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I ARTICULO ORIGINAL

Hacia el esclarecimiento del rol del anién cloruro en la hipertensiéon
arterial: su vinculo con el dano oxidativo en el rinén

Towards the Elucidation of the Role of the Chloride Anion in Arterial Hypertension: Its Link
with Oxidative Damage in the Kidney

NICOLAS M. KOUYOUMDZIAN'2® | GABRIEL KIM'®, GABRIEL D. ROBBESAUL'®, PAULA D. PRINCE?4®, ANA M. PUYOS©,
BELISARIO E. FERNANDEZ2®, MONICA L. GALLEANO? #®, MARCELO R. CHOI" 25

RESUMEN

Introduccién: Se desconoce el papel del anién cloruro en los efectos deletéreos del consumo excesivo de sal (NaCl) y si sus
efectos son independientes de la presencia del sodio.

Objetivo: Demostrar que tanto una sobrecarga de cloruro como una sobrecarga de sodio en la dieta producen efectos deleté-
reos, en forma independiente, sobre la presion arterial sist6lica (PAS), la funcién renal y los marcadores de estrés oxidativo
en el rinén.

Materiales y métodos: Ratas Wistar macho fueron divididas en cuatro grupos (n = 8/grupo) y fueron alimentadas con diferen-
tes dietas durante tres semanas: C: control (dieta estandar), NaCl: hipersddica-hiperclérica, Na: hipersddica sin cloruro, Cl:
hiperclérica sin sodio. Se determinaron la presion arterial sistdlica (PAS) y la funcién renal y en la corteza renal, se evalu6
la produccién de especies reactivas del acido tiobarbitdrico (en inglés: TBARS) y la actividad y la expresion de las enzimas
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa (GPx).

Resultados: Al cabo de tres semanas, la PAS aumenté (*) en los dos grupos alimentados con cloruro. La excrecién fraccional
de sodio y de cloruro aument6 (*) en los grupos NaCl y Na. La diuresis y los TBARS en la corteza renal aumentaron (*) con
las tres dietas, sin cambios en la actividad y en la expresiéon de SOD y CAT. La actividad de la GPx aumenté (*) en los dos
grupos que recibieron cloruro; (*p < 0,05 vs C).

Conclusién: Tanto la sobrecarga de sodio como la de cloruro se asocian a mayor estado oxidativo caracterizado por un incre-
mento en la peroxidacion lipidica en la corteza renal. Sin embargo, solo el exceso de cloruro se asocia a mayor actividad de
la GPx y de la hipertension, sin cambios en la excrecién urinaria de cloruros, sugiriendo un mayor estado prooxidante renal
en comparacion con el grupo Na.

Palabras clave: Cloruro - Hipertensién - Rifdn - Peroxidacion de lipido - Glutatién peroxidasa

ABSTRACT

Introduction: The role of the chloride anion on the deleterious effects of excessive consumption of salt (NaCl) and whether its
effects are independent each other of the presence of sodium remains to date, unknown and unclear.

Objective: To demonstrate that both a chloride overload and a sodium overload in the diet produce deleterious effects, by dif-
ferent mechanisms, on systolic blood pressure (SBP), renal function and markers of oxidative stress in the kidney.

Materials and Methods: Male Wistar rats were divided into four groups (n = 8 / group) and fed with different diets for three
weeks: C: control (standard diet), and diets: NaCl: hypersodic-hyperchloric; Na: hypersodic without chloride and Cl: hyperchlo-
ric without sodium. Systolic blood pressure (SBP) and renal function were determined, and the production of thiobarbituric
acid reactive species (TBARS) and the activity and expression of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GPx) enzymes were evaluated in renal cortex tissue.

Results: SBP increased (*) in the two groups fed with chloride. The fractional excretion of sodium and chloride increased (*)
in the NaCl and Na groups. increased (*) in the renal cortex with the three diets. No changes were observed in the activity
and expression of SOD and CAT. GPx activity increased (*) in the two groups that received chloride; (* p <0.05 vs C).
Conclusion: Both sodium and chloride overload are associated with a higher oxidative state characterized by an increase in
lipid peroxidation in the renal cortex. However, compared with Na group, only chloride overload is associated with higher
GPx activity and hypertension without any changes in urinary chloride excretion, suggesting a higher renal pro-oxidant state
in this experimental group.
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INTRODUCCION

El consumo excesivo de sal en la dieta es un factor
de riesgo para el desarrollo de hipertensién arte-
rial. En el rindn, la sobrecarga salina induce estrés
oxidativo e inflamacién, independientemente del
valor de la presién arterial. Los estudios clinicos
sugieren que la presién arterial no se incrementa
por una dieta alta en sodio (Na*) en ausencia de
cloruro (Cl), (1-3) pues el bicarbonato de sodio no
tiene el mismo efecto presor que el cloruro de sodio
(NaCl) en personas hipertensas. (2, 4) Evidencias
recientes sugieren que el cloruro puede tener una
injerencia mas especifica en la hipertension arterial
“sal sensible”, independiente del efecto hipertensé-
geno del sodio. (5-9)

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado la presen-
cia de efectos proinflamatorios y profibroéticos agudos
y crénicos que una sobrecarga de NaCl provoca en el
rindn. (10-13) Una dieta alta en NaCl induce activa-
cion del gen del angiotensinégeno, mayor sintesis de
angiotensina II renal y aumento del estrés oxidativo
que conducen al desarrollo de hipertensién. (14-16) Sin
embargo, hasta el presente, no estan descriptos ni escla-
recidos los posibles efectos daninos de una sobrecarga
del Clen el rinén, y si sus efectos son independientes
de la presencia del Na*.

Hipotesis

El ani6n cloruro, independientemente del catién sodio,
también estaria involucrado en el estrés oxidativo del
rinén y la elevacion de la presion arterial. Estas altera-
ciones se verian atenuadas si el cloruro se reemplazara
por otro anién (por ejemplo, el citrato) o si el sodio fuese
reemplazado por otros cationes.

Objetivos

Discernir cuéles son los efectos propios de la sobrecarga
de cloruro en la dieta y cuales los de la sobrecarga de
sodio sobre los siguientes parametros:

* presion arterial sistolica (PAS)

* funcién renal

* marcadores de estrés oxidativo en el rindén

MATERIALES Y METODOS

Animales utilizados

Se utilizaron 32 ratas Wistar macho de 7 semanas de edad
y peso corporal (PC) promedio de 155-165 g al comienzo de
la dieta.

Dietas

Los animales se dividieron en un grupo control y tres grupos

experimentales (n = 8/grupo), bebieron agua corriente ad

libitum, y consumieron esas dietas (17) durante 3 semanas:

1) Control: dieta estandar (0,4% P/P de NaCl en la comida)

2) NaCl: dieta alta en cloruro de sodio (8%)

3) Na: dieta hipersédica sin cloruro (Na,C,H O, 11,8%)
(equimolar en Na* con grupo 2)

4) CI: dieta hiperclérica sin sodio (CaCl, 3,80%; KCI 3,06%
y MgCl, 1,30%) (equimolar en CI con grupo 2).

Determinacion de la presion arterial sistolica

Se midi6 la PAS a tiempo 0 (basal), 1, 2 y 3 semanas por esfin-
gomanometria en la cola de las ratas (Hatteras Instruments,
Cary, NC, US), entre las 9 y 11 horas, previo entrenamiento
de los animales durante 3 dias consecutivos.

Determinacion del consumo de alimento, ingesta calérica
y consumo de bebida

Durante tres dias consecutivos de la tercera semana, se
calcularon los consumos de alimento (g) y agua (mL). Se
calcul6 la ingesta calérica (keal) como: 3,3 kecal/g*Ingesta de
alimento (g).

Determinacion de parametros urinarios, plasmaticos y
evaluacién de la funcionalidad renal excretora
Al cabo de las 3 semanas de dieta, los animales se alojaron
en jaulas metabdlicas, durante dos dias: uno de aclimatacién
y otro de recoleccién de orina de 24 horas para medir la diu-
resis, las concentraciones urinarias de Na* y ClI' (mEq/L) y
creatinina (mg/dL).

El dia del sacrificio, luego de obtener el peso corporal final,
y bajo anestesia con ketamina (60 mg/kg) y xilacina (2 mg/kg),
se extrajo sangre del seno retroocular. Se determinaron las
concentraciones plasmaticas de Na*, Cl', creatinina, glucosay
urea, mediante un autoanalizador. La osmolaridad plasmatica
(mOsm/kg) se estimé como:

2*natremia (mEq/L) + 1/18*glucemia (mg/dL) + 1/6*ure-
mia (mg/dL).

Se calcul6 la depuracion (clearance) de creatinina segin:

CICr = (creatininuria/creatininemia)*diuresis/tiempo/PC.

Para estudiar la funcién tubular se calcularon la carga
filtrada (CF), la excrecion urinaria (EU), la excrecion fraccio-
nal (EF), la reabsorcién tubular (RT) y la reabsorcién frac-
cional (RF) de los diferentes iones, a partir de las siguientes
férmulas estandares:

CFNa = ClCr*natremia

RTNa = CFNa-EUNa

EUNa = diuresis*natruria
EFNa = (EUNa/CFNa)*100
CFCl = ClCr*cloremia EUCI = diuresis*cloruria
RTCl = CFCI-EUCL EFCI = (EUCI/CFCD*100

La diuresis, CICr, y CE, RT y EU se normalizaron por el PC
de cada rata y se expresan en mL/dia/kg, mL/min/kg o mEq/
dia/kg, mientras que la EF' y RF se expresan en porcentaje (%).

Sacrificio, extraccién de rifiones y procesamiento de
muestras

Bajo anestesia, se extrajeron mediante laparatomia abdominal
ambos rifiones. Se disecé la corteza renal, que se homogeniz6
en Buffer Fosfato Salino (7,6 mM KH,PO,, 42,4 mM K ,HPO,,
150 mM NaCl, pH: 7,4) y se centrifugé a 600 g durante 20
minutos a 4 °C. En los sobrenadantes se determinaron las
especies reactivas del acido tiobarbitarico (TBARS), y la
actividad de las enzimas antioxidantes: superéxido dismuta-
sa (SOD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx). La
expresion proteica de estas enzimas se determiné mediante
Western Blot en homogenatos de corteza renal. El contenido
proteico se midi6 por el método de Lowry. (18) Los animales
fueron sacrificados por decapitacion.

Determinacion de TBARS

El ensayo se basa en un método previamente descripto
por Fraga y col. (19) Los resultados se expresan en nmol
de TBARS de equivalentes de malondialdehido (MDA)/mg
proteina.

Determinacion de actividades enzimaticas
La actividad de la SOD fue medida espectrofotométricamente
siguiendo la formacién del adenocromo. En ausencia de KCN
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(4 uM) se determiné la actividad total de SOD; en su presen-
cia, la actividad de Mn-SOD (isoforma mitocondrial); y por
diferencia, la actividad de Cu/Zn-SOD (isoforma citosélica).
Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA)/mg
proteina. (20)

La actividad de la CAT se determiné por espectrofotome-
tria siguiendo el consumo de H,0, a 240 nm. Los resultados
se expresan como umol H,0,/mg proteina/min. (21, 22)

La actividad de la GPx se midi6 por espectrofotometria
siguiendo la oxidacién enziméatica de NADPH a 340 nm en
presencia de 1 mm de glutatién (GSH), 1 mm NaN_, 0,156 mm
NADPH y 0,25 unidades (U)/mL de glutation reductasa. Los
resultados se expresan en umol NADPH oxidado/mg proteina/
min, que equivalen a umol de glutatién oxidado (GSSG)/mg
proteina/min). (23)

Determinaciones por Western Blot

La metodologia se describe en trabajos previos. (24) Los an-
ticuerpos primarios se diluyeron 1:1000, y los secundarios,
conjugados con peroxidasa de rabanito, 1:5000 en buffer
fosfato salino (PBS). Como control de carga se utilizé 3-actina
para normalizar el contenido proteico.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media * error estandar de
la media (EEM). Se realiz6 un analisis de la varianza (ANO-
VA) de dos vias y, el test de Tukey a posteriori, empleando el
programa InfoStat, versién 2018. Los resultados con valor p
< 0,05 se consideraron significativos.

Consideraciones éticas

El protocolo experimental utilizado fue aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL), por Res(D)
N° 1881/2019, y los procedimientos fueron realizados si-
guiendo las indicaciones de la “Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio” perteneciente a la Academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos de Norteamérica.

RESULTADOS

Peso corporal, ingesta de alimento, calorias y agua
Los tres grupos alimentados con dietas experimentales
mostraron una diferencia de peso corporal final-inicial
menor que los controles, acompanada de mayor ingesta
de bebida al cabo de las tres semanas de tratamiento
dietario (Tabla 1).

Evoluciéon temporal de la presion arterial sistélica
Las ratas controles se mantuvieron normotensas du-
rante las 3 semanas de dieta. La PAS aument6 en los
tres grupos alimentados con dietas experimentales a
partir de la segunda semana; las diferencias fueron
significativas con respecto a los valores basales y del
grupo control para las dietas NaCl y Cl.

Los valores de PAS mas altos se alcanzaron a las
2 y 3 semanas en el grupo NaCl, mientras que los
incrementos de la PAS en los grupos Cl y Na fueron
menores que los alcanzados en el grupo NaCl. Tal
como se puede observar en la Figura 1, la PAS en
el grupo Na mostré una elevacién menor que en los
otros dos grupos experimentales, pero sin alcanzar
diferencias significativas con respecto al grupo con-
trol (Figura 1).

Parametros plasmaticos y urinarios

No se modific6 la creatininemia, natremia, clore-
mia y osmolaridad plasmatica (estimada a partir de la
natremia, la glucemia y la uremia) en ninguno de los
grupos. Con respecto al grupo control, la creatininuria
disminuy6 en los tres grupos, y la natruria aument6
en los grupos con dieta alta en sodio (NaCl y Na) y
disminuy6 en el grupo Cl. El indice natruria/cloruria,
que evalia la equimolaridad urinaria entre los dos
iones, aument6 significativamente en el grupo Na, y
alcanz6 valores muy cercanos a la equimolaridad en el
grupo Cl (Tabla 2).

Parametros de funcionalidad renal excretora

La diuresis aument6 en los tres grupos con respecto al
control, mientras que el CICr disminuy6 en los grupos
NaCl y Na.

En los grupos NaCl y Na disminuyeron la CFNa, la
RTNa, la RFNa, la CFCIl, la RTCl y la RFCl y aumen-
taron la EUNa, la EFNa, la EUCl y la EFCI respecto
al control.

En comparacién con el grupo NaCl, en las ratas
Na observamos aumento de la EUNa y disminucién
de la EUCI. Asimismo, en el grupo Na, la EFCI fue
menor que la EFNa, mientras que la RFCI fue mayor
que la RFNa.

Control Nacl Na al Tabla 1. Peso corporal, ingesta
de comida, calorias y bebida
Numero de casos (n) 8 8 8 8
Peso corporal inicial (g) 152 + 4 151 +6 156 + 10 175+ 6
Peso corporal final (g) 293 + 22 265 + 21 247 + 15 290 + 13
Diferencia de peso corporal (g) 141 +7 114 + 9* 91 £ 15* 115 + 3*
Ingesta de comida estimada (g) 27 2 29+3 35+8 33+3
Ingesta caldrica estimada (kcal) 91+7 95+9 116 + 26 110+ 10
Ingesta de bebida estimada (mL) 21 £1 50 +4 * 61 +9* 31+ 1*
NaCl: dieta hipersodica e hiperclérica; Na: dieta hipersodica sin cloruro; Cl: dieta hiperclorica sin sodio. * p <0,05 con
respecto al grupo control.
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Fig. 1. Evoluciéon temporal de la 180
presion arterial sistélica
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Tabla 2. Parametros plasmati-
cos y urinarios
Creatininemia (mg/dL)

Natremia (mEg/L)
Cloremia (mEg/L)
Glucemia (mg/dL)
Uremia (mg/dL)
Osmolaridad plasmatica
estimada (mOsm/kg)
Creatininuria (mg/dL)
Natriuria (mEg/L)
Cloruria (mEg/L)

{ndice urinario Na*/CI

El grupo Cl no mostré cambios significativos con
respecto al grupo control, pero si al compararlo con los
otros dos grupos: respecto al grupo NaCl, tuvo mayor
CFNa, RTNa, RFNa, CFCI, RTCly RFCI, cambios que
se acompanaron por una menor excreciéon urinaria y
fraccional de ambos iones. Con respecto al grupo Na, el
grupo Cl tuvo menor excrecion urinaria y fraccional, y
mayor reabsorcion fraccional de ambos iones (Tabla 3).

Parametros de estrés oxidativo en corteza renal
La produccién de TBARS aument6 en la corteza renal
en los grupos NaCl, Nay Cl respecto al grupo control.

NaCl: dieta hipersodica e hiperclérica; Na: dieta hipersodica sin cloruro; Cl: dieta hiperclérica sin sodio. P < 0,05: * vs
Control; $ vs NaCl; A vs Na; & vs t=0; § vs 12 semana.

Control NacCl Na Cl
0,56 +0,04 0,64 +0,04 0,62 + 0,03 0,63 + 0,04
151 +5 144 + 2 147 + 3 144 + 2
102 +2 100 + 1 101 +3 99 + 1
138+ 11 152 + 15 153+ 13 151+ 14
27 £ 1 38 + 4% 49 + 4*% 22 + 2'$A
319+ 9 3114 3217 306 £ 5
316 + 42 52 +17* 22 + 4* 71 +£24°A
117 =31 293 £ 41* 360 + 43* 26 + 11°$A
145 + 37 345 + 48* 83 +8*$ 29 + 12"$A
0,77+0,09 0,84 +0,05 4,30+0,23*$ 0,99+ 0,26A

NaCl: dieta hipersédica e hiperclorica; Na: dieta hipersodica sin cloruro; Cl: dieta hiperclérica sin sodio. * p < 0,05 vs
Control; $ p < 0,05 vs NaCl; A p < 0,05 vs Na.

No se modificaron la actividad y la expresion proteica
de la isoforma mitocondrial y citosélica de la SOD y
de la CAT. Mientras que la expresién proteica de la
GPx no se modificé en ningtn grupo, la actividad de
esta enzima se incrementd en los grupos NaCl y Cl con
respecto a los grupos control y Na (Figura 2).

Resumen de resultados

Tanto el exceso de una dieta alta en sodio como en
cloruro se asocian a un mayor estado oxidativo eviden-
ciado por un incremento en la peroxidacién lipidica en
la corteza renal, demostrado por un incremento en la
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Control Nacl Na cl Tabla 3. Parametros de funcio-
nalidad renal
Diuresis (mL/dia’kg) 10+2 78 + 14* 92 + 15* 51 +21*A
CICr (mL/min/kg) 3,55+ 0,55 2,21 +0,29* 2,41 +0,19*% 3,01 +0,53
CFNa (mEqg/dia’kg) 790 + 141 461 £61* 511 + 39* 634 + 105%
EUNa (mEg/dia/kg) 1,2+0,3 22,9 +4,3* 34,4 +6,2%% 1,1 +£0,3 $A
EFNa (%) 0,15+0,04 5,24+1,74% 6,82+ 0,97* 0,15 + 0,03%A
RTNa (mEg/dia/kg) 789 + 141 440 + 64* 477 + 38* 633 + 105%
RFNa (%) 99,85 + 0,04 94,76 £ 1,74* 93,18 £ 0,97* 99,85 + 0,03%A
CFCI (mEg/dia/kg) 532 +92 319 + 40* 349 + 26* 435 + 74%
EUCI (mEg/dia/kg) 1,4+0,3 26,5+ 5,1* 7,8+ 1,5*$ 1,1 +£0,3 $A
EFCI (%) 0,27 £ 0,07 8,39 +2,70* 2,23 +£0,33*%@ 0,24 + 0,043A
RTCI (mEg/dia’kg) 531 + 92 295 + 44* 341 £ 26* 434 £ 74%
RFCI (%) 99,73 + 0,07 91,61 +2,70* 97,77 £0,33*$@ 99,76 + 0,043A
NaCl: dieta hipersodica e hiperclérica; Na: dieta hipersddica sin cloruro; Cl: dieta hiperclérica sin sodio. CICr: clearance
de creatinina, CF: carga filtrada, EU: excrecion urinaria, EF: excrecion fraccional, RT: reabsorcion tubular, RF: reabsorcion
fraccional. *p < 0,05 vs Control; $p < 0,05 vs NaCl; @p < 0,05 vs EFNa o RFNa; Ap < 0,05 vs Na.

producciéon de TBARS. Sin embargo, solo el exceso de
cloruro, comparado con el grupo Na, se asocia a acti-
vidad mayor de la GPx y al desarrollo de hipertension
con mayor retencién urinaria de ambos iones; sugiere
un mayor estado prooxidante y de estrés oxidativo en
el rinén en presencia de una sobrecarga de cloruro.

DISCUSION

Peso corporal, ingesta de alimento, calorias y agua

La ingesta de Na*, Cl;, o ambos iones se asoci6 con
menor ganancia de PC, respecto al grupo control, du-
rante las tres semanas de dieta. Estos resultados son
consistentes con lo reportado en la bibliografia, donde
se demostré que una dieta hipersalina se asocia con
disminucién de la masa grasa total en los ratones que
presentaron up regulation de genes involucrados en la
lip6lisis y down regulation de genes relacionados a la
lipogénesis. (25) En nuestro trabajo observamos en el
momento del sacrificio, una disminucién en la grasa
epididimal y perirrenal en las ratas que consumieron
NaCl y Na respecto a los otros dos grupos experimen-
tales (datos no incluidos). Estos hallazgos ocurrieron a
pesar de que todas las dietas fueron isocaléricas entre
si. Los animales alimentados con dietas con sobrecarga
de sales consumieron més agua que los controles. Esto
puede ser causado por un incremento agudo inicial de
la osmolaridad plasmaética, que estimula el centro de
la sed, con el objeto de compensar ese incremento. (26)

Evolucion temporal de la presion arterial sistélica

Hemos demostrado que ratas Sprague Dawley macho,
sometidas a una dieta con sobrecarga de NaCl (8% P/P)
aumentan la PAS al cabo de tres semanas de dieta, con
valores que superan los definidos como hipertension
sistélica (140 mmHg). (27)

Los resultados que se presentan sugieren que el
aumento de la PAS esta también relacionado con la
sobrecarga de cloruros, pues el grupo Cl alcanz6 valores
tensionales mayores a 140 mmHg, superiores a los del
grupo Na. El anién CI- es un componente del NaCl que
podria tener un rol méas especifico en la sal-sensibilidad
y que podria ser, incluso, mas determinante que el
Na*. (28) Otros estudios efectuados en ratas Dahl
“sal-sensibles” mostraron que a lo largo de varias se-
manas, la hipertensién se desarrollé en los animales
consumidores de NaCl, pero no en los alimentados con
NaHCO, u otras sales de Na*.(29-31)

Por otra parte, la sobreingesta de sales de cloruro
“no sédicas”, que es acompanada por una excrecion uri-
naria de cloruro menor que la producida en presencia
de Na*, podria estar relacionada con una acumulacién
selectiva de Cl- en el organismo, lo que conllevaria al de-
sarrollo de hipertension arterial “sal-sensible”. (32-34)

Parametros plasmaticos y urinarios

La ausencia de modificaciones en las concentraciones
plasméticas de sodio y cloruro y la osmolaridad son
evidencias de la eficiencia biol6gica de los mecanismos
fisiol6gicos para compensar una posible hipernatremia
y/o hipercloremia y para conservar la osmolaridad
plasmatica.

Como era esperable, en el grupo NaCl aumentaron
la natruria y la cloruria con respecto al grupo control;
el indice urinario Na*/Cl fue similar en ambos grupos.
En el grupo Na es posible que aumente la secreciéon y la
excrecion de bicarbonato, resultado consistente con el
incremento del indice urinario Na*/Cl- con respecto a
los demas grupos que observamos; sugiere que el Cl' no
es el principal contraién del Na* excretado. La secre-
cién de HCO, tiene por objeto compensar una alcalosis
metabdlica en los animales que recibieron citrato de
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A) TBARS: especies reactivas del 4cido tiobarbiturico. B) Mn-SOD: Manganeso-Superdxido Dismutasa
(isoforma mitocondrial de la enzima). €) Cu/Zn-SOD: Cobre/Zinc-Superdxido Dismutasa (isoforma citoso-
lica de la enzima). D) CAT: Catalasa. E) GPx: Glutation Peroxidasa. NaCl: dieta hipersddica e hiperclorica;
Na: dieta hipersodica sin cloruro; Cl: dieta hiperclérica sin sodio. * p < 0,05 vs Control; Ap < 0,05 vs Na.

Na' y, como consecuencia de ello, la reabsorciéon de
CI estaria incrementada y su excrecién, disminuida,
ya que el intercambiador ClI/HCO,, independiente
del cation Na*, presentaria una mayor expresiéon en
las membranas apicales de las células de los tabulos
contorneado distal, colector cortical y conector. (28)
En cuanto al grupo Cl es llamativa la baja cloruria con
respecto a las ratas control, lo que sugiere la hipétesis
que para su excrecion, es necesario que se elimine
también el Na* como contraién.

Estos resultados sugieren que el anién cloruro se
estaria acumulando en algiin compartimento, como
la piel, ya que en el plasma sus niveles siguen siendo
normales. (32-34)

Parametros de funcionalidad renal excretora

El incremento de la diuresis en los tres grupos expe-
rimentales, con respecto a los controles, concuerda
con el incremento del consumo de bebida. Di Ciano y

col. han reportado el aumento de la diuresis en ratas
Wistar alimentadas con dieta salina. (35) Estos cambios
se acompanaron con una menor fracciéon de filtracion,
hallazgo que condice con la disminucién del CICr y de
la CFNay CFCI que observamos en el grupo NaCl.

Una sobrecarga de cloruros lleva al aumento de la
oferta de este anién y puede provocar vasoconstriccién
renal y disminuir el volumen de filtrado glomerular
como consecuencia de la retroalimentacién tibulo-glo-
merular ante un mayor transporte del Cl a la macula
densa, que resulta en un incremento en la resistencia
de la arteriola aferente renal, con reduccién en el flujo
plasmatico renal y el VFG e incremento de la presion
arterial sistémica. (36, 37)

La disminucién del CICr en el grupo NaCl puede
explicar menor CFNa y CFCI, respecto a los controles.
Era esperable que ambos grupos que recibieron sobre-
cargas isoomolares de Na* presentaren el mismo perfil
en cuanto a parametros de excrecién y retencion iénica.
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Pero ese perfil no se observo6 en el grupo Cl; demuestra
que el reemplazo del ion Na* por otros cationes provoca
respuestas disimiles. En el grupo Cl, los iones Na* y
CI presentan perfiles de excrecién y reabsorcion muy
similares entre si, se observa una clara equimolaridad
urinaria que refleja que el contraiéon que se elimina
con el Cl es el Na*.

Parametros de estrés oxidativo en corteza renal

La sobrecarga de Na*, Cl- o ambos iones en la dieta, se
asocié con un incremento en la peroxidacion lipidica
en la corteza renal, representado por el aumento en
la produccién de TBARS. El estado prooxidante en
estas células se caracteriza por un incremento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno, situaciéon
ante la cual la SOD dismuta el anién superéxido a
peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular con cons-
tante de velocidad alta (2,3.10° Ms!), mientras que
la CAT convierte peréxido de hidrégeno en oxigeno
molecular y agua.

Era esperable que el aumento de la produccion de
TBARS se acompanara del aumento de la actividad y/o
expresion de SOD y CAT. Pero en nuestros modelos
estos parametros no se vieron afectados. Sin embargo,
se registré aumento de la actividad de la GPx, que
sugiere un efecto compensatorio a la ausencia de modi-
ficaciones de SOD y CAT. La regulacion de su actividad
esta relacionada con modificaciones postraduccionales
que tienen lugar en el sitio activo de la enzima y que
ocurren independientemente de que varie o no, su
expresion. (38)

CONCLUSION

Estos resultados sugieren que el anién cloruro es
corresponsable, junto con el sodio, para desencadenar
dano oxidativo renal e incrementar la presion arterial;
de ahi la importancia de tener en cuenta la reducciéon
en la ingesta de ambos iones como medida de trata-
miento no farmacoldgico de la hipertension arterial,
considerando que la mayoria de los productos dietéticos
comerciales, sustitutos de la sal de mesa, son a base de
cloruro de potasio.

Consideraciones éticas

El protocolo utilizado fue aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL), por
Res(D) N° 1881/2019, y los procedimientos fueron
realizados siguiendo las indicaciones de la “Guia para
el cuidado y uso de animales de laboratorio” pertene-
ciente a la Academia Nacional de los Estados Unidos
de Norteamérica.
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