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Resumen

El estrés se ha relacionado con el desarrollo de diversas patologias como obesidad, diabetes
mellitus e hipertension. Recientemente el estrés cronico se ha relacionado con la enfermedad
renal. En humanos el estrés cronico provoca una transicion rapida por los estadios de la
enfermedad renal hasta llegar a la falla renal. En modelos animales, el estrés cronico por
restriccion de movimiento en ratas jovenes provoca reduccion del peso y volumen renal, mayor
relacion cortico medular, menor volumen, menor cantidad de corpusculos, dafio tubular, mayor
expresion de la acuaporina 2 e hiperaldosteronismo. Se desconoce si aumenta la concentracion
de corticosterona con un modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento. Las ratas en
un tiempo de 15 a 30 dias pueden adaptarse a este tipo de estrés. En las ratas adultas se ha
descrito que el estrés cronico por restriccion de movimiento provoca reduccion en el nimero de
corpusculos y menor volumen glomerular. Por lo anterior, las ratas jovenes tienen mayor
cantidad de alteraciones en comparacion con los adultos. Sin embargo, hay escasa informacion
acerca de quién es el mas afectado si los jovenes o los adultos. También no sabemos cémo el
estrés cronico afecta al rifidén con la presencia de ambas hormonas. Por lo anterior, el objetivo
de este trabajo es comparar los efectos de la aldosterona y corticosterona inducidas por estrés
cronico variable en la estructura y funcion renal de ratas macho jovenes y adultos. Para lograr
nuestro objetivo formamos un grupo de ratas jovenes y un grupo de ratas adultas. Para las ratas
jovenes formamos tres subgrupos: ratas macho jovenes sin estrés cronico variable durante todo
el experimento (Control, n= 7-8), ratas macho jovenes sometidas a estrés cronico variable
durante las tltimas 2 semanas del segundo mes (JE2, n=8), ratas macho joévenes sometidas a
estrés cronico variable durante 4 semanas del segundo mes (JE4, n=7-8). Para los adultos se
formaron 3 subgrupos de ratas adultas: ratas macho adultas sin estrés cronico variable durante
todo el experimento (Control, n= 7-8), ratas macho adultos sometidos a estrés cronico variable
durante las ultimas 2 semanas del tercer mes (AE2, n=8), ratas macho adultas sometidas a estrés
cronico variable durante 4 semanas del tercer mes (AE4, n=8). El modelo de estrés cronico
variable consiste en implementar un estimulo estresante cada dia sin repeticiones durante una
semana con diferentes horarios. Al finalizar la aplicacion del estrés cronico variable se recolectod
orina de 12 horas previas al sacrificio para medir creatinina y sodio urinario. Después las ratas

se sometieron a anestesia y fueron decapitadas para obtener sangre del tronco separar el suero



para determinar creatinina, aldosterona y corticosterona. Se extrajo el rifion derecho para
realizar la histomorfometria e identificar fibrosis e inflamacion renal. El rifion izquierdo se uso6
para determinar la cantidad de triglicéridos y estrés oxidativo renal. Observamos en ratas
jovenes con 4 semanas de estrés cronico variable (JE4) provoca daio tubular,
glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial, inflamacion renal, hiperaldosteronismo y no se
incremento la concentracion de corticosterona sérica. Estos hallazgos indican que son efectos
tardios del estrés cronico variable ya que no observamos cambios en ratas jovenes con estrés
cronico variable de 2 semanas (JE2). En los adultos sometidos a estrés cronico variable durante
2 semanas (AE2) observamos dafio tubular, fibrosis tubulointersticial, mayor acumulacion de
coladgeno en los glomérulos renales, mayo acumulacion de triglicérido renales y estrés oxidativo.
Los resultados en ratas adultas muestran efectos tempranos del estrés cronico variable ya que se
observaron menos cambios en ratas adultas con estrés cronico variable de 4 semanas (AE4). En
conclusion, el estrés cronico variable provoca hiperaldosteronismo, pero no incremento6 la
concentracion de corticosterona sérica. El dafio renal es mds severo en ratas jovenes que en
adultas. Las ratas adultas tienen capacidad de adaptarse al estrés y recuperarse del dafio que
provoca el estrés cronico variable. El dafio que se produce en ratas jovenes es de forma tardia
mediante la accion de la aldosterona e inflamacion renal. Mientras que en los adultos el dafio
renal se presenta de forma temprana mediado por el estrés oxidativo. En ambos grupos, el estrés
cronico variable se vuelve un factor de riesgo silente ante el desarrollo de la enfermedad renal

cronica.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura renal

El rifién de la rata es un o6rgano de color marron rojizo, el rindén derecho es mas coronal
que el riidn izquierdo. El rifidn esta rodeado por una capsula fibrosa que lo mantiene en su
lugar, en el centro lateral se encuentra el hilio renal por donde ingresan una arteria, una vena
renal y salen los uréteres. En la estructura interna del rifidon se localizan la corteza, médula y
papila renal. La médula renal se divide en externa e interna. La médula renal externa se divide
en una linea medular externa y en una linea medular interna (Seely y cols. 2018). La unidad
anatomofuncional del rifién es la nefrona, hay aproximadamente de 30 a 35 mil nefronas en
el rindn de una rata adulta. Las nefronas se clasifican, con base en su localizacion dentro de
la corteza, en superficiales, corticales medias y yuxtamedulares. También se clasifican en
nefronas con asa de Henle corta y larga. El asa de Henle corta se interna en la médula renal
externa hasta la linea medular interna y posteriormente retornan con direccion a la corteza
renal. El asa de Henle larga alcanza lo profundo de la médula interna y retorna a la corteza
renal (Seely y cols. 2018). La nefrona estd formada por un corptisculo renal y una red tubular.
La red tubular se conforma por el tibulo contorneado proximal (porcién contorneada y
porcion recta), asa de Henle (porcion descendente y ascendente) y tibulo contorneado distal.
El corpusculo renal esta formado por la cédpsula de Bowman que rodea al glomérulo renal
(capilares glomerulares), entre la cépsula de Bowman y los capilares glomerulares se
encuentra el espacio capsular. La sangre ingresa a los capilares glomerulares por la arteriola
aferente y sale por la arteriola eferente. El tubulo contorneado proximal se encuentra continuo
al corpusculo renal, estd formado por un epitelio cibico simple con microvellosidades en la
membrana apical. Este tabulo tiene diferentes segmentos llamadas P1, P2 y P3. La fraccion
P1y P2 se encuentran en la corteza renal, mientras que la region P3 se encuentra en la linea
externa de la médula renal externa (Christensen y cols. 2014). El asa de Henle contiene una
parte descendente delgada (formada por epitelio plano simple) y una ascendente gruesa
(epitelio cilindrico bajo). El tubulo contorneado distal se encuentra en la corteza renal esta
formado por epitelio cubico simple sin borden cepillo, esto es lo que lo diferencia del tibulo
contorneado proximal. La estructura tubular de la nefrona se conecta a los tubulos colectores,

conformados por células principales e intercaladas (epitelio cilindrico simple) mediante una



estructura tubular llamada tubulo conector que es continuo al tubulo contorneado distal. Un
tubulo colector drena aproximadamente a 6 nefronas, estos tubulos se dirigen a la papila renal
donde convergen en los conductos papilares, aproximadamente 20 conductos papilares

convergen en la papila renal y desembocan en la pelvis renal (Seely y cols. 2018).

1.2 Fisiologia renal

El rifién es un 6rgano que tiene multiples funciones en el organismo, una de ellas es
eliminar las sustancias de desecho que se generan por el metabolismo celular. La nefrona
lleva a cabo esta funciéon mediante tres mecanismos: filtracion, reabsorcion y secrecion
tubular. La filtracion renal se lleva a cabo en el corpusculo renal, especificamente en los
capilares corpusculares. Estos capilares tienen tres membranas que permiten la filtracién
selectiva del plasma sanguineo y sus componentes. La primera es la membrana epitelial con
poro de filtracion, la segunda es la membrana basal del glomérulo y la tercera es la membrana
con hendiduras de filtracion entre los pedicelos de los podocitos. Para que la filtracion sea
efectiva, se requiere mantener una diferencia de presiones entre la luz de los capilares
glomerulares de los corpusculos y el espacio capsular (Ogobuiro y Tuma 2019). La
reabsorcion tubular consiste en regresar selectivamente a la circulacion los compuestos
filtrados en el corpusculo. Las células tubulares se encargan de reabsorber dichos compuestos
hacia en intersticio y después hacia los capilares peritubulares. La secrecion se realiza en los
tabulos renales con direccion contraria a la reabsorcidon, es decir, de los capilares
peritubulares a la luz del tubulo renal, mediante mecanismos de transporte celular (Ogobuiro
y Tuma 2019). Las funciones mencionadas anteriormente son controladas por factores, tanto
fisicos como quimicos, que mantienen la homeostasis del riiién. La aldosterona controla la
homeostasis del sodio, potasio y la presion arterial; mientras que, la resistencia periférica
mantiene la diferencia de presion entre el corptsculo y el espacio capsular. La angiotensina

controla la velocidad de filtracion en el corpusculo renal, entre otros (Zeidel y cols. 2014).



1.3 Desarrollo embrionario del rifion

En los mamiferos, el desarrollo del rifion involucra tres estadios: pronefros, mesonefros
y metanefros. Los estadios pronefros y mesonefros son transitorias del desarrollo renal, hasta
su diferenciacion adulta como metanefros. El rifion deriva del mesodermo intermedio, por la
interaccion del conducto epitelial de Wolff' y el mesénquima metanéfrico. La yema ureteral
invade a la mesénquima renal y comienza a ramificarse e induce la nefrogénesis. La
transicion de mesénquima a epitelio y la induccion de la morfogénesis forman las nefronas
(Pietild y Vainio 2014).

En la rata, el pronefros es un conjunto de conductos que aparecen en el dia 11 de
gestacion. Los conductos se dirigen en direccion caudal y desembocan en la cloaca. Cuando
los conductos caudales se desarrollan se pierden los conductos cervicales. Este arreglo atn
no es funcional en animales superiores, pero es la base para formar el conducto de Wolft.
Este es la base donde se inducira el desarrollo del mesonefros (Zweyer 2010). El mesonefros
se forma en el dia 12 de gestacion. En esta fase, el conducto de Wolff se alarga hacia abajo
para unirse con el seno urogenital. El seno urogenital se diferencia en la vejiga urinaria y un
diverticulo fuera del conducto de Wolff se transforma en la yema ureteral. Finalmente, el
metanefros aparece cuando el mesonefros retrocede y la yema ureteral se ramifica dentro del
blastema metanefrogénico (también llamado masa metanéfrica del mesodermo intermedio).
Cada ramificacion representa una nefrona, por lo que la yema ureteral tiene un papel
importante para la morfogénesis, la formacion del nimero total de nefronas, la formacion de
estructuras como los conductos colectores, pelvis renal y uréteres (Seely 2017). En resumen,
se pueden distinguir tres procesos en el desarrollo del metanefros. El primero es el
establecimiento del blastema metanefrogénico, el segundo es la ramificacion de la yema
ureteral y por ultimo la transformacion del blastema metanéfrico en células renales y

diferenciacion tubular (Zweyer 2010).



1.4 Nefrogénesis

Durante el desarrollo del metanefros, la formacion del rindn consta de dos estructuras:
el blastema metanefrogénico y la yema ureteral. La nefrogénesis se induce por el factor
neurotrofico derivado de la glia, producido por la mesénquima metanéfrico. Este factor
induce el crecimiento de la yema ureteral. Tras el incremento de este factor neurotrdfico, se
forma una capucha de células denominado blastema metanefrogénico en la punta de la yema
ureteral (Seely 2017). La yema ureteral se ramifica en direccion cefalica, dentro del blastema
metanefrogénico para originar los uréteres, pelvis renal, calices y tabulos colectores. El
blastema metanefrogénico forma pequefias vesiculas en forma de coma y después de S.
Posteriormente, esta estructura comienza a epitelizarse y alargarse para dar lugar a la
formacion de los tabulos primitivos de la nefrona. En la punta de la estructura en forma de S
se hace una dilatacion que dard lugar a la capsula de Bowman. Més tarde, ésta estructura sera
vascularizada por prolongaciones de la aorta media para formar el glomérulo. Al mismo
tiempo, un grupo de células viscerales y epiteliales tienen contacto entre si para formar la
barrera de filtracion, de lo que sera el corpusculo maduro. Finalmente, un grupo de células
derivadas del blastema metanefrogénico quedan intactas, sin epitelizacion, que daran lugar a
las células intersticiales y vasculares. La nefrogénesis continua y culmina hasta los dia 11—
15 después del nacimiento de la rata (Seely 2017).

En el blastema metanéfrico ocurre la transicion de mesénquima a epitelio para la
nefrogénesis temprana. La transformacion a células epiteliales ocurre bajo el control de
diferentes familias de genes y otras moléculas reguladoras. En estadios tempranos de la
organogénesis renal, el control es generado por diferentes genes como son el WT-1, Pax-2,
Wnt-4 y Bmp7. Estos son mediadores locales de sefializacion e interaccion entre la yema

ureteral y el blastema nefrogénico (Chai y cols. 2013).

1.5 Desarrollo posnatal del rifion

En los roedores, la capacidad fisiologica del rifién es inmadura cuando nacen. La
médula renal es la mas inmadura. En el dia 2 posnatal, se observa abundante intersticio y

algunos islotes de células tubulares. En el dia 7 posnatal, hay mayor organizacion de las



células intersticiales y los tiibulos tienen mayor tamano. Para el dia 28-30 posnatal, la médula
alcanza su desarrollo similar al de un adulto (Seely 2017). En el dia 10 posnatal, las nefronas
aun son inmaduras y sigue visible la vesicula ureteral de la que derivaron. En el dia 15
posnatal ya no se observa la vesicula ureteral y al destete en el dia 21 posnatal, la zona cortical
esta morfoldégicamente igual a la de un adulto. El tamano de la corteza incrementa
significativamente desde el dia 30 hasta el dia 70 de vida. El aumento del tamafio del rifion
es temporalmente diferente para cada zona renal. La corteza y la papila adquieren la
apariencia morfologica del rifion adulto antes que la médula. En consecuencia, la médula
permanece con mayor grado de inmadurez entre las zonas renales, durante un periodo

posnatal relativamente largo (El-Bestawy y cols. 2017).

1.6 Enfermedad renal cronica en pediatricos y adultos

La enfermedad renal cronica en nifios de 0 a 4 afos es de origen hereditario como
malformaciones congénitas del rifiién y tracto urinario. En nifios de 5 a 14 afios, las principales
causas son el sindrome nefrotico, enfermedades sistémicas, malformaciones congénitas del
rinon y del tracto urinario. En adolecentes de 15 a 19 afios, la enfermedad renal cronica afecta
principalmente al glomérulo. Las enfermedades congénitas y hereditarias son menos
frecuentes (Collins y cols. 2014). Las causas de la enfermedad renal crénica en adultos son
debido al padecimiento de enfermedades cronico-degenerativas. En México existe
informacion limitada de la epidemiologia de la enfermedad renal cronica en pediatricos. En
2009, reportaron un porcentaje de proteinuria de 16.1 % y hematuria de 17.5 % en una
poblacion menor de 18 afios del Estado de Jalisco (Koshy y cols. 2009). En el Estado de
Tlaxcala, se ha descrito una prevalencia de 4 casos por cada 100 habitantes pediatricos
(Ortega-Romero y cols. 2019). Estas prevalencias son altas en comparacion con prevalencia
europeas de la enfermedad renal crénica donde se reportan 55 — 60 por millon de habitantes
ajustado por edad (Becherucci y cols. 2016). Se ha iniciado una exploracion mas amplia de
los factores de riesgo relacionados con el ambiente que predisponen al desarrollo de la
enfermedad renal cronica en pediatricos (Becherucci y cols. 2016), debido a que en los nifios
que desarrollan enfermedad renal cronica terminal tienen un aumento de mortalidad entre 30

a 50 veces mas alto que la media general para toda la poblacion. Los nifios con enfermedad



renal cronica tienen mayor probabilidad de progresar a la terapia de remplazo renal durante
la adolescencia, porque el riesgo de progresion es de 14% en la primera década de vida. En
la segunda década de vida el riesgo aumenta a 51.8%. Lo anterior muestra que la sensibilidad
ante la progresion de la enfermedad renal cronica en pacientes pediatricos es mayor que en
la poblacion general (Kaspar y cols. 2016).

En adultos, la enfermedad renal cronica se considera un problema de salud publica en
el mundo. Las principales causas de enfermedad renal conica en la poblacién adulta son
diabetes mellitus tipo II e hipertension arterial. La prevalencia global de la enfermedad renal
cronica se estima en 13.4 % con variaciones en diferentes regiones del mundo (Hill y cols.
2016, Romagnani y cols. 2017). Ha sido reportado que la enfermedad renal cronica en
personas de 18 a 44 afios es de 6.0 %, mientras que en mayores de 65 afios es de 38.1 %.
También las tasas de mortalidad han incrementado principalmente en paises
subdesarrollados. En México, hasta el 2015, la mortalidad por enfermedad renal crénica
incrementd un 108 % desde 1990. En la poblacion adulta las tasas de mortalidad mas altas se
encuentran en las edades entre 45 — 75 afios (Torres-Toledano y cols. 2017). En personas
mayores de 45 afios, el incremento en la mortalidad indica que, la enfermedad renal cronica
avanza rapidamente a enfermedad renal terminal y la muerte (Benjamin y Lappin 2021). En
adultos, los principales factores de riesgo que promueven la progresion de la enfermedad
renal cronica son hipertension, proteinuria y anemia. Otros factores de riesgo reportados son
hiperuricemia, exposicion a metales pesados, hiperlipidemias, acidosis metabolica, estrés
oxidativo y desorden del metabolismo mineral, sin embargo, se requiere mayor investigacion
para clarificar estos factores (Staples y Wong 2010). La enfermedad renal crdonica esta
definida por el dafio renal y/o la disminucion de la filtracion renal persistente (Romagnani y
cols. 2017). La valoracion del dafo renal se realiza mediante la medicién de marcadores de
dafio renal como la albuminuria, anormalidades electroliticas por desérdenes tubulares o
anormalidades estructurales detectadas por histologia o imagenologia, que persistan por mas
de 3 meses. La proteinuria en pacientes con enfermedad renal crénica es un indicador
eficiente de dafio renal. Este es un factor de riesgo para la progresion de la enfermedad renal
cronica (Bakkum y cols. 2019).

Las causas principales de la enfermedad renal cronica son distintas para jovenes y

adultos. La presencia de factores de riesgo para desarrollar enfermedad renal crénica, pueden



estar presentes desde edades muy tempranas. Ademas, el estilo de vida durante la infancia 'y
adolescencia pueden precipitar, de forma rapida, el desarrollo de la enfermedad renal. La
programacion temprana del desarrollo renal y de la enfermedad renal cronica estan
influenciados en edades tempranas del desarrollo por algunos factores maternos (consumo
de alcohol, insuficiencia uteroplacentaria, hipertension materna, exposicion a
glucocorticoides, uso de drogas y diabetes gestacional), fetales (alteracion en el sistema
renina angiotensina aldosterona, alteracion de los transportadores de sodio, actividad
simpatética alterada, y sensibilidad a corticoides (Tain y Hsu 2017) y posnatales tempranos
(Bajo peso al nacer, nacimiento pretérmino, desnutricion, obesidad infantil, diabetes mellitus
tipo I, deficiencia de vitamina A) (Puddu y cols. 2009). En la adolescencia también
encontramos factores de riesgo que predisponen al individuo a mayor riesgo de desarrollar
enfermedad renal cronica como hipertension, sobrepeso, obesidad, dislipidemias, dieta y
actividad fisica (Stern-Zimmer y cols. 2021). Por otro lado, los principales factores de riesgo
en la adultez son padecer obesidad, diabetes mellitus tipo II, hipertension, ascendencia
afroamericana, pertenecer a un estrato socioecondmico bajo entre otros. La exposicion a estos
efectos adversos aumenta el riesgo de desarrollar enfermedad renal cronica en la adultez
(Correia-Costa y cols. 2019). Existe informacion limitada que explique si los nifios tienen
mayo susceptibilidad al dafio renal que los adultos. A este respecto, se sabe que los pacientes
pediatricos expuestos a factores adversos en etapas tempranas del desarrollo pueden tener
mayor susceptibilidad de enfermedad renal, por ejemplo, el bajo peso al nacer disminuye el
nimero de nefronas en el rifion, lo que contribuye a la hiperfiltracion glomerular, proteinuria

y enfermedad renal cronica (Stern-Zimmer y cols. 2021).

1.7 Estrés cronico en pediatricos y adultos

El estrés no se considera como un estado patologico, por lo tanto, no es posible contar
con la epidemiologia. Mantener un constante estimulo estresante puede provocar efectos
deletéreos en la salud de los individuos. El estrés cronico es mantener un estimulo constante
sobre el eje hipotalamo pituitaria adrenal y el eje simpatico adreno-medular. Los principales
factores que promueven la estimulacion de estos ejes en pedidtricos son primero:

experiencias extremas como el abuso, negligencia y estresores mas prevalentes como la



pobreza, inseguridad alimentaria, violencia interpersonal, enfermedad mental parental,
racismo, discriminacién, estancias inestables en casas hogar y violencia social (Condon
2018). El estrés cronico provoca patologias como los desérdenes de ansiedad, el cual afecta
del 10 al 20 % de los nifios y es la psicopatologia infantil més prevalente. La ansiedad también
estd asociada con la depresion, abuso de substancias, interfiere con la conducta social y
funcién familiar. En adolescentes mexicanos de 12 a 17 afios se estima que el 40 % de ellos
padece alguna enfermedad mental. Los desérdenes de ansiedad son los mas reportados
(Gallegos y cols. 2012). Otro efecto estudiado desde hace muchos afios es la falla para crecer
en nifios que se encuentran en hogares con circunstancias estresantes severas (violencia,
abuso, disfuncionalidad familiar, etc.). Se observa que presentan disminucion de la hormona
del crecimiento e incremento del IGF-1(factor de crecimiento parecido a la insulina de tipo
I) con desarrollo de conducta de hiperfagia y polidipsia sin aumento de la talla o peso
corporal. Estos datos clinicos desaparecen cuando al nifio se remueve del hogar estresante,
reinicia su crecimiento y desarrollo (Mousikou y cols. 2021, Skuse y cols. 1996). Por lo tanto,
mantener un estado estresante en esta etapa de la vida podria considerarse como un efecto
adverso en una ventana critica del desarrollo y aumentar la susceptibilidad a padecer
enfermedades cronicas y afectando procesos neuroldgicos, inmunolédgicos, metabolicos,
modificando al sistema cardiovascular, respiratorio y antropometria de los pediatricos que
alcanzaran la edad adulta (Condon 2018).

Los eventos estresantes cronicos en los adultos son diversos dependiendo del ambiente
en donde se encuentren. Algunos de ellos son el abuso conyugal e infantil, historia de eventos
traumaticos pasados, ambientes laborales estresantes y migracion. El estrés en los adultos es
un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares (Satyjeet y cols. 2020), sindrome
metabolico (Kuo y cols. 2019) y deterioro de salud en general (Kaestner y cols. 2009). El
estrés esta asociado a trastornos de depresion y ansiedad. En México, los desérdenes de
ansiedad son los més prevalentes en los adultos. Después de éste, los desordenes afectivos y
de abuso de substancias son los problemas de salud mental (Gallegos y cols. 2012). En
México, los desordenes depresivos en hombres de 15 a 49 afios incrementaron la prevalencia
un desde 1990 (2.65 %) hasta el 2019 (3.11 %). Para los trastornos de ansiedad en el mismo
grupo se observo un incremento desde 1990 (2.59%) hasta 2019 (3.27%) (IHME 2019).



1.8 Eje hipotalamo hipdfisis adrenal y funcion renal

El eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal es conocido como el eje del estrés. La activacion
desencadena una serie de cambios fisiologicos y conductuales para recuperar la homeostasis.
El proceso inicia en las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo, que sintetizan la
hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y vasopresina (AVP). Estas neuronas se
proyectan hasta la eminencia media y liberan CRH y AVP al plexo portal hipofisiario. Estas
hormonas llegan a los corticotropos de la pituitaria anterior. La CRH se une a receptores de
tipo 1 de la hormona liberadora de la corticotropina (CRHR1), modificando la transcripcién
del gen de la proopiomelanocortina (POMC). La prohormona convertasa 1 escinde a POMC
en beta-lipotropina y la hormona adrenocorticétropa (ACTH). La CRH promueve la
liberacion de ACTH. La AVP actta sinérgicamente con CRH para estimular la liberacion de
ACTH, pero es insuficiente para estimular la liberacion por si misma (Gallo-Payet y cols.
2017).

En la glandula adrenal, la ACTH se une a receptores de la melanocortina 2 (MCR2),
estimulando especificamente la zona fasciculada y la zona de la glomerulosa en la glandula
adrenal. Ante este estimulo, se sintetiza corticosterona y aldosterona, respectivamente
(Gallo-Payet y cols. 2017). La principal accion de la aldosterona en el rifién es el control en
la excrecidn de potasio y reabsorcion de sodio (Katsu y Iguchi 2016, Niebylski y cols. 2012).
La aldosterona tiene como principal funcién mantener el balance hidrico y mineral del
organismo. La corticosterona tiene efectos intra renales: el incremento del flujo sanguineo
renal y de la tasa de filtrado glomerular, y promocion de la nutriuresis, kaliuresis, excrecion
acida renal y alcalosis. Esta tiene efectos extra renales: incrementa la presion arterial y

favorece la produccion de vasopresina y adrenalina (Hunter y cols. 2014).

1.9 Progresion del dafio renal

Existen diferentes causas para la enfermedad renal cronica, las mas prevalentes para
adultos son diabetes e hipertension (Torres-Toledano y cols. 2017). Para los nifios son las
malformaciones congénitas del rifidn y vias urinarias (Becherucciy cols. 2016). En un intento

por recuperar la funcidn renal, se activan mecanismos de reparacion. En los tiibulos del rifion



se lleva a cabo la activacion celular, inflamacion, sintesis de matriz extracelular y cambios
metabolicos en las células (Schnaper 2017). Alteraciones en la activacion celular puede
provocar una reaccion exagerada o paupérrima. Ante la mala adaptacion, las células tubulares
epiteliales provocan un panorama oxidativo, inflamatorio y fibrdtico. Este efecto es
progresivo, es decir, pueden alcanzar y activar a otras células epiteliales tubulares
provocando la pérdida de nefronas. La pérdida de nefronas provoca la disminucion de la tasa
de filtrado glomerular. Las nefronas remanentes deben aumentar la carga de trabajo mediante
la hiperfiltracion glomerular. Este es un mecanismo compensador que provoca dafio a las
membranas de filtracion corpuscular y a largo plazo, provoca dafio corpuscular progresivo
en las nefronas remanentes. La pérdida progresiva de nefronas provoca la disminucion de la
tasa de filtrado glomerular (Schnaper 2014). La hemodinamia en el rifion esta estrechamente
relacionada con la funcion de filtracion corpuscular. El incremento de la presion arterial tiene
influencia en el incremento de la filtracion del glomérulo renal causando proteinuria y la
presencia de fibrosis glomerular focal y segmentaria (Chagnac y cols. 2019). La activacion
del sistema renina angiotensina aldosterona cumple una funcion reguladora de la presion
arterial, principalmente, por aumento de la resistencia periférica, aumento de la reabsorcion
renal de sodio y un aumento del volumen circulante. La angiotensina y aldosterona
promueven el inicio de la inflamacion, estrés oxidativo y fibrosis renal (Yuan y cols. 2019).
La proteinuria es un marcador de dafio renal. De manera normal, la albimina y otras proteinas
grandes no atraviesan las membranas de filtracion en el corpusculo. La presencia de proteinas
en la orina es considerado como un indicador del dafio a dichas membranas (Machado y cols.
2012). La proteinuria promueve la inflamacion tubular, mediante el incremento de la
expresion de la proteina quimioatrayente de macrofago (MCP-1). Esta proteina es un inductor
del dafio tubular e inflamacién intersticial (Zoja y cols. 2014). Otro hecho importante en el
corpusculo renal es la pérdida de los podocitos que resulta en glomeruloesclerosis focal y
segmentaria. El dafio generado a los podocitos es progresivo y puede propagarse a otros
podocitos que en un inicio no fueron dafiados (Nagata 2016). Los podocitos producen
substancias parecidas a la heparina que inhibe la proliferacion de células mesangiales (Wang

y cols. 2014).
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2. ANTECEDENTES

1.10 Modelo de estrés cronico variable

El modelo de estrés cronico leve se ha usado para el estudio de la anhedonia durante la
conducta depresiva en ratas. Katz y colaboradores (1981) sentaron las bases para el desarrollo
de este modelo. Hoy en dia, el modelo es conocido con diferentes nombres como estrés
cronico variable, estrés cronico impredecible, estrés cronico leve impredecible, entre otros
(Willner 2017). Consiste en someter a los animales a condiciones estresantes leves e
impredecibles, para evitar que se adapten a las condiciones estresantes. Los protocolos
difieren en el tipo y duracion de los estimulos estresores (Frisbee y cols. 2015, Zeeni y cols.
2013). Se ha aplicado con mayor frecuencia en los estudios de la neurobiologia y medicina
tradicional. En general, el modelo es poco usado para comprender los efectos del estrés en
tejidos periféricos (Willner 2017), pero si para evidenciar cuadros inflamatorios, cambios
metabolicos e histologicos en la rata macho. La aplicacion de este modelo induce marcadores
inflamatorios del pancreas, higado y sistémicos, en la rata macho de 3 meses de edad durante
20, 40 y 60 dias (Lopez-Lopez y cols. 2016). Modifica indicadores séricos metabolicos y de
conducta alimentaria en ratas de 8 a 10 semanas de edad por tres meses (Zeeni y cols. 2013)
y en 5 semanas provoca inflamacion coldnica en ratas de 180 - 210 g (Wei y cols. 2019).
Algunos de los estimulos estresantes de estos trabajos incluyen: nado forzado en agua fria
con temperaturas que van desde 4°C hasta los 18 °C, nado forzado en agua caliente con
temperatura de 28°C, exposicion frio de 4°C y calor de 50°C, caja inclinada en 45°,
restriccion de alimento y agua que pueden ser desde 24h hasta 48h, derrota social, estrés ante
un depredador, choques eléctricos en las patas, restriccion del espacio en caja sucia y caja
limpia, cama mojada, sustitucion de la cama por agua, exposicion a periodos cortos de luz

durante el periodo oscuro, luz estroboscopica, entre otros (Zou y cols. 2019).
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1.11 Estrés cronico y daiio renal en la rata macho joven y adulta

Existe poca informacion en humanos que relacione directamente el estrés con el dafio
renal. El estrés se considera como un factor de riesgo para padecer otras enfermedades
cronicas. El estrés cronico percibido es un predictor a largo plazo del diagnostico de diabetes
(Novak y cols. 2013) y sindrome metabolico (Garbarino y Magnavita 2015). En un estudio
longitudinal en nifios con sindrome nefrdtico sensible a esteroides se ha mostrado que el
estrés psicolégico puede desencadenar proteinuria (Bakkum y cols. 2019).

Los modelos animales son importantes para estudiar los efectos del estrés cronico. En
la rata, los efectos del estrés cronico por restriccion de movimiento parece que estan
influenciado por la edad. En nuestro grupo de trabajo mostramos los efectos del estrés cronico
por restriccion de movimiento en ratas infantes de 7 semanas de edad. Disminuye el peso
renal, reduce el nimero de corpusculos totales en el rifidn, disminuye el porcentaje de
corpusculos grandes, provoca aumento de células mesangiales en glomérulos pequefio y
aumenta la matriz mesangial. Aunque, no parece tener efecto en la estructura tubular. La
funcion renal parece no afectarse ya que se reduce la concentracion de creatinina sérica y
aumenta la expresion de Acuaporina 2 (AQP-2), tanto en la médula como en la corteza
(Sanchez-Solis y cols. 2018). Otro grupo de investigacion aplicando el protocolo de
restriccion de movimiento durante 6 semanas en ratas infantes de 10 semanas de edad,
muestra efectos similares a nuestros hallazgos: se reduce el peso y el volumen renal, reduce
la cantidad y el volumen glomerular (Marchon y cols. 2018). En las ratas adultas sometidas
a estrés cronico por restriccion de movimiento durante 1 mes observamos que en los
corpusculos aumenta la pérdida de glomérulos renales, se disminuye el area del glomérulo,
corpusculo renal, aumenta el porcentaje de corpusculos que no tienen glomérulo. En cuanto
a los tubulos observamos que se reduce el area del tibulo contorneado proximal, ademas, la
estructura tubular se observa atrofiada con separacion de la membrana basal, presencia de
nucleos picnoticos y desaparece el epitelio tubular. También observamos que se disminuye
la expresion de AQP-2 y se aumenta la concentracion de aldosterona sérica (Sanchez-Solis y
cols. 2020). En las ratas adultas, el estrés cronico por restriccion de movimiento provoca la
disminucion en el nimero de glomérulos por rifion y volumen ocupado por los glomérulos

en la corteza renal (Marchon y cols. 2018). Existe poca informacion acerca de como el estrés
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provoca dafio renal en edades tempranas del desarrollo y/o en la vida adulta, ademas no se
han investigado los mecanismos por los que el estrés cronico provoca dafio renal. En nuestro
grupo de trabajo observamos que el estrés afecta de forma diferente a ratas infantes y ratas
jovenes, ademas hemos asociado la aldosterona con el estrés y el dafio al renal (Sanchez-
Solis y cols. 2020). A pesar de estos cambios, no observamos modificaciéon en la

concentracion de corticosterona sérica (Corona-Pérez y cols. 2017).

1.12 Efecto de la aldosterona y corticosterona en el dafio renal

Algunas funciones del rifidn estan reguladas por hormonas, por ejemplo, la regulacién
de la excrecion de agua y sodio. Para que el riiidon cumpla con esta funcion requiere de la
aldosterona. En modelos animales, la infusion de aldosterona en ratas machos adultas
provoca proteinuria, glomeruloesclerosis, inflamacion, fibrosis y dafio oxidativo (Bernardi y
cols. 2015, Martin-Ferndndez y cols. 2016). En cuanto a la estructura del rifién, la aldosterona
incrementa la masa del rifdn, aumenta el area tubular, drea glomerular y matriz mesangial
en un modelo de rata con uninefrectomia lateral (Bernardi y cols. 2015). En ratas deficientes
de oxido nitrico se ha reportado la importancia de la accion de la aldosterona para inducir
inflamacion y fibrosis. Por otro lado, los receptores a mineralocorticoides pueden ser
activados por glucocorticoides como la corticosterona. La enzima 11p -hidroxiesteroide
deshidrogenasa (11B-HSD) evita esta activacion de los receptores de mineralocorticoides por
la corticosterona, por lo que la aldosterona es atin mas activa (Suehiro y cols. 2015).

La accidon de la aldosterona sobre el daio renal no se ha investigado ampliamente. La
corticosterona tiene efectos importantes en el rifion. Su exceso en la médula renal es capaz
de producir hipertension cuando se inhibe la actividad de la enzima 11 B hidroxiesteroide
deshidrogenasa 2 (11-f HSD 2) con carbexonolona (Usa y cols. 2007). El rifion expresa 11-
B hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11-f HSD 1), siendo diferente en cada region del
rifion. En la region cortical y la médula externa hay mayor expresion de la 11-f HSD 2,
mientras que en la region medular externa y la interna se expresa mas la 11- HSD 1. Esto
podria indicar que la médula tiene funciones que son dependientes de glucocorticoides. La
cantidad de corticosterona que observamos de forma local, en la region medular no

necesariamente indica un incremento de la corticosterona sérica. Por lo que, los efectos

13



pueden ser locales (Usa y cols. 2007). Los glucocorticoides pueden provocar dafio renal de
forma indirecta. La administracion de glucocorticoides tiene influencia sobre el sistema
cardiovascular. En la rata, la administracion de corticosterona incrementa la presion arterial,
posiblemente debido al incremento de la reabsorcion de sodio y agua en los tubulos del rifion

(Hattori y cols. 2013).

1.13 Receptores a mineralocorticoides y glucocorticoides en el rifion

La aldosterona y corticosterona ejercen su accion mediante los receptores a
mineralocorticoides (MR) y glucocorticoides (GR) respectivamente. Estos receptores estan
formados por 3 dominios principales. El dominio N-terminal de transactivacion (NTD),
contiene una funcidén con poder de activacion transcripcional (AF1), que interactia con
correguladores y la maquinaria transcripcional basal. El dominio de unién al DNA (DBD) es
la region mas conservada de la familia de receptores nucleares. Contiene 2 dominios con
dedos de zinc que reconocen y se unen a secuencias especificas del DNA llamadas elementos
de respuesta a mineralocorticoides o glucocorticoides. El dominio de union al ligando (LBD)
es hidrofobico para la unidon a mineralocorticoides o glucocorticoides (Gomez-Sanchez y
Gomez-Sanchez 2014). También contienen una region con funcion activadora (AF2) que
interactia con con-reguladores de manera ligando dependiente. Ambos receptores se
encuentran restringidos en el citoplasma de la célula en un complejo multiproteico que
incluye proteinas chaperonas (hsp90, hsp70 y p23), proteinas de la familia de las
inmunofilinas (FKBP51 y FKBP52). Cuando se unen a sus ligandos se libera del complejo
multiproteico y son translocados al nucleo a través de un poro nuclear donde ejercen su
accion positiva y/o negativa mediante: accion directa, unidn a otros factores de trascripcion
y de forma compuesta (Nicolaides y cols. 2020). Los receptores pueden promover la
expresion de algunos genes, pero también pueden reprimir la expresion de otros. La secuencia
de los elementos de respuesta estd formada por 2 partes de 6 bases cada una y separadas por
tres nucledtidos intermedios. Estos tres nucleotidos son necesarios para que el receptor forme
homodimeros y promueva la expresion génica. En la represion de genes, la estructura de los

elementos de respuesta negativos estd separada por una cantidad variable de 0 a 2
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nucleotidos. Esto permite que se unan 2 receptores a glucocorticoides, pero no forman
heterodimeros (Oakley y Cidlowski 2013).

La activacion del MR provoca la reabsorcion de sodio y excrecion de potasio en los
epitelios, asi como inflamacion, fibrosis y estrés oxidativo. El MR también puede ser
activado por la corticosterona provocando los mismos efectos que la aldosterona. Existe un
mecanismo para evadir a los glucocorticoides. La actividad del enzima 11 beta
hidroxiesteroide deshidrogenasa (11BHSD2) convierte a la corticosterona en 11-
deoxicorticosterona, un metabolito incapaz de activar a MR (Gomez-Sanchez y cols. 2018)
. La actividad 11B-HSD2, en presencia del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
disminuye la actividad de esta enzima, por lo tanto, la corticosterona tiene acceso al receptor

de mineralocorticoides (Heiniger y cols. 2001).

1.14 Inflamacion mediada por aldosterona y corticosterona

La inflamacién es un proceso que contribuye al dafio renal. La respuesta inflamatoria
ocurre cuando las vias de sefializacion intracelular se activan y regulan a los mediadores
proinflamatorios. Las principales vias de sefializacion inflamatorias en los tejidos son las
dependientes de factor nuclear Kappa de los linfocitos B (NF-kB), c-Jun N-termina kinasas
(JNK) y mitégenos activados por proteinas kinasas (MAPK) (Chen y cols. 2017). En el rifion,
la inflamacion depende de las vias de las vias de sefializacion dependientes de NF-kB y
MAPK (Siragy y Xue 2008). La aldosterona promueve la infiltraciéon de macréfagos en el
rindn (Blasi y cols. 2003). Los macrdéfagos infiltrados en el rifion tienen un fenotipo
inflamatorio, descrito como fenotipo M1, el cual se ha asociado con la produccion de
interleucinas inflamatorias (Martin-Fernandez y cols. 2016). En modelos con nefrectomia
unilateral, la aldosterona activa las vias de sefializacion inflamatoria, principalmente las vias
del NF-kB y MAPK (Leroy y cols. 2009). Ello favorece una mayor expresion de interleucinas
proinflamatorias como la osteopontina, proteina quimio atrayente de macrofagos-1,
interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) y TNF-a (Siragy y Xue 2008). En cuanto a
la corticosterona, existe muy poca informacién de los mecanismos por los cuales genera
inflamacion. Pero en el corazon, esta hormona induce inflamacion al activar al MR (Hattori

y cols. 2013). En el rifion hay abundante expresion de MR. La eplerona disminuye la
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produccion de interleucinas proinflamatorias en el rifidn, al bloquear los MR (Chen y cols.

2013).

1.15 Fibrosis en el rifion

Los tejidos continuamente se remodelan cambiando la sintesis de matriz extracelular
que provee de una estructura fisica de sostén para las células. Cuando se recibe un estimulo
para reparar tejido danado, la sintesis de matriz extracelular se activa para que las células
inmunes y/o epiteliales tengan un lugar de sostén. Pero cuando la reparacion se completa, la
sintesis de matriz extracelular se detiene. Esto significa que la sintesis de la matriz
extracelular esta bien controlada y se mantiene un equilibrio entre la sintesis y la degradacion
de la matriz extracelular. En el rifién, la pérdida de la regulacion permite que se desarrolle
fibrosis (Djudjaj y Boor 2019).

El principal estimulo para formar matriz extracelular es la activacion de los
fibroblastos, un grupo de células que sintetizan coldgeno para dar lugar a la matriz
extracelular. Estas células provienen de célula mesenquimales residentes, células epiteliales
y endoteliales derivadas de un proceso llamado transicion epitelial-mesenquimal y derivadas
de las células parecidas a fibroblastos en la circulacion provenientes de la médula 6sea (Strutz
y Zeisberg 2006). La activacion de los fibroblastos se lleva a cabo por el estimulo
inflamatorio. En el rifién, la inflamaciéon producida por patologias como diabetes,
hipertension arterial y enfermedades autoinmunes, aunado a la accion de hormonas como la
aldosterona y angiotensina, estimulan la formacion de fibrosis. La inflamacion es un estimulo
importante para la activacion de los fibroblastos, ya que, es la sefial que indica la presencia
de algun dafo (Meng 2019). Asi diversos grupos celulares se activan para iniciar la fibrosis.
En el glomérulo, el dano a los podocitos causa el desanclaje de la membrana basal
glomerular, esto se considera el mayor determinante de la progresion del dafio glomerular y
la glomeruloesclerosis. Los podocitos dafados provocan la activacion de las células
mesangiales y parietales que facilitan ain mas la glomeruloesclerosis (Djudjaj y Boor 2019).
En la fibrosis tubulointersticial, el dafio tubular es el principal estimulante del desarrollo de
fibrosis. El dafio tubular posteriormente puede progresar a atrofia tubular que se caracteriza
por la simplificacion y aplanamiento del epitelio tubular, ademas del engrosamiento de la

membrana basal. En multiples ocasiones el dafio tubular ocurre paralelamente al desarrollo
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de la fibrosis (Farris y Colvin 2012). La fibrosis intersticial se desarrolla como un efecto
secundario al dafio tubular, inflamacion y recientemente se sugiere la participacion del dafio

endotelial (Lipphardt y cols. 2017).

1.16 Estado oxidativo

El estrés oxidativo estd determinado por el desequilibrio que hay entre radicales libres
oxidantes y los antioxidantes. Los radicales libres son moléculas que en su ultimo orbital de
energia tiene un electréon desapareado, esto les confiere una gran reactividad con
biomoléculas cercanas como lipidos, proteinas, ADN y carbohidratos (Sies y cols. 2017). Los
antioxidantes son moléculas capaces de atenuar a los radicales libres al proporcionarles el
electron faltante. El incremento en la produccion de los radicales libres y la disminucion de
los mecanismos antioxidantes se conoce como estrés oxidativo (Sies y cols. 2017). La fuente
enddgena de los radicales libres son sistemas que realizan reacciones de 6xido-reduccion. El
sistema NADPH oxidasa de la membrana interna de la mitocondria, el sistema xantina
oxidorreductasa en el citoplasma celular y membrana plasmatica, el sistema del citocromo
p450 oxidasa mitocondrial, las mieloperoxidasa en los lisosomas de neutréfilos y linfocitos,
entre muchas otras enzimas que participan en la produccion de radicales libres (Keshari y
cols. 2015). Las mitocondrias, peroxisomas y reticulo endoplasmico son sitios importantes
de produccion endogena de radicales libres. La produccion de radicales libres de fuentes
exdgenas son radiaciones ionizantes como los rayos X, rayos gama, luz UV, otros como la
exposicion a ozono, quimicos que producen perdxidos como los herbicidas, quinonas,
quimicos que son metabolizados a radicales como los alcanos polihalogenados y fenoles,
quimicos que liberan hierro como la ferritina (Keshari y cols. 2015). Los radicales libres y
sustancias prooxidantes son muy heterogéneas y pueden ser agrupados como radicales
centrados en oxigeno (anion superdxido O>"~, hidroxilo *OH, peroxido de hidrégeno H>O»,
oxigeno singulete '0»), radicales centrados en carbono (radicales peroxilo ROO y alcoxilo
RO), radicales centrados en nitrogeno (6xido nitrico NO, peroxinitrito ONOO -, didxido de
nitrogeno NO»), radicales atdmicos de cloro y bromo (Cle y Bre), entre otros, que se forman

durante la actividad metabdlica de las células (Sies y cols. 2017).
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Los radicales libres son atenuados por un sistema de defensa antioxidante formado por
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes enzimaticos incluyen a las
enzimas: superoxido dismutasa, catalasa y sistema de enzimas del glutation. Los
antioxidantes no enzimaticos incluyen: vitaminas (A, C, E, K), acido urico, flavonoides,
acidos fenolicos, carotenos, minerales (selenio y zinc), acido lipdico, bilirrubina, entre otros
(Mehta y cols. 2015). El sistema de defensa antioxidante funciona en diferentes niveles de
accion: primaria o de prevencion, evita la formacion y liberacion de radicales libres (glutation
peroxidasa, catalasa, ferritina y carotenoides), secundaria o secuestradora de radicales libres
y terciario o reparadora de dafio (enzimas proteoliticas). La defensa primaria y secundaria
juegan un rol muy importante para evitar el inicio y propagacion de la reaccion en cadena
que generan los radicales libres (Aguilar y cols. 2016).

La reaccioén en cadena que generan los radicales libres son el mecanismo molecular
para completar su ultimo orbital de energia. Los sustratos con los que reaccionan pueden ser
biomoléculas cercanas (carbohidratos, lipidos y proteinas), otros radicales libres y
antioxidantes. Estas reacciones permiten que se analicen compuestos secundarios que se
forman y asi, de forma indirecta, medir la actividad de los radicales libres en los sistemas
bioldgicos (Desai y cols. 2014). Una forma de medir la actividad oxidativa es a partir de la
oxidacion de los lipidos. Un radical libre inicia la oxidacion lipidica con la extraccion de un
hidrégeno de la cadena hidrocarbonada. Esto genera la formacion de dienos conjugados en
los hidroperdxidos lipidicos y la degradacién de estos ultimos produce la formacion de
aldehidos (malondialdehido) y etanol (Repetto y cols. 2012). La produccion de dienos
conjugados y malondialdehido son directamente proporcionales a la oxidacion lipidica
(Repetto y cols. 2012). Dicha oxidacion ocurre principalmente por los radicales anion
superoxido e hidroxilo, por lo tanto, los antioxidantes que evitan la oxidacion son la

superoxido dismutasa, catalasa, glutation y vitamina C (Desai y cols. 2014).
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1.17 Estado redox en el rifion

La inflamacion del tejido es el paso previo para desencadenar la produccion de
radicales libres. En el rifidn, el anion superdxido es producida abundantemente por el sistema
NADPH oxidasa (NOX) de las células mesangiales, tubulares, endoteliales y macrofagos
infiltrados del rifion (Miyata y cols. 2005, Yuan y cols. 2019). Los mecanismos reguladores
de la defensa antioxidante estan regulados por el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2). Este es un
complejo proteico trimétrico que en el nucleo se une a factores de respuesta antioxidante, en
el promotor de regulacion rio arriba de genes citoprotectores y detoxificantes. Algunos
ejemplos tipicos de estos genes son superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa (Lee 2017). El Nrf2 es capaz de regular la actividad de receptor gama activado
por el activador del peroxisoma (PPAR-y). Ambos poseen actividad antinflamatoria y
antioxidante al disminuir la actividad del sistema NOX e inducir a SOD (Kim y Yang 2013,
Wen y cols. 2010). En cardiomiocitos, PPAR-y tiene accion directa en la regulacion de
MnSOD. En ratones knockout para PPAR-y, la MnSOD es regulada a la baja por lo que hay
mayor produccion del radical anion superdxido (Polvani y cols. 2012). Al silenciar la

actividad del Nrf2 disminuye la concentracion basal del PPAR-y (Lee 2017).
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3. JUSTIFICACION

Las principales causas de la enfermedad renal cronica en adultos son diabetes e
hipertension. En nifos las enfermedades renales congénitas, como las malformaciones
representan las mayores causas de la enfermedad renal. En adolescentes, las enfermedades
glomerulares tienen una causa idiopatica y las enfermedades congénitas son menos
frecuentes. En jovenes y adultos los eventos estresantes cronicos y los asociados a patologias
como la ansiedad y depresion han incrementado en los tltimos afios. En nuestro grupo de
trabajo hemos mostrado una asociacion entre el estrés cronico y el dafio renal en un modelo
de rata macho joven, induciendo pérdida de glomérulos, disminucion del area glomerular y
area del espacio capsular (Sadnchez-Solis y cols. 2020). El estrés crénico por restriccion
durante 6 semanas provoca mas cambios en el rindén de ratas jovenes que en las adultas
(Marchon y cols. 2018). Por lo tanto, nuestro primer interés es investigar ;Cual de los dos
grupos es mas susceptible al dafo renal provocado por la exposicion de 2 y 4 semanas de
estrés cronico variable?

Nuestro segundo interés es identificar el posible mecanismo involucrado en el dafio
renal causado por el estrés cronico. En nuestro grupo de trabajo sabemos que el estrés cronico
provoca hiperaldosteronismo (Sanchez-Solis y cols. 2020). La administracion de aldosterona
provoca estrés oxidativo, inflamacion y fibrosis en el rifidn, pero no sabemos el rol que tiene
la corticosterona en el dafo renal. Por lo tanto, nos preguntamos ;Cuadl es el efecto del
incremento en la concentracion de aldosterona y corticosterona mediado por el estrés cronico

variable sobre la histologia y funcion renal?
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4. HIPOTESIS

Las elevadas concentraciones de corticosterona y aldosterona inducidas por el estrés

crénico variable provocan mayor dafio renal en ratas macho jovenes que en adultos.

5. OBJETIVOS

1.18

Objetivo general

Comparar los efectos de la corticosterona y aldosterona inducidas por estrés cronico

variable en la estructura y funcion renal de ratas macho jovenes y adultos.

1.19

Objetivos especificos

En ratas macho Wistar jovenes y adultas con estrés cronico variable:

l.
2.

Medir la concentracion sérica de corticosterona y aldosterona mediante ELISA.
Cuantificar parametros de la funcion renal: concentracion de creatinina sérica,
concentracion de creatinina y sodio urinario mediante espectrofotometria.
Determinar cambios histologicos y fibrosis en el rindn mediante la tincion del acido
periddico de Schiff y tricromica de Masson, respectivamente.

Determinar el contenido de triglicéridos, estado oxidativo y antioxidante en
extractos de rindén mediante espectrofotometria.

Identificar la presencia de TNF-a como indicador de inflamacion en el rifidon

mediante western blot e inmunohistoquimica.
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6. METODOLOGIA

1.20 Diseiio del experimento

Se utilizaron 48 ratas macho de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Al dia del destete se
tomaron ratas macho procedentes de madres diferentes. Se mantuvieron en cajas individuales
bajo condiciones controladas de bioterio con un ciclo de luz oscuridad invertido (12 horas
luz/oscuridad iniciando a las 8 a.m.), temperatura de 22 + 3°C, humedad relativa de 60 + 5%.
Las ratas fueron distribuidas en 2 grupos: ratas macho jovenes de 51 dias de vida y ratas
macho adultos con 81 dias de vida.

Para las ratas macho jovenes se formaron 3 subgrupos: ratas macho jovenes controles
sin someterse a estrés cronico variable durante todo el experimento (Control, n= 7-8), ratas
macho jovenes que fueron sometidas a estrés cronico variable durante las ultimas 2 semanas
del segundo mes (JE2, n=8), ratas macho jovenes que fueron sometidas a estrés cronico
variable durante 4 semanas del segundo mes (JE4, n=7-8). Para las ratas macho adultos se
formaron 3 subgrupos: ratas macho adultos controles sin someterse a estrés cronico variable
durante todo el experimento (Control, n= 8), ratas macho adultos que fueron sometidos a
estrés cronico variable durante las ultimas 2 semanas del tercer mes (AE2, n=8), ratas macho
adultas que fueron sometidas a estrés cronico variable durante 4 semanas del tercer mes
(AE4, n=8). Los animales fueron alimentados ad libitum con dieta Chow 5001 y acceso
continuo a agua y fueron pesados diariamente, el disefio experimental se observa en la

(Figura 1).

1.21 Estimulo de estrés cronico variable

El estrés cronico variable (ECV) consistio en exponer a la rata a cinco tipos diferentes
de estrés, en diferentes horarios. En las ratas jovenes del grupo JE2 los estimulos estresantes
se aplicaron en las ultimas 2 semanas del segundo mes (semana 3 y 4 de la Tabla 1). En el
grupo JE4 los estimulos estresantes se aplicaron en las 4 semanas del segundo mes (semanas
1, 2, 3 y 4 de la tabla I). En las ratas adultas del grupo AE2 los estimulos estresantes se
aplicaron en las ultimas 2 semanas del tercer mes (semana 3 y 4 de la Tabla 1). En el grupo
AEA4 los estimulos estresantes se aplicaron en las 4 semanas del tercer mes (semanas 1, 2, 3

y 4 de la Tabla 1).
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Los estimulos consistieron en los siguientes: reduccion del espacio con caja limpia
durante 5 horas (se colocan 8 ratas en una caja limpia habitualmente para 4-5 ratas,
dimensiones 50 cm x 40 cm x 21 cm), nado forzado en agua caliente ( 28 °C) durante 10
minutos, reduccion del espacio con caja sucia durante 5 horas ( se colocan 8 ratas en una caja
sucia usada habitualmente para 4-5 ratas, dimensiones 50 cm x 40 cm x 21 cm), nado forzado
en agua fria ( 18 °C) durante 10 minutos y restriccion durante 3 horas ( tubo de 6 cm X 20
cm). Se aplic un estimulo estresante por dia de lunes a viernes sin repetir el mismo estimulo
estresante el mismo dia de las semanas consecutivas. El esquema completo del paradigma de
induccidn de estrés cronico variable previamente reportado se observa en la Tabla 1 (Zeeni

y cols. 2013).

Inicio del Sacrificio 2do mes
paradigma de ECV  finicia paradigma Sacrificio de
en jovenes del ECV adultos 3er mes

Condicién de bioterio
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JE2,n=8 -—l. . & .l Recoleccl6n orina de 12 h

Cendicion de bioterio ECV

sea,n-s | OLSIGED | & W )

Derecho  lzguierdo
AR R ER N AR RRRERRRRERRRERERERERRRENRRENERNNRRRNRERNUPI

Condicién de bioterio Histologia Anilisis
r . J maleculares

Dia 21
Destete

lavenes

Rifién

Control, n=8 _1_1. @@ -l
2 Condicién de bloterio ECV
% r - L=y
% |2 AE2,0=8 _]_1- @am 1 \ Suero sanguineo /
Condicidn de bioterio ECV
C LI M

Figura 1 Disefio experimental.

Se tendrén dos grupos de ratas macho un grupo joven y otro adulto. Ratas macho jovenes controles sin someterse
a estrés cronico variable (ECV) durante 4 semanas del segundo mes (Control, n=7- 8), ratas macho jovenes que
fueron sometidas a ECV durante las ultimas 2 semanas del segundo mes (JE2, n=8), ratas macho jovenes que
fueron sometidas a ECV por 4 semanas durante el segundo mes (JE4, n=8). Para las ratas macho adultos, ratas
macho adultos controles sin someterse a ECV durante todo el experimento (control, n= 8), ratas macho adultos
que fueron sometidos a ECV durante las ultimas 2 semanas del tercer mes (AE2, n=8), ratas macho adultas que
fueron sometidas a ECV por 4 semanas durante el tercer mes (AE4, n=8). Al momento del sacrificio, para los
animales de cada grupo, se realizo la recoleccion de orina de 12 horas previas al sacrificio, posteriormente, la
rata fue anestesiada y decapitada para recolectar sangre troncal, para después obtener suero sanguineo.
Finalmente, se realizé un corte en la linea media longitudinal abdominal y se extrajeron ambos rifiones.
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Dia de Hora de

SEM . Estresor usado Duracién . ‘s
tratamiento administracion
1 Reduccién de espacio en caja limpia 5h 08:00 - 13:00
2 Restriccion de movimiento 3h 14:00 - 17:00
- 3 Nado forzado frio 10 min 13:00-13:10
g 4 Nado forzado caliente 10 min 15:00 - 15:10
@ 5 Reduccion de espacio en caja sucia 5h 10:00 - 15:00
6 No estresor ~
7 No estresor ~
8 Nado forzado caliente 10 min 15:00 - 15:10
9 Reduccion de espacio en caja sucia 5h 10:00 - 15:00
~ 10 Reduccion de espacio en caja limpia 5h 08:00 - 13:00
g 11 Nado forzado frio 10 min 13:00- 13:10
v 12 Restricciéon de movimiento 3h 14:00 - 17:00
13 No estresor ~
14 No estresor ~
15 Reduccion de espacio en caja sucia 5h 10:00 - 15:00
16 Nado forzado frio 10 min 13:00 - 13:10
o0 17 Restriccion de movimiento 3h 14:00-17:00
g 18 Reduccion de espacio en caja limpia 5h 08:00 - 13:00
@ 19 Nado forzado caliente 10 min 15:00 - 15:10
20 No estresor ~
21 No estresor ~
22 Nado forzado frio 10 min 13:00 - 13:10
23 Nado forzado caliente 10 min 15:00 - 15:10
; 24 Reduccién de espacio en caja sucia 5h 10:00 - 15:00
9 25 Restricciéon de movimiento 3h 14:00 - 17:00
26 Reduccion de espacio en caja limpia 5h 08:00 - 13:00
27 Sacrificio

Tabla 1. Cronograma de induccion del paradigma de estrés cronico variable.
Se muestran los estimulos aplicados durante las 4 semanas, asi como sus respectivos horarios.

1.22 Obtencion de muestras sanguineas, orina y rifion

Al término del periodo experimental las ratas fueron colocadas en cajas metabolicas
para recolectar orina de 12 horas durante la noche previa al sacrificio. El inicio de la
recoleccion se inici6 a las 9:00 pm y hasta el dia siguiente a las 9:00 am para determinar la
concentracion de creatinina y sodio urinario, posteriormente los animales fueron anestesiados
con pentobarbital sodico (50 mg/kg) y decapitados para colectar sangre troncal en tubos (13

x 100mm). La sangre se dejo reposar en bafio maria durante 10 minutos, posteriormente fue
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centrifugada a 2500 rpm durante 10 minutos para obtener el suero sanguineo. El suero se
separ6 en alicuotas de 100 pL, las cuales se conservaron en congelacion a -80°C hasta
determinar la concentracidn sérica de creatinina, corticosterona y aldosterona. Para extraer
los rifiones se realizé una incision longitudinal sobre la linea media ventral desde la cavidad
abdominal hasta la dorsal del pene, se extrajeron los rifiones y se pesaron. El rifién izquierdo
se mantuvo en refrigeracion a -80°C hasta que se realiz6 la determinacion de triglicéridos in
situ, la actividad enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD), el poder reductor férrico (FRP) y la medicion de substancias reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARS). El rifion derecho fue fijado en Bouin y se procesé para las

determinaciones histologicas.

1.23 Determinacion de corticosterona

La concentracion de corticosterona se medi6 usando el método de ELISA de acuerdo
con las indicaciones del fabricante (Kit Enzyme Immunoassay, compafiia Assay Desing
No0.900-097). Los estandares y las muestras se analizaron por duplicado en un quipo STAT

FAX 303 a una longitud de onda de 405 nm.

1.24 Determinacion de aldosterona

La concentracion de aldosterona sérica se midié usando el kit comercial de Enzyme
Linked Inmunoabsorvent Assay (ELISA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante
(aldosterona, No. 501090: Cayman Chemical Ann Arbor, USA). Los estdndares y las
muestras se analizaron por duplicado en un quipo STAT FAX 303 a una longitud de onda de

405 nm.

1.25 Determinacion de creatinina y sodio

La creatinina en suero y orina se midi6 por el método colorimétrico-Jaffe-cinético
(spinreact®, ref 1001111) las muestras y estandares se analizaron por duplicado y fueron

leidas en un lector de placas STAT FAX 303 a una longitud de onda de 492 nm. La medicién
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de sodio en orina se realizd por el método enzimatico-colorimétrico de punto final con el kit
“sodium assay kit” (sigma-aldrich®, ref MAK247-1KT). Las muestras y estandares se
analizaron por duplicado un lector de placas STAT FAX 303 a una longitud de onda de 405

nm.

1.26 Analisis histologico

El rifén derecho se cortd por la mitad de forma longitudinal se proces6 con Bouin
durante 24 h. Posteriormente, el tejido se deshidratd con alcohol etilico en concentraciones
ascendentes (60, 70, 80, 96 y 100%), se aclard en xileno, se infiltrd e incluyd en Paraplast
Plus. Se obtuvieron cortes longitudinales de Sum de espesor, una laminilla se tifi6 con acido
periodico de Shiff (PAS, tifie aldehidos oxidados de las membranas basales) y otra laminilla
se tiid con la tincidén de tricromica de Masson. Una tercera fue usada para realizar
inmunhistoquimica de TNF-a. Las fotografias se tomaron con una camara jenoptik ProgRes
CT5 5.0 mp montada en un microscopio Optico Zeiss Imager A.1.

La laminilla con tincion PAS se usé para analizar la morfologia renal. Para esto se
tomaron microfotografia a 40 aumentos totales de todo el rifion para realizar una
reconstruccion del tejido. Se realiz6é un muestreo usando lineas radiales separadas 20° una de
la otra. Se generaron 18 campos sobre la reconstruccion del rifidon, de estos campos se
seleccionaron 4 campos de forma aleatoria por cada rifion. Se tomaron microfotografias a
400 aumentos totales de todos los corptsculos encontrados en los campos seleccionados. Se
midio el area del corpusculo renal, area del glomérulo, area del espacio capsular de Bowman
y el area de los tiibulos contorneados proximales. El 4rea del espacio capsular de Bowman
se calcul6 usando la siguiente férmula, espacio de Bowman's = area del corpusculo renal —
4rea glomerular. Los corpusculos fueron clasificados como grandes (>5000 um?) y pequefios
(<5000 pm?), los glomérulos como grandes (>4000 pm?) y pequefios (<4000 um?) y espacio
capsular como grande (>900 um?) y pequeiio (<900 pm?). Las mediciones se realizaron a
través del software Axio Vision 4.8. Se determind el porcentaje de tubulos danados, se
contaron los tibulos que se encontraban alrededor de los corptisculos renales a 400 aumentos
totales. Los tibulos contados presentaban una o mas de las siguientes caracteristicas:

arrugados, epitelio simplificado y/o membrana basal engrosada. El porcentaje total de
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tubulos dafiados se obtuvo con la siguiente formula %= total de tibulos dafiados * 100/total
de tubulos contados (Lusco y cols. 2016) .

Otra laminilla fue tefiida con la tincién de tricromica de Masson (tifie colageno de tipo
I). Se tomaron microfotografias a 40 aumentos totales para realizar la reconstruccion del
rifion. Esta reconstruccion se us6 para determinar el area total del rifion. Para calcular el
porcentaje de area con fibrosis del rindn se tomaron microfotografias de las areas con fibrosis
(color azul) a 400 aumentos totales. Estas microfotografias fueron analizadas mediante la
técnica de segmentacion de color para seleccionar el color azul y determinar el porcentaje
del area que representaba. Para calcular el porcentaje de area marcada se determin6 con la
siguete formula:% de drea marcada = [4rea marcada (um?) * 100] / area total del rifion (um?).
Sobre esta tincion realizamos el conteo de corpusculos renales dafiados usando una
magnificacion de 400 aumentos totales. Se contaron los corpusculos que presentaban una o
mas de las siguientes caracteristicas: glomeruloesclerosis, obliteracion del glomérulo,
adhesion del glomérulo a la capsula de Bowman, pérdida de glomérulos y difuminacion del
glomérulo con el tejido circundante (Han y Kim 2016). El analisis de las microfotografias se

realizo con el software ImagelJ 1.53.

1.27 Determinacion de triglicéridos en tejido renal

El contenido de triglicéridos (TG) en rifion se determin6 mediante la técnica de Folch
con algunas modificaciones. Aproximadamente 50-100 mg de rifion izquierdo congelado se
homogenizé en 5.4 ml de cloroformo-metanol (2:1; v/v; J. T. Baker, México). Para separar
las fases orgéanicas e inorganicas se agreg6 0.7% de cloruro de sodio. Las muestras se agitaron
en vortex y se centrifugaron a 1200 rpm x 4°C durante 15 minutos. La parte organica se
extrajo y se coloco en un tubo nuevo para evaporar el solvente en bafio maria a 60 °C. Los
residuos se suspendieron en una solucion de isopropanol (J. T. Baker, México) con un 10%
de Triton X-100 (Sigma, EE. UU.). La concentracion de TG se determind mediante del kit
de triglicéridos por colorimetria (spinreact®, ref 1001313, México), todas las muestras y los
estandares se analizaron por duplicado y se leyeron en un fotdbmetro maraca Fotometer 5010

a 505 nm. Los niveles de TG en rifién se reportan como mg de TG/g de peso renal.
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1.28 Extractos de rifion para la prueba de TBARS y actividad enzimatica

El rifdén se homogenizé en 500 pL de buffer de lisis RIPA (Harbor 2023) por cada 10
mg de tejido. Posteriormente, se centrifug6 el homogenado a 10000 rpm durante 2 min a 4°C
para separar el sobrenadante y descartar el pellet. Posteriormente, se realizé una dilucion de
trabajo del extracto con una concentracion de 1:100 en agua destilada. Esta es la muestra que

se usa para las siguientes técnicas.

1.29 Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico

El estrés oxidativo se determind mediante la técnica de sustancias reactivas al acido
tiobarbittrico (TBARS). Para esto, en un tubo se agregaron 70 pL de Tris 150 mM pH 7.5,
300 pL de 4cido tiobarbittrico al 0.4% en 4cido tricloroacético y 90 uL. de cada muestra. Se
agitaron en vortex y se incubaron 45 min a 100 °C. Las muestras se enfriaron en hielo durante
2 min y se agregaron 200 uL de KCl al 1.2 %, se centrifugaron a 7000 rpm durante 3 min.
La curva de calibracion se realizd mediante la dilucion de una solucion stock de MDA 30
UM como sigue 0.1, 0.3, 0.6 y 1 uM en volumen final de 300 uL. Se colocaron 180 pL del
sobrenadante en una microplaca para realizar la lectura en un lector de placa BioTec modelo
ELx800 a 532 nm. Los niveles de MDA se reportaron por mg de proteina y se presentan

como % de MDA con relacion al control que se llevo a 100%.

1.30 Actividad de catalasa

Se colocaron 5 pg de proteina de los extractos en un volumen final de 250 pL, se ajusto
el volumen con agua miliQ. Posteriormente en cada tubo se agregaron 500 pL de fosfato de
potasio monobasico (KH2PO4) al 0.1 M, 50 pL de Tris 25 Mm pH 7.5, 250 puL de una
solucion de H>O; al 0.2 M y finalmente una solucion de dicromato de potasio al 0.16 M y
acido acético glacial en una concentracion de 1:3. La curva de calibracion se realiz6é con H2O:
en concentraciones de 0, 10, 20, 40, 80 y 160 nM. Se incuban los tubos a 97°C, se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se colocaron 200 uL en una microplaca para leer en lector

de placa BioTec modelo ELx800 a 550 nm. Los niveles de actividad catalasa se reportaron
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por mg de proteina y se presentan como % de actividad catalasa con relacion al control que

se llevo a 100%.

1.31 Actividad de superoxido dismutasa

En una microplaca se agregaron 20 pL de muestra en 80 pL de agua destilada, luego
se agregaron 8 pL de pirogalol 2 mM, 10 pL de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, 5 mg de MTT en 1 mL de PBS 1X). Se incubaron a temperatura
ambiente en agitacion continda cubiertas de la luz durante 5 min. Se agregaron 100 pL de
dimetilsulfoxido DMSO. La curva de calibracion se realizé con diluciones de acido urico a
partir de una solucién stock de 2mM como sigue 0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.12, 0.25 y 0.5 mM en
volumen final de 1000 pL. Se realizo la lectura en un lector de placa BioTec modelo ELx800
a 550 nm. Los niveles de actividad SOD se reportaron por mg de proteina y se presentan

como % de actividad SOD con relacién al control que se llevo a 100%.

1.32 Capacidad antioxidante total

El estado antioxidante total fue evaluado segiin el método de Bahr y Basalto 2004.
Treinta y tres microlitros de suero (muestra), agua destilada (blanco) y un estdndar de acido
ascorbico se agregd a 1.0 mL de una solucién de FRP (25 mL de acetato de sodio a 300
mmol/L con pH de 3.6, 2.5 mL de hexacianoferrato de potasio (K3Fe (CN)6) 50 mmol/L y
2.5 mL de cloruro férrico hexahidrato (FeClz 6H>0)). Se incubaron por 3 min a 37 °C. La
lectura se realizd a 593 nm en un lector de placa BioTec modelo ELx800. Los niveles de
capacidad antioxidante total se reportaron por mg de proteina y se presentan como % de

capacidad antioxidante total con relacion al control que se llevo a 100%.

1.33 Inmunohistoquimica

Se usaron cortes de rifion de 5 um de espesor. Se dejaron en una solucion de citrato de
sodio 10 mM con pH 6 durante 3 noches a 4°C. Se incubaron en un horno de microondas por

10 min para recuperar los antigenos. Las peroxidasas fueron inhabilitadas con una solucion
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de peréxido de hidrogeno al 3% durante 30 min. Se realizd el bloqueo de uniones
inespecificas usando suero de cabra al 5% disuelto en una solucion de fosfatos salina triton
X 100 (PBS-T) al 0.3 % durante una hora. Se realizo la incubacion con el anticuerpo primario
(Policlonal de conejo anti-TNF-a, 1:250 ab9739 de abcam) durante 24 h a 4°C. Se realiz6 el
lavado del tejido y se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-conejo de cabra, sc-2357
de santa cruz biotecnology) a temperatura ambiente por 2 h. Se realizo6 el lavado con PBS-T.
Posteriormente se incub6d con el complejo avidina-biotina durante 1 h. Después se realizod
una serie de lavados con PBS. Se realiz6 el revelado mediante kit de sustrato de peroxidasa
DAB (Vector Labs USA, No. cat. Sk-4100). Las laminillas fueron lavadas y contratefiidas
con hematoxilina de Mayer’s, después se deshidrataron y se montaron con resina de grado
histolégico. Se tomaron fotografias a 400 aumentos total usando una camara jenoptik

ProgRes CT5 5.0 mp montada en un microscopio optico Zeiss Imager A.1.

1.34 Wester blot

Los tejidos fueron homogenizados en un buffer de lisis (0.02M tris-HCL. pH 7.4, 0.1
m NaCl, 0.1M glicina y Triton X-100 0.1%, inhibidor de proteasas 1%, PMSF 1 mM y
ditiotreitol 1 mM) y luego fueron separados por 15 % SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras. Después de la electroforesis, las muestras fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa utilizando el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), bloqueadas con 10 % de
leche desnatada en polvo in PBS/0.2% vol/vol Tween 20 por una hora, lavadas con
PBS/Tween, e incubadas con anticuerpos primarios, policlonal de conejo anti-TNF-a (1:200,
ab9739, Abcam). El anticuerpo fue diluido en 10 % de leche descremada PBS/Tween. Las
transferencias fueron lavadas con PBS/Tween e incubados con los anticuerpos secundario-
HRP apropiados. Después de 3 lavados con PBS/tween la reacciéon de las bandas
inmunorreactivas se revelaron utilizando un kit de quimioluminiscencia y mediante la
exposicion de placas radiograficas a las membranas. Se cuantificO mediante densitometria
con el programa Image J. Los resultados son expresados en unidades arbitrarias con la previa

normalizacidn contra las bandas tefiidas con colorante de rojo de Ponceau.
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1.35 Analisis estadistico

Los datos se presentan como unidades de frecuencia y de tendencia central como media
+ error estandar. Las pruebas de normalidad se realizaron mediante el estadistico de Shapiro
Wilk considerando un alfa de p<0.05. Los analisis mostraron una distribucion normal en las
variables analizadas por lo que se recurri6 a aplicar estadistica paramétrica. Para determinar
diferencia entre 2 grupos se uso una ¢ de student. Realizamos una ANOVA de una via para
analizar las variables del grupo de jovenes y adultos se realizé una prueba poshoc de Tukey.

Un valor de p<0.05 se considerd como estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS

1.36 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre la
concentracion sérica de corticosterona y aldosterona en ratas jovenes
En los jovenes la concentracion sérica de aldosterona en el grupo JE4 (291.9+£27.17
pg/mL) fue mayor comparado con el grupo control (193.5+26.71 pg/mL, t (1,14) = 2.581, P
=0.0218; Figura 2 a). La concentracion de corticosterona en el grupo JE4 (1492.0+180.3
pg/mL) fue similar al grupo control (1331.0+251.2 pg/mL; t (1,14)= 0.5207, P =0.61; Figura
2 b).
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Figura 2. Efecto del estrés cronico variable sobre la concentracion de aldosterona y
corticosterona en ratas jovenes.

Se muestra la concentracion de aldosterona (a) y corticosterona sérica (b). Ratas jovenes sometidas a
estrés cronico variable durante 4 semanas (JE4). Se muestra la media + e.e. Letras diferentes muestran
diferencias significativas entre grupos. T de Student, p<0.05 como diferencias significativas. (n=7-
8).

1.37 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre
parametros de crecimiento, alimentacion y peso del rifidn en jovenes

El peso corporal de los grupos JE2 y JE4 fue menor comparado con el grupo control.

La ingesta de alimento fue similar entre los grupos. La ingesta de agua fue mayor en el grupo

JE4 comparado con el grupo control y el grupo JE2. El peso del rifion y el indice de

adiposidad fueron similares entre grupos (Tabla 2).
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ANOVA de una via y

Control JE2 JE4
valor de p

Ganancia de peso corporal (g) 105.0£3.79* 77.80+4.14> 81.49+4.17° Fpa=13.35,P<0.001
Ingesta de alimento (g/100 g de peso corporal/dia) 8.80 £0.21 9.04 £ 0.08 8.51+0.25 F@21)=1.793, P=0.19
Ingesta de agua (mL/100 g de peso corporal/dia) 16.74 £0.59% 17.14+£0.58* 19.5+£0.77°  Fpa1)=5.152, P=0.02

Peso del riiion (g/100 g de peso corporal) 0.37+0.01 0.38+£0.01 034 £0.01 F21)=2.388, P=0.12
indice de adiposidad (g/100 g de peso corporal) 2.41+£0.22 1.99 £0.18 1.92+0.15 Fe21)=1.957, P=0.17

Tabla 2. Efecto del estrés cronico variable sobre la ganancia de peso corporal, ingesta de alimento, agua, peso del riiion e indice de
adiposidad en ratas jovenes.

Ratas jovenes sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (JE2), ratas jovenes sometidos a estrés cronico variable durante 4 semanas
(JE4). En la tabla se muestra la media + e.e, el valor de p, el valor de ANOVA de una via. Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias significativas.
Letras diferentes representan diferencias significativas (n=7-8 / grupo).
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1.38 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre los
parametros de la funcion renal en ratas jovenes.
1.38.1 Concentracion de creatinina sérica y urinaria

La concentracidon de creatinina sérica no se modifico en los grupos JE2 (0.76 + 0.15
mg/dL) y JE4 (0.89 £ 0.20 mg/dL) comparados al grupo control (1.0 £ 0.11 mg/dL; ANOVA
de una via, F (2,200 = 0.514, P=0.51;

Figura 3A). La concentracion de creatinina urinaria no se modifico en los grupos JE2
(109.6 = 6.17 mg/dL) y JE4 (111.0 £ 17.96 mg/dL) comparados al grupo control (126.9 +
14.62 mg/dL, ANOVA de una via, F 2,20y = 0.462, P=0.64;

Figura 3B)

1.38.2 Concentracion de sodio urinario
La concentracion de sodio urinario fue menor en el grupo JE2 (10.7 £ 0.97 nM) y JE4
(10.86 = 1.56 nM) comparados al grupo control (16.78 + 1.05 nM, ANOVA de una via F (3,
20) = 1.440, P=0.0039,
Figura 3C).

34



O
(@]

1.5 150 20~ a

15+ b b
1.04 L

100

10=

0.5- 50

Sodio urinario (nM)

Creatinina sérica (mg/dL)
Creatinina urinaria (mg/dL) ©

] 1 1 T T 1 1
Control JE2 JE4 Control JE2 JE4 Control JE2 JE4

Figura 3. Efecto del estrés cronico variable sobre la funcion renal de ratas jovenes.
Concentracion de creatinina sérica (A), concentracion de creatinina urinaria (B) y concentracion de sodio urinario (C). Ratas jovenes

sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (JE2), ratas jovenes sometidas a estrés cronico variable durante 4 semanas (JE4
Se muestra la media + e.e. letras diferentes muestran diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 (n=7-8).
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1.39 Efecto inmediato y tardio del estrés cromico variable sobre la
histomorfometria renal en ratas jovenes.
1.39.1 Corpusculos
El numero de corpusculos renales, el area corpuscular, el porcentaje de corpusculos sin
glomérulos, el porcentaje de corpusculos chicos y el porcentaje de corpusculos grandes fue
similar entre grupos (Tabla 3).
1.39.2 Glomérulos
El area glomerular, el porcentaje de glomérulos chicos y el porcentaje de glomérulo
grandes fue similares entre grupos (Tabla 3).
1.39.3 Capsula de Bowman
El area capsular fue similar entre grupos. El porcentaje de espacio capsular chico fue
mayor en el grupo JE4 comparado con el grupo control. El porcentaje del espacio capsular
grande fue menor en el grupo JE4 comparado con el grupo control (Tabla 3).
1.39.4 Tubulo contorneado proximal
El area del tubulo contorneado proximal fue similar entre grupos (Tabla 3).
1.39.5 Fibrosis renal
En el grupo control observamos fibras de coldgeno bien delimitada sin invasion del
intersticio tubular (Figura 4 a y d). En el grupo JE2 se observaron fibras de colageno que
invaden el espacio entre los tibulos renales (Figura 4 b y e). En el grupo JE4 se observa una
mayor cantidad de fibras de colageno que estan envolviendo e invadiendo a los tabulos renales
(Figura 4 ¢ y f). La evaluacion del porcentaje de area con fibrosis del grupo JE2 (0.121 + 0.03
%) fue similar al grupo control. El porcentaje de fibrosis fue mayor en el grupo JE4 (0.229 +
0.06 %) comparado con el grupo control (0.05 + 0.004 %; ANOVA de una via, F 2,20y = 4.565,
P=0.02;(Figura 4 g).
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ANOVA de una viay valor

Corpusculos Control JE2 JE4 dep

No. de corpusculos 70.14 £5.69 61.75 £8.25 61.71 £6.33 F ,199=0.467, P=0.63
Area corpuscular (um?) 8010.0 £476.10 7614.00 £502.5  7276.0 £ 318.8 F 2,19)=0.643, P=0.54
Corpusculos sin glomérulos (%) 11.0+£0.95 17.72+3.16 13.78 £ 3.18 F 2,199=1.593, P=0.23
Corpusculos chicos (%) 8.76 +3.42 12.44 + 4.60 11.75+3.15 F 2,199=10.251, P=0.78
Corpusculos grandes (%) 91.24 £3.42 87.56 £4.60 88.25+£3.15 F 2,199=0.251, P=0.78
Glomérulos

Area glomerular (um?) 6379.0 + 460 6077.0 +£370.1 6075.0 + 245.8 F 2,199=10.2171, P=0.81
Glomérulos chicos (%) 13.16 +£4.20 15.67 +4.34 12.13+3.16 F 2,199)=10.2155, P=0.81
Glomérulos grandes (%) 86.84 £4.20 84.33 £4.34 87.87+3.16 F 2,199)=10.2155, P=0.81

Capsula de Bowman

Area del espacio capsular (um?)

1631.0+111.1

1537.0+176.9

1201.0 £ 190.6

F 2,19)=1.808, P=0.19

Espacio capsular chico (%) 10.79 +2.91° 22.67 £ 7.09% 39.69 + 10.78° F 2,19y = 3.485, P=0.05
Espacio capsular grande (%) 89.20 + 2.90° 77.34 £ 7.09% 60.29 + 10.78° F 2,19)=3.490, P=0.05
Tuabulo contorneado proximal

Area (um?) 1314.0 + 54.48 1606.0 £ 363.5 1139.0 £ 89.58 F 2,199=1.015, P=0.38

Tabla 3. Efecto del estrés cronico variable sobre la histomorfometria renal de ratas jovenes.
Ratas jovenes sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (JE2), ratas jovenes sometidos a estrés cronico variable durante 4 semanas
(JE4). En la tabla se muestra la media + e.e, el valor de p, el valor de ANOVA de una via. Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias
significativas. Letras diferentes representan diferencias significativas (n=7-8 / grupo).

37



Aumentos totales

- 0.4+
=
& 0.3- b
(/)]
(o]
8
= 0.2
c
S
0.1-
O a_
<
0.0-
1 1 1
Control JE2 JE4

Figura 4. Efecto del estrés crénico variable sobre la fibrosis renal en ratas jovenes.

Se muestran imagenes representativas de ratas control (a y d), ratas jovenes sometidas a estrés cronico
variable durante 2 semanas (JE2; b y e) y ratas jovenes sometidas a estrés cronico variable durante 4
semanas (JE4, c y f). en las fotografias las flechas blancas sefialan las regiones con fibrosis
tubulointersticial, los recuadros negros de linea punteada sefialan el lugar magnificado de la siguiente
fotografia, la cabeza de flecha negra sefala tubulos rodeados por fibras de colageno, tubulos (tb) y
corpusculos (cp). Las barras negras representan 200 y 50 micrémetros en las fotos de 100 y 400 aumentos
totales, respectivamente. En la grafica (g) Se muestra la media + e.e. letras diferentes muestran
diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 (n=7-8).
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1.40 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre el dafio
tubular en la corteza y médula renal de ratas jovenes.
1.40.1 Corteza renal de ratas jovenes
Los tubulos del grupo control se observaron sin alteraciones en las membranas basales,
el epitelio tubular se observo conservado y bien organizado, el borden cepillo se observo
adherido y distribuido en la luz del tabulo renal (Figura S a - b). Los tubulos del grupo JE2 se
observaron sin alteraciones en las membranas basales, el epitelio tubular esta conservado y bien
organizado, el borden cepillo se observo adherido y distribuido en la luz del tibulo renal (Figura
5 ¢ - d). En el grupo JE4, se observaron tubulos atrofiados, reduccion del epitelio tubular y
engrosamiento de la membrana basal (Figura 5 e - f). El porcentaje de tubulos danados fue
mayor en el grupo JE4 (51.71 = 7.37 %) comparado con el grupo JE2 (24.05 + 2.80 %) y el
grupo control (24.81 + 3.22 %; ANOVA de una via, F(2,18)=10.27, P=0.001; Figura 5 g).

1.40.2 Médula renal de ratas jovenes

En la médula renal del grupo control se observo un adecuado arreglo histoldgico con
buena organizacion de los haces vasculares, la membrana basal de epitelio plano simple de los
haces vasculares se observo bien definidas y sin alteraciones, la porcion ascendente gruesa del
asa de Henle se observo en la periferia de los haces vasculares con un epitelio bien conformado
y sin alteraciones (Figura 6 a-c). En la médula renal del grupo JE2 se observd dispersion de
algunos haces vasculares, la membrana basal del epitelio plano simple de los haces vasculares
se observo con engrosamiento. Algunos tibulos de la porcion ascendente gruesa del asa de
Henle se observaron atrofiado, sin embargo, la mayoria se encontré con un epitelio bien
conformado y sin alteraciones (Figura 6 d-f). En la médula renal del grupo JE4 se observd
desorganizacion de los haces vasculares, la membrana basal de epitelio plano simple de los
haces vasculares se observo con dafio y con rupturas, la porcidon ascendente gruesa del asa de
Henle se observo entre los haces vasculares, tibulos con epitelio desorganizado, membranas

basales engrosadas, irregulares e infiltracion de células inmunes a los sitios danados (Figura 6

g-i).
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Figura 5. Efecto del estrés cronico variable sobre daiio tubular de la corteza renal.

Corteza renal del grupo control (a-b), corteza renal del grupo de jovenes sometidos a estrés cronico
variable de 2 semanas (JE2, c-d) y corteza renal del grupo de jovenes sometidos a estrés cronico variable
de 4 semanas (JE4, e-f). Tabulos contorneado proximal (tcp), glomérulos (gm), espacio capsular (ec),
capsula de Bowman (cb), membrana basal del epitelio tubular (mb), borden cepillo (bc). Las flechas
blancas sefialan tiibulos de la corteza renal con dafio. Los recuadros negros de linea pinteada sefialan el
lugar magnificado de la siguiente fotografia. Las barras negras representan 50 y 25 micrometros en las
fotos de 400 y 1000 aumentos, respectivamente. En la grafica (g) se observa el porcentaje de tubulos
dafados, se muestra la media + e.e. letras diferentes muestran diferencias significativas. ANOVA de una
via, Tukey’s pos hoc p<0.05 (n=7-8).
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Figura 6. Efecto del estrés cronico variable sobre la histologia de los haces vasculares y tubulos en
la médula renal de ratas jovenes.

Meédula renal del grupo control (a-c), médula renal del grupo de jovenes sometidos a estrés cronico
variable de 2 semanas (JE2, d-f) y médula renal del grupo de jévenes sometidos a estrés cronico variable
de 4 semanas (JE4, g-i). Las lineas punteada de color negro delimitan los haces vasculares (hv), los
recuadros punteados de color negro muestran el lugar de aumento de los haces vasculares, las flechas de
color blanco sefialan asas de Henle atrofiadas, las puntas de flecha negras sefialan membrana basal
engrosada y la punta de flecha blanca sefiala el lugar donde se rompié la membrana basal, el circulo
negro muestra la infiltracion de células inmunes. Porcion ascendente gruesa del asa de Henle (aha),
membrana basal del epitelio plano simple de los haces vasculares (mbc). Las barras negras representan
200, 50 y 25 micrometros en las fotos de 100, 400 y 1000 aumentos, respectivamente.
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1.41 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre el dafio
corpuscular de ratas jovenes.

Cualitativamente observamos en el grupo control corpusculos sin acumulacion de
colageno, capsula de Bowman bien definida, glomérulos sin adherencias ni obliteraciones.
(Figura 7 a-c). En los corptsculos del grupo JE2 observamos corpusculos sin acumulacion de
colageno, capsula de Bowman bien definida, glomérulos sin adherencias ni obliteraciones
(Figura 7 d — f). En los corptsculos del grupo E4 se observaron corptisculo con mayor
acumulacion de coladgeno principalmente en los glomérulos. Los glomérulos se observaron con
regiones de fibrosis, obliteracion del penacho glomerular y pérdida de la capsula de Bowman.
Esta descripcion coincidié con glomeruloesclerosis focal y segmentaria (Figura 7 g - i). El
porcentaje de corpusculos con dafio fue menor en el grupo JE2 (8.64 + 1.95 %), comparado con
el grupo control. En el grupo JE4 (49.54 + 0.97% ) el porcentaje de corpusculos con dafio fue
mayor comparado con el grupo JE2 y con el grupo control (28.69 + 2.97 %, ANOVA de una
via, F(2,18)=92.09, P<0.001; Figura 7 j).
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Figura 7. Efecto del estrés crénico variable sobre el dafio corpuscular de ratas jovenes.

Se muestran corptsculos del grupo control (a-c), corptsculos del grupo de ratas jovenes sometidas a
estrés cronico variable durante 2 semanas (JE2; d-f) y corptisculos del grupo de ratas jovenes sometidas
a estrés cronico variable de 4 semanas (JE4, g-i). Los recuadros punteados de color negro muestran el
lugar de aumento de los corpusculos renales. Las puntas de flecha blancas sefialan corpusculos renales
normales, las flechas negras sefialan corpusculos renales con acumulacion excesiva de colageno, las
flechas blancas sefialan las regiones obliteradas de los corpusculos renales, la punta de flecha negra
sefiala la alteracion de la membrana basal de la capsula de Bowman, tiibulos renales (tb), corptsculos
renales (cp), capsula de Bowman (cb), espacio capsular (ec), células mesangiales (cm). Las barras negras
representan 200, 50 y 25 micrémetros en las fotos de 100, 400 y 1000 aumentos, respectivamente. En la
grafica (j) se observa el porcentaje de tibulos dafiados, Se muestra la media + e.e. letras diferentes
muestran diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 (n=7-8).
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1.42 Efecto inmediato y tardio del estrés cromico variable sobre la
concentracion de triglicéridos renales y estrés oxidativo.

1.42.1 Triglicéridos renales
La concentracion de triglicéridos renales no se modificéd en los grupos JE2 (9.75 £ 1.91
mg/g de riion) y JE4 (11.68 + 4.48 mg/g de rifidn) comparado al grupo control (6.07 + 3.27
mg/g de rindon; ANOVA de una via F221)=0.7054, P=0.51; Figura 8 )

1.42.2 Estrés oxidativo
En los jovenes la capacidad antioxidante del rifidn evaluada por la actividad CAT y
actividad de SOD fue similar entre los grupos (Tabla 4). La capacidad reductora férrica (FRP)
fue menor en el grupo JE2 comparado con el grupo control y JE4 (Tabla 4). El porcentaje de

TBARS fue similar entre grupos (Tabla 4).
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Figura 8. Efecto del estrés cronico variable sobre la concentracion de triglicéridos renales.

Ratas jovenes sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (JE2) y Ratas jovenes sometidas a
estrés cronico variable durante 4 semanas (JE4). Se muestra la media + e.e. ANOVA de una via, Tukey’s
pos hoc p<0.05 como diferencias significativas. (n=7-8).

44



Control JE2 JE4 ANOVA y valor de p

Actividad de CAT (%) 100+1.95 108.8+4.97 101.4+2.27 Fp20=1.965, p=0.17
Actividad de SOD (%) 100 +30.88 76.18+7.81 89.39 £22.78 F(20=0.289, p=0.75
FRAP (%) 100 £4.68° 31.66+3.85° 104.2+2.56° F0=110.8, p<0.001

TBARS (%) 100 £2.06 115.7+10.51 89.24+12.99 Fp1=1.873, p=0.18

Tabla 4. Efecto del estrés crénico variable sobre el estrés oxidativo.

Ratas jovenes sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (JE2), ratas jovenes sometidos a
estrés cronico variable durante 4 semanas (JE4). En la tabla se muestra la media + e.e, el valor de p, el
valor de ANOVA de una via. Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias significativas. Letras diferentes
representan diferencias significativas (n=7-8 / grupo).

1.43 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre presencia

de TNF-o como indicador de inflamacion en el rifién
En los jovenes del grupo control se observd nulo marcaje tubular. En los corpusculos
renales se observo inmunoreactividad a TNF-a en células del glomérulo (figura 9 a - ¢). En el
grupo JE2 se observd nulo marcaje tubular. En los corpusculos renales se observd
inmunoreactividad contra el TNF-a en células del glomérulo (figura 9 d - f). En el grupo JE4
se observd inmunoreactividad a TNF-a en el epitelio tubular, en regiones danadas de los

glomérulos y en las células glomerulares (figura 9 g- i).
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figura 9. Efecto del estrés cronico variable sobre la inflamacion en ratas jévenes.

Se observa la expresion de TNF-o del grupo control (a- ¢), grupo jovenes sometidos a estrés cronico
variable durante 2 semanas (JE2, d-f) y grupo jovenes sometido a estrés cronico variable durante 4
semanas (JE4, g-1). Los recuadros punteados de color negro muestran el lugar de aumento de la fotografia
siguiente. La cabeza de flecha de color negro sefiala células con inmunoreactividad al TNF- a en el
corpusculo. Los asteriscos de color blanco sefalan los tibulos sin inmunoreactividad al TNF- a, los
asteriscos de color negro sefialan a tibulos con inmunoreactividad al TNF- a. Tubulos (tb), corpusculos
(cp), glomérulo (gm), borden cepillo (bc), vasos sanguineos (v). Las barras negras representan 200, 50 y
25 micrometros en las fotos de 100, 400 y 1000 aumentos, respectivamente.
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1.44 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre parametros

de crecimiento, alimentacion y peso del rifion en ratas adultas.
El peso corporal del grupo AE4 fue menor comparado con el grupo control y el grupo
AE2 (Tabla 5). La ingesta de alimento fue mayor en el grupo AE2 comparado con el grupo
control y el grupo AE4 (Tabla 5). La ingesta de agua fue mayor en el grupo AE2 comparado
con el grupo control y el grupo AE4. El peso del rifion y el indice de adiposidad fueron similares

entre grupos (Tabla 5).

1.45 Efecto inmediato y tardio del estrés cromico variable sobre los
parametros de la funcion renal en ratas adultas.

La concentracion de creatinina sérica no se modificd en los grupos AE2 (1.87 + 0.25
mg/dL) y AE4 (1.56 £+ 0.33 mg/dL) comparados con el grupo control (1.66 + 0.31 mg/dL;
ANOVA de una via, F (2, 21) = 0.282, P=0.76 Figura 10 a). La concentracion de creatinina
urinaria no se modifico en los grupos AE2 (144.2 +£ 16.08 mg/dL) y AE4 (103.3 + 11.15 mg/dL)
comparado al grupo control (105.8 = 14.68 mg/dL, ANOVA de una via, F (2,21)=2.627, P=0.10,
Figura 10 b).

1.46 Efecto inmediato y tardio del estrés cromico variable sobre la
histomorfometria renal en ratas adultas.
1.46.1 Corpusculos
El nimero de corpusculos renales en el grupo AE4 fue menor que el grupo AE2. El area
corpuscular, el porcentaje de corpusculos sin glomérulos, el porcentaje de corpusculos chicos y
grandes fue similar entre grupos (Tabla 6).
1.46.2 Glomérulos
El area glomerular, el porcentaje de glomérulos chicos y el porcentaje de glomérulo
grandes fue similares entre grupos (Tabla 6).
1.46.3 Capsula de Bowman
El area del espacio capsular fue mayor en el grupo AE4 comparado con el grupo control.
El porcentaje de espacio capsular chico fue menor en el grupo AE4 comparado con el grupo

control. El porcentaje del espacio capsular grande fue similar entre grupos (Tabla 6).
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Control AE2 AE4 (;Ai\l If)VA de una viay valor

Ganancia de peso corporal (g) 46.58 £4.39*  56.44+5.23* 2733+436° Fp21)=10.03, P<0.001
Ingesta de alimento (g/100 g de peso corporal/dia) 7.05 +£0.16* 9.29 +£0.99° 6.71 £0.09* F@21)=5.741, P<0.01
Ingesta de agua (mL/100 g de peso corporal/dia) 11.88+£0.39*  15.3+0.51° 11.51+0.45*  F21)=20.71, P<0.001
Peso del riiion (g/100 g de peso corporal) 0.34 £ 0.006 0.33 £0.009 0.34 £ 0.006 F@21=1.029, P=0.37

indice de adiposidad (g/100 g de peso corporal) 2.65+0.30 2.57+0.27 2.32+0.19 F,.21)=0.437, P=0.65

Tabla 5. Efecto del estrés cronico variable sobre la ganancia de peso corporal, ingesta de alimento, agua, peso del rifion e indice de
adiposidad en ratas adultas.

Ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2), ratas adultas sometidos a estrés cronico variable durante 4 semanas
(AE4). En la tabla se muestra la media + e.e, el valor de p, el valor de ANOVA de una via. Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias
significativas. Letras diferentes representan diferencias significativas (n=7-8 / grupo).
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Figura 10. Efecto del estrés cronico variable sobre la funcion renal de ratas adultas.

Concentracion de creatinina sérica (a) y concentracion de creatinina urinaria (b). Ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 2
semanas (AE2), ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 4 semanas (AE4). Se muestra la media + e.e. ANOVA de una via,
Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias significativas. (n=7-8).
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1.46.4 Tubulo contorneado proximal
El é4rea del tubulo contorneado proximal en los grupos AE2 y AE4 fueron similares al
grupo control (Tabla 6).
1.46.5 Fibrosis renal
En el grupo control se observaron menor cantidad de fibras de coladgeno, bien delimitadas
sin invasion al intersticio tubular (Figura 11 a y d). en el grupo AE2 se observaron mayor
cantidad de fibras de colageno que invaden el espacio intersticial entre los tibulos renales y se
aprecia una mayor acumulacion de fibras de colageno en sitios de dafio tubular que remplazaron
a estructuras tubulares (Figura 11 d y e). En el grupo AE4 se observaron fibras de colageno
entre el intersticio de tibulos sin dafio (Figura 11 ¢ y f). En los adultos el porcentaje de area
con fibrosis fue mayor en el grupo AE2 (0.072 £ 0.016 %) comparado con el grupo AE4 (0.031
+ 0.009 %) y el grupo control (0.007 £+ 0.003 %; ANOVA de una via F (2, 18y =9.115, P=0.002;
Figura 11 g).
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Control

AE2

AE4

ANOVA de una via y

Corpusculos valor de p

No. de corpusculos 71.38 £9.22° 100.10 £ 621 52,63 +10.48*  F (2,21)=7.364, P=0.004
Area corpuscular (um?) 6716.0 + 260.7 9182.0£1905.0 7278.0£258.90 F (2,21)=1.332, P=0.29
Corpusculos sin glomérulos (%) 32.63 +8.26 36.4+3.48 26.04 + 6.40 F 2,21)=0.686, P=0.51
Corpusculos chicos (%) 2091 +4.57 20.98 +2.89 13.54 +£3.72 F 2,21y=1.271, P=0.30
Corpusculos grandes (%) 79.48 +£15.03 79.03 £4.45 86.46 £ 16.93 F 2,21y=1.135, P=0.87

Glomérulos

Area glomerular (pm?)
Glomérulos chicos (%)
Glomérulos grandes (%)
Capsula de Bowman

5707.0 £ 196.5
1531 +4.46
84.78 + 14.92

6631.0 +£325.0
11.42 £3.86
88.58 £4.70

5633.0+375.9
18.75 £5.94
81.25+16.33

F 0,21)=3.244, P=0.06
F (2,21)=0.648, P=0.53
F (2,21)=0.078, P=0.92

Area del espacio capsular (um?)

1271.0 £ 130.72

1610.0 + 95.692°

1733.0 + 141.4°

F (2,21)=3.706, P=0.04

Espacio capsular chico (%) 40.11 £8.51% 27.1 +£3.41%® 16.57 £ 6.07° F 2,21)=3.442, P=0.05
Espacio capsular grande (%) 59.89+9.34 72.90 + 6.52 83.43+17.97 F (2,21)=0.921, P=0.41
Tuabulo contorneado proximal

Area (um?) 1284.0 + 40.97 1391.0 + 52.28 1390.0 + 78.66 F 2,21)=1.060, P=0.36

Tabla 6. Efecto del estrés crénico variable sobre la histomorfometria renal de ratas adultas.
Ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2), ratas adultas sometidos a estrés cronico variable durante 4 semanas
(AE4). En la tabla se muestra la media + e.e, el valor de p, el valor de ANOVA de una via. Tukey’s pos hoc p<0.05. Letras diferentes
representan diferencias significativas (n=7-8 / grupo).
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Figura 11. Efecto del estrés cronico variable sobre la fibrosis renal en ratas macho adultos.

Se muestran imagenes representativas del grupo control (a y d), ratas adultas sometidas a estrés cronico
variable durante 2 semanas (AE2, b y e) y ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 4
semanas (AE4, c y f). Las flechas blancas sefialan las regiones con fibrosis tubulointersticial, los
recuadros negros de linea pinteada sefialan el lugar magnificado de la siguiente fotografia, la cabeza de
flecha negra senala tubulos rodeados por fibras de colageno, tubulos (tb), corpusculos(cp) y vasos
sanguineos. Las barras negras representan 200 y 50 micrometros en las fotos de 100 y 400 aumentos
totales, respectivamente. En la grafica (g) Se muestra la media + e.e. letras diferentes muestran
diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 (n=7-8).
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1.47 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre el dafio
tubular en la corteza y médula renal de ratas adultas
1.47.1 Corteza renal de adultos
Los tabulos del grupo control se observan sin alteraciones en las membranas basales, el
epitelio tubular esta conservado y bien organizado, el borden cepillo se observa adherido y
distribuido en la luz del tubulo renal (Figura 12 a -b). En el grupo AE2 se observa tibulos
atrofiados, epitelio tubular separado de la membrana basal, tubulos apoptoticos y ntcleo
picnoticos (Figura 12 c-d). En el grupo AE4 se observan tubulos sin alteraciones en las
membranas basales, el epitelio tubular estd conservado y bien organizado, el borden cepillo se
observa adherido y distribuido en la luz del tubulo renal (Figura 12 e-f). El porcentaje de tabulos
dafiados en el grupo AE2 (9.62 + 1.21 %) fue mayor que en el grupo control (4.54 +=1.09 %) y
el grupo AE4 ( 6.64 +0.96 %, ANOVA de una via F(2,18=5.439, P=0.01; Figura 12 g ).

1.47.2 Médula renal de adultos
En la médula renal del grupo control (Figura 13 a-c), E2 (Figura 13 d-f) y E4 (Figura
13 g-i) se observo un adecuado arreglo histoldogico con buena organizacion de los haces
vasculares, la membrana basal de epitelio plano simple de los haces vasculares se observo bien
definidas y sin alteraciones, la porcion ascendente gruesa del asa de Henle se observo en la

periferia de los haces vasculares con un epitelio bien conformado y sin alteraciones.
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Figura 12. Efecto del estrés cronico variable sobre la histologia de la corteza renal de ratas adultas.
Corteza renal del grupo control (a-b), ratas adultas sometidos a estrés cronico variable durante 2 semanas
(AE2, c-d) y ratas adultas sometidos a estrés cronico variable durante 4 semanas (AE4, imagenes e-f).
Tubulos contorneado proximal (tcp), glomérulos (gm), borden cepillo (bc), Las blancas sefialan tibulos
de la corteza renal con dafo. La cabeza de flecha blanca sefiala nticleos picnéticos y el asterisco de color
negro sefiala un tibulo apoptotico. Los recuadros negros de linea pinteada sefialan el lugar magnificado
de la siguiente fotografia. Las barras negras representan 200, 50 y 25 micrometros en las fotos de 100,
400 y 1000 aumentos, respectivamente. En la grafica (g) Se muestra la media + e.e. letras diferentes
muestran diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 (n=7-8).
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Figura 13. Efecto del estrés cronico variable sobre la histologia de los haces vasculares en 1a médula
renal de ratas adultas.

Se muestran imagenes representativas de la médula renal del grupo control (a-c), ratas adultas sometidas
a estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2, d-f) y ratas adultas sometidos a estrés cronico variable
durante 4 semanas (AE4, imagenes g-i). Las lineas punteada de color negro delimitan los haces
vasculares (hv), los recuadros punteados de color negro muestran el lugar de aumento de los haces
vasculares. Porcion ascendente gruesa del asa de Henle (aha), membrana basal del epitelio plano simple
de los haces vasculares (mbc). Las barras negras representan 200, 50 y 25 micrometros en las fotos de
100, 400 y 1000 aumentos, respectivamente.
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1.48 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre el dafio
corpuscular de ratas adultas.

En el grupo control observamos corpusculos sin acumulacion de colageno, capsula de
Bowman bien definida, glomérulos completos sin adherencias ni obliteraciones. (Figura 14 a-
¢). En los corptsculos del grupo AE2 observamos acumulacion excesiva de coldgeno, sin
embargo, el glomérulo no presentd obliteraciones. La membrana basal de la capsula de Bowman
se observo normal con ligero aumento del colageno (Figura 14 d-f). En los corpusculos del
grupo AE4 observamos acumulacion excesiva de coldgeno, sin embargo, el glomérulo no
presentd obliteraciones. La membrana basal de la capsula de Bowman se observo normal con
ligero aumento del colageno (Figura 14 g-i). En los adultos el porcentaje de corptsculos con
dafio fue similar entre en el grupo AE2 (37.39 + 3.30 %) y AE4 (42.23 + 4.14 %) comparados
con el grupo control (39.69 +3.15 %, ANOVA de una via, F(220)=0.4693, p=0.63;Figura 14 j).
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Figura 14. Efecto del estrés cronico variable sobre el corpusculo renal de ratas adultas.

Se muestran corpusculos del grupo control (a-c), corptsculos del grupo de ratas adultas sometidas a
estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2; d-f) y corptsculos del grupo de ratas adultas sometidas
a estrés cronico variable de 4 semanas (AE4, g-i). Los recuadros punteados de color negro muestran el
lugar de aumento de los corpusculos renales. Las puntas de flecha blancas sefialan corpusculos renales
normales, las flechas negras sefialan corpusculos renales con acumulacion excesiva de colageno. Ttbulos
renales (tb), corpusculos renales (cp), capsula de Bowman (cb), espacio capsular (ec), células
mesangiales (cm). Las barras negras representan 200, 50 y 25 micrémetros en las fotos de 100, 400 y
1000 aumentos, respectivamente. En la grafica (j) se observa el porcentaje de tiibulos dafiados, se muestra
la media + e.e. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias significativas (n=7-8).
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1.48.1 Triglicéridos renales
En los adultos la concentracion de triglicéridos renales aument6 en el grupo AE2 (20.62
+ 3.12 mg/g de rifion) comparado con el control (4.05 = 0.54 mg/g de rifion) y AE4 (4.71 £ 0.67
mg/g de rifion; ANOVA de una via; F12,21)=25.06, P<0.001; Figura 15).

1.48.2 Estado antioxidante y estrés oxidativo
En los adultos, la capacidad antioxidante del rifion evaluada por la actividad CAT y
actividad de SOD es similar entre los grupos (Tabla 7). En los adultos, la capacidad reductora
férrica (FRP) disminuye en el grupo AE2 comparado con el grupo control y AE4 (Tabla 7). El
porcentaje de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS) fue mayor en el grupo AE2
comparado con el grupo control (Tabla 7). El porcentaje de TBARS del grupo AE4 fue similar
al grupo control (Tabla 7).
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Figura 15. Efecto del estrés cronico variable sobre la concentracion de triglicéridos renales en
adultos.
Ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2) y ratas adultas sometidas a
estrés cronico variable durante 4 semanas (AE4). Se muestra la media + e.e. letras diferentes muestran
diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias significativas.
(n=7-8).
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Control AE2 AE4 ANOVA y valor de p

Actividad de CAT (%) 100+5.54 109.8+3.77  99+6.17 F1=1.280, p=0.30
Actividad de SOD (%) 100+£7.22 79.02+2.16  87.32+736 Fp=0.315, p=0.73
FRAP (%) 100 £6.79° 37.79+2.86°  108.6+6.46° Fpo1=46.61, p<0.001

TBARS (%) 100 £3.98* 1143 +£3.34°*  102.0+2.89% F(,15=5.056, p=0.02

Tabla 7. Efecto del estrés cronico variable sobre el estrés oxidativo de ratas adultas.
Ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2), ratas adultas

sometidos a estrés cronico variable durante 4 semanas (AE4). En la tabla Se muestra la media +

e.c. letras diferentes muestran diferencias significativas. ANOVA de una via, Tukey’s pos hoc p<0.05
(n=7-8).

1.49 Efecto inmediato y tardio del estrés cronico variable sobre presencia
de TNF-a como indicador de inflamacion en el rifion
La expresion del TNF-a fue similar en los grupos AE2 (0.19 + 0.06 unidades arbitrarias)
y AE4 (0.19 + 0.05 unidades arbitrarias) comparados con el grupo control (0.18 £+ 0.03 unidades
arbitrarias, ANOVA de una via, F (2,15)=0.020, P= 0.9801;Figura 16 a y b).
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Figura 16. Efecto del estrés cronico variable sobre la inflamacion en adultos.

Ratas adultas sometidas a estrés cronico variable durante 2 semanas (AE2), ratas adultas sometidos a
estrés cronico variable durante 4 semanas (AE4). En la grafica (a) se muestra la media + e.e de la
expresion relativa de TNF-a. En la tabla se muestra la media + e.e, el valor de p, el valor de ANOVA de
una via. Tukey’s pos hoc p<0.05 como diferencias significativas. Letras diferentes representan
diferencias significativas (n=7-8 / grupo). En la figura (b) se muestran las bandas sobre la placa, rojo de
Ponceau y el marcador de peso molecular
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8 DISCUSION

En las ratas jovenes el estrés cronico variable (ECV) en 4 semanas indujo menor ganancia
de peso corporal, aumento de la ingesta de agua, disminucion en la excrecion de sodio urinario,
fibrosis tubulointersticial, dafio tubular, dafio corpuscular e inflamacion. En las ratas adultas el
estrés cronico variable indujo en 2 semanas menor ganancia de peso corporal, mayor fibrosis
tubulointersticial, mayor dafio tubular, acumulacion de triglicéridos renales y estrés oxidativo.
Por esto observamos que los efectos del estrés cronico variable en los jovenes ocurren de forma
tardia (grupo JE4), mientas que en los adultos los efectos son de forma temprana (grupo AE2).
E1 ECV provoco, en jovenes y en adultos, menor ganancia de peso corporal. Nuestros resultados
son congruentes con otros trabajos que muestran una disminucidon en la ganancia de peso
corporal, sin modificar la ingesta de alimento, (Lopez-Lopez y cols. 2018, Sequeira-Cordero y
cols. 2019). Lo anterior es debido a que el ECV incrementa el gasto en energético y al no
aumentar la ingesta de alimento se reduce la ganancia de peso corporal (Casanova y cols. 2019,
Razzoli y Bartolomucci 2016). El aumento de la concentracion sérica de aldosterona provoca
inflamacién en tejido adiposo (Kraus y cols. 2005) y en consecuencia se produce resistencia a
la insulina en tejido adiposo. Esto promueve la lipolisis del tejido adiposo y menor ganancia de
peso corporal (Al-Mansoori y cols. 2022). Observamos que las ratas jovenes estresadas durante
4 semanas incrementan la ingesta de agua. La aldosterona provoca mayor recaptura de sodio en
los tiibulos colectores (Katsu y Iguchi 2016), lo que provoca menor excrecion de sodio urinario.
Al incrementar la recaptura de sodio provoca incremento de la osmolaridad plasmatica que
finalmente termina por estimular el centro de la sed en el hipotdlamo mediante la induccion de
la vasopresina (Armanini y cols. 2018).

En ratas jovenes el estrés cronico variable provoca incremento en la concentracion de
aldosterona, pero no de corticosterona. En trabajos realizados con estrés cronico por restriccion
se ha probado que un estimulo estresante cronico es capaz de incrementar la concentracion sérica
de aldosterona (Sanchez-Solis y cols. 2020). Este efecto se debe a que la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) es un estimulante de la secrecion de aldosterona ante el estrés fisico
o psicologico (Markou y cols. 2015). No observamos incremento en la concentraciéon de
corticosterona ante el estimulo de estrés cronico variable debido a que el protocolo que usamos

es una modificacion del protocolo usado por Zeeni y cols. 2013. Se ha probado que el protocolo
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de estrés cronico variable es capaz de incrementar la concentracion de corticosterona sérica
(Lopez-Lopez y cols. 2018, Lopez-Lopez y cols. 2016). Sin embargo, los protocolo
implementados que alcanzan este objetivo usan estimulos estresantes como shocks eléctricos en
la patas de las ratas, exposicion continua al luz blanca, deprivacion de alimento y agua
inmovilizacion y/o atrofia de extremidades, entre otros (Willner 2017). En nuestro protocolo
seleccionamos, en la medida de lo posible, estimulos que mantengan activo al eje hipotdlamo
pituitaria adrenal (HPA), tratando de evitar aquellos estimulos estresantes que produzcan efectos
directos sobre la inflamacién, modificacion del metabolismo y del balance hidroelectrolitico.
Esto para evitar confusiones entre los efectos renales de la aldosterona y/o corticosterona con
los estimulos estresantes aplicados en el protocolo. Por lo anterior creemos que los estimulos
que hemos usado en este estudio no son tan severos como para mantener la concentracion de
corticosterona sérica alta en las ratas jovenes. Esta premisa estd basada en que una
administracion baja y constante de ACTH estimula la produccion de aldosterona en la glandula
adrenal pero no de corticosterona (Markou y cols. 2015). Es importante mencionar que por
problemas técnicos no pudimos realizar la medicidon de aldosterona en los otros grupos. Sin
embargo, observamos que la ingesta de agua increment6 en el grupo de los adultos con estrés
cronico variable durante 2 semanas. Por lo que pensamos que la aldosterona podria estar
incrementada como en los jovenes.

El dafio renal en los jovenes se evidencia por la fibrosis tubulointersticial, el dafio tubular,
el glomeruloesclerosis e inflamacion. Estos cambios patolégicos que encontramos en este
trabajo pensamos que se encuentra orquestados por la aldosterona ya que la administracion de
aldosterona es capaz de inducir inflamacion (Martin-Ferndndez y cols. 2016), fibrosis
tubulointersticial, glomeruloesclerosis y dafio tubular mediante la activacion del factor nuclear
kappa de los linfocitos B (NF-kB), este factor constituye la via canénica de la inflamacion
celular y por lo tanto la expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Fukuda y cols.
2011). La aldosterona es capaz de provocar dafio en los podocitos mediante la induccion de dafio
mitocondrial y la activacion del inflamasoma NPRL3 (Jiang y cols. 2021). El dafio a los
podocitos mas que las anomalias mesangiales, es la que estimula el desarrollo de la esclerosis
glomerular (Kretzler y cols. 1994). Estos efectos patologicos que produce la aldosterona estan

mediados por la activacion de los receptores a mineralocorticoides, ya que, la inhibicion de la
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actividad de los receptores con espironolactona o eplerona inhibe el efecto patologico de la
aldosterona (Fukuda y cols. 2011).

En los adultos observamos acumulacion de triglicéridos, estrés oxidativo, daio tubular y
fibrosis tubulointersticial. Estos efectos se encuentran relacionados entre si. La acumulacion de
lipidos en el rindn es un factor que promueve el estrés oxidativo y la fibrosis renal. Las
principales vias desreguladas en el dafio renal son el metabolismo y la inflamacion (Kang y cols.
2015). La acumulacion de lipidos en células como podocitos y células tubuloepiteliales es
comun en el dafio renal. Esta acumulacion se debe a la disminucion en la oxidacion de lipidos
en la mitocondria y consecuentemente este exceso provoca mayor expresion del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) (Yuan y cols. 2022), por lo que un una mayor expresion
de este promueve el desarrollo de la fibrosis renal (Zhang y cols. 2020). La acumulacion de
lipidos provoca mayor riesgo de oxidacién debido a que hay mayor biodisponibilidad. La
presencia de lipidos oxidados provoca la deplecion de antioxidantes no enzimaticos en pacientes
con enfermedad renal cronica (Hossain y cols. 2021) . Lo anterior debido a que los antioxidantes
no enzimaticos como la vitamina C, el tocoferol, minerales como el zinc y magnesio mantienen
viable el sistema antioxidante enzimatico (Shalini-Kapoor y Sivakumar-Joghi 2015). Esto es
congruente con nuestros resultados debido a que no observamos deplecion de las defesas
enzimaticas antioxidantes. Significa que el sistema antioxidante no enzimatico se ha depletado
para mantener viable la defensa antioxidante enzimatica.

En los jovenes observamos un efecto tardio del dafio renal quizas porque la maduracion
del rifién termina hasta los 70 dias posnatales (EI-Bestawy y cols. 2017). Hasta ahora no existen
trabajos que comparen el dafio renal entre jovenes y adultos. Pero durante el periodo de
desarrollo renal en los jovenes, la remodelacion tisular esta activa de forma fisiologica y por lo
tanto los mecanismos reguladores y reparadores podrian estar mas activos que en los adultos
esto puede provocar el retardo de la aparicion del dafio renal. En un trabajo realizado con un
protocolo de estrés cronico por restriccion de movimiento se sabe que el dafio renal no es
reversible al quitar el estimulo estresante y hay mayor efecto de dafio renal en jovenes que en
adultos. En hallazgo de este trabajo observamos que los jovenes presentan glomeruloesclerosis
focal y segmentaria, mientras que en los adultos tienen menor cantidad de glomérulos y los

cambios patoldgicos en los jovenes son de forma tardia mientras que en los adultos es de forma
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temprana y la mayoria de las alteraciones patoldgicas se relacionan con la acumulacion de
triglicéridos renales y estrés oxidativo mas que con la inflamacién como en el caso de los
jovenes. Hasta ahora no se han investigado los efectos de la inflamacion en el rifion dependiendo
de la edad. Pero si sabemos que un estimulo de hiperoxia induce la infiltracion de macréfagos
en ratas infantes de un mes de edad y no afecta a ratas adultas de 5 meses de edad, pero si a ratas
mas viejas de 11 meses de edad (Sutherland y cols. 2016) esto sugiere que los individuos se
vuelven mas susceptibles a los procesos inflamatorios en edades muy tempranas o muy tardias
de la vida. Todos los cambios patologicos anteriores ocurren sin cambios en la concentracion
de creatinina. La creatinina es indicador endogeno de la funcion renal que es ampliamente usado
por su relacion costo beneficio. La creatinina es un metabolito que puede ser excretado en el
ultrafiltrado glomerular o por secrecion tubular. Se puede excretar mas creatinina mediante los
tabulos renales, principalmente dafiados, ocultando la deficiencia de la tasa de filtrado
glomerular (Delanaye y cols. 2020). Por otro lado, también las nefronas sin dafio pueden
compensar la deficiencia de las nefronas dafiadas y mantener una buena filtracion renal. por
ultimo, también es importante sefialar que los problemas de azotemia son visibles hasta que la
tasa de filtrado glomerular se encuentra moderadamente disminuida, en el caso de los humanos
debe ser menor de 60 mL/min/173m? (Glynne y Lightstone 2001). En experimentos posteriores
se deberan tomar en cuenta otros indicadores de funcionalidad como la depuracion de inulina,
calcular la tasa de filtrado glomerular y realizar la medicién de otros compuestos nitrogenados

que en conjunto expresaran de forma integral la funcionalidad renal.
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9 CONCLUSION

El estrés cronico variable provoca hiperaldosteronismo, pero no incrementod la
concentracion de corticosterona sérica. El dafio renal es mds severo en ratas jovenes que en
adultas. Las ratas adultas tienen capacidad de adaptarse al estrés y recuperarse del dafo que
provoca el estrés cronico variable. El dafio que se produce en ratas jovenes es de forma tardia
mediante la accion de la aldosterona e inflamacién renal. Mientras que en los adultos el dafio
renal se presenta de forma temprana, mediado por el estrés oxidativo. En ambos grupos el estrés
crénico variable se vuelve un factor de riesgo silente ante el desarrollo de la enfermedad renal

cronica.
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10 PERSPECTIVAS

l.

El estrés cronico provoca hiperaldosteronismo que coexiste con el dafio renal. Es
importante investigar sobre este modelo, si al bloquear los receptores a
mineralocorticoides para dilucidar la via de sefalizacion que usa la aldosterona en la
induccioén del dafio renal.

En este trabajo investigamos el efecto del estrés cronico variable en jovenes, sin
embargo, en los individuos coexisten otros factores de riesgo importantes para el
desarrollo de la enfermedad renal. Por esto es importante conocer si el estrés cronico,
en coexistencia con otros factores de riesgo durante la juventud, aumentan el dafio o
la velocidad de aparicion de este en la adultez.

El resultado de este trabajo, al igual que otros anteriores, sefialan que el estrés cronico
es capaz de provocar dafio renal, es importante investigar a cerca de terapias que
puedan usarse como prevencion del dafio renal en etapas tempranas que prevengan la

inflamacion y fibrosis renal.
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12 GLOSARIO

9.

Agonista: Medicamento o sustancia que se une a un receptor en el interior o la
superficie de una célula y produce la misma accidn que la sustancia que
normalmente se une con el receptor.

Antagonista: sustancia, natural o sintética, que se une a los receptores del
organismo en cuestion, bloqueandolos contra la accion de los agonistas y no
produce ningun efecto sobre el cuerpo

Enzima: Moléculas organicas que actuan como catalizadores de reacciones
Fibrosis: Desarrollo en exceso de tejido conectivo fibroso en un érgano o tejido
como consecuencia de un proceso reparativo o reactivo.
Glomeruloesclerosis: Enfermedad por la que se desarrolla tejido cicatricial en
los glomérulos.

Hormona: Sustancia quimica secretada por una célula especializada a la
sangre, cuyo fin es sefialar a otras células para que realicen funciones
especificas.

Glucocorticoides: son hormonas derivadas del colesterol secretadas por la
zona fasciculada de la glandula adrenal.

Mineralocorticoides: son hormonas derivadas del colesterol secretadas por la
zona glomerulosa de la glandula adrenal.

Interleucinas: Aquellas que regulan las respuestas inmunitarias.

10.Receptor: Aquellas proteinas que permiten la interaccion de determinadas

sustancias con los mecanismos del metabolismo celular.

11.Solucién de Bouin: Fijador compuesto utilizado en histologia compuesta por

acido picrico, formaldehido y acido acético.

12.Uni-nefrectomia: Procedimiento quirurgico que se realiza para extirpar todo el

rindn o parte de este.
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13 ANEXOS

a. Anexo 1. Protocolo de tincion de tricromica de Masson

Después de obtener los cortes se dejan secar durante 24 horas y se realiza la
tincion tricrémica de Masson con la finalidad de identificar la presencia de fibrosis renal.

Procedimiento

Desparafinar Xileno 2x5 min
Xileno:Etanol 5min
Etanol 100% 2X5 min
Etanol 96% 3min
Etanol 80% 3min
Etanol 60% 3min
Agua destilada 3min
Mordiente Mordente de Bouin 12 horas
Agua corriente 40s
Hematoxilina de Weigert 20min
Agua corriente 40s
Agua destilda 40s
Azuleamiento Amoniaco 1% 4 min
Agua corriente 40 s
Biebrich Scarlet-Fuchina acida 10 min
Agua corriente 40s
Contraste Ac. Fosfomolibdico 4 min
Azul de anilina 5 min
Ac. Acético glacial 1% 3 min
Agua corriente 40 s
Deshidratacion Etanol 80% 40 s
Etanol 96% 40 s
Etanol 100% 40 s
Etanol: Xilol 40 s
Xileno 40 s
Montaje Entellan
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b. Anexo 2. Protocolo de tincion acido periodico de Schiff

Después de obtener los cortes se dejan secar durante 24 horas y se realiza la
tincion PAS con la finalidad de tefir la membrana basal de las estructuras y realizar la

medicion de la histomorfometria e identificar dafio tubular.

Desparafinar Xileno 2x5 minutos

Xileno: Etanol 5 minutos
Etanol 100% 2x5 minutos

Etanol 96% 3 minutos

Etanol 80% 3 minutos

Etanol 60% 3 minutos

Agua destilada 3 minutos

Mordiente Acido periédico 5 minutos
Agua destilada 40 segundos

Agua tibia 5 minutos

Hematoxilina de 10 minutos

Harris

Agua corriente 5 minutos
Deshidratacion Agua destilada 40 segundos
Etanol 96% 40 segundos
Etanol 100% 40 segundos
Etanol: Xilol 40 segundos
Xileno 40 segundos

Montaje Entellan
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- disminuye la excrecién urinaria de sodio en la rata macho joven

Pérez Sanchez Eliut* y Nicolas Toledo Leticia*
‘Doctorado en Ciencias Biologicas, Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la Universidad Autonoma de Tlaxcala. Laboratorio de
inmunoguimica.

INTRODUCCION

Independientemente de la causa del dafio renal, la funcidn renal puede recuperarse activando procesos de reparacion. En los tabulos del
rifion se lleva a cabo la activacion celular, inflamacion, sintesis de matriz extracelular y cambios metabolicos en las células. Pero, la
desregulacion de estos procesos, principalmente la activacion celular, puede provocar una reaccion exagerada. Ante la mala adaptacion,
las células tubulares epiteliales provocan un panorama oxidativo, inflamatorio y fibrético. La activacion del sistema renina angiotensina
aldosterona cumple una funcion reguladora de la presion arterial, principalmente, por aumento de la resistencia periférica, aumento de la
reabsorcion renal de sodio y el consecuente incremento del volumen circulante. Pero también, se le ha relacionado con efectos adverso
sobre el rifidn, la aldosterona induce el inicio de la inflamacion, estrés oxidativo y fibrosis renal.

OBJETIVOS

Evaluar los efectos de la aldosterona inducida por estrés cronico variable sobre la estructura y funcion renal en ratas jovenes.
MATERIALES Y METODOS

Se formaron 2 grupos de ratas macho jovenes: control (JC, n=8) y expuestos a estrés cronico variable por 4 semanas (JE4, n=8). Al finalizar
el experimento, los animales son anestesiados y sacrificados por decapitacion para colectar suero para determinar la concentracion de
aldosterona y creatinina. También se colecta orina para evaluar la excrecion de sodio y con el rifdn derecho determinamos fibrosis.
RESULTADOS

En el grupo JE4 aumenta la aldosterona {JE4 437.75+40.76 pg/mL y 1C 193.5426.71 pg/mL), se induce fibrosis peritubular (14 0.1737+0.03
% y IC 0.05+0.01 %) y disminuye la excrecion urinaria de sodio (JE4 10.86%1.56 nM y JC 16.78+1.05 nM). Sin diferencias en la
concentracion de creatinina sérica.

CONCLUSION

El estrés es asociado a situaciones tanto patologicas como no patologicas. Mantener condiciones estresantes de forma cronica puede
inducir hiperaldosteronismo y contribuir al desarrollo de la enfermedad renal cronica induciendo fibrosis y la retencion de sodio en
jovenes sin obesidad ni sindrome metabdolico.
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El estrés crénico variable promueve hiperaldosteronismo e induce dano renal en
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Recientemente demostramos que el estrés cronico por restrbcciﬁn‘ﬂe._muﬁmientﬂ provoca
afeccion renal con aumento de la concentracion sérica de. gldnst\'ﬂmna, pero no de
corticosterona, posiblemente por una adaptacion al estrés. Ef-_gl:l_ﬁlia._-n de este trabajo es
evaluar el efecto de la corticosterona y zldosterona sobre el di_ﬁcl renal en ratas macho
Jjovenes mediante un modelo de estrés cronico variable, Se litilizaron ratas machos Wistar
de 51 dias que formaron 2 grupes: grupo control (G, n=8); grupo estrés cronico variable
(ECV; n=8) sometido a 5 diferentes estimulos r's'trgé'silmes'ﬁemana durante 4 semanas. Al
final del experimento se midieron aldnsterqﬁ&;x_cm’cic{_:stemna y creatinina serica. Em orina
de 12 horas se midio creatinina y mdiq.-ilrin_ﬂr:f&.; En el rinon derecho se evaluo fibrosis,
histomorfometria de tabulos v glomérules’y TNF-o. En el rifion izquierdo se determind
actividad antioxidante y 5uh5tanc£ni_re_@:timﬂf acido tiobarbitdrico (TBARS). En el grupo
ECV incrementd la cnncentragl;ﬁﬁrkyﬁ,'a_id_mternna, pero no de corticosterona. Tambign
disminuyo la excrecidn de sodio _u!lna{iﬁ,' pero no modificd la concentracion de creatinina
sérica y urinaria. En la" Fﬁsfﬁ&mia ‘observamos que el ECV provoca inflamacidn,
glomeruloesclerosis focaly segmentaria, fibrosis tubulointersticial y dafo tubular sin
modificar el estado oxidante, Podemos concluir que el estrés cranico variable induce
hipembdustemnisﬁiq_que podria contribuir al desarrollo de otras patologias renales, como
una disfunciﬁri"i‘._‘_erﬁ} 'r';'i'ﬁmta irreversible en ratas jovenes adultas.
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Abstract

Childhood obesity predicts the presence of adult obesity. Obesity is associated with poor
sperm quality. We hypothesized that exposure to a high-sugar diet (HSD) in early life
would cause permanent histomorphology damage to the testes, resulting in reduced

sperm quality in adult life. Wistar rats (aged 21days) were divided into four groups (n=6).

In the first experiment, the rats received tap water (control) and a 30% sucrose diet for
two months (S30). In the second experiment, the control and 30% sucrose diets were fed
for two months, followed by replacement with tap water for two months (IS30). Eating
and drinking were monitored. Animals were then euthanized, visceral and gonadal fat
tissue and testes were collected, and epididymal spermatozoa were excised. Testicular
samples were used for morphological description by H&E staining and for quantifying
triacylglycerol content, caspase activity, and oxidative stress. Serum testosterone
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