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RESUMEN

Introduccién: Es conocido que el sexo es un
condicionante de la regulacién renal de sodio y
de la presion arterial. Material y métodos: Se
estudiaron ratas Wistar machos y hembras a los
150 dias de vida, con dieta normo o hipersdédica
(NaCl 1% v.o0.) en los tltimos cinco. Se deter-
minaron presién arterial media (PAM), natriure-
sis, filtrado glomerular (VFG), flujo plasmético
renal (FPR) y aldosterona plasmitica. Se estudi6
la expresién Na',K*-ATPasa total (+NKA) y
defosforilada (d-NKA), citocromo P4504A
(CYP4A), cotransportadores Na*,K*,2CI tipo
2 (NKCC2) y Na’/Cl' (NCC) y por PCR el
ARNm de la cadena al de NKA (A#plal) en
corteza y médula renal. Resultados: La PAM fue
mayor y la natriuresis menor en los machos bajo
ambas dietas. Con ingesta hipersédica la aldos-
terona bajé en ambos sexos, el VFG fue menor
en hembras y el FPR aumenté en machos (4,09
+ 0,17 vs 2,81 + 0,12 ml/min/gR; p<0,01 vs dieta
normosddica). La -NKA, d-NKA y Azplal en
médula fue mayor en machos con ambas dietas.
Con ingesta hipersédica, NKA en médula
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y d-NKA en corteza y médula disminuyeron
en hembras y solamente d-NKA disminuyé en
médula de machos. Asimismo, aument6 CYP4A
y disminuyé NKCC2 y NCC en hembras, mien-
tras que aumenté NKCC2, sin cambios en NCC,
en machos. Conclusién: El sexo condiciona la
presién arterial y el balance de sodio, disminu-
yendo su reabsorcién en hembras y aumentando
el FPR en machos. Esto sugiere posibilidades de
estudio diferenciales segiin sexo en trastornos
del metabolismo del sodio.

PALABRAS CLAVE: sexo; diferencias de géne-
ro; balance de sodio; presién arterial; transporta-
dores de sodio; sodio; ratas Wistar; enferme-
dades metabdlicas

ABSTRACT

Introduction: It is known that sex is a deter-
minant of renal sodium regulation and blood
pressure. Methods: Male and female Wistar
rats, which were 150 days old and a diet with
normal or high levels of sodium (NaCl 1% v.o.),
were studied for the last five days. Mean blood
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pressure (MBP), natriuresis, glomerular filtra-
tion rate (GFR), renal plasma flow (RPF) and
plasma aldosterone level were established. The
following were studied: expressions of total
Na+,K+,-ATPase (-NKA); dephosphorylated
NKA (d-NKA); cytochrome P4504A (CYP4A);
Na+K+-2Cl- (NKCC2) and Na+/Cl- (NCQ)
cotransporters. The mRNA expression of the
NKA al (A#plal) chain was examined through
PCR analysis in the renal cortex and marrow.
Results: Male rats having both types of diet
showed higher MBP and lower natriuresis. High
sodium intake triggered lower aldosterone levels
in both sexes; GFR was lower in females and RPF
was higher in males (4.09 + 0.17 vs. 2.81 + 0.12
ml/min/gr; p<0.01 vs. diet with a normal sodi-
um level). Marrow +-NKA, d-NKA and A#plal
were higher in males on both diets. High so-
dium intake caused lower marrow t-NKA as well
as lower cortex and marrow d-NKA in females.
In the case of males, only marrow d-NKA
decreased. Furthermore, females showed a hi-
gher level of CYP4A and lower levels of NKCC2
and NCC, whereas males showed higher levels
of NKCC2 and no variations in NCC. Conclu-
sion: Sex conditions blood pressure and sodium
balance, reducing resorption in females and
increasing RPF in males. This suggests the possi-
bility of studying sodium metabolism disorders
differently according to sex.

KEYWORDS: sex; gender differences; sodium
balance; blood pressure; sodium transporters;
sodium; Wistar rats; metabolic diseases

INTRODUCCION

Investigaciones hechas en humanos y en
animales de experimentacién muestran que el
sexo estd asociado a una regulacién de la presién
arterial (PA) diferente entre machos y hembras.
) La PA definida como normal es mis alta en
machos que en hembras.? Esta caracteristica
podria deberse a diferencias en los niveles de
Aldosterona plasmdtica o volumen del liquido
extracelular, siendo ambos mds altos en machos.
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69 Se ha adjudicado un rol a las distintas hormo-
nas sexuales que podrian estar comprometidas
en los mecanismos regulatorios de la PA. En
los machos, los andrégenos tienen mecanis-
mos de accién que se vinculan a una elevacién
de la PA.5® Las hembras, parecen propender a
mantener niveles mds bajos de PA, sobre todo
debido al efecto descripto para los estrégenos.
© Los animales hembra jévenes y las mujeres
premenopdusicas muestran una proteccién en
la funcionalidad renal y cardiovascular que los
machos no poseen. Esta divergencia se puede
atribuir a un manejo diferencial del sodio en un
mecanismo hormonodependiente de los regu-
ladores de la funcién y hemodinamia renal, asi
como de la PA.7®

En este trabajo se investiga la expresién y
modificaciones transcripcionales y postraduc-
cionales de transportadores o reguladores del
balance de sodio que se ubican en diferentes
partes a lo largo del nefrén. La Na‘, K*-ATPasa
(NKA), se expresa en la membrana basolateral
de todos los segmentos y es el mecanismo activo
que permite el movimiento de iones. Su estudio
en corteza y médula puede ofrecer una aproxi-
macién acerca de lo que ocurre en esas porciones
del nefrén. El contransportador Na*/K*/2Cl tipo
2 (NKCC2) se ubica en la membrana apical del
asa ascendente gruesa de Henle y el cotrans-
portador Na*/Cl- (NCC) en la membrana apical
del tdbulo distal. Ambos pueden tener una
expresién diferente en machos y hembras y ser

regulados al variar la ingesta de sodio.” 'V

De igual manera, el CYP450 4A, una isofor-
ma del citocromo abundante en rifdn, partici-
pa en la regulacién de la actividad y expresién
de los transportadores de sodio precitados y es
regulado en su expresién por sexo e ingesta de
sodio."*! Por lo expuesto es dado esperar que
sean diferentes los mecanismos natriuréticos que
machos y hembras desarrollan ante una ingesta
hiperséddica.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar si
hay diferencias fisiolégicas segiin sexo en los

mecanismos del balance de sodio y si ello deter-
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mina una regulacién diferente de la presion arte-
rial y de la hemodinamia renal. Simulténeamen-
te, se estudi6 el comportamiento de los princi-
pales transportadores de sodio en el nefrén ante
una ingesta normal o elevada de sodio.

MATERIAL Y METODOS

Animales y disefio experimental

Se estudiaron ratas Wistar machos y hembras
a los 150 dias de vida, provenientes del biote-
rio del Instituto de Investigaciones Médicas A.
Lanari, Universidad de Buenos Aires, Argenti-
na. Todos los procedimientos se realizaron de
acuerdo con la guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, NIH, USA. Disponi-
ble en: https://grants.nih.gov/grants/olaw/guide-
for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf
[consulta feb. 2018]). Los protocolos experimen-
tales fueron aprobados por el Comité institu-
cional local para el cuidado y uso de animales
de laboratorio (CICUAL). Los animales tuvie-
ron acceso ad libitum a alimento estdndar para
ratas (Cooperacién, San Nicolds, Buenos Aires,
Argentina) con 0,24% de NaCl (dieta normosé-
dica) y agua corriente. Se alojaron a 22 + 2,2 °
C con un ciclo de oscuridad / luz de 12: 12 h.
La dieta normosddica fue administrada a todos
los animales desde el dia 20 de vida hasta el 145.
En los tltimos 5 dias del estudio la mitad de los
animales, tanto machos como hembras, recibié
una ingesta alta en sodio aportada en el agua de
bebida como NaCl al 1%. Formaron 4 grupos:
machos y hembras con ingesta normo 6 hiper-
sddica.

Recoleccién de orina, ingesta de alimentos y
agua y estudios hemodindmicos

Los animales se colocaron en jaulas metabé-
licas para recolectar orina de 24 horas y registrar
el consumo de alimentos, agua y sodio durante
los dias previos al experimento final. En el dia
150, se anestesiaron con Inactina (50 mg/kg pc,
i.p.) y se prepararon para estudios de depuracién
(clearance), como se describié con anterioridad
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(15). Por vena yugular se infundieron inulina
(IN, Inutest, Linz, Austria), y paraaminohipura-
to (PAH, Merck, Sharp & Dohme, PA, EE. UU.)
para determinar el filtrado glomerular (VFG) y
el flujo plasmdtico renal (FPR), respectivamente.
La arteria carétida se canulé para obtener mues-
tras de sangre y registrar la presién arterial media
(PAM). Se colocé un catéter en la vejiga para la
recoleccién de orina. La IN y el PAH se admi-
nistraron hasta alcanzar concentraciones plas-
madticas de 0,2 y 0,02 mg/ml, respectivamente.
Luego se continué con infusién sostenida. Tras
un periodo de equilibrio de 45 minutos, se toma-
ron tres muestras de sangre en el medio de tres
periodos de recoleccién de orina de 30 minutos.
La IN y el PAH se determinaron en muestras de
plasma y orina por métodos convencionales (16,
17). La fraccién filtrada (FF) se calculé como el
cociente entre VFG/FPR.

La excrecién de agua y electrolitos en la orina
se determiné mediante gravimetria y fotometria
de llama, respectivamente. La aldosterona en
plasma se midi6 con radioinmunoensayo compe-
titivo. Al finalizar el clearance, se practicé una
incisién en la linea media abdominal y se extra-
jeron y pesaron ambos rifiones. Luego se separd
corteza y médula externa y se homogeneizaron
en solucion para el estudio del perfil proteico (en
mM: Tris 20, EGTA 2, EDTA 2, PMSF 1, beta
mercaptoetanol 10 y aprotinina 100 unidades de
inhibicién de kalikreina/ml, pH 7,4). Los homo-
genatos se congelaron a -70°C hasta su procesa-
miento. La concentracién de proteinas se deter-
miné por el método de Bradford.

Estudios de Western Blot
Expresion de Na*-K*-ATPasa

Se utilizaron las proteinas de corteza y
médula renal, se separaron electroforéticamente
y transfirieron a una membrana de nitrocelu-
losa como ya fuera descripto.”® La NKA total
(NKA) y NKA defosforilada (d-NKA) fueron
immunodetectadas por un anticuerpo comun
que reconoce la subunidad o-1 de la NKA inde-
pendientemente de su estado de fosforilacién
(anticuerpo primario hecho en ratén anti NKA
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ol sc-21712 NKA, dilucién 1:7000, Santa
Cruz Biotechnology Inc, USA) y por un anticu-
erpo monoclonal especifico (McK1, cortesia de
la Dra. K] Sweadner) que se une a la Ser 23 de
la subunidad 0—1 de la NKA cuando estd defos-
forilada, respectivamente. EI McK-1 se une a
Ser-23, sitio de fosforilacién de protein-kinasa C,
cuando estd defosforilada y no cuando se fosfo-
rila (19, 20). La defosforilacién se correlaciona
con un aumento en la actividad de NKA.?'2?

Expresion de los cotransportadores NKCC2 y NCC

Se procedi6 de la manera descripta para
NKA, utilizando un anticuerpo policlonal
hecho en conejo contra el cotransportador
NKCC2 de rata (AB3562P, dilucién 1:1000,
Millipore Corporation, Temecula, USA) y otro
contra el cotransportador NCC (AB3553, dilu-
cién 1:2000, Millipore, Billerica, USA).

Expresion de citocromo P450 4A:

Parala deteccién del CYP P450 4A se empled
un anticuerpo policlonal hecho en conejo contra
el citocromo CYP4A de rata (ab3573, dilucién
1:1500, Abcam, UK).

En cada experimento, como control de carga
proteica se detecté la expresién de 3-Actina emple-
ando anticuerpo hecho en ratén (sc-47778, dilu-
cién 1:2000, Santa Cruz Biotechnology Inc, USA).

Para revelar las bandas proteicas unidas a
los anticuerpos primarios se emplearon anticu-
erpos secundarios anti-ratén (Vector Laborato-
ries, USA) y anti-conejo (Abcam, Cambridge,
USA) conjugados con peroxidasa y se visual-
izaron mediante un sustrato quimioluminiscen-
te (Pierce ECL, USA).

Las densitometrias de las bandas se realizaron
utilizando el programa NIH Image] 1.34s.
La magnitud de la inmunosefial se expresé en
unidades de densidad (UD) y es el cociente entre
las bandas de las diferentes proteinas y la banda
correspondiente de §$-actina.

Anilisis de expresién génica de Atplal
La expresion génica de NKA se evalué mediante

PCR en tiempo real sobre ADNc retrotranscripto a
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partir de muestras de ARN total aisladas tanto de
la corteza como de la médula utilizando el kit SV
Total RNA Isolation System (Promega Corporation,
USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.
El rendimiento y pureza del ARN total obtenido
se determiné espectrofotométricamente a 260 nm
y su absorbancia relativa a 260 y 280 nm, respec-
tivamente. EI ARN se retrotranscribié a ADNc
utilizando el kit Zllustra Ready-10-Go de RT-PCR
(GE Healthcare UK Limited, UK). La PCR en
tiempo real se realizé con el kit LightCycler® Fast-
Start DNA Master SYBR Green I (Roche Applied
Bioscience, Roche Diagnostic GmbH, Alemania)
con el equipo LightCycler” 2.0 (Roche Diagnostic
GmbH, Alemania). Las secuencias de los cebadores
fueron 5-GGTGCAGCCCTTAGGATGTA-3 y
5-GATGAGAAGGGAGTAGGGGAAG-3’ para
el gen Awplal y 5-AGGCCCCTCTGAACCC-
TA-3’ y 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3
para el gen de la B-actina. Los cebadores fueron
disefiados por el software Primer3Web (http:/prim-
er3.ut.ee/) usando NM_012504.1 y NM_031144.3
como secuencias de referencia para cada gen. La vali-
dez del producto de PCR se ensay6 tanto por la espe-
cificidad del cebador con el software Primer-BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) como por la
visualizacién de una banda tnica de tamafo espe-
rado en gel de agarosa al 4% tefido con bromuro
de etidio. Cada reaccién se realizé en duplicado para

cada muestra y la expresién génica se calculé como
método AA Ct de acuerdo con Pfaffl.??

Anilisis estadistico

Las variables se expresan como media + error
estindar de la media. Se analizaron por test de
¢ de Student y ANOVA de una o dos vias y test
de Tukey post hoc. Fue considerada como signifi-
cativa una probabilidad menor al 5 %, (p<0.05).
Para cada dieta se utilizaron 4 o mds ratas por
grupo. Los andlisis estadisticos se realizaron con
el programa SPSS statistics 17.0.

RESULTADOS

El peso corporal fue mayor en machos que en
hembras con dieta normoséddica, mientras que
las hembras con ingesta hipersédica disminu-
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TABLA 1. Pardmetros de peso, ingesta de sodio, diuresis y aldosterona.

PC PR Ing Na+ \ Aldo Ei‘;::;“:ﬁ
M NS 456+19 2,8+0.09 0,31£0,02 | 2,37+ 0,08 69,0+8,0 1,16£0,03
M HS 471+12 2,7+0,08 | 1,72+0,18 # (4,36 £ 0,32 #| 7,6£1,1 # | 0,73+0,10"#
HNS 28244 * 1,8+0,05* | 0,41+0,01* | 3,8820,26" | 98,0+32,5 1,26+0,12
H HS 2673 % # 1,8£0,03% | 2,554£0,14 % #| 9,90 0,93 # | 32,5£0,5%#| 1,01£0,06

Peso corporal (PC, g); peso renal (PR, g); ingesta de sodio (Ing Na+, mEq/dia/100gPC), diuresis (V; ml/dia/100gPC);
aldosterona plasmdtica (Aldo, pg/ml); cociente Excrecién (Exc)/Ingesta (Ing) de sodio por 100g de PC. Los valores se

expresan como media+ESM y corresponden a un 7 de al menos 6 ratas por grupo. NS: sodio normal, HS: sodio elevado.

Los simbolos denotan * p<0,05 entre sexos; # p<0,05 entre dietas.

yeron de peso (Tabla 1).

Los machos tienen mayor peso renal que las
hembras y esto no cambié con la ingesta hiper-
sédica (Tabla 1). A semejanza de otras descrip-
ciones, observamos que los machos tienen una
PAM mayor que las hembras con dietas normo-
o hipersédicas. La ingesta hipersédica no incre-
ment6 la PAM. (Figura 1)

Figura 1. Presién Arterial Media (PAM). Las
barras negras representan a las ratas machos (M) y
las barras blancas a las hembras (H) con al menos
5 ratas por grupo. Los valores se muestran como
mediazEEM. NS: sodio normal, HS: sodio eleva-

do. Los simbolos denotan * p<0,05 entre sexos.
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En tanto diferencias de género, las hembras
ingieren mds sodio que los machos, ya sea con
ingesta normo- o hipersédica (p<0,05) (Tabla

1). Las hembras excretan mds sodio que los
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machos, independientemente del contenido de
sodio en la dieta (Figura 2). Una respuesta simi-
lar se observa con la diuresis. (Tabla 1)

Figura 2: Excrecién diaria de sodio (UNa+V).
Las barras negras representan a las ratas machos
(M) y las barras blancas a las hembras (H) con al
menos 5 ratas por grupo. Los valores se muestran
como mediatEEM. NS: sodio normal, HS:
sodio elevado. Los simbolos denotan * p<0,05
entre sexos; # p<0,01 entre dietas.
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Para analizar la relacién entre el sodio ingeri-
do y su excrecién urinaria, se determiné el co-
ciente excrecién/ingesta de sodio corregido por
peso corporal. Como se aprecia en Tabla 1, el
valor de dicho cociente con dieta hipersédica es
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menor en machos que en hembras (p<0,05). La
figura 3 muestra la hemodinamia renal. El VFG
no fue diferente entre machos y hembras con dieta
normosddica. El VFG fue menor en hembras con
ingesta hipersédica comparado con el de machos
con ambas dietas (p<0,05, Figura 3A). El FPR
en machos aumenté cuando consumieron dieta
hipersédica (Figura 3B). La FF fue mayor en
machos que en hembras con dieta normosédica
(p<0,05) y disminuy6 en machos con dieta hiper-
sédica vs normosddica. (Figura 3C)

Figura 3: Hemodinamia renal. A. Volumen de
filerado glomerular (VEG), B. Flujo plasmdtico
renal (FPR) y C. Fraccién filtrada (FF). Las barras
negras representan a las ratas machos (M) y las
barras blancas a las hembras (H) con al menos
5 ratas por grupo. Los valores se muestran como
media+tEMM. NS: sodio normal, HS: sodio
elevado. Los simbolos denotan en A. # p<0,05 H
HS vs M NS y HS, en B. # p<0,01 M HS vs M
NSyHHS y C* p<0,05 HNSy HS vs M NS y
# p<0,05 M NS vs M HS.
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La expresién de t-NKA y d-NKA se mues-
tra en las figuras 4 y 5, respectivamente. En la
corteza renal no se observé diferencia signifi-
cativa en la expresién de t-NKA entre hembras
y machos (Figura 4A), mientras que en médu-
la renal fue mayor en machos (Figura 4B).
Ademis, la expresién de t-NKA disminuye con
la ingesta de dieta hipersédica en las hembras
(Figura 4B).

En corteza renal, el estado de defosforilacién
de la Ser 23 de la subunidad a-1 de la NKA
mostré diferencias de género con la dieta hiper-
sédica. Cuando las hembras consumen dieta
hipersédica, la d-NKA disminuye (p<0,05,
Figura 5A). En cambio, la ingesta hipersédica
en los machos no modifica d-NKA. En médula
renal, la ingesta hipersddica redujo la d-NKA
en machos y hembras aunque siempre fue mayor
en machos. (Figura 5B)

Los niveles de ARNm del gen A#plal
mostraron diferencias de sexo sin cambios por
la ingesta hipersédica. En médula renal, las
ratas machos tienen mayores niveles que las
hembras. (Figura 6)

La expresién renal de CYP 4A, como se
muestra en la figura 7, fue mayor en machos
con ingesta normosddica que en hembras. Al
aumentar la ingesta de sodio, la expresién de
CYP4A aumenté s6lo en hembras (p< 0.01).

La Figura 8 muestra la expresién del NCC
y el NKCC2. Respecto al NCC, los machos
tienen mayor expresién que las hembras en
ambas dietas. Durante la ingesta hipersédica la
expresion del NCC disminuyé en hembras y no
cambié en machos. (Figura 8 A)

El cotransportador NKCC2 mostré un
marcado descenso de su expresién con ingesta
hipersédica en las ratas hembras mientras que
aument6 en los machos. (Figura 8 B)

La aldosterona plasmdtica en dieta
normosédica no fue diferente entre machos y
hembras, pero disminuyé en ambos con ingesta
hipersédica. El descenso por la ingesta hiper-
sédica fue mds marcado en machos que en

hembras. (Tabla 1)
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Figura 4. Expresién de subunidad o-1 total de Na‘, K*-ATPasa (-NKA). A. Corteza y B. Médula
renal. Las barras negras representan a las ratas machos (M) y las barras blancas a las hembras (H) con
al menos 4 ratas por grupo. Los valores se muestran como mediatEMM. NS: sodio normal, HS: sodio
elevado. Debajo de cada grifico de barras se muestran las bandas representativas de Western-Blots de
NKA total y Beta Actina utilizada como control de carga proteica. Los simbolos denotan * p<0,05 vs
sexo y # p<0,05 vs dieta.
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Figura 5. Expresién de subunidad a-1 defosforilada en Ser 23 de Na+, K+-ATPasa (d-NKA)
como cociente d-NKA/t-NKA en unidades de densidad 6ptica (UD). A. Corteza y B. Médula

renal. Las barras negras representan a las ratas machos (M) y las barras blancas a las hembras (H)

t-NKA Cor 100 kDa®»
B-Actina 40 kDa »

con al menos 4 ratas por grupo. Los valores se muestran como mediatEMM. NS: sodio normal,
HS: sodio elevado. Debajo de cada gréfico de barras se muestran las bandas representativas de
Western-Blots de NKA defosforilada y NKA total (-NKA). Los simbolos denotan * p<0,05 vs sexo
y # p<0,05 vs dieta.
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Figura 6: Expresién genémica de o-1 Na+, K+-ATPasa renal (Atplal) por PCR en tiempo real,
representada como cociente de los niveles de ARNm de Atplal y de Beta Actina. A. Corteza renal y B.
Médula renal. Las barras negras representan a las ratas machos (M) y las barras blancas a las hembras
(H) con al menos 4 ratas por grupo. Los valores se muestran como mediatEMM. NS: sodio normal,
HS: sodio elevado. El simbolo denota * p<0,05 entre sexos.

A. Corteza Renal

45
4,0
= 3,5
=
g 30
<
& 25
=20
«
AR
<10
0.5
0,0
NS | HS NS | HS
M H

Figura 7. Expresién del citocromo 450 4 A
(Cyp4A) en homogenatos renales expresada
como cociente Cyp4A/Beta —Actina en
unidades de densidad déptica. Las barras negras
representan a las ratas machos (M) y las barras
blancas a las hembras (H) con al menos 4
ratas por grupo. Los valores se muestran como
mediatEMM. NS: sodio normal, HS: sodio
elevado. Debajo de cada gréfico de barras se
muestran las bandas representativas de Western-
Blots de Cyp4A y Beta Actina utilizada como
control de carga proteica. Los simbolos por
sobre las barras denotan * p<0,05 entre sexos y
# p<0,05 entre dietas.
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Figura 8. A. Expresién del cotransportador Na-
Cl sensible a tiazidas (NCC) en corteza renal. B.
Expresién del cotransportador Na-K-2Cl sensi
ble a furosemida y bumetanida (NKCC2) en mé
dula renal. Ambos expresados como cociente
con Beta Actina en unidades de densidad 6pti-
ca. Las barras negras representan a las ratas ma
chos (M) y las barras blancas a las hembras (H) con
al menos 4 ratas por grupo. Los valores se mues-
tran como mediatEMM. NS: sodio normal, HS:
sodio elevado. Debajo de cada grafico de barras se
muestran las bandas representativas de Western-
Blots de NCC, NKCC2 y Beta Actina utilizada
como control de carga proteica. Los simbolos de-
notan® p<0,05 entre sexos y # p<0,05 entre dietas.
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DISCUSION

En el presente trabajo se describe que en
animales con ingesta normosddica, los niveles
basales de PAM son mis altos, aunque normales,
en machos que en hembras, hallazgo simi-
lar a los reportados por otros grupos.®*¥ Por
consiguiente, la diferencia en la PAM es una
caracteristica asociada al sexo. Esta diferencia se
mantiene cuando las ratas consumen una dieta
mds alta en sodio. Ni machos ni hembras elevan
la PAM de manera anormal cuando ingieren
dieta alta en sodio (Figura 1). Ambos desarro-
llan mecanismos homeostiticos adecuados para
evitar el aumento de la PAM. Sin embargo, al
analizar el manejo del balance del sodio resul-
ta ser muy diferente (Figura 2 y Tabla 1). Las
hembras excretan mds sodio que los machos en
ambas dietas, pero también ingieren mds sodio.
Si se analiza el balance de sodio como cociente
entre excrecién/ingesta, se observa que los machos
con dieta hipersddica tienen un cociente menor
que el resto de los grupos. Esto indica que ingie-
ren menos sodio pero también lo excretan en
menor cantidad, o mds lentamente, con relacién
a lo ingerido. Las hembras con dieta hipersddica
ingieren mds sodio y alcanzan un balance m4s
eficiente, ya que el cociente excrecién/ingesta se
acerca a 1. Con ingesta normosédica no hay dife-
rencias en los cocientes entre machos y hembras.

Aunque los machos con dieta hipersédica
presentan esta disminucién en la excrecién de
sodio, tampoco elevan la PAM. Probablemente
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utilicen mecanismos adaptativos de regulacién
del volumen del liquido extracelular® o del sodio
subcutdneo® que evitan su incremento. En esto
adquiere importancia el descenso marcado de la
aldosterona en machos con ingesta hipersédica.

Asi como se aprecian estas diferencias en las
variables descriptas, también la respuesta renal,
tanto hemodindmica como los cambios en la
expresiéon de los transportadores de sodio, son
diferentes entre sexos en condiciones de ingesta
normosddica y se acenttan al ingerir dieta hiper-
s6dica. Los machos, al ingerir hipersédica aumen-
tan el FPR, el VFG no cambia y, por lo tanto,
disminuye la FF. Estos cambios en la perfusiéon
renal pueden afectar la reabsorcién de sodio. El
aumento del FPR con disminucién de la FF puede
modificar los factores fisicos peritubulares post-
glomerulares, presion hidrostdtica (Ph) y presién
coloidooncética ([]) en favor de una mayor Phy,
por lo tanto, disminuir la reabsorcién de sodio
en los segmentos proximales del nefrén.*® En
las hembras con ingesta hipersddica se observa
una disminucién moderada del VFG, el FPR no
cambia y la FF disminuye menos que en el macho,
lo que probablemente influya escasamente sobre la
Phy la T en la reabsorcién de sodio. Otros grupos
reportaron que el VEG es menor en hembras
que en machos®” y que esto serfa secundario a
la menor reabsorcién proximal en hembras. Por
lo tanto el volumen de filtrado remanente que
alcanza la mdcula densa aumenta y esto reduce el
didmetro de la arteriola aferente.!"?*

La expresién de los transportadores y media
dores de la reabsorcién tubular de sodio es dife-
rente entre machos y hembras en condiciones de
dieta normosédica y la carga de sodio magnificé
esas diferencias.

La expresién de +NKA y d-NKA es mayor
en médula renal de machos que en hembras con
ingesta normosédica (Figuras 4 y 5). En corteza,
en cambio, no se hallaron diferencias entre sexos
en la tNKA. Al aumentar la carga de sodio de la
ingesta, no se observaron cambios en la +-NKA
de corteza de machos y hembras. Tampoco en
médula de machos, mientras que su expresién
disminuy6 en médula de hembras con dieta
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hipersédica. Al evaluar la capacidad de fosfori-
lacién, por lo tanto de inhibicién de la funcién
de NKA, las hembras con ingesta hipersédica
fueron capaces de fosforilar la d-NKA en corte-
za y en médula renal. En cambio, la respuesta
a la ingesta hipersddica en machos es menor y
solo se apreci6 una disminucién de la d-NKA en
médula renal.

La expresion del gen de la NKA no cambié
con las diferentes dietas, descartando que los
cambios en la expresion de NKA secundarios
al cambio en la ingesta de sodio sean de origen
genémico, aunque si concuerda con la mayor
expresion de NKA total en médula renal de los
machos. Los machos, independientemente del
sodio, tienen mayor expresién que las hembras en
médula renal, lo que constituye una caracteristica
de diferencia de sexo. Los cambios en la NKA son
post-traduccionales y se vinculan a mecanismos
regulatorios de la proteina. Uno de los mecanis-
mos que disminuye la reabsorcién de sodio en
el rifdn es la fosforilacién/defosforilacion de la
subunidad al de la NKA, en el residuo Ser23.
La fosforilacién de la NKA inhibe a la enzima
y promueve una mayor excrecién de sodio. Y la
defosforilacién causa el efecto opuesto.?*?

Nuestros hallazgos en la NKA concuerdan
con los de otros grupos, en donde no encontraron
diferencias en la expresién de NKA a-1 entre
dieta normosédica y hipersédica en homogena-
tos o en superficie de membrana renal de ratones
macho."” Sin embargo, otros investigadores
tampoco refieren diferencias en la expresion de
NKA en corteza y médula de machos y hembras.
11 Esta aparente discrepancia puede deberse al
uso de diferente cepa de rata y/o en la edad de
las mismas.

Los cambios en la expresion de NKA de
médula renal en hembras con dieta hipersédica
pueden relacionarse con la disminucién de la
aldosterona actuando sobre los conductos colec-
tores. La aldosterona tiene efectos gendémicos y no
genémicos en los segmentos distales del nefrén
sensibles a la hormona,*” alli regula la expre-

sion de la subunidad o-1 de NKA.®? Previa-

mente describimos que la ingesta hipersédica en
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hembras causa un aumento en la fosforilacién de
la NKA en corteza y médula renal''® vincu-
lado a la fosforilacién por efecto de la dopamina
renal, que aumenta con ingesta hipersédica."?
La escasa respuesta en machos contrasta con lo
observado en hembras, lo que podria presupon-
er que la NKA de machos no cambia su estado
de fosforilacién o lo hace escasamente, como
lo observado en médula. Pero en experimentos
ex vivo la NKA de machos en segmentos proxi-
males del nefrén cambia su fosforilacién al variar
el sodio intracelular® o en asa de Henle luego
del tratamiento con dopamina®?" o en conduc-
to colector tratado con hormona antidiurética.®?

Parte de esta regulacién diferencial entre
machos y hembras puede vincularse con la
expresién del CYP450 4A, un citocromo con
buenos niveles de expresién en tejido renal.’?
Un producto de la actividad del CYP4A es el
20-HETE. El 20-HETE estimula la protein-
kinasa C que fosforila e inhibe a la NKA.G"3
Como se muestra en este trabajo y en anteri-
ores!'¥, el CYP4A aumenta en hembras con
ingesta hipersédica. En cambio, su expresion en
machos con dieta normosédica es mayor que en
hembras y se modifica al cambiar a ingesta hiper-
sédica. Esto explicaria la escasa fosforilacién de
NKA en machos y, contrariamente, el cambio
significativo en hembras.

La expresion de los cotransportadores NCC
y NKCC2 fue diferente en machos y hembras.
La expresién de NCC fue mayor en machos que
en hembras con dieta normosddica y, al aumen-
tar la ingesta, no se observaron cambios en los
machos mientras que disminuyé en hembras.
El NCC, sensible a tiazidas, se localiza en la
membrana apical del tdbulo distal, reabsorbe el
7% del sodio filtrado y es estimulado por aldo-
sterona.”'” Algunos trabajos refieren que el
NCC disminuye con hipersddica en machos"”
pero otros muestran que no presenta cambios®?
como en el presente trabajo. Si bien no podemos
descartar una reubicacién de la membrana al
citosol, que se asocia a natriuresis''?, la respuesta
difiere entre machos y hembras, representando

una diferencia de sexo. EIl NCC es regulado por
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la aldosterona,” por lo que nuestros resultados
indicarfan una mayor sensibilidad a su efecto en
las hembras con dieta hipersédica.

El NKCC2 tuvo una disminucién marcada
en las hembras con dieta hipersédica. En machos
no mostré variaciones entre dietas. El NKCC2
se expresa en la membrana apical del asa gruesa
de Henle y reabsorbe el 25-30% del sodio filtra-
do. Lo observado en hembras con ingesta hiper-
sédica es un cambio notable en cuanto al efecto
natriurético. El NKCC2 es inhibido por furose-
mida y bumetanida y tiene diferentes mecanis-
mos de regulacién.®>3% Uno de los principales
compromete al 20-HETE, que disminuye la
expresién y actividad el NKCC2.9” Relaciona-
ndo la expresién del NKCC2 vy la fosforilacién
de la NKA, si se toma como paso previo a la
sintesis del 20-HETE el aumento en la expre-
sién del CYP4A, esto podria explicar la ausen-
cia de cambios en el NKCC2 con dieta hiper-
sédica en machos y su marcada disminucién en
hembras. Este perfil es andlogo al observado en
el estado de fosforilacién de NKA entre machos
y hembras, lo que sugerirfa un mecanismo de
regulacién similar.

En resumen, las ratas normotensas logran
adecuar su respuesta homeostdtica ante el incre-
mento en la ingesta de sodio, esto se evidencia
al no alterar la PAM, pero lo hacen por medio
de mecanismos diferentes segtn el sexo. En los
machos los mecanismos involucran una menor
ingesta de sodio, modificacién de la hemodin-
amia intrarrenal con aumento de FPR, fosfori-
lacién de NKA en médula y mayor descenso de
la aldosterona plasmadtica.

Las hembras muestran cambios en todos
los trasportadores estudiados, en linea con
una reduccién en la reabsorcién de sodio. Por
lo ocurrido con los transportadores de sodio
sensibles a aldosterona y el menor cambio de la
hormona, se especula que las hembras son mds
sensibles al descenso en sus niveles plasmdticos.
De acuerdo a lo publicado, este podria ser un
efecto un efecto vinculado particularmente a los
estrégenos. ¥

El sexo condiciona la presién arterial y el
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balance de sodio, disminuyendo su reabsorcién
en hembras y aumentando el FPR en machos.
Esto sugiere posibilidades de estudio diferen-
ciales seguin sexo en trastornos del metabolismo

del sodio.
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