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ABREVIATURAS

Ang Il: angiotensina Il

ACTH: Hormona adrenocorticotropa/corticotropina

AVP: vasopresina

CCS: complemento cromosémico sexual

CRH: Hormona liberadora de hormona adrenocorticotropa
Hembras-XX: hembras (con ovarios) con CCS-XX.
Hembras-XY: hembras (con ovarios) con CCS-XY.
Machos-XY: machos (con testiculos) con CCS-XY
Machos-XX: machos (con testiculos) con CCS-XX.

PA: presion arterial

V2R: receptor vasopresinérgico tipo 2

Gonzalez, Lihue




Universidad Nacional de Cérdoba, 2018

DIMORFISMO SEXUAL VASOPRESINERGICO: ROL DEL COMPLEMENTO
CROMOSOMICO SEXUAL Y DE LAS HORMONAS GONADALES

RESUMEN

Numerosos estudios experimentales y clinicos sefialan un importante rol del sistema
vasopresinérgico en la regulacion de la presion arterial y homeostasis hidrosalina, las cuales
muestran un claro dimorfismo sexual. Si bien es indiscutible el rol de los esteroides
gonadales implicados en las diferencias entre machos y hembras, existen caracteristicas
dimorficas que no pueden ser explicadas por la accion de las hormonas esteroideas vy, el
perfil dimorfico cardiovascular e hidroelectrolitico no constituye una excepcion. Surge
entonces el interrogante: ¢ puede el complemento cromosémico sexual (CCS) ejercer un
efecto diferencial en los sistemas de control cardiovascular en machos y hembras?

Existe un importante niumero de estudios que indican diferencias sexuales en la respuesta
presora y antidiurética a la administracion de vasopresina. En base a evidencias propias y
de otros autores, planteamos analizar el rol de los cromosomas sexuales (XX/XY) y/o su
interaccion con los efectos organizacionales de los esteroides gonadales en la respuesta
sexual dimérfica antidiurética inducida por la estimulacion del receptor vasopresinérgico 2
(V2R) y en la respuesta vasopresinérgica presora.

En primer lugar, analizamos el efecto de la administracion del agonista de receptores
vasopresinérgicos V2R (desmopresina) sobre la excrecion renal (osmolaridad urinaria) y
posteriormente evaluamos el efecto de la administracion sistémica de vasopresina sobre la
presién sanguinea arterial y frecuencia cardiaca. Para llevar a cabo los objetivos planteados
se empled la cepa de ratdn transgénico de los cuatro genotipos que posibilita la valoracion
independiente de los factores: a) hormonal (gonadal, comparando machos y hembras), b)
CCS (comparando Hembras-XY vs. Hembras-XX; y Machos-XY vs. Machos-XX ambos con
el gen determinante de testiculos “Sry” inserto en un autosoma), y c) la interaccion entre los
factores antes mencionados. De los estudios llevados a cabo en ratones transgénicos
gonadectomizados, los cuales fueron administrados con el agonista del receptor
vasopresinérgico V2 desmopresina (1mg/kg), reportamos diferencias en la osmolaridad
urinaria de origen hormonal organizacional, siendo ésta mayor en machos que en hembras.
Esto indica que en ausencia del factor hormonal activacional seria el factor hormonal
organizacional el que estaria definiendo esta respuesta dimérfica y no el complemento
cromosomico.

Por otra parte, los resultados del andlisis de la respuesta presora inducida por la infusion
sostenida de vasopresina (30 minutos, 0,01 UI/100 pl, volumen de infusion 100ul)

demuestran un claro accionar del CCS sobre la respuesta dimérfica en estudio, reportdndose
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en animales XX gonadectomizados un incremento mayor en la presién arterial
independientemente del factor hormonal organizacional. Los resultados obtenidos en el
marco del presente proyecto nos permiten comprender en mayor detalle las bases
fisiolégicas del dimorfismo sexual vasopresinérgico implicado en la regulacion de la

osmolaridad urinaria y la presion sanguinea arterial.

Palabras claves: Dimorfismo sexual, sistema vasopresinérgico, complemento cromosémico

sexual, desmopresina, presion arterial.
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ANTECEDENTES

Un importante nimero de estudios indican diferencias entre machos y hembras en los
sistemas neuroendocrinos de control de la presion arterial y la homeostasis hidrosalina. Las
enfermedades cardiovasculares constituyen una de las principales causas de muerte a nivel
mundial en hombres y mujeres (OMS) lo cual sefiala la inmediata necesidad de identificar
no solo los mecanismos patofisiol6gicos implicados, sino también los factores responsables
de tales diferencias para asi luego poder asignar tratamientos terapéuticos especificos
segun el sexo.

Numerosas evidencias sefialan el rol de las hormonas esteroideas en la regulacion de la
presion arterial. La presion arterial sistélica y diastélica media en mujeres premenopausicas
es menor que la de hombres de la misma edad, sin embargo, al alcanzar la menopausia la
presion arterial aumenta rapidamente e iguala o excede a la de hombres de la misma franja
etaria (Reckelhoff, J., 2001). En el mismo sentido, en diferentes modelos experimentales se
han reportado diferencias entre machos y hembras respecto al desarrollo de la hipertensiéon
y la progresion de enfermedades renales (Calhoun y cols, 1995; Reckelhoff y cols., 2000;
Fischery cols., 2002; Pendergrass y cols., 2008). La regulacion de la presion arterial a largo
plazo esta vinculada con la funcién renal a través de los mecanismos de natriuresis de
presion. En la patofisiologia de la hipertension, la capacidad de los rifiones para mantener
la homeostasis de sodio y agua se ve comprometida y el punto de ajuste para la curva de
natriuresis por presion se ve desplazada hacia la derecha. La natriuresis por presion es
ademas dependiente del sexo, sin embargo, los mecanismos que subyacen a tales
diferencias sexuales aun no han sido completamente esclarecidas.

Estudios clinicos y experimentales sefialan un importante rol de los sistemas
angiotensinérgico y vasopresinérgico en la regulacion de la presién arterial y homeostasis
hidrosalina, la cual ademas muestra un claro dimorfismo sexual (Wang y cols., 1996; Huxley,
2007). A pesar del conocimiento de la existencia del perfil dimérfico sexual en la incidencia
y progresion de las enfermedades cardiovasculares, a lo largo de la historia la mayor parte
de los estudios clinicos y experimentales han sido llevados a cabo en machos, en el
entendimiento que machos y hembras son similares entre si, y difieren sélo en la magnitud
de la respuesta (Huxley, 2007). Actualmente, sin embargo, se conoce que machos y
hembras no necesariamente utilizan los mismos componentes y mecanismos para alcanzar
la homeostasis.

¢Por qué son machos y hembras diferentes? Evidencias sefialan un importante rol de las
hormonas esteroideas gonadales en un sinnimero de fenotipos sexualmente dimorficos.
Clasicamente la accion de las hormonas sexuales ha sido clasificada en dos categorias:
organizacional y activacional. Los efectos organizacionales son modificaciones permanentes

relacionadas con el desarrollo, la maduracion neuronal y sus circuitos, que se producen
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durante un periodo critico (periodo fetal-neonatal y puberal) mientras que los efectos
activadores son transitorios y pueden ser revertidos si el estimulo hormonal varia o
desaparece. Segun la hipotesis clasica de diferenciacion sexual, la organizacion de los
circuitos cerebrales del tipo masculino es el resultado de la accién de los andrégenos
segregados por el testiculo durante el “periodo critico” del desarrollo cerebral (efecto
organizacional), mientras que la organizacion del cerebro femenino se produce en ausencia
de las secreciones testiculares, cualquiera sea el sexo cromosémico (Carrer y cols., 2002;
Wilson y Davies, 2007).

Si bien no se puede negar el rol indiscutible de los esteroides gonadales en el dimorfismo
sexual, una serie de estudios indican que algunas caracteristicas sexualmente dimorficas no
pueden ser explicadas en su totalidad por la accién de las hormonas esteroideas gonadales,
y el perfil dimdrfico cardiovascular no constituye una excepcién a este concepto (Liu y cols.,
2010; Caeiro y cols., 2011). Machos y hembras no sélo difieren respecto a la presencia de
testiculos y ovarios (factor hormonal), sino que ademas sus células son portadoras de
diferentes complementos cromosomicos (XY y XX respectivamente-factor genético).

En particular en lo que refiere a la participacion del CCS en respuestas cardiovasculares
sexualmente dimorficas, trabajos llevados a cabo por Liu y cols. (2010) demostraron que la
infusioén crénica de Ang Il promueve un mayor incremento en la presion arterial en ratones
con CCS XX que el reportado para ratones con CCS XY (independientemente del estatus
gonadal -testiculos u ovarios). Por otra parte estudios del laboratorio (Caeiro y cols., 2011
Dadam y cols., 2017) demostraron que, independientemente del sexo gonadal (machos o
hembras), animales portadores del CCS XY presentan una respuesta bradicérdica
barorefleja atenuada y un aumento en la expresion del receptor angiotensinérgico AT1 (eje
vasoconstrictor del sistema renina angiotensina) a nivel del area postrema, mientras que en
ratones con CCS XX se evidencia una mayor expresion del gen del receptor Mas (eje
vasodilatador) y una respuesta bradicardica barorrefleja facilitada.

En lo que refiere al rol del CCS sobre la expresion de vasopresina, trabajos de Cox y cols
(2005) han demostrado que ratones hembras con un solo cromosoma sexual X (Hembras
X0) presentan mayores niveles de expresion de vasopresina a nivel de la amigdala que los
reportados para Hembras-XX, Machos-XY y Machos-XXY, poniendo asi en evidencia que el
namero de cromosomas sexuales X tiene una influencia directa sobre la expresion del gen
de vasopresina en ésta area cerebral (Cox y cols. 2005). El sistema vasopresinérgico se
encuentra implicado tanto en la regulacion de la osmolaridad como de la presion sanguinea
arterial. Vasopresina (AVP) es sintetizada en el hipotalamo (principalmente en los ndcleos
paraventricular y supraoptico). La vasopresina sintetizada en los grupos magnocelulares del
ndcleo paraventricular es liberada desde la neurohipdfisis en tanto que aquella de origen

parvocelular actia como neurotransmisor en diferentes circuitos y también como co-
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secretagogo de ACTH (hormona adrenocorticotropa, corticotropina) junto a CRH (hormona
liberadora de hormona adrenocorticotropa).

AVP actia por medio de tres tipos de receptores acoplados a proteina G: V1aR, V1bR (V3)
y V2R. El efecto periférico primario observado después de la interaccion de AVP con los
receptores V1aR (ubicados en el tejido vascular) es la vasoconstriccion lo cual genera un
incremento en el retorno venoso y gasto cardiaco; los receptores V1bR se ubican en la
adenohipdfisis y median el efecto secretagogo de ACTH; en tanto que los receptores V2R
son los responsables de los efectos antidiuréticos y antinatriuréticos a nivel renal (Bankir y
cols., 2005; Wilson y cols. 2013). Estos receptores se encuentran principalmente en las
células del tubulo colector renal y al ser activados generan un aumento de la permeabilidad
y reabsorcion de agua a través de la accién de la acuaporina 2 (AQ2). Estas son parte de
un grupo de proteinas integrales de membranas que permiten el paso diferencial de agua
(acuaporinas clasicas), o agua Yy glicerol (acuagliceroporinas). Particularmente, la
acuaporina 2 se encuentra en vesiculas intracelulares que, ante el estimulo de AVP, son
inducidas a la fusion con las membranas apicales de los tabulos distales y colectores renales
(Wilson y cols., 2013). Ademas, vasopresina a través de sus V2R estimula la reabsorcion de
Na+ en el tubulo colector al incrementar la actividad de canales de sodio sensibles a
amilorida (ENaC). Es asi entonces, que la infusion del agonista sintético de V2R, 1-
desamino-8-D-arginina vasopresina, farmacolégicamente conocido como desmopresina,
reduce la excrecion de sodio en asociacién con una disminucion en el volumen urinario e
incremento en la osmolaridad (Bankir y col., 2005).

Un importante nimero de estudios indican diferencias sexuales en la respuesta presora a la
infusién de vasopresina, siendo la de los machos mayor a la de las hembras (Wang y cols.,
1996). Asimismo, resultados en el campo experimental y en la clinica sefialan claras
diferencias sexuales en la respuesta antidiurética a desmopresina, las cuales no pueden ser
explicadas desde el punto de vista farmacocinético. En humanos, ante el tratamiento con el
agonista de receptor V2R se observa en mujeres una mayor reabsorcion de agua
(evidenciado por una mayor reduccion en el volumen urinario de las mismas), lo cual se
corresponde con una mayor sensibilidad a desmopresina cuando se lo compara con los
hombres. Esta es la razén por la cual se ha descripto una estratificacion por sexo en el
tratamiento con desmopresina, siendo la dosis a emplear en hombres el doble de la indicada
en mujeres. En consonancia con estas evidencias, estudios llevados a cabo en ratas
intactas han demostrado que las hembras expresan a nivel renal mayores niveles de ARNm
y proteina del receptor vasopresinérgico V2R, asi como una osmolaridad urinaria mayor en
respuesta a la administracion de desmopresina cuando son comparadas con machos (Liu y
cols., 2011).

Gonzalez, Lihue
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Para el estudio del efecto modulador del CCS sobre la respuesta dimorfica sexual
vasopresinérgica es indispensable destacar que el gen del receptor vasopresinérgico V2R
(implicado en los efectos antidiuréticos de AVP) se localiza en el cromosoma sexual X. Se
han descripto diferentes mutaciones a nivel del gen V2R del cromosoma X implicados en
sindromes dentro de los cuales se encuentran la poliuria, polidipsia y sindrome nefrogénico
de antidiuresis inapropiada, en los cuales el fenotipo renal en los machos es méas severo
cuando se los compara con la sintomatologia en las hembras (Migeon, 2008). Nuevos datos
indican que la inactivacion del cromosoma X esta muy lejos de ser, como se pensaba en un
comienzo, un fenédmeno del "todo o nada". Esta teoria sostiene que uno de los cromosomas
X en las células sométicas de mamiferos hembras es activamente transcripto mientras que
el otro se encuentra completamente inactivo. Si bien en hembras la mayor parte de los genes
en un cromosoma X son silenciados como resultado de la inactivacion de un cromosoma X,
algunos genes escapan a dicha inactivacion y se expresan a partir de tanto el cromosoma X
“activo” como del “inactivo” (Carrel y Willard, 2005; Yang y cols., 2006). Es asi entonces, que
las vias genéticas y/u hormonales podrian actuar independientemente o interactuar
(sinérgica/antagdnicamente) para asi modular el desarrollo sexual dimérfico (Arnold y Chen.,
2009).

Si bien existen evidencias que sefialan: a) una respuesta vasopresinérgica presora
exacerbada en machos vs hembras en condiciones normales, b) una respuesta dimérfica
sexual a la administracion de desmopresina, ¢) una mayor expresion de receptores V2R a
nivel renal en ratas hembras intactas respecto a los machos y d) evidencias en fibroblastos
humanos que sugieren que el gen V2R presenta altas probabilidades de escapar a la
inactivacion del cromosoma X (Carrel y Willard, 2005), no existen sin embargo a la fecha
evidencias claras que demuestren el aporte diferencial de las hormonas sexuales gonadales
y del complemento cromosomico sexual sobre el dimorfismo sexual vasopresinérgico

antidiurético y presor.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

En base a estudios propios y de otros autores nos proponemos como objetivo general
contribuir al conocimiento de los mecanismos que determinan la diferenciacién sexual en
el sistema de regulacién cardiovascular, analizando en particular de qué manera las
diferencias genéticas asociadas a los cromosomas sexuales y a las hormonas gonadales
(efectos organizacionales) modifican el sustrato morfolégico y funcional que subyace a las

respuestas dimorficas vasopresinérgicas antidiurética y presoras.

Gonzalez, Lihue
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Planteamos como hipoétesis que las diferencias entre machos y hembras en la respuesta
vasopresinérgica dimorfica presora y anti-diurética serian atribuibles a la accion de los
efectos organizacionales y/o del CCS.

Se detallan a continuacion los siguientes objetivos especificos:

- Objetivo N°1: Analizar la participacion del complemento cromosdmico sexual y del factor
hormonal organizacional en la osmolaridad urinaria luego de la administracién del agonista
del receptor V2R (desmopresina).

- Objetivo N°2: Evaluar la participacion del complemento cromosdmico sexual y del factor
hormonal organizacional en la respuesta dimorfica presora inducida por la infusion continua

de vasopresina.

Gonzalez, Lihue

12



Universidad Nacional de Cérdoba, 2018

ACTIVIDADES Y METODOLOGIA

Modelo animal

Para abordar los objetivos antes descriptos se emple6 el modelo de ratén transgénico de los
cuatro genotipos desarrollado por Burgoyne y cols. (1998), en el cual el gen determinante
de testiculos Sry (Sex determining Region of the Y chromosome) es heredado
independientemente del cromosoma Y, y es incorporado en el cromosoma autosémico 3. La
delecion del gen Sry de ratones machos cromosdmicos (XY-) resulta en un fenotipo femenino
(con ovarios). Cuando el transgen Sry es insertado en el autosoma de estos ratones (XY-
Sry), los animales desarrollan testiculos y son fértiles. Es asi entonces que el cruzamiento
de ratones XY-Sry con hembras normales XX produce una progenie de 4 genotipos:
hembras XX, hembras XY- (sin Sry en el cromosoma Y), machos XXSry y machos XY-Sry
(ambos con el gen Sry en el cromosoma 3) (Figura 1A).

La comparacion entre los 4 genotipos permite la valoracion independiente de los efectos de
los factores: a) hormonal, comparando machos versus hembras (es decir, animales con
testiculos versus animales con ovarios), b) CCS, comparando hembras XY vs. XX y machos
XY-Sry vs. XXSry, y c) la interaccion de ambos factores (Figura 1B). Los machos XY Sry y
XXSry fueron designados como Machos-XY y Machos-XX, mientras que a las hembras XX
y XY~ se las denomin6 como Hembras-XX y Hembras-XY respectivamente. Para el andlisis
del efecto del CCS y los efectos organizacionales de los esteroides gonadales se emplearon
ratones gonadectomizados de los cuatro genotipos, anulando asi los efectos activacionales

hormonales.

Hembra XX Macho XY Sry

A) “7 S
Parentales ;{,}/ -1 'r\:;;?

I I I |
23 TRA 2

Cromosomas sexuales XX Xy XY
SI'}‘ + + = -
Génadas Testiculos  Testiculos  Qvarios Ovarios
Denominacion Macho-XX Macho-XY  Hembra-XX  Hembra-XY
B) Macho-XY Macho-XX
Factor
hermaonal
Hembra-XY Hembra-XX

Factor Complemento Cromosomico Sexual
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Figura 1. Modelo de raton transgénico de los cuatro genotipos. A)
Esquema del cruzamiento de los ratones en el que se detallan el
complemento cromosdmico sexual, la presencia/ausencia del gen Sry,
el tipo de gdnadas y la respectiva denominacion de cada grupo. B)
Esquema comparativo entre los cuatro genotipos, lo cual permite
analizar en sentido vertical la influencia del factor hormonal o, en

sentido horizontal, la del complemento cromosémico sexual.

Identificacion de los animales transgénicos

La identificacion del genotipo de los animales transgénicos se realiz6 a partir del andlisis del
ADN genomico obtenido de la cola del animal, mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con oligonucledtidos especificos para la identificacion diferencial de

los genotipos.

1) Obtencion y extraccién de ADN: Los animales fueron anestesiados con Ketamina/Xilacina

(4ul/g) (10 y 1 mg/ kg i.p. respectivamente) para luego seccionarles con un bisturi, entre 0,5
y 1 cm de cola. Las secciones fueron incubadas a 55°C en tapon de digestion (Tris-HCL
100Mm, pH 8.0; EDTA 5mM, pH 8; SDS 0.2%; 0.5mg/ml proteinasa K 20mg/ml, Promega)
durante 12-14 hs. A continuacién, se centrifugaron las muestras y se recuperd el
sobrenadante que luego fue incubado en isopropanol por 1min. Las muestras fueron
nuevamente centrifugadas y se recuperé el precipitado y se procedié a lavar con etanol 70%.
Por ultimo, las muestras se re-suspendieron y homogeneizaron en agua bidestilada estéril y

se almacenaron a -20°C hasta realizar la PCR.

2) Reaccion en cadena de la polimerasa: La genotipificacion se realizé mediante la técnica

de PCR con tres pares de oligonucleétidos o cebadores: un par que amplifica el gen Sry,
uno para la region del cromosoma Y (Ssty) no presente en el cromosoma X y por ultimo se
amplifico parte del gen autosémico miogenina como control positivo de la amplificacion
(Myog). Las secuencias de oligonucledtidos se presentan en la Tabla 1. Las condiciones de
ciclado fueron: 3 minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 58°C y 1 minuto

a 72°C para finalmente concluir con 10 minutos a 72°C (Termocilcador Biometra).

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos

GEN Secuencia sentido 5’-3’ Secuencia antisentido 5’-3’ Amplicon (pb)
Ssty (NC_000087.7) CTGGAGCTCTACAGTGATGA CAGTTACCAATCAACACATCAC 302
Myog (NC_000067.6) TTACGTCCATCGTGGACAGCAT TGGGCTGGGTGTTAGTCTTAT 245
Sry (NC_000087.7) CTACACAGAGAGAAATACCCAAAC GTCTTGCCTGTATGTGATGG 158
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3) Electroforesis en gel de agarosa: Una vez finalizada la PCR, los productos de la misma

fueron sembrados en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X con bromuro de etidio (90 mV).
Las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz UV y se compararon con un
marcador de fragmentos de ADN de tamafio conocido (Tabla 2). Para ejemplificar, en la
figura nUmero 2 se observan los resultados obtenidos para la genotipificacion de una camada
de ratones transgénicos.

Tabla 2. Identificacion de ratones transgénicos

GEN Macho-XY Macho-XX Hembra-XY  Hembra-XX Amplicon (pb)
Ssty X X 302
Myo X X X X 245
Sry X X 158

Se muestran los productos de la PCR para cada genotipo (bandas denominadas como X):
banda de 302-pb (Ssty), de 245-pb (Myog) y de 158-pb (Sry); Macho-XX: banda de 159-pb
(Sry) y de 245-pb (Myog); hembra-XY: banda de 302-pb (Ssty) y de 245-pb (Miog); hembra-
XX: banda de 245-pb (Myog).

Figura 2. Gel de agarosa 1% en el cual se representan los
productos de la reaccion de la PCR. En cada carril se
representa un animal, carrii N°1 (hembra-XX), N°2
(Hembra-XY), N°3 (Macho-XX) y N°4 (Macho-XY).

Gonadectomia bilateral
Los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con una solucion de

Ketamina/Xilacina (160 y 1 mg/kg respectivamente) y una vez transcurridos al menos 5-10
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minutos se corroboré el grado de anestesia mediante la ausencia de diferentes reflejos entre
los que se mencionan el ocular y el de puncion en la cola.

Para llevar a cabo la orquiectomia, los machos fueron colocados en posicion decubito dorsal
y se les rasuré la zona abdominal. Se seccioné la piel y tejidos subcutaneos en la zona
abdominal inferior y se exteriorizaron ambos testiculos. Posteriormente se ligaron los
cordones vasculares y conducto deferente con hilo estéril, y se procedié a la remocién de
los testiculos. Finalmente se suturaron los tejidos subcutaneos y tegumentarios y se
desinfecto la zona.

Para llevar a cabo la gonadectomia de las hembras, fueron rasuradas en la zona media
superior y se las coloco en posicion decubito lateral. Se seccioné la piel y los tejidos
subcutaneos y se exteriorizd el ovario. La arteria y vena ovarica fueron ligadas con hilo
estéril, se removi6 el ovario y se procedio a la sutura de los tejidos. Dicho procedimiento en
la hembra fue repetido en la regién contralateral con el fin de extraer el ovario remanente.
Todos los animales fueron alojados luego en sus respectivas cajas de alojamiento hasta su

recuperacion.

Canulacion de arteria carotiday vena yugular

Los animales fueron anestesiados con uretano (1,5 g/kg, 0,009ml/gr). Se coloc6 al animal
en posicion dorsal con las extremidades delanteras extendidas y sujetas para mejorar el
campo visual de la zona quirdrgica. Se procedio a limpiar la zona ventral del cuello con ayuda
de una tijera y se aplicé alcohol iodado. Se realiz6 un corte de aproximadamente 15mm de
largo en la zona del cuello en direccion hacia la extremidad delantera derecha del animal.
Una vez localizada la arteria carotidea y vena yugular, las mismas fueron divulcionadas con
ayuda de una pinza curva y recta (sin puntas filosas para evitar lesiones) para aislarlas del
tejido muscular, adiposo y del nervio vago (en el caso de la arteria).

Para la canulacién de la arteria carétida, una vez aislada de los tejidos de la regién traqueal
y del nervio vago, se colocaron por debajo de la misma 2 hilos, uno para cada extremo del
vaso. Se aseguro con un nudo el hilo mas distal y més préximo al operador, y se coloco un
clamp en el extremo mas interno. Se realizé un pequefio orificio en la pared de la arteria
donde se introdujo el catéter (Catéter de Micro-Rethane MRE-025 de 9 mm acoplado a una
canula de Silastic, Dow Corning cat N° 508-002, 0,020 d. I. x 0,037 d.e) conectado a una
jeringa conteniendo solucién salina heparinizada (50 U/ml).

Una vez ubicada y aislada la vena, se dispusieron los 2 hilos al igual que con la arteria, y se
coloc6 un clamp para interrumpir el flujo de sangre en el extremo mas interno, es decir el
extremo mas alejado al operador, para proceder a ligar el extremo proximal. Se realiz6 luego
con ayuda de una tijera oftalmolégica un pequefio orificio por donde se introdujo la canula

(Catéter de Micro-Rethane MRE-025 de 5 mm acoplado a una céanula de Silastic, Dow

Gonzalez, Lihue

16



Universidad Nacional de Cérdoba, 2018

Corning cat N° 508-002, 0,020 d. I. x 0,037 d.e) conectada a una jeringa que contenia
solucién salina heparinizada (50 U/ml). En ambos casos, las canulas fueron aseguradas en

el lugar con los hilos como se observa en la figura numero 3.

Figura 3. Raton canalizado bajo anestesia. La canula
superior corresponde a la vena yugular, en tanto que
la canula inferior se encuentra inserta en la arteria

carotida.

Registro directo de presidn arterial e infusién endovenosa

Una vez finalizada la cirugia el catéter arterial fue conectado al transductor de presion
sanguinea acoplado a un sistema de adquisicién de datos (Power Lab, Ad Instruments) y el
catéter venoso fue acoplado a una bomba calibrada (Braun) modificada para infusién de
pequefios volumenes. Se obtuvieron datos de presion arterial sistélica, diastblica y se
calcularon los valores de presion arterial media, frecuencia cardiaca y presion de pulso. Los

estudios se llevaron a cabo en ratones anestesiados entre las 9:00 am y las 4:00 pm.

Analisis de la osmolaridad
Luego de la recoleccion de la orina, las muestras fueron inmediatamente almacenadas a
-20°C hasta su procesamiento. La osmolaridad de cada muestra fue obtenida por duplicado

o triplicado mediante la utilizacién del Osmdmetro de presion de vapor (VAPRO 5520).

DISENO EXPERIMENTAL

-Experimento N°1 (Objetivo N°1): Efecto de la administraciéon del agonista V2R
(desmopresina) sobre la osmolaridad urinaria

Los ratones fueron gonadectomizados entre los 60-70 dias de edad. Transcurridos 42 dias
post gonadectomia se procedio a la recoleccion de orina (muestras “pre-salina”) y una vez

realizada la inyeccion de solucion salina (solucién vehiculo de desmopresina) los animales
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fueron alojados en jaulas metabdlicas individuales sin acceso a agua ni comida.
Transcurridas 4 horas se procedid a la recoleccion de orina (muestras “pos-salina”) y los
animales fueron luego restituidos a sus jaulas de alojamiento. A las 24 horas y una vez
tomada la muestra basal de orina (muestras “pre-desmopresina”), los animales fueron
inyectados por via subcutdnea con el agonista desmopresina (1 mg/kg) y fueron alojados
durante las 4 horas subsiguientes en jaulas metabdlicas individuales. Transcurrido este
periodo se tomaron las muestras de orina (“pos-desmopresina”) y los ratones fueron
reincorporados a sus jaulas de alojamiento (Figura 5). Las muestras de orina fueron
almacenadas a -20°C hasta determinar su osmolaridad. La recoleccion de orina post
tratamiento con solucién salina o desmopresina, se llevo a cabo empleando un multiwell de

96 pocillos el cual fue adaptado con paredes de poliestireno de alto impacto. (Figura 4).

Figura 4. Dispositivo adaptado para la recoleccion de orina.

- Experimento N°2 (Objetivo N°2): Efecto de lainfusion continua de vasopresina sobre
la respuesta dimorfica presora

Transcurridos dos dias de la administracion del agonista V2R, desmopresina, el mismo
grupo de animales fue anestesiado con uretano (1.5 g/kg) para luego poder evaluar y/o
deslindar el efecto del complemento cromosomico sexual y los efectos organizacionales de
los esteroides gonadales sobre la respuesta dimérfica presora a la administracion
intravenosa de vasopresina. Bajo anestesia y tal como consta en la seccion materiales y
métodos se procedid a canalizar la arteria carétida y vena yugular. Una vez estabilizados los
registros de presion arterial se registraron los valores basales, asi como también aquellos
resultantes de la infusion continua de solucién vehiculo (salina, volumen de infusién 100pl)
y vasopresina (30 minutos, 0,2 Ul/ml, volumen de infusion 100pl). Se analizaron los cambios

en la presion arterial, frecuencia cardiaca y presion diferencia luego de la infusion sostenida

Gonzalez, Lihue

18



Universidad Nacional de Cérdoba, 2018

de vasopresina a diferentes tiempos post infusién: 1, 5, 10,15, 20, 25 y 30 minutos. (Figura
5).

Canulacion
Solucion salina (sc) Arteria carétida y vena yugular
Gonadectomia (60 dias) .
Desmopresina (sc) Inf. salina Inf. AVP
—
) . . [ | |
42 dias 1dia 2 dias | 20minutes | 5 [ & | 30 minutos
AN |
) Y
Orina (4 horas) Registro de Presion Arterial

Figura 5. Diagrama del disefio experimental para los objetivos especificos 1y 2.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos resultantes de cada disefio experimental fueron analizados empleando un andlisis
de la varianza (ANOVA) a dos vias considerando al efecto organizacional-sexo (Factor
organizacional; Machos vs. Hembras) y al CCS (Factor complemento cromosémico sexual;
XX vs. XY) como factores y se incluyeron en los andlisis las medidas repetidas cuando
correspondiese. Un nivel de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo y cuando
las diferencias fueron reconocidas los datos fueron sometidos al test post-hoc LSD. Los

resultados fueron expresados como Media (M) + Error Estandar (E.S).
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RESULTADOS

Efecto de la administracién del agonista V2R (desmopresina) sobre la osmolaridad
urinaria (Objetivo N°1)

El andlisis estadistico de la osmolaridad en el modelo de raton de los cuatro genotipos
mostré que existe un efecto del tratamiento {F (1,36) = 397,5 p=0,000' como asi también de
la interaccién de los factores tratamiento y sexo {F (1,35) =5,0650 p=0,031} (Figura 6A). Tal
como se muestra en la Figura 6B, la infusion del agonista desmopresina resulté en un
aumento significativo en la osmolaridad, siendo esta mayor en machos respecto a las
hembras (Machos-XX como los Machos-XY presentaron un mayor incremento en la

osmolaridad cuando comparados con las hembras (XX y XY)).
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Figura 6. A) Osmolaridad urinaria luego de la infusidon de solucion

salina (barras verdes) y desmopresina (barras grises) en ratones
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Machos-XX, Machos-XY, Hembras-XX y Hembras-XY. n=5-18/grupo.
B) se representa la interaccion de los factores tratamiento por fenotipo.
Hembras incluye a Hembras-XX y Hembras-XY, mientras que Machos

incluye a Machos-XX y Machos-XY *p<0,05.

Efecto de la infusion continua de vasopresina sobre la respuesta dimérfica presora
(Objetivo N°2)

- Andlisis de la presién arterial media

El andlisis de la presion arterial media demostré un efecto significativo de los factores tiempo,
complemento cromosémico y la interaccion de ambos factores {F (6,120) =64,492, p<0,001},
{F (1,20) = 6,755, p<0,05} y {F (6,120) =3,4004, p<0,05} respectivamente. Tal como consta
en la figura 7A se observo un aumento de la presion arterial media en todos los grupos,
siendo este significativo a partir los 5 y 10 minutos de infusion (individuos XY y XX
respectivamente). Asimismo, cabe sefalar que los individuos XX presentaron
independientemente de ser hembras o machos (hembras XX y machos XX) un incremento
mayor en la presion arterial media cuando comparados con los individuos XY (hembras XY
y machos XY) (Figura 7B).

A -~ Machos-XY
30 - =B Machos-XX
=~ Hembras-XY
25+

-®- Hembras-XX

(mmHg)

A Presion Arterial Media
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Tiempo (min)
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Figura 7. Curso temporal de la presion arterial media resultante de la infusion
sostenida de vasopresina (0,2 Ul/ml). A) Delta de la presion arterial media en
ratones Machos-XX, Machos-XY, Hembras-XX y Hembras-XY. N= 4-8/grupo.
B) Interaccion de los factores tiempo y complemento cromosémico sexual,
#p<0,05 diferencia significativa entre el minuto 1 y demas tiempos de infusion;
*p<0,05 XX vs XY en los minutos 10, 15 y 20 post infusion.

- Andlisis de la presién arterial sistélica

Del andlisis estadistico de la presion arterial sistdlica (Figura 8) se observé un efecto
significativo de los factores tiempo y cromosoma sexual {F (1,20) =5,404, p<0,05} y {F
(6,120) =36,587, p<0,0001} respectivamente. La infusién continua de vasopresina resulté en
un incremento significativo en la presion arterial sistélica a partir de los 5 minutos y durante
todo el registro (Figura 8B). Asimismo, independientemente del fenotipo gonadal los
individuos XX presentaron un incremento mayor en la presion arterial sistélica en relacion a

los individuos XY
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Figura 8. Curso temporal de la diferencia de presion arterial sistélica
durante la administracién sostenida de vasopresina (0,2 Ul/ml). A)
Diferencia de la presion arterial sistdlica en ratones Machos-XX, Machos-
XY, Hembras-XX y Hembras-XY. N=4-8/grupo. B) Representacion del factor
tiempo. #p<0,05 diferencia significativa en el minuto 1 vs los demas puntos

temporales.

- Andlisis de la presién arterial diastélica

El andlisis estadistico de los datos de delta de presion arterial diastélica revel6 un efecto de
los factores tiempo y complemento cromosémico sexual {F (6,120) =67,615 p<0,0001} y {F
(1,20) =6,026, p<0,05} respectivamente, siendo también significativa la interaccion entre los
mismos {F (6,120) =3,762, p<0,005}. La infusion continua de vasopresina resultd en un
aumento sostenido de la presion arterial diast6lica, la cual se mantuvo a lo largo de la infusion

(Figura 9A). Ademas, tal como consta en la Figura 9B, independientemente del sexo
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gonadal, machos XX y hembras XX mostraron un aumento mayor en la presion arterial

diastolica cuando comparados con los individuos XY (hembras XY y machos XY).
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Figura 9. Curso temporal del delta de presién arterial diastélica durante la infusion
sostenida de vasopresina (0,2 Ul/ml). A) Diferencia de presién sanguinea
diastolica en ratones Machos-XX, Machos-XY, Hembras-XX y Hembras-XY. N=4-
8/grupo. B) Interaccién significativa de los factores cromosoma y tiempo durante
la administracion de vasopresina. #p<0,05 diferencia significativa en el minuto 1
vs los demas puntos temporales. *p<0,05 diferencias significativas de los grupos

XX vs grupos XY en cada punto temporal.
- Andlisis de la presién diferencial

Al analizar la variable delta de presién diferencial se observé un efecto significativo de los
factores tiempo y tiempo por cromosoma {F (6, 120) =30,496, p<0,0001} y {F (6,120) =2,325,
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p<0,05}, poniéndose en evidencia una disminucién en la variable en cuestion a partir de los

5 minutos de infusion y la cual se sostuvo a lo largo de la infusion (Figura 10).
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Figura 10. Curso temporal del delta de presion diferencial durante la
administracién sostenida de vasopresina (0,2 Ul/ml). A) Delta de presion
diferencial a través del tiempo en ratones Machos XX, Machos-XY, Hembras-XY
y Hembras-XX. N=4-8/grupo B) Respuesta del delta de la presién diferencial en la
interaccién entre los factores tiempo y complemento cromosomico sexual. #p<0,05

diferencia significativa respecto a los valores basales,
- Andlisis del delta de la frecuencia cardiaca

El andlisis estadistico del delta de la frecuencia cardiaca resultado de la infusién continua

de vasopresina mostro un efecto significativo del tiempo de la infusién {F (6,120) =25,275
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p<0,000}. Como era de esperar se observé una respuesta bradicardica sostenida en

respuesta a la accion presora de vasopresina (Figura 11).
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Figura 11. Curso temporal de la diferencia de la frecuencia cardiaca durante
la infusién sostenida de vasopresina (0,2 Ul/ml) en ratones machos-XY,
machos-XX, hembras-XY y hembras-XX. N=4-8/grupo (Figura A). En la
Figura B se representa el factor tiempo. #p<0,05 diferencia significativa de los

minutos 1 y 5 de la infusion con respecto a los siguientes puntos temporales.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos permiten comprender en mayor detalle
las bases fisiologicas del dimorfismo sexual vasopresinérgico implicado en la regulacion de
la osmolaridad urinaria y la presion sanguinea arterial.

Antecedentes previos indican que las hembras intactas (sin castrar) presentan una
respuesta més acentuada que los machos a la administracion del agonista de los receptores
V2 desmopresina. Ante la administracion aguda de ésta, las hembras intactas muestran una
mayor osmolaridad urinaria que los machos (Liu y cols., 2011), lo cual guarda estrecha
relacién al hecho que en la clinica se utilicen dosis mas bajas en mujeres respecto a los
hombres para arribar a la misma respuesta fisioldgica. En coincidencia con los resultados
previamente citados evidencias en ratas intactas ha descripto mayores niveles basales de
ARNmM y proteina del receptor V2R en hembras que en machos. Durante un largo tiempo se
ha postulado que estas diferencias sexuales serian atribuibles al escape de la inactivaciéon
del cromosoma X por parte del gen que codifica el receptor V2R (Carrel y Willard, 2005). Si
esta hipétesis fuese correcta y el dimorfismo en la osmolaridad urinaria fuera debido a los
efectos diferenciales del complemento cromosémico sexual, los individuos XX debieran
presentar mayores niveles de expresion de los receptores V2R pudiendo ademas asociarse
a una respuesta mas acentuada ante la administracion del agonista del receptor; es decir
gue nuestros resultados debieran haber mostrado, independientemente de ser machos u
hembras, una diferencia significativa entre los ratones XX (Hembras-XX y Machos-XX)
versus los ratones XY (Machos-XY y Hembras-XY).

A diferencia del trabajo de Liu y cols. (2011) en el cual los experimentos fueron llevados a
cabo en animales intactos (es decir bajo los efectos combinados del CCS, y los efectos
hormonales tanto organizacionales como activacionales), en nuestro trabajo se emplearon
ratones gonadectomizados del modelo de los cuatro genotipos, eliminando por completo el
factor hormonal activacional, lo cual permitié diferenciar la participacién del CCS y hormonal
organizacional en la respuesta dimdrfica en estudio. Cabe sefialar que si bien en el presente
trabajo no encontramos (tal como fuera descripto por Liu y cols.) una mayor osmolaridad
urinaria ante la administracion de desmopresina en hembras vs machos si reportamos una
respuesta dimoérfica de origen hormonal organizacional, siendo esta mayor en machos vs
hembras independientemente del CCS.

Estos datos en conjunto con las evidencias aportadas por Liu y cols., podrian sugerir que
estradiol y testosterona (ejerciendo su efecto activador) en conjuncion con los factores
hormonales organizacionales y del complemento cromosémico sexual, serian capaces de
desencadenar un efecto exacerbado en hembras versus machos, en tanto que en ausencia
del factor hormonal activacional seria el factor hormonal organizacional el que estaria

definiendo esta respuesta dimdrfica y no el complemento cromosémico como se venia
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postulando en la literatura. A los fines de dilucidar si en nuestro modelo en estudio los efectos
activacionales son capaces de revertir y contrarrestar los efectos organizaciones aqui
descriptos, en un futuro proximo evaluaremos la respuesta homeostética a la administracion
de desmopresina en animales gonadectomizados de los cuatro genotipos, pero con
reemplazo hormonal de B-estradiol y testosterona. Ademas, se corroborara si las diferencias
descriptas en la respuesta dimérfica a la administracion de desmopresina son consecuencia
de una expresion diferencial del receptor V2 a nivel renal y, en tal caso, si el CCS, los efectos
hormonales activaciones y/u organizacionales, o su interaccién, son capaces de inducir una
expresion diferencial del gen.

El sistema vasopresinérgico, responsable de la regulacion de la osmolaridad, también esta
implicado en la regulacion de la presion arterial por su efecto vasoconstrictor mediado por la
unién de AVP a los receptores V1aR. Tal como esperabamos, todos los grupos de animales
mostraron un aumento en la presion arterial media, sistélica y diastolica ante la
administracion sostenida de vasopresina. Asimismo, al analizar los cambios en la frecuencia
cardiaca observamos la esperada disminucién en esta variable luego de 10 minutos de
administracion de AVP. Esto puede ser explicado por el hecho de que la vasoconstriccion
inducida por la unién de AVP con sus receptores V1aR, genera inicialmente un aumento en
resistencia periférica y en el retorno venoso (generando este Ultimo un aumento en el gasto
cardiaco) lo cual conduce al aumento en la presion arterial. En respuesta a ello se
desencadena una respuesta bradicardica compensatoria evidenciada por una disminucion
en la frecuencia cardiaca y la consiguiente disminucion en el gasto cardiaco, intentando asi
contrarrestar los efectos presores inducidos por vasopresina y llevar a niveles normales de
presion arterial.

Si bien todos los genotipos mostraron un incremento en la presién arterial ante la infusion
sostenida de AVP, los resultados del analisis de la respuesta presora demostraron que tanto
los Machos-XX como las Hembras-XX presentan un mayor aumento de la presion sanguinea
arterial media con respecto a los Machos-XY y Hembras-XY. Estos estudios guardan
relacion con estudios previos que demostraron que la infusion cronica de Ang Il en animales
gonadectomizados promueve un mayor incremento en la presion arterial en ratones con CCS
XX que el reportado para ratones con CCS XY (Liu y cols. ,2010). Esto datos en conjunto
ponen en evidencia que en ausencia de los efectos hormonales activaciones existe un claro
accionar del CCS sobre la respuesta dimorfica vasopresinérgica y angiotensinérgica
presora, independientemente del factor hormonal organizacional.

Los resultados de nuestro trabajo permiten contribuir al conocimiento de los factores
hormonales y genéticos que subyacen el dimorfismo sexual del sistema vasopresinérgico en
cuanto a la regulacién de la respuesta presora y la osmolaridad. Machos y hembras no

necesariamente utilizan los mismos componentes y mecanismos para alcanzar la
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homeostasis. A sabiendas de que existen estas diferencias, el esclarecimiento de estas y de
las similitudes entre los sexos, permitird en un futuro el disefio de adecuados instrumentos
de diagnostico, el reconocimiento de la fisiopatologia especifica y la consiguiente aplicacion
de tratamientos adecuados de las enfermedades cardiovasculares segun el sexo.
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