir de soluciones de NaCl 0,055 %.
Por debajo de este valor, los animales no muestran ninguna preferencia entre
soluciones salinas o0 agua pura. La concentracion de maxima preferencia por
este tipo de soluciones esté alrededor de 0,9 % de NaCl. Con soluciones al 1,5
%, la ingesta de agua excede a la de sal (Fitzsimmons, 1979). La mayor
respuesta obtenida con solucién isotonica es la misma para animales con o sin
deficiencias de sodio. Por lo tanto, podria decirse que la necesidad interna de
sodio no determina la forma de la curva preferencia-aversién, sino que ésta
estaria determinada, probablemente, por factores gustativos (Breslin et al.,
1993).

En humanos, se han realizado estudios para tratar de establecer la
posible asociacién entre la preferencia por sal e la hipertension, suponiendo
que la respuesta heddnica a la sal estaria relacionada con la ingesta de sodio.
Los resultados obtenidos son variables, ya que se ha encontrado que las
manipulaciones de la ingesta pueden o no modificar la preferencia , pero la

asociacion no es fuerte bajo condiciones estables de ingesta (Mattes, 1997).

La ingesta que resulta de una deficiencia interna genera una mayor
avidez por la sustancia salina, sumada a su evaluacién hedoénica. Como
resultado de ello, la mayoria de las soluciones salinas son consumidas a todas
las concentraciones que ellas pueden ser degustadas. Esto se denomina

“apetito por sal o hambre de sal “ (Epstein, 1991).






El apetito por sal es un ejemplo clasico de mecanismo regulatorio. La
primera descripcion experimental de su existencia fue hecha en los arfos 50
cuando Ritchter mostrd que las ratas adrenalectomizadas bilateralmente
incrementaban su ingesta de solucién salina de NaCl en relacién al agua. Se
elaboraron varias teorias para explicar el apetito por sal en condiciones de

deficiencia de sodio, entre ellas :

a- la existencia de incrementada sensibilidad de los receptores del gusto
(Ritchter, 1956).

b- la existencia de receptores que responden a cambios en el contenido de
sodio de la sangre arterial (dependencia del contenido de sodio de un

reservorio de sodio corporal) (Wolf and Stricker, 1967).

c- disminucién en la concentracion de sodio intracelular en poblaciones de

neuronas especificas (Denton, 1982; Priehs et al., 1991).

Mas recientemente, se demostré que ambos tipos de ingestas podrian
ser controladas por hormonas y péptidos de origen central, tales como la
Angiotensina, la cual parece actuar sobre el érgano vasculoso de la lamina
terminalis, OVLT (Fitts and Thunhorst, 1996; Thunhorst, 1996; Moismann et
al., 1996; Pereira da Silva et al., 1995; Lienard et al., 1996).

Otras hormonas involucradas serian la hormona adenocorticotrofina
(ACTH) y la prolactina (PRL) (Denton, 1982). Blaine et al., en 1975, mostré un
efecto directo de ACTH sobre el apetito por sal en conejos
adrenalectomizados. Las evidencias de la presencia de ACTH y oftras
hormonas hipofisarias en el liquido cefalorraquideo (LCR), indicarian la
produccion de ACTH o péptidos semejantes a ACTH en el Sistema Nervioso
Central (SNC) o el transporte de estas hormonas desde la hip&fisis al cerebro
(Denton, 1982; Fitts and Thunhorst, 1996; Thunhorst, 1996).







Con respecto a la prolactina, su accién sobre tejidos mamarios produce
regulacién de la diferenciacién celular alveolar e induccion de las proteinas
secretoras de leche después del parto. Diversos autores remarcan que la
composicion de la leche se asemeja a la composicidén del liquido intracelular,
mas que la del extracelular. La PRL rapidamente activa el contratransporte de
sodio y potasio en corte de tejidos mamarios en lactacién, lo cual resulta en
elevado potasio y reducido sodio tisular; este efecto lo produciria a través de
la estimulaciéon de la bomba de Na* y K. La respuesta temprana de las células
alveolares a la prolactina seria la activacién de la bomba, lo cual llevaria a
disminuir la concentracién intracelular de sodio y a marcados cambios en la
relacion intracelular de estos iones. Hasta el presente no esta claro si la
prolactina actua a través de transcripcion génica, pero la hipbtesis sobre la
influencia de cambios en las concentraciones intracelulares de Na' es de
interés en relacion con la posibilidad de que éstos puedan ser los vectores de
otros eventos quimicos, incluyendo procesos transcripcionales y
transduccionales que alterarian la actividad eléctrica de las neuronas que

gobiernan el apetito por sodio (Denton, 1982).

Varios estudios sugieren que el cerebro produce péptidos que funcionan
como supresores de la ingesta de sal y puede dar la posibilidad de que
sustancias semejantes a ellos sean utilizados como quimioterapia para la
excesiva ingesta de sodio que es una enfermedad de ocurrencia en humanos.
Estos péptidos parecen ser las taquicininas (Epstein, 1991) y la oxitocina
(Stricker and Verbalis, 1996). Con respecto a la oxitocina, se postula que la
estimulacion del apetito por sal es consecuencia de una disminucién en la

secrecion de la oxitocina a nivel central (Stricker and Verbalis, 1996).

El péptido natriurético atrial (PNA) es una hormona semejante a la
oxitocina y sus efectos periféricos complementan su accidn en el cerebro para
disminuir la ingesta de NaCl y por lo tanto reducir la osmolaridad de los

liquidos corporales. De hecho, la inhibicion del apetito por ambos péptidos
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parece ser parte de una sistema coordinado de mecanismos fisiolégicos y
conductuales que promueven osmorregulacién después de una carga de sal,
que incluyen excrecién renal de sodio, antidiuresis y sed (Stricker y Verbalis
1996)

También existen evidencias de que los receptores de volumen o del
sistema de baja presidon podrian jugar un rol importante en el control de la
ingesta de agua y sal y en la excrecion de agua. Los mecanismos por los
cuales se logra esta homeostasis no son claros, pero se podria postular que
es, al menos parcialmente, mediado por el Sistema Renina Angiotensina
(RAS), dado que la distensidn atrial inhibe la liberacion de renina en el perro y
en la rata (Toth et al., 1987).

En general, el apetito por sal en humanos es raro y puede aparecer en
condiciones extremas, por ejemplo cuando el individuo ha experimentado una
marcada disminucion del sodio corporal, tempranamente en su vida, por un

largo periodo de tiempo (Mattes, 1997).

Debido al rol central del sodio en el mantenimiento de los volumenes de
los liquidos corporales, no es sorprendente que hayan surgido multiples
mecanismos para controlar su excrecidn. En condiciones fisiologicas,
aproximadamente el 95 % del sodio que pierde el cuerpo se excreta por orina.

Un pequefio porcentaje se pierde con las heces y la sudoracién.

A nivel renal, las variaciones en la excrecion de sodio dependen de los
cambios en la cantidad filtrada y en la cantidad resorbida en los tubulos
renales. Los rifiones pueden modificar la excrecion de sodio controlando

cualquiera de estas dos variables, en distintas condiciones fisiolégicas.

La filtracion, el primer factor que determina la excrecién renal, depende

de la tasa de filtracion glomerular (TFG), es decir, de la cantidad de filtrado
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formado por minuto. Este parametro esta, a su vez, determinado por tres
factores: la presion hidrostatica en los capilares glomerulares, la presion
hidrostatica en la capsula de Bowman y la concentracién de proteinas
plasmaticas, es decir la presion oncotica del plasma. La modificacion de
cualquiera de estos tres factores modifica la TFG, y en consecuencia la

cantidad de sodio filtrado (Kemppainen and Behrend, 1997).

La evidencia actual indica que por lIo menos en lo referente a la
regulacion a largo plazo en la excrecion de sodio, el control de la resorcion
tubular es probablemente mas importante que el de la TFG. La razén es que la
resorcion absoluta de liquidos en los tubulos proximales y probablemente en
las asas de Henle y tubulos distales también varia directamente con la TFG.
Este fendmeno se conoce como equilibrio glomérulo tubular. Este mecanismo
actua aumentando la cantidad total reabsorbida cuando se incrementa la TFG
y viceversa. Los tubulos tienden a resorber una fraccion constante de la
cantidad filtrada, la cual parece depender de la presidn oncética de los
capilares peritubulares. El equilibrio glomérulo tubular es una segunda linea de
defensa que evita que los cambios en la hemodinamia produzcan por si

mismos cambios grandes en la excrecion de sodio.

Otro mecanismo que opera sobre la TFG y asegura un aporte constante
de sodio a los segmentos distales, amortiguando los cambios bruscos en el
filtrado glomerular, es el de autorregulacion tabulo glomerular. Este
mecanismo incluiria un sensor del volumen de entrega de liquido tubular o
alguno de sus componentes y ajustaria la cantidad de liquido ultrafiltrado a
nivel glomerular. Es decir, que si el aporte de liquido a los segmentos distales
disminuye, automaticamente se aumenta el filtrado. Por el contrario, el
incremento en la oferta de sodio y cloruro al tubulo distal, reduciria la
secrecion de renina, lo cual produciria vasodilatacion de la arteriola eferente,
conduciendo a una disminucion en el filtrado glomerular por reduccion de la

presion efectiva de filtracion (Kemppainen and Behrend, 1997).
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El segundo factor natriurético que regula la excrecion de sodio es la
secrecion de aldosterona por la corteza adrenal. La aldosterona estimula la
resorcion de sodio en los tubulos distales (TD) y tubulos colectores (TC),
regulando el ajuste fino de la excrecién, ya que el 90 % del sodio filtrado ya ha
sido resorbido . Esta hormona regula el 2 % del sodio filtrado (20 % del sodio
que entra a los tubulos). La secrecion de esta hormona depende de los niveles
de Na* y K plasmaticos, de la estimulacién por la ACTH y por la angiotensina.
De estos estimulos, los mas importantes son los mediados por los niveles de
potasio plasmatico y por el sistema renina-angiotensina. El potasio tiene un
efecto directo y potente sobre la liberacion de aldosterona. Cambios en la
concentracién de este idn en el rango de + 1 mEg/L puede alterar la secrecion

de esta hormona (Kemppainen and Behrend, 1997).

Por otro lado, la renina es liberada por las células yuxtaglomerulares.
Por lo menos 5 factores reguladores diferentes parecen intervenir en la

secrecion de renina :

e Uno de ellos es un mecanismo barorreceptor intrarrenal que aumenta la
secreciéon de renina cuando la presidn sanguinea intraarteriolar disminuye a
nivel de las células yuxtaglomerulares.

e Otro sensor que interviene en el proceso regulador es la macula densa, la
cual parece medir la velocidad de transporte de Cl ~ o probablemente Na *
a través de esta porcion del tubulo distal.

e Las prostaglandinas también estimulan la secrecion de renina .

e La secrecidn de renina, que varia en proporcion inversa a la concentracion

plasmatica de potasio.
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e Finalmente, el incremento de la actividad del sistema nervioso simpatico
aumenta la secrecidén de renina. Este efecto parece ser mediado tanto por
las catecolaminas circulantes como por via de los nervios renales, con

participacion de receptores 3.

El tercer factor natriurético que regula la excreciéon de sodio es el PNA.
Este péptido se almacena en forma de granulos secretores en los atrios y su
secrecion se incrementa cuando aumenta el volumen de LEC o se ingiere una
dieta rica en sodio. Su principal efecto es el de producir natriuresis, que podria
ser debido a un incremento de la TFG. En las células mesangiales existen
receptores al PNA y la relajacién de éstas aumenta el area efectiva de filtrado.
Ademas, reduce la capacidad de respuesta de la glandula adrenal a estimulos
que generalmente incrementan la secrecidbn de aldosterona. Todo esto
conduce a incrementar la pérdida de sodio y la correspondiente pérdida de
liguido (Bianchi, 1986; Ganong, 1996; Gyton, 1991; Navar, 1997; Schauf et
al., 1990).

En afios recientes se han acumulado evidencias del importante rol de
los nervios renales en la regulacion de la excrecion urinaria de sodio. La
estimulacion a baja frecuencia de los nervios renales afecta directamente tanto
la reabsorcién tubular proximal de sodio como la liberacién de renina en
ausencia de cambios en la hemodinamia renal. Ademas, varias investigaciones
demuestran que la denervacién renal resulta en un incremento en la tasa de
flujo urinario, que es atribuido a una disminucién en la reabsorcién absoluta y

fraccional de sodio en el tubulo proximal (Greenberg et al.,1991).

Como se indicé, la cantidad de sodio corporal depende, en gran medida,

de la capacidad del rifndn para excretarlo.

Muchos mecanismos fisioldgicos llevan a responder a un aumento en la

ingesta de sal (Figura 1). Un incremento en la ingesta resulta en una reduccion
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de la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona (hormonas q :
retienen sal) y un aumento en la liberacién de PNA (hormona de la pérdida de
sal). Cada uno de estos sistemas, a su vez, interactuan con otros sistemas
paracrinos en el rindn, tales como el sistema calicreina, cininas y
prostanglandinas, los cuales pueden tanto regular como mejorar la respuesta.
Ademas, un incremento en la ingesta de sal resulta en una reduccién de la
actividad de los nervios simpaticos renales. El efecto neto de estas respuestas

es un incremento en la excrecion diaria de sodio (Cowley, 1997).
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Figura1 : Representacién esquematica de los mecanismos a través de los cuales los
cambios en el volumen sanguineo son detectados y estas sefales son transmitidas
via factores neurohumorales y fisicos para controlar la retencién de sodio y agua.
PNA, péptido natriurético atrial; Ang Il, Angiotensina Il; AVP, argininvasopresina;
PCO, presion coloideosmética; LEC, liquido extracelular; TFG, tasa de filtrado
glomerular; Y-G, yuxtaglomerular; PG, prostaglandinas; ARP, actividad renina
plasmatica ; PV, presién-volumen (Cowley, 1997).
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Como puede verse, cualquier factor que modifique la ingesta de sal o
que altere el delicado equilibrio entre la carga filtrada y la tasa de reabsorcion
tubular puede llevar a una inapropiada retencion de sodio y agua y, en
consecuencia, incrementar el volumen sanguineo y probablemente, la presion

sanguinea (Navar, 1997).

Normalmente, un incremento en la ingesta diaria de sodio es excretado
y provoca un riesgo minimo en la presion sanguinea. Sin embargo, en algunos
individuos, la elevada ingesta de sal esta asociada con aumentos en la presién
sanguinea arterial (PA), sugiriendo la existencia de algun tipo de
susceptibilidad genética y/o adquirida (Haythornthwaite, 1993; Cowley,
1997).

Existen factores ambientales que pueden alterar el balance de sodio del

organismo y producir cambios en la PA. Uno de estos factores es el estrés.

El término estrés ha sido muy usado por los cientificos y constituye un
vocablo comun en el mundo civilizado. A pesar de la falta de un acuerdo
general acerca de su significado, el término ha prevalecido ya que tiende a
explicar un fendomeno basico de la naturaleza como es el mantenimiento del

balance, equilibrio 0 armonia del ser vivo.

El término estrés fue acufado por el investigador canadiense Hans
Selye (1907-1982) quien definié el Sindrome General de Adaptaciéon 6
Sindrome de estrés (Selye, 1936). Selye, en su descripcién inicial, incluyd
estimulos tales como frio, injurias quirurgicas, shock espinal, ejercicio muscular
e intoxicaciones. Segun este autor, el estrés seria “un sindrome producido por
diversos agentes nocivos” y se desarrollaria en tres etapas :

a- “una reaccion de alarma’ inicial, caracterizada por una descarga
simpatoadrenomedular inmediata; apareceria entre las 6-48 horas de Ia injuria

inicial, involucrando una rapida disminucion del tamafio del timo, bazo,
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ganglios linfaticos e higado, desaparicion de tejido graso, formacién de edema,

transudado pleural y peritoneal y lesiones en el tracto digestivo.

b- una siguiente “etapa de resistencia’ caracterizada por activacion del eje
hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HPA) y un sindrome de hipertrofia adrenal,
desaparicion del edema, incremento en el tamano del timo y atrofia de las
gonadas. Selye interpretdé esta etapa como un reflejo de la pérdida de
produccion (por parte de la hipéfisis anterior) de hormona del crecimiento,
hormonas gonadotréficas y prolactina y un aumento de los “principios
tirotréficos y adrenotréficos”. La persistencia de cantidades relativamente
pequenas de injuria o injurias pequenas podria llevar a la resistencia en esta
segunda etapa y el organismo podria retornar a la normalidad. Sin embargo, si
el estimulo continia con la misma intensidad, el animal podria perder su
resistencia en un par de meses y sucumbir con sintomas similares a los de la
primera etapa, entrando en una tercera fase de “agotamiento y muerte’. Selye
sugirié que formas mas o menos pronunciadas de esta reaccion en tres fases
representarian las respuestas mas usuales del organismo a estimulos tales
como cambios de temperatura, drogas y ejercicio (Selye, 1936; Chrousos et
al., 1988; Hursin and OIff, 1993).

La respuesta al estrés persistié evolutivamente debido a que fue
ventajosa en la seleccidn natural. Este mecanismo podria proveer los medios
necesarios para anticipar o responder rapidamente a amenazas de la
supervivencia o bienestar del organismo y para preservar la constancia del
medio interno por ajustes a corto plazo de la actividad de diversos sistemas.
Cuando la respuesta no mantiene la homeostasis y la resistencia falla debido a
una inadecuada o excesiva activacién de los sistemas compensadores, se
pueden producir dafios fisicos y psicoldgicos. Esta condicidn, asociada con
experiencias perturbadoras tales como ansiedad, miedo o colera se denomina
distrés; la evitacién o la anulacidn del distrés y sus consecuencias patolégicas

es uno de los objetivos principales de las ciencias.
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La homeostasis y la respuesta al estrés difieren en varios aspectos. La
respuesta homeostatica es especifica para el estimulo y produce cambios que
son adecuados para lograr la adaptacion al disturbio. La respuesta al estrés es
usualmente mas generalizada y puede ser precipitada cuando los mecanismos
homeostaticos son sobrepasados. Las respuestas homeostaticas son
relativamente predecibles con un margen estrecho de variaciones individuales,
mientras que la respuesta al estrés puede diferir marcadamente entre
individuos, dependiendo de factores constitucionales asi como de la historia

condicionante del organismo (Kopin et al., 1988).

La homeostasis es, en resumen, el estado armonioso entre la mente y el
cuerpo, el estrés es el reconocimiento por el cuerpo de un agente real o
potencialmente nocivo y por lo tanto del estado de amenaza de la
homeostasis; el estresor es la amenaza y la respuesta adaptativa es la
respuesta que el cuerpo ensaya para contrarrestar al estresor y restablecer la
homeostasis y el equilibrio interno. Esta respuesta puede ser especifica para
el estresor o generalizada y no especifica, dependiendo probablemente de la

magnitud, mas que del tipo de estrés.

La respuesta al estrés implica la participacion de componentes
endocrinos, conductuales y auténomos, coordinados de manera tal de
movilizar al organismo para obtener la mejor respuesta ante el estimulo
estresante y posteriormente retornar al estado homeostatico (Kopin et al.,
1988). Los cambios son coordinados por los componentes centrales y

periféricos de los sistemas de respuesta al estrés (Figura 2).
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somatostatina; GH: hormona de crecimiento; PRL: prolactina; MA: médula
adrenal; NP: nervios periféricos; BENDORF: betaendorfinas, ACTH; hormona
corticotrofica (Modificado de Black, 1994).

................ Estimulacion
......... Inhibicién

Los componentes centrales de estos sistemas estan constantemente
recibiendo informacién desde los centros superiores del sistema nervioso
central, desde la periferia y el medio ambiente. Este sistema de respuesta al

estrés comprende:

1. Neuronas parvicelulares productoras de la hormona liberadora de la
corticotrofina (CRH) y de la argininvasopresina (AVP) del nucleo

paraventricular (PVN) del hipotalamo.

2. Neuronas CRH del nucleo paragigantocelular y otros nucleos de la médula

oblonga.

3. Neuronas catecolaminérgicas del locus coeruleus y de otros grupos

celulares de la médula y del puente 6 protuberancia anular (Stratakis et al.,

1995).

Se considera que la CRH es la coordinadora de la respuesta al estrés.
Aungue neuronas que contienen este péptido se encuentran ampliamente
distribuidas en el cerebro, la mayor proporcién se encuentran en el nucleo
paraventricular del hipotalamo. Diversos estimulos parecen actuar sobre esta
estructura para provocar la secrecion de CRH (Paulmyer-Lacroix et al.,

1995).

El PVN del hipotalamo recibe proyecciones de varias estructuras

cerebrales:
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a) El sistema limbico: el hipocampo y el nicleo amigdaloide envian fibras
nerviosas al PVN. La estimulacion eléctrica de cada una de estas
estructuras ejerce una accién estimulatoria o inhibitoria sobre el eje
hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HPA), uno de los eferentes de los sistemas de
estrés, con resultados variables segun el estado fisiolégico del animal. No
se conocen los neurotransmisores implicados en estas conexiones

(Paulmyer-Lacroix et al., 1995).

b) Los nucleos catecolaminérgicos del tronco cerebral: las fibras adrenérgicas
(cuyo origen son los grupos celulares C1, C2 y C3) y fibras noradrenérgicas
(del nucleo caudal del tracto solitario, grupo celular A2 y en menor grado los
grupos celulares A1 y AB) se reagrupan en el fasciculo ventral
noradrenérgico antes de proyectarse al PVN (Paulmyer-Lacroix et al.,
1995; Li et al.,, 1996; Aguilera, 1994; Dallman, 1993; Terrazino et al.,
1995).

c) Nucleo arcuato del hipotalamo: Este nucleo contiene un gran numero de
péptidos y neurotransmisores, entre ellos B endorfinas y neuropéptido Y,
aunque el rol de estos factores como mediadores de la liberacion de CRH
durante la respuesta temprana al estrés y al estrés cronico permanecen sin

ser determinados (Paulmyer-Lacroix et al., 1995).

d) Nucleo del rafe: la inervacién serotoninérgica (proveniente de los grupos
celulares B7, B8 y B9Y) del PVN es débil comparada con la inervacion
catecolaminérgica. El rol de serotonina en el control de eje HPA bajo
condiciones fisiolégicas permanece controvertido (Armario et al., 1992;

Paulmyer-Lacroix et al., 1995).

e) Nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo: que envia fibras serotoninérgicas
al PVN (Paulmyer-Lacroix et al., 1995).
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f) Otras influencias: EI PVN también recibe abundante inervacion
angiotensinérgica y los receptores de Angiotensina Il (Ang Il) estan
presentes en el PVN, especialmente en células que contienen CRH. La
Angiotensina podria contribuir al incremento, independiente de
catecolaminas, en la expresion del CRH luego de un estrés agudo
(Aguilera, 1994 ; Aguilera et al., 1995).

Los efectores periféricos de la respuesta al estrés comprenden al eje

hipotalamo-hipéfiso-adrenal (HPA) y al sistema simpatoadrenomedular (SAM).

Con respecto al eje HPA, a los pocos minutos de producido un estrés,
aumenta el mMRNA de la CRH, entonces ésta aparece en el PVN. La CRH se
mueve a lo largo de axones hacia la eminencia media y luego es secretada al
sistema porta hipofisario, alcanzando asi la hipéfisis anterior. Alli, la CRH
actia sobre las células basodfilas para producir la sintesis de
propiomelanocortina (POMC), una proteina que luego es clivada para dar
origen a adrenocorticotrofina (ACTH), B endorfina y oMSH (hormona

melanocito estimulante) (Kemppainen and Behrend, 1997).

Como se indicd, también la AVP promueve la liberacion de ACTH, pero
los dos péptidos parecen tener diferentes efectos sobre las células de la
hipdfisis. La CRH actua estimulando tanto la sintesis del mRNA de la POMC
como la secrecion de ACTH; esta accion es sensible a la inhibicidon por
glucocorticoides. En contraste, AVP no parece estimular la secrecion de
ACTH ; sin embargo, en combinacion con la CRH, AVP potencia la liberacion
de ACTH y es menos sensible a la inhibicidon por glucocorticoides (Dallman,
1993; Antoni, 1993; Black, 1994a; Fuchs and Flugge, 1995).

La ACTH es liberada de manera pulsatil a la circulacidén, con dos ritmos

independientes de secrecion: uno de corta duracién y a una frecuencia de 3
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pulsos por hora (micropulsos) y otro de mayores elevaciones de ACTH cada

dos horas (ritmo ultradiano mayor) (Antoni, 1993; Sarnyai et al., 1995).

El incremento de la secrecidn de la ACTH promueve la secrecién de
glucocorticoides desde la glandula adrenal. Los altos niveles de corticoides
juegan un rol importante en el mantenimiento del aporte de energia y en la
modulacién de las respuestas de reconocimiento, inmunes y cardiovasculares.
Los glucocorticoides también contribuyen a las respuestas viscerales al estrés
ya que estimulan la sintesis de catecolaminas y modulan los efectos

metabdlicos y cardiovasculares de las catecolaminas (Aguilera, 1994).

Ademas, se ha postulado que los glucocorticoides tienen un importante
efecto protector, debido a que modularian la respuesta normal del organismo
al estrés, previniendo amenazas a la homeostasis por reacciones exageradas
(Munck et al., 1984).

Los niveles basales de expresion de la CRH en el PVN estan bajo el
efecto negativo de los glucocorticoides. Estas hormonas inhiben al eje HPA
directamente a nivel de los corticotrofos pituitarios y a distintos sitios en el
cerebro incluyendo el PVN e hipocampo. El sitio primario para la
retroalimentacion bajo condiciones basales es el hipocampo, el cual contiene
receptores de esteroides de alta afinidad sensibles a niveles de “no estrés” de

glucocorticoides circulantes.

La accién central de la corticosterona, el principal glucocorticoide de la
rata, es mediada por receptores mineralocorticoides (MR) de alta afinidad, tipo
1 (Kd=0.3 nM para Corticosterona) y receptores glucocorticoides (GR) de baja
afinidad, tipo 2 (Kd=3 nM). La mayor expresién de MR y GR se encuentra en el
hipocampo. Una alta densidad de GRs esta presente en los sitios clasicos de
retroalimentacion del PVN e hipdfisis. Los MRs prevalecen en neuronas

limbicas. Los niveles basales de corticosterona predominantemente ocupan los
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MR, mientras que durante el estrés y el pico circadiano progresivamente se
ocupan ambos tipos de receptores (De Kloet, 1995; Oitzl et al., 1995;
Aguilera, 1994; Daliman, 1993; Young et al., 1995).

El segundo de los sistemas periféricos de la respuesta al estrés es el

sistema simpatoadrenomedular (SAM).

La activacion de este sistema proviene de axones desde el PVN del
hipotalamo que se ramifican ampliamente en nucleos auténomos del tallo
cerebral, pero particularmente en un nucleo denso del tallo, el locus coeruleus
(LC). En este nucleo se localizan aproximadamente el 50 % de las neuronas
simpaticas productoras de noradrenalina (NA) del cerebro. En el estrés, el
CRH estimula la produccion de tirosina hidroxilasa, la enzima limitante en la
sintesis de NA, la NA es entonces sintetizada y secretada. La activacién del
sistema nervioso simpéatico por LA CRH resulta en liberacion de NA desde las
terminales nerviosas simpaticas periféricas. Ademas, NA, pero particularmente
adrenalina (A), son secretadas en la médula adrenal. Elevados niveles de NA 'y
A estan invariablemente presentes durante el estrés y representan la segunda
principal clase de hormona del estrés en orden de importancia. Los efectos
mas importantes de las hormonas de Ila médula adrenal comprenden
estimulacion de glucogenolisis, lipolisis, incremento en la fuerza y frecuencia
de contraccidn miocardica, incremento de la excitabilidad del corazén,
aumento del estado de atencion o alerta, vasoconstriccion, vasodilatacion en
musculo, incremento de la tasa metabdlica, etc. Todas estos efectos permiten
al organismo prepararse para lo que Cannon denomind “reaccion de lucha-
huida” (Black, 1994b; Kemppainen and Behrend, 1997; Paulmyer-Lacroix
et al, 1995).

La activacion de los sistemas de respuesta al estrés provoca
innumerables efectos que parecen depender de la duracion y tipo de estresor

utilizado. De acuerdo a la duracién del estrés, éste se puede clasificar en
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estrés agudo (cuando el organismo es expuesto una Unica vez al estresor) y
estrés cronico (cuando el estresor se presenta mas de una vez). Ademas, el
estrés cronico puede ser de presentacion continua o intermitente. Otra
clasificacion permite dividirlo en escapable o inescapable, segun la
oportunidad que tenga el animal de evitar la presentacion del estimulo

estresante.

Se observan diferencias en las respuestas de algunas variables,
dependiendo de la duracion del estimulo. Por ejemplo, la propiomelanocortina
modifica sus niveles en condiciones de estrés agudo y cronico (Aguilera,
1994). Con respecto a la ACTH, se observan variaciones, ya que en un estrés
agudo sus niveles ser encuentran elevados, mientras que en condiciones de
estrés crénico pueden se normales o ligeramente incrementados (Aguilera,

1994; Tizabi and Aguilera, 1992; Bhatnagar et al., 1995).

Los niveles de glucocorticoides se incrementan tanto en el estrés agudo
como cronico (Aguilera, 1994). Por otro lado, el estrés altera la utilizacion de
los neurotransmisores centrales noradrenalina y 5-HT y modifica la conducta.
El contenido de NA y A de la glandula adrenal se afectan, dependiendo de la
QH@M%I’ qgtir@,,_llo (Adell et al., 1988; Terrazino et al., 1995; Kvetnansky

Otras de las variables afectadas son el peso corporal y la ingesta de
alimentos, dependiendo de la intensidad y duracion del estimulo estresante
(Marti et al., 1994b).

El sistema inmune modifica su actividad en situaciones de estrés. En
general, los efectos del estrés provocan inmunosupresion (Stratakis et al.,
1995; Black, 1994a; Hagan et al., 1993; Jain et al., 1991).
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El crecimiento y el eje reproductivo son inhibidos durante el estrés
(Stratakis et al., 1995). Hay modificaciones en los niveles de testosterona, se
afectan la espermatogénesis y la libido, disminuyen los niveles de PRL y FSH,
ademas de observarse modificaciones en los niveles de LH (Armario et al.,
1993; Briski, 1995; Marti et al., 1993; Tsuchiya and Horii, 1995; Retana-
Marquez et al., 1996).

Los sistemas de estrés suprimen el eje tiroideo, ademas de inducir
osteoporosis, hipercortisolemia, resistencia a la insulina, incrementos en los
niveles de triglicéridos e hipertension (Stratakis et al., 1995; Ruiz de Gordoa
et al., 1994).

Las evidencias mas fuertes acerca de que el estrés induce hipertension
provienen de estudios en animales. Estresores tales como inmovilizacion,
estimulos auditivos, visuales y eléctricos provocan incrementos significativos

de la presion sanguinea arterial en ratas (Lawler et al., 1993).

Otros estresores que inducen hipertension son el ruido, el frio, el estrés
mental y psicologico y el estrés por aire (Sawada, 1993; Martin et al., 1996;
Yhoshida et al., 1994).

Los mecanismos a través de los cuales el estrés puede inducir

aumentos en la presiéon sanguinea son multiples.

Durante el estrés agudo, la secuencia de eventos que podrian llevar al

aumento en los valores de la presién sanguinea son los siguientes:

¢ Los primeros efectos pueden ser atribuidos a la respuesta neurogénica (10

segundos de tiempo de latencia desde el inicio del estrés).
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e Después, se produce un pico de secrecidon de catecolaminas (entre el

primer y tercer minuto desde el comienzo del estrés).

o Esta respuesta neuroendocrina es seguida por la respuesta adrenal. El pico
maximo de secrecion de la ACTH se observa a los 5 minutos y el de la
corticosterona a los 10-15 minutos de comenzado el estrés (Gamallo et al,
1992).

El desarrollo y mantenimiento de la hipertensién luego de estrés agudo
o crbnico podria deberse a varios factores. La hipersecrecién de
glucocorticoides podria jugar un rol importante en el mantenimiento a largo
plazo de la hipertension, cuando la respuesta neurogénica no puede ser
mantenida por el alto costo energético. El mecanismo a través del cual los
glucocorticoides participarian en el mantenimiento de la hipertension, podria

ser por efectos relacionados al control de la volemia (Gamallo et al., 1992).

Por otra parte, el control de la volemia esta estrechamente relacionado
con el nivel de sodio corporal. Esto permite suponer que si un factor tal como
el estrés alterara los mecanismos que regulan la homeostasis del sodio,
entonces podria inducir incrementos en la presién arterial, modificando el

balance del ion.

Tanto el estrés como una dieta rica en sal parecen interactuar con un
fondo genético en ciertos individuos para incrementar el riesgo de desarrollar
hipertension. La superposicidon de estos dos factores con la predisposicidon

genética podrian actuar sinérgicamente para producir hipertension.

Este sinergismo se evidencia por la observacion del desarroilo de
hipertension solamente cuando ambos factores de riesgo estan presentes o
por un incremento en la rapidez con la cual se aumenta la presion arterial.. El

estrés y las dietas ricas en sal podrian actuar sobre un sistema de control
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comun para causar elevaciones de la presion arterial (Bhomann et al., 1994;

Lawler et al., 1985; Ely et al., 1987; Huang and Leenen, 1995).

En la cepa SHR (ratas espontaneamente hipertensas), el estrés puede
acelerar el desarrollo de hipertension, pero la combinacién de los dos factores,
estrés e ingesta alta de sodio, parece producir mayores presiones arteriales
que cada condicién por separado (Bhomann et al., 1994; Lawler et al., 1985;

Ely et al., 1987; Huang and Leenen, 1995).

Ademas, se ha demostrado en perros que la exposicion a un estrés
cronico en combinacidén con una carga de sal incrementa la presién sanguinea
durante los 12 dias que dura el tratamiento. Ni el estrés solo, ni la ingesta de
sal sola fue suficiente para incrementar la PA, lo cual provee evidencias del
sinergismo entre estrés y dietas ricas en sodio para producir hipertension
(Tucker and Hunt, 1993; Light et al., 1983).

Otros autores encuentran que los conejos salvajes responden con una
alta ingesta de sodio cuando son estresados con un estimulo de tipo
psicolégico y esto parece ser mediado via liberacién de ACTH. La presencia
de mayores depodsitos de sodio podria ser una ventaja considerable en la
mayoria de las situaciones de estrés ambiental, dado que esto puede proteger
fla funcidn cardiovascular y también mejoraria los mecanismos de control
neuroendécrinos. Por ejemplo, una alta ingesta de sodio parece reforzar el
poder simpatico para aumentar los niveles de transmisor liberado por cada

impulso o descarga nerviosa (Ely et al., 1987).

Un aspecto interesante de los efectos del estrés es la determinacion de
la perdurabilidad de los cambios producidos, una vez suprimido el agente
estresante y el grado de adaptacion del organismo a la presentacién repetida

del estimulo.
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Selye, en 1937, fue el primero en indicar que la actividad visceral,
indicativa del estrés, frecuentemente disminuia después de la exposicion
repetida al estresor. Se ha propuesto que esa disminuciéon en la respuesta
seria consecuencia de procesos de aprendizaje no asociativos conocidos

como adaptacion (Pitman et al, 1995).

El proceso de adaptacion (también conocido como habituacidén) durante
las exposiciones cronicas, se encontrdé en varios modelos de estrés, pero no
en todos. También se ha indicado sensibilizacion adrenal por estrés crénico en
algunos, pero no en todos los estudios realizados. Pitman et al (1995)
encuentran que la estimulaciéon repetida con shock en la cola puede producir
tanto adaptacion como sensibilizacién, dependiendo de la intensidad del
estrés. El proceso de adaptacion parece producirse en el inicio de la
exposicidn crénica, mientras que la sensibilizacién depende del tiempo y
puede ser observada hacia el final de la presentacion del estimulo. Con un
estresor de moderada intensidad, ambos procesos pueden ser observados en
funcion del tiempo, pero la adaptacidn es capaz de contrarrestar a la
sensibilizacién. Sin embargo, con una alta intensidad de estrés, el proceso de
adaptacion puede ser contrarrestado por la respuesta de sensibilizacion.
Groves y Tompson (1970) sugirieron que el nivel y duracidbn de la
sensibilizaciéon estan directamente relacionados con la intensidad del estimulo.
Ademas, Tompson y Spencer (1966) establecieron que la respuesta de
adaptacion seria una funcion inversa de la intensidad del estimulo (Gamallo et

al., 1992).

Diferentes medidas de la actividad del eje HPA han mostrado que ésta
aumenta, no cambia o incluso disminuye por exposicién a estrés crénico en
diferentes experimentos. Aunque las discrepancias pueden ser debidas a
diferencias en el sexo, razas o estados reproductivos de los animales vy

meétodos de muestreo, asi como en la cantidad y calidad de las propiedades
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del estrés, la influencia de estos factores y la interaccién entre ellos no es
clara (Tizabi and Aguilera, 1992; Bhatnagar et al.,1995).

Por otra parte, se ha demostrado que la exposicidon prolongada a
algunos tipos de estrés resulta en hiperactividad del eje hipotalamo-hipéfiso-
adrenal a un nuevo estimulo, a pesar de la desensibilizacién de la respuesta
de ACTH hipofisiaria al estresor primario (Tizabi and Aguilera, 1992; Curtis
et al., 1995).

La exposicidn cronica a un estrés intermitente resulta en un aumento
significativo en la biosintesis de catecolaminas y en la capacidad de depdsito
en los tejidos periféricos comparado con los niveles de ratas no estresadas.
Sin embargo, otros estudios muestran que la respuesta de catecolaminas en
plasma de animales expuestos repetidamente al mismo estresor es reducida
en relacién a la respuesta de los animales expuestos al mismo estresor por
primera vez. Se ha sugerido que la atenuada respuesta del sistema
adrenomedular de animales cronicamente estresados refleja una experiencia
de los sistemas fisiologicos de activarse |0 minimo necesario para mantener el
balance homeostatico durante la exposicién a un estresor. Este proceso de
habituacion lleva a la conservacion de energia por amortiguacion de la
respuesta fisioldgica del animal a un estresor familiar. En contraste, cuando los
animales crénicamente estresados son sometidos a un nuevo estresor, hay un
dramatico aumento en la respuesta del SAM comparada con animales
expuestos al estresor por primera vez. Esto demostraria que, aunque el
ambiente del animal créonicamente estresado es altamente adverso, también es
de cierta manera, predecible. Como resultado, la introduccién de un nuevo
estresor podria despertar mas desafios homeostaticos en un animal
cronicamente estresado que en un animal sin experiencia previa de estrés
(Mabry et al., 1995).
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Cuando se expone al animal cronicamente estresado a un estimulo
nuevo o heterotipico, se observa una hiperrespuesta tanto del HPA como del
SAM, en comparacién con los animales controles expuestos al mismo estresor
por primera vez. La presentacion del estresor heterotipico produce un mayor
incremento en la corticosterona, NA y A que en animales sin una presentacion
previa al estresor crénico. Por lo tanto, el HPA y el SAM son activados por el
mismo estimulo y su activacion sirve para orquestar la conducta del organismo

y las respuestas fisiologicas al estresor (Bhatnagar et al., 1995).

Otras variables en las que se ha estudiado el fendmeno de adaptacion
son: variaciones en el peso corporal e ingesta de alimentos (Marti et al.,
1994a; Campmany et al.,, 1996; Mabry et al., 1995; Ortiz et al., 1985),
numero de receptores a la CRH (Aguilera, 1994), activacién del LC (Curtis et
al., 1995), niveles plasmaticos de transcortinas (Fleshner et al., 1995),
utilizacion de neurotransmisores centrales (Adell et al., 1995) y muchas otras.
El fendmeno de adaptacion parece depender de la variable estudiada y del

estresor utilizado.

De los antecedentes expuestos, puede observarse que los mecanismos
que gobiernan la ingesta y excrecion de sodio estan relacionados directa o
indirectamente con los efectores de las respuestas al estrés. Por lo tanto,
podria pensarse que la exposicién de los animales a una situacion de estrés
provocaria alteraciones en el balance de sodio corporal. En general, los
efectos del estrés sobre el balance de sodio han sido poco estudiados y los
experimentos han tendido a analizar los efectos a corto plazo. No han sido
exhaustivamente estudiados los efectos de un estrés fuerte, aplicado
cronicamente, sobre la ingesta y excrecion de sodio en ratas. Ademas, la
perdurabilidad de los efectos y la sensibilidad del los mecanismos

involucrados para desarrollar habituacion no han sido establecidos.
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En base a estos antecedentes se plantearon los siguientes objetivos e

hipotesis.

OBJETIVOS

e Evaluar las modificaciones en el consumo y excrecién de sodio y agua en
animales estresados de forma aguda y crénica y relacionarlas con las

variaciones en la presion arterial.

e Determinar la perdurabilidad en el tiempo y la adaptabilidad de los cambios

provocados por el estrés cronico sobre el balance hidrosalino.

HIPOTESIS

Los cambios observados en la presién arterial durante el estrés crénico
se deben a un incremento de la volemia provocado por una mayor ingesta de
sal y una retencion renal de sodio y agua. Estas modificaciones en el balance

hidrosalino son reversibles y no son sensibles a adaptacion.
Predicciones:
¢ Si el estrés modifica la ingesta de sodio, entonces los animales sometidos a
inmovilizacion (IMO) crénica mostraran un incremento en la ingesta de NaCl

1.5 % respecto de sus controles no estresados.

e Si el estrés produce retencién renal de sodio y agua, entonces la IMO

cronica provocard antidiuresis y antinatriuresis.

e Si los cambios en la presién arterial son provocados por las modificaciones

en la ingesta y la excrecion de sodio, entonces los animales estresados que
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ingieren NaCl mostrardn un incremento mas significativo en la presién

sanguinea arterial que sus controles no estresados.

Si los cambios inducidos por el estrés son reversibles, entonces la
supresion del agente estresante permitira el retorno de las variables a sus

valores de pre-estrés.
Si las modificaciones de la ingesta y excrecion no son sensibles a

adaptacion, la presentaciéon del estimulo en forma cronica producira la

misma intensidad de respuesta que una unica sesion de IMO.
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MATERIAL Y METODOS

EXPERIMENTO 1:

EFECTOS DEL ESTRES CRONICO SOBRE EL BALANCE HIDROSALINO

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 200-
250 g de peso corporal, las cuales fueron alojadas en cajas individuales en
condiciones estandares de bioterio (temperatura de 20 £ 2 °C), periodo de luz-

oscuridad de 7.30 AM a 7.30 PM, con agua y alimento "ad-libitum").

Previo a la realizacion de los experimentos, los animales fueron
sometidos a un periodo de entrenamiento (reconocimiento de jaulas
metabdlicas durante 24 hs). Posteriormente, los animales fueron asignados a
dos grupos experimentales de acuerdo con dos diferentes condiciones: Grupo
A, el cual recibié como bebida agua corriente “ad-libitum” y Grupo B, el cual
tuvo la opcién de elegir, también “ad-libitum”, entre dos botellas que contenian,
una de ellas agua corriente y la otra solucién salina ligeramente hiperténica y

por ello, aversiva (NaCl al 1,5%).

En cada grupo se determiné el peso corporal de los animales al inicio y
al final del periodo experimental. Al mismo tiempo, se controlé la ingesta de
solucion salina, agua y alimento mientras las ratas permanecian en las jaulas

individuales.

La mitad de los animales de cada grupo permanecieron como animales
controles y la otra mitad fue sometida al agente estresante. La sesién de estrés
consistio en dos horas diarias de inmovilizaciéon en plancha (IMO), entre las 10
y 12 AM) durante 13 dias (periodo experimental) seguin el método descrito por

Michajloskij et al. (1988). La plancha es una tabla de madera de 20 x 20 cm,

35



con cuatro soportes metalicos apoya-miembros en sus angulos, donde se

sujetan las patas del animal con cinta hospitalaria.

Entre cada sesidén de estrés las ratas fueron mantenidas en jaulas

individuales, con acceso libre al alimento y a la bebida.

Los dias 1, 7 y 13 después de las dos horas de IMO, todos los animales
se colocaron durante 22 hs en jaulas metabdlicas de acero inoxidable, en las
cuales podian beber agua y/o solucidn salina. Durante este periodo, los
animales no tuvieron acceso al alimento, para evitar la influencia de la
anorexia causada por el estrés sobre las variables medidas. En este tiempo se
recolectdé la orina y se determiné la ingesta de agua y solucién salina. La
ingesta de liquido se midié por diferencia de peso de las botellas utilizadas
como bebederos. En la orina recolectada se procedié a determinar la diuresis,

natriuresis, caliuresis y osmolaridad urinaria.

Posteriormente, los animales fueron decapitados y la sangre se recogio
con heparina para la determinacion de los niveles de corticosterona plasmatica
por radioinmunoandlisis (RIA), la osmolaridad, el sodio y el potasio

plasmaticos.

Determinacion de la natriuresis y caliuresis :

La natriuresis y la caliuresis se determinaron mediante un Analizador de
iones Tecnolab modelo T410, el cual emplea electrodos ion selectivos. Estos
electrodos se basan en las propiedades especiales de ciertas membranas y
vidrios, de desarrollar un potencial eléctrico segun |la ecuacién de Nernst-Peter

para un ion especifico en solucién.
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Determinacién de la osmolaridad :

La osmolaridad fue determinada en un Wescor Pressure Osmometer. La
presion de vapor y el punto de congelacion son propiedades coligativas de una
solucién. Comparadas con el solvente puro, estas propiedades son alteradas
en proporcion al numero de particulas de soluto disueltas por cada kilogramo
de solvente (agua en el caso de las soluciones bioldgicas). Por lo tanto, una
medida de estas propiedades constituye una forma indirecta de determinar la

concentracion de las soluciones, su osmolaridad.

Determinacion de la corticosterona :

La determinacion de la corticosterona plasmatica se realizd siguiendo el
protocolo que se detalla:

Reactivos del analisis

e -Etanol absoluto
e -Fosfato monosédico y Fosfato disddico
e -Gelatina

e -Cloruro sédico

Reactivos del liquido de centelleo

e -Tolueno
e -PPO
e -POPOP

e -Tritdn X-100

Reactivos especificos

o -Tampédn fostato 0.01 M, pH=8.2, conteniendo 0.9% NaCl y 0.1% gelatina.

Se conserva 1-2 semanas a 4 °C.

o -Corticosterona tritiada con una actividad especifica de 70-80 Ci/mmol
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e -Antisuero contra corticosterona, obtenido de conejo, procedente de Bioclin
(UK).

e -Patrén: corticosterona fria procedente de Sigma. De esta corticosterona se
preparé una soluciéon original de 10 mg/ml en etanol absoluto (solucién
madre) y a continuacion una de 10 ug/ml (primera hija). Ambas se
mantuvieron a 4 °C y son estables por 1 afio y 1-2 meses respectivamente.

e -Carbon activado.

Procedimiento

e Curva patron: El dia del anélisis se prepard una solucién de trabajo tomando
16 pl de la solucidn hija y diluyéndola en 984 ul de tampdén de RIA (se
obtiene una solucién de una concentracion de 1600 pg/10 ul). A partir de
ésta, se prepararon diluciones a la mitad hasta una concentracion de 25
pg/ul. En los tubos correspondientes a la curva patron en el analisis, se
pusieron 10 ul de tampdn (ceros y union no especifica = NSB) o 10 ul de los

patrones correspondientes.

e Antisuero: Se tomaron las alicuotas necesarias del antisuero y se
disolvieron en el tampén del RIA en la proporciéon determinada por la
valoracién del antisuero (presumiblemente 7,5 ml por alicuotas de 100 ul) y
de la solucion obtenida se colocd 100 ul en cada tubo de RIA (excepto a los

no especificos que en lugar de antisuero llevaron 100 pl de tampdn).

e Hormona marcada: Se prepard una solucidn intermedia a partir de la

solucién original suministrada por la casa comercial, exactamente en los
mismos disolventes que la solucion original y mantenida como ésta a -20 °C.
A partir de la solucidon hija se preparéd la solucion de trabajo disolviendo la
hormona marcada en el tampdén del RIA. Esta dilucién contenia siempre

unas 8000 cpm/100 pl de tampdn.
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Los reactivos se anadieron a los tubos en el siguiente orden:

e 10 ul de patrén o tampodn 0 muestra.

e 200 pul de tampodn y luego se agité en un vortex.

e Se colocaron los tubos durante 30 min a 70 °C en un bafio y luego se
enfriaron en hielo.

e Se coloco 100 pl de la hormona marcada.

e Se agrego6 100 ul del antisuero (excepto a los no especificos).

e Se agitaron los tubos en un vortex y se incubé a 4 °C durante 18-24 h.

Al dia siguiente, se preparé una suspension de carbén activado en
tampdn (1%), manteniendo la suspensidon en agitacion constante y a 4 °C
durante 15 min. antes de anadirlo a los tubos (0.5 ml). Una vez afadido el
carbon a los tubos, se agitaron y se centrifugaron (4000 rpm, 15 min, 4 °C). En
esta fase los tubos permanecieron siempre a 4 °C, con la gradilla en una
cubeta con agua-hielo. Cuando se sacaron de la centrifuga inmediatamente se
decanto el sobrenadante en los viales de centelleo. Esta fase se debe realizar
lo mas rapidamente posible, dado que se puede resuspender parcialmente el
carbén. Una vez que los viales contenian el sobrenadante se afiadié el liquido
de centelleo. Se agitaron bien los viales y se determiné la radioactividad del
sobrenadante en un contador beta. Se confeccioné una curva en papel logi-
log, graficando en el eje x las concentraciones de los estandares y en el eje y

el porcentaje de union. El porcentaje de union se calculé por la siguiente

ecuacion :

% de unidn : cpm de la muestra o estandar -cpm de tubo NSB

cpm del tubo cero - cpm del tubo NSB

cpm : cuentas por min.

NSB : unién no especifica.
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Para cada una de las muestras se calcul6 el porcentaje de unién y se

extrapold en la curva de manera de obtener la concentracién de corticosterona

correspondiente.

Anadlisis estadistico ;

La significacion estadistica de los datos fue evaluada por un ANOVA de
3 vias (factor 1: disponibilidad de solucién salina, factor 2 : tratamiento, control
o estrés, factor 3 : tiempo, dias de tratamiento) con medidas repetidas de uno
de los factores (dias) . Se utilizd6 un ANOVA de dos vias para el andlisis de los
datos totales obtenidos del periodo experimental (ingesta de alimentos,
ganancia de peso corporal). Como test a posteriori se utilizé el test de Student-
Newman-Keuls (NSK) cuando fueron apropiadas las comparaciones post-hoc.
Cuando fue necesario, se utilizd la transformacion logaritmica para obtener
homogeneidad de varianza. Se considerd significativo un valor de p< 0.05.
Todos los resultados se expresan como la media + SEM (error estandar del

término medio). El procesamiento de los datos se realizd con el software
Statistica.
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EXPERIMENTO 2 :

DETERMINACION DEL TIEMPO DE RECUPERACION DE LOS EFECTOS
DEL ESTRES SOBRE EL METABOLISMO HIDROSALINO

Se utilizaron ratas macho de aproximadamente 250 g de peso corporal,
las cuales fueron mantenidas en jaulas individuales y en condiciones estandar
de bioterio durante 28 dias con comida “ad-libitum” y libre acceso a agua

corriente y solucién salina de NaCl al 1,5 % como agua de bebida.

El dia 1 del periodo experimental, los animales fueron colocados en
jaulas metabdlicas durante 22 hs, con el fin de realizar el registro basal (B) de
las variables estudiadas. Un dia después, todos los animales fueron sometidos
a estrés por IMO durante 2 hs por dia por el término de 13 dias, al cabo de los
cuales se suspendié el estrés y se continud con el registro de los parametros

durante 14 dias mas.

Los dias 1 (B), 3 (E1), 9 (E2), 15 (E3), 17 (R1), 21(R2), 25 (R3) y 28
(R4) las ratas fueron colocadas en jaulas metabdlicas durante 22 hs. En este
periodo se midid el volumen urinario, la ingesta de agua y solucién salina, la

excrecion urinaria de sodio y potasio y la osmolaridad urinaria.

La determinacién de la ingesta de agua, solucion salina y orina se
realizd por diferencia de peso de los contenedores y el Na* y K™ de la orina por
un Analizador de iones Tecnolab t410. La osmolaridad urinaria se determiné

en un Wescor Pressure Osmometer.

Andlisis estadistico :

El analisis estadistico de los datos se realizé por un ANOVA de una via

de medidas repetidas (factor tiempo) y se utilizaron dos test a posteriori: el test
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de Dunnet para comparar el valor control versus cualquier otro tratamiento y el
test de Tukey que se utilizé para realizar comparaciones entre tratamientos.
Cuando fue necesario, se utilizd la transformacion logaritmica para obtener
homogeneidad de varianza. Se consideré significativo un valor de p< 0.05.
Todos los resultados se expresan como la media + SEM. El procesamiento de

los datos se realizé con el software Statistica.
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EXPERIMENTO 3:

DETERMINACION DE LA ADAPTACION DE LOS EFECTOS DEL ESTRES
SOBRE EL METABOLISMO HIDROSALINO.

Se utilizaron ratas Wistar macho de aproximadamente 270 g de peso
corporal al comienzo del experimento. Los animales fueron mantenidos en un
ambiente controlado (luz de 7.30 AM a 7.30 PM, temperatura de 20 + 2 °C) con
libre acceso a comida y bebida (agua corriente y solucién de NaCl al 1,5 %).
Los animales fueron alojados individualmente una semana antes de comenzar

el periodo experimental.

Posteriormente, ellos fueron aleatoriamente asignados a los grupos
control (n=14) o inmovilizados crénicamente (n=14). Estos ultimos animales
fueron sometidos a 2 hs de estrés por IMO cada mafana durante 13 dias.
Veinticuatro horas después de la ultima sesion de estrés de las ratas
estresadas, los animales fueron divididos y asignados a dos diferentes

tratamientos, resultando 4 grupos experimentales:
a) ratas controles sin posterior exposicion a estrés agudo, CC (n=7),

)
b) ratas controles sujetas a IMO agudo (2 hs), Cl (n=7);
c) ratas IMO crdnicas sin estrés agudo, IC (n=7) y

)

d) ratas IMO crénicas con estrés agudo por IMO, Il (n=7).

Después de la sesion de IMO aguda, todos los animales fueron
colocados en jaulas metabdlicas durante 22 hs, para evaluar la ingesta de

solucién salina y agua y el volumen de orina.

Todos los animales fueron privados de alimentos durante el periodo de
permanencia en las jaulas metabblicas, con el fin de reducir la influencia del

consumo de alimentos sobre la ingesta de liquidos y electrolitos.
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Después de las 22 hs, todos los animales fueron muertos por
decapitacion en una habitacion separada. La sangre fue recolectada en tubos,
mantenida y centrifugada a 4 °C. La corticosterona plasmatica fue evaluada
mediante la técnica de RIA. Se analizé ademas el Na*, el K' y la osmolaridad

plasmatica. Se registré también la natriuresis, caliuresis y osmolaridad urinaria.

Tanto el sodio y el potasio urinarios como sus valores plasmaticos
fueron determinados en un Analizador de iones T-410 Tecnholab y la
osmolaridad en un osmdémetro, como se indicd anteriormente. Se controld
ademas, la ganancia de peso corporal y la ingesta de alimento durante todo el
periodo experimental. La ingesta de alimento se determind por diferencia de
pesada entre el alimento aportado y lo remanente en cada jaula individual
cada 24-48 hs.

Analisis estadistico :

La significacion estadistica de los datos fue analizada por un test de
Student para la ingesta de alimentos y peso corporal mediante un ANOVA de 2
vias con el tratamiento previo y el tratamiento agudo como los factores
principales, seguido por un test de comparacion multiple de Duncan. Cuando
fue necesario, los datos fueron transformados en logaritmo para obtener
homogeneidad de varianza. Se considerd significativo un valor de p< 0.05.
Todos los resultados se expresan como la media + el error standard de la
media (SEM). El procesamiento de los datos se realizd con el software

Statistica.
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EXPERIMENTO 4 :

DETERMINACION DE LA PRESION SANGUINEA ARTERIAL EN RATAS EN
CONDICIONES DE ESTRES AGUDO Y CRONICO

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 200-
250 g de peso corporal, las cuales fueron alojadas en cajas individuales en
condiciones estandares de bioterio (temperatura de 20 + 2 °C, periodo de luz-

oscuridad de 7.30 AM a 7.30 PM, con agua y alimento “ad-libitum”).

Previo a la realizacién del experimento, los animales fueron sometidos a
un periodo de entrenamiento (reconocimiento de jaulas metabdlicas durante 24
hs). Posteriormente, los animales fueron asignados a dos grupos
experimentales, de acuerdo a dos diferentes condiciones: Grupo A, el cual
recibid como bebida agua corriente “ad libitum” y Grupo B, el cual tuvo la
opcion de elegir, también “ad-libitum”, entre dos botellas que contenian, una

de ellas agua corriente y la otra solucién salina (NaCi 1,5 %).

Luego de tres dias de permanecer en sus jaulas individuales, la mitad
de los animales de cada grupo permanecieron como animales controles y la
otra mitad fue sometida al agente estresante. La sesidén de estrés consistié en
dos horas de IMO, entre las 10 y 12 AM. En el experimento de estrés agudo
los animales fueron expuestos a una unica sesién de IMO y en caso de estrés

crénico, a dos horas de estrés por dia durante 14 dias.

Luego de la sesion de IMO (o de la ultima sesidn de estrés en los
animales estresados cronicamente), todos los animales fueron colocados en
jaulas metabdlicas durante 24 hs. Posteriormente, los animales fueron
anestesiados con hidrato de cloral al 12 % (400 mg.kg "', Baubet et al., 1996)
para la determinacién de la presion sanguinea arterial. Para ello se procedié a

realizar una incision por la linea media del cuello, de 2 cm de longitud. Se
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procedié de igual manera con el tejido subcutaneo y después se localizd el
paquete vasculonervioso, a lateral izquierdo de la traquea. Se aislé de dicho
paquete la arteria carétida y se procedié a introducir un catéter que se conectd

a un transductor de presion de un poligrafo Hewlett Packard.

Analisis estadistico :

La significacion estadistica de los datos fue analizada mediante un
ANOVA de 2 vias con el tratamiento (estrés vs no estrés) y el tipo de bebida
(sal mas agua vs agua solamente) como los factores principales, seguido por
un test de comparacién multiple de Duncan. Cuando fue necesario, los datos
fueron transformados en logaritmo para obtener homogeneidad de varianza.
Se considerd significativo un valor de p< 0.05. Todos los resultados se
expresan como la media *+ el error standard de la media (SEM). El

procesamiento de los datos se realizd con el software Statistica.
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RESULTADOS

Experimento 1: EFECTOS DEL ESTRES CRONICO SOBRE EL BALANCE
HIDROSALINO

a) Efectos del estrés crénico sobre la ingesta de alimentos y ganancia

de peso corporal.

Las ratas sometidas a estrés por inmovilizacion crénica mostraron una

disminucion significativa de peso corporal al final del periodo experimental, asi

como una menor ingesta de alimentos (Tabla 1).

TABLA 1: Efectos del estrés cronico sobre la ingesta de alimentos y la ganancia de

peso corporal. Los resultados se expresan como la media + SEM (n=9), A= agua-no

estres; A-IMO: agua-estrés; B= agua + salina-no estrés; B-IMO: agua + salina-estrés,

* p= 0,001 vs su respectivo grupo no estresado.

GRUPO | INGESTA | GANANCIA DE PESO
ALIMENTO CORPORAL
(glrata/dia) (g/13 dias)

A 264+15 28,1+54

A-IMO | 21,4+0,7* -50+4,7"*

B 2856+1,2 354+53

B-IMO | 21,5+09* -95+39*

b)_Efectos del estrés crénico sobre la ingesta de agua y solucién salina

en condiciones de bioterio

En condiciones de bioterio, cuando los animales permanecen en sus

jaulas individuales, las ratas sometidas a estrés consumen menos solucién

salina que sus controles (Tabla 2).
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TABLA 2: Efectos del estrés crénico sobre la sumatoria del consumo de NaCl 1,5%

en condiciones de bioterio. Los resultados se expresan como la media + SEM (n=9);

B= agua + salina-no estrés; B-IMO: agua + salina-estrés. * p= 0,013 vs su respectivo

grupo no estresado.

GRUPO | INGESTA DE NaCl 1,5 %
(ml/13 dias)
B 163,7 + 38
B-IMO 66,3+17,3*

El estrés por IMO no modificé significativamente la ingesta de agua en

condiciones de bioterio en ninguno de los grupos experimentales con respecto

a sus controles (Tabla 3).

TABLA 3: Efectos del estrés cronico sobre la sumatoria del consumo de agua en

condiciones de bioterio. Los resultados se expresan como la media + SEM (n=9), A=

agua-no estrés; A-IMO: agua-estrés; B= agua + salina-no estrés; B-IMO: agua +

salina-estrés.

GRUPO | INGESTA DE AGUA
(ml/13 dias)
A 299,2 + 18,3
A-IMO 2932+229
B 265,8 + 14,4
B-IMO 266,2 + 28,8

45



DETERMINACION DE LOS EFECTOS DEL ESTRES LOS DIAS 1, 7 Y 13
DEL PERIODO EXPERIMENTAL.

c)_Efectos del estrés cronico sobre la ingesta de agua.

Cuando se analizaron los efectos del estrés sobre la ingesta de agua en
los tres tiempos considerados (dias 1, 7 y 13 de IMO), el ANOVA reveld
efectos significativos de la disponibilidad de solucidén salina (p= 0,05), pero no
de la IMO, sobre la ingesta de agua. Sin embargo, la interaccién de segundo
orden, disponibilidad de solucién salina por IMO, fue significativa (p= 0,03) y

las condiciones de estrés por tiempo fue marginalmente significativa (p=0,075).

Las comparaciones “a posteriori” revelaron que la ingesta de agua no
difiri6 entre las ratas controles y las ratas estresadas que no tuvieron
disponibilidad de salina (Grafico 1, A). En aquellas ratas que tuvieron la opcion
de beber NaCl al 1,5%, (Gréfico 1, B), la ingesta de agua se incrementd con
los d ias en los animales controles pero no en las IMO crénicas, lo que resulta
en una reducida ingesta de agua en las ratas estresadas con respecto a sus

controles en el dia 13 del periodo experimental (Grafico 1).
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Gréfico 1: Efectos del estrés sobre la ingesta de agua en ratas que no tuvieron
acceso a solucion de NaCl 1,5 % (A) y ratas que tuvieron acceso a solucién salina (B)
y agua. Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,01 vs su

respectivo grupo no estresado, ** p= 0,02 vs el grupo control al dia 1.

50- 50 - B H MO
! A - B CONTROL

Z ] ] -

40

-\E_, .

g

e

§ 3

30+

$ 4

£

R

10

04
Dia 1 Dia 7 Dia 13 Dia 1 Dia 7 Dia 13

47



d) Efectos del estrés crénico sobre la ingesta de solucién de NaCl 1.5

%.

El analisis estadistico de la ingesta de solucién salina indicé efecto
significativo de las condiciones de estrés (p= 0,001). No se observé efectos
significativos del factor dias de tratamiento y la interaccién condiciones de

estrés por dias fue no significativa.

Las comparaciones a posteriori revelaron un reduccion de la ingesta de

NaCl 1,5 % en las ratas IMO durante los tres dias analizados (Grafico 2).

Grafico 2: Efecto del estrés sobre la ingesta de solucién de NaCl 1,5 %. Los
resultados se expresan como la media + SEM, n=9, * p=0,001 vs su respectivo

control no estresado.
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e) Efectos del estrés crénico sobre la excrecion urinaria de agua.

El analisis del volumen urinario mostré un efecto significativo debido a la
disponibilidad de solucién salina (p= 0,001) y las condiciones de estrés (p=
0,02).

El volumen urinario fue significativamente reducido en las ratas con
inmovilizacion crénica que tuvieron opcién a beber NaCl (p=0,001), (Grafico 3,
B). En aquellos animales que bebian agua corriente solamente, la IMO no
modificé el volumen urinario, (Grafico 3, A). La interaccion de la disponibilidad

de solucion salina por condiciones de estrés también fue significativa
(p=0,002).

La disponibilidad de solucién salina incrementd el volumen urinario en
una mayor extension en las ratas control que en las IMO crénicas (p=0,001 en

los tres dias medidos).
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Grafico 3. Efectos del estrés sobre la excrecion de orina en ratas que no tuvieron
acceso a solucion de NaCl 1,5 % (A) y ratas que tuvieron acceso a solucién salina y
agua (B). Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,01 vs su

respectivo grupo no estresado.
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f) Efectos del estrés crénico sobre la excrecién urinaria de sodio

Tanto la disponibilidad de solucidn salina como las condiciones de
estrés ejercieron un efecto significativo sobre la excrecién urinaria de sodio (p=
0,001 en los dos casos). El efecto general fue un incremento en la excrecion

en las ratas que ingirieron solucion salina.

La interaccion entre la disponibilidad de sal por las condiciones de
estrés fue también significativa (p= 0,001). Las ratas cronicamente estresadas
que tuvieron acceso a solucion salina redujeron significativamente la excrecion
urinaria de sodio en los tres dias analizados (p= 0,001), comparadas con las

ratas controles con la misma bebida (Gréafico 4, B).

La excrecién de sodio no fue modificada por las condiciones de estrés

en las ratas que solamente bebian agua corriente (Grafico 4, A).
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Grafico 4: Efectos del estrés sobre la excrecion urinaria de sodio en ratas que no
tuvieron acceso a solucion de NaCl 1,5 % (A) y ratas que tuvieron acceso a solucion
salina y agua (B). Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,01

VS su respectivo grupo no estresado.
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q) Efectos del estrés cronico sobre la excrecidn urinaria de potasio.

El analisis de la excrecidn urinaria de potasio indicé un efecto altamente
significativo de las condiciones de estrés (p=0,001) y un efecto marginalmente

significativo de la disponibilidad de salina (p=0,065) y dias (p=0,053).

La interacciéon de las disponibilidad de solucién salina por condiciones

de estrés fue significativa (p= 0,03).

No se observaron diferencias entre las ratas controles y las IMO
crénicas cuando la solucidén salina no estuvo disponible (Grafico 5, A). Al
contrario, la excrecién de potasio fue reducida en las ratas IMO que tuvieron
acceso a la solucién salina (p= 0,01 en el dia 1 y 7; p=0,06 en el dia 13),
(Grafico 5, B).
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Grafico 5: Efectos del estrés sobre la excrecién urinaria de potasio en ratas que no
tuvieron acceso a soluciéon de NaCl 1,5 % (A) y ratas que tuvieron acceso a solucién
salina y agua (B). Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,01

Vs su respectivo grupo no estresado.
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h) Expresiéon de la ingesta y excrecion de sodio en funcién al peso

corporal de los animales.

Para corregir la posibilidad de que la menor ingesta de sal o la menor
excrecion de Na' fuera debida al menor tamafo del animal estresado, se
expresé la excrecion y la ingesta de Na* por cada 100 g de peso corporal en

el dia 13 del periodo experimental (Tabla 4).

TABLA 4: Excrecién renal de sodio, expresado como uEq/22 hs por cada 100 g de
peso corporal. Los resultados se expresan como la media + SEM (n=9), A= agua-no
estrés; A-IMO: agua-estrés; B=agua + salina-no estrés; B-IMO: agua + salina -estrés.

*p=0,05B-IMO vs B

A A-IMO B B-IMO
uEq/22 |183+22,6|125,7 + 15,5 | 1364,6 + 358,2 | 353,9+ 63,2 *
h/100 g PC

Cuando se analizaron los pEq de sodio totales incorporados en la
bebida el dia 13 del experimento por cada 100 g de peso corporal se

obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 5):

TABLA 5: Ingesta de sodio, expresado como pEq/22 hs cada 100 g de peso
corporal. Los resultados se expresan como la media + SEM (n=9), B= agua +

salina-no estrés; B-IMO: agua + salina-estrés. *p= 0,014

B B-IMO
LEQ22 hs/| 1722,5+307 | 5496 + 149 *
100 g PC
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Al estimar la excrecién de Na* por cada 100 g de peso corporal el dia 1
del periodo experimental, en el grupo con sobrecarga, se observd inicialmente
una disminucién en la excrecion (B: 1984 + 510 vs B-IMO: 409 93, p= 0,05)

aun cuando el animal no habia perdido peso.
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i) Efectos del estrés crénico sobre los niveles de sodio y potasio

plasmaticos

El analisis estadistico de los valores de sodio y potasio plasmaticos no

mostro diferencias significativas entre los diferentes grupos. No se observaron

efectos ni del tratamiento, ni de la bebida ni de la duracién del estrés (agudo o

crénico (Tabla6 y 7)

TABLA 6: Niveles de sodio y potasio plasmaticos en condiciones de estrés agudo.

Los valores se expresan como la media + SEM en mEg/L, n = 9.

Control Estrés
Agua Salina Agua Salina
Sodio 143,0+1,7 1422 +17 | 1418+06 | 138,8+4,1
Potasio 6,3+0,09 6,3+0,17 6,4+0,12 6,3 £ 0,24

TABLA 7: Niveles de sodio y potasio plasmaticos en condiciones de estrés cronico.

Los valores se expresan como la media + SEM en mEg/L, n = 9.

Control Estrés
Agua Salina Agua Salina
Sodio 141,0+0,8 1425+16 | 143,0+1,0 | 1457 +0,6
Potasio 6,7 £0,1 6,2+ 0,2 6,4+0,18 58+0,3
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i) Efectos del estrés crénico sobre la osmolaridad plasmatica

El ANOVA de la osmolaridad plasmatica indica efectos marcadamente

significativos del tratamiento (p=0,0002).

Las ratas estresadas cronicamente muestran una mayor osmolaridad

plasmatica que las ratas con estrés agudo (Grafico 6 )

Grafico 6: Valores de osmolaridad plasmatica en animales con estrés agudo y

crénico. Los resultados se expresan como la media + SEM, * p= 0,0002, n= 9.
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TABLA 8 : Valores de osmolaridad plasmatica (mOsm/L) de ratas sometidas a estrés

agudo con disponibilidad de agua y solucion salina. Los resultados se expresan como
la media = SEM, n= 9.

Control Estrés agudo
Agua Salina Agua Salina
277,7+23 | 282 +25 | 2795 +29 | 2765 +34

TABLA 9 : Valores de osmolaridad plasmatica (mOsm/L) de ratas sometidas a estrés

crénico con disponibilidad de agua y soluciéon salina. Los resultados se expresan
como la media + SEM, n= 9,

Control Estrés crénico
Agua Salina Agua Salina
2865 +40 (2887+45| 2876 +28 2875 +2,3
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Experimento 2 : DETERMINACION DEL TIEMPO DE RECUPERACION DE
LOS EFECTOS DEL ESTRES SOBRE EL METABOLISMO HIDROSALINO

k) Recuperaciéon de los efectos del estrés cronico sobre la ingesta de

solucion de NaCl 1.5 %.

Se observd efecto significativo del factor tiempo (p=0,0001). La
disminucién estadisticamente significativa en la ingesta de solucion salina
observada durante el periodo de estrés, se revirtid en las primeras 24-48 hs de
suspendido el mismo. Si bien se observé un aumento significativo de la ingesta
en los tiempos R3 y R4 con respecto al periodo de estrés (p= 0,029 para R3 y
p= 0,029 para R4), no hubo diferencias con respecto a los niveles basales
(Gréfico 7).

Grafico 7: Ingesta de solucion salina en los periodos de estrés y etapas de

recuperacion. Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,005, **

p= 0,02 y *** p=0,06 vs su valor basal.
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) Recuperacion de los efectos del estrés cronico sobre la excrecion

renal de sodio.

La excrecion renal de sodio disminuyd significativamente durante los
tres periodos de estrés considerados con respecto a los niveles basales. Esta
disminucion en la excrecion se revirtié rapidamente en el periodo R1; en los
periodos R2, R3 y R4 hubo un aumento significativo de la excrecién con

respecto a los niveles de estrés (Grafico 8).

Gréfico 8: Excrecion urinaria de sodio en los periodos de estrés y etapas de

recuperacion. Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,0007, **
p= 0,0004 y *** p= 0,0037 vs su valor basal.
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m) Recuperacion de los efectos del estrés cronico sobre la excrecion de

orina

El volumen de orina, que disminuyd significativamente durante los
periodos de estrés con respecto a sus niveles basales, alcanzé los niveles
controles en el primer periodo post-estrés, siguiendo el mismo comportamiento
que la ingesta de solucién salina e independientemente de la ingesta de agua,

ya que ésta no se modificd en ninguno de los tiempos observados (Grafico 9).

Gréfico 9: Excrecion de orina en los periodos de estrés y etapas de recuperacion. Los

resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,00003, ** p= 0,0001 y ***

p= 0,0015 vs su valor basal.
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n) Recuperacion de los efectos del estrés crénico sobre la excrecion

urinaria de potasio

La excrecion urinaria de potasio (Grafico 10) fue significativamente
menor en el periodo de E1 con respecto al basal, notandose una tendencia
similar durante los tiempos E2 y E3. Se observd una recuperacion en el tiempo
R1 y una disminucion significativa durante el periodo R4 con respecto a los

niveles basales.

Grafico _10: Excrecidn urinaria de potasio en los periodos de estrés y etapas de
recuperacion. Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. * p= 0,034, **

p=0,07 y *** p= 0,059 vs su valor basal.
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N) Recuperacion de los efectos del estrés cronico sobre osmolaridad

urinaria

El analisis de la osmolaridad urinaria (Grafico 11) mostré un incremento
de la misma durante el periodo de estrés, coincidente con la antidiuresis

observada en el mismo periodo, notandose una recuperacién en el tiempo R1.

Grafico 11: Osmolaridad urinaria en los periodos de estrés y etapas de recuperacion.
Los resultados se expresan como la media + SEM, n=9. *p=0,028, ** p=0,011 y *** p=

0,08 vs su valor basal.
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Experimento 3 : DETERMINACION DE LA ADAPTACION DE LOS EFECTOS
DEL ESTRES SOBRE EL METABOLISMO HIDROSALINO.

0)_Efectos del estrés crénico sobre la respuesta a_estrés agudo en la

ingesta de agua v solucion salina.

Ni el estrés cronico ni el agudo modificaron la ingesta de agua en

ninguno de los grupos experimentales.

Con respecto a la ingesta de solucidon salina, el ANOVA de dos vias
reveld efecto significativo del tratamiento crénico previo (p= 0,01) pero no del

tratamiento agudo ; la interaccidon entre ambos factores fue significativa (p=
0,04).

Todos los animales estresados (crénicos o agudos) ingirieron un
volumen menor de sal que el grupo control, no observandose diferencias

significativas entre el resto de los grupos (Grafico 12).
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Grafico 12: Efectos del estrés sobre la ingesta de NaCl 1,5 % en animales controles
(CC), animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO crénico sin estrés agudo
(IC) y animales IMO crénico con IMO agudo (ll). Los resultados se expresan como la

media + SEM, n=7, *CC vs Cl p= 0,04, **CC vs IC p= 0,004 y ***CC vs Il p= 0,026.

Ingesta de NaCl 1,5% (ml/22 hs)
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p) Efectos del estrés crénico sobre la respuesta a estrés agudo en la

ingesta de sodio, expresada como uEq totales.

Cuando se analizd la ingesta de sodio, considerando los pEq del ién
ofrecido en la solucion de bebida, se observdé el mismo comportamiento

encontrado en el analisis del volumen de sal ingerida (Grafico 13).

Grafico 13: Efectos del estrés sobre la ingesta de NaCl 1,5 % en animales controles

(CC), animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO crénico sin estrés agudo
(IC) y animales IMO crénico con IMO agudo (ll). Los resultados se expresan como la
media + SEM, n=7, *p= 0,04 CC vs CI, ** p= 0,004 CC vs IC y *** p= 0,026 CC vs Il.

10000 +

Ingesta de NaCl 1,5 % (uEQ/22 h)
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q) Efectos del estrés crénico sobre la respuesta a estrés agudo en la

ingesta total de liquidos.

Cuando se analiz6 la ingesta total de liquido, considerando la ingesta
de agua mas la ingesta de solucién salina, se observaron diferencias entre los
grupos, que se deben al tratamiento crénico (p= 0,005), al tratamiento agudo
(p=0.037) e interaccién entre ambos tratamientos (p= 0,039). El grupo CC tuvo
una mayor ingesta liquida que los otros grupos. Esta diferencia en la ingesta
se deberia a la menor ingesta de solucion salina de los otros grupos
considerados, ya que no se observaron diferencias en la ingesta de agua
(grafico 14).

Grafico 14: Efectos del estrés sobre la ingesta total de liquidos en animales controles
(CC), animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO crénico sin estrés agudo
(IC) y animales IMO crénico con IMO agudo (ll). Los resultados se expresan como la
media + SEM, n=7, *p= 0,04 CC vs CI, ** p= 0,04 CC vs IC y *** p= 0,026 CC vs Il.

Ingesta liquida total (m1/22 h)
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r) Efectos del estrés crénico sobre la respuesta a estrés agudo en la

excrecion urinaria.

El analisis estadistico de la excrecion urinaria reveld efectos
significativos del tratamiento crénico (p= 0,001) y del tratamiento agudo (p=
0,036), siendo marginalmente significativa la interaccién entre ambos factores
(p= 0,08). El test a posteriori indicd que los grupos ClI, IC e Il excretaron un
volumen wurinario menor que el grupo CC, no existiendo diferencias
significativas entre los grupos sometidos a estrés (Grafico 15). EI menor
volumen de orina se correlacion6é con un aumento no significativo de la

osmolaridad urinaria .

Grafico 15: Efectos del estrés sobre la excrecion urinaria en animales controles (CC),
animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO crénico sin estrés agudo (IC) y
animales IMO crénico con IMO agudo (ll). Los resultados se expresan como la media
+ SEM, n=7, *p= 0,009 CC vs CI, ** p= 0,001 CC vs IC y *** p= 0,0006 CC vs II.

Volumen urinario (m1/22 hs)
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s) Efectos del estrés cronico sobre la respuesta a estrés agudo en la

excrecion urinaria de sodio.

En cuanto a la excrecion urinaria de sodio, hubo efectos significativos
del tratamiento previo (p=0,008) pero no del tratamiento agudo; la interaccion
entre ambos factores fue marginalmente significativa (p=0,06). El analisis de
los grupos indicé que hubo una menor excreciéon renal de sodio en los

animales sometidos a IMO cronica o aguda (Grafico 16).

Grafico 16: Efectos del estrés sobre la excreciéon urinaria de sodio en animales
controles (CC), animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO cronico sin
estrés agudo (IC) y animales IMO crénico con IMO agudo (Il). Los resultados se
expresan como la media + SEM, n=7, CC vs CI: * p= 0,049; CC vs IC:** p= 0,004 y
CC s ll: *** p=0,015.

Excrecién urinaria de sodio (UEQ/22 hs)
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t) Efectos del estrés cronico sobre la respuesta a estrés agudo en la

excrecion urinaria de potasio.

El mismo comportamiento se observé con la caliuresis (efecto del factor
tratamiento previo: p= 0,0004), siendo diferente la excrecién entre los grupos

CC y IC y entre los grupos CC y ll (Grafico 17).

Grafico 17: Efectos del estrés sobre la excrecién urinaria de potasio en animales
controles (CC), animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO crénico sin
estrés agudo (IC) y animales IMO crénico con IMO agudo (Il). Los resultados se
expresan como la media + SEM, n=7, *p=0,0013 CC vs IC y ** p=0,0067 CC vs Il.

Excrecion urinaria de potasio (UEQ/22 hs)
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u) Determinacion de la influencia del peso corporal sobre |a ingesta y

excrecion de sodio .

Con el fin de probar si la disminucién en la ingesta y excreciéon de sodio
era consecuencia del menor tamafio o peso de los animales estresados, se
calculé la ingesta como pEq de sodio (en el volumen de NaCl 1,5% ingerido) y
la excrecién del catién referidas a 100 g de peso corporal (Graficos 18 y 19

respectivamente).

El ANOVA de dos vias aplicado a los uEq de Na* en la ingesta revel6
efectos significativos del tratamiento previo (p= 0,019), pero no del tratamiento
agudo, siendo la interaccion entre ambos factores estadisticamente
significativa (p= 0,009). El analisis de los grupos mostré que se mantienen las
diferencias respecto a la ingesta de sodio entre el grupo CC y los animales

estresados cronicos o agudos.

La excrecion de sodio referida a 100 g de PC mostré el mismo
comportamiento (efecto del tratamiento previo, p= 0,014) pero no del
tratamiento agudo, siendo la interaccidon entre ambos factores significativa (p=
0,003); la natriuresis es significativamente menor en los animales sometidos a
IMO crénico o agudo con respecto al grupo CC, no existiendo diferencias entre

los animales estresados e incluso cuando se refieren al peso corporal.
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Grafico 18: Efectos del estrés sobre la ingesta de sodio, expresada como uEq/22
hs/100 g de peso corporal, en animales controles (CC), animales controles + estrés
agudo (Cl), animales IMO crénico sin estrés agudo (IC) y animales IMO crénico con
IMO agudo (I1). Los resultados se expresan como la media + SEM, n=7, *p= 0,035 CC
vs Cl, ** p= 0,004 CC vs IC y *** p= 0,037 CC vs II.
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Gréfico 19: Efectos del estrés sobre la excrecion renal de sodio, expresada como
uEq/22 hs/100 g de peso corporal, en animales controles (CC), animales controles +
estrés agudo (CI), animales IMO crénico sin estrés agudo (IC) y animales IMO crénico
con IMO agudo (ll). Los resultados se expresan como la media + SEM, n=7, *p=
0,026 CC vs CI, ** p= 0,003 CC vs IC y *** p= 0,03 CC vs Ii.

2500

Excrecién renal de sodio (uEQ/22 h/100 g PC)
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v) Efectos del estrés crénico sobre la respuesta a estrés agudo en

algunos parametros sanguineos

Por ultimo, ni el estrés crénico ni el estrés agudo modifican ninguno de

los parametros sanguineos estudiados (Tabla 10)

TABLA 10 : Niveles de sodio, potasio y osmolaridad plasmatica en ratas controles o

IMO cronica expuesta a un estrés agudo y sus respectivos controles. Los valores se

expresan como la media + SEM, n=7.

CC Cl iIC ]

Na’plasmatico| 131+5,3 123,9+1,3 126,8 £ 5,2 126,4 £ 3,2
mEqg/ L

K" plasmatico 59+0,12 57+0,17 55+0,16 5,7+0,20
mEg/ L

Osmolaridad | 298,4 + 3,6 3026 +5.2 312,1+3,5 303,3+54

mOsm/ L
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w) Efectos del estrés crénico sobre |la respuesta a estrés agudo en la

secrecion de corticosterona.

Los niveles plasmaticos de corticosterona siguieron el mismo
comportamiento que el resto de las variables estudiadas. Se observé efecto
del tratamiento crénico (p= 0,001), observandose diferencias entre el grupo CC

y el resto de los grupos estudiados (Grafico 20).

Gréfico 20: Efectos del estrés sobre los niveles plasmaticos de corticosterona, en
animales controles (CC), animales controles + estrés agudo (Cl), animales IMO
cronico sin estrés agudo (IC) y animales IMO crénico con IMO agudo (ll). Los
resultados se expresan como la media =+ SEM, n=7, *p= 0,0046 CC vs Cl, ** p=
0,0007 CC vs IC y *** p= 0,007 CC vs |I.
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Experimento 4 : DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL EN RATAS

EN CONDICIONES DE ESTRES AGUDO Y CRONICO

X) Efectos del estrés por IMO sobre la presidn sanguinea arterial en

ratas.

No se observaron efectos del estrés agudo o crénico sobre la presidn

sanguinea arterial de ratas expuestas a IMO. El andlisis estadistico no revela

efectos significativos de la ingesta de soluciéon salina sobre los valores de

presidén sanguinea ni interaccion entre ambos factores (Tabla 11 y 12)

Tabla 11 : Valores de presién arterial de ratas con acceso a agua (A) o agua corriente

y solucion salina al 1.5% (B), en condiciones de estrés agudo a las 24 horas

postestrés. Los resultados se expresan como las medias + SEM.

Control (mmHg)

Estrés (mmHg)

A

B

A

B

78,4 +94

77,1+3,9

74,2+53

76,2 £6,6

Tabla 12 : Valores de presion arterial de ratas con acceso a agua (A) o agua corriente

y solucion salina al 1.5% (B), en condiciones de estrés crénico a las 24 horas

postestrés. Los resultados se expresan como las medias + SEM.

Control (mmHg)

Estrés (mmHg)

A

B

A

B

66,7 £ 6,1

52,4+47

68,3 + 5,1

58,6 £4,3
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DISCUSION



DISCUSION

Uno de los principales objetivos de este trabajo de tesis fue estudiar la
influencia del estrés cronico sobre ingesta y el balance de sodio en las ratas
albinas. La importancia de estos datos deriva de las evidencias acerca de la
existencia de un efecto sinérgico entre el estrés cronico y la ingesta de sodio
sobre el desarrollo de hipertension (Tucker and Hunt, 1993; Kotchen and

Kotchen, 1997; Mc Gregor, 1997; Campese et al., 1993).

Los resultados obtenidos acerca del consumo de agua, durante el
periodo experimental (13 dias), demuestran que éste fue ligeramente
aumentado por la disponibilidad de solucién salina y esto ocurrié solamente en
las ratas controles, particularmente en el dia 7 y 13 del periodo experimental.
Este comportamiento podria ser consecuencia de una respuesta homeostatica
osmorreguladora, tendiente a mejorar el manejo de sodio del organismo. La
ausencia de cambios en las ratas IMO se deberia, probablemente, a la

reducida ingesta de sal observada en estos animales.

Con respecto a la ingesta de sodio, en contraste con la hip6tesis inicial,
se observo que la IMO crénica redujo la ingesta de NaCl 1.5%. Esto no seria
debido a un efecto inespecifico del estrés sobre el consumo de liquidos, dado
que estos cambios no fueron observados en la ingesta de agua en aquellos
animales que no tuvieron acceso a solucién salina. Podria pensarse entonces
que la causa de este diferente comportamiento seria, probablemente, un efecto

regulador sobre el balance o metabolismo salino.

Debido a que los cambios en el peso corporal e ingesta de alimento
inducidos por el estrés podrian generar consecuencias secundarias en lo que
se refiere al balance de sodio y agua en el organismo, se hizo necesario

evaluar la influencia del estresor utilizado sobre estas variables. En nuestros
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primer dia de IMO, cuando los animales aun no han perdido peso. Por lo tanto
se podria inferir que la menor ingesta de sodio debido al estrés en los
animales con sobrecarga de sal, no seria afectada por el menor tamafo del
animal estresado. Esto se corrobord cuando se estimd la ingesta de sal en

relacion al peso corporal.

Estos resultados son opuestos a los encontrados en conejos sujetos a
restriccién de movimientos (Tarjan and Denton, 1991), donde se observa una
mayor ingesta de NaCl 0,5 M . En ratones sometidos a IMO por 15 minutos o
privacion de alimentos por 24 hs, se evidencio el mismo efecto, cuando los
animales tenian la opcion de beber agua corriente y solucién salina (Kuta et
al., 1984). Ademas, con un estrés suave se observé un incremento en la

ingesta de sal en ratas de la cepa WKY (Ely et al., 1987).

Al menos tres factores podrian estar involucrados en estas

discrepancias :

B |a existencia de posibles diferencias entre especies,

B el hecho de que la ingesta en aquellos experimentos solo fue controlada
durante el periodo de exposicidn al estrés o unas pocas horas después,

pero no sobre un periodo de 24 horas posteriores a la sesion de estrés.

De acuerdo con nuestros resultados, se podria pensar que la reduccion
de la ingesta de solucidén salina podria ser una respuesta homeostatica para
compensar la antinatriuresis inducida por el estrés, en vez de ser una
retencion conducente a incrementar la volemia y en consecuencia la presién
sanguinea arterial.

Por otro lado, la reduccién en la ingesta de solucién salina observada

en las ratas IMO, comparadas con sus controles, coincidi® con una
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experimentos, el estrés cronico por IMO redujo la ingesta de alimentos y la

ganancia de peso corporal.

Numerosos estudios han demostrado que la disminucién en el consumo
de alimentos y la pérdida de peso corporal que se observa durante el estrés
podria ser mediado por las neuronas que contienen CRH. La inyeccion
intracerebroventricular (icv) de CRH lleva a una disminucién en la ingesta de
alimentos. En otros estudios, sélo la inyeccion en el PVN llevé a una
disminucion en la ingesta, pero no la inyeccidon en el hipotalamo lateral,
hipotalamo ventromedial o en el nucleo caudatus de la rata (Lehnert et al.,
1993).

Con respecto al peso corporal, se ha indicado que los cambios en el
metabolismo durante el estrés contribuyen a la disminucién del crecimiento. La
activacién del sistema simpatico junto con los efectos catabdlicos de los
glucocorticoides jugaria un rol importante en los cambios metabdlicos
observados durante el estrés (Buwalda et al.,, 1997; Kemppainen and
Behrend, 1997).

Ademas, se ha observado que factores tales como la severidad y la
duracion diaria del estresor son muy importantes para determinar la magnitud
de los efectos del estrés sobre estas variables. Cuanto mas severas y mas
duraderas sean las sesiones de estrés, mas marcada es la reduccién en el
peso corporal, no asi la anorexia (Marti et al., 1994b; Campmany et al., 1996;
Armario et al., 1983).

Dado que el estrés por inmovilizacién redujo tanto la ingesta de alimento
como la ganancia de peso corporal, se podria pensar que la ingesta alterada
de sodio podria estar relacionada a la reduccién del volumen de los
compartimentos liquidos extracelulares causada por la IMO. Sin embargo, esto

no explicaria la reduccién de la ingesta de solucion salina observada en el
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disminucién en la excrecidon renal de sodio y potasio. Seria dificultoso
establecer a partir de estos resultados, si los cambios primarios producidos por

el estrés se localizan a nivel renal o sobre la regulacion de la ingesta de sodio.

Varios estudios han indicado que el rifién podria ser el blanco primario
de los cambios sobre el metabolismo del sodio, dado que se observd que la
antinatriuresis inducida por el estrés en experimentos realizados en perros fue
eliminada cuando se practicd denervacién renal o bloqueo de receptores o-
adrenérgicos (Koepke, 1985; Koepke and Di Bona, 1985; Koepke et al.,
1984).

Ademas, en anos recientes se han acumulado evidencias del importante
rol de los nervios renales en la regulacion de la excrecidn urinaria de sodio. Se
ha comprobado que la estimulacién a baja frecuencia de los nervios renales
afecta directamente tanto la reabsorcion tubular proximal de sodio como la
liberacidbn de renina en ausencia de cambios en la hemodinamia renal.
Ademas, varias investigaciones demuestran que la denervacién renal resulta
en un aumento del volumen urinario, que es atribuido a una disminucién en la
reabsorcidn absoluta y fraccional de sodio en el tuabulo proximal. Este
incremento en la reabsorcion de sodio mediado por via nerviosa parece
involucrar la activacidn de receptores « adrenérgicos de las células del tubulo
proximal y la rama ascendente del asa de Henle. Estudios con radioligandos
aplicados a las membranas del riidn indican la presencia de receptores
adrenérgicos o4 y a, en la corteza renal de la rata y casi exclusivamente

receptores a, en la corteza del rindn del cobayo (Greenberg et al., 1991).

El incremento en la secreciéon de renina involucraria la activacion de
receptores adrenérgicos B, l0s cuales se ubican en las células del aparato
yuxtaglomerular y pertenecen al subtipo B:. Estas respuestas de Ia
funcionalidad renal mediadas adrenérgicamente han sido halladas también

después de la administracion de NA directamente en |a arteria renal del perro
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a dosis tales que no producen cambios en la hemodinamia renal (Hesse and
Jhons, 1985; Navar, 1997).

Se ha demostrado también que los incrementos en los niveles de NA
circulante tienen un efecto antinatriurético dosis-dependiente en el hombre.
Los efectos antinatriuréticos pueden ser parcialmente explicados por una
disminucion en el flujo sanguineo renal, con un incremento en la fraccién de
filtracion glomerular y un mejoramiento en la reabsorcidon en el tubulo proximal.
El mejoramiento de la reabsorcion tubular puede ser debida a una modificacién
de la presion hidrostatica del capilar peritubular, consecuencia de los cambios
en la fraccion de filtracion, pero también puede ser importante una

estimulacion de la reabsorcion tubular proximal (Lang et al., 1993).

También se ha sugerido la participacidon de Angiotensina Il en la
respuesta excretora en condiciones aversivas dado que se ha encontrado
que :

1) el estrés conductual incrementa la liberacién de renina,

2) Angiotensina Il disminuye la excrecidon de sodio y agua,

3) los nervios renales regulan tanto la respuesta excretora al estrés

como la liberacién de renina y

4) los receptores 3 adrenérgicos median la antinatriuresis resultante de
estrés ambiental y el incremento en la liberacién de renina de origen

neural.

La inhibicién del sistema renina angiotensina (SRA) atenua los efectos
sobre la excrecion de sodio resultante del estrés, sin afectar variables como el
volumen del filtrado glomerular, el flujo sanguineo renal efectivo y la presién

arterial media. Hay varios mecanismos posibles a través de los cuales Ang Il
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puede contribuir a la respuesta excretora renal al estrés. Primero, Ang |l puede
alterar la excrecién renal modificando la reabsorcién tubular de sodio y agua o
diminuyendo el volumen del filtrado glomerular y el flujo sanguineo renal. A
este respecto, las evidencias indican que Ang Il tendria efectos mas importante
sobre la excrecion fraccional de sodio y agua que sobre los demas parametros,
indicando que afectaria mas fuertemente los procesos tubulares. Otra
posibilidad es que Ang Il pueda facilitar la neurotransmision simpatica central o
periférica. Estos efectos incluyen incremento en la descarga de los nervios
simpaticos o facilitacion de la liberacién de catecolaminas desde las

terminaciones nerviosas y médula adrenal (Koepke and Obrist, 1983).

El estrés por aire reduce la excrecibn de sodio en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), con una mayor extensién en aquellos
animales que estan bajo una dieta con alta carga de sodio que en los que
estaban con una dieta normal. Estos datos son compatibles con los resultados

de este estudio (Koepke and Di Bona, 1985).

Otros factores humorales tales como la aldosterona, no parecen estar
involucrados en esta respuesta antinatriurética, ya que no se observan
incrementos en la excrecion urinaria de potasio en las ratas sometidas a estrés

agudo o cronico.

Debido a que el estrés provoca una reduccion en la excrecién de sodio,
la menor ingesta voluntaria de solucion salina observada en las ratas con
inmovilizacion crénica podria ser una respuesta secundaria del organismo para
mantener el balance de sodio cuando la capacidad del rifién para eliminar este

ion podria estar comprometida.

En este sentido, se ha postulado que una elevada ingesta de sal podria
llevar a una modificacién en la relacién de los receptores adrenérgicos o/,

con una up regulation (desenmascaramiento) de los o, y una down regulation
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(enmascaramiento) de los B, en sujetos normotensos. Un incremento en la
relacién de los receptores o/B, con una ingesta de sal incrementada resultaria
en una vasoconstriccion periférica y aumento en la reabsorcion tubular
proximal de sodio (Skrabal et al., 1989). Un mecanismo de este tipo podria
explicar las diferencias encontradas entre las ratas estresadas con y sin

ofrecimiento de sal.

El volumen urinario de las ratas controles que tuvieron acceso a
solucion salina fue mayor al de las ratas controles que tomaron solamente
agua corriente. Sin embargo, no se observé un aumento similar en las ratas

IMO. Esto podria deberse al menos a dos razones :

B la disminucion en la ingesta de solucién salina y en la ingesta liquida total

causada por el estrés por inmovilizacion.

B un posible efecto antidiurético del estrés (Koepke and Di Bona., 1985,

Koepke, 1985; Koepke and Obrist, 1983; Light et al., 1983).

Algunos autores han demostrado, en perros, un efecto antidiurético del
estrés que podria involucrar activacion de los nervios renales y receptores o-

adrenérgicos (Koepke, 1985; Koepke and Di Bona, 1985).

En ese sentido, resultados obtenidos en nuestro laboratorio (datos no
publicados) mostraron que, ratas denervadas bilateralmente y sometidas a
estrés por IMO, excretaban volumenes urinarios similares a los de las ratas
controles no estresadas. Ademas, datos semejantes se obtuvieron con el uso
de bloqueantes adrenérgicos. Esto indicaria un grado importante de
participacion de la inervacion simpatica renal en la antidiuresis inducida por

estrés.
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En nuestro trabajo, se observé antidiuresis solamente en las ratas IMO
que consumieron solucidén salina, lo que sugeriria que los perros podrian ser
mas sensibles al estrés que las ratas, al menos en términos de la funcién

renal.

Por otra parte, no parece posible que la vasopresina sea el principal
factor que controla la antidiuresis inducida por estrés, dado que la secrecion
de la vasopresina parece ser estimulada por algunos estresores particulares.
Sin embargo, en la mayoria de ellos, incluyendo la IMO, no se observa
incrementos en su liberacion (Gibbs, 1984; Husain et al., 1979; Lang et al.,
1983). Por lo tanto, sobre la base de los resultados obtenidos en perros, la
antidiuresis inducida por el estrés por IMO podria estar mas relacionada a la

inervacion renal.

Ademas, la disponibilidad de solucion salina incrementé la excrecion de
potasio en las ratas controles pero no en las ratas IMO. La aumentada
excrecion de potasio posiblemente sea una consecuencia directa del
incremento en la excrecion de agua, dado gque la secrecion tubular renal de
potasio es proporcional a la velocidad del flujo en el tubulo distal de la nefrona
y el volumen urinario fue afectado en el mismo sentido que la excrecién de
potasio (Ganong, 1996). Coincidentemente, se observdé una correlacion

positiva y significativa entre estas dos variables.

Ni el estrés agudo ni el crénico modificaron los niveles plasmaticos de
sodio y potasio en ninguno de los grupos estudiados. Esto podria ser resultado
de la retencidn conjunta de los iones y agua a nivel renal, con la consiguiente

compensacion sanguinea o con los otros liquidos corporales.

No se observaron diferencias en la presion arterial de los animales
sometidos a estrés cronico o agudo con respecto a sus controles; la

disponibilidad de solucion salina tampoco tuvo influencias sobre esta variable.

85






Numerosos estudios indican que el estrés agudo provoca incrementos
en la presién arterial, fundamentalmente a través de mecanismos relacionados
con la activacion del Sistema Nervioso Simpético (Gaudet et al., 1996;
Gamallo et al., 1992; Yoshida et al., 1994; Bohmann et al., 1994; Bohus
and Koolhaas, 1993). Dado el origen de este incremento, se observa un
rapido retorno de la presion arterial a los valores basales, una vez finalizada la
presentacion del estimulo. Debido a que la determinacion de la presidn
sanguinea en nuestros experimentos se realizd 24 horas después de la sesidn
de IMO, parece razonable pensar que, si hubo cambios inmediatos en esta
variable, los mecanismos homeostaticos provocaron el retorno de la presion

sanguinea a los niveles basales.

Con respecto al estrés cronico, se ha indicado que el desarrollo de
hipertension podria deberse a la hipersecrecién de glucocorticoides. El
mecanismo propuesto implica efectos relacionados con la volemia. Gamallo et
al (1992) demostré una reduccidén significativa en el hematocrito en ratas
expuestas a estrés por ruido agudo. En el estrés crénico no se observa este
efecto, pero se producen incrementos en la actividad de la renina plasmatica y
secrecion de aldosterona (Gamallo et al.,, 1992). En nuestros animales
sometidos a IMO, no parece haber un incremento en la volemia, dado que no
se modificaron los parametros sanguineos en las condiciones de estrés agudo
o crénico. Las discrepancias entre estos resultados podrian deberse al
momento en el que se determina la presion arterial y los cambios sanguineos,
dado que en el experimento de Gamallo et al., las variables son determinadas
inmediatamente después de la sesion de estrés y no al cabo de las 24 hs del

mismo.

Otros autores indican un efecto sinérgico de dos factores ambientales,
estrés y dietas ricas en sal sobre la presion arterial (Bohmann et al., 1994;
Ely et al.,, 1987; Huang and Leenen, 1996). El desarrollo de hipertension

sostenida en presencia de estos dos factores parece producirse
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fundamentalmente, cuando existe una predisposicién genética para adquirirla.
En las ratas de la cepa SHR se han estudiado extensamente sinérgicos del
estrés asociado con una dieta rica en sodio. En esta cepa, el desarrollo de
hipertension estaria asociado a una retencion renal de sodio incrementada,
indicando que una alteracién en la funcidon renal contribuiria al desarrollo o
exacerbacion de la hipertension. Estos efectos no se observan en ratas de la
cepa WKY, normotensas (Koepke et al., 1986). Por lo tanto, no parece
sorprendente que los animales expuestos a IMO crénica que tienen la opcién
de beber solucién de NaCl 1.5 % no desarrollen hipertensién sostenida, dado
que la mayoria de los estudios demuestran que es importante cierta
predisposicion genética para que las ratas muestren incrementos en la presion
sanguinea. No obstante, Takita et al. (1995) informaron que el estrés por
inmovilizacion (2 hs diarias durante dos semanas) induce una moderada
elevacion de la presién sanguinea en ratas Wistar, sin predisposicion genética
a hipertension. La discrepancia entre estos hallazgos y nuestros experimentos
podria deberse fundamentalmente, al método utilizado para la determinaciéon

de la presion sanguinea arterial.

Se ha indicado que otros factores que parecen afectar la respuesta
hipertensiva son la naturaleza del estimulo estresante y la estrategia de
enfrentamiento (coping) adoptada. Por ejemplo, se ha visto que una derrota
social en ratas macho produce un incremento mas pronunciado de la presion
arterial que aquella de una victoria social. EI mayor esfuerzo fisico no
necesariamente lleva a una mayor respuesta hipertensora. Ademas, el
“control” de la situacion puede ser la variable que determine la magnitud de la

respuesta (Bohus and Koolhaas, 1993).

En ratas WKY se ha obtenido hipertension por estrés de aislamiento
durante 7 dias. La hipertensiéon inducida por aislamiento depende de otros
factores: todas las ratas alojadas en cajas metabdlicas de vidrio transparentes

desarrollan hipertension, mientras que si se las aloja convencionalmente, pero
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aisladas, solamente el 50% de los animales la desarrollan (Bohus and
Koolhaas, 1993).

Otros datos sugieren que el desarrollo de hipertensidn durante el estrés
cronico requiere un complejo conjunto de estimulos sociales y ambientales.
Por ejemplo, estudios de Kokkema y Koolhaas (1985) sugieren que el esfuerzo
por mantener una posicion social podria ser de importancia etiologica en el

desarrollo de hipertension sostenida (Bohus and Koolhaas, 1993).

Por otro lado, no se observaron diferencias en los niveles de
corticosterona de los animales con IMO aguda o cronica. La activacion del eje
PA es comun a todas las situaciones de estrés y estd caracterizado por la
liberacién rapida de ACTH. Esta liberacién multiplica entre 5-100 veces los
niveles basales de ACTH, alcanzando un méaximo a los 10-30 minutos,
dependiendo de si el estimulo estresante es de muy breve duracién (segundos
0 minutos) o se mantiene la situacién por mas tiempo. La ACTH estimula la
sintesis de glucocorticoides de la corteza adrenal, alcanzandose un maximo de
secrecion entre los 15-45 minutos cuando persiste el estimulo por mas de una
hora, incluso si es de alta intensidad. Luego, los niveles de hormonas PA
regresan paulatinamente a los valores basales Sin embargo, esta vuelta a la
normalidad afecta a la ACTH pero no a los glucocorticoides, que pueden
permanecer elevados tras 8-48 horas de exposicion cronica (Hauger et al.,
1988; Rivier and Vale, 1987).

Cuando los animales son expuestos diariamente, de forma intermitente,
a un mismo estimulo estresante, tan sblo unas pocas variables fisiolégicas
retornan a sus valores basales, entre ellas catecolaminas, ACTH y glucosa
(Armario et al., 1988; Armario et al., 1989; Armario et al., 1990; De Boer et
al., 1989; Kant et al., 1985). Mientras que estas variables reflejan el proceso
de habituacion, es frecuente que los glucocorticoides no lo hagan (Armario et
al., 1988).
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Existen al menos dos explicaciones para este comportamiento :

a) El estrés cronico, si es de cierta intensidad, incrementa proporcionalmente
el tamafio de la glandula adrenal y la respuesta de la adrenal a la ACTH
circulante, razén por la cual los niveles de glucocorticoides no son un reflejo
de los niveles de ACTH (Armario et al., 1988).

b) La secrecion de la adrenal se satura para niveles de ACTH relativamente
bajos y es posible que una reduccion en la secrecién de ACTH no se refleje

en una reduccion en la corticosterona (Armario et al., 1988).

En los experimentos tendientes a evaluar el fendmeno de adaptacion,
los mismos resultados se presentan cuando ratas cronicamente estresadas
son sometidas a una sesion de IMO aguda. El comportamiento de las variables
estudiadas en animales cronicamente estresados no parece indicar signos de
habituacion o disminucion de la respuesta como consecuencia de la
exposicion al mismo estimulo. Se observaron algunas diferencias en los
niveles basales de animales controles y cronicamente estresados,
probablemente debido a que, en los animales IMO cronico, persisten los

efectos de la Ultima sesion de estrés.

Los procesos de habituacién parecen seguir tres leyes clasicas :

i) Relacion directamente proporcional al grado de repeticion de la situacion.

ii) Relacién inversamente proporcional al intervalo entre estimulos y la

intensidad del mismo.

iii) Especificidad con respecto al tipo de estimulo.
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Este ultimo punto sugiere que el mecanismo determinante de la
reduccién de la respuesta es, fundamentalmente, la familiarizacién con el
estimulo y la consiguiente reduccidén de la respuesta emocional asociada al
mismo y no los posibles cambios bioquimicos en el control de los sistemas

endocrinos (Kant et al., 1985).

De los resultados obtenidos en el balance de sodio deberian excluirse
como posibles mecanismos involucrados aquellos sistemas hormonales que
son sensibles a adaptacion, tales como el eje HPA. Como se indicd
previamente, podria pensarse entonces que los efectos antidiuréticos vy
antinatriuréticos del estrés por IMO se deberian fundamentaimente a la
actividad de los nervios simpaticos renales, como asi también a incrementos

en los niveles de NA circulante.

Se ha demostrado que los niveles plasmaticos basales de
catecolaminas no se modifican de manera significativa tras la exposicién a un
estrés cronico intermitente, pero se ha indicado un incremento en la actividad
de las enzimas implicadas en la sintesis de catecolaminas en la médula
adrenal, principalmente de la tirosin-hidroxilasa, la enzima cuya actividad
constituye el paso limitante de la sintesis de estos compuestos. Por lo tanto el
estrés cronico provocaria una mayor capacidad potencial de respuesta de la
médula adrenal a las situaciones de estrés, aunque esta potencialidad no se
refleje en los niveles basales (Campmany et al.,, 1996; Adell et al., 1988;
Bhatnagar et al., 1995; De Boer et al., 1989). Esto podria reforzar la hipétesis
de que los cambios renales inducidos por el estrés, tendrian un origen

nervioso o por catecolaminas circulantes.

De nuestros experimentos surge ademas, que los efectos del estrés
cronico por IMO sobre el balance hidrosalino son reversibles, tal como se
observa analizando el retorno de las variables a sus valores basales poco

tiempo después de retirado el estimulo.
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CONCLUSIONES

Experimento 1

El consumo de agua fue ligeramente mayor en los animales controles con
disponibilidad de solucién salina, probablemente como consecuencia de
una respuesta homeostatica osmorreguladora para mejorar el manejo del

sodio corporal.

La IMO redujo la ingesta de solucion salina, tanto en condiciones de estrés

agudo como cronico.

El estrés cronico por IMO redujo la ingesta de alimentos y la ganancia de

peso corporal en ratas.

El efecto de la IMO sobre el consumo de NaCl 1,5 % no seria consecuencia
del menor tamaro del animal estresado ni de la anorexia, ya que este efecto

se evidenci6 desde la presentacion del estimulo en forma aguda.

La IMO redujo la excrecion renal de sodio y potasio solo en los animales

que tenian acceso a la solucién salina.

Tanto el estrés agudo como crénico produjo un efecto antidiurético,

solamente en los animales con opcidén a beber soluciéon de NaCl 1,5 %.

No se observaron modificaciones en los niveles de sodio, potasio u

osmolaridad plasmaticos bajo condiciones de estrés agudo o cronico.

Los efectos del estrés sobre el balance hidrosalino no fueron observados en
los animales que carecieron del ofrecimiento de solucién salina, o que hace
presuponer que la sobrecarga de sal modificaria la respuesta de la

homeostasis hidrosalina en condiciones de estrés.
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Experimento 2

¢ La disminucién en la ingesta de solucion salina observada durante los

periodos de IMO se revirtié en las primeras 24 hs de suspendido el estrés.
Si bien se observa un aumento en la ingesta en los periodos R3 y R4 (dias
4° y 5° postestrés) con respecto a los niveles de estrés, no hubo diferencias

con respecto a los niveles basales.

La excrecion renal de sodio se recuperd inmediatamente. En los periodos
R2, R3 y R4 (dias 3°, 4° y 5° postestrés) hubo un incremento significativo de
la excrecion sélo con respecto a los niveles de estrés, lo que podria indicar

que en estos periodos el animal estaria eliminando la sobrecarga de sal.

El volumen de orina alcanzo los niveles basales en el primer periodo post-
estrés, siguiendo el mismo comportamiento que la ingesta de solucion salina
e independientemente de la ingesta de agua, ya que ésta no se modificé en

ninguno de los tiempos observados.

La excrecion de potasio fue significativamente menor en el periodo de
estrés. Ademas, se observé una reduccion significativa, con respecto a los
niveles basales, durante el periodo R4 (dia 5° postestrés). Esta reduccion
en la excrecion podria ser secundaria a la mayor excrecion de sodio
observada en este periodo, posiblemente debido a una inhibicion en la

secrecion de aldosterona.
La osmolaridad urinaria mostré un incremento durante el periodo de estrés,

coincidente con la antidiuresis observada en el mismo periodo, notandose

una recuperacion en el tiempo R1(dia 2° postestres).
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¢ El retorno a los niveles de pre-estrés en todas las variables indicaria,
ademas, que los efectos del estrés sobre el balance hidrosalino son

pasajeros y completamente reversibles.
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Experimento 3

¢ Tanto el estrés agudo como crénico produjeron una disminucion en la
ingesta de solucion salina, antidiuresis, antinatriuresis, anticaliuresis vy

aumento de la osmolaridad urinaria.

¢ Se observaron diferencias en los niveles basales de animales controles y

crénicamente estresados.

¢ Cuando los animales controles e IMO crénicos fueron sometidos a IMO

aguda, no se observaron diferencias en la respuesta entre ambos grupos.
¢ La repetida exposiciéon al mismo estresor no resulté en adaptacion, es decir,

los animales mostraron la misma respuesta con o sin experiencia previa a la

exposicion a la IMO.
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Experimento 4

¢ No se observaron diferencias en la presion sanguinea arterial de animales

estresados en forma aguda o crénica a las 24 hs posteriores al estrés.

¢ La ingesta de solucion salina no modificé los niveles de presion sanguinea

en animales controles o sometidos a IMO aguda o cronica.
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CONCLUSIONES GENERALES

Tanto el estrés agudo (2 horas) como el crénico (2 horas por dia, durante 13
dias) produce una disminucién en la ingesta de solucién de NaCl 1,5 %, una
disminucién en la excrecion renal de sodio y potasio y una disminucion en la
excrecion de orina. Estos efectos fueron observados a las 24 horas
posteriores a la/las sesion/es de estrés, solo en animales que tuvieron la

opcién de beber solucién salina.

Los cambios en el balance hidrosalino no se manifiestan en la natremia,

potasemia o la osmolaridad plasmaticas.

Los efectos de estrés por IMO son reversibles y las variables retornan
rapidamente a sus valores basales, una vez suprimido el estimulo

estresante.

La experiencia previa con el estresor no modifica la respuesta del animal a
la presentacién en forma aguda del mismo estimulo, sugiriendo que los
mecanismos involucrados en los efectos de la IMO no son sensibles a la

adaptacion.

La presentacién simultanea de dos factores hipertensores, tales como el
estrés y dietas altas en sodio, no inducen incrementos sostenidos en la
presién arterial en ratas de la cepa Wistar a las 24 hs posteriores a la ultima

sesion de IMO.
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PERSPECTIVAS

En base a los resultados obtenidos, surgen varias posibles lineas a
investigar, fundamentalmente destinadas a dilucidar los mecanismos
involucrados en la disminucion de la ingesta y excrecién de sodio inducidas

por el estrés por IMO.

Con respecto a la ingesta de sodio, las alternativas de estudio son
variadas. No ha sido determinada la participacién hormonal en esta respuesta,
por lo que seria de gran importancia la valoraciéon de los niveles plasmaticos
de Angiotensina |l en condiciones de estrés agudo y cronico. Ademas, seria de
interés la valoracidn, en nuestras condiciones experimentales, de algunos
péptidos de origen cerebral que se conocen actian como inhibidores de la
ingesta de sal, tales como las taquicininas (sustancia P, neurocininas oy B) y

oxitocina.

Respecto a la localizacion anatdmica, existen evidencias de la
participacion de varias estructuras nerviosas en la conducta de ingesta de
sodio. Las estructuras de la lamina terminalis, tales como el érgano vasculoso
de la lamina terminalis (OVLT), el nucleo preéptico mediano (MnPO) y el
organo subfornical (OSF) parecen ser esenciales en la transduccion e
integracion de sefales relacionadas con el mantenimiento de los liquidos
corporales. Varios estudios han implicado al OVLT, a la regiéon AV3V vy al
MnPO como los mas importantes determinantes del apetito por sal en la rata.
Podria plantearse la posibilidad de determinar, por ejemplo, la
inmunoreactividad c-fos en estas regiones, debido a la propiedad del c-fos
como marcador de la actividad neural en el SNC de la rata, comparando su

actividad entre animales estresados y sus controles no estresados.

Oftra de las probables lineas de investigacion se relaciona con el estudio

de los factores que participan en la retencién renal de sodio inducida por el
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estrés. Una posibilidad es evaluar la participaciéon del Sistema nervioso en esta
respuesta, a través de varias vias. Se sabe que el Sistema Nervioso Simpatico
puede inducir retencidbn de sodio de varias maneras. Una de ellas es
directamente a través de la inervacion renal. El aumento de la reabsorcion de
sodio involucra la activacion de receptores adrenérgicos a en las células del
tubulo proximal y la rama ascendente del asa de Henle (Greenberg et al.,
1991). Los mismos resultados se han obtenido con altos niveles de NA
circulante. Por lo tanto, este mecanismo podria ser evaluado, por ejemplo,
utilizando bloqueantes adrenérgicos o practicando denervacién renal, tema
que ha comenzado ha ser investigado por algunos miembros de nuestro grupo

de investigacion.

Un aspecto importante a determinar es la participacién de Angiotensina
en esta respuesta al estrés, ya que se conoce que Ang podria modificar la
reabsorcién tubular de sodio y agua o disminuir el volumen del filtrado
glomerular y el flujo sanguineo renal (Koepke et al., 1983). Tampoco se podria
descartar la participacidon de aldosterona en esta respuesta, por lo que se

deberian determinar los niveles plasmaticos de estas hormonas.

Por otra parte, creemos que es de fundamental importancia la
evaluacion de la funcionalidad renal bajo condiciones de estrés agudo vy
cronico. Durante la estimulacién simpatica se produciria una disminucién en el
flujo sanguineo renal, con un incremento en la fraccion de filtracién glomerular
y un mejoramiento en la reabsorcién proximal (Lang et al., 1993). La NA
circulante también estimula la secrecién de renina y esto esta asociado con
una disminucion del flujo sanguineo renal, la tasa de filtracion glomerular y la
excrecion de sodio (Hesse and Johns, 1985). Existen pocos estudios acerca
de los efectos de la estimulacion cronica del SNS sobre la funcionalidad renal,
por lo que seria de importancia establecer si la IMO crénica induce algun tipo

de alteracion en la capacidad del rifidn para manejar una carga de sal.
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Se conoce que otra sustancia producida por el rifidn, el oxido nitrico
(NO), parece jugar un rol central en el control de varios procesos intrarrenales
que regulan la respuesta renal a cambios en la presion de perfusién y por lo
tanto pueden determinar el volumen sanguineo. Estudios recientes han
mostrado que ciertas formas de hipertensién estan asociadas con disminucién
de la sintesis de NO. Reducciones en la sintesis de esta molécula se relaciona
con una disminucion de la excrecion de sodio, no sélo a través de un efecto
directo sobre la vasculatura renal sino también a través de modulacion de
otros procesos vasoconstrictores y a través de alteraciones directas o
indirectas del transporte tubular de sodio (Schnackemberg et al., 1997).
Queda por determinar si el estrés tiene algun efecto sobre los niveles de

sintesis de NO de origen renal.

La realizacién de estos estudios permitira ampliar los conocimientos de
los mecanismos a través de los cuales el estrés modifica la actividad de
distintos sistemas homeostaticos. En base a estos conocimientos, se podran
determinar ademas, los medios adecuados para evitar las posibles
consecuencias patolégicas de la activacion cronica de los sistemas de

respuesta al estrés.
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