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Resumen

Las afecciones respiratorias cronicas son un problema importante para la salud y el desarrollo de los humanos. Tanto la fisiologia pulmo-
nar como la fisiopatologia estan influenciadas por varios factores hormonales, incluyendo los niveles de estrogenos. La prevalencia de
las patologias pulmonares aumenta en las mujeres tras la menopausia, con una peor evolucion clinica y un aumento de la morbilidad y la
mortalidad. La suplementacion dietética de fitoestrogenos parece ser beneficiosa en enfermedades respiratorias cronicas, inflamatorias y
neoplasicas. Sin embargo, sus efectos sobre la sintesis de lipidos del surfactante y el aumento local del grado de estrés oxidativo, siguen sin
ser conocidos. El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del envejecimiento y la suplementacion con estrogenos o fitoestrogenos
sobre la sintesis de surfactante y el grado de estrés oxidativo en neumocitos tipo II. Para ello, se utilizaron 104 ratas Wistar (40 machos y 64
hembras). Las hembras fueron asignadas aleatoriamente a 2 grupos: intacto (A) y ovariectomizado (B). El grupo B se dividio en 3 grupos:
tratamiento con estrégenos, tratamiento con fitoestrogenos o sin tratamiento. Las ratas fueron sacrificadas a los 14, 18, 22 y 24 meses y los
neumocitos se aislaron y cultivaron para la determinacion de fosfatidil colina (PC), guanosil monofosfato ciclico (GMPc), perdxido de lipi-
dos (LPO), monoéxido de carbono (CO) y 6xido nitrico (NO). El envejecimiento se asocid con un aumento significativo de los niveles de CO,
NO, GMPc y LPO y un menor contenido de PC. El tratamiento con estrogenos o fitoestrogenos redujo significativamente los marcadores
de estrés oxidativo y restaur6 la sintesis de PC en animales castrados. En conclusion, tanto el reemplazo hormonal como la suplementacion
dietética con fitoestrogenos podrian proteger al pulmén de los efectos deletéreos del envejecimiento y/o la privacion de estrégenos.
Palabras clave: estréogeno fitoestrogeno, fosfatidilcolina, estrés oxidativo, envejecimiento.

Abstract

Chronic respiratory conditions are a major problem for human health and development. Both pulmonary physiology and pathophysiology are
influenced by several hormonal factors, including estrogen levels. The prevalence of pulmonary pathologies increases in postmenopausal
women, with a worse clinical course and an increase in morbidity and mortality. Dietary supplementation of phytoestrogens appears to be
beneficial in chronic respiratory, inflammatory and neoplastic diseases. However, its effects on surfactant lipid synthesis and local increase
in the degree of oxidative stress remains unknown. The objective of this study was to investigate the effect of aging and estrogen or
phytoestrogen supplementation on surfactant synthesis and the degree of oxidative stress in type Il pneumocytes. For this purpose, 104
Wistar rats (40 males and 64 females) were used. Females were randomly assigned to 2 groups: intact (A) and ovariectomized (B). Group B
was divided into 3 groups: treatment with estrogens, treatment with phytoestrogens or without treatment. Rats were sacrificed at 14, 18, 22
and 24 months and pneumocytes were isolated and cultured for determination of phosphatidyl choline (PC), cyclic guanosyl monophosphate
(cGMP), lipid peroxide (LPO), carbon monoxide (CO) and nitric oxide (NO). Aging was associated with a significant increase in CO, NO,
cGMP and LPO levels and a lower PC content. Treatment with estrogens or phytoestrogens significantly reduced markers of oxidative stress
and restored PC synthesis in castrated animals. In conclusion, both hormone replacement and dietary supplementation with soy could
protect the lung from the deleterious effects of aging and / or estrogen deprivation.
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Introduccion

Las afecciones respiratorias cronicas son un problema
importante para la salud y el desarrollo de los humanos.
Tanto la fisiologia pulmonar como la fisiopatologia estdn
influenciadas por varios factores hormonales. En conse-
cuencia, se ha demostrado que los estrégenos juegan un
papel central en muchos aspectos de la fisiologia pulmonar
tanto normal como alterada (Townsend, Miller y Prakash,
2012). Ademas, son cruciales para el desarrollo y la fun-
ciéon normales del pulmoén durante la infancia temprana
(Seaborn, Simard, Provost, Piedboeuf y Tremblay, 2010).
Por ejemplo, estudios previos sugieren que bajos niveles
de estrogenos pueden tener un impacto adverso en el de-
sarrollo y la funciéon pulmonar por disminucién de la pro-
duccion de surfactante y NO (McCurnin et al., 2009). Sin
embargo, el efecto de los estrogenos en el sistema respira-
torio, particularmente en neumocitos tipo II, no ha sido es-
tudiado.

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del
envejecimiento y la suplementacion con estrogenos o fitoes-
trogenos sobre la sintesis de surfactante y el grado de estrés
oxidativo en neumocitos tipo II.

Material y métodos

Se utilizaron 40 ratas Wistar macho y 64 hembras. Las
hembras fueron asignadas aleatoriamente a 2 grupos: in-
tacto (A) y ovariectomizado (B). El grupo B se dividi6 en
3 grupos: tratados con estrogenos (estradiol 125 pg/sema-
na), tratados con extracto de soja (Phytosoya® Akrophar-
ma SA, Madrid, Espafia, 312 mg/kg/dia), o sin tratamien-
to. Como grupo control se utilizaron 8 machos y 8 hembras
de 2 meses de edad. Tras 14, 18, 22 o 24 meses, las ratas
fueron sacrificadas por decapitacion y sus pulmones fue-
ron recolectados para el aislamiento de neumocitos tipo
IT y posterior determinacién de sintesis de PC (incorpo-
racion de D-[U-14C] glucosa a la PC), niveles de GMPc
y LPO (ELISA), y liberacién de CO (ratio de carboxihe-
moglobina, tras adiciéon de hemoglobina) y NO (reaccion
de Griess).

Los resultados se expresaron como la media £+ SEM.
Para analizar posibles diferencias entre grupos se realizé un
ANOVA, seguido por una t de Student para identificar la
fuente de las diferencias. Se considero significativo un nivel
de confianza del 95%.

Resultados

El envejecimiento se asocid con un aumento significa-
tivo en la produccion de CO por los neumocitos de tipo II.
El nivel de CO en las ratas machos y hembras castradas fue
significativamente mayor comparado con los observados en

hembras no castradas. El tratamiento con estrogenos o fi-
toestrogenos disminuyd significativamente estos efectos.

Los niveles de LPO aumentaron exponencialmente de
2 a 14 meses en los tres grupos. De 14 a 24 meses, las con-
centraciones de LPO mostraron un ligero aumento que fue
cuantitativamente menor en animales no castrados. El trata-
miento con estrogenos y fitoestrogenos disminuy6 signifi-
cativamente las concentraciones de LPO en los neumocitos
de tipo II de animales castrados. Sin embargo, los niveles de
LPO se mantuvieron elevados en comparacion con los con-
troles de 2 meses.

La liberacion de NO por los neumocitos de tipo II a los
2 meses fue significativamente mayor en animales machos
cuando se compar6 con ambos grupos de ratas hembra. Sin
embargo, de 14 a 24 meses, los valores de NO fueron com-
parables en los grupos de machos y hembras castradas, mos-
trando un fuerte aumento que no se observd en hembras no
castradas. El tratamiento con estradiol o fitoestrogenos, re-
dujo significativamente los valores de NO en ratas castra-
das.

El envejecimiento también indujo un aumento progresi-
vo de la concentracion de GMPc en los tres grupos. Los ni-
veles de GMPc en ratas macho y hembras castradas, fueron
comparables, pero fueron mas altos que en hembras no cas-
tradas. El tratamiento con estrogenos o fitoestrogenos dis-
minuyd significativamente los niveles de GMPc en ratas
hembra castradas.

La sintesis “de novo” de PC disminuy6 progresivamente
a medida que aumentaba la edad en los machos y hembras
castradas. Ambos tratamientos (estrogenos y fitoestrogenos)
restauraron parcialmente la sintesis de PC en animales cas-
trados.

Discusion

Utilizando un modelo experimental de roedores, hemos
demostrado una relacion entre la edad y el estrés oxidati-
vo en pulmoén. Ademads, nuestros resultados mostraron un
efecto protector de estradiol y fitoestrogenos, a través de la
restauracion de sintesis “de novo” de PC en neumocitos de
tipo IL. Tanto el estrés oxidativo como la sefializacion proin-
flamatoria estan relacionados con el deterioro de la funcién
pulmonar en las enfermedades agudas y cronicas (Holguin,
2013). Este dafio podria estar mediado por la produccion au-
mentada de GMPc intracelular debido a la generacion en-
dogena de CO y NO observada en este estudio, y apoyaria
resultados previos de nuestro grupo, en donde se ha obser-
vado que la inhibicién inducida por citoquinas de la sinte-
sis de surfactante por los neumocitos de tipo II esta parcial-
mente mediada por CO (Arias-Diaz, Villa, Hernandez, Vara
y Balibrea, 1997).

La terapia de reemplazo hormonal posmenopausica se
asocia con una mejor funcion pulmonar, reduciendo el ries-
go de obstruccion del flujo aéreo en un 25% y la hiperreac-
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tividad bronquial en mujeres posmenopausicas (Gan, Man,
Postma, Camp y Sin, 2006). Al igual que la terapia de re-
emplazo hormonal, la suplementacion dietética de fitoestro-
genos se ha correlacionado con un mejor prondstico de va-
rias afecciones respiratorias en mujeres posmenopausicas
(Hirayama et al., 2010). De acuerdo con esto, en este tra-
bajo hemos observado que el tratamiento con estrégenos o
fitoestrogenos mejord significativamente la produccioén de
surfactante, lo que sugiere un efecto protector sobre la fun-
cion pulmonar.

En conclusién, nuestros hallazgos sugieren que tanto el
reemplazo hormonal como suplementos dietéticos de fitoes-
trégenos pueden proteger al pulmon frente a los efectos del
envejecimiento y/o de la privacion de estrogenos.
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