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ABREVIATURAS

A = Adrenalina

ACTH = Hormona Adenocorticotréfica

Ang Il = Angiotensina Il

AT1R = Receptor de Angiotensina |

AT2R = Receptor de Angiotensina Il

AVP = Arginina Vasopresina

CAT = Enzima Catalasa

CMLYV = Células del Musculo Liso Adyacente
CRFR1 = Receptor de CRF tipo 1

CRFR2 = Receptor de CREF tipo 2

CRF 6 CRH = Hormona Liberadora de Corticotrofina
DCE = Depuracion de Creatinina Endégena

E2 = Prostaglandina E;

ENaC = Canales Epiteliales de Sodio

eNOS = Enzima Oxido Nitrico Sintetasa endotelial
EO = Estrés Oxidativo

ER-a = Receptor de Estrogenos alfa

ER-B = Receptor de Estrogenos beta

GMPc = Guanosin Monofosfato ciclico

GR = Receptor de glucocorticoides

GSPx = Enzima Glutation Peroxidasa

H20, = Perbxido de Hidrogeno

HHA= Hipotalamo Hipofisiario Adrenal

HOCI = Acido Hipocloroso

HTA = Hipertensién Arterial

IAS = Indice Adreno Somatico

IMO = Inmovilizacién en tabla

iNOS = Enzima Oxido Nitrico Sintetasa inducida
LC = Locus Coeruleus

LEC = Liquido Extracelular

MAPK = Enzima Proteina quinasa activada por Mitégenos
MDA = Malonildialdehido
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MnSOD = Manganeso Superdxido Dismutasa
MR = Receptor de mineralocorticoides

NA = Noradrenalina

NAD(P)H oxidasa = Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato oxidasa
nNOS = Enzima Oxido Nitrico Sintetasa neuronal
NO = Oxido Nitrico

NOx = Nitritos totales

O7 = Radical Anion Superéxido

O3 = Ozono

OH" = Radical Hidroxilo

OVX = Ratas Ovariectomizadas

PVN = Nucleo ParaVentricular

RL = Radicales Libres

RNS = Espieces Reactivas del Nitrégeno

ROS = Especies Reactivas del Oxigeno

SAM = Simpatico Adreno Medular

SNA = Sistema Nervioso Autbnomo

SNC = Sistema Nervioso Central

SNS = Sistema Nervioso Simpatico

SOD = Enzima Superdxido Dismutasa

SRAA = Sistema Renina Angiotensina Aldosterona
TFG = Tasa de Filtrado Glomerular
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INTRODUCCION

Las condiciones de vida de las sociedades actuales colocan a los
individuos en un escenario en el cual, dia a dia, todos los sistemas organicos
son sometidos a distintos elementos estresantes y provocan en consecuencia,
cambios adaptativos. Este proceso evolutivo no es gratuito. Alguno o algunos
de los sistemas biolégicos podrian acusar el golpe dado por este esfuerzo de
adaptacion. Cada dia que pasa, el concepto de estrés gana mas y mas
espacio; ya no es una palabra restringida al vocabulario médico o cientifico,
por el contrario, se hace cada vez mas popular y hoy es factible encontrarla en
una mesa de café, en el trabajo y hasta en una reunién familiar. Es sabido que
de una u otra manera estamos bajo estrés, aun asi, es un término dificil de
definir y un concepto que admite infinitos abordajes, dado los mdltiples factores

que lo componen.

ESTRES - BREVE HISTORIA

Para intentar una comprensién del estrés debemos introducir el concepto
que el fisidlogo francés Claude Bernard (1813-1878), considerado fundador de
la medicina experimental, desarrollé acerca del “medio interno”, el que es
mantenido en forma muy estable mediante la activacion de diferentes
mecanismos regulatorios y de control. Segun el concepto fundamental de
Claude Bernard el medio intemo es el ambiente liquido en que viven las células
del organismo. Los seres mas simples tienen sus células en contacto con el
medio exterior o cosmico, pero a medida que se vuelven mas complejos, sus
células viven en el medio interno, de composicidn muy constante y que asegura

condiciones fisicas y quimicas estables, permitiendo asi la vida libre e
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independiente. Fue Walter Cannon (1871-1945) quién definidé a la homeostasis
y ayudo a ampliar nuestra comprension sobre el estrés. En el afio 1915 acufié
el concepto de respuesta al estrés planteandolo como una dicotomia inmediata:
luchar o huir (“Fight or Flight”). En su libro “La Sabiduria del Cuerpo” publicado
en 1932, plasm6 sus teorias para describir la respuesta de un animal a
amenazas corporales como el dolor, el hambre, el miedo y la excitacion.

Se han postulado muchas definiciones en la literatura desde que Hans
Selye (Selye, 1936) acufiara el término de estrés. Aunque no se han alcanzado
consensos sobre su definicion precisa en biologia, una definicion sencilla y atil
se refiere al término como cualquier estimulo, real o percibido, que puede
amenazar la homeostasis (Charmandari y col, 2005; Rivest y Rivier, 1991;
Rivier y Rivest, 1995; Smith y col, 2003). Otros autores lo definen como /a
incapacidad de un animal para hacer frente a su medio ambiente (Dobson y
Smith, 2000; Dobson y col, 2001), situacién evidenciada por la falla en alcanzar
el maximo potencial genético.

Aunque no existe acuerdo respecto a la definicion de estrés, la
propuesta por Vigas en 1984 es muy apropiada. Esta expresa que el estrés es
un “estado de emergencia del organismo provocado por estimulos externos o
internos, real o potencialmente nocivos que desembocan en una respuesta
especifica, que se ha desarrollado en el curso de la filogenia y que tiene,
primariamente, un valor adaptativo”. (Nadal y Armario, 2010). Los estimulos
que afectan la homeostasis se definen como factores o agentes estresantes,
mientras que la respuesta del animal a este estimulo se conoce como

respuesta al estrés (Mdstl y Palme, 2002).
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Por otra parte, también se han utilizado otros términos en relaciéon a las
situaciones de estrés. Uno de ellos es el eustrés que define aquellas
situaciones que pueden ser motivadoras y por lo tanto ser positivas para el
individuo y el distrés que se refiere a las situaciones que producen efectos
negativos, pudiendo generar enfermedades (Slipak, 2003). El termino alostasis
se define como un proceso activo que permite mantener la homeostasis,
protegiendo al organismo ante cualquier condiciéon psicologica o fisiologica que
lo perturbe. Por medio de la alostasis, se puede cambiar el set point o término
de referencia de ciertos parametros fisioldgicos por corto tiempo para
adecuarlos a nuevas condiciones de exigencia (presién arterial, glucemia,
lipemia, etc.). Por ultimo el término homeorrexis indica el conjunto de
mecanismos que aseguran la prioridad de un determinado proceso o estado
metabodlico apartAndose de la homeostasis, sin comprometer las funciones

vitales (crecimiento, prefiez, lactancia) (McEwen, 2000).

RESPUESTA AL ESTRES

La respuesta al estrés es coordinada por los sistemas de estrés que
tienen componentes localizados tanto en el sistema nervioso central (SNC)
como en la periferia y engloba una serie de cambios fisiologicos y conductuales
que permiten afrontar situaciones peligrosas o potencialmente peligrosas y es,
por lo tanto, considerada como un proceso adaptativo que aumenta la
probabilidad de supervivencia del individuo (Charmandari y col, 2005).

Existe un amplio acuerdo en que los estimulos estresantes pueden
clasificarse en estimulos fisicos o sistémicos (reactivos) o estimulos

psicolégicos o emocionales (anticipatorios), aunque muchos estimulos pueden
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tener un perfil mixto (Pacak y Palkovits, 2001, Herman y col, 2003). Los
estimulos sistémicos son aquellos que provocan perturbaciones directas en la
homeostasis, como las infecciones, las alteraciones metabodlicas u osméticas,
la hipoxia, la hemorragia, estimulos fisicos, quimicos y la mayoria de los
farmacologicos. Los estimulos emocionales son de tipo social (sumision,
subordinacion, aislamiento, privacibn materna). Los estimulos mixtos tienen
componentes fisicos y emocionales: dolor por exposiciébn a choque eléctrico,
nado forzado, inmovilizaciéon en tubo, inmovilizaciéon en plancha, etc. (Nadal y
Armario, 2010).

Las rutas que convergen en la activacion de la respuesta de estrés a
nivel del SNC son muy diferentes entre los distintos tipos de estimulos
sistémicos y entre éstos y los emocionales (Pacak y Palkovits, 2001). Cada uno
de los estimulos sistémicos activa areas muy especificas del SNC en el tallo
encefalico y areas circunventriculares. Desde estas areas se envian sefales
directas al nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), que juega un papel
clave en la respuesta fisiologica al estrés. En cambio, los estimulos
emocionales inducen la activacion de un gran numero de areas del SNC, que
incluyen la corteza prefrontal y diversos nucleos limbicos (amigdala, septum,
nicleo estriado ventral). El procesamiento de estos estimulos en las zonas
limbicas converge finalmente en estructuras como el PVN que son areas de
gran importancia pero de un nivel jerarquico bajo en la orquestacion de la
respuesta al estrés (Herman y col, 2003).

Los componentes centrales del sistema del estrés estan localizados en
el hipotalamo y en el tallo cerebral e incluyen:

e Neuronas parvocelulares que contienen hormona liberadora de
corticotropina (CRH)
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o Neuronas secretoras de Arginina-Vasopresina (AVP) del nucleo
paraventricular del hipotalamo

e Neuronas secretoras de CRH de los nucleos paragigantocelular y
parabraquial de la médula y del locus coeruleus (LC)

e Oftros grupos neuronales noradrenérgicos (NA) en la médula y en el
puente de Varolio (sistema LC/NA).

Los componentes periféricos incluyen:

o Larama periférica del eje HHA

e Eferentes del sistema simpato-adreno-medular (SAM)

o Componentes del sistema parasimpatico
La respuesta al estrés comprende una amplia gama de modificaciones
fisiolégicas. Entre ellas se destacan la activacion del eje simpatico-adreno-
medular (SAM), la que da lugar a cambios cardiovasculares y a la liberacion de
catecolaminas, y la activacién del eje HHA, responsable de la liberacién de

glucocorticoides al torrente sanguineo (Charmandari y col, 2005; DeVries y col,

2003; O’'Connor y col, 2000).

EL EJE HIPOTALAMO HIPOFISO ADRENAL

La activacion del eje HHA es una de las respuestas neuroendocrinas
mas estudiadas del estrés, las tres hormonas principales de dicho eje (CRH,
Hormona Adrenocorticotrofica (ACTH) y cortisol) son a menudo denominadas
hormonas del estrés (DeVries y col, 2003). Respecto a este eje, el
procesamiento de la informacién concerniente a un estimulo estresante
particular converge en el PVN donde se localizan neuronas que envian sus
axones al sistema portal-hipofisiario situado en la eminencia media. Las
sefales nerviosas promueven la sintesis del factor liberador de corticotrofina

(CRF o CRH) y de otros péptidos como la vasopresina y su liberacién al
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sistema portal-hipofisiario, desde donde son conducidos a la hipéfisis anterior.
Alli, estos péptidos estimulan la sintesis y liberacion de la ACTH (Nadal y
Armario, 2010).

El CRH es el principal regulador hipotalamico del eje HHA, el cual
estimula la secrecion de ACTH desde la hip6fisis anterior. La AVP, aunque es
un potente factor sinérgico de CRH, tiene una pequefia actividad secretagoga
sobre ACTH. Una interaccidén reciproca positiva entre CRH y AVP también
existe a nivel del hipotalamo, cada uno estimulando la secrecién del otro. En
situaciones no estresantes, tanto CRH como AVP son secretadas al sistema
portal de una manera circadiana, pulsatil y altamente coordinada. La amplitud
de los pulsos de CRH y AVP incrementa temprano a la mafana, resultando en
un incremento en la amplitud de la secrecion pulsati de ACTH y cortisol.
Durante el estrés agudo, hay un incremento en la amplitud y sincronizacion de
la liberacion desde el PVN de CRH y AVP al sistema porta hipofisiario. El CRF
no soélo actua en la hipdfisis sino que tiene una amplia distribucién en el SNC.
Ejerce sus efectos mediante dos tipos de receptores, CRFR1 y CRFR2 que
presentan una distribucion diferencial en el SNC (Aguilera y col, 2004).

La AVP de las neuronas magnocelulares también es secretada al
sistema porta hipofisiario via fibras colaterales. Ademas, dependiendo del
estresor, otros factores como Angiotensina I, varias citokinas y mediadores de
la inflamacion son secretados y actuan sobre los componentes hipotalamicos,
hipofisiarios y/o adrenales del eje HHA y potencian su actividad (Charmandari y
col, 2005).

La ACTH es un péptido de 30 aminoacidos derivado de Ia

proopiomelanocortina (POMC) que actua principalmente en la zona fasciculada
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de la corteza de la glandula adrenal, promoviendo la sintesis y liberacion de
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en ratas) (de Kloet y col,
2005). En la regulacién de la secrecion de cortisol también participan otras
hormonas, citokinas y la activacion del sistema nervioso autbnomo
(Charmandari y col, 2005).

Los glucocorticoides juegan un rol importante en la regulacién de la
actividad basal del eje HHA asi como en la terminacion de la respuesta al
estrés. Estas hormonas ejercen una potente y compleja inhibicién sobre el eje
HHA, que tiene lugar a nivel de la hipéfisis anterior, el PVN y estructuras
extrahipotalamicas como la formacion hipocampal y la corteza prefrontal medial
(Armario, 2006).

El feed back negativo de los glucocorticoides sobre la secrecion de CRH
y AVP sirve para limitar la duraciéon de la exposicién de los tejidos del
organismo a los glucocorticoides, minimizando los efectos catabdlicos,
lipogénicos, antirreproductivos e inmunosupresores de éstas hormonas
(Charmandari y col, 2005). Los glucocorticoides actuan a través de dos tipos de
receptores genémicos: el tipo | o receptor de mineralocorticoides (MR) y el tipo
Il o receptor de glucocorticoides (GR). La existencia de dos tipos de receptores
para glucocorticoides tiene un gran impacto en todas las teorias del estrés y
sus procesos patologicos, por cuanto se considera que los receptores de
mineralocorticoides estan ocupados en condiciones basales, mientras que la
maxima ocupacion de los GR se alcanza en situaciones de estrés (de Kloet y
col, 2005). El feed back negativo de la secrecion de CRH y ACTH es mediado a
través de los GR tipo Il (Charmandari y col, 2005). En la periferia, los efectos

de los glucocorticoides parecen encaminados, en su gran mayoria, a la

Jimeno M - Niebylski A —- Bensi N | 2014 _




EXCRECION DE SODIO Y ESTADO OXIDATIVO EN RESPUESTA

AL ESTRES CRONICO EN RATAS HEMBRAS Y MACHOS
redistribucion de la energia entre diferentes tejidos y al control de la respuesta
inflamatoria e inmune. A nivel central inhiben el transporte y la utilizacién de
glucosa en las neuronas y en la glia, modulan el apetito y la ingesta, favorecen
el aprendizaje y la memoria de situaciones emocionalmente relevantes y
pueden favorecer la muerte neuronal y los procesos neurodegenerativos
causados por otros factores, especialmente en la formacién hipocampal

(Sapolsky y col, 2000). Figura 1.

EL EJE SIMPATO-ADRENO-MEDULAR

El segundo de los sistemas periféricos de la respuesta al estrés es el
sistema SAM. La activacion de este sistema proviene de axones desde el PVN
del hipotalamo que se ramifican ampliamente en ndcleos auténomos del tallo
cerebral, pero particularmente en un nucleo denso del tallo, el locus coeruleus
(LC). En este nucleo se localizan 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 de la sintesis de NA; la
NA es entonces sintetizada y secretada. El resultado de la activacion del LC es
la liberacion de NA desde las terminaciones nerviosas simpaticas periféricas,
como asi también la liberacién de catecolaminas de la médula adrenal a través
de la via simpatica del SNA (Nadal y Armario, 2010). Elevados niveles de A 'y
NA estan invariablemente presentes durante el estrés siendo sus efectos mas
importantes la estimulacion de la glucogenolisis, lipdlisis, incremento de la
fuerza y frecuencia de la contraccion miocardica, aumento del estado de
atencion o alerta, vasoconstriccion, vasodilatacién en el musculo, incremento

de la tasa metabdlica, etc. (Tilbrook y col, 2000). Figura 1.
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Figura 1. Las vias clasicas del estrés involucran inicialmente al Hipotalamo que integra la
informacion procedente de las vias sensoriales y viscerales, el Hipotalamo activaria dos rutas
paralelas: el eje SAM (Simpatico-Adreno-Medular) y el eje HHA (Hipotalamico-Hipéfisis-
Adrenal) Tomado de Sirera y modificado (Sirera y col, 2006).
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Una respuesta adecuada al estrés puede ser importante para la
supervivencia, mientras que una respuesta exagerada o sostenida en el tiempo
puede dar lugar a alteraciones fisioloégicas o psicolégicas como hipertension
arterial y otros problemas cardiovasculares, inmunosupresién, patologias del
sistema gastrointestinal, inhibicién del sistema reproductor, envejecimiento
prematuro, trastornos de ansiedad, depresién y facilitacion del consumo de
drogas de abuso, entre otras (Charmandari y col, 2005).

Esta bien establecido que las consecuencias fisiologicas y patoldgicas
de la exposicion al estrés dependen de las caracteristicas de la situacion
estresante, pero también de las diferencias individuales. Entre las primeras, la
intensidad de la situacion, su duracién, los niveles de imprevisibilidad y el grado
de control sobre la situacién juegan un papel critico. Los niveles plasmaticos de
catecolaminas (especialmente adrenalina), la glucosa (como reflejo de la
liberacion de adrenalina), la prolactina, las hormonas del eje HHA y el nivel de
ingesta de comida, se consideran adecuados marcadores de la intensidad del
estrés agudo (Armario, 2006; Marquez y col, 2002). Los marcadores de estrés
crénico, incluyen cambios en la actividad del eje HHA y en distintos parametros
metabdlicos e inmunolégicos, incluyendo marcadores de inflamacién como la
proteina C reactiva o citoquinas circulantes como la interleucina-6 (Kelly y col,
1997; Miller y col, 2008).

Respecto a las diferencias individuales, existen rasgos de personalidad
que pueden modular el impacto de las situaciones estresantes o determinar el
patrén general de respuesta conductual y fisiolégica a las mismas (Nadal y
Armario, 2010). Eltema de la vulnerabilidad o susceptibilidad al estrés frente al

de la resistencia a sus efectos (resiliencia), es de gran importancia teérica (de
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Kloet y col, 2005). El uso de modelos animales permite ahondar en la
neurobiologia de estos procesos y ofrecer estrategias preventivas y
terapéuticas (Krishnan y Nestler, 2008).

Por otra parte, se han encontrado diferencias en la respuesta del eje
HHA ante situaciones de estrés entre hembras y machos. Se ha postulado la
participacion del estradiol como modulador de esta respuesta al actuar sobre
los mecanismos de retroalimentacion (Young, 1995a,b). Algunos autores
encuentran una accion estimuladora del estradiol sobre el eje HHA (Handa y
McGivern, 1999; Norman y col, 1992; Xiao y col, 1994), mejorando la
transcripcion de genes de CRH en el hipotalamo (Vamvakopoulos y Chrousos,
1993). Ademas, el estradiol podria incrementar la sensibilidad de la glandula
adrenal a la ACTH circulante ofreciendo un mecanismo periférico adicional para

la hipersecrecion de glucocorticoides en las hembras (Young y col, 2008).

De lo expresado anteriormente se desprende que el estrés en sus
innumerables formas de presentaciéon e independientemente de la especie a la
que afecte, pone en marcha mecanismos que repercuten en la fisiologia de los
individuos, provocando cambios moleculares y hormonales que, dependiendo
de su magnitud, se pueden traducir en manifestaciones de observacion clinica

tales como cambios reproductivos, productivos, de conducta, alimentacion, etc.

ESTRES E HIPERTENSION
En humanos, una respuesta exagerada o sostenida en el tiempo a

situaciones estresantes, puede dar lugar a alteraciones como la hipertensién y
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problemas cardiovasculares. Las evidencias mas convincentes acerca de que
el estrés induce hipertensiéon provienen de estudios en animales.

La hipertension arterial esencial o hipertension de causa no
determinada, es responsable de mas del 90% de los casos de hipertension
vistos en la practica médica. El hallazgo tiende a aparecer con caracter familiar
mas que individual y es representativo de un conjunto de sindromes que, con
una base genética, son dependientes de la interaccién con el ambiente. En
consecuencia, difiere en la severidad y en el tiempo de aparicion. Son muchos
los factores fisiopatologicos que han sido considerados en la génesis de la
hipertensién esencial. El incremento en la actividad del sistema nervioso
simpatico relacionado con excesiva exposicidbn o respuesta al estrés es de
gran importancia. La disfuncién endotelial, el incremento del estrés oxidativo,
la remodelacion vascular, la alta ingesta de sodio; el incremento en la actividad
del sistema renina-angiotensina-aldosterona, la deficiencia de vasodilatadores
(prostaciclina y 6xido nitrico) pueden anteceder a la hipertension y contribuir a
su patogénesis (Gamboa, 2006; Ge y col, 2009; Seeliger y col, 2010).

Con respecto al sodio, las funciones principales de este i6n se
relacionan con el transporte a nivel capilar y celular, la excitacién nerviosa y
muscular, el equilibrio acido base, el equilibrio osmético y fundamentalmente
interviene en la regulacién del intercambio y distribucién del agua y por lo
tanto, del volumen del liquido intra y extra celular (Gannong, 2002).

El balance total de sodio y agua del organismo refleja la diferencia entre
la ingesta y las pérdidas, siendo la ingesta una funcion de la dieta y esta
influenciada por factores culturales, mientras que las pérdidas son

determinadas por el sudor y en gran parte por la excrecion renal (Guyton,
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2006). Dado el rol central del sodio en el mantenimiento de los volumenes
liquidos corporales y por ende de la presién arterial, cualquier factor que
modifique la ingesta o la excrecidén de este i6n, puede conducir a alteraciones
en la homeostasis del mismo.

El estrés es un factor ambiental que puede alterar el balance de sodio
en el organismo. Trabajos previos (Bensi y col, 1997; Niebylski y col, 2000;
Niebylski y col, 2011) han demostrado que la exposiciébn a un estrés tanto
fisico como social en ratas normotensas, indujo una reduccion en la excreciéon
renal de sodio. Ademas, se ha establecido que la excrecion urinaria de sodio
tanto en condiciones basales como en respuesta al estrés es un fenotipo
heredable que puede ser utilizado para estudiar la etiologia genética del
desarrollo de la hipertension (Ge y col, 2009). En este sentido, se ha
demostrado que un porcentaje significativo de individuos de raza negra y
obesos tienen una menor respuesta natriurética al estrés mental y presentan
incrementos significativos en la presion arterial (Harshfield y col, 2009), lo que
indica la participacion importante de la genética en el manejo renal del sodio
en respuesta al estrés. Se estima que del 30 al 60% de las familias
hipertensas tiene una base genética poligénica, por lo que los factores de
riesgo, tienden frecuentemente a agregarse.

Se han observado ademas, diferencias en los valores de presion arterial
entre machos y hembras tanto en animales como en humanos. Los hombres
presentan valores mas altos de este parametro que las mujeres hasta que
ellas llegan a la menopausia, momento a partir del cual los valores tienden a
igualarse. Ademas, los varones tienen mas probabilidad de padecer

enfermedades cardiovasculares y complicaciones renales que las mujeres. Las
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causas de estas discrepancias no son del todo conocidas, aunque se han
elaborado varias hipétesis sugiriendo un rol importante tanto de los
androégenos como de las hormonas sexuales femeninas (Pechere-Berstchi y
Burnier, 2004).

Numerosos estudios realizados en las ultimas dos décadas indican un
rol importante de las hormonas sexuales en la regulacion de la estructura o
funcion de varios tejidos y 6rganos entre los que se cuentan el cerebro, los
huesos, el higado y los rifiones. Es conocido que las funciones secretorias y
reabsortivas renales dependen de las caracteristicas del epitelio y de la
polaridad del mismo. La polaridad de la membrana tanto apical como
basolateral, representan barreras de permeabilidad altamente selectivas entre
el citoplasma y el espacio extracelular. Esta selectividad esta determinada por
transportadores que transfieren las molécuias a través de la bicapa lipidica
reabsorbiéndolas desde el fluido tubular o secretandolas desde el espacio
peritubular hacia el interior del tubulo. Gran cantidad de estudios han mostrado
que la regulaciéon de las funciones absortivas y secretorias incluyen cambios
en la actividad o abundancia de los transportadores especificos. Estos
cambios estarian influenciados por diferentes hormonas entre las que se
encuentran las hormonas sexuales. En este sentido se ha demostrado que la
progesterona puede unirse al receptor de mineralocorticoides y ejercer varias
acciones que antagonizan con las funciones de la aldosterona o de la
corticosterona en el riién (Bumke-Vogt, 2002). También se ha informado en
estudios realizados en tejidos renales humanos, la presencia de enzimas
capaces de producir andrégenos a partir de la pregnenolona, sugiriendo la

posibilidad de una regulacién autocrina o paracrina de la funcién de las células
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renales, dada por los androgenos. Finalmente, otros autores han encontrado
que los rifiones de ratas de ambos sexos pueden convertir la androstenediona
y la testosterona en estradiol el cual puede unirse a su receptor especifico y
causar acciones autocrinas y paracrinas aun en ausencia de estrogenos
circulantes (Sabolic y col, 2007). Todos estos datos indican la participacion de
las hormonas sexuales en los procesos de absorcidbn y secrecion a nivel
tubular renal.

Con respecto al manejo renal del sodio todavia esta en discusion la
participacién de las hormonas sexuales femeninas en este parametro. Es
conocido que, tanto el ciclo menstrual como la menopausia estan
caracterizados por variaciones en los niveles plasmaticos de progesterona,
estrogenos, aldosterona y renina y que estas hormonas juegan un rol
importante en la reabsorcion tubular de sodio tanto a nivel proximal como
distal. Ademas, se han localizado receptores de andrégenos en los segmentos
proximales de la nefrona, sugiriendo que la testosterona puede afectar también
el manejo renal del sodio (Pelletier, 2000). A pesar que las investigaciones en
este sentido presentan resultados contradictorios, Pechére-Berstchi y col
(2002) han encontrado diferencias entre la fase folicular y luteal en la
respuesta tubular al incremento a la ingesta de sal en mujeres normotensas.
En la fase folicular la respuesta tubular a un incremento de sodio en la dieta es
semejante a la encontrada en los varones en tanto que en la fase luteal el
incremento en la ingesta de sal lleva a un incremento en la excrecién, debido a
un efecto a nivel de la nefrona distal. Esto puede reflejar un rol anti-
aldosterona de la progesterona, efecto que es particularmente demostrable

cuando hay una carga de sal (Pechére Berstchi y col, 2002). Otros autores han
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informado que las hormonas sexuales protegen del incremento de la presion

arterial inducido por la sal, favoreciendo la excrecién renal de sodio.

ESTRES OXIDATIVO Y ESTRES

Un radical libre (RL) es una especie quimica (atébmica o molecular) que
posee uno 0 mas electrones desapareados que los hacen extremadamente
reactivos. Debido a su gran reactividad, se caracterizan por tener una vida
media corta (del orden de los milisegundos) aunque varia segun el tipo de
radical libre. Los radicales se pueden formar por la pérdida o la ganancia de
un electron de una especie no radical. Dos radicales pueden reaccionar
compartiendo sus electrones desapareados y formar una union covalente
(estable); sin embargo, cuando un radical reacciona con un no radical, resulta
en una nueva especie radical. Es asi como pueden darse reacciones en
cadena (Halliwell, 2006).

La combinacién de una molécula funcional con un RL da lugar a una
molécula disfuncional, lo que puede repercutir en la vida celular. Los RL son
producidos continuamente en el organismo por medio de reacciones
bioquimicas de 6éxido-reduccién con oxigeno en distintos procesos. En el
metabolismo normal de las células a niveles fisioldgicos de presion parcial de
oxigeno, se estima que alrededor del 1 al 3% del oxigeno reducido en la
mitocondria formara el radical anion superéxido (O;) (Halliwell, 2006). Los
radicales libres son formados también en la reaccién de defensa de los
neutrofilos, en respuesta a la exposicion a radiaciones ionizantes, a los rayos
ultravioletas, a la contaminacion ambiental, el humo de cigarrillos, la hiperoxia

y el exceso de ejercicio e isquemia (Uttara y col, 2009).
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La generacion de radicales libres proviene de dos sistemas diferentes e
interactivos: las especies reactivas del oxigeno (ROS) y las especies reactivas
del nitrégeno (RNS). Ambas especies reactivas tienen efectos deletéreos y
efectos beneficiosos (Chakraborti y col, 2008). Sin embargo, la excesiva
produccion de radicales libres puede sobrepasar el mecanismo de defensa
endégeno y puede modificar irreversiblemente diversas macromoléculas
biologicas (las proteinas, los lipidos y el ADN) (Evans y col, 2003; Stefanska y
Pawliczak, 2008).

Las denominadas especies reactivas del oxigeno (ROS) agrupan no
so6lo a los radicales del oxigeno como el O, y el radical hidroxilo (OH’), sino
también a los derivados no radicales tales como el H;O,, el acido hipocloroso
(HOCI) y el ozono (O3) (Halliwell, 2006).

Una gran cantidad de especies reactivas diferentes de las del oxigeno
pueden generarse en los sistemas vivos. Algunos 6xidos del nitrogeno como el
NO y diéxido de nitrogeno (NO,’) se agrupan bajo el nombre de RNS (Tabla 1).

Tabla 1. Especies reactivas del Nitrégeno.

Radicales No radicales
Oxido nitrico (NO") Acido nitroso (HNO,)
Dioéxido de nitrogeno (NO_) Tritdxido de dinitrégeno (N2O3)

16n nitrilo (NO2")

Peroxinitrito (ONOO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)
Anién nitroxilo (NO7)

La importancia de estas especies ha crecido enormemente en los
ultimos afos abriendo un nuevo panorama de investigacibn sobre la

incumbencia de las RNS en el desarrollo de numerosas enfermedades.

Jimeno M — Niebyiski A — Bensi N | 2014 _



EXCRECION DE SODIO Y ESTADO OXIDATIVO EN RESPUESTA

AL ESTRES CRONICO EN RATAS HEMBRAS Y MACHOS

Los RL son inactivados continuamente por el sistema de defensa
antioxidante. Se ha propuesto que un antioxidante puede ser cualquier
sustancia que retarda o previene significativamente la oxidacion del sustrato e
involucra una gran cantidad de componentes quimicos de origen endogeno y
exodgeno que interaccionan mediante efectos sinérgicos y complementarios
(Halliwell, 2006). Los antioxidantes pueden ser de origen endégeno (enzimas
como la superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT)) o provenir con la dieta
(carotenos, flavonoides, etc). Si los RL superan a la capacidad antioxidante del
organismo, se llega a un estado de estrés oxidativo (EO) lo que puede acelerar
la aparicion de algunas enfermedades (Rahmann, 2007).

La SOD es una metaloproteina y se encuentra ampliamente distribuida
en el rifibn puesto que constituye la primera linea de defensa al dafio oxidativo
que puede causar el anién superéxido y las especies reactivas que se derivan
de su presencia. La SOD cataliza la reaccion que transforma el radical
superoxido en peréxido de hidrégeno, el cual es catabolizado por la catalasa
produciendo H,O + % O, (Touyz, 2005). Cabe destacar que el anion
superoxido es inestable en medio acuoso y dismuta espontaneamente
formando peréxido de hidrégeno. Sin embargo, la velocidad de dismutacion es
baja pero se incrementa en presencia de la SOD.

Se ha sugerido que el estrés oxidativo esta involucrado en la
patofisiologia de varias formas de hipertensién y parece estar relacionado con
una disfuncién endotelial. Ademas, el incremento en el estrés oxidativo
contribuye a la activacion del sistema nervioso simpatico al inactivar a su
modulador, el 6xido nitrico (Torok, 2008). El 6xido nitrico derivado del

endotelio, es un gas de accion paracrina que difunde rapidamente a través de
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las membranas celulares. Controla el tono vascular, inhibe la funcion de las
plaquetas, previene la adherencia de los leucocitos, y reduce la proliferacion
de la intima. Es sintetizado por un grupo de enzimas llamadas 6xido nitrico
sintetasas (NOS) que comprenden tres isoformas: NOS neuronal (nNOS), que
originalmente fuera identificada en el sistema nervioso, la NOS endotelial
(eNOS), que es activa en la regulacién de la presiéon sanguinea y la NOS
inducible (iNOS) que fue identificada en macréfagos, hepatocitos, astrocitos y
otras estirpes celulares protagonistas de eventos pro inflamatorios. Estas
enzimas convierten al aminoacido L-arginina en NO y L-citrulina (Ferroni y col,
2006; Binotti, 2012).

El NO es generalmente poco reactivo con la mayoria de las especies no
radicales, sin embargo, reacciona rapidamente con el radical superdxido,
peroxilo e hidroxilo, generando peroxinitritos (Ferroni y col, 2006). Las
consecuencias de la reaccion entre el superdxido y el NO son dobles. Primero,
da como resultado una reducciéon en la biodisponibilidad del NO y asi se
reduce la accién protectora de esta molécula. Segundo los peroxinitritos tienen
poder oxidante y han sido implicados como mediadores de la peroxidacion
lipidica y nitracién de proteinas en las enfermedades vasculares (Selemidis y
col, 2008).

La inactivacién o reduccion de la sintesis de NO se considera dentro de
los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular. Esta condicién, conocida
como disfuncién endotelial, puede promover el vasoespasmo, trombosis,
inflamacién vascular y proliferacion de las células musculares lisas vasculares.
El estrés oxidativo vascular con un aumento de la produccién de especies

reactivas de oxigeno (ROS) contribuye a los mecanismos de la disfuncion
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vascular y esta causado principalmente por un desequilibrio entre la actividad
de las enzimas pro-oxidantes (tales como la NADPH oxidasa, la xantina
oxidasa o la cadena respiratoria mitocondrial) y las enzimas antioxidantes
(Forstermann, 2010).

Evidencias recientes indican un posible efecto del género en el EO
vascular y en la biodisponibilidad de la molécula vasoprotectora 6xido nitrico
(NO). La produccioén total de NO es mayor en la mujer premenopausica que en
los hombres. Ademas, el NO liberado de las células endoteliales es mayor en
las arterias de las hembras comparadas con los machos. Por lo tanto, es
posible que, debido a estos mayores niveles de NO, las hembras sean menos
susceptibles al EO vascular. Existen evidencias que sugieren que los
estrégenos son responsables de estas diferencias de género en la liberacion
de NO endotelial. Se ha postulado que el anillo aromatico presente en los
estrogenos, que estd ausente en progestinas y andrégenos, funciona como
una unidad antioxidante. Ademas, se ha postulado que numerosos productos
metabodlicos del estradiol particularmente el 2-hidroxiestradiol y el 2-
metoxiestradiol, quienes no pueden unirse a los receptores de estrégenos, son
mas potentes que el estradiol, en la protecciébn del dafio oxidativo renal.
Ademas, se encontré que el estradiol incrementa la expresion de la eNOS
renal, la que juega un importante rol en la producciéon de NO, de la Manganeso
superéxido dismutasa (MnSOD) que es una metaloenzima responsable del
metabolismo y detoxificacion de las ROS en ratas y ratones y también
aumenta la metalotioneina que es una proteina que actia como un eficiente
neutralizador de las ROS, regulando de esta manera, el potencial redox celular

(Miles y col, 2000).
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Existen evidencias que el 17-beta-estradiol puede suprimir la actividad
de la NADPH oxidasa por una disminucién en la expresion de varias de sus
subunidades. De esta manera habria menor produccién de anién superéxido.
Ademas, hay algunas evidencias de que los estrégenos pueden inhibir los
efectos activadores de la Ang |l sobre la NADPH oxidasa, modulando la
expresion y/o sefiales desde los receptores AT1, de esta manera se estaria
inhibiendo la producciéon del anién superoxido. Los estrégenos actuando
directamente sobre las células vasculares tienen un rol vasorrelajante
mediante la activacion de la eNOS (Miller y col, 2007).

Se ha encontrado que la proteccién de los estrégenos a nivel renal
estaria mediada por el NO, al igual que a nivel cardiovascular. Estos efectos
podrian ser agudos (no genémicos) estimulando la liberacién de NO o podrian
tener efectos a largo plazo incrementando el RNAm y la expresion de proteinas
para las isoformas de NO sintetasa y de esta manera aumentar la actividad de
la NOS en una variedad de tejidos (Dubey y Jackson, 2001; Baylis, 2008).
Ademas, se ha probado que el riién de las ratas hembras presenta mayores
niveles de NOS comparados con los machos o con hembras ovariectomizadas
(Neugarten, 1997; Reckelhoff y col, 1998).

Por otra parte, se ha observado que la reaccién entre especies
oxidativas y nitrosativas no solamente llevan a la bioinactivacion del NO, sino
también a la disfuncién endotelial y activaciéon del sistema nervioso simpatico
(De la Serna, 2000; Bendersky, 2004; Cooper, 2004; Wilcox, 2005; Torok,
2008). La rapida activacion del sistema nervioso simpatico es una respuesta
caracteristica al estrés, con la liberacién de catecolaminas (Miczek y col, 2008).

Esto podria influir en la actividad de las enzimas antioxidantes y participar en
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una produccion incrementada de RL, aumentando el estrés oxidativo (Pajovic,
2006; Harsfield y col, 2009). Ademas, la activacién del sistema simpatico
debido a su amplia distribucién en el rifidbn, modifica la excrecion renal de sodio
lo que podria aumentar el volumen liquido extracelular. Tanto el incremento en
el estrés oxidativo como el aumento del volumen plasmatico pueden aumentar
la presion arterial.

De acuerdo a los antecedentes expuestos surge que las hembras
tendrian una respuesta incrementada al estrés dada por una mayor secrecién
de glucocorticoides que los machos. Por otra parte, los estrogenos ejercerian
un rol protector frente al estrés oxidativo vascular aumentando la produccién de
6xido nitrico. Debido a que la mayor respuesta al estrés podria generar un
importante aumento de la presién arterial pero la mayor biodisponibilidad del

NO se opondria a este efecto, es que surge la siguiente hipétesis de trabajo:
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HIPOTESIS

Los cambios renales y oxidativos en respuesta al estrés cronico son
menores en las hembras adultas que en los machos adultos, siendo los

estrogenos los responsables de éstas diferencias.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Investigar los cambios en la excrecion de sodio, en la formacion de radicales
libres y en el sistema de defensa antioxidante endégeno en ratas hembras
enteras, hembras castradas, hembras castradas suplementadas con estradiol
y machos, sometidas a estrés crénico. Dilucidar la participacion de los

estrégenos en dichos cambios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Determinar los niveles de corticosterona plasmatica, glucemia y el
indice adreno-somatico.

2- Valorar la concentracién plasmatica y la excrecion renal de Na® en
respuesta al estrés crénico.

3- Calcular el filtrado glomerular por medio de la depuracién de creatinina
endogena.

4- Investigar la formacion de radicales libres a través de la determinacion
de Malonildialdehido (MDA) hepatico y renal y Nitritos plasmaticos.

5- Valorar la capacidad antioxidante por medio de la determinaciéon de la
actividad de las enzimas Superéxido Dismutasa (SOD) y Catalasa.

6- Comparar los resultados obtenidos entre los distintos grupos de

hembras y machos.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y CONDICIONES DE BIOTERIO

Se utilizaron ratas hembras y machos Wistar adultas de alrededor de
250-300 g de peso corporal. Las ratas fueron alojadas en jaulas individuales y
mantenidas en condiciones estandar de bioterio con ciclos de luz-oscuridad
12/12 hs (con fotoperiodo desde las 7:30 AM hasta las 7:30 PM) y temperatura
de 20 + 2° C. Los animales fueron provistos de agua y alimento "ad libitum",
durante todo el periodo experimental. En las semanas previas a los
experimentos, los diferentes grupos de ratas se colocaron en jaulas
metabodlicas con el objeto de familiarizarlas con estas jaulas y evitar el
agregado de un estrés adicional, luego se repusieron en sus respectivas jaulas

individuales.

Experimento 1: Excrecion de sodio y estrés oxidativo en respuesta al estrés
crénico en ratas machos y hembras

Se utilizaron dos grupos de ratas, un grupo de machos (n= 12) y un
grupo de hembras (n= 12). La mitad de los animales de cada grupo
permanecié como control (C) (n= 6) y la otra mitad fue sometida a estrés (E)
(n= 12) por inmovilizacién en tabla (IMO), 1 hora por dia, durante 14 dias,
entre las 09:00 y las 10:00 AM. El modelo de estrés descripto por Michajloskij y
col. (1988), consiste en colocar al animal sobre una base rectangular de

madera con cuatro soportes metalicos apoya-miembros en sus angulos. Las
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extremidades del animal se sujetan a dichos soportes metalicos por medio de
cinta adhesiva.

El dia 13, luego de la sesién de estrés y del chequeo de la fase del ciclo
estral en las hembras (mediante citologia del exudado vaginal que fue
observado al microscopio sin tefiir, inmediatamente después de realizar la
extraccién del material), a todos los animales se les extrajo sangre de la cola
mediante el sistema de extraccion de sangre capilar (Microvette, CB300,
Lab.Starstedt, Alemania), para la determinacion de creatinina. Posteriormente,
todos los animales fueron colocados en jaulas metabdlicas durante 6 horas
para la recoleccién de orina y medicioén del consumo voluntario de agua. En las
muestras de orina se determiné el volumen, la osmolaridad, la creatinina, la
excrecion de sodio y los niveles de nitritos totales.

El dia 14, luego de la ultima sesién de estrés, todos los animales fueron
sacrificados por decapitacion. Se recolectaron muestras de sangre y se les
extrajeron los rifiones, el higado y las glandulas adrenales.

La sangre se centrifugd a 3.000 rpm durante 15 minutos, se separé el plasma
o el suero y se guard6 en alicuotas a — 80°C hasta la realizacion de las
diferentes determinaciones.

En el plasma se determinaron los niveles de corticosterona y glucemia
(como marcadores de estrés) y la osmolaridad. En el suero se determiné la
creatinina y los nitritos totales.

Los érganos fueron retirados en forma inmediata (dentro de los
primeros cinco minutos postmortem) y conservados en hielo. Las glandulas
adrenales fueron desgrasadas y pesadas para el posterior calculo del indice

Adreno Somatico (IAS).
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En el rifibn e higado se determinaron las concentraciones de Malonil
dialdehido (MDA) como sustancia reactiva al acido tiobarbitarico y la actividad
de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y catalasa.
Los dias 1 y 14, se pesaron todos los animales para los calculos de
ganancia de peso y del indice adreno-somatico.

Experimento 2: Excrecion de sodio y estrés oxidativo en respuesta al estrés
crénico en hembras castradas con y sin suplemento de Valerato de estradiol

Se utiliz6 un grupo de ratas hembras (n= 26) adultas mantenidas en las
mismas condiciones que en el experimento anterior, las que fueron
ovariectomizadas (OVX). Luego de un periodo de 15 dias de recuperacién de
la cirugia, los animales fueron divididos en dos grupos: uno de hembras OVX
con un suplemento de valerato de estradiol, 125 ug/semana ip, diluido en aceite
de girasol y otro grupo de ratas que recibi6 sélo el vehicuio de la hormona.
Luego de 3 semanas de suplementacién, la mitad de los animales de cada
grupo fue sometida a IMO, 1 hora por dia, durante 14 dias, seguin el metodo
descrito anteriormente y la otra mitad permanecié como control (C). Durante el
periodo de estrés, los animales siguieron recibiendo el suplemento de estradiol.
De esta manera quedaron conformados los siguientes grupos:

A- Ratas OVX + Suplemento con Estradiol Control (n= 6).

B- Ratas OVX + Suplemento con Estradiol y sometidas a estrés (n= 6).

C- Ratas OVX + vehiculo de la droga Control (n= 6).

D- Ratas OVX + vehiculo de la droga y sometidas a estrés (n= 6).

El dia 13, luego de la sesion de estrés, a todos los animales se les extrajo
sangre de la cola mediante el sistema de extraccibn de sangre capilar

(Microvette, CB300, Lab.Starstedt, Alemania) para la determinacién de
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creatinina. Posteriormente, todos los animales fueron colocados en jaulas
metabédlicas durante 6 horas para la recolecciébn de orina y medicién del
consumo voluntario de agua. En las muestras de orina se determin6 el
volumen, la osmolaridad, la creatinina, la excrecion de sodio y los niveles de
nitritos totales.

El dia 14, luego de la dltima sesidén de estrés, todos los animales fueron
sacrificados por decapitacién. Se procedidé a la recoleccidon de sangre y

visceras y se realizaron las mismas determinaciones que en el experimento 1.

DETERMINACIONES

a) Glucemia

Se determin6é con el Kit comercial de Wiener Lab., que emplea un método

enzimatico para la determinaciéon de glucosa en plasma:

= Fundamentos del método:
El esquema de reacciones que fundamenta el método es el siguiente:
Glucosa+ 0, +H,O __ _GOD___ Acido gluconico + H0;
2 H,O, + 4AF + fenol POD quinona coloreada + 4 H,O

* Procedimiento:
En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard) y D

(Desconocido) se colocaron:

B S D
Standard - 20 ul --
Muestra -- - 20 ul
Reactivo* 2mi 2mi 2ml

* Reactivo de trabajo: de acuerdo al volumen de trabajo, se colocd en una
probeta 500 partes de agua destilada, 50 partes de reactivo 4-AF, 50 partes de
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reactivo fenol y se llevd a 1000 partes con agua destilada. Se agregé 3 partes
de GOD/POD previamente homogeneizadas. Dicha solucién se mezclé por
inversion, sin agitar.
Standard: solucién de glucosa 1 g/l.
GOP/POD: solucion de glucosa oxidada (1000 U/ml) y peroxidasa (120 U/mi).
Reactivo 4-AF: solucion de 4-aminofenasona 25 mmol/l en buffers tris 0.92
mol/i.
Reactivo Fenol: solucién de fenol 55 mmol/l.
Se incubd durante 10 minutos en bafio de agua a 37 °C; luego se ley6 en
espectrofotometro a 505 nm llevando el aparato a cero con el blanco.

» Calculo de los resultados:
Empleando las lecturas obtenidas por colorimetria (D) se calculd el nivel de

glucosa en la muestra aplicando la formula:

Glucosag/l=D x f donde f=1g/M /S
S= absorbancia del estandar

b) Corticosterona plasmatica

Los niveles de corticosterona plasmatica fueron determinados segun el método
descrito por Armario y Castellanos (1985).

El tampon utilizado fue un tampén fosfato 0,01 M, conteniendo NaCi 0,09 % y
gelatina 0,1%, pH final 8,2.

La corticosterona no marcada (fria) fue obtenida comercialmente (Merk) y
diluida en etanol absoluto hasta obtener una concentracion de 10 ug/ml. Los
estandares de mayor concentraciéon, 1600 pg/ml fueron preparados en tampon
de RIA a partir de la solucién de 10 ug/ml y mantenidos a -20 grados. A partir
de esta solucion se prepararon diluciones entre 25 y 1600 pg/ml para la
realizacién de la curva de calibracion.

La corticosterona marcada preparada fue (1,2,6,7) 3H-corticosterona con una
actividad especifica de 72-93 Ci/mmol (Merck). Como solucién de trabajo se
diluy6 la hormona de manera de obtener 7000-8000 cpm/100 ul de
corticosterona colocada en cada tubo de RIA.
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El anticuerpo utilizado fue un anticuerpo policlonal en cordero (Millipore) diluido
de manera de obtener un porcentaje de union de alrededor de 20-25 %.

Para realizar las determinaciones se colocaron 10 ul de las muestras o de los
estandares en tubos de 5 ml de polipropileno. Se agregaron a todos los tubos
con muestras y al (Total (T), cero (O), uniébn no especifica (NSB)) 200 ul de
tampon, se agitaron en vortex y se colocaron a 70 grados durante 30 minutos
para desnaturalizar la transcortina presente en la muestra. Posteriormente, se
enfriaron en un bafio de agua y hielo durante 15 minutos. Transcurrido este
tiempo, se afiadieron a todos los tubos 100 ul de corticosterona tritiada e
inmediatamente 100 ul de anticuerpo excepto a los T y NSB a los que se
agreg6 100 ul de tampén. Se agitaron todos los tubos y se incub6 por 18-24 hs
a 4 grados centigrados. A partir de este paso, todos los tubos fueron siempre
mantenidos a 4 grados en un bafio de agua y hielo, procediéndose a separar la
fraccion de corticosterona unida de la libre, utilizando carbén activado (Merck).
La suspension de carbén activado se preparé a una concentracion de 1 g /100
ml de tampén RIA y se mantuvo a 4 grados con agitacién previa (como minimo
10 minutos). Se afiadieron a cada tubo 0,5 ml de carbén (excepto al T, al cual
se le agreg6 0,5 ml de tampoén). Se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos a
4 grados. Finalizada la centrifugacién, se procedié rapidamente a decantar el
sobrenadante en viales de centelleo a los cuales se les agregd 1 ml de liquido
de centelleo (Opti-phase Hi-safe, Wallac). Finalmente, todos los tubos fueron
mezclados por inversion y contadas las emisiones beta, en un contador beta.
La representacion gréafica y el calculo de las concentraciones se realizaron
mediante el método de logit-log.

c) indice Adreno Somatico (IAS)

Las glandulas adrenales fueron desgrasadas y pesadas inmediatamente de
extraidas. Para el calculo del Indice Adreno Somatico se tuvo en cuenta la

siguiente ecuacion:

IAS = [(peso adrenal/peso corporal) * 1000].
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d) Ganancia de peso

Para el calculo de la ganancia de peso diario se tomaron los pesos de todos los
animales al inicio y al final del periodo experimental. Los resultados se
obtuvieron por simple diferencia entre ellos segin la siguiente ecuacion y
divididos por el numero de dias de duracion del experimento:

GP =_Peso Final — Peso Inicial
14 dias

e) Determinacion de la Natriuresis, Kaliuresis.

Los niveles de sodio y potasio urinarios fueron determinados con un analizador
de iones, mod. T-40, TECNOLAB, el cual determina la concentracién de estos
iones por un electrodo i6n sensitivo. La actividad de este analizador esta
basada en las propiedades de ciertas membranas y vidrios de desarrollar un
potencial eléctrico seguin la ecuacioén de Nerst-Peters para un ion especifico en

solucion.

f) Determinacion de Creatinina en suero

Se utiliz6 el Kit comercial de Wiener Lab.

= Fundamentos del método:
La creatinina reacciona con el acido picrico en medio alcalino dando un
complejo color rojo que se cuantifica mediante lectura fotométrica. La adicion
de acido al medio destruye el picrato de creatinina pero no el color formado por

los demas compuestos.

» Procedimiento:
En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard) y D

(Desconocido) se colocaron:

B S D
Agua destilada 0,1 ml - -
Standard -- 0,1 ml --
Muestra -- - 0,1 ml
Reactivo de trabajo 1 ml 1 mi 1mi
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Se mezcl6 e incub6 durante 10 minutos en bafio a 37 °C. Dentro de los 15
minutos de retirado del bafo se ley6 el Standard (S) y el Desconocido (D) en
espectrofotometro a 510 nm, donde previamente se habia llevado a cero con el
Blanco. Luego se agrego:

B S D
Stopper 50 ul - 50 ul

Se mezclé y se dejaron los tubos a temperatura ambiente durante 5 minutos;
se volvio a leer el Desconocido (D), llevando a cero previamente con el Blanco.

= Calculo de los resultados:

1- Creatinina en suero (mg/l) = (D1 — D2) x f f=20mg/l / S

Dy~ D2

2- Creatinina en orina (g/24 hs) =

Siendo:

V: volumen de la diuresis expresado en litros /24 hs.
La férmula surge de:
D1-Ds

Creatinina en orina (g/24 hs) = x 0.020 g/l x50 x V

Donde:
0.020 g/I= concentraciéon del Standard
50= factor de dilucion

g) Depuracion de Creatinina Endégena (DCE)

Con los valores obtenidos de creatinina en suero y orina se calcul6é la DCE

considerando la siguiente ecuacion:
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Creatinina en orina (g/24 hs)
D.C.E. mi/min= X 694 ml/ min
Creatinina en suero (mg/l)

Donde:

a/24 hs 1000 mg x 1000 mi 1.000.000 mi
694 ml/min= = =

mg/l 1 mg x 1440 min 1440 min

h) Volumen de orina

La orina fue recolectada en forma individual durante un periodo de 6 horas en
tubos Falcon colocados en el embudo de cada jaula metabdlica. Los tubos
fueron pesados al inicio (vacios) y al final (con orina) del lapso establecido.
Finalmente por simple diferencia de peso se calcul6 el volumen.

VO = (Peso Final Tubo c/orina — Peso Inicial Tubo vacio)

i) Determinacion de MDA

Los niveles de peroxidacion lipidica fueron evaluados determinando la
concentracion de MDA como una de las sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARS: thiobarbituric acid reactive substance). Esta variable fue
medida utilizando el método de Marcincak y col. (2003).

= Procedimiento:
La técnica consistié en colocar 600 microlitros al 30% (p/v) de homogenato de
higado o riidn mezclado con butil hidroxitolueno (BHT) como antioxidante y
acido tricloroacético (TCA) al 156 %. Se agité e incub6é a 90 °C durante 30
minutos. Luego del enfriado y centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos, se
extrajeron 600 microlitros del sobrenadante y se hicieron reaccionar con un
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volumen igual de acido clorhidrico 0.25 N y &cido tiobarbiturico (TBA) al
0.375%. La mezcla de reaccién fue luego nuevamente incubada a 90 °C
durante 30 minutos, se colocd en hielo y se le agregaron 3 volimenes de
butanol. Se centrifug6 10’ a 2500 rpm y se separ6 el sobrenadante que fue
leido a 5635 nm, usando 1,1,3,3-tetramethoxypropano (TMP) (Sigma) como
estandar, para realizar la curva patron.
= (Calculo de los resultados

Obtenidas las lecturas colorimétricas correspondientes a cada una de las
muestras de homogenato de higado o rifidén, se calculé la concentraciéon de
MDA utilizando la formula que relaciona lecturas colorimétricas (A) con
concentraciones de malonildialdehido conocidas (B), en una regresion de

potencia, segun la férmula:
logy (DO) = log A + log B x (concentracién de MDA)

= log " (logy-logA)/B
Las concentraciones de malonildialdehido fueron calculadas como nmol/gr de
tejido.

j) Nitratos (NO;") y Nitritos (NO;") totales.

En el presente trabajo se utilizd el método de Griess segun la técnica
descrita por Schmidt y col. (1995). La determinacién de 6xido nitrico (ON) es
casi imposible de realizar debido a que es un gas, que tiene una vida media
muy corta. Por lo tanto, es ampliamente utilizada la deteccion de sus
metabolitos estables, nitritos y nitratos por colorimetria. Como la reaccién de
Griess mide sélo nitritos (NO2), es necesario primero la reduccion de los
nitratos (NO3 ). Previo a la determinacion de los NO;", las muestras fueron
desproteinizadas por el agregado de 10 ul de SO4Zn al 30% (P/V) en solucion,
e incubadas a temperatura ambiente por 15’. Luego se centrifugbé a 13000 rpm
durante 5 minutos, el sobrenadante se transfirié a 2 tubos de ensayo, uno que
contenia una pastilla de cadmio granulado para la reduccion de los NO3, y el
otro se utiliz6 para la determinacion de los NO;™ formados espontaneamente.
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Se incub6é a temperatura ambiente durante toda la noche con agitacion; se
centrifugd y el sobrenadante se utilizé para el ensayo de nitritos.

Determinacion de nitritos: A 50 ul del sobrenadante (perteneciente al suero
u orina) se le adicioné 850 ul de agua destilada y 100 ul de la mezcla 1:1 de las
soluciones A y B del reactivo de Griess (Solucion A= N-(1-naftil) etilamina
dihidroclorada 1%; Solucion B= sulfanilamida 10% en HCI 1N). Se agit6é
suavemente y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se
ley6 la absorbancia a 540 nm. La curva de calibracion se realizé utilizando una
solucion estandar de NaNO;, (nitrito de sodio 500 uM). A partir de esta solucidn
patron se tom6 75 ul de NaNO; y se diluyd en 5 ml de agua destilada,
obteniéndose una solucion de 7.5 uM, a partir de ella se preparé por duplicado
la siguiente bateria de tubos:

Componentes | Tubo 1 Tubo2 |[Tubo3 |[Tubo4 |Tubob |Tubo6
NaNO, 7.5 0.0 2 10 20 40 80
uM (ul)

H20 (ul) 900 898 890 880 860 820
Reactivo de 100 100 100 100 100 100
Griess (ul)

Volumen final 1000 1000 1000 1000 1000 1000
[uM] 0.0 0.015 0.075 0.150 0.300 0.600
Absorbancia 0.00 0.013 0.213 0.416 0.821 1.631
a 540 nm

Se calcul6 el coeficiente de regresion lineal (r).
Donde: Y=a+bX

[X]= concentracion (uM)
Y= Absorbancia (muestra)

Absorbancia — a

[X}=
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De las muestras tratadas con Cadmio se obtuvieron los NO;™ totales. El calculo
de los NO3  se obtuvo por diferencia entre los nitritos totales y los formados
espontaneamente.

k) Determinacion de actividad de SOD

La actividad de la SOD se puede determinar por su habilidad de inhibir la
autooxidacion de la epinefrina a pH alcalino. El anién superdxido es un
intermediario de dicha reaccion.

1- Se homogeneiz6 tejido hepatico o renal en buffer de homogeneizacion.

2- Del homogenato se sacod una alicuota para medir proteinas y el resto se
centrifugd a 2500 g (10000 rpm) 15 minutos a 4°C.

El contenido de proteinas de las muestras fue determinado por el método de
Bradford usando albimina sérica bovina como estandar.

3- Se agreg6 50 pl de epinefrina y 2.85 ml de buffer glicina (50 mM pH=10-11)
a la muestra.

4- Se determind la aparicion de epinocromo a 480 nm.

5- Calculo: Se obtuvo la pendiente del grafico de la oxidaciéon de la epinefrina
pura (a) y la pendiente del grafico de la oxidaciébn de la epinefrina con 3
volimenes de cada muestra (b4, bz y bs).

Se calcularon los pl de muestra que inhiben en un 50 % la velocidad de
formacién del epinocromo, lo que corresponde a 1 unidad SOD (U SOD) y se
expresaron los datos como U SOD/mg de proteinas.

) Determinacion de actividad de Catalasa

La medicién de la actividad de esta enzima se realizé por el método de Aebi
(1984). Se homogeneiz6 el tejido hepatico o renal, tomando 100 mg de tejido +
1 mi de buffer PiK 30 mM CIK 120 mM pH 7,4. EI homogenato se centrifugb a
13.000 rpm durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido se utiliz6 de
inmediato.
1. Se coloco en una cubeta de cuarzo 2,9 ml de Buffer PiK 50 mM y se
llevd a 0 el espectrofotdmetro usando una longitud de onda de 300 nm.

Jimeno M - Niebylski A — Bensi N | 2014



EXCRECION DE SODIO Y ESTADO OXIDATIVO EN RESPUESTA
AL ESTRES CRONICO EN RATAS HEMBRAS Y MACHOS

2. Se prepar6 Buffer sustrato de la siguiente manera: 100 ul de H,O; puro
+ 50 ml de Buffer PiK 50 mM y se agit6.

3. Se tomo6 2,9 ml de Buffer sustrato, se coloc6 en la cubeta y se ley6 la Dy,
Cuando este parametro se estabilizé entre 0,4 y 0,6, se agreg6 50 ul de
sobrenadante y se leyé cada 10 segundos (sin sacar la cubeta del
espectrofotémetro) durante 1 minuto.

Calculos:

1. Se calcul6 el log de cada absorbancia.

2. Se grafico el log en funcion del tiempo.

3. Se calcul6 la pendiente de la recta (una para cada muestra).

Se utilizé la siguiente ecuacion:

Actividad de Catalasa (pmol/mg de proteina) = _pendiente x 3 x 100.000
46 x 1000 x 0,1 x mg proteina

m) Ciclo estral

La secrecion vaginal fue colectada después de la sesion de estrés del dia 13
del experimento N° 1, de todas las hembras enteras para determinar la fase del
ciclo en la que se encontraban. El material sin tefir fue observado al
microscopio, inmediatamente después de realizar el exudado.

Se determind la fase segun la siguiente descripcion de los exudados vaginales:
Proestro: predominio de células epiteliales nucleadas.

Estro: presencia de células epiteliales anucleadas fundamentalmente.
Metaestro: existe la misma proporcion entre leucocitos, células epiteliales
nucleadas y células cornificadas.

Diestro: predominio de leucocitos.

OVARIECTOMIA

Previo a la cirugia se realizd la sedaciéon, aplicacion de analgésico y
antibioticoterapia segun el peso individual de cada animal, se esper6 alrededor
de 5 minutos y se procedi6 a la administracibn de una combinacién de
Ketamina y Diazepam ip con lo que se logré el estado anestésico adecuado
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para el acto quirargico. El acceso quirurgico se realiz6 mediante laparotomia
por linea media incidiendo con el bisturi piel y subcutaneo, lo que permiti6
visualizar inmediatamente debajo, la linea alba la que se incidi6 con una tijera.
Para ello, se levanté la pared muscular con una pinza de mano izquierda, de
manera de crear un espacio entre la misma y las visceras abdominales y se
realizé una incision sobre la linea alba con tijera Metzembaum la que se ampli6
posteriormente, en una extension de no mas de 1,5 cm. Esta incision incluye al
peritoneo que se halla firmemente adherido a la linea alba y musculos
abdominales. Los cuernos uterinos discurren en forma de “Y” desde la zona
inguinal hasta la zona abdominal, a ambos lados de la linea media.
Normalmente hay que desplazar los intestinos para visualizar los cuernos
uterinos. En su punto mas craneal estan anclados, junto con el ovario, a la
porcidn superior de la cavidad abdominal, mediante el ligamento ovarico. Una
vez localizado el cuerno uterino, con traccién suave se lo expuso fuera de la
cavidad abdominal lo que permitié la observacion, en su porcién mas craneal,
del ovario; se procedi6 a ligar con una sutura de 4/0 de nylon a uno y otro lado
del mismo para seccionar luego la estructura en la que queda incluido el ovario
completo, entre las dos ligaduras. Una vez separado el ovario del cuerno
uterino, se realiz6 la misma operacién con el ovario opuesto. La cavidad
abdominal se cerrd por planos, primero el muscular (que incluye peritoneo) con
sutura discontinua mediante un punto en X y posteriormente la piel con puntos

en U, ambos planos con nylon 4/0.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos del experimento N°1 se utilizd un
ANOVA de 2 vias considerando el factor SEXO con dos niveles (Hembra;
Macho) y TRATAMIENTO con dos niveles (Control; Estrés crénico).

Para el experimento N°2 también se utiliz6 una ANOVA de 2 vias considerando
los factores SUPLEMENTACION, con dos niveles (Vehiculo; Estradiol) y
TRATAMIENTO, con dos niveles (Control; Estrés cronico).

Por dltimo, para algunas variables, se realizé la comparaciéon entre todos los
grupos del experimento N°1 y N°2, utilizando una ANOVA de 2 vias
considerando el factor GRUPO con 4 niveles (Hembras; Machos; Hembras
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Castradas y Hembras Castradas Suplementadas) y el factor TRATAMIENTO
(Control; Estrés crénico).

Se utiliz6 el test de Duncan como prueba "a posteriori". Cuando fue necesario
se realizaron transformaciones logaritmicas de manera de obtener
homogeneidad de la varianza y se consideré significativo una p < 0,05.
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RESULTADOS

Experimento 1: Excrecion de sodio y estrés oxidativo en respuesta al estrés
cronico en ratas machos y hembras

a) Glucemia

Se observé un aumento en la concentracion de glucosa sanguinea sélo en los
grupos estresados (F (1,34 = 19,4; p= 0,0001). No se encontr6 efecto del sexo ni
interaccion entre los factores (Grafico 1).

GLUCOSA PLASMATICA
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CONTROL ESTRES

Grafico 1: Glucosa plasmatica (g/L)
Los valores se expresan como la media * el error estandar (SEM). * p= 0,0001

b) Corticosterona plasmatica

Se observé interaccion entre los factores (F (1,19) = 66,3; p= 0,00001). El test a
posteriori indicd un incremento de los niveles de corticosterona en hembras y
machos estresados, respecto de sus controles (p= 0,0003 y p= 0,00006,
respectivamente) (Gréfico 2).

CORTICOSTERONA PLASMATICA

40,0
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25,0 —
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Gréfico 2: Corticosterona plasmatica (ug/dL)HC= Hembras Control, HE= Hembras Estrés, MC= Machos
Control y ME= Machos Estrés. Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM). * p=
0,00006 vs MC; * * p=0,0003 vs HC.
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c) indice Adreno Somatico (IAS)

En este parametro, se observé efecto del sexo (F(1.22) = 63,0; p= 0,000001), y
del estrés (F(1,22) = 29,16; p= 0,00002). El test a posteriori mostr6é un incremento
del IAS en las hembras comparado con los machos (p= 0,00014) y en los
animales estresados respecto de sus controles (p= 0,00016) (Tablas 1 y 2).

Tabla 1: indice Adreno Somatico segun sexo.

INDICE ADRENO SOMATICO
GRUPO
Hembras 0,21 £ 0,02
Machos 0,10 £ 0,01 *

Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM).
* p=0,00014.

Tabla 2: indice Adreno Somatico segun tratamiento.

INDICE ADRENO SOMATICO
GRUPO
Control 0,11 £ 0,01
Estrés 0,19+ 0,02 *

Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM).
* p=0,00016.

d) Ganancia de peso

Se encontr6 efecto del sexo (F (120) = 26,4; p= 0,00005) y del estrés (F1,20) =
38,3; p= 0,000005). En el andlisis a posteriori se observé una mayor ganancia
de peso en las hembras (p= 0,0002), y una menor ganancia en los animales
sometidos a estrés (p= 0,00015). No se encontré interaccidn entre los factores
(Tablas 3, 4 y 5).

Jimeno M — Niebyliski A — Bensi N | 2014 _



EXCRECION DE SODIO Y ESTADO OXIDATIVO EN RESPUESTA

AL ESTRES CRONICO EN RATAS HEMBRAS Y MACHOS

Tabla 3: Ganancia de Peso (g/dia) segun sexo.

GANANCIA DE PESO
GRUPO g/dia
Hembras 0,54 £ 0,08 *
Machos 0,24 £ 0,05

Los valores se expresan como la media el error estandar (SEM).
* p=0,0002.

Tabla 4: Ganancia de Peso (g/dia) segtin tratamiento.

GANANCIA DE PESO
GRUPO gldia
Control 0,57 + 0,07
Estrés 0,21 + 0,05 *

Los valores se expresan como la media + el error estandar (SEM).
* p=0,00015.

Tabla 5: Comparaciéon Ganancia de Peso (g/dia) segun sexo y tratamiento.

GANANCIA DE PESO
GRUPO g/dia
Hembras Control 0,77 £ 0,07
Hembras Estrés 0,32 + 0,07
Machos Control 0,38 +£ 0,02
Machos Estrés 0,10 £ 0,06

Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM).

e) Excrecién urinaria de Na*

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la excrecién de
sodio en las distintas fases del ciclo estral. Por lo tanto, se consideraron todas
las hembras como control o estrés, sin discriminar la fase del ciclo en la que se
encontraban.

Se hallo efecto del sexo (F(1,41) = 12,6; p= 0,0009) y del estrés (F(1,41) = 19,04,
p= 0,00008). Las ratas estresadas de ambos sexos mostraron una menor
excrecion renal de sodio que sus controles. Ademas las hembras excretaron
menos sodio que los machos (Graficos 3, 4 y Tabla 6).
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Grafico 3: Excrecién urinaria de sodio seguin
tratamiento (uEq/6hs). Los valores se expresan
como la media + el error estandar (SEM)

* p=0,00008.

Grafico 4: Excrecién urinaria de sodio segun
sexo (MEg/6hs). Los valores se expresan
como la media t el error estandar (SEM)

*p= 0,0009.

Tabla 6: Excrecién urinaria de sodio por grupos (HEqg/6hs).

EXCRECION URINARIA DE Na*
GRUPO HEg/6hs
Hembras Control 92,20 £ 21,42
Hembras Estrés 48,80 + 11,80
Machos Control 185,90 + 20,165
Machos Estrés 68,90 + 7,94

Los valores se expresan como la media + el error estandar (SEM).

f) Excrecién urinaria de K*

No se hallaron efectos del sexo o del estrés en la excrecion urinaria de potasio

(Tabla 7).

Tabla 7: Excrecién urinaria de potasio (HEq/6hs).

EXCRECION URINARIA DE K*
GRUPO WEq/6hs
Hembras Control 284,90 + 38,51
Hembras Estrés 206,50 + 53,80
Machos Control 233,40 + 25,84
Machos Estrés 273,30 + 16,57

Los valores se expresan como la media * el error estandar (SEM).
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g) Relacién K'/Na*

Se hallé efecto del sexo (F(1,31) = 6,74; p= 0,014) y un efecto marginal del estres
(p= 0,06). Las hembras mostraron una relaciéon K*/Na’ mayor que los machos.
Se observa una tendencia a que los animales estresados tengan una mayor
relacion que los controles (Tablas 8 y 9).

Tabla 8: Relacion Potasio-Sodio segtin sexo.

RELACION K'/Na*
GRUPO
Hembras 3,88+ 045 *
Machos 213+0,35

Los valores se expresan como la media + el error estandar (SEM). * p=0.014.

Tabla 9: Relacion Potasio-Sodio segun tratamiento.

RELACION K'/Na*
GRUPO
Control 2,66 + 0,38
Estrés 3,72+ 0,55 »

Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM). * p= 0.06.

h) Depuracion de Creatinina Endégena (DCE)

En este parametro se observo efecto del sexo (F(1,17) = 4,19; p= 0,05) y del
estrés (Fu.47y = 5,26; p= 0,035). Los machos y los animales estresados
presentaron una DCE mayor que las hembras (p= 0,05) y que los animales
controles (p= 0,035) respectivamente (Tablas 10 y 11).

Tabla 10: Depuracion de Creatinina Endégena (ml/min) segun sexo.

DEPURACION DE CREATININA ENDOGENA

GRUPO mi/min
Hembras 1,23+0,12
Machos 1,50 £ 0,09 »

Los valores se expresan como ia media t el error estandar (SEM). * p= 0,05.
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Tabla 11: Depuracion de Creatinina Endogena (mi/min) segun tratamiento.

DEPURACION DE CREATININA ENDOGENA

GRUPO mi/min
Control 1,21 £ 0,08
Estrés 1,50 £ 0,11 *

Los valores se expresan como la media el error estandar (SEM).* p= 0,035.

i) Volumen de orina

Se hallé interaccion entre los factores (F(127) = 3,94; p= 0,05). El test a
posteriori mostré antidiuresis en las hembras sometidas a estrés (p= 0,007), sin
diferencias significativas entre los machos. Por otra parte, las hembras
controles presentaron un volumen de orina mayor que los machos controles.

(p= 0,012) (Gréafico 5).

VOLUMEN DE ORINA

mi/6hs

Grafico 5: Volumen de orina (ml/6hs). HC= Hembras Control, HE= Hembras Estrés, MC= Machos Control
y ME= Machos Estrés. Los valores se expresan como la media el error estandar (SEM). * p= 0,007 vs
HC; * * p=0,012 vs HC.

j) Actividad de SOD Hepatica

Se encontréd interaccion entre los factores sexo y estrés en la actividad de la
SOD hepatica (F(1,18= 9,51; p= 0,006). El test a posteriori mostré que el estrés
disminuyé la actividad de la enzima sé6lo en los machos (p= 0,018), sin
encontrarse diferencias entre las hembras. Ademas, las hembras controles
presentaron menor actividad de la SOD que los machos controles (p= 0,014)

(Gréafico 6).
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ACTIVIDAD SOD HEPATICA
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Gréfico 6: Actividad SOD Hepatica (U SOD/mg de proteina) HC= Hembras Control, HE= Hembras Estrés,
MC= Machos Control y ME= Machos Estrés. Los valores se expresan como la media + el error estandar
(SEM). * p=0,0014 vs MC; * * p= 0,018 vs MC.

k) Actividad de SOD Renal

Se encontré interaccion entre los factores en la actividad de la SOD renal
(Fa,15y = 7,36; p= 0,016). Las hembras sometidas a estrés presentaron una
mayor actividad de la enzima que las hembras controles (p= 0.0008) y que los
machos estresados (p= 0,024), en tanto que no hubo diferencias entre los
machos controles y estresados (Grafico 7).

ACTIVIDAD SOD RENAL
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Grafico 7: Actividad SOD Renal (U SOD/mg de proteina). HC= Hembras Control, HE= Hembras Estrés,
MC= Machos Control y ME= Machos Estrés. Los valores se expresan como la media t el error estandar
(SEM).* p=0,0008 vs HC; * * p= 0,024 vs HE
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l) Actividad de Catalasa Hepatica

La actividad de la catalasa en el higado sélo evidenci6 efectos por sexo (F(1,1s)
= 10,3; p= 0,005). Las hembras presentaron menor actividad de la enzima
hepatica que los machos (p= 0,017) (Grafico 8 y Tabla 12).
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Grafico 8: Actividad de Catalasa Hepéatica segun sexo (U catalasa/mg de proteina). Los valores se
expresan como la media t el error estandar (SEM).
* p=0,017.

Tabla 12: Actividad de Catalasa Hepatica en todos los grupos (U
catalasa/mg de proteina).

ACTIVIDAD CATALASA HEPATICA
GRUPO U catalasa/mg de proteina
Hembras Control 0,31+ 0,05
Hembras Estrés 0,82 + 0,26
Machos Control 1,07+ 0,16
Machos Estrés 1,15+ 0,40

Los valores se expresan como la media % el error estandar (SEM).
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m) Actividad de Catalasa Renal

Cuando se compard la actividad de la catalasa renal se encontr6 s6lo efecto
del sexo (F1,18) = 21,2; p= 0,0002). La actividad de la catalasa renal es mayor
en las hembras que en los machos (Grafico 9 y Tabla 13).

ACTIVIDAD DE CATALASA RENAL
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Gréfico 9: Actividad de Catalasa Renal segun sexo (U catalasa/mg de proteina). Los valores se expresan
como la media * el error estandar (SEM). * p= 0,0002

Tabla 13: Actividad de Catalasa Renal en todos los grupos (U catalasa/mg
de proteina).

ACTIVIDAD CATALASA RENAL
GRUPO U catalasa/mg de proteina
Hembras Control 0,93 £ 0,11
Hembras Estrés 1,13+0,16
Machos Control 0,43 + 0,09
Machos Estrés 0,48 + 0,08

Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM).

n) Nitratos plasmaticos

Respecto de los nitratos se encontr6 efecto del sexo (F,17) = 6,29; p= 0,022) y
del estrés (F(,47y = 8,00; p= 0,01). Las ratas hembras y todos los animales
estresados mostraron niveles menores que los machos o las ratas controles
respectivamente (Tablas 14 y 15).
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Tabla 14: Nitratos (UM/ml) segun sexo.

NITRATOS (NO,)
GRUPO HM/mi
Hembras 7,32+£201 »
Machos 14,60 + 2,40

Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM). * p=0,022.

Tabla 15: Nitratos (UM/ml) segun tratamiento.

NITRATOS (NO;)
GRUPO MM/mi
Control 15,03 £ 2,53
Estrés 6,90 + 1,58 *

Los valores se expresan como la media # el error estandar (SEM). * p= 0,01.

o) Nitritos totales

En cuanto a los nitritos se encontré efecto del sexo (F(1,17) = 5,17; p= 0,03) y del
estrés (Fu17) = 10,9; p= 0,004). El test a posteriori mostré6 que tanto las
hembras como todos los animales estresados, presentaron menos nitritos
totales que los machos o sus controles (Graficos 10, 11 y Tabla 16).

NITRITOSTOTALES NITRITOS TOTALES
25.0 250
20.0 20,0
E150 — — : - :
= 15. . —— - . ————— -
z 5
10.0 10.0
5.0 5.0
0.0 0.0
HEMBRA MACHO CONTROL ESTRES
Grafico 10: Nitritos totales (uM/ml) seguin sexo. Grafico 11: Nitritos totales (uM/mi) segin
Los valores se expresan como la media + el tratamiento. Los valores se expresan como la
error estandar (SEM). * p=0,03. media el error estandar (SEM). * p= 0,004.
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Tabla 16: Comparativo de Nitritos totales (uM/ml).

NITRITOS TOTALES (NO,)
GRUPO pM/ml
Hembras Control 21,71+ 2,54
Hembras Estrés 9,44 + 1,92
Machos Control 22,80 + 1,65
Machos Estrés 16,50 + 1,39

Los valores se expresan como la media % el error estandar (SEM).

p) Relacion NO,/NO;

Para la relacion NO,/NO3; se encontré interaccion entre los factores sexo y
estres (F(1,14) = 6,5; p= 0,022). El test a posteriori mostré una mayor relacion
NO./NO3; en los machos estresados respecto de sus controles (p= 0,023).
Ademas las hembras controles mostraron un incremento de este parametro
comparado con los machos controles (p= 0,0009). No se encontraron
diferencias entre hembras controles y hembras estresadas (Tabla 17).

Tabla 17: Relacion Nitritos/Nitratos.

RELACION NITRITOS/NITRATOS (NO,/NO3)

GRUPO pM/mli
Hembras Control 1,81 £ 0,60 »
Hembras Estrés 1,15+ 0,35
Machos Control 0,31+ 0,08
Machos Estrés 0,76 £+ 0,12 »

Los valores se expresan como la media # el error estandar (SEM). * p= 0,023; HC vs MC * * p= 0,0009.

q) Niveles de MDA Hepatico

Se observo interaccion entre los factores (F(132 = 7,13; p= 0,01). El test a
posteriori mostré un incremento en el nivel de MDA hepatico en respuesta al
estrés solo en los machos (p= 0,003) (Grafico 12).
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Gréfico 12: MDA Hepatico (nmoles/g de tejido) HC= Hembras Control, HE= Hembras Estrés, MC=
Machos Control y ME= Machos Estrés. Los valores se expresan como la media t el error estandar (SEM).
* p= 0,003 vs MC.

r) Niveles de MDA Renal

Se hall6é interaccion entre sexo y estrés (F(123) = 9,92; p= 0,004). El estrés
aumento el MDA renal en ambos sexos (Hembras controles vs Hembras estrés
p= 0,005 y Machos controles vs Machos estrés p= 0,00006). Ademas, se
observaron mayores niveles de MDA en los machos estresados que en las
hembras estresadas (p= 0,0002) (Grafico 13).
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Gréfico 13: MDA Renal (nmoles/g de tejido) HC= Hembras Control, HE= Hembras Estrés, MC= Machos
Control y ME= Machos Estrés. Los valores se expresan como la media + el error estandar (SEM). * p=
0,00006 vs HC. * * p=0,005 vs MC. * * * p=0,0002 vs ME.
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Experimento 2: Excrecion de sodio y estrés oxidativo en respuesta al estrés
cronico, en ratas hembras castradas sin_suplemento y suplementadas con

Valerato de estradiol

a) Estréogenos

Con el fin de conocer los valores basales, los efectos de la ovariectomia y los
efectos de la suplementaciéon sobre estas hormonas ovaricas, se determinaron
los niveles de estrogenos en los tres grupos de hembras consideradas (Tabla
18).

Tabla 18: Comparacion de la concentracion de estrégenos en plasma
(pg/mL), entre los tres grupos de hembras de ambos experimentos.

ESTROGENOS
GRUPO pg/mL
Hembras Enteras 24,70 £ 0,82
Hembras Castradas <20+0,00
Hembras Castradas Suplementadas | 287,30 + 43,11

Los valores se expresan como la media + el error estandar (SEM).

b) Glucemia

Se observé un aumento en la concentracion de glucosa sanguinea en los
animales sometidos a estrés (F(1.29) = 20,9; p= 0,00008). No se encontr6 efecto
de la suplementacion ni interaccion entre los factores (Grafico 14).

GLUCOSA PLASMATICA

CONTROL ESTRES

Grafico 14: Glucosa plasmética (g/L). Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM).
* p= 0,00008
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c) Corticosterona plasmatica
Se observo interaccion entre los factores (F (1,16) = 17,46; p= 0,0007). El test a
posteriori indicé un incremento de corticosterona en las hembras estresadas no

suplementadas, respecto de sus controles (p= 0,0004) (Tabla 19).

Tabla 19: Corticosterona plasmatica (ug/dL).

CORTICOSTERONA PLASMATICA
GRUPO Hg/dL
Hembras Castradas Control 10,60 + 1,42
Hembras Castradas Estrés 16,30 + 0,49 *
Hembras Castradas Suplementadas Control 16,60 £ 0,51
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 15,20 + 1,03

Los datos se expresan como la media t el error estandar (SEM). * p= 0,0004.

d) indice Adreno Somatico (IAS)

En este parametro se observé una disminucién del IAS en las hembras
castradas estrés respecto de sus controles (p= 0,00001) (Tabla 20).

Tabla 20: IAS en todos los grupos.

INDICE ADRENO SOMATICO
GRUPO
Hembras Castradas Control 0,74 £ 0,03
Hembras Castradas Estrés 0,16 £ 0,03 *
Hembras Castradas Suplementadas Control 0,16 £ 0,02
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 0,17 £ 0,01

Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM). * p= 0,00001 vs Hembras Castradas
Control.

e) Ganancia de peso

Se observaron diferencias entre los animales estresados y sus respectivos
controles. El estrés provocd una peérdida de peso significativa en las hembras
castradas (p= 0,00048) y una menor ganancia de peso en las hembras
castradas suplementadas (p= 0,05) (Grafico 15).
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GANANCIA DE PESO

Grafico 15: Ganancia de Peso (g/dia) en todos los grupos. Los datos se expresan como la media + el error

estandar (SEM). HCC= Hembras Castradas Control, HCE= Hembras Castradas Estrés, HCSC= Hembras

Castradas Suplementadas Control, HCSE= Hembras Castradas Suplementadas Estrés.* p= 0,00048 vs
HCC; * « p= 0,05 vs HCSC.

f) Excrecién urinaria de Na*

Se hall6 interacciéon entre los factores (F(121) = 4,63; p= 0,043). El estres
disminuyd la excrecion de sodio sé6lo en las hembras castradas sin suplemento
(p= 0,007). Ademas, las hembras castradas controles tuvieron una mayor
excrecion que las hembras castradas suplementadas controles (p= 0.006)
(Grafico 16).
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Gréfico 16: Excrecion urinaria de sodio (uEQ/6hs). Los datos se expresan como la media t el error
estandar (SEM). HCC= Hembras Castradas Control, HCE= Hembras Castradas Estrés, HCSC= Hembras
Castradas Suplementadas Control, HCSE= Hembras Castradas Suplementadas Estrés.* p= 0,007 vs
HCC; * * p= 0,006 vs HCSC.
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g) Depuracion de Creatinina Endégena (DCE)

En este parametro no se observo efectos de la suplementacion, del estrés ni
interacciéon entre los factores (Tabla 21).

Tabla 21: Depuracion de creatinina endégena (ml/min).

DEPURACION DE CREATININA ENDOGENA

GRUPO mi/min

Hembras Castradas Control 1,21 £ 0,11
Hembras Castradas Estrés 1,21 +£0,12
Hembras Castradas Suplementadas Control 1,21 +£0,19
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 0,79 £ 0,23

Los datos se expresan como la media 1 el error estandar (SEM).

h) Volumen de orina

No se hallaron diferencias significativas en este parametro (F(121) = 3,93; p=
0,06) (Tabla 22).

Tabla 22: Volumen urinario (ml/6hs).

VOLUMEN DE ORINA

GRUPO ml/6hs

Hembras Castradas Control 4,30 £ 0,72
Hembras Castradas Estrés 3,80+ 0,53
Hembras Castradas Suplementadas Control 3,30+ 0,34
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 2,70 £ 045

Los datos se expresan como la media t el error estandar (SEM).

i) Actividad de SOD Hepatica

La actividad de la enzima en el higado no mostré diferencias significativas
(Tabla 23).
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Tabla 23: SOD Hepatica (U SOD/mg de proteina).

ACTIVIDAD SOD HEPATICA
GRUPO U SOD/mg de proteina
Hembras Castradas Control 3,00 £ 0,96
Hembras Castradas Estrés 3,41 £0,76
Hembras Castradas Suplementadas Control 2,42 + 1,27
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 2,47 £ 0,77

Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM).

j) Actividad de SOD Renal

Se observo para este parametro efecto del estrés (F1,17) = 4,70; p= 0,044). Los
animales estresados mostraron mayor actividad de SOD renal que los controles

(Grafico 17).

ACTIVIDAD SOD RENAL

U SOD/mg de proteina

Gréfico 17: SOD Renal (U SOD/mg de proteina). HC= Hembras Castradas Controles, HE= Hembras
Castradas Estresadas. Los datos se expresan como la media t el error estandar (SEM). * p= 0,044.

k) Actividad de Catalasa Hepatica

La catalasa en el higado sélo evidenci6 efectos por suplementacion (F(121) =
14,3; p= 0,001), disminuyendo la actividad de la enzima en las ratas

suplementadas (Grafico 18).
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ACTIVIDAD CATALASA HEPATICA

U CAT/mg de proteina

Grafico 18: Catalasa Hepatica segun suplementacion (U catalasa/mg de proteina). HC= Hembras
Castradas, HCS= Hembras Castradas Suplementadas. Los datos se expresan como la media t el error
estandar (SEM), * p=0,001.

1) Actividad de Catalasa Renal

La enzima en el rifién también present6 efectos debidos a la suplementacion
(F220 = 18,8; p= 0,0002), con una menor actividad de catalasa en las ratas

suplementadas (Grafico 19).
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Grafico 19: Catalasa Renal segun suplementacion. (U catalasa/mg de proteina). HC= Hembras
Castradas, HCS= Hembras Castradas Suplementadas. Los datos se expresan como la media t el error
estandar (SEM). * p= 0,0002.
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m) Nitratos plasmaticos

Respecto de los nitratos, se hallaron diferencias por efecto de la
suplementacion (F(121) = 7,2; p= 0,01), observandose mayores niveles en las
ratas suplementadas (Grafico 20).
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Gréfico 20: Nitratos (uM/ml) segtin suplementacion. HC= Hembras Castradas, HCS= Hembras Castradas
Suplementadas. Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM) * p=0,01.

n) Nitritos totales

En cuanto a los nitritos totales también se hall6 efecto por suplementacion
(F.19) = 6,31; p= 0,021) con un aumento de este parametro en los animales
suplementados (Gréfico 21).
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Gréfico 21: Nitritos totales (uM/ml) segun suplementacién. HC= Hembras Castradas, HCS= Hembras
Castradas Suplementadas. Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM) * p= 0,021.
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0) Relacién NO2/NO;
Para la relacion NO2/NO3; hubo interaccion entre los factores (F(1,19) = 4,64; p=

0,044), se observd un incremento de esta relacion en las HCE y en las HCSE
respecto de sus controles (p= 0,007 y p= 0,009 respectivamente) (Tabla 24).

Tabla 24: Relacion Nitritos/Nitratos.

RELACION NITRITOS/NITRATOS (NO./NO,)

GRUPO

Hembras Castradas Control 1,41 £ 0,60
Hembras Castradas Estrés 2,33 0,37 *
Hembras Castradas Suplementadas Control 1,45+ 0,16
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 1,50 £ 0,10 * *

Los datos se expresan como la media t el error estandar (SEM). * p=0,007. « * p=0,009.

p) Niveles de MDA Hepatico

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para este
parametro (Tabla 25).

Tabla 25: MDA Hepatico (nmoles/g de tejido).

NIVELES DE MDA HEPATICO
GRUPO nmoles/g de tejido
Hembras Castradas Control 17,10 £ 0,68
Hembras Castradas Estrés 17,20 £ 0,78
Hembras Castradas Suplementadas Control 11,80 + 2,61
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 16,80 + 2,33

Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM).
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q) MDA Renal

Se hall6 efecto por la suplementacion (F(.19) = 40,1; p= 0,000004) y efecto del
estrés (F(1,19) = 5,9; p= 0,025). Los animales suplementados y los estresados
mostraron mayores niveles de MDA renal que sus respectivos controles (p=
0,000004 y p= 0,0025 respectivamente) (Graficos 22 y 23).
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Grafico 22: MDA Renal (nmoles/g de tejido) considerando el efecto de la suplementacion. HC= Hembras
Castradas, HCS= Hembras Castradas Suplementadas. Los datos se expresan como la media t el error
estandar (SEM) ~ p= 0,000004.
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Gréfico 23: MDA Renal (nmoles/g de tejido) considerando el efecto del tratamiento. HCC= Hembras
Castradas Controles, HCE Hembras Castradas Estrés. Los datos se expresan como la media + el error
estandar (SEM) * p= 0,0025.
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COMPARACION DE EXP1Y EXP2

a) Excrecién urinaria de Na*

Se hall6é interaccién entre los factores (F3e3 = 3,39; p= 0,023). El estrés
disminuyé la excrecion de sodio en las hembras enteras (p= 0,005), en las
castradas (p= 0,0019), en los machos (p= 0,001) y no mostré diferencias
significativas entre las hembras castradas suplementadas. Por otra parte, las
hembras castradas controles excretaron mas sodio que las hembras enteras
controles (p= 0,0018) y que las hembras castradas suplementadas controles
(p= 0.0015) (Grafico 24 y Tabla 26).
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Grafico 24: Excrecion urinaria de sodio (uEq/6hs). Los datos se expresan como la media t el error
estandar (SEM). HEC= Hembras Enteras Control, HEE= Hembras Enteras Estrés, HCC= Hembras
Castradas Control, HCE= Hembras Castradas Estrés, MC= Machos Control, ME= Machos Estrés, HCSC=
Hembras Castradas Suplementadas Control, HCSE= Hembras Castradas Suplementadas Estrés. * p=
0,05 vs HEC; * * p=0,0019 vs HCC. * * * p= 0,001 vs MC; * p=0,0018 vs HEC; * * p=0,0015 vs
HCC.

Tabla 26: Excrecidén urinaria de sodio.

EXCRECION URINARIA DE Na*
GRUPO %
Machos Estrés 37,1%
Hembras Enteras Estrés 52,9%
Hembras Castradas Estrés 44,7%
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 100,0%

Expresado como el porcentaje de excrecion de sodio en los grupos estresados, con respecto a sus

controles.
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b) Volumen de orina

En este parametro se observo efecto del grupo (F4s) = 8.84; p= 0,00009) y del
estrés (F(148) = 5,79; p= 0,018). Los machos excretaron menor volumen de
orina respecto de las hembras enteras (p= 0,05), de las castradas (p= 0,00006)
y de las castradas suplementadas (p= 0,014). Ademas las hembras enteras
produjeron menor volumen que las castradas (p= 0,04). Por otra parte, el estrés
produjo una marcada disminucion de la diuresis en todos los grupos (Tablas
27,28y 29).

Tabla 27: Volumen urinario segun grupo (ml/6hs).

VOLUMEN DE ORINA
GRUPO ml/6Hs
Hembras Enteras 298+2,09
Hembras Castradas 4,01 £1,40 »*x
Machos 1,56 £ 0,65 * *
Hembras Castradas Suplementadas 3,02+ 1,10 * %

Los datos se expresan como la media * el error estandar (SEM). * p= 0,004 vs Hembras Enteras; * * p=
0,05 vs Hembras Enteras; * p= 0,00006 vs Machos; * * p=0,0014 vs Machos.

Tabla 28: Volumen urinario segun tratamiento (ml/6hs).

VOLUMEN DE ORINA
GRUPO ml/6Hs
Controles 3,141,779
Estrés 2,40 £ 1,34 *

Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM). * p= 0,018
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Tabla 29: Volumen urinario de todos los grupos (ml/6hs).

VOLUMEN DE ORINA

GRUPO ml/6Hs

Hembras Enteras Control 3,80+ 0,70
Hembras Enteras Estrés 1,70 £ 0,42
Hembras Castradas Control 4,30+0,72
Hembras Castradas Estrés 3,80 £ 0,53
Machos Control 1,70 £ 0,28
Machos Estrés 1,40 + 0,09
Hembras Castradas Suplementadas Control 3,30+ 0,34
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 2,70 £+ 045

Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM).
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c) Actividad de SOD Renal

Se observé efecto del tratamiento (F(132) = 12.05; p= 0,0015). Los animales
sometidos a estrés presentaron una mayor actividad de la enzima que los
controles (Grafico 25 y Tabla 30).

ACTIVIDAD SOD RENAL

5.0

U SOD/mg de protsina

CONTROL ESTRES

Grafico 25: Actividad de SOD Renal (U SOD/mg de proteina). Los valores se expresan como la media + el
error estandar (SEM). * p=0,0015.

Tabla 30: Actividad de SOD renal de todos los grupos (U SOD/mg de
proteina).

ACTIVIDAD DE SOD RENAL
GRUPO U SOD/mg de proteina
Hembras Enteras Control 2,32+0,78
Hembras Enteras Estrés 5,11+ 0,36
Hembras Castradas Control 2,14 £ 0,45
Hembras Castradas Estrés 5,33+ 0,95
Machos Control 3,15+0,24
Machos Estrés 3,54 +0,39
Hembras Castradas Suplementadas Control 2,80+ 0,72
Hembras Castradas Suplementadas Estrés 3,35+ 0,90

Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM).
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d) Actividad de Catalasa Renal

En este parametro se observo efecto del grupo (F3.40) = 16.78; p= 0,0000001).
Las hembras enteras tuvieron una mayor actividad de esta enzima comparadas
con las hembras castradas (p= 0,0004), los machos (p= 0,0001) y las hembras
castradas suplementadas (p= 0,0005). Por otro lado, las hembras castradas
suplementadas tuvieron una marcada disminucion de la actividad enzimatica
renal comparadas con las hembras castradas sin suplemento (p= 0,0012) y con
los machos (p= 0,04) (Grafico 26).
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Grafico 26: Actividad de catalasa renal por grupos (U CATALASA/mg de proteina). Los datos se expresan

como la media t el error estandar (SEM). HE= Hembras Enteras, HC= Hembras Castradas, M= Machos,

HCS= Hembras Castradas Suplementadas. * p= 0,0004 vs HE; * # p=0,0001 vs HE. * * * p= 0,00005
vs HE; * p=0,0012 vs HC; * * p=0,0048 vs M.
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e) Nitratos plasmaticos

Respecto de los nitratos se encontr6 efecto del tratamiento (F1.3s) = 5,61; p=
0,02) y del grupo (F@33s) = 4,59; p= 0,008). El estrés disminuy6 el nivel de
nitratos plasmaticos comparado con los animales controles. Por otro lado, las
hembras enteras tuvieron menos nitratos plasmaticos que los machos (p=
0,007) y que las hembras castradas suplementadas (p= 0,03). Ademas, las
hembras castradas tuvieron menos nitratos que los machos (p= 0,008) y que
las hembras suplementadas (p= 0,036) (Graficos 27 y 28).
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Grafico 27: Nitratos plasmaéticos considerando el efecto del tratamiento (uM/ml). Los valores se expresan
como la media % el error estandar (SEM). * p=0,02.
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Grafico 28: Nitratos plasmaticos considerando el efecto grupo (pM/ml). Los datos se expresan como la

media + el error estandar (SEM). HE= Hembras Enteras, HC= Hembras Castradas, M= Machos, HCS=

Hembras Castradas Suplementadas. * p= 0,007 vs HE; * * p= 0,03 vs HE; * p= 0,008 vs HC; * * p=
0,0036 vs HC.
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f) Nitritos totales

En cuanto a los nitritos totales se hallé interaccion entre los factores (F336) =
6,31; p= 0,00029) El estrés disminuy6 los nitritos totales en las hembras
enteras (p= 0,0003) y en los machos (p= 0,038). No hubo diferencias entre las
hembras castradas suplementadas estresadas y sus controles. Comparando
sblo los grupos controles, las hembras castradas sin suplemento mostraron
menos nitritos totales que las hembras enteras (p= 0,0003), que los machos
(p= 0,00006) y que las hembras castradas suplementadas (p= 0,016).

La comparacién entre los grupos estresados mostrdé que las hembras enteras
tuvieron menos nitritos totales que las castradas (p= 0,044), los machos (p=
0,017) y las castradas suplementadas (p= 0,008) (Grafico 29).

NITRITOS TOTALES

30,0

i

25.0 z .
200

uM/mi

15.0
10.0
5.0
0.0

MC ME HEC HEE HCC HCE HCSC HCSE

Gréfico 29: Nitritos totales segun grupo (uM/ml). Los datos se expresan como la media + el error estandar
(SEM). HEC= Hembras Enteras Control, HEE= Hembras Enteras Estrés, HCC= Hembras Castradas
Control, HCE= Hembras Castradas Estrés, MC= Machos Control, ME= Machos Estrés, HCSC= Hembras
Castradas Suplementadas Control y HCSE= Hembras Castradas Suplementadas Estrés. * p= 0,0003 vs
HEC; * * p= 0,038 vs MC; * p=0,0003 vs HCC; * * p= 0,00006 vs HCC; * * * p= 0,016 vs HCC; * p=
0,044 vs HEE; * * p= 0,017 vs HEE; * * * p= 0,008 vs HEE.
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g) Relacion NO,/NO;

Para la relacion NO./NO3; se encontr6 interaccion entre los factores (F3 35 =
3.01; p= 0,042). El test a posteriori mostr6 una mayor relacion NO,/NO3; en los
machos estresados respecto de sus controles (p= 0,0004). Ademas, las
hembras enteras controles mostraron un incremento de éste parametro
comparadas con los machos controles (p= 0,000027). También se comprobd
mayor relacion de las hembras enteras estresadas respecto de los machos
estresados (p= 0,0004) y con las hembras castradas suplementadas
estresadas (p= 0,045). Por otra parte, los machos estresados tuvieron menor
relacion NO2/NO3; comparados con las hembras castradas estresadas (p=
0,0001) y con las hembras castradas suplementadas estresadas (p= 0,008)
(Grafico 30).
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Gréfico 30: Relacion Nitritos/Nitratos. Los datos se expresan como la media + el error estandar (SEM).
HEC= Hembras Enteras Control, HEE= Hembras Enteras Estrés, HCC= Hembras Castradas Control,
HCE= Hembras Castradas Estrés, MC= Machos Control, ME= Machos Estrés, HCSC= Hembras
Castradas Suplementadas Control y HCSE= Hembras Castradas Suplementadas Estrés. * p= 0,0004 vs
MC; * * p=0,000027 vs MC; * p= 0,00004 vs HEE; * * p= 0,045 vs HEE; * p= 0,0001 vs ME; * % p=
0,008 vs ME.
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h) Niveles de MDA Renal

Se hall6 interaccion entre los factores (F.40) = 73.6; p= 0,0000001). Los niveles
de MDA se incrementaron en respuesta al estrés sélo en las hembras enteras
(p= 0,00002) y en los machos (p= 0,0001), respecto de sus controles. Las
hembras castradas estresadas (p= 0,0002) y las hembras castradas
suplementadas estresadas (p= 0,0005) mostraron menores niveles que los
machos estresados.

Ademas, las hembras enteras controles mostraron menos MDA que los
machos controles (p= 0,0015).

Las hembras castradas controles y las hembras castradas suplementadas
controles mostraron también valores mas bajos de MDA en el riién que los
machos controles (p= 0,0002 y p= 0,0005 respectivamente). (Grafico 31).
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Grafico 31: MDA renal (nmoles/g de tejido) en todos los grupos. Los datos se expresan como la media + el
error estandar (SEM). HEC= Hembras Enteras Control, HEE= Hembras Enteras Estrés, HCC= Hembras
Castradas Control, HCE= Hembras Castradas Estrés, MC= Machos Control, ME= Machos Estrés, HCSC=
Hembras Castradas Suplementadas Control y HCSE= Hembras Castradas Suplementadas Estrés. * p=
0,0001 vs MC; * * p=0,00002 vs HEC; * * * p= 0,0002 vs ME; * * * * p= 0,0005 vs ME; * p= 0,0002
vs MC; * x p=0,0005 vs MC.
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DISCUSION

En el presente trabajo experimental nos hemos propuesto investigar la
existencia de diferencias de género en la excrecion renal de sodio, en el estrés
oxidativo y en el sistema defensivo antioxidante frente a situaciones de estrés
crénico, tratando de dilucidar el rol de los estrégenos en dichas diferencias.

Para ello, la primera parte de nuestro experimento realizado en hembras
y machos enteros, nos ha servido para investigar si existen diferencias en
respuesta al estrés segtn el sexo. De este modo, cada vez que hubo
diferencias entre machos y hembras en alguno de los parametros medidos,
recurrimos a la segunda parte de nuestro estudio realizado en el grupo de
hembras OVX con y sin suplemento de estradiol, de manera de corroborar la
influencia de los estrégenos para el parametro en cuestion.

Es ampliamente conocido que la activacion del sistema Simpatico
Adreno Medular y del eje Hipotalamo Pituitario Adrenal constituyen los
principales componentes de la respuesta neuroendocrina a situaciones de
estrés, tanto agudo como crénico. La accion combinada de las hormonas
(cortisol, adrenalina y noradrenalina) y del sistema nervioso autbnomo, permite
una serie de actividades vegetativas que involucran la activacion de varios
sistemas en forma simultdnea entre los que se encuentran el sistema
cardiovascular, muscular y digestivo, y de diversas vias metabdlicas para
proveer las demandas energéticas inmediatas del sistema motor (Joseph-
Bravo, 2007). La adrenalina y la noradrenalina ejercen efectos metabdlicos,

entre ellos glucogenolisis hepatica a través de la uniébn a los receptores

adrenérgicos a; que induce al aumento del Ca,"™" intracelular y receptores 13,
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que incrementa el AMPc (3", 5 monofosfato de adenosina ciclico) activando a
la fosforilasa en el higado (Gannong, 2002). Es por ello que se relaciona a la
hiperglucemia inducida por el estrés, con la liberacion de adrenalina (Marquez y
col, 2004). Ademas, el estrés pone en funcionamiento mecanismos
secundarios que contribuyen al aumento de la glucemia ya que inducen
gluconeogénesis (Sapolsky y col. 2000) y glucogenolisis hepatica por accién de

los glucocorticoides (Kannan y col. 2000).

En este trabajo se observé un aumento de la glucemia en respuesta al
estrés, siendo este incremento de la misma magnitud en ambos sexos. Debido
a que se considera a la glucemia como uno de los marcadores de la actividad
simpatica (Armario, 1988), nuestros resultados indicarian que la respuesta del

SAM al estrés, no estaria influida por el sexo.

Por otra parte, en este trabajo se observaron diferencias en los niveles
basales de corticosterona entre hembras enteras y machos. El valor basal en
las hembras fue 3 veces mayor que el de los machos. Es probable que los
estrégenos tengan algun rol sobre el mecanismo de retroalimentacion del eje
HHA, ya que se ha reportado una mayor resistencia de las hembras a inhibir el

feed back del eje HHA en condiciones basales (Salomon y Herman, 2009).

Con respecto a la respuesta del eje HHA al estrés se ha observado un
mayor incremento en los niveles de corticosterona plasmatica en las ratas
machos estresadas, con un incremento de 13 veces su nivel basal, en tanto

que las hembras sé6lo duplicaron dicho valor. Numerosos estudios han
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mostrado que la activacion del eje HHA en respuesta al estrés, es un rasgo
sexualmente divergente tanto en animales como en los seres humanos,
aunque los resultados son contradictorios (Paris y col, 2008; Young y col,
2008). Algunos autores han observado una respuesta del eje HHA mas potente
en los roedores hembras que en los machos, debido a una rapida y mayor
secrecién de ACTH y corticosterona en respuesta a un estresor agudo (Young,
1988; Young y col, 2008). Ademas, nhumerosos estudios realizados en animales
también han demostrado que los niveles de glucocorticoides son mayores en
las hembras que en los machos después de la estimulacion del eje HHA
(Haleem y col, 1988; Heinsbroek y col, 1991; Yoshimura y col, 2003). En el
mismo sentido, Spinedi y col (1994) han informado que las hembras de algunas
cepas de ratas parecen liberar mas ACTH en respuesta a CRH y AVP en

comparacién con los machos.

Los esteroides gonadales pueden influr en los mecanismos de
regulacion del eje HHA a través de sus efectos sobre los receptores de los
glucocorticoides, sobre los sistemas cerebrales de la CRH, sobre la respuesta
de la hipdfisis y la respuesta adrenal a la ACTH (Young y col, 2008). Se ha
observado que las ratas hembras en la fase de proestro, cuando los estrégenos
presentan sus niveles mas altos, incrementan su respuesta al estrés en
comparacion a las hembras en otras fases del ciclo estral, incremento que es
abolido con la ovariectomia y que se reinstaura con la administracion exégena
de estradiol (Paris y col, 2008; Young y col, 2008). De hecho, se ha
comprobado que el estradiol estimula directamente la expresion de ARNm de la

CRH en el nucleo paraventricular del hipotalamo, provocando un incremento
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mayor en la liberacion de ACTH/corticosterona en respuesta a un estresor en
las ratas hembras en la fase de proestro que en las ratas machos (lwasaki-
Sekino y col, 2009). Sin embargo, las hembras ovariectomizadas siguen
mostrando una mayor hiperreactividad al estrés que los machos intactos,
posiblemente debido a un efecto inhibitorio de la testosterona sobre la
respuesta al estrés (Paris y col, 2008; Young y col, 2008). Ademas, el estradiol
puede incrementar la sensibilidad de la glandula adrenal a la ACTH circulante,
ofreciendo un mecanismo periférico adicional para la hipersecrecién de

glucocorticoides en las hembras (Young y col, 2008).

Por otra parte, las hembras castradas incrementaron los niveles de
corticosterona en respuesta al estrés, efecto que no fue observado en las
hembras castradas y suplementadas con estradiol, lo que indicaria un efecto
protector de los estrégenos frente al estrés en este parametro. Estudios en
roedores han demostrado que el tratamiento con estradiol exégeno incrementa
o disminuye la respuesta de estrés dependiendo de la dosis y/o el periodo de

exposicion a los estrégenos (Solomon y Herman, 2009).

Coincidentemente, se ha observado en humanos que los hombres
adultos responden al estrés psicoldgico con mayores incrementos de cortisol
en comparacion con las mujeres. Otras investigaciones indican que los
estrégenos pueden tener un papel neuroprotector sobre la secrecion y accion
de los glucocorticoides en el cerebro (McEwen, 2002). Kudielka y col (2004)
han indicado que los hombres presentan una respuesta mayor del eje HHA

ante un estrés agudo. En igual sentido, mujeres adultas entre la pubertad y la
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menopausia, presentan una menor respuesta del eje HHA que los hombres de
la misma edad y esta respuesta se incrementa acercandose a los niveles de los
hombres, después de la menopausia y durante la fase luteinica del ciclo

menstrual (Kudielka y Kirschbaum, 2005).

Por otra parte y como muestran varios estudios en animales, los
andrégenos ejercen efectos contradictorios en la regulacion a diferentes niveles
del eje HHA (Handa y col, 1994; Viau y Meaney, 1996), pero debe tenerse en
cuenta que la testosterona también puede ejercer efectos estrogénicos
después de ser metabolizada a estrégeno por aromatizacion tanto en cerebro

como en tejidos periféricos (Bagatell y col, 1994; Naftolin, 1994).

En el presente trabajo de tesis se encontré6 una menor respuesta al
estrés en las hembras, coincidiendo con los resultados obtenidos por McEwen
(2002) y Kudielka y col (2004), poniendo en evidencia el rol protector de los

estrogenos en la respuesta del eje HHA al estrés.

La mayor reactividad al estrés observada en los machos se relacionaria
con un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y diabetes,
asociadas con elevados niveles de cortisol, y podria ayudar a explicar la mayor
prevalencia de estas enfermedades en los hombres. Por otro lado, la menor
respuesta de cortisol observada en hembras podria estar relacionada con un
hiporreactividad del eje HHA, que se asocia con un mayor riesgo para las
enfermedades autoinmunes, una condicion mucho mas frecuente en las

mujeres (Kudielka y col, 2005).
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Por otra parte, se encontré6 correspondencia entre los niveles de
corticosterona y el IAS en respuesta al estrés en ambos sexos, reflejando un
aumento en la funcion de la glandula adrenal. Estos resultados son
coincidentes con los de otros investigadores (McEwen, 2000; Brotto, 2003;
Wright y col, 2006) quienes encuentran que el estrés crénico incrementa los
niveles de corticosterona y el peso de la glandula adrenal en las ratas. Ademas,
Ricart-Jané y col (2002) encontraron que el estrés crénico a través de la
liberacion de la hormona adrenocorticotréfica, estimularia constantemente a la
glandula adrenal, produciendo su Thipertrofia con modificaciones

ultraestructurales.

La homeostasis energética es un proceso que también se ve
comprometido frente al estrés y comprende diferentes mecanismos de control
que permiten ajustes para responder adecuadamente a las demandas de
energia. Numerosas investigaciones han explorado la relacion entre el estrés y
la alimentacion, las cuales han demostrado en modelos humanos y animales,
que el estrés puede contribuir al incremento en la incidencia de obesidad (Epel
y col 1999; Wilson y Cantor, 1986), anorexia (Joseph—Bravo y de Gortari, 2007)
y pérdida de peso corporal (Harris y col, 1998). Estados de balance energético
negativo como ocurre durante el ayuno, la desnutricién, las dietas de restriccion
de alimentos, el estrés, las enfermedades y en la lactancia, inducen a una serie
de alteraciones neuroendocrinas. Situaciones de deficiencia energética (a partir
de un 10% de pérdida de peso corporal) inducen una reducciéon de hasta 40%

del gasto energético, permitiendo al organismo adaptar el gasto metabdlico y
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cubrir sus demandas metabélicas mas esenciales (Joseph-Bravo y de Gortari,

2007).

Diversos experimentos sugieren que el estrés produce dos fenémenos
generales. Por una parte puede inducir anorexia y reducciéon en la ingesta de
alimento (Harris y col, 1998; Rybkyn y col, 1997; Vallés y col, 2000). Por la otra,
puede propiciar obesidad a partir de la sobre—ingesta o "grandes comilonas"”
(Boggiano y col, 2005; Corwin y Buda-Levin, 2004; Hagan y col, 2003;
Pecoraro y col, 2004). Esta divergencia de efectos parece estar relacionada
con las diferentes variables que interactian con la situacion de estres, tales
como la propia naturaleza de los estimulos utilizados como estresores, el tipo
de alimento disponible, el tiempo de exposicion al estimulo y las diferencias de

género.

En nuestro trabajo observamos que los machos controles ganaron
menos peso corporal que las hembras controles. Por otra parte, todos los
animales estresados ganaron menos peso que sus controles y sélo el grupo de
hembras castradas estresadas perdié peso durante el experimento. Como es
conocido, la ganancia de peso corporal depende de la ingesta y del gasto
metabélico. Se ha sugerido que un estrés fuerte tiene efectos anoréxicos
(Garcia y Armario, 2000), por lo que la menor ganancia de peso en los
animales estresados podria ser consecuencia de una menor ingesta. Sin
embargo, este parametro no ha sido determinado en el presente trabajo. Por
otra parte, la menor ganancia de peso corporal se corresponde con una mayor

actividad del eje HHA, medida a través de los niveles de corticosterona
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plasmatica. Se ha indicado que el efecto catabdlico de los glucocorticoides
junto con la activacién del sistema nervioso simpatico, jugarian un rol muy
importante en los cambios metabélicos observados durante el estrés (Buwalda
y col, 1997, Kemppainen y Behrend, 1997; Dallman y col, 2003), y podrian ser

la causa de la menor ganancia de peso en las ratas sometidas a estrés cronico.

En sintesis, del analisis de los indicadores de la activacion de los ejes
HHA y SAM en respuesta al estrés en ambos sexos podemos concluir que los
machos tendrian una mayor respuesta corticoadrenal que las hembras,
mientras que la respuesta méduloadrenal fue de una magnitud similar en
ambos sexos. Ademas, el estrés parece afectar la ganancia de peso corporal

de manera mas significativa en los machos.

Con respecto a la excrecion renal de sodio, se encontraron diferencias
entre los animales controles. Las ratas hembras excretaron menos sodio que
los machos. La ovariectomia aument6d la excrecion de sodio, alcanzando
valores similares a los excretados por los machos, y la suplementacion con
estradiol redujo la excrecién a niveles similares a la de las hembras enteras.
Estos resultados sugieren una posible participacion de los estrogenos en esta
variable. Se ha sefialado el efecto de los estrogenos sobre el equilibrio
electrolitico dada la similitud quimica entre las hormonas estrogénicas y las
hormonas suprarrenales. Tanto los estrdgenos como la aldosterona y otras
hormonas de la corteza suprarrenal provocan retencion de sodio y agua por
parte de los tubulos renales (Guyton y Hall, 2006). Ademas, los estrogenos

tienen accion estimulante en la sintesis de proteinas hepaticas que favorecen
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el incremento plasmatico del angiotensinégeno (sustrato de la renina) y, en

consecuencia, facilitan la accién del sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Por lo expresado anteriormente se explica la retencion hidrosalina que
caracteriza a los estados fisiologicos en los cuales los estrogenos se
encuentran elevados como en la fase ovulatoria de algunas especies,

tratamientos con estrégenos, etc.

En contrapartida, la progesterona (con niveles altos después de la
ovulacion) disminuye dicha retencion hidrosalina por su conocido efecto
natriurético antagonista de la aldosterona (Guyton, 2009).

Por otra parte, una menor excreciéon renal de sodio se observd en
respuesta al estrés en ambos sexos, aunque {a magnitud de la respuesta fue

menor en las hembras enteras.

Es conocido que la excreciéon renal de sodio esta determinada por la
tasa de filtracibn glomerular y la reabsorcion tubular, ambos procesos
regulados de manera precisa (Guyton, 2009). Con respecto al filtrado
glomerular, la DCE (medida indirecta de la TFG) fue mayor en los animales
estresados de ambos sexos, lo que indicaria que la menor excrecién de sodio
observada en los animales estresados no seria consecuencia de una
modificacion en la tasa de filtrado sino que se deberia a cambios en la

reabsorcion tubular.
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La respuesta antinatriurética al estrés por IMO se ha observado en
varios experimentos realizados previamente en nuestro laboratorio en ratas
Wistar macho (Bensi, 1999; Niebylski y col, 2000; Niebyiski y col, 2008;
Niebyliski y col, 2011). En dichos trabajos se encontré que la antinatriuresis
estaria mediada a nivel proximal por un incremento de la actividad del SNS a
través de los receptores a2 adrenérgicos y a nivel de la nefrona distal por
accién hormonal mediada por el SRAA. Es conocida la participacion del SNS
renal en la reabsorcion tubular de sodio. En este sentido, Koepke (1985)
observd antinatriuresis inducida por el estrés en ratas con predisposicion
genética a la HTA, respuesta que fue eliminada cuando se les practico
denervacion renal o bioqueo de los receptores a-adrenérgicos. Varios autores
explican la accion de los nervios simpaticos renales sobre la reabsorcion
tubular de sodio, algunos postulan la accién directa de la noradrenalina liberada
sobre los receptores Pi-adrenérgicos en las células yuxtaglomerulares,
aumentando la liberacién de renina (Gannong, 2002); mientras que otros
involucran la activacién de receptores a-adrenérgicos de las células del tubulo
proximal (Bertuzzi y col, 2003) y la rama ascendente del asa de Henle

(Greenberg y col, 1995).

Como se expreso anteriormente, la estimulacion del SNS renal aumenta
la sintesis y la liberacién de renina por las células yuxtaglomerulares renales
aumentando de esta manera la Ang Il y la aldosterona en el plasma. Tanto la
Ang !l como la aldosterona participan en la reabsorcién tubular de Na*. La
aldosterona promueve el transporte de sodio y potasio en las células del tubulo

contorneado distal y colector del rifién, a través del incremento del nimero de
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canales epiteliales de sodio (ENaC) abiertos en sus membranas apicales.
También se presenta un incremento en el numero de moléculas de Na+/K+-
ATPasa en la membrana basolateral que bombean sodio fuera de las células.
Niebyiski y col (2008) encontraron un incremento en los niveles plasmaticos de
aldosterona en respuesta a la IMO en ratas machos Wistar, indicando que esta
hormona podria ser un factor que influye sobre la reabsorcién de sodio en
condiciones de estrés. Es conocido ademas, que altos niveles plasmaticos de
glucocorticoides intervienen en la reabsorcién renal de sodio, mediado por los

receptores de mineralocorticoides y de glucocorticoides (Clore y col, 1988).

En sintesis, la antinatriuresis en respuesta a la IMO observada en el
presente trabajo seria consecuencia de un efecto tubular mas que
hemodinamico. Ademas, la mayor reabsorcién tubular seria consecuencia de la
estimulaciéon del SNS renal, del SRAA y del aumento en los niveles plasmaticos

de aldosterona y corticosterona.

Como se mencioné anteriormente, en este trabajo se encontré6 una
respuesta antinatriurética menor en las ratas hembras que en los machos
sometidos a estrés. Coincidentemente, Harshfield y col (2009) mostraron
diferencias en la excrecion renal de sodio entre mujeres y varones
afroamericanos sometidos a estrés, probablemente debidas a una menor
natriuresis en respuesta al aumento de presion en los varones (presion-
natriuresis). Este investigador mantiene la hipétesis de esa menor respuesta
antinatriurética de las mujeres respecto de los hombres debido a una menor

respuesta renal al aumento de la presion arterial y tambien postula que las
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mujeres tendrian una menor respuesta a la Ang ll. En este sentido, se ha
reportado que las hembras tienen una mayor expresion de los receptores de
angiotensina Tipo ;2 (AT2R). La Ang Il puede unirse a 2 tipos de receptores, los
AT{Ry AT2R. Los AT4R estan ampliamente distribuidos en el organismo y son
responsables de los efectos clasicos de la Ang Il. Los AT,R son menos
numerosos y se hallan circunscriptos en algunos 6rganos y en general tienen
efectos opuestos a los AT1R. La mayor proporcion de AT2R presentes en las
hembras modula la curva de presién-natriuresis y lleva a una mayor excrecion
de sodio que los machos para una misma presion de perfusion (Hilliard y col

2011; Khraibi, 2002).

Se ha indicado ademas, que existen diferencias en la expresion de
genes que regulan la fisiologia renal entre machos y hembras. La expresion de
estos genes es estimulada por las hormonas masculinas, produciendo
alteraciones en el Asa de Henle y/o en los vasos sanguineos de la meédula
externa renal, lo que disminuiria la natriuresis por presion en los machos. Estos
efectos son suprimidos por las hormonas femeninas. En el presente trabajo de
tesis se observé que las hembras OVX responden al estrés de manera similar a
los machos, en cambio las hembras OVX y suplementadas con estradiol, no
presentaron antinatriuresis en respuesta al estrés, reforzando la hipétesis de la
participacién de los estrédgenos sobre este parametro. Cabe aclarar que la
dosis de estrogenos utilizada en la suplementacion de los animales en el
presente trabajo, fue mayor a los niveles fisiolégicos de esta hormona, lo que
podria explicar la ausencia de cambios en la excrecidén de sodio inducido por el

estrés en las ratas suplementadas. Por otra parte, se ha informado que existen
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diferencias histologicas en las células del tibulo contorneado proximal entre
sexos, aunque el significado de estas diferencias no es del todo claro (Gerhold

y col, 2007).

Por dltimo, los estrégenos, con sus efectos neuroprotectores, podrian
contribuir a la resistencia de las hembras al estrés lo que llevaria a una menor
respuesta renal. Se ha demostrado en animales con terapia hormonal
sustitutiva, que estas hormonas modulan, en funcién de la dosis administrada,
la actividad del eje HHA y del sistema nervioso autébnomo (Altemus, 2009;
Horst y col, 2009). En este trabajo se encontré6 un menor incremento en los
niveles de corticosterona en respuesta al estrés en las hembras que en los
machos, lo que estaria reflejando una menor activacién de este eje. La menor
respuesta a la IMO en las ratas hembras podria estar influyendo en la menor

respuesta renal.

En sintesis, en nuestro experimento la menor antinatriuresis en respuesta al
estrés observada en las ratas hembras, podria deberse a una menor respuesta
al estrés (evidenciada por un menor nivel plasmatico de corticosterona), al
aumento de la natriuresis en respuesta al aumento de la presion arterial y a una
menor reactividad del SRAA debido a la mayor expresion de los AT2R en las
hembras. Es importante destacar que las hembras excretan menos Na* basal
que los machos, debido a la accién retensora de los estrégenos. Sin embargo,
estas hormonas femeninas actian regulando la respuesta renal al estrés. Los
machos estarian mas desprotegidos en este aspecto ya que las hormonas

masculinas, ademas de disminuir la natriuresis por presion (explicado
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anteriormente), producen una activacion del SRAA intrarrenal. Es conocido que
este sistema influye en la reabsorcién de Na* y agua en la nefrona. La mayor
actividad del SRAA en los machos contribuiria a explicar la mayor incidencia de

HTA y la progresion del dafio renal en este sexo (Rands y col, 2012).

La menor capacidad renal para excretar sodio en situaciones de estres
es un factor de riesgo en la induccién de la hipertensiéon arterial debido al
posible aumento del volumen plasmatico (Bensi y col, 1997; Niebylski y col,
2000; Niebylski y col, 2008; Niebylski y col 2011). En efecto, se ha hipotetizado
que una ineficaz regulacion renal del sodio, puede convertirse en la base del
desarrollo y mantenimiento de la HTA, sobre todo cuando existe predisposicion
genética a esta patologia (Zheng y col, 2010). En este trabajo se ha observado
un efecto antidiurético en respuesta al estrés. La antidiuresis podria ser
consecuencia del efecto osmético creado por la reabsorcién de sodio y podria

llevar a un aumento lento y progresivo del volumen plasmatico.

Varios estudios relacionan a la retencion de sodio en respuesta al estrés,
con cambios en 6rganos blancos tales como el corazén, rifiones y los vasos
sanguineos. El aumento en la reabsorcion renal de sodio y el aumento en la
natremia se relacionan con el aumento de la presién arterial no s6lo porque
llevan a un aumento en el volumen del LEC, sino que el aumento en el Na*
plasmatico puede producir rigidez vascular, disminucion de la disponibilidad de

NO y disfuncién endotelial (Harshfield, 2009).
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Por otra parte, los radicales libres (RL) podrian estar involucrados en la
antinatriuresis inducida por el estrés. En condiciones normales, las células de
un organismo son capaces de mantener un equilibrio adecuado entre oxidantes
y antioxidantes. Cuando este equilibrio se perturba, se establece un cambio en
la ecuacidén que tiende al desorden oxidativo; y se desarrolla un proceso a
través del cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos de las
membranas celulares, volviendo a las células y los tejidos mas susceptibles a
lesiones (Sies, 1997). Uno de los tejidos mas sensibles es el nervioso; y es
conocido que el estrés oxidativo estd implicado en enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad

de Parkinson (Richardson, 1993; Ben-Sachar y Riederer, 1991).

En el rifion las ROS estan involucradas en la eritropoyesis, en el manejo
del sodio y en la homeostasis de los fluidos corporales. Aunque la nefrona es
una unidad estructural continua, su funcionalidad depende del segmento o
sector referido. La especializacion de la funciébn se debe a la expresion de
diferentes genes que activan vias especificas, entre ellas la expresion de las
subunidades de la NADPH oxidasa en diferentes segmentos de la nefrona.
Cuando el equilibrio se ve alterado predominando el estado oxidativo, las ROS
originan lesiones morfologicas y modificaciones en la permeabilidad y filtracion
glomerular y en el flujo sanguineo, debido a dafos directos o indirectos a las
células de la membrana basal o del mesangio. También originan alteraciones
tanto en la liberaciébn como en la unién de sustancias vasoactivas tales como
prostaglandina E;, prostaciclina, tromboxanos, citoquinas y NO (Nistala y col,

2008).
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En este trabajo los niveles de MDA renal, utilizados como indicadores de
estrés oxidativo, fueron mas altos en los machos controles que en las hembras.
En respuesta al estrés, si bien ambos sexos mostraron incremento en el MDA
renal, este incremento fue mayor en los machos. En cuanto al incremento de
MDA en respuesta al estrés, los resultados son coincidentes con aquellos
obtenidos por varios autores (Mcintosh y col, 1996; Liu y col, 1994; Sosnovsky
y Kozlov, 1992), quienes encontraron un incremento en el estrés oxidativo,
particularmente en la peroxidacion lipidica, en respuesta a la IMO. Este
incremento podria estar mediado por el aumento de los glucocorticoides ya que
se ha demostrado un incremento en la generacién de ROS en cultivos celulares
(Mcintosh y col 1996; Liu y col, 1994). Ademas, se ha demostrado una
disminucién en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GSPx en el
cerebro de ratas tratadas con glucocorticoides (Mclntosh y col, 1996). Esto
indicaria que el estrés disminuiria también la defensa antioxidante llevando a

dafio oxidativo.

En cuanto a las diferencias de respuesta segun el sexo, Sartori-Valinotti
y col (2007), reportan que los hombres muestran mayores niveles de
marcadores de estrés oxidativo, medidos por ios elevados niveles de 15-F;-
isoprostanos y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (como el
malonildialdehido) en el plasma. Ademas, se han observado diferencias de
género en los niveles de produccién de peréxido de hidrégeno en el plasma de

los hombres en comparacion con las mujeres (Lacy y col, 2000).

Jimeno M — Niebyiski A — Bensi N | 2014



EXCRECION DE SODIO Y ESTADO OXIDATIVO EN RESPUESTA
AL ESTRES CRONICO EN RATAS HEMBRAS Y MACHOS

Otras evidencias experimentales sugieren diferencias de género en los
efectos oxidativos del estrés cronico en varios tejidos y que los estrégenos
tienen propiedades antioxidantes, al inhibir la peroxidacion lipidica (Sawada y
col, 1998), lo que explicaria en parte los menores niveles de MDA encontrados

en las hembras.

Se han propuesto distintos mecanismos para explicar el efecto del
estradiol sobre el estrés oxidativo, algunos mediados por los receptores de
estrégenos y ofros que involucran una via antioxidante independiente de
receptores. En la via mediada por receptores, la accion del estradiol sobre la
lipoperoxidacion podria estar relacionada con una disminucién en el Ca*” libre
intracelular inducido por estimulos toxicos, metabdlicos u oxidativos (Brooke y
col, 1997; Goodman y col, 1996). La via antioxidante independiente de
receptores indicaria que la capacidad antioxidante del estradiol estaria mediada
por el anillo fendlico del esteroide, el cual es un potente dador de electrones y
por ello previene el dafio producido por la lipoperoxidacion. Se ha sugerido
ademas que los estrégenos incrementan la expresion de la SOD y suprimen la
actividad de la NADPH oxidasa (Ji y col, 2007). Como se menciond
anteriormente, en nuestro trabajo encontramos que todas las hembras tienen
menor lipoperoxidacion que los machos en el tejido renal. Ademas, la
respuesta al estrés fue menor e incluso se suprime el incremento en el MDA
renal en respuesta al estrés en las hembras suplementadas. Esta menor
reactividad de las hembras al estrés oxidativo podria asociarse con la distinta
respuesta en la excreciéon renal de sodio observada entre ambos sexos. Con

respecto a la lipoperoxidacién hepatica se observé un aumento en el MDA en
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respuesta al estrés sé6lo en los machos, lo que refuerza la idea de la accion
protectora del sexo femenino en el aumento de las especies reactivas del

oxigeno.

Por otra parte, el estrés aument6 la actividad de la SOD renal en las
hembras y no produjo cambios en los machos. Se ha demostrado que los
estrogenos y fitoestrogenos aumentan la expresién de enzimas antioxidantes
via receptores de estrégenos y activacion de la MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinases) (Vina y col, 2011). En este sentido también se
encontr6 una mayor actividad en la CAT renal en hembras tanto controles
como en las sometidas a IMO. El incremento en la actividad de las enzimas
antioxidantes podria ser la causa de la menor lipoperoxidacion observada en el
tejido renal de las hembras. A pesar de lo expresado en la bibliografia, se
observd en el presente trabajo, que tanto las hembras castradas como las
suplementadas también mostraron un aumento en la actividad de la SOD.
Estos resuitados relativizarian la accion de los estrégenoé como mejoradores
de la capacidad antioxidante. Sin embargo, como la suplementacion utilizada
ha provocado una concentracidbn hormonal suprafisiologica, se estarian
aportando antioxidantes directos, evitando asi la necesidad de expresar la via
antioxidante enzimatica. El aumento en la actividad de la SOD en las hembras
OVX indicaria la existencia de otras vias, independientes de los estrégenos,
para incrementar la actividad de esta enzima. Estos resultados indicarian que
los estrogenos no serian los Unicos actores involucrados en la menor respuesta

al estrés oxidativo en las hembras.
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Con respecto a la actividad de la CAT renal, las ratas OVX presentaron
niveles similares a los de los machos, lo que indicaria un efecto estimulador de
los estrogenos en la actividad de esta enzima. Nuevamente el exceso de
estradiol en las hembras suplementadas estaria ejerciendo un efecto
antioxidante per se, provocando una menor activacion del sistema de defensa
antioxidante endégeno, lo que se evidencié en una menor actividad de esta

enzima en las ratas suplementadas.

En cuanto a los NOx, medidos como un indicador indirecto de los niveles
de NO, no se observaron diferencias en los animales controles de ambos
sexos, sin embargo la IMO produjo una disminucién en estos niveles tanto en
machos como en hembras. Numerosos datos bibliograficos muestran un efecto
protector de los estrégenos en el sistema cardiovascular en respuesta al estrés.
Algunos trabajos muestran que la estimulacién del endotelio vascular con
concentraciones fisioldgicas de estradiol lleva a un rapido incremento en la
activacion de la nNOS ademas de la eNOS, ambas presentes en el endotelio,
llevando a un incremento en el NO. Se ha demostrado en estudios in vitro que
esta activacion es dependiente de la dosis de estrégeno utilizada (Lekonsteva y

col, 2011).

Es conocido que los estroégenos utilizan el sistema de sefalizacién del
oxido nitrico del endotelio vascular por el cual se genera 6xido nitrico, lo que
causa un aumento en las concentraciones de GMP ciclico en las células del
musculo liso vascular adyacente (CMLV), que conduce a la activacion de la

proteina cinasa tipo | dependiente de GMP ciclico, el principal efector de la
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dilatacion de las CMLV y la inhibicibn de la proliferacion de las mismas
(Mendelshon y Karas 1994; 2005). Esta rapida produccion celular de 6xido
nitrico endotelial estd mediada por los receptores de estrogenos. Existen dos
tipos de receptores de estrégenos, ER-a y ER-B, descubiertos en 1987 y 1996,
respectivamente. El ER-a media la proteccién estrogénica contra la lesion
vascular y la proliferacion de las células del musculo liso vascular y el ER-$ es
necesario para mantener la presion arterial normal y de alguna manera controla
los genes que codifican las proteinas que regulan el tono de las células del

musculo liso vascular (Mendeishon, 2010).

Coincidente con numerosos datos existentes en la bibliografia acerca del
rol potenciador de los estrégenos en la generaciébn de NO vascular, en el
presente trabajo se observé que ios NOx fueron menores en los animales OVX,
valores que aumentaron al recibir la terapia estrogénica. Por otra parte, la
disminucion en los NOx en los animales estresados podria ser consecuencia
del aumento en las ROS. En condiciones de estrés oxidativo, los niveles de
especies reactivas del oxigeno, tales como Oz, H,O, y OH se encuentran
elevados e inactivan al NO reduciendo su biodisponibilidad, y por lo tanto sus
metabolitos. En nuestro trabajo se encontré un incremento en los niveles de
MDA en respuesta al estrés, indicativo que hay una mayor produccion de
radicales libres y esto podria estar afectando los niveles de NOXs plasmaticos

en las ratas estresadas.

En un rifién normal, el 6xido nitrico juega un papel fundamental en la

regulacion homeostatica de la funciébn vascular, glomerular y tubular,
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manteniendo normales la presidn de perfusién renal, la velocidad de filtrado
glomerular y la resistencia vascular renal. Ademas, se ha demostrado que una
reducida biodisponibilidad del NO altera el manejo renal del sodio, reduce el
flujo sanguineo medular y contribuye al desarrollo de falla renal (Masnatta y col,
2003; Beltowski y col, 2004; Bianchi y col, 2005). Por ello, la disminucién en la
biodisponibilidad del NO en los animales estresados constituye un importante
factor de riesgo. Esta menor biodisponibilidad del NO observada en las ratas
estresadas podria relacionarse también con la menor excrecion de sodio
observada en estos animales. En este sentido, Jackson y col (2001) informaron
una correlacién significativa entre la excrecion de sodio y la excrecion de
nitratos/nitritos. El NO y los estrogenos comparten también varias funciones
potencialmente ateroprotectoras tales como inhibicibn de la adhesion
leucocitaria, proliferacion de las células del musculo liso vascular y agregacion
plaquetaria (Hodgin y col, 2013). Por otra parte, es conocido que el status
premenopausico estd asociado con una incrementada actividad del NO
vascular comparado con hembras postmenopausicas y machos (Majmudar y
col, 1999). Algunos estudios sugieren que la terapia estrogénica puede
estimular la liberacion de NO en la vasculatura arterial de la mujer

postmenopausica.

La expectativa de vida es mayor en las hembras que en los machos y
los eventos cardiovasculares ocurren con menor frecuencia y a mayor edad en
las hembras respecto de los machos. Las diferencias de género han sido

encontradas en varios estudios, aunque se han reportado algunos efectos
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opuestos por lo que ésta es un area de una activa investigacion (Doumas y col,

2013).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis permiten
concluir que la menor retencion de sodio, el menor incremento en la
lipoperoxidacion y el aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes
encontradas en las ratas hembras sugeririan un rol protector del sexo femenino
en la respuesta renal a un estrés cronico. Sin embargo, se debe seguir
profundizando en la investigacion de la participacion de los estrégenos y/o
progesterona en la respuesta oxidativa/antioxidante al estrés, ya que los
resultados obtenidos al realizar la OVX y la terapia sustitutiva con estrogenos,

no permiten obtener conclusiones definitivas.
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CONCLUSIONES

o El sexo no influyé en la magnitud de la respuesta del Simpatico Adreno

Medular frente al estrés.

e Las ratas hembras tienen mayores niveles basales de corticosterona que
los machos pero la respuesta frente al estrés es menor que en ellos.
Esto indicaria que la activaciéon del eje Hipotalamo Hipofisiario Adrenal

en respuesta al estrés, es un rasgo sexualmente divergente.

e La menor respuesta de las hembras frente al estrés indicaria un rol
protector de los estrogenos en la respuesta del eje Hipotalamo
Hipofisiario Adrenal, dado que la falta de estr6genos en el grupo de
hembras ovariectomizadas produjo un incremento de la corticosterona

en respuesta al estrés similar a los machos.

e Se encontrd correspondencia entre los niveles de corticosterona y el
Indice Adreno Somatico en respuesta al estrés en ambos sexos,

reflejando un aumento en la funcién de la glandula adrenal.

e Todos los animales estresados ganaron menos peso pero este efecto

fue mas significativo en los machos.

e La excrecidn renal de sodio basal en las ratas hembras fue menor que
en los machos. La ovariectomia aumentd la excrecion de sodio y la
suplementacion con estradiol la redujo a niveles similares a los de las
hembras enteras. Esto indicaria la participaciéon de los estrégenos en la

excrecion de sodio en las hembras.
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Los animales estresados de ambos sexos mostraron antinatriuresis
frente al estrés aunque la magnitud de la respuesta fue menor en las
hembras enteras. La menor antinatriuresis observada en las hembras
podria ser consecuencia de la menor respuesta al estrés, del aumento
de la natriuresis en respuesta al aumento de la presion arterial y a una

menor reactividad del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.

La antinatriuresis observada en los animales estresados no se deberia a
cambios en la Tasa Filtracion Glomerular sino a modificaciones en la
reabsorcion tubular, probablemente como consecuencia de Ia
estimulacion del Sistema Nervioso Simpatico renal, del Sistema Renina
Angiotensina Aldosterona y del aumento de los niveles plasmaticos de

aldosterona y corticosterona.

Las ratas machos controles presentan mayor peroxidacion lipidica renal
que las hembras, lo que provocaria una mayor susceptibilidad a cambios

en la funcionalidad renal que podrian derivar en hipertensién arterial.

Ambos sexos presentan incrementos en la lipoperoxidacion renal en

respuesta al estrés pero este incremento fue mayor en los machos.

La menor peroxidacion lipidica observada en las hembras estresadas
pondria en evidencia las propiedades antioxidantes de los estrogenos.
Esto se corrobora por la supresion del efecto del estrés en las ratas

suplementadas.

El estrés aumentd la actividad de la Super Oxido Dismutasa y Catalasa

renales en las hembras y no produjo cambios en los machos. El
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incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes podria ser la
causa de la menor lipoperoxidacion observada en el tejido renal de las

hembras.

El aumento en la actividad de la Super Oxido Dismutasa en las hembras
Ovariectomizadas indicaria la existencia de otras vias independientes de

los estrégenos, para incrementar la actividad de esta enzima.

La Inmovilizacién en tabla produjo disminucién en los niveles de Nitritos

tanto en machos como en hembras.

La disminucion en los niveles de los Nitritos en los animales estresados
podria ser consecuencia del aumento en las Especies Reactivas del
Oxigeno evidenciado por el incremento del Malonildialdehido en

respuesta a la Inmovilizacién en tabla.

La menor biodisponibilidad del NO observada en las ratas estresadas
podria relacionarse con la menor excrecién de sodio observada en estos
animales y podria afectar también la resistencia vascular constituyendo

un importante factor de riesgo cardiovascular en ambos sexos.

La menor retencién de sodio, el menor incremento en la lipoperoxidacion
y el aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes encontradas
en las ratas hembras, sugeririan un rol protector del sexo femenino en la

respuesta renal a un estrés cronico.
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