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RESUMEN

Frente al incremento de factores estresantes durante los ultimos afios, el estudio de las
consecuencias fisiologicas del estrés sobre el organismo cobré gran interés como objeto
de investigacion cientifica en diversas areas y disciplinas cientificas, tanto en la medicina
del crecimiento y desarrollo, la fisiopatologia de diversos trastornos neuroendocrinos. En
este sentido el estrés prenatal, juega un papel determinante en la gestacion de los
mamiferos, ya que el estrés provocado a una hembra en gestacion induce cambios
fisicos, bioldgicos y psicoldgicos, provocando disturbios adaptativos en la vida postnatal.
El objetivo del presente estudio, fue analizar los efectos y respuestas fisioldégicas en
musculo esquelético e higado luego de una exposicidbn a un estrés agudo por nado
forzado, en ratas adultas estresadas prenatalmente. Para ello, se estudid la actividad del
eje hipotdlamo hipofisario adrenal (HHA), del sistema nervioso central (SNS) y su efecto
en el estrés oxidativo del higado y musculo estriado voluntario. Se utilizaron ratas Wistar
macho, adultas, estresadas prenatalmente, en condiciones estandar de bioterio. Se
estudiaron los niveles de corticosterona (COR), glucemia, malondialdehido (MDA) y el
tamafio de las glandulas suprarrenales. Los resultados muestran que en condiciones
basales los niveles de COR y glucemia se ven aumentados en las ratas estresadas
prenatalmente con respecto a las ratas sin estrés prenatal. Luego de una exposicion
aguda al nado forzado hasta el agotamiento, la COR aumenta significativamente en el
grupo con estrés prenatal, y también se observa este fendmeno en el grupo control, pero
alcanzando valores menores; mientras que la glucemia alcanza valores similares en los
dos grupos, desapareciendo las diferencias observadas entre los controles y el estrés
prenatal, en reposo. Los valores de MDA hepatico, en reposo, muestran un notorio
aumento en ratas con estrés prenatal con respecto a sus pares controles, diferencia que
se sostiene a pesar del estrés por nado forzado. Por otra parte, los valores de MDA en
musculo estriado, muestran un notorio aumento en condiciones basales en los grupos con
estrés prenatal. Luego del estrés postnatal por nado forzado se observa un aumento
significativo de MDA en los grupos controles sin estrés prenatal, fendmeno que no sucede
en los grupos con estrés prenatal. En conclusion, el estrés prenatal por IMO provoca una
modificacion en la regulacion del eje HHA, reflejado en los altos niveles basales de la
COR plasmatica y una hiperglucemia basal; ademas de una hipersensibilidad a estresores
agudos sucedidos en la vida postnatal, manifestado en la mayor secrecién de COR luego
del estrés por nado forzado. Por otro lado el estrés prenatal es desencadenante de altos
niveles de estrés oxidativo en el higado, vislumbrado en altos niveles de MDA; mientras
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gue el nado forzado hasta el agotamiento genera altos niveles de estrés oxidativo en el

musculo estriado voluntario en ambos grupos.

ABSTRACT

Due to the increment of stressful factors during the last couple of years, the study of
physiological stress consequences over the body called the attention as a research object
of study in many scientific areas and disciplines such as growth and developmental
medicine, the physiopathology of various endocrine disorders. In this sense, prenatal
stress has a crucial role in the gestation of mammals since the stress in a female may
cause physical, biological and psychological changes, leading to adaptive control
disturbances during life after birth. The aim of this study was to analyze the effects and
physiological answers in bone muscle and liver after being exposed to acute stress by
forced swimming in adult rats which had been stressed before birth. With this objective,
the activity of the Adrenal Pituitary Hipotalamic axis and the Central Nervous System were
analyzed. It was also necessary to analyze the effect of the activity in the oxidative stress
of the liver and of the voluntary striated muscle. Prenatal stressed, adult, male Wistar rats,
in bioterium standar conditions were used. Corticosterone, glycemia, malondialdehido
levels and the size of the adrenal glands were studied. The results show that in basal
conditions, the corticosterone and glycemia levels are increased in the prenatal stress rats
compared to the rats which are not stressed before birth. After an acute exposition to
forced swimming to the point of exhaustion, the corticosterone levels remain increased in
the stressed prenatal groups, while the glycemia levels reach similar values in both groups
and the basal differences disappear. The values of Hepatic MDA, in a state of no activity,
show a notorious increase in prenatal stressed rats compared to the group of control. This
difference remains in spite of the stress caused by the forced swimming. However, the
MDA values in the voluntary striated muscle show increase in basal conditions in the
stressed prenatal groups. This difference diminishes after the stress caused by forced
swimming, since the control groups show a high increase in the values of muscular MDS
after the forced swimming. This phenomenon is not perceived in the stressed prenatal
groups. To conclude, the prenatal stressed by IMO causes changes in the regulation of the
Adrenal Pituitary Hipotalamic axis and this is perceived, on the one hand, in the high basal
levels of plasmatic corticosterone and basal hyperglycemia. Moreover, on the other hand,
this is perceived in the hypersensibility to acute stressors during the after birth life,
manifested in a greater corticosterone discharge after forced swimming. The prenatal

stressed is the trigger of high oxidative stress levels in the liver, perceived in the high MDA
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levels; whereas the forced swimming generates high voluntary striated muscle oxidative

stress levels in both groups, with a greater increase in stressed prenatal groups.



I. INTRODUCCION

Frente al incremento de factores estresantes durante los ultimos afios, el estudio de las
consecuencias fisiologicas del estrés sobre el organismo cobrd gran interés como objeto
de investigacién cientifica en diversas areas y disciplinas cientificas, tanto en la medicina
del crecimiento y desarrollo, la fisiopatologia de diversos trastornos neuroendocrinos;
como en el estudio de la longevidad y envejecimiento del ser humano, fendmeno complejo
en el que influyen factores genéticos, como asi también ambientales.

En el transcurso de los ultimos afios, se han publicado varios articulos que muestran la
influencia del estrés prenatal y su efecto en el medio intrauterino. Los estudios realizados
en humanos revelan que los hijos de madres que sufrieron condiciones adversas durante
el tercer trimestre de embarazo presentan consecuencias a largo plazo, tales como
malformaciones del corazén, perdida de la audicién, anormalidades esqueléticas y bajo
peso al nacer (Ascensao y col., 2007).

En este sentido el estrés prenatal, juega un papel determinante en la gestacion de los
mamiferos, provocando cambios fisicos, bioldégicos y psicologicos; generando una
influencia sobre el desarrollo de las crias, disturbios adaptativos en la vida postnatal, que
se ven reflejados en diversas manifestaciones fisiopatolégicas (Weinstock, 2001). En el
hombre el estrés prenatal puede inducir a retardo mental y disturbios del suefio en el nifio,
una mayor propension al consumo de drogas, alteraciones en la funcién sexual, aumento
de la propension hacia el déficit de atencion con hiperactividad e hiperansiedad. En ratas
produce disminucion del peso corporal, altera el eje HHA, la madurez sexual en los
machos y el desarrollo inmunoldgico. Estas condiciones adversas o estresores sufridas en
el periodo prenatal, determinan el epigenoma de las crias; entendiendo al mismo como la
interaccién de factores genéticos con factores ambientales, ya sea en los periodos pre,
peri y/o post natal (Nepomnaschy y col., 2006). En los seres humanos y en los animales,
el estrés aplicado a las hembras gestantes reprograma el eje HHA de la cria estresada
prenatalmente (EP), generando la hiperactividad de este eje en el estado adulto. Esta
hiperactividad se refleja mediante altas y prolongadas concentraciones plasmaticas de
corticosterona (COR) en los roedores y de cortisol en los humanos (Mayer y col., 2010). El
estrés durante la gestacion sensibiliza no solo, al eje HHA de las crias, sino también el eje
Hipotalamo-Hipofisario-Gonadal (HHG), lo cual repercute en la madurez sexual de las
mismas (Chen Cardenas y col., 2013; Rodriguez y col., 2007). Existe evidencia que indica

gue estos cambios neuroendocrinos, generan condiciones metabdlicas “in dtero” que



establecen patrones fisioldgicos y estructurales a largo plazo, programando la salud
durante la vida adulta (Vieau y World, 2011).

Los estudios de Barker (1992), establecieron que la prevalencia de algunas enfermedades
en el adulto, como ateroesclerosis, hipertension arterial (HTA), accidente cerebrovascular,
diabetes mellitus tipo 2 y dislipidemias; se relacionaban directamente con el ambiente
intrauterino.

Por otra parte, se ha comprobado que el estrés prolongado tiene una correlacion directa
con el estrés oxidativo (EO) a nivel celular (Quintanar-Escorza y Calderén-Salinas, 2009).
El EO se ha asociado a la aparicion y desarrollo de diversas enfermedades y procesos
cronicos, la diabetes, la obesidad y las enfermedades cardiovasculares, incluyendo la
arteriosclerosis; todos ellos considerados actualmente como patologias crénicas no
transmisibles con alta frecuencia en los seres humanos. Estudios recientes demuestran el
efecto mdultiple del desequilibrio en la produccién de radicales libres (RL) y su
neutralizacion; ya sea en el envejecimiento de la especie, la infertilidad masculina por
dafio del ADN espermatico, formacién de células neopléasicas, diabetes, nefropatias,
cirrosis y esteatosis hepatica, y en un sin numero de patologias
inflamatorias/degenerativas:  desmielinizacion, distrofias musculares, amiloidosis,
colagenosis del aparato locomotor, miocardiopatias y afecciones al aparato respiratorio. El
EO es producido como consecuencia de la respiracion celular en los organismo
dependiente de las reacciones redox, y es nocivo en términos biolégicos cuando la
produccion de RL supera a los mecanismos antioxidantes enddégenos. La vida media de
los RL es muy corta, y por lo tanto su cuantificacién directa no es posible, por este motivo
se utilizan marcadores indirectos de sus efectos. Para el estudio de la peroxidacion
lipidica los marcadores mas utilizados son el MDA y las sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS) (Arquer y col., 2010).

.1 ESTRES

El término “estrés” se ha popularizado a pesar que su definicibn no estad claramente
definida. Al realizar una revision de diversos trabajos y estudios dedicados al tema en
incumbencia, se encuentran multitud de definiciones, algunas de las cuales lo abordan
indistintamente desde la perspectiva del estrés como estimulo, respuesta y otros incluyen
hasta las consecuencias. Sabemos que las variaciones fisioldgicas que se dan lugar en
un organismo producto de un agente estresante, desencadenan respuestas fisioldgicas de
ajustes a corto (estrés agudo) o a largo plazo (estrés cronico) que permite al organismo

alcanzar niveles de adaptacion. Cuando no se logra esta homeostasis, se desarrolla una



adaptacion patologica, llamado distrés. Cannon (1929), fue el primero en establecer el
vinculo directo entre la actividad emocional y la funcion del sistema nervioso simpatico al
escribir la “Teoria emergente de la emociéon” (Fernandez Martinez E., 2009).

Por otra parte, quien desarrollo el concepto de adaptaciones positivas o negativas a un
estrés, fue Hans Selye. Selye (1950) propuso la teoria general de adaptacién a un agente
estresante, definiendo al estrés desde el punto de vista de respuestas y consecuencias
fisiolégicas; mencionandolo como el sindrome o conjunto de reacciones fisiolégicas no
especificas del organismo a diferentes agentes nocivos del ambiente, de naturaleza fisica
0 quimica, provocando un aumento de la tasa metabdlica basal (Stepanian, 2016). Esta
teoria describe que ante un estrés existe una primera etapa de respuesta, llamada
respuesta rapida, donde se produce la liberacién de catecolaminas, noradrenalina (NA) y
adrenalina (A); una segunda etapa o0 respuesta lenta mediada por la liberacion de
corticoides; y una tercera etapa de agotamiento y muerte. A la respuesta adaptativa al
estresante (eutrés) le sigue la reinstauracién del equilibrio homeostatico normal. Si la
respuesta del organismo no logra reequilibrar el funcionamiento normal preestablecido, se
produce una respuesta desadaptada. Esta adaptacion negativa resulta en un nuevo
estado de equilibrio que, pese a ser estable, se desvia significativamente de los valores
estandares neurobioldgicos. A este equilibrio nuevo y anormal, se lo denomina alostasis,
es decir un conjunto de respuestas activadas ante un agente estresante; que implica la
activacion del sistema nervioso autonomo simpatico y el HHA; siendo sus principales
mediadores las catecolaminas (A y NA), y las hormonas (COR); que no logran bajar a
niveles normales sino que permanecen elevados de manera crénica.

Estos cambios neurohormonales se manifiestan ante la exposicion a agentes estresantes
agudos, como cronicos (Mc Ewen, 2000). Los altos niveles de NA y A, elevados de
manera cronica y permanente, configurada como una forma de adaptacion alostatica,
parece relacionarse con la hipercolesterolemia, el aumento de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) sobre las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y la hipertrigliceridemia.
Todos estos biomarcadores son considerados como factores de riesgo cardiovascular e
indicadores de estrés oxidativo.

En otras palabras, estas respuestas fisiologicas son inespecificas (conllevan
consecuencias sobre muchos oOrganos, sin selectividad), ante diversos agentes que
pueden actuar sobre el organismo, ya sea del tipo psicolégico como fisicos. Se condiciona
asi una alarma organica que actla sobre el sistema nervioso, cardiovascular, endocrino, e
inmunologico, provocando un desequilibrio psicofisico y el consecuente condicionamiento

de la posible enfermedad (Selye, 1950).



Por otro lado, los estresores pueden categorizarse en fisicos, los cuales han sido
definidos como los desafios externos a la homeostasis; y los psicolégicos, como la
anticipacion, justificada o no, de una serie de respuestas neurales que provocan un
desequilibrio en los circuitos del SNC del encéfalo. Una definicion integrada establece que
el estrés es una cascada de acontecimientos, que consta de un estimulo (estresor), que
produce una reaccion en el cerebro (la percepcion del estrés y la evaluacion del mismo),
gue a su vez activa los sistemas fisiol6gicos de lucha o huida en el organismo (respuesta
al estrés) (Dhabhar y McEwen, 2007).

La respuesta al estrés es la respuesta del organismo a agentes reales o simbolicamente
nocivos para su integridad, de lo cual surge que el estimulo estresante puede ser de
naturaleza tanto fisica como psicoldgica e incluso mixta. Estas respuestas inespecificas
son inducidas por agentes estresantes (inmovilizacioén, ruido, temperaturas extremas,
ejercicio fisico, etc.) y son independientes de la naturaleza del estimulo que las provoca
(Vigas, 1980; De Nicola, 2015).

Para el estudio del estrés, se recurre con frecuencia al uso de modelos animales que
ilustren mecanismos psicopatologicos para estudiar el comportamiento de los seres
humanos, siendo las ratas uno de los modelos mas empleados para éstos estudios
(Gémez y col., 2002). En este sentido, en modelos animales, se ha comprobado que el
estrés severo crénico produce atrofia del hipocampo y la corteza prefrontal, e hipertrofia
de la amigdala lateral (Botelho de Oliveira y Conde, 2011). Estas alteraciones
morfolégicas se acompafian de deterioro en la memoria, el aprendizaje y el
procesamiento emocional de los estimulos sensoriales y pueden constituirse en modelos
de depresion inducidos por la persistencia del estrés; e inclusive se la podria llegar a
considerar como un proceso relacionado a aquellas patologias neurodegenerativas
padecidas por los seres humanos, como el mal de Alzheimer.

Es importante entender que de la Unica manera que un factor estresante pueda afectar al
organismo y su bio-funcionamiento es mediante la induccién de cambios bioldgicos. Por lo
tanto, los estudios de las respuestas fisioldgicas al estrés, forma parte del sostén esencial
para la comprension biologica de este fendbmeno, las adaptaciones o desadaptaciones al

mismo Yy las consecuencias en la salud del organismo (Dhabhar y McEwen, 2001).
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Sindrome General de Adaptacion

Reaccion de estrés
) T 1
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: : :
Incremento de estrés — - — -« - — — = i3

Fig. 1: Fases de las respuestas sistémicas generales ante la exposicién a un determinado agente
estresante. Adaptado de Cannon (1929).
Otra caracteristica importante de una respuesta al estrés, es su intensidad. La misma
puede ser medida por los niveles pico de las hormonas del estrés, los neurotransmisores,
y otros cambios fisioldgicos, tales como, la distribucion y funcién de las células inmunes,
el aumento de la frecuencia cardiaca, la presion arterial, entre otros. Por otro lado, el
tiempo durante el cual estos cambios persisten durante el estrés y tras el cese del mismo
cobra fundamental importancia (Santos y Perdue, 2000). Se debe considerar que varios
de ellos tienen ambos componentes, aunque predomine uno. Hay que tener en cuenta, al
estudiar una situacion de estrés, no solo el agente estresante, sino multiples factores que
influyen sobre las reacciones fisiolégicas del individuo como son: preparacion, sexo,

estado emocional, y otros condicionantes (Dhabhar y Mc Ewen, 2007).
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Estrés

Emocional

Corteza cerebral
(sistema limbico)

Via autondmica

o Catecolaminas
Glucocorticoides
Adrenalina

(Cortisol)
Supresién del S. Supresioén del S. Inmunolégico

Inmunolégico

Fig. 2: Efectos del estrés, emocional y fisico, sobre el eje HHA (Mc Ewen, 2000).

Los mecanismos de adaptacion son basicamente los mismos que hace millones de afos.
Las tensiones y amenazas de la vida moderna generan cambios que, aun cuando puedan
permitir una razonable eficacia frente a las situaciones estresantes, pueden generar una
deuda, un precio que mas tarde o mas temprano se pagara con salud. Es decir que cada
situacion que pone en juego la homeostasis tiene la probabilidad de dejar una carga
residual llamada carga alostatica, suponiendo un acecho para nuestra salud. Genotipo y
fenotipo, juegan un papel importante en el establecimiento de las diferencias individuales
en la respuesta psicofisiolégica al estrés y en los efectos que la respuesta puede tener en

un organismo.

I.1.1 Tipos de estrés

El estrés puede ser perjudicial cuando es crénico o de larga duracion, ya que en muchos
trabajos de investigacion, se ha observado que deprime la respuesta inmune,
fundamentalmente celular. Sin embargo, a menudo, la respuesta al estrés agudo tiene
efectos de adaptacion saludables en el corto plazo. Por lo tanto, la principal caracteristica
distintiva del estrés, en términos de sus efectos biolégicos, es la duracién en la que
persisten esos cambios fisioldgicos y la consecuente elevacién de la respuesta fisiol6gica
al estrés; y sobre todo el tiempo en que tarden esos valores en regresar a rangos
estandares (Sapolsky, 2004).

El estrés agudo se ha definido como el estrés que dura por un periodo de minutos u

horas, y el estrés crénico como el estrés que persiste durante varias horas al dia durante
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semanas o0 meses. Para la mayoria de los organismos, incluidos los seres humanos, la
vida se compone de una serie de respuestas repetidas ante agentes estresantes del tipo
agudo que se producen a diferentes frecuencias y con diferentes duraciones. Es
importante reconocer que la exposicion repetida al estrés agudo no es necesariamente
perjudicial, siempre y cuando los mediadores fisioldégicos que se elevan durante el estrés,
retornen a los niveles de referencia y reposo inmediatamente después del cese del
mismo. Adema4s, es importante que la frecuencia y/o la duracion de la respuesta al estrés
no sea tal, que resulte en un aumento constante de las hormonas y los neurotransmisores
(Dhabhar y col., 1993; Moya Albiol y Salvador, 2007). Hablar de estrés cronico es hablar
de alteraciones sufridas en los mecanismos adaptativos que el organismo presenta frente
a agresiones externas, y en el estrés agudo existen evidencias de una estimulacion
hiperadrenérgica y de un aumento del tono hipotalamo-hipdéfiso-suprarrenal
(glucocorticoides y androgenos) (Cambra, 2009).

El estrés cronico puede ser de orden continuo o intermitente. En el primero, el organismo
es expuesto ininterrumpidamente a un estrés durante dias o semanas; mientras que el
intermitente los animales son diariamente expuestos a estimulos estresantes durante
semanas, con un tiempo determinado que puede durar minutos y hasta horas. Un ejemplo
de estrés crénico continuo es la exposicion a ciertas situaciones de estrés social,
observado en monos como en roedores, donde se puede ver el aumento de la conducta
agresiva en machos ante la presencia de hembras. Un ejemplo de estrés cronico
intermitente, puede ser la exposicién al frio, la inmovilizacién en tabla (IMO), el nado
forzado, el choque eléctrico, entre otros (Bahamondes, 2011; Moscoso, 2009).

Existen mdultiples estimulos estresantes que se utilizan en la experimentacion animal,
entre ellos, la inmovilizacion en plancha el choque eléctrico bajo diversos planes de
descarga los estimulos sociales (aumentos en la densidad de la poblacion) (Weinstock y
col.,, 1998), agentes estresantes como luz, sonido, temperaturas extremas, incluso
anestésicos como el éter (Moscoso, 2010).

El ejercicio fisico representa en si mismo, un modelo de estrés psicofisico, un agente que
perturba la homeostasis del organismo, donde su dosificacion (sistematizacion optima de
su aplicacion), es la que contribuye a generar adaptaciones positivas (aumento de los
niveles de sustratos energeéticos, renovacion de proteinas contractiles y enzimas,
optimizacién en los procesos de respiracion celular, diminucién del gasto cardiaco en
reposo, entre otros) o adaptaciones negativas, fatiga y muerte celular, como las descriptas
en procesos de desadaptacion ante agentes distresantes. El hecho de que un ejercicio

fisico conduzca a cambios funcionales del organismo, es un fendmeno conocido por la
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humanidad desde hace tiempo. En la edad antigua, ha sido popularizada la historia del
atleta olimpico griego, Milébn de Crotona; donde se narra el suceso del progreso
exponencial de su fuerza y masa muscular del sujeto, a medida que sometia a su cuerpo
a un estrés de sobrecarga, levantando un ternero desde la etapa infantil-juvenil hasta la

adultez, donde el mismo ternero crecia en peso dia a dia.

Fig. 3: Ejemplificacién de las adaptaciones positivas ante un determinado estresor (Grupo de
Estudio 757, 2014).

Sin embargo, el abordaje cientifico de tales modificaciones por el ejercicio ha sido més
reciente. Estudios cientificos realizados tanto en humanos como en animales de
experimentacion parecen indicar que la influencia del ejercicio fisico sobre el organismo
estd condicionada por la duracién e intensidad del esfuerzo a realizar, asi como por el
estado fisiol6gico previo de quien lo realiza, donde son evidentes las potencialidades
genéticas de cada individuo. Hay una serie de autores, que defienden la idea de que el
ejercicio moderado, regular, incrementa la resistencia a infecciones, mientras que un
ejercicio intenso o el sobre entrenamiento que soportan muchos deportistas, parece estar
asociado con una mayor susceptibilidad a infecciones (Aguilar y col., 2006). Existen
numerosos datos en la bibliografia que muestran que el ejercicio fisico intenso, en
diversas modalidades: nado (Levay y col., 2006) o carrera en tapiz rodante (Ferry y col.,
1990), provoca cambios en neurotransmisores (catecolaminas) y hormonas (cortisol y
péptidos opioides), conocidos moduladores de la funcion inmune (Walsh y col., 2011).
Algunos protocolos de ejercicio fisico intenso, ya sea de caracter continuo como
intermitente; por encima del 70% del consumo maximo de oxigeno (VOzmax), genera un

fuerte impacto simpatico mimético, aumentando los valores de catecolaminas, en
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primeras instancias NA 'y luego A. Ademas, se generan las condiciones para la secrecion
de cortisol, provocando una mayor movilizacién de sustratos energéticos en el momento
de ejecucion del ejercicio, tanto sea lipolisis en el interior del adipocito, la glucdlisis en las
células musculares o a nivel hepatico (Willmore y col., 2017; Katch, 2017).

El ejercicio fisico intenso extenuante (nado forzado), es un importante factor estresante
cuyos efectos dependen del tipo, intensidad y duracion de la actividad. Se ha demostrado
gue la realizacion de ejercicio fisico agudo ejerce efectos sobre algunos parametros
fisiologicos, como la concentraciéon de lipidos sanguineos, colesterol, gasto cardiaco,
presion arterial, metabolismo glucidico a corto plazo, y el sistema inmunolégico. Estas
alteraciones producen ajustes organicos tendientes a mantener la homeostasis, entre los
cuales se destacan el aumento de la vasodilatacion vascular, aumento de la frecuencia
cardiaca y respiratoria (ventilacion), y las respuestas hormonales. Estos ajustes producen
un incremento en la disponibilidad de oxigeno en los érganos y tejidos involucrados en el
ejercicio, un aumento del glucagon, disminucion de la insulina, aumento de la adrenalina,
que directa o indirectamente aumentan la glucemia y la predisposicion energética. La
disminucién de la insulinemia contribuye a aumentar el efecto de las hormonas
contrarreguladoras en el higado, estimulando la movilizacion de triglicéridos del tejido
adiposo y muscular y del glucégeno muscular (Marliss y col., 2000).

Los efectos del ejercicio fisico en el organismo dependen de la intensidad, duracion, tipo
de ejercicio (por ejemplo, ejercicios de fuerza frente a resistencia), aplicacion del estimulo
(ejercicio agudo vs. ejercicio cronico), y las condiciones fisiolégicas previas del sujeto
(Barbany, 2002; 2014; Willmore y col., 2017; Katch y col., 2017).
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Fig. 4: Respuestas y adaptaciones ante el entrenamiento fisico (Suarez, 2014).

Por otro lado, hay evidencia cientifica que indica que durante el ejercicio los musculos
producen y liberan una elevada concentracién de citoquinas proinflamatorias. Tanto TNF-
a, IL-1, IL-1ra (antagonista al receptor), IL-10, como los receptores extracelulares del
TNF- a; pueden aumentar drasticamente sus niveles, durante una sesion de ejercicio
agudo. Ademas, se produce un aumento de leucocitos, neutréfilos, linfocitos (incluidos los
T, B y células NK), monocitos y concentraciones plasmaticas de proteina C reactiva. Al
finalizar el ejercicio intenso, los neutrdéfilos y los monocitos pueden seguir aumentando en
el periodo de recuperacion, mientras que el resto de leucocitos disminuyen su namero y
las concentraciones plasmaticas de las citocinas mencionadas se mantienen elevadas
durante algunas horas mas (Lopez Chicharro y Vicente Campos, 2017)

Ejercicios extremos realizados hasta el agotamiento, ya sea del orden aerdbico (maratén),
como de la fuerza resistencia (Crossfit ®), se relacionan con el sobre entrenamiento, la
fatiga, fase de agotamiento del organismo que produce una depresion de la funcién
inmune que puede aumentar la susceptibilidad a infecciones por inmunodepresion. Estos
cambios, si bien ejercen una funcion moduladores de diversas actividades fisioldgicas,
son generalmente de naturaleza transitoria (Veneroso, 2010; Lopez Chicharro y
Fernandez Vaquero, 2017).

Esta demostrado que la alta produccion de citocinas proinflamatorias, como las
nombradas anteriormente, se las asocia a un incremento en el estrés oxidativo celular y
viceversa, el estado redox celular modificado, modula las sefiales de transduccion y
produccion de diversas citocinas, afectando al mantenimiento de la homeostasis y la
supervivencia celular. El estrés oxidativo, por tanto, puede estar implicado en la iniciacion

y propagacion de las respuestas inflamatorias.
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Fig. 5: Efectos del ejercicio fisico sobre el eje HHA (Fabrice Duval y col., 2010).

Dentro de los modelos de ejercicio, para el estudio de estrés en animales de laboratorio,
se destaca la prueba de nado forzado, descrita por primera por Porsolt y col. (1978), que
responde a las caracteristicas esenciales de lo que seria un estrés por ejercicio fisico.
Este test es actualmente una de las pruebas mas utilizadas para evaluar distintos tipos de
tratamiento antidepresivos en modelos animales, motivo original del test. Algunos de los
argumentos a su favor como modelo de depresion se fundamentan en el hecho de que
incluye la exposicion a un estimulo estresor donde el roedor no puede escapar, que
induce comportamientos semejantes con algunas manifestaciones depresivas en el
humano, llamados comportamientos del tipo ‘desesperanza aprendida’ (Vinaccia y col.,
2004), ademas crea las condiciones neuroendocrinas optimas de sensibilidad
dopaminergica, para la aplicacion posterior de diversos antidepresivos. Es decir, el
agotamiento posterior a la fase de respuestas agudas, causado por la fatiga del nado
hasta la extenuacion (‘sentimiento de desesperanza’), crea un aumento de las enzimas
gue se encargan de degradar NA, dopamina y serotonina; el transportador de NA (TNE),
los transportadores de dopamina (D1, D2, D3 Y D4) de la region amigdalina y el

transportador de serotonina (5-HTT). Todos ellos ven aumentadas sus actividades de
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degradacion de estos neuropéptidos, provocando su alteracion y posterior efecto

depresivo (Morrala y col., 2017).

I.1.2 Test por nado forzado
El test por nado forzado, fue desarrollado en 1977 por Porsolt, el cual bas6é su
implementacion como modelo experimental para el estudio de la depresion y los efectos
farmacolégicos de diversos antidepresivos (Porsolt y col., 1977). Si bien supuso una
aproximacion muy importante al trastorno afectivo, la validez de este modelo experimental
fue cuestionada por la dudosa fundamentacion teorica y por la falta de similitud entre las
respuestas inducidas por el nado forzado y las caracteristicas clinicas de la depresion.
Inclusive numerosos autores argumentaron la falta de similitud de las respuestas de las
ratas al estrés con la depresion en humanos (Cryan y col., 2002; Benoit y col., 2005;).
El test de nado forzado de Porsolt, modificado por Detke y Lucki (1995), es uno de los test
més usados para detectar cambios a nivel neuroendocrino en un sin numero de
hormonas, citocinas y demas variables fisiologicas: ACTH, COR, NA, A, IL-6, entre otras
(Gil, 2007).
El mismo consiste en colocar una rata en un cilindro de 35 cm de altura por 24 cm de
diametro, con un contenido aproximado de 13.5 cm de agua.
El procedimiento se divide en dos partes:

a) Pre test: exposicion al agua con una duracién de 15 minutos.

b) Test: a las 24 hs de transcurridos el pre test, se realiza la exposicién directa con

una duracion de 5 minutos.

Recordando el fin original del test, se observa el comportamiento de la rata entre el
momento en que se la coloca sobre la superficie del agua hasta que se quede inmovil;
considerando inmovilidad cuando el animal realiza apenas movimientos minimos
necesarios para mantener la cabeza fuera del agua (Porsolty col., 1977).
El uso del test para el estudio de variables y parametros neuroendocrinos, relacionados
con el gjercicio fisico y entrenamiento, no es del todo conocido, pudiendo ser el trabajo de
Huck, uno de los mas relevantes; ya que las variables a medir fueron: niveles plasmaticos
de COR, tamafio de las adrenales, glucemia, reactividad del sistema inmune, tamafo del
bazo, niumero de células del bazo, cinética de los niveles plasmaticos de COR, cinética

del porcentaje % de linfocitos, neutrofilos y de la relacién neutréfilo/linfocito (Huck, 2014).
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Fig. 6: Consecuencias del ejercicio fisico en el metabolismo de los glucidos (Adaptado de Lopez
Chicharro y Fernandez Vaquero 2008).

1.1.3 Rol del sistema neuroendocrino

El conjunto de respuestas ante un estrés determinado da lugar a la liberacion de
neurotransmisores, hormonas, péptidos y otros factores en la circulacién, de forma local,
dentro de los tejidos. Los principales mediadores de los efectos del estrés son la NA 'y A,
gue son liberadas por el SNS y HHA. Dado que, practicamente todas las células del
cuerpo expresan receptores a uno o mas de estos factores, los mediadores relacionados
con el estrés pueden inducir cambios en casi todas las células y tejidos, en consecuencia,
éstas respuestas generan una advertencia y cambios a nivel sistémico, ante un factor
estresante (Lundberg, 2005).

El estrés puede ser cuantificado evaluando diferentes marcadores enddgenos, entre los
cuales los corticosteroides son los mas investigados. Los corticosteroides son esteroides,
moléculas orgénicas derivadas del nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno, donde sus
acciones determinadas dependen del grupo funcional que posean. Las moléculas
esteroides se clasifican en las que mantienen la especie: las sexuales, donde
encontramos los andrégenos, estrogenos y progesterona; y las que mantienen al
individuo, ya que regulan el metabolismo energético y mineral: los glucocorticoides,
mineralcorticoides y la vitamina D. Los corticosteroides biologicamente activos son el
cortisol o la corticosterona dependiendo de la especie animal de estudio (Guyton y Hall,
2016).
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Fig. 7: Efectos en la segregacion de catecolaminas segun la intensidad del ejercicio fisico
(Adaptado de Lopez Chicharro y col., 2013).

El estimulo adrenérgico, clave en los procesos de respuesta inmediata, se origina en el
locus ceruleus taldmico para posteriormente por via neuroendocrina, influir en la médula
suprarrenal en la produccion de catecolaminas.

El eje HHA empieza a nivel talamico con la secrecion de propiomelanocortina (POMC),
precursor de la CRH (hormona liberadora de corticotropina), que a su vez actla sobre la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) hipofisaria, que en ultimo término actla sobre las
zonas fasciculada y reticular de la corteza suprarrenal para inducir la secrecion de
glucocorticoides 'y andrégenos  (dehidroepiandrosterona [DHEA]). Estos son
probablemente los mediadores clasicos mejores conocidos del estrés. Los
glucocorticoides ejercen acciones pleiotropicas en todo el organismo (hiperglucemia,
hipertension, depresion, catabolismo, etc.) siendo también capaces de controlar
independientemente de su efecto inmunosupresor procesos dolorosos en la esclerosis
multiple o en la neuralgia postherpética (Muller y col., 2005).

Existen muchas otras hormonas, habitualmente olvidadas, que en una situacion de dolor
cronico como modelo de estrés tienen mucha importancia e intervencion: vasopresina,
oxitocina, GH y IGF-1. Las hormonas de la hipofisis posterior parecen estar mas
implicadas en procesos agudos, modulando las sinapsis catecolaminérgicas (todos estos
ejes estan interconectados entre si) y parecen mediar reacciones agresivas asociadas al

estrés.
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Cuando sometemos una rata a un proceso de estrés por dolor, existe basicamente una
doble activacion: el eje adrenérgico (A en caso de una hipoglucemia y NA en caso de frio
o formalina) y el eje corticoideo (hemorragia e inmovilizacién). Cabe sefialar las diferentes
respuestas hormonales en funcion de los diferentes estimulos estresantes. En caso que el
estrés sea psicofisico (ejercicio fisico), la activacion de las CA es doble, con los dos
neuropeptidos en alza (Correa y col., 2000).

Los sistemas neuroendocrinos involucrados en la respuesta a una situacion aversiva o
probable desencadenante de estrés, se ocupan primero de medir las caracteristicas del
estresor y deciden la respuesta de afrontamiento de acuerdo con la activacion de circuitos
pre o neo formados que incluyen fundamentalmente el procesamiento neurobiolégico a la
situacion de amenaza presentando varios niveles. En el caso de un estresor psicofisico
motriz, realizado previamente y dosificado coherentemente, origina una fuerte activacion
del circuito mesolimbico dopaminérgico y corteza prefrontal, quienes son los encargados
de mediar las sensaciones de recompensa, planificacién rudimentaria de acciones,
calculos de los riesgos e inhibicion de los comportamientos inapropiados. Durante el
esfuerzo maximo, hasta el agotamiento, se produce una reduccion de la oxigenacion en
las cortezas prefrontal y motora, afectando las funciones ejecutivas y obligando al sujeto a

abandonar el ejercicio.
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Fig. 8: Efectos sistémicos del incremento en la produccién de catecolaminas (Adaptado de Guyton
y Hall, 2016).

Histéricamente los centros neurales de orden superior que coordinan las repuestas
emocionales al estrés, se agruparon bajo la rubrica de sistema limbico. Sin embargo, se
demostrd que varias regiones encefalicas fuera del sistema limbico clasico desempefian
un papel fundamental en el procesamiento emocional, incluida la amigdala y varias areas
corticales en las caras orbitaria y medial del I6bulo frontal. Este conjunto de areas
corticales y subcorticales, abarca no solo componentes esenciales del sistema motor
visceral sino regiones en el encéfalo anterior y el diencéfalo que motivan los pools de
neuronas motoras inferiores, vinculadas con la expresién somatica de la conducta
emocional. Las mismas estructuras encefélicas que procesan las sefiales emocionales,
participan en otras funciones complejas, como la toma racional de decisiones, la
interpretacion y la expresion de la conducta social.
Las fases neurobioldgicas de la respuesta ante el estrés (Amdur y Liberzon, 2001) son:

a) Un filtro cuanti o cualitativo cuya funcion se estructura en el taldmico

b) Un procesamiento instintivo conductual que es a nivel amigdalino

c) Un procesamiento instintivo amnésico a nivel hipocampal

d) Un procesamiento defensivo autovivencial que es orbitofrontal y singular
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La suma algebraica de todos los anteriores produce una serie de reacciones que informan
al organismo de un desequilibrio, al cual se debe responder activando diversos
mecanismos que den una respuesta. Esas respuestas se pueden resumir en:

a) Activacion en el nucleo para-braquial de la respiracion disneica.

b) Activacion de los ndcleos trigémino-faciales, que van a producir la expresion facial
de miedo.

c) Enlos nucleos estriados se desencadena la respuesta de activacion motora.

d) En el hipotdlamo lateral y sistema simpatico se originan los mecanismos de
aumento de la presion de los vasos sanguineos (hipertension), taquicardia,
sudoracion, pilo ereccién y midriasis.

e) Y en el sistema parasimpatico provoca diarrea, bradicardia, Ulceras y miccidon
imperiosa.

Si estos circuitos actian y se relacionan normalmente, se modula la respuesta al estrés,
logrando la adaptacién y la posibilidad de decidir cambios adaptativos. Por ende, se
puede deducir que el mediador psiconeuroinmunoenddcrino mas implicado es el eje
cortico-limbico-hipotalamo-hipéfiso-adrenal (CLHHA), considerado el verdadero sistema
de respuesta al afrontamiento, al aprendizaje y a la conducta emocional. Ante la situacion
aversiva, estrés, se activa el sistema CLHHA con hipersecrecion de CRH cuando la
respuesta es depresiva, produciendo ansiedad, disminucién del apetito por disminucion de
formacion de acido clorhidrico y del vaciamiento gastrico, agresividad, disminucién del
suefo y deseo sexual e inmunosupresion. Ademas, el mismo eje o sistema, conduce a la
hipersecrecién de la hormona antidiurética (ADH) o vasopresina cuando la respuesta es
de hostilidad o agresién. Este ultimo tipo de respuesta predomina en el género masculino
donde los nucleos productores de vasopresina son de mayor funcionalidad en el periodo
prenatal. La vasopresina o ADH ademas de sus funciones sobre el equilibrio
hidroelectrolitico, potencia los efectos del CRH sobre la secrecion de ACTH.
Fisiologicamente el cortisol inhibe la liberacion de la vasopresina, mecanismo de
regulacion negativo que se conserva en el tipo de estrés agudo, pero que se pierde con la
exposicidon sistémica a un estrés del tipo crénico. Consignemos que la vasopresina es
considerada una hormona de afrontamiento, lucha o huida, de la misma jerarquia que la
CRH, potenciandose reciprocamente de manera clara.

Por dltimo, podemos resumir que los cambios inducidos, dependen de la intensidad y
duracion del estrés donde, por ejemplo si el estrés es por IMO, las principales
modificaciones a nivel del eje HHA son:

a) Reduccion de la ingesta
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b) Disminucion de la ganancia de peso corporal

c) Involucién del timo

d) Hipertrofia adrenal y aumento de la respuesta adrenocortical a la ACTH

e) Incremento de los niveles basales de COR con niveles normales de ACTH

f) Aumento en la expresion del gen de la POMC en la hipdfisis anterior

g) Regulacion negativa de los receptores de CRH

h) Incremento en la respuesta al CRH exdgeno

i) Aumento en la expresion de los genes del CRH y AVP en el PVN.

J) Regulacion negativa de los receptores de glucocorticoides tipo Il en el hipocampo
(Fernandez-Castro y Coll Andreu, 2011).

En conjunto, todas estas adaptaciones, parecen demostrar que después de la exposicion
a estimulos estresantes cronicos; la capacidad potencial de repuesta del eje HHA, esta
notablemente incrementada, aunque no se refleja en una mayor actividad basal del
mismo. Esta mayor capacidad potencial de respuesta seria necesaria para asegurar la
respuesta adecuada del eje, frente a nuevas demandas, representadas por nuevos
estimulos estresantes de caracteristicas y duraciones imprevisibles (Osorio y col., 2008).
Sin embargo, la respuesta hormonal a las situaciones estresantes depende de la variable
estudiada y principalmente de la experiencia previa con esa situacion estresante. Cuando
la exposicion se hace de forma intermitente y diaria, la respuesta del eje HHA tiende a
reducirse. Esta reduccion en la respuesta inicial después de la exposicion repetida al
mismo estrés podria ser explicada como resultado de la contribucién de dos mecanismos
diferentes (Fernandez Castro y Coll Andreu, 2011)

Una reduccién del impacto emocional producido por la familiarizacién del animal con el
estimulo repetido.

a) Cambios bioquimicos desencadenados por la exposicion continua, como pueden
ser, la regulacion a la baja de los receptores, un descenso de la liberacién de
hormonas por agotamiento glandular o un incremento de la potencia de los
mecanismos de retroinhibicion.

Para comprender y distinguir estas dos posibilidades, se deberia dar un cambio en el
agente estresor. Si ante el cambio, la reduccion de la respuesta del eje HHA fuera sobre
todo como consecuencia de la reduccion de la reaccién emocional frente a esa situacién y
las capacidades de respuesta del sistema estan intactas, se deberia esperar una

respuesta estandar o normal al nuevo agente (heterotipico). Pero, si la respuesta del eje

24



HHA al nuevo agente, fuera deficitaria o nula, probablemente sea consecuencia de

cambios bioquimicos que estan reduciendo la capacidad de respuesta del sistema.

Por ultimo, la habituacion y reduccion de la repuesta en relacidon a la exposicion repetida a

un estresor, parece no reflejarse en todas las variables fisiologicas del eje HHA

(Gonzales, 2014).

La reduccion progresiva en la secrecion hormonal de ACTH, las CA (principalmente A), la

prolactina y la glucosa, no coinciden con la respuesta siempre a la alta ante estimulos de

elevada intensidad, de la COR y el cortisol pero si se puede observar adaptaciones de los

corticosteroides ante estimulos de baja y mediana intensidad. Esta diferencia adaptativa

en la respuesta entre ACTH y COR, puede deberse a dos razones:

a) La saturacion de la secrecion de la adrenal con niveles relativamente bajos de

ACTH, de forma que una reduccion en la liberacion de ACTH no tiene por qué

reflejarse en una reduccién de la secrecion de COR. (Karst y col., 2010; Velez y

col., 2012):

b) Al aumento de la respuesta adrenocortical a la circulacion de ACTH en ratas

estresadas crénicamente (Ulrich y col., 2006).

Por lo tanto, a la hora de estudiar la adaptacién del eje HHA en respuesta a un estimulo

estresante de elevada intensidad, la ACTH es un mejor marcador de adaptacion que la
COR (Fernandez Castro y Coll Andreu, 2011).
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Fig. 9: Comportamiento de las catecolaminas durante un estresor fisico y finalizado el mismo

(L6pez Chicharro y col., 2008).
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l.1.4. Mecanismos de accion de los corticosteroides

Los altos niveles de corticosteroides inducen a multiples efectos sistémicos en el
organismo. Esta influencia notable de los esteroides en las células, viene dada por una
actividad gendémica determinada, sobre todo a nivel del sistema nervioso central, por
medio de dos receptores: el receptor de glucocorticoides (GR) y los receptores para
mineralocorticoides (MR); que difieren entre si por su localizacidon y afinidad por diferentes
ligandos (Rosen y Kelch, 1995; Pujols, 2015). Los GR se localizan a nivel citoplasmatico,
y una vez unida la hormona con el receptor, se produce un cambio conformacional, y el
complejo ligando/receptor se torna activo, permitiéndole unirse a secuencias especificas
del ADN en zonas reguladoras y promotoras de los genes denominados CRE (elementos
respuesta a corticosteroides); y de esa manera los glucocorticoides controlan la expresion
génica, activando o inhibiendo ciertos genes. Los receptores MR, tienen gran afinidad por
los mineralocorticoides, como la aldosterona, y se unen principalmente a un
glucocorticoide especifico como la COR. En cambio, los GR, tienen una alta afinidad por
el cortisol y diversos corticosteroides sintéticos, como la dexametasona (Galigniana y col.,
2001).

La ubicacion de los receptores MR se da en las glandulas salivales, intestino y rifiones,
mientras que en estructuras neurobiologicas centrales podemos encontrarlos en el
hipocampo, septum, amigdala, bulbo olfatorio y regiones de la corteza cerebral.

Por otra parte, los receptores GR tienen una distribucion mas generalizada,
encontrandose grandes cantidades en el sistema limbico, nucleo paraventricular del

hipotadlamo y regiones monoaminérgicas del tronco encefélico.
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Fig. 10: Mecanismo de accion de los glucocorticoides a nivel intracelular (Newton, 2000).

Las diferentes afinidades de ambos receptores, conforman el procesamiento y la repuesta
al estrés, ya que cuando los GR estan elevados, como ocurre durante la noche o ante un
determinado estrés, los receptores GR son los que se van ocupando; por ello su bloqueo
es crucial para la inactivacion del eje HHA al estrés. En cambio, los MR cumplen un rol
modulador de los niveles basales diurnos de las hormonas secretadas por el eje HHA, ya
gue son los primeros en ser ocupados en las primeras horas del dia. A nivel extra
nervioso y sistémico, los receptores para corticosteroides abundan, principalmente el GR,
siendo indispensables para el mantenimiento del metabolismo y por ende del organismo
(Bertolin y col., 2015).
Ademas de los mecanismos genomicos, existen vias mas rapidas por la que los
corticosteroides influyen en las células de un organismo. Estas vias estan mediadas por
receptores a nivel de la membrana plasmatica, pero que no estarian asociados a la
entrada de los corticosteroides adentro de la célula. Los mecanismos por los cuales se
crean estas condiciones de cambios intracelulares se pueden deber a:

a) Cambios en la fluidez de la membrana celular

b) Sefializacién a través de otros receptores de membrana

c) Interaccidn con receptores para neurotransmisores, que permite la entrada de por

ejemplo GABA.
De estas tres hipoétesis, la de mayor validez y confirmacion es que los corticosteroides
activan receptores para neurotransmisores, como ocurre con la entrada de GABA en el
SNC. Esta regulacion fisiolégica para los receptores GABA, puede ser muy importante en
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situaciones de estrés, en la ansiedad en la fase pre-menstrual y en los estados de

depresion (Towle y Sze, 1983)

® @ glucocorticoides estimulo inflamatorio

citoplasma

MAPKs

nflamatoria

RG il
hspa{% E] j ’ proteina

A) g [ *MKP-1, GILZ, TP, pocortina- nicleo

ERG :
,—| — POMC, osteocalcina
B)

ERGn
l—l — COX-2, TNF«, VEGF, IL-8
c) (84

ER-FT

Fig.11: Mecanismos de accion de los GR, a nivel molecular (Pujols, 2015).

En la rata, los GR y los MR cerebrales son escasos durante toda la gestacion, pero
aumentan rapidamente después del nacimiento, en consonancia con el desarrollo
postnatal del cerebro y el desarrollo del eje HHA en esta especie. Sin embargo, hay
perfiles de desarrollo distintos para GR y MR en el cerebro fetal de la rata. E| ARNm de
GR esta presente en el hipocampo, el hipotadlamo y la hipdfisis al dia 13 de gestacién
(plazo~21 dias), y aumenta los niveles al finalizar la gestacion. Por el contrario, los MR en
el hipocampo no son detectables hasta los dias 16-17 de gestacion.

Las acciones de los GR sistémicos incluyen la movilizacion de glucosa a partir de las
reservas de energia, acciones catabdlicas en el tejido proteico, la organizacion de las
reservas de grasa y acciones moduladoras sobre las respuestas del sistema inmune. Los
GR también tienen acciones en el cerebro donde dirigen los procesos cognitivos y
conductuales y la regulacion del apetito (La Fleur y col., 2004). Todas estas acciones son
para proporcionar el soporte metabodlico esencial a las respuestas fisioldgicas y de
comportamiento frente al estrés. Sin embargo, si la secrecion de los GR continda en un
alto nivel y se mantiene o se repite, las consecuencias pueden ser perjudiciales. Tales
circunstancias se consideran como un aumento de la carga alostatica (Dhabhar y Mc
Ewen, 2007).
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1.1.5. Respuestas neuroendocrinas al estrés prenatal

Teniendo en cuenta la interrelacion directa entre el feto y la madre, con una actividad
crucial de la placenta, todo cambio a nivel neuroendocrino provocado por un estrés
ambiental en la madre gestante, influye en el desarrollo neuroendocrino de la cria,
mediado por hormonas producidas al momento del estrés recibido por la madre en
gestacion (Lebn y col., 2010).

Estas condiciones adversas o estresores sufridas por la madre gestante, determinan el
epigenoma de las crias, fendmeno basado en tres mecanismos fundamentales:

a) La interaccion materno fetal de la placenta, mecanismo que parece afectar en mas
de un nivel al desarrollo neurobiolégico futuro del feto. Esto se aleja de la vision
pasiva de la placenta de ser solo una transportadora de nutrientes, factores de
crecimiento y hormonas (Magee y col., 2014).

b) La relacion del sistema nervioso en desarrollo, con los sistemas inmune vy
endocrino, que juegan un papel de especial importancia durante el desarrollo
embrionario en la adaptaciéon al medio por parte del embrién. Esta ventaja de
adaptacion ofrece claros beneficios, pero trae consigo la posibilidad de desarrollar
efectos no deseados y con influencia a largo plazo, configurandose la difundida
teoria de la programacion fetal o el origen prenatal de las enfermedades (Young y
col., 2002).

c) La exposicion a infeccion e inflamacion prenatal son factores reconocidamente
relacionados a dafio cerebral con asociaciones que se remontan a 1955, momento
en el que se reporté que la fiebre materna intraparto se asociaba a un incremento
en 7 veces en desarrollar paralisis cerebral. Posteriormente se ha desarrollado la
teoria del sindrome de respuesta inflamatoria fetal (Euser y col., 2005).

Muchos estudios hoy en dia afirman que el ambiente gestacional es crucial para el
desarrollo fetal, y el estrés prenatal es uno de los estimulos capaces de dejar una huella
en el proceso de formacion de la descendencia. La presencia de esta situacion adversa
durante la evolucién fetal puede actuar sobre érganos especificos modificando su funcion
y organizacion, y generando vias alternativas. Por ejemplo, es lo que ocurre en el cerebro
mediante la neuroplasticidad (Mayer y col., 2006).

Hoy sabemos que la depresion, la ansiedad y el estrés psicolégico guardan una relacion
estrecha con trastornos del cortisol materno y con la regulacion anémala del eje H-H-A en
la descendencia. De hecho, las evidencias sugieren que la relacion entre el estrés

prenatal y un desarrollo neural alterado puede ser pardmetro de incidencia en trastornos
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psiquiatricos. Diversas investigaciones que han estudiado los efectos del estrés prenatal
sobre el eje HHA de las crias, en su estadio adulto y en respuesta a un estresor agudo,
muestran que en general la respuesta de los GC esta aumentada (Bosch y col., 2007).
Ademas, parece que no solo el tipo de estrés, sino también la magnitud y el momento del
efecto estresante pueden afectar en gran medida las consecuencias.

Durante la gestacion, el estrés aplicado a las madres induce cambios fisicos, bioldgicos y
psicolégicos que podrian influir sobre el desarrollo de las crias, provocando trastornos
adaptativos en la vida posnatal. Se ha determinado que los efectos de la exposicion al
estrés prenatal de las crias son variables, dependiendo de diferentes factores, entre los
gue se encuentran el sexo, la edad, la especie, el modelo de estrés prenatal utilizado y la
etapa de la gestacion en la que se aplica (Garcia y col., 2010).

Algunos estudios investigaron si los niveles artificialmente elevados de GC en la madre
pueden imitar los efectos de estrés prenatal sobre el sistema inmunoldgico de la cria.
Estudios han reportado que el tratamiento prenatal con GC suprime transitoriamente
varias funciones de los monocitos fetales, disminuyendo la proliferacion de linfocitos,
induciendo la involucion del timo. Ademas, produce un aumento en sangre de la relacion
linfocitos T colaboradores (CD4 +) /células T citotoxicas (CD8 +); y una disminucion en el
namero de células T en el bazo (Simmons, 2007).

Sin embargo, ni la hipersensibilidad mediada por células, ni las respuestas humorales se
vieron afectadas en estos estudios. Una exposicion corta a dexametasona al final de la
prefiez (Ultimo cuarto del periodo de gestacion) tiene efectos comparables a los de un
estrés gestacional tardio (Ultimo tercio del periodo gestacional) en la respuesta de la
proliferacion de linfocitos (Taylor, 1995).

El estrés prenatal tiene efectos inhibitorios no solo en el eje H-H-A, cuestion de no menor
relevancia en cuanto a consecuencias adversas; sino que ademas provoca cambios en
los pardmetros del eje HHG, efecto que estaria mediado por altos niveles de
corticosterona (Chen Cardenas y col, 2013). El mecanismo de estas modificaciones en el
eje H-H-G, se vislumbra en el hecho que, en las crias estresadas prenatalmente, se
produce un aumento del indice apoptético, fundamentalmente de las células germinales
de los testiculos y en las adrenales (Liaudat y col, 2014).

Los periodos prenatales y postnatal son etapas susceptibles a manipulaciones
ambientales como la exposicion a diferentes clases de estimulos estresantes. En
animales, por ejemplo, la exposicion a estresores tanto en la etapa prenatal como
postnatal, induce a cambios a nivel del SNC que pueden persistir en la etapa adulta,

demostrando la existencia de efectos a largo plazo. Entre estos cambios pueden
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observarse modificaciones en la actividad del eje H-H-A; reduciendo la capacidad de
habituacién de las hormonas del eje H-H-A ante la exposiciébn a mismo estrés en la edad
adulta (Vallée y col., 1999; Ramirez I. y col., 2016).

El estrés materno, no solo el gatillado por infecciones, sino ademas el causado por
eventos situacionales como problemas interpersonales, desastres naturales y trastornos
ansiosos, se ha asociado a un neurodesarrollo alterado con problemas tanto cognitivos
como conductuales; estas situaciones estresantes generan altos niveles de cortisol
materno. El aumento de cortisol en la madre, provoca que en la placenta se produzca una
regulacion positiva de la enzima 11B hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo I, encargada
de convertir el cortisol en cortisona inactiva. Esta enzima se ubica en el sincitiotrofoblasto
y previene que niveles altos de cortisol circulante en la madre no pasen a la circulacion
fetal. Se cree que estos niveles elevados de cortisol afectarian la adecuada expresion de
genes en las células cerebrales fetales. A pesar de que la evidencia en humanos adn es

débil, hay respaldo experimental en roedores y primates (Duenas, Z. 2012).
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Cambios metabdlicos in Utero establecen patrones fisiolégicos y estructurales a largo
plazo que pueden programar la salud durante la vida adulta, teoria popularmente
conocida como Hipotesis de Barker. Evidencia experimental y clinica sugiere que
patologias como hipertensién arterial, enfermedad isquémica coronaria, sindrome
metabdlico y diabetes mellitus tipo 2, pueden programarse durante las primeras etapas
del desarrollo fetal y manifestarse en etapas tardias, al interactuar con el estilo de vida y
otros factores de riesgo adquiridos convencionales con el medio ambiente (Ramirez,
2011).

31



Se ha reportado, que existe una asociacion entre el bajo peso y la talla al nacer, con el
aumento en el riesgo de sufrir posteriormente enfermedades como hipertension arterial
(HTA), sindrome metabdlico y accidente cerebrovascular. Cambios en el peso o en la
composicion corporal al nacer, ya sea en el rango superior de la normalidad para la edad
gestacional (LGA por sus siglas en inglés, large for gestational age), o reducciones
significativas en el tamafio y peso al nacer, (SGA por sus siglas en inglés, small for
gestational age), podrian dar lugar a secuelas metabdlicas en la etapa adulta (Simmons,
2007).

1 Enfermedad cardiovascular

1 Diabetes mellitus tipo 2

Obesidad
1 Sindrome metabdlico '

} Hipertensié 1 Diabetes mellitus tipo 2
ipertension

Riesgo relativo

v

SGA LGA

Peso al nacer

Fig. 13: Riesgo relativo entre el peso al nacer con la prevalencia de enfermedades cronicas no
transmisibles en la vida adulta (Whitaker, 2004).

La natural complejidad de la gestacion siempre ha despertado gran interés por ser uno de
los procesos fisiologicos mas espectaculares. Esta complejidad no se basa solo en el
desarrollo de un nuevo individuo en el cuerpo materno, sino ademas en una indispensable
y continua comunicacion reciproca madre-feto. La constante interaccién genera un enlace
entre los dos organismos, teniendo lugar un mecanismo dindmico de influencia reciproca.

Principalmente sera la madre que comunicara activamente a su feto las vivencias tanto
positivas como negativas que marcaran su desarrollo. Los cambios que tendran lugar en
la fisiologia materna seran transmitidos al feto, caracterizando el proceso de

programacion fetal.
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col., 2011).

Esta programacion fetal, propone que la enfermedad coronaria, el accidente
cerebrovascular, la HTA y la diabetes mellitus tipo 2, se originan en la plasticidad del
desarrollo que ocurre en respuesta a factores maternos y placentarios durante la vida fetal
y la lactancia. Por ejemplo, se ha postulado que la HTA puede ser causada por el menor
namero de glomérulos que tienen las personas de talla pequefia como infantes con bajo
peso al nacer (BPN) y con retardo en el crecimiento intrauterino (RCIU) (Ojeda y col.,
2008).

El segundo proceso comprende la regulacion hormonal y metabdlica. Un recién nacido
prematuro o con BPN, presenta mayor susceptibilidad de tener un patron metabdlico
ahorrativo para el manejo de los nutrientes (Linares y Morales, 2012). La resistencia a la
insulina y un incrementado estado de EO, que se asocia al BPN, podrian ser
considerados desde esta perspectiva, como la persistencia de la respuesta fetal para la
preservacion de glucosa en el cerebro, a expensas del transporte de este carbohidrato al
musculo, para su propio metabolismo y crecimiento. Este crecimiento fetal disminuido,
ocasionaria una disminucién en el numero de células pancreaticas B y una disminucion de
la capacidad de producir insulina, conduciendo en la edad adulta a estados de resistencia

a lainsulina (Ross y Beall, 2008).
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En una revision sistematica publicada en 2008 por Whincup, reportd que, en la mayoria
de las poblaciones estudiadas, el peso al nacimiento se hallaba inversamente relacionado
con el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 e HTA (Whincup y col., 2008).

.1.4. ESTRES PRENATAL Y ESTRES OXIDATIVO

1.1.4.1. Estrés Oxidativo

El estrés se identifica como un mal de la vida moderna. Sin embargo, el estrés es algo
inherente a la vida, es un mecanismo que permite a los seres vivientes adaptarse.
Diversas circunstancias estresantes conducen a la formacion de un exceso de RL. Los RL
son especies quimicas que poseen un electrén desapareado en su ultima capa, lo que les
permite reaccionar con un elevado numero de moléculas de todo tipo, primero
oxidandolas y después atacando sus estructuras y han sido implicados como importantes
mediadores patoldgicos en un gran numero de trastornos clinicos (Azizbaigis y col., 2014).
El término EO fue definido por Sies (1985) como la perturbacion en el balance entre
agentes oxidantes y antioxidantes en la célula, en favor de los primeros. Posteriormente el
EO se ha definido como la alteracion del control y la sefalizacion redox. Los agentes
oxidantes, principalmente especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS), se
forman principalmente como resultado del metabolismo celular aerdbico. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que las ROS, RNS y demés especies reactivas son también
importantes mediadores y reguladores de multitud de procesos fisiologicos, incluyendo la
sefalizacion celular, la regulacion redox de la transcripcion de genes, la inmunidad celular
y la apoptosis, siendo esenciales para la funcion fisiolégica normal de las células (Casado
y col., 2014).

En 1946, Michaelis describié la reduccién univalente secuencial del oxigeno como
mecanismo molecular de cuatro pasos de transferencia de un electrén (Camps, 2010),
con formacion de radical superéxido (Oy), perdxido de hidrégeno (H.0,), y radical
hidroxilo (HO) como los intermediarios de la reduccidon parcial del oxigeno y con

formacion de agua como producto final de la reduccién:

02 - 02- - H202 — HO- — H20

Si bien el H,O, no es considerado un ROS, se lo puede categorizar como tal ya que es un
intermediario indispensable para la conformacién de RL, y ademas puede reaccionar
facilmente ante metales de transicion, principalmente el Fe?*, para producir el OH
(Margaritelis y col., 2015).
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Segun la teoria del envejecimiento mitocondrial, tanto el O, el H,O,y el OH' reaccionan
con relativa facilidad sobre macromoléculas claves para la correcta funcién celular, como
lo son, los &cidos grasos de las estructuras fosfolipidicas, proteinas y los hidratos de
carbono de los acidos nucleico; dando lugar a un dafio tisular continuo y progresivo que
resulta en el envejecimiento. En los tejidos del individuo sano las mitocondrias son la
fuente principal de produccion de ROS y los Unicos organulos celulares, aparte del nacleo,
gue contienen ADN. Los ROS pueden dafiar a los lipidos, las proteinas y, de modo
especialmente relevante para el envejecimiento, también al ADN. La informacion
disponible apoya la teoria de que la tasa de generaciéon mitocondrial de ROS puede ser
uno de los factores principales determinantes de la velocidad del envejecimiento y, por lo
tanto, de la esperanza de vida de cada especie animal (Halliwell y Gutteridge, 2015).

Los ROS pueden atacar al ADN directamente a las bases o al esqueleto azucar-fosfato,
produciendo muchos tipos diferentes de modificaciones de las purinas y pirimidinas, como
el marcador de dafio oxidativo al ADN mas comunmente utilizado 8-oxo-7,8-dihidro-2'-
deoxiguanosina (8-oxodG), asi como rupturas de simple o doble cadena y mutaciones
somaticas. Aungue se han descrito aumentos en el dafio oxidativo al ADN con la edad en
algunos estudios (Herrero y Barja, 2001) y otros no los han encontrado (Corrales y Ariza,
2012); el ataque oxidativo continuado al ADN a lo largo de toda la vida puede tener una
consecuencia mas importante a largo plazo debido a la capacidad de los ROS para
producir mutaciones en el ADN.

Se considera al EO y la peroxidacion lipidica, factores esenciales en el envejecimiento de
las células aerdbicas, y ademas forman parte de una serie de determinantes etiolégicos y
patogénicos de enfermedades asociadas al envejecimiento. En consecuencia, se pueden
detectar estos dafios mediante la determinacion de los productos de reaccion entre RL
oxidativos con otras biomoléculas. Dentro de estos productos reactivos se puede
considerar el MDA, una de las sustancias consideradas como TBARS. Tanto el MDA
como otros TBARS, son marcadores de la lipoperoxidacién de los lipidos de membrana, la
8 OH-deoxiguasina, productos de la oxidacion de &cidos nucleicos y los grupos carbonilos
de proteinas oxidadas (Medina y col., 2017).

Las proteinas son un objetivo fundamental del dafio oxidativo, debido a su abundancia en
las células, en el plasma y en la mayoria de los tejidos, y también por su rapida tasa de
reaccion con RL y otros oxidantes, lo que provoca la pérdida de las funciones especificas
de las proteinas dafiadas. Se ha descrito la acumulacién de las proteinas oxidadas con la
edad. En los procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos como la lisina,

la prolina y la arginina, se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el
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contenido en carbonilo de las proteinas se puede emplear como un indicador de dafio
oxidativo a las mismas (Arteel, 2003). Otros aminoacidos como la histidina, la cisteina y la
metionina, también sufren dafio oxidativo, pero no forman derivados de tipo carbonilo.
Una de las caracteristicas mas importantes de la oxidacién de proteinas, por una gran
variedad de rutas, es la generacion de grupos carbonilo. De hecho, entre todos los tipos
de modificaciones debidos a dicha oxidacion, las proteinas carboniladas son las méas
frecuentes. Por ello, se ha propuesto su cuantificacion como un buen método para valorar
el dafio oxidativo proteico y su correlacion con el envejecimiento y la severidad de algunas
enfermedades. Este dafio se puede determinar mediante dos métodos: el marcaje con
borohidruro de sodio tritiado o mediante la reaccion con fenilhidrazinas.

Existen diversos indicadores de estrés oxidativo en la fibra muscular, como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL)-1, y prostaglandinas diversas; los cuales
se ha demostrado en diversos modelos de experimentaciéon animal, producen diversas
disfunciones en enziméticas dentro de la célula muscular, afectando la contraccion de la
misma. Estas moléculas proinflamatorias, inducen a su vez a la produccién de diversos
ROS y RNS.

Otro marcador de estrés oxidativo y dafio celular es el MDA, siendo uno de los productos
generados durante el proceso de la oxidacion de los lipidos en las membranas bioldgicas,
provocando una alteracion estructural en las mismas, y con ello una pérdida de fluidez en
el intercambio de nutrientes y gases. Este aumento en la rigidez de la membrana, es un
indice ampliamente utilizado para conocer el nivel de oxidacién. Se han descrito varios
métodos de deteccidn, pero la mayoria son poco especificos ya que detectan todos los
aldehidos de la muestra al utilizar TBARS. Gracias al desarrollo de la cromatografia
liquida de alta resolucién, se consigue la separacién del aductomalondialdehido-acido
tiobarbitUrico de otras sustancias que pueden interferir en la determinacién. En el presente
trabajo se ha medido el MDA ya que numerosos estudios revelan su incremento con el
envejecimiento (Belenguer y col., 2015).

El EO es una de las causas o trastornos, conocidas o probables, asociada con el
crecimiento fetal adverso (disminucién o exceso) o parto pretérmino; éste puede ser el
factor comun de programacion, en la asociacion de dichas condiciones y riesgo elevado
de padecer enfermedades en la etapa adulta. Los mecanismos de programacion del
estrés oxidativo pueden ser directos, a través de la modulacién de la expresién génica, o
indirectos, mediante el efecto de ciertas moléculas oxidadas. La programacién adversa
puede ocurrir sin afectar el crecimiento fetal, pero ésta es mas frecuente en los nifios de

bajo peso, porque con mucha frecuencia experimentan alteraciones, conocidas o
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desconocidas, con efectos oxidativos. A esta interaccion entre los genes y los productos
casuales del fenotipo, es decir la informacion codificada en los genes y que son el reflejo
de sefiales intracelulares devenidas de la exposicién a ciertos estresores externos, se lo
conoce lo que Waddington (1942) llamo, epigenética (Feiberg, 2008). Esto puede ser la
causa de diversas patologias metabdlicas, cardiovasculares, y neurodegenerativas, de
tanta relevancia en los indicadores de salud actuales (Freire y col.,, 2013).Los
mecanismos de programacion del EO pueden ser directos, a través de la modulacién de
la expresion génica, o indirectos, mediante el efecto de ciertas moléculas oxidadas. ElI EO
se modifica facilmente durante el embarazo y en los periodos posnatales tempranos (que
son ventanas criticas admisibles) (Luo y col., 2006).

Las causas fundamentales de esta programacion aumentada sobre el EO en las crias
estresadas prenatalmente, se asocian estrechamente con la alteracion materna durante el
embarazo, vinculado directamente a los diferentes factores que influyen en el ambiente
fetal. EI ambiente fetal subdptimo, debido a la nutricibn inadecuada, infeccion, anemia,
hipertension, inflamacion, diabetes gestacional o hipoxia en la madre, expone al feto a
factores metabdlicos, hormonales, citocinas o adipocinas; los cuales afectan los
pardmetros metabdlicos, del sistema inmunitario, vasculares, renales, hemodinamicos, del
crecimiento y mitocondriales en etapas posteriores de la vida. Esto se relaciona
directamente con diversas deficiencias en lo pertinente al manejo de la homeostasis de la
glucosa, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, hipertension, enfermedad
cardiovascular, obesidad y enfermedad cardiaca en la etapa adulta. Demas esta decir que
esta programacion in utero, luego puede verse directamente influenciada y potenciada por
eventos epigendémicos ambientales; como por ejemplo la sobrealimentacion, el insonmio,
el hiposomnio o la hipocinesia.

El efecto de los corticoesteroides en las madres para acelerar la maduracién pulmonar
fetal en los partos pretérmino, no se circunscribe s6lo al pulmén, pues el mensaje
esteroideo produce que otros 6rganos, como el rifién y el corazén, también aceleren su
maduracion y disminuyan el numero de células, lo que resulta en riesgo elevado de
padecer hipertensién y enfermedades cardiacas (Lee y col., 2005).

La exposicion a citocinas maternas por procesos infecciosos se asocia con riesgo elevado
de sufrir paralisis cerebral; por lo tanto, dichas moléculas no so6lo suprimen el proceso
inflamatorio en la madre sino el crecimiento y maduracion del sistema nervioso central en
el feto. La oxidaciéon de los componentes de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) es

una de las piedras angulares de la arteriosclerosis (Ross, 1993). Las LDL oxidadas
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(LDLox) participan en varios procesos que favorecen la aparicion y progresion de la placa
ateromatosa.

La oxidacion de las LDL es un proceso complejo, que depende basicamente de tres
factores:

a) La formacion RL: los RL son moléculas inestables y muy reactivas que se producen
en las reacciones en las que interviene el oxigeno. Pueden reaccionar con todas
las moléculas del organismo (proteinas, lipidos, DNA) alterando su estructura y su
funcién. La reaccion de los RL con los acidos grasos es la responsable de la
oxidacion de las LDL (denominada peroxidacion lipidica)

b) Las sustancias antioxidantes: para protegerse de la accién de los RL, el organismo
dispone de un sistema de defensa antioxidante. Este sistema esta formado por
sustancias de origen endogeno, sintetizadas por el propio organismo, como las
enzimas superéxido dismutasa (SOD), la glutation reductasa (GPX) o la
paraoxonasa (POX); y de origen exdgeno, ingeridas con los alimentos, como las
vitaminas E y C, los B-carotenos y los polifenoles. Adema4s, los antioxidantes son
un grupo heterogéneo de sustancias que actian de forma sinérgica, unos en el
medio acuoso (GPX, SOD, Vit. C, polifenoles) y otros en el lipidico (POX, Vit E, B-
carotenos).

c) Las propiedades intrinsecas de las LDL: a mayor tamafio y menor densidad de la
particula menor es la susceptibilidad de la particula de LDL a la oxidacion; el mayor
contenido de acidos grasos poliinsaturados, asi como la glucosilacion de la
particula determinan una mayor susceptibilidad a la oxidacion; por otra parte, la
mayor presencia de sustancias antioxidantes principalmente la vitamina E y en
menor medida, los B-carotenos en la propia particula de LDL protegen de la accion
de los radicales libres.

Por ultimo, podemos decir que el estrés oxidativo genera una mayor biosintesis de
marcadores de dafo inflamatorio, incluyendo el TNF-a, IL-6, prostaglandinas y éxido
nitrico. Esto se veria justificado con una mayor accion de las enzimas que generan estos
marcadores, como la ciclooxigenasa y el 6xido nitrico sintetasa; que por otra parte se
incrementan ante una exposicion a un agente estresante de caracter agudo, como puede
ser el ejercicio fisico extenuante. Ante la misma situacion, existe una activacion de
factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-B), sensible a los cambios
redox intracelulares, contribuyendo al dafio inflamatorio, mediando un incremento

coordinado en la expresion de genes proinflamatorios.
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Un importante campo de estudio son los biomarcadores de EO, quienes nos indican cuan
significativo es el mismo e indicar si hay dafo celular por presencia de RL. Davies y
Packer midieron un biomarcador de peroxidacion lipidica lo que es probablemente el
periodico mas influyente en el campo radical y ejercicio (Davies K. y Packer L.1982) La
utilidad de los biomarcadores abarca tanto la comprobacion tanto del dafio oxidativo como
la utilidad o inutilidad de suplementos antioxidantes (Paulsen G. y col., 2014).

En la investigacion biomédica, un biomarcador se define como un personaje que se puede
medir y evaluar objetivamente como un indicador de procesos biolégicos o patdogenos
normales, o farmacoldgicos respuestas a una intervencion terapéutica. El potencial de
diagndstico de un biomarcador depende, por lo tanto, de la distincién precisa de las
alteraciones que corresponden al inicio, progresion, regresion, e idealmente, a la
prediccidn de un proceso bioldgico especifico en el momento de la recoleccién de la
muestra (Merlo D. y col., 2006; Vineis P y Pererira F., 2007)

En los primeros experimentos, los biomarcadores de estrés oxidativo fueron utiles para
establecer la presencia o ausencia de estrés oxidativo en diversos procesos fisiologicos y
enfermedades (Halliwell B. 1999). Esta es una tarea que varios biomarcadores de estrés
oxidativo disponibles sin duda pueden cumplir.

Esto apoya la idea que el campo de investigacion sobre la biologia redox esta
intrinsecamente entrelazado con biomarcadores del estrés oxidativo y los mismo sirven
para describir situaciones no patolégicas donde el equilibrio redox se ve alterado, como es
el caso del ejercicio fisico.

El ejercicio es probablemente uno de los ejemplos mas caracteristicos demostrando que
las especies reactivas y el EO no son necesariamente entidades "dafiinas".

I.1.4. Ejercicio fisicoy EO

Por cada 25 moléculas oxidadas por la respiracion mitocondrial normal en organismos
aerodbicos, ocurre una reduccion incompleta en una molécula (Nikolaidis y col., 2015).
Esta sola oxidacion-reduccion incompleta, en reposo, genera ROS, como superoxido,
peréxido de hidrogeno o hidroxilo radical, que son moléculas altamente reactivas que
pueden atacar y dafar la estructura celular. En este sentido el ejercicio fisico supone un
condicionante altamente oxidativo ya que aumenta la tasa metabdlica de produccion
energética y por tanto de reduccion de macromoléculas.

El ejercicio representa un estrés fisico que interrumpe transitoriamente homeostasis
(Mastorakos G. y Pavlatou M., 2005), y el musculo esquelético en funcionamiento es

claramente el 6rgano mas directamente afectado durante la actividad fisica. Estudios
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Indican que el ejercicio puede inducir dafio estructural a las células musculares (Hoene M.
y col., 2010), y la produccién de subproductos metabdlicos, como el lactato (Malaguti M. y
col., 2009), y ROS (Alesio H., y col., 2000; Gomez-Cabrera M. y col., 2009; Fogarti M. y
col., 2011)

Tanto la practica de ejercicio fisico agudo, como la sistematizacion del mismo en forma de
entrenamiento, influyen en la produccion de RL. El ejercicio fisico modifica el
funcionamiento de los sistemas antioxidantes y la susceptibilidad de las LDL en cuanto a
su respectiva oxidacion. Durante la practica de un ejercicio fisico, se produce un aumento
del consumo de oxigeno que se traduce en una mayor formacion de RL. Mientras se
realiza un arduo trabajo ejercicio, la tasa metabdlica en el mudsculo esquelético aumenta

a 100 veces por encima de los niveles de reposo, con marcados aumentos en consumo
de oxigeno y produccién elevada de anion superoxido en las mitocondrias (Brooks y col.,
2008). El hecho de que la produccién de ROS no es estrictamente proporcional al
consumo de oxigeno durante el ejercicio, tal como fue descrito en condiciones de reposo,
evidencia la participacion de otras fuentes de generacion de ROS, como los fenGmenos
de isquemia reperfusion, las reacciones enzimaticas e inmunitarias, la autoxidacion de
catecolaminas, la producciéon de acido lactico, la produccion de éxido nitrico, entre otros
(Finaud y col., 2006).

Fosforilacion Sistema

oxidativa

Lactato,
Catecolaminas

Hipoxia
(ciclooxigenasa)

Fig. 15: Fuentes de produccién de ROS durante el ejercicio, segun la intensidad, duracion y tipo
de ejercicio (adaptado de Fernandez y col., 2009).

Por otra parte, estudios en ratas wistar han demostrado que el ejercicio agotador aumenta
el consumo de oxigeno en todo el cuerpo y en tejido musculares esqueléticos hasta 20
veces, lo que eleva la fuga de electrones del sistema de transporte mitocondrial, alterando
el balance entre pro-oxidantes intracelular y antioxidantes, en la homeostasis. Esta
condicion desfavorable es una seria amenaza para la defensa antioxidante celular sistema

con reservas disminuidas de antioxidante vitaminas y glutatiéon (Aydin y col. 2007). Este
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aumento puede ser tan significativo, que esta por muy por encima del accionar de los
sistemas antioxidantes. De esta forma, se produce un aumento en los procesos de
oxidacion, entre ellos, por supuesto, la oxidacion lipidica.

El ejercicio es también un gran desafio para otros 6rganos como el musculo cardiaco, el
estdbmago o el cerebro, segun el protocolo de ejercicio fisico usado (Cakir B. y col., 2010;
Veneroso C. y col., 2009). Esto es particularmente relevante para el higado debido a su
papel central en el mantenimiento del suministro de glucosa y cuerpos cetonicos al
musculo en ejercicio y otros tejidos demandantes (Hoene M. y Weigert C. 2010). Existen
estudios que apuntan a evaluar el estrés oxidativo en el higado por ejercicio agudo, han
demostrado un aumento de la peroxidacion lipidica (Gul M. y col., 2002; Huang C. y col.,
2008;), y carbonilacion de proteinas (Korivi M. y col., 2012), y por otra parte una
disminucién de las defensas antioxidantes (Anastasios y col., 2014).

Diversos estudios realizados en ratas wistar han evidenciado que el ejercicio fisico agudo
hasta el agotamiento, utilizando carrera en tapiz rodante, aumenté notablemente los
niveles de MDA, especialmente en musculo esquelético, higado y cerebro (Schneider y
col., 2005; Thirumalai y col., 2011; Lima y col., 2013; Piedrafita- Trigo, 2013). Se ha
sugerido que la generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RONS) y
posterior oxidacion de macromoléculas (principalmente de lipidos LDL), que conducen a
un estado de estrés oxidativo; se produce en respuesta al ejercicio aerébico hasta el
agotamiento, debido a una perturbacibn en el transporte de electrones con el
correspondiente aumento de consumo de oxigeno. Sin embargo, en relacion con el
ejercicio anaerdbico existen otras vias de generacibn RONS incluyendo condiciones de
reperfusion isquémica, produccion de xantinas y NADPH oxidasa, metabolismo
prostanoide, actividad de ruptura respiratoria fagocitica, disrupcion de proteinas que
contienen hierro y alteracion de la homeostasis del calcio (Bloomer y Goldfarb, 2004). La
disfuncién mitocondrial parece ser un problema clave durante el ejercicio exhaustivo, y
puede causar dafio oxidativo y dafio tisular al higado, entre otros 6rganos (Powers S. y
col., 2010).

Otras investigaciones demostraron que después del ejercicio agudo, la concentracion de
MDA no se vio afectada en el muasculo soéleo, extensor del miembro superior, de
contraccion lenta en ratas estradas por series de velocidad en tapiz rodante, sino que se
elevo en el masculo extensor largo de los miembros delanteros, indicando un aumento en
la peroxidacién lipidica en las fibras del tipo rapidas. Por otro lado, la concentracion de

MDA en musculo esquelético en ratones entrenados en series de velocidad, se redujo
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significativamente, lo que sugiere una disminucion de la peroxidacion lipidica
(Cunningham y col., 2005).

En varios estudios se ha observado que tras realizar un ejercicio fisico se produce un
aumento de los niveles plasmaticos de productos derivados de la oxidacion lipidica. En
algunos, se observa que este aumento se relaciona directamente con la intensidad del
ejercicio. Sin embargo, este aumento del estrés oxidativo no es persistente y al menos en
personas entrenadas se normaliza en pocas horas (Treuth y col., 1996).

Otro dato fundamental, que se desprende de estos estudios, es que en animales o
personas entrenadas o adaptadas a determinados estresores motrices, el aumento en la
formacion de ROS es menor que en los sujetos que realizaron el ejercicio por Unica vez y
de manera aguda, sugiriendo la existencia de un efecto protector de la ejecucién
sistemética del ejercicio fisico, es decir del proceso de sistematizacion/dosificacion del
estresor (entrenamiento); a pesar de registrarse valores absolutos mayores de ROS y
RNS (Rossman y col., 2013).

De hecho, el entrenamiento fisico ha se ha informado que produce respuestas adaptativas
al EO, como estudié principalmente en los musculos esqueléticos (Hecksteden y col.,
2015) pero también en el higado. Otros estudios identificaron que 8 semanas de
entrenamiento aerdbico en la cinta de correr aumentaron relacion reducida / oxidada de
glutation (GSH / GSSG) (Radak Z. y col., 2000), y 10 semanas de entrenamiento
corriendo aumentaron los niveles de superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT),
actividades enzimaticas hepéticas en ratas (Botezelli J. y col., 2011; Wilson D. y Johnson
P., 2000).

De hecho, el ejercicio regular conduce a muchas adaptaciones beneficiosas relacionadas
con el equilibrio redox, sustentados por episodios repetidos en la produccion de ROS
(Brooks S. y col., 2008). La capacidad antioxidante aumenta a costa de un aumento de
numerosas enzimas antioxidantes; como la SOD, CAT (Cobley J. y col., 2014), glutation
reductasa (GR) y GSH (Ji L. 2008), aumento de antioxidantes no enzimaticos como el
glutation (Gomez-Cabrera M. y col., 2008), aumento en el contenido de proteinas
chaperonas o proteinas de choque térmico (Nikolaidis A. y col., 2011), quienes juegan un
papel crucial para el optimo acoplamiento, ensamblaje y transporte de proteinas recién
sintetizadas.

Este fendbmeno fue observado en el tejido hepatico de ratas wistar luego de un
entrenamiento de 12 semanas (Kakarla P. y col., 2005). Estas evidencias experimentales
apuntan a mecanismos de regulacion antioxidante en el higado impulsados por el

entrenamiento en roedores. Un mecanismo para explicar este aumento de la oxidacion
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lipidica puede deberse a una reduccion de la reesterificacion de los acidos grasos en la
célula adiposa, luego de producirse la lipolisis. Otro factor es la capacidad de transporte
de acidos grasos del tejido graso periférico a los musculos y la capacidad de captacion
muscular. Se ha demostrado que existe una correlacion entre el aumento de la
concentracion plasmatica de acidos grasos libres (AGL) y la captacion de estos AGL por
el musculo durante la préactica de ejercicio. Este aumento en la capacidad de captacion
muscular de AGL esta directamente relacionado con un aumento en la actividad de la
lipoproteina lipasa (LPL) muscular, quien acelera el proceso de paso del acido graso
adentro de la fibra muscular para su posterior consumo (Cobley J. y col., 2015).

La diferencia en la captacion muscular de AGL entre un sujeto entrenado y uno no
entrenado, radica que en la fibra muscular entrenada el aumento responde de manera
lineal con la disponibilidad de AGL circulantes, mientras que en el masculo no entrenado
la captacion de AGL alcanza un techo maximo con el tiempo. Esta diferencia entre el
musculo entrenado y no entrenado explica parcialmente la mayor utilizacién de grasas en
el musculo entrenado durante la practica de ejercicio y sugiere que las adaptaciones
locales al entrenamiento, como por ejemplo el aumento de la actividad de la LPL, son
importantes. Por otra parte, la captacion muscular de glucosa aumenta durante la practica
prolongada de ejercicio tanto en personas entrenadas como en no entrenadas, aunque
esta captacién es mucho mayor en personas no entrenadas, ya que se dispone de una
menor oxidacion de acidos grasos debido a un menor funcionamiento de la LPL y la
consecuente B oxidacion intra miofibrilar (Nikolaidis M. y col., 2013).

Varios estudios experimentales han analizado el efecto del ejercicio fisico del tipo agudo
sobre la susceptibilidad de las LDL para entrar en el proceso de oxidacion mitocondrial.
En individuos entrenados inmediatamente después de finalizar una carrera de 4 h de
duracion, se producia un aumento de la susceptibilidad a la oxidacion de las LDL.
Mientras que a las 8 horas de transcurrido el esfuerzo, esta peroxidacion se veia
totalmente disminuida y por lo tanto normalizada. Esto podria ser debido a que la practica
regular de ejercicio produce un aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes
enddgenas, reduciendo el estrés oxidativo. Vale mencionar que el tipo de estresor fisico,
produce ciertas intensidades en cuanto a la produccidon de RL; ya que las bajas
intensidades causan una menor produccion de los mismos, mientras que el ejercicio
vigoroso e intenso aumenta el EO y puede dafar el sistema de defensa antioxidante
(Tozzi- Ciancarelli y col., 2002).

Una de las consecuencias mas importantes de esta disminucion de la oxidacion lipidica es

la reduccion simultanea de los marcadores sistémicos de inflamacion. En varios estudios
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transversales se ha descrito la asociacion inversa entre la practica regular de actividad
fisica y diversos marcadores de inflamacion, especialmente la proteina C reactiva de alta
sensibilidad (CRPhs) (Zulet y col., 2007).
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[I. HIPOTESIS

El estrés prenatal produce una mayor reactividad del eje Hipotalamo Hipofiso-
Adrenal y del Sistema Nervioso Simpatico en ratas adultas sometidas a un estrés agudo

por nado forzado, lo cual provoca estrés oxidativo en higado y en el musculo de las crias.

[ll. OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto del estrés fisico agudo por nado forzado, en ratas machos
adultas estresadas prenatalmente por IMO crénico sobre la actividad del eje HHA y del

SNS, y su relacion con el estrés oxidativo y la respuesta fisioldégica del musculo e higado.

l1l.1 Objetivos especificos
Investigar el efecto del estrés fisico por nado forzado, agudo, en ratas machos
adultas estresadas prenatalmente por IMO crénico sobre:
a) Los niveles de Corticosterona (COR).
b) El tamafio de las glandulas adrenales.
c) Los niveles de Glucemia (GLU).
d) La concentracion de Malondialdehido (MDA) del Higado y musculo

esquelético.
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V. MATERIAL Y METODOS

IV.1 Obtencién de los animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho, albinas, Wistar, de 90 dias de edad, mantenidas en
condiciones estandar de bioterio (luz 7.30 a 19.30 hs y temperatura 20 + 2 °C), a quienes
se le suministré6 agua y alimento “ad libitum". Estos animales fueron hijos de madres
gestantes sometidas a estrés por IMO (Michajlovskij y col., 1988) cronico, intermitente e
incontrolable durante 30 minutos, tres veces por semana, durante las dos ultimas
semanas de prefiez. Estas crias fueron denominadas estresadas prenatalmente (EP). Por
otro lado, las crias cuyas madres no fueron estresadas prenatalmente, fueron
denominadas controles prenatales (CP). Ademas, parte de estos dos grupos (EP y CP)
fueron sometidos a estrés por nado (N) y surgieron dos grupos mas: EP-N y CP-N.

En cuanto a la prefiez, las hembras fueron apareadas en jaulas grandes, en una
proporcion de tres hembras por macho, de 4 meses de edad y sexualmente maduras, con
el fin de obtener el mayor niumero de hembras prefiadas. El momento preciso en que se
produjo el servicio de la hembra, se determind todos los dias por la mafana, entre las
9:00 a.m y las 11:00 a.m horas, (ciclado). Para ello, a cada una de ellas se les extrajo
exudado vaginal y posteriormente fue analizado en el microscopio, para determinar la
presencia de espermatozoides. Las hembras que poseian espermatozoides en el
exudado vaginal fueron separadas en jaulas individuales (se consider6 como el dia uno
de prefiez).

Luego del nacimiento se dejaron 8 crias (machos y hembras) por madre, tanto de un
grupo control sin estrés prenatal (CP), como las del grupo experimental con estrés
prenatal (EP) estresadas prenatalmente. Un solo operador realizé el manejo de los
animales. A los 21 dias de edad se destetaron todas las crias, y se sexaron a los 40 dias
de edad, para dejar solo a los machos. A los 90 dias de edad, previo al sacrificio se les
aplicé una sesién de Nado Forzado a los grupos correspondientes (como se explica mas
adelante). Al momento de realizar el experimento se utilizaron solo 2 machos por camada

para evitar el “efecto camada” (Chapman y Stern, 1978).

IV.2 Estrés prenatal

La sesion de estrés por IMO, se realizé en tablas de maderas 20 x 20 cm., con cuatro
soportes metalicos apoya-miembros en sus angulos, donde se sujetaron las patas del
animal con cinta hospitalaria.

Todas las sesiones de estrés se realizaron de forma intermitente e impredecible durante

30’ min. diarios, durante tres veces por semana, las dos ultimas semanas de prefiez.
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Todo esto, dentro de una habitacion alejada del resto de los animales, evitando la

situacion de estrés para los mismos.

IV.3 Estrés postnatal

El estrés agudo postnatal por nado, consiste en una sola sesion de nado por las ratas
durante 20 minutos, sin experiencia previa, en una pileta de 50 cm de largo, 30 cm de
ancho y 60 cm de profundidad; y la temperatura del agua a 35 £ 2 °C.

Esta prueba se basa en el método original de Porsolt y col. (1978). Se utilizdé agua limpia
para cada ensayo, porque si previamente nado otra rata que no es de la camada, se

demostrd, que se altera el comportamiento de la misma (Abel, 1993)
Exposicion a estrés m Rati athio
prenatal por IMO

Destete adulta
2 T
f )
| | | | | || | ‘l
DG DG DG DG DG DG DPN
90

DPN
30

10 12 14 16 18 20

DG = Dias de gestacion
DPN = dias postnatal

Fig. 16: Esquema del protocolo de aplicacion del estrés por IMO gestantes y el estrés por nado
forzado en crias machos adultas (Huck, 2014).

IV.4 Disefio experimental
De estos dos tratamientos, estrés prenatal y estrés postnatal, surgieron los siguientes
grupos: Grupos: CP-C, CP-N, EP-Cy EP-N
e CP-C: ratas hijas de madres no estresadas, sin estrés postnatal por nado.
e CP-N: ratas hijas de madres no estresadas, sometidas a una sesion de
estrés postnatal por nado forzado durante 20 minutos (de 10 a 10.20 a.m).
e EP-C: ratas hijas de madres estresadas, sin estrés postnatal.
e EP-N: ratas hijas de madres estresadas, sometidas a una sesion de estrés
por nado forzado durante 20 minutos (de 10 a 10.20 a.m).
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IV.4.1. Esquema disefio experimental

} HEMBRAS PRENADAS
o e

CP-C EP-C [ Nacimiento
CP-N  EP-N

[ Destete 21 Dias 90 Dias: Estres por NF [ COR

| Glucemia

Tamanos Adrenales

MDA

Fig. 17: Modelo estrés, respuestas neuroendocrinas y determinaciones de las variables

pertinentes al protocolo de investigacion.
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Fig. 18: Esquema de extraccion de muestras pre y post modelo de estrés utilizado (nado

forzado).

Finalizado los tratamientos pre y post natales, se sacrificaron los animales por
decapitacion y se recolectaron muestras de sangre en tubos heparinizado. Los tubos
(cuya sangre se obtuvo en el término de dos minutos) se centrifugaron inmediatamente a
3000 rpm durante 15 min y se separ0 el plasma, el cual se conservo a -20 °C, hasta la
realizacion de las determinaciones de COR por RIA y de glucosa mediante el uso de un
método colorimétrico.

Este procedimiento se realiz6 en una sala contigua, teniendo la precauciéon de no exponer
a los otros animales al olor de la sangre, para evitar un estrés adicional. Con el plasma de
dicha sangre, se determiné:

1. la concentracion de COR plasmatica por radioinmunoensayo (RIA) (Krey y col.,
1975). La sensibilidad de este ensayo fue de 10 pg of COR, y los coeficientes de
variabilidad inter e intra-ensayo fueron < 10%.

2. Por otro lado, se determiné la glucemia en todas las muestras, mediante un equipo
comercial enzimatico de Wiener. La obtencion de las muestras se realizé en todos
los casos antes de los 2 minutos de extraido el animal de su jaula o de la piscina de
nado a fin de no modificar, por la manipulacién, los niveles de las variables
estudiadas.

3. Ademas, a todos los animales se les extrajeron las adrenales para obtener con
ellas el indice adrenosomatico, que relaciona el peso de ambas adrenales con el

peso corporal del animal, segun la siguiente ecuacion: indice adrenosomatico=
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[Peso de las adrenales (g)/ Peso corporal (g)] x 1000. Finalmente, ambas adrenales
fueron fijadas en formol bufferado al 10 % a fin de determinar posteriormente en
ellas la relacion corteza-médula, mediante la técnica histolégica convencional, con
la tincion de hematoxilina-eosina. Las mediciones se efectuaron mediante
microscopio ZEISS ® asociado a un VIDAS-CONTRON ®.

4. Para demostrar el efecto del estrés postnatal en las concentraciones de MDA en
higado y musculo esquelético, luego del deceso de los animales de
experimentacion por decapitacion, se les extrajo el higado y el musculo esquelético
triceps del miembro superior derecho. La medicion del MDA en tales tejidos se lo
tom6 como marcador de la perioxidacion lipidica y el consecuente estrés oxidativo
celular. Se determinaron las concentraciones de MDA en homogenato de higado y
musculo esquelético, mediante la técnica de TBARS. Esta variable fue medida
utilizando el método original de Buege y Aust (1978) modificado para tejidos por

Marcincak y col., 2003.

BICEPS FEMORAL

FASCIA LUMBO
DORSA

BICEPS BRAQUIAL

Fig. 19: Imagen anatdmica dorsal de rata Wistar macho. En rojo el triceps sural usado para

I TRICEPS I

las determinaciones de MDA.

IV.5. Determinacion de la COR por RIA
IV.5.1. Reactivos del analisis
» Etanol absoluto
» Fosfato monosaodico y Fosfato disodico
=  Gelatina
= Cloruro sodico

» Hidroxido de sodio (granallas)

Liquido de centelleo comercial HiSafe 3 (Perkin Elmer)

Reactivos especificos
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= Buffer fosfato 0.01 M, pH=8.2, conteniendo 0.9% NaCl, y 0.1 % gelatina. Se
conserva 1-2 semanas a 4°C.

= Corticosterona tritiada (COR- 3 H) con una actividad especifica de 70-80
Ci/mmol

= Antisuero contra COR, obtenido de conejo, procedente de Bioclin (UK).

= Patrén: COR fria procedente de Sigma. De esta COR se preparé una
solucion original de 10 mg/ml en etanol absoluto (solucion madre) y a
continuacion una de 10 mg/ml (primera hija). Ambas se mantuvieron a 4°C y
son estables por 1 afio y 1-2 meses respectivamente.

=  Carbon activo.

IV.5.2 Procedimiento

Curva patrén: El dia del analisis se prepar6 una solucién de trabajo tomando 16 pl
de la solucién hija y diluyéndola en 984 pul de tampén de RIA (se obtiene una solucion
standard (St 1) de una concentracion de 1600 pg/10 ul). A partir de ésta, se prepararon
diluciones a la mitad hasta una solucion (St 7) de concentracion de 25 pg/ul. En los tubos
correspondientes a la curva patron en el andlisis, se colocaron 10 pl de tampén (B o =
ceros, NSB= inespecificos) o 10 pl de los patrones correspondientes.

Antisuero: Se tomaron las alicuotas necesarias del antisuero y se disolvieron en el
tampdn del RIA en la proporcion determinada por la valoracion del antisuero (7.5 ml por
alicuotas de 100 pl) y de la solucién obtenida se coloc6 100 pl en cada tubo de RIA
(excepto a los NSB que en lugar de antisuero llevaron 100 ul de tampén).

Hormona marcada COR- 3 H: Se preparé una solucién de trabajo diluyendo la
hormona marcada en el buffer fosfato para RIA. Esta dilucién contenia siempre unas 8000
cpm/100 pul de tampdn.

Muestras: Plasma sin diluir para muestras control, para muestras de animales
estresados se diluyé segun el tiempo de estrés transcurrido.

* Liquido de centelleo: Mezcla centelladora Optiphase "Hisafe" 3 (Perkin EImer)

Los reactivos se afiadieron a los tubos en el siguiente orden:

. pl de patrén o tampon o muestra.
. 200 pl de tampon y luego se agitdé en un vortex.
. Se colocaron los tubos durante 30 min a 70°C, para desproteinizar, en un

bafio y luego se enfriaron en hielo.
. Se coloco 100 pl de la hormona marcada.
. Se agreg0 100 pl del antisuero (excepto a los NSB).
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. Se agitaron los tubos en un vortex y se incub6 a 4°C durante 18-24 h.

TUBOS TAMPON | MUESTRA | Agitar | COR-H? | ANTISUERO| Agitar
NSB 210 l.ll —— y |uegn 100 HI — y |uegn
NSB 210pl ™ lav0°cC . E— a4°c

Bo 200 | —— g 100 pi

B 270 —— 30 min. - - 18-24

St1 210 pl 10 pl enfriar 7 = hs.
Muestras " " “ “

Fig. 20: Cuadro de concentracién de soluciones.

Al dia siguiente, se prepar6 una suspension de carbon activado en tampon (1%),
manteniendo la suspension en agitacién constante y a 4°C durante 15 min. antes de
afiadirlo a los tubos (0.5 ml). Una vez afadido el carbén a los tubos, se agitaron y se
centrifugaron (4000 rpm, 15 min, 4°C). En esta fase los tubos permanecieron siempre a
4°C, con la gradilla en una cubeta con agua-hielo. Cuando se sacaron de la centrifuga,
inmediatamente se decanto6 el sobrenadante en los viales de centelleo.

Esta fase se debe realizar lo mas rapidamente posible, dado que se puede resuspender
parcialmente el carbon. Una vez que los viales contenian el sobrenadante se afiadio el
liqguido de centelleo. Se agitaron bien los viales y se determind la radioactividad del
sobrenadante en un contador 3 de centelleo liquido (Beckman 3 H actividad 10 5 dpm).
Se confecciond una curva en papel log-log, graficando en el eje X, las concentraciones de
los estandares; y en el eje Y, el porcentaje de unién. El porcentaje de union se calculé por

la siguiente ecuacion:

cpm de la muestra o estandar- cpm de tubo NSB
cpm del B 0 - cpm del tubo NSB

% de union=

Donde cpm: cuentas por min. Para cada una de las muestras se calcul6 el porcentaje de
union y se extrapol6 en la curva de manera de obtener la correspondiente concentracion
de COR.

IV.6. Determinacién de la glucemia
Se realiz6 mediante el uso de un equipo enzimatico comercial (Wiener). El
fundamento del método colorimétrico utilizado en este equipo es que la glucosa de la

muestra es oxidada a acido gluconico por accion de la enzima glucosa oxidasa. El
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peréxido de hidréogeno producido, en presencia de la peroxidasa 4-aminofenazona vy el
fenol, forma una quinoneimina con un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad del color
es proporcional a la concentracion de la glucosa de la muestra.

Célculo de la glucemia:

Absorbancia de la muestra desconocida

Glucosa (g/l) =
Absorbancia del estandar

indice adrenosomatico: Se utiliza para obtener una cuantificacion de la actividad cronica
del eje HHA (Akana y col., 1983, Lemaire y col., 1997), expresando los resultados como
una relacion del peso de ambas glandulas adrenales y el peso corporal del animal.
IV.6.1 Extraccién de las glandulas adrenales
IV.6.1.1. Materiales
= Balanza
= Guillotina
= Material de cirugia
IV.6.2. Procedimiento
1. Se pesoé el animal.
Se lo decapito.
Se lo coloco en decubito dorsal.
Se realizaron sendas incisiones a lateral de la linea media.

Se retiraron ambas glandulas adrenales.

o 00k w0 N

Se eliminé totalmente la grasa que las rodea.
7. Se las pesoé.

Calculo del indice adrenosomatico (IAS)

IAS =[Peso de las glandulas adrenales (g) / Peso del animal (g)] x 1000

IV.7. Determinacion de la concentracion de MDA

Como marcador de la perioxidacién lipidica, se determind la concentracion de MDA en
homogenato en higado y musculo esquelético, mediante la técnica de TBARS. Esta
variable fue medida utilizando el método original de Buege y Aust (1978) modificado para
tejidos por Marcincak y col., 2003.

Se colocaron 600 u al 30% (p/v) de homogenato del tejido a analizar (higado y musculo
de forma separada), mezclado con butilhidroxitolueno (BTH) como antioxidante y acido
tricoloroacetico al 15%, se agito y se incub6é a 90 C, durante 30 minutos. Luego del
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enfriado y centtrifugado a 2500 rpm, durante 10 minutos, 600 ul del sobrenadante se
extrajeron y se pusieron a reaccionar con un volumen igual de acido clohidrico 0,25 N y
tiobarbiturico (TBA) 0,375 %. La mezcla de reaccién fue incubada nuevamente a 90 C
durante 30 minutos, extraida del bafio y enfriada, posteriormente, se puso a reaccionar
con dos voliumenes de butanol, se centrifugo y la capa coloreada fue medida a 535 nm

usando 1, 1, 3, 3-tetraethoxypropano (Sigma) como el estandar.

1. Pesar 1 gr de tejido (mantener en hielo), usando papel aluminio rotulado.
2. Homogenizar el tejido con 3 ml de buffer fosfato (siempre en hielo).
3. Colocar en el primer juego de tubos.

Tubos buffer BHT H20 bd TCA Homogenato

Bco. 600 ul 60 ul 20 ul 600 ul

Bceo- 600 ul 60 ul 20 ul 600 ul

M1 60 ul 20ul 600 ul G600 ul
M 60 ul R0 ul 600 ul 600 ul
4. Tapar los tubos, usando tapas con agujeros
5. Incubar 30’ min. A 90 C. colocar peso arriba de las tapas y otra debajo de la
grillla y atar.

Centrifugar 10’ min. A 2500 rpm

Extraer 600 ul de sobrenadante y colocar el segundo juego de tubos.
Agregar 600 ul de HCL 0,25 N a cada uno.

Agregar 600 ul de TBA.

10. Tapar los tubos con tapas con agujeros.

11. Vortear.

12.  Incubar a 30’ min. A90 C

13. Colocar hielo

© © N O

14. Agregar a cada tubo 1800 ul de butanol (bajo campana, usando barbijo y
propipeta con guantes).

15. Tapar los tubos con tapas sin agujeros

16. Vorterear 20” seg.

17.  Centrifugar a 10’ min. A 2500 rpm

18. Separar el sobrenadante fucsia con pipeta y colocar en una cubeta rotulada
(todo bajo campana), tapar la cubeta con tapa sin agujero.

19. Leer en el espectrofotbmetro a 535 nm.
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Una vez obtenidas las lecturas colorimétricas correspondientes a cada una de las
muestras de homogenato de higado y musculo esquelético, se calculé las
concentraciones de MDA, mediante la formula que relaciona lecturas colorimétricas (A)
con concentraciones de MDA conocidas (B), en una regresion de potencia, segun la
formula:

Log y (densidad) = Log A + Log B.x (concentracion de MDA).

X =Log-1(Logy—LogA)
B
Las concentraciones de MDA fueron calculadas con nmol/ gr de tejido.

IV.8. Andlisis estadistico

Para analizar estadisticamente los resultados, se us6 un ANOVA de dos vias:
tratamiento de la madre (estrés prenatal) y tratamiento de la cria (estrés agudo postnatal).
Cuando correspondi6é usar un test "a posteriori" se empled el test de Duncan. Cuando
fueron apropiadas las comparaciones post-hoc. Se consideraron diferencias significativas
con un p <0,05.

Para estudiar estadisticamente los resultados del indice adrenosomético se uso un

ANOVA de una via: tratamiento de la madre (estrés prenatal).
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V. RESULTADOS

V.1. Efecto del estrés prenatal sobre los niveles plasmaticos de Corticosterona en

crias macho y luego de un estrés agudo por nado forzado
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Fig. 21: Niveles de la Corticosterona plasmatica (ug/dl) en las crias macho adultas estresadas
prenatalmente EP-C (n = 9), en condiciones basales CP-C (n = 7) y luego de la exposicion al
estrés agudo por nado forzado postnatal EP-N (n = 9) y CP-N (n = 7). Los niveles de COR fueron
mayores (*p<0,05) en EP-C y EP-N comparados con sus respectivos controles CP-C y CP-N.
Ademads, el estrés postnatal por nado CP-N y EP-N marco efectos significativos (**p<0,005)
comparados con basales y prenatales CP-C EP-C. Cada barra representa la media £ S.E.M.

Se us6 un ANOVA de dos vias: tratamiento de la madre (Estrés prenatal) y tratamiento de

la cria (Estrés agudo por nado). Como test "a posteriori” se us6 un test de Duncan. La
corticosterona plasmatica mostré un efecto significativo del tratamiento prenatal (F (1,28)
= 52.23; p < 0.021) y postnatal (F (1,28) = 452.03; p < 0.0019). Se encontré interacciéon
entre ambos factores (F (1,28) = 124.25; p < 0.0021).

Los niveles de COR plasmatica fueron mayores en crias estresadas prenatalmente EP-C
y pre y postnatalmente EP-N comparados con sus respectivos controles CP-C y CP-N.
Ademas, el estrés postnatal por nado CP-N y EP-N marco efectos significativos

comparados con basales y prenatales respectivamente CP-C; EP-C.
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V.2 Efecto del estrés prenatal y posnatal por nado sobre el indice Adrenosomatico
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Fig. 22: El indice adrenosomético en las crias macho adultas estresadas prenatalmente
EP-C (n=5) y controles CP-C (n=5) y luego de la exposicion al estrés agudo postnatal EP-N y CP-
N. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Cada barra representa la media *
S.E.M.

El andlisis estadistico ANOVA de dos vias, no mostré efecto significativo del tratamiento
prenatal (F (1,16) = 0,035 p = 0,76), ni del estrés postnatal (F (1,16) = 0,06 p = 0, 93).
El IAS no mostré deferencias significativas del tratamiento prenatal, estrés que recibieron

las madres prefadas, ni del nado postnatal.
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V.3 Efecto del estrés prenatal sobre los niveles plasmaticos la Glucemia, en crias

macho y luego de un estrés agudo por nado forzado.
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Fig. 23: Los niveles plasmaticos de Glucemia (g/l) en las crias macho adultas estresadas
prenatalmente EP-C (n = 12), en condiciones basales CP-C (n = 7) y luego de la exposicién al
estrés agudo por nado forzado postnatal respectivamente EP-N (n = 11), CP-N (n = 11). Los
niveles de Glucemia fueron mayores (*p<0,05) en EP-C comparado con su controle CP-C.
Ademas, el estrés postnatal por nado CP-N y EP-N marco efectos significativos (**p<0,005)

comparados con basales y prenatales CP-C EP-C. Cada barra representa la media + S.E.M.

El andlisis estadistico realizado fue: ANOVA de dos vias, los efectos del estrés prenatal

sobre la glucemia en las crias adultas muestran efecto significativo del tratamiento
prenatal (F (1,37) = 19.53 p < 0,023). La interaccion fue significativa entre ambos factores
(F (1,37) = 1.89 P = 0,0047). El test "a posteriori" mostré6 que el estrés prenatal EP-C
provocd un aumento significativo de los niveles basales de la glucosa plasmética (p <
0,02) y que esa diferencia se pierde luego del estrés postnatal por nado (p = 0,77).
Ademas, el estrés postnatal por nado CP-N y EP-N marco efectos significativos

comparados con basales y prenatales respectivamente CP-C; EP-C.
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La correlacion entre la glucemia (g/l) y los niveles de COR plasmatica (ug/dl) es positiva: r
=0,7559; p < 0,0001.

V.4 Efectos del estrés prenatal y nado postnatal sobre la concentracion de

Malondialdehido en higado, en crias machos
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Fig. 24: Concentracion de MDA en las crias machos adultas EP-C (n = 8) y en condiciones
basales CP-C (n = 6), y luego de la exposicion al estrés agudo por nado postnatal CP-N (n = 4)
EP-N (n = 5). La concentracion de MDA fue mayor (*p<0,05) en EP-C y luego de estrés postnatal
por nado EP-N comparado con sus respectivos controles CP-C y CP-N. Cada barra representa la
media + S.E.M

Se us6 un ANOVA de dos vias: el MDA mostro un efecto significativo del tratamiento
prenatal (F (1,19) = 66.09457; p < 0.01) y postnatal (F (1,19) = 25.209; p < 0.023). La
interaccion ente ambos factores fue significativa (F (1,19) = 14.67; p < 0.0063).

La concentracion de MDA en higado como marcador del dafio oxidativo fueron mayores
en crias estresadas prenatalmente EP-C y cuando se aplicaron estrés pre y postnatal EP-

N comparados con sus respectivos controles CP-C y CP-N.
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V.5 Efectos del estrés prenatal y nado postnatal sobre la concentracion de

Malondialdehido en musculo estriado, en crias machos
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Fig. 25: Concentracion de MDA en las crias machos adultas EP-C (n = 5) y en condiciones
basales CP-C (n = 4), y luego de la exposicion al estrés agudo por nado postnatal CP-N (n = 4)
EP-N (n = 5). La concentracién de MDA fue mayor (*p<0,05) en EP-C y luego de estrés postnatal
por nado EP-N comparado con sus respectivos controles CP-C y CP-N. Ademas, el estrés
postnatal por nado CP-N marco un efecto significativo (**p<0,005) comparado con basales CP-C.

Cada barra representa la media = S.E.M

Se usO un ANOVA de dos vias: La concentracion de MDA en musculo mostro un
efecto significativo del tratamiento prenatal (F (1,14) = 36.0476; p < 0.012) y postnatal (F
(1,14) = 28.1089; p < 0.002). La interaccion ente ambos factores fue significativa (F (1,14)
=16.77; p < 0.0043).

La concentraciéon de MDA en musculo como marcador del dafio oxidativo fue mayores en

crias estresadas prenatalmente EP-C como asi también cuando se aplico estrés prenatal
y postnatal EP-N comparados con sus respectivos controles CP-C y CP-N. Ademas, el
estrés posnatal por nado forzado mostré un aumento significativo en las concentraciones
de MDA en musculo estriado de crias machos adultas con respecto a sus controles sin

estrés prenatal.
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VI. DISCUSIONES

El estrés aplicado a las hembras gestantes reprograma el eje hipotalamo-hipofisiario-
adrenal (HHA) de la cria estresada prenatalmente (EP), generando la hiperactividad de
este eje en el estado adulto.

Este eje neuroendocrino es uno de los mas representativos en las diversas respuestas a
estresores de diferentes indoles en los que esta inmerso el organismo; desempefiando un
papel crucial en los procesos controlados por este sistema.

Los niveles basales de la COR plasmatica en los individuos expuestos a EP, son mayores
gue los correspondientes controles y esta acompafada por una mayor actividad secretoria
de las células adrenales de la region fascicular en estos animales (Mayer y col., 2010).
Estos hallazgos coinciden con los encontrados por Huck (2014), Rabasa y col. (2011),
Accorsi (2008), Bartolomucci (2004); Poltyrev (1996). La COR es un glucocorticoide
liposoluble, que atraviesa la placenta e interactlia fuertemente con las diversas células y
tejidos del feto; afectando el desarrollo adrenal del mismo y generando una mayor
relacion corteza: medula (Klemcke, 1995). Esto provoca efectos a largo plazo en las crias,
influyendo en diversos sistemas; como el metabolismo, la funcién cardiovascular, entre
otros. Ha habido una conciencia creciente de que muchos trastornos fisicos y psicologicos
comunmente observados en la edad adulta, como la hipertension, la diabetes y la
depresion, tienen su origen en el desarrollo fetal (Calkins y Devaskar, 2011; Glover,
2011). La evidencia humana y animal ha informado convincentemente que la exposicion
al exceso de cortisol y la angustia psicoldgica prenatal materna (es decir, una amalgama
de estrés subjetivo comodrbido, ansiedad y estado de animo deprimido) altera la funcion de
uno de los sistemas reguladores del estrés coactivos, el eje HHA (Kajantie, 2006; Seckl y
Holmes, 2007; Kapoor y Matthews, 2008; Braun y Christopher, 2013).

Algunos autores sugieren que este aumento en la produccion de COR puede haber sido
provocada por una disminucién de los receptores de mineralcorticoides (MR) presentes en
el hipocampo de las crias (Maccari y col.,, 1995), alterando los mecanismos de
retroalimentacion del HHA. Esta disminucion de los receptores de corticosteroides, se
veria acompafiada de una mayor secrecion de GC, iniciando una resistencia a la
retroalimentacion negativa a los mismos.

Los GC generados por la corteza adrenal, modulan su propia concentracion plasmatica, a
través de receptores presentes en el hipocampo. Los MR son los principales agentes del
control por retroalimentacion negativa de la secrecion de GC adrenales bajo condiciones

basales. Sin embargo, el incremento en niveles basales de COR y la consecuente
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hiperactividad del eje, no se refleja en un aumento del tamafio de la glandula adrenal en
los animales EP. En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se observo que la
corteza adrenal sufre cambios histologicos y fisiologicos, que se evidenciaron por un
aumento de la relacion Corteza-Médula animales expuestos a estrés prenatal (Mayer y
col. 2010). ElI aumento de los niveles plasmaticos basales de la COR, que involucraria
una resistencia a la retroalimentacion negativa de los GC podria ser considerado como un
marcador de la intensidad del estrés cronico en la rata (Karrow N 2006; Kapoor y
Matthews, 2008; De Kloet y col., 2009).

Se encontrd que la secrecion de COR generada por el estrés en ratas prefiadas, provoca
una disminucion de la cantidad de los receptores hipocampales MR, pero no de los
receptores de glucocorticoides GR (Kapoor y Matthews, 2008; Karrow, N. 2006), en las
crias EP adultas, en condiciones basales, o sea, que no han sido sometidas a un nuevo
estresor. Los MR, estan generalmente involucrados en la regulacién constante de la
liberacion de la COR bajo condiciones basales (De Kloet y col., 2009), mientras que los
GR son responsables de la regulacion de los niveles de COR ante un estrés agudo
postnatal.

Los glucocorticoides cruzan facilmente las barreras biolégicas, como la placenta (Seckl y
Holmes, 2007) y ejercen una influencia directa sobre el desarrollo fetal. Aunque la enzima
placentaria 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11B8-HSDZ2) regula la exposicion
fetal al convertir el cortisol en cortisona inactiva, estudios en humanos han indicado que el
aumento del cortisol como consecuencia del estado depresivo y la posterior disminucion
de la eficacia de la placenta al convertir el cortisol en cortisona (Oberlander y col., 2008)
puede llevar a una exposicién elevada a cortisol en el Utero. Dado que los receptores de
cortisol estan altamente expresados en el cerebro en desarrollo (Sanchez y col., 2000) y
son importantes para la maduracién del SNC en desarrollo (Kapoor y Matthews, 2008), la
exposicion prenatal a glucocorticoides puede alterar los mecanismos de retroalimentacion
del eje HHA fetal, lo que resulta en una funcién basal alterada y capacidad de respuesta
en la descendencia (Kapoor y Matthews, 2008).

Existe un amplio consenso cientifico respecto de la importancia funcional y patolégica de
estos sistemas fisioldgicos que se consideran tipicos del estrés como la liberacion de los
GC y las catecolaminas (CA); dando origen a dos ejes de gran importancia en cuanto a la
valoracion biolégica del estrés, el eje HHA y el eje simpéatico-adreno-medular (SAM).

Por otro lado, el efecto del estrés agudo postnatal, a nivel hipocampal, podria deberse a la
accion del sistema nervioso noradrenérgico sobre este drgano, esto daria como resultado

altos niveles de los GC maternos que modificarian la actividad del eje HHA en las crias,
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por una accion sobre el desarrollo de los sistemas noradrenérgicos centrales de las
mismas. En este sentido, se conoce que el EP aumenta el recambio de la NA y ademas el
namero de neuronas noradrenérgicas en el LC de ratas adultas (Darnaudéry y Maccari,
2008;) y que esta hormona ejerce un control inhibitorio directo sobre los GR
hipocampales, facilitando y acelerando la secrecion de COR ante cualquier estresor al
gue sea sometido la cria expuesta a EP. Por otro lado, la NA tiene mas influencia sobre
los GR que sobre los MR (Maccari y col., 1995; Seckl y Holmes, 2007; Karst y col., 2010).
La activacion metabdlica provocada por la estimulacion de ambos sistemas ya sea el HHA
como el SAM es opuesta a los efectos generados por la insulina y por esa razén esta
hormona es inhibida en situaciones de estrés; mediante un efecto alfa adrenérgico directo
sobre las células beta del pancreas.

Luego del estrés agudo postnatal por NF en ratas EP, se observo hiperactividad del HHA.
La regulacion de la anormal retroalimentacion del eje HHA en las crias EP, estaria
asociada con la disminucién del nimero GR, que como ya dijimos son los involucrados,
fundamentalmente, en la respuesta al estrés agudo (De Koenig y col., 2005; Maccari y
col.,, 2003). Esto representa una alteraciéon del eje HHA mucho mas intensa en estos
animales. Una respuesta en igual sentido fue encontrada por Armario (2004). Ademas, en
esta investigacion se registr6 un aumento de la ACTH plasmética significativamente
mayor en los animales EP que en sus CP, luego del estrés agudo.

Cuando hay niveles elevados de COR en la rata, tales como, los que observamos durante
el NF agudo, los receptores que se van ocupando son los GR (De Kloet, 2005). Estos
aspectos mencionados anteriormente, nos permitirian entender los resultados de nuestros
experimentos en los que se observa un aumento del pico de COR en los animales EP,
sometidos en el estado adulto, a un estrés agudo heterotipico. Coincidiendo con nuestros
resultados, estos estudios (Hove y col.,, 2014; Wilson y col., 2013), muestran que la
exposicion al estrés durante las dos Ultimas semanas de la prefiez no produce una
adaptacioén de la cria a la aplicacion de un estrés heterotipico en la edad adulta postnatal,
sino una hiperactividad en comparaciéon con sus pares sin EP cuya exposicién al NF si
bien produjo un aumento significativo de la COR plasmatica, fue menor que la hallada en
ratas con EP.

Los animales EP mostraron una hiperglucemia basal en nuestros experimentos. Estos
resultados son coincidentes con los obtenidos en otros estudios (Rabasa y col., 2011), en
animales sometidos prenatalmente a IMO, en un ambiente iluminado, durante la dltima
semana de gestacion. Esta hiperglucemia en nuestras ratas EP, podria ser el resultado de

la hiperactividad basal del eje HHA, ya que hubo correlacion positiva entre los niveles de
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la COR plasmatica y la glucemia. Los mecanismos por los cuales la COR genera
hiperglucemia son varios, entre ellos se encuentra la disminucion de la sensibilidad de los
tejidos para la captacion de este azlcar. La utilizacion de la glucosa a nivel intracelular
también se ve afectado por la COR, donde la misma reduce la oxidacién de nicotinamida
adenina dinucleotido reducido (NADH) a nicotinamida adenina dinucleotido oxidado
(NAD"). Es sabido que el NAD" es necesario para que la glucolisis se lleve a cabo y la
glucosa no se acumule en la célula.

Sin embargo, parte de nuestros resultados podria ser también la consecuencia de la
activacion sostenida del eje SAM en las crias EP, en su estado adulto. Como
consecuencia de ello se libera A, hormona conocida por su efecto hiperglucemiante. Esta
hormona opera de dos formas: acelerando la velocidad de la glucogenolisis hepatica,
liberandola a la sangre. Y la otra tiene que ver con el efecto lipolitico sobre los adipocitos,
provocando un aumento de los acidos grasos en sangre y su posterior utilizacion en las
diversas células del organismo, generando como consecuencia un ahorro de glucosa.
Esto produce un aumento de glucosa en sangre.

El aumento de la glucemia, observado tanto en los animales EP como en sus respectivos
controles CP, en respuesta a un estrés agudo preponderantemente psicofisico como es el
NF; parece ser el resultado inmediato de la activacion de la SAM, con la subsiguiente
liberacion de A (Lesage y col. 2004). Este efecto probablemente esté mediado por
receptores adrenérgicos a2. Por lo pronto, en nuestros experimentos la aplicacion del NF
agudo genera una hiperglucemia que elimina las diferencias basales entre grupos EP y
CP. Este hallazgo se debe a que los animales del grupo CP responden a la aplicacion del
estrés agudo con un aumento mayor de la glucemia basal que los animales EP. La
correlacion entre la COR y la glucemia fue positiva (r = 0,7559, P < 0,0001). Por otro lado,
la activacion metabdlica provocada por los sistemas SAM y HHA es opuesta a los efectos
de la insulina y es por esa razdn que en las situaciones de estrés puede inhibir la
secrecion de insulina, al parecer mediante un efecto a adrenérgico directo, a nivel de las
células 3 del pancreas (Ganong, 2010).

Es conocido que la hiperglucemia, es un buen marcador de la intensidad del estrés en la
rata. Existen evidencias de que las ratas que han sido sometidas a un determinado EP
captan este mismo estrés, en la vida adulta, con una menor intensidad (Armario y col.,
1988, De Boer y col.,, 1989, Marquez y col.,, 2004). Como consecuencia de ello, la
respuesta hiperglucemiante general es menor siempre que se repita en mismo estrés. En
nuestro caso, el efecto en las ratas del estrés postnatal por nado es distinto al del estrés

prenatal por IMO por lo tanto no se encuentra diferencia en la intensidad entre CP-N y EP-
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N. Este marcador de estrés agudo se puede utilizar para investigar diferencias
individuales en la respuesta de los animales al estrés. El origen de esas discrepancias
individuales podrian ser los factores genéticos o epigenéticos (ambientales), entre los que
se cuenta la exposicion de las madres gestantes a situaciones estresantes como ocurre
en nuestros estudios. En conclusién, la regulacion del eje HHA y del SAM en la cria
adulta, produce una alteracion de la regulacion de la glucemia.

En la actualidad se define al EO como, el desequilibrio biogquimico producido por la
exacerbada produccion de ROS y RL, que no pueden ser contrarrestados por sistemas
antioxidantes, provocando dafio oxidativo a las biomoléculas. Una de las consecuencias
del EO descontrolado (desequilibrio entre el pro-oxidante y los niveles de antioxidantes)
es producir lesiones de células, tejidos y 6rganos causado por dafio oxidativo. Hace
tiempo que se reconoce que altos niveles de ROS puede infligir dafio directo a los lipidos.
Los dos ROS mas frecuentes que pueden afectar profundamente los lipidos son
principalmente: radical hidroxilo (HO-) e hidroperoxilo (HOO:). Los radicales hidroxilos
causan dafo oxidativo a las células porque atacan de forma inespecifica las biomoléculas,
ubicadas a pocos nanémetros de su sitio de generacion (Halliwell y Guterridge, 1984) y
estan involucrados en trastornos celulares como la neurodegeneracién (Venero y col.,
2003), enfermedad cardiovascular (Lipinski y Pretorius, 2012) y cancer (Dizdaroglu y
Jaruga, 2012).

El estado redox tanto a nivel intra celular como supracelular y tisular, es un fenébmeno
complejo que se puede cuantificar a través de una serie de biomarcadores del EO.

Con el fin de confirmar su produccion o aclarar su funcion, los investigadores a menudo
tienen que buscar productos finales o subproductos de reacciones inducidas por RL,
examinando el "camino" de reaccion de los radicales. Un ejemplo es la medicion de
productos (cuantitativamente) menores de la peroxidacion de lipidos, como el MDA en los
tejidos, o el pentano en el aliento exhalado.

Entre los muchos aldehidos diferentes que se pueden formar como productos secundarios
durante la peroxidacion lipidica, el MDA parece ser el producto mas mutagénico de la
peroxidacion lipidica, mientras que el 4-HNE es el mas toxico.

El MDA ha sido ampliamente utilizado durante muchos afios como un optimo biomarcador
de la peroxidacion lipidica, tanto sea de acidos grasos omega-3 y como omega-6, debido
a su reaccion facil con TBARS. Es ademas, uno de los mas populares y confiables
marcadores que determinan el EO en situaciones clinicas (Giera y col., 2012).

La alta reactividad de MDA se basa principalmente en su electrofilia; cuando el pH celular

disminuye (transformandolo en beta-hidroxi-acroleina), lo hace fuertemente reactivo hacia

65



los nucledfilos, tales como residuos de aminoacidos basicos (es decir, lisina, histidina o
arginina); generando aductos de base de Schiff (Pizzimenti y col., 2013). La degradacion
metabdlica de MDA termina en la produccién de acetaldehido; la union entre este y el
MDA presente genera aductos malondialdehido acetaldehido (MAA) (Tuma, 2002). Estos
aductos de MAA se muestran como altamente inmunogénico (Wang y col., 2012),
proinflamatorio; pero ademas pueden participar en reacciones secundarias deletéreas
para la célula (Cheng y col., 2011). En la actualidad la produccion de MDA/MAA se
considera un factor de progresion de ateroesclerosis y otras enfermedades, tanto
metabdlicas como autoinmunes (Duryee y col., 2011).

La produccion de MDA en musculo estriado esquelético e higado ha sido estudiada por
otros autores con objetivos y resultados similares. Sachdev y Davies (2007), analizaron
homogeneizados de musculo e higado de ratas expuestas a periodos de ejercicio
exhaustivo. Encontraron mas de un 100% de aumento en los niveles de MDA hepético y
muscular en ratas que fueron alimentadas con una dieta control y expuestas a una rutina
de ejercicios exhaustiva. Si bien diferentes estudios han investigado la respuesta del
musculo esquelético trabajando ejercicios agudos y entrenamientos a largo plazo, se sabe
menos acerca de las adaptaciones hepaticas durante y después del aumento de la
actividad fisica. El higado juega un papel importante durante el ejercicio a través de la
liberacion de glucosa al torrente sanguineo y la gluconeogénesis y las mitocondrias son
claramente importantes en el rendimiento del ejercicio debido a la produccién de energia
aerObica. Mientras que el entrenamiento fisico parece mejorar la modulacién del
metabolismo oxidativo, los episodios de ejercicio agudo desafian las defensas
antioxidantes del cuerpo con una alta produccién de ROS, trayendo aparejado el deterioro
del rendimiento. Situaciones competitivas y de torneo caracterizadas por los breves
intervalos de recuperacion entre series de ejercicio exigentes pueden aumentar la
produccién de ROS a corto plazo frente a la adaptacion al entrenamiento. En este sentido,
los estudios que apuntan a identificar las adaptaciones hepéticas mitocondriales al estrés
oxidativo, relacionando la repeticion de ejercicio extenuantes, como estimulos estresantes
repetidos, son aun incipientes.

El hecho que el ejercicio agudo represente, a corto plazo, un estimulo para aumentar el
EO, se debe al aumento en el consumo de oxigeno (VO2max) durante el ejercicio
aerobico, influyendo en la produccion de marcadores de EO. El ejercicio aerdbico agudo
genera ROS, creando una perturbacion en el transporte de electrones y una excesiva
produccion de radical superoxido. También se ha registrado aumentos de ROS en

estresores fisicos de sobrecarga (anaerdbicos o supra maximos), pudiendo ser la
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consecuencia de los diversos micro desgarros y/o lesiones mecanicas a lo largo de la
fibra muscular; provocando protedlisis, inflamacion, y un desequilibrio en la homeostasis
del calcio (Cunningham y col., 2005). Otras investigaciones también apoyan la hipo6tesis
de que el ejercicio agudo causa estrés oxidativo y mitocondrial en tejido muscular y
hepatico, con un aumento de MDA mitocondrial, aumento de los niveles de carbonilacion
proteica y una mayor produccion de ROS después de una Unica sesibn de nado
exhaustivo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la determinacion del MDA en higado,
podemos determinar que tanto en los grupos CP-C como EP-C, el nado forzado no
incremento significativamente los valores de MDA en crias machos adultas, en este tejido.
El MDA en condiciones basales de por si, son significativamente mayores en los grupos
EP-C que CP-C, revelando un mayor estrés oxidativo y sensibilidad a nivel hepatico,
causada por el estrés prenatal por IMO (80 nmoles/g vs. 35 nmoles y 55 nmoles/g vs. 20
nmoles/g; respectivamente). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Brun
(2015), donde midi6é la concentracion de MDA en homogenatos de higado de ratas
expuestas a EP, y se pudo registrar un aumento en las concentraciones de esta y el
efecto significativo del tratamiento prenatal en comparacion con animales CP.

La aplicacion del nado forzado como estrés post natal, no registro un aumento
significativo de MDA en el tejido hepético en los grupos con EP, contrastado con otro
estudios donde el nado forzado como estresor agudo si causo impacto a nivel de TBARS,
en ratas machos Wistar; interpretando que para este grupo con hipersensibilizacion del
eje HHA, el estimulo del NF no reflejo un aumento en los valores de MDA; admitiendo que
si logro aumentar levemente los niveles en muy poco tiempo.

Por otro lado, las determinaciones en el musculo estriado voluntario del triceps sural
(grupo muscular con miofibrillas de las isoformas tipo | 0 comunmente llamadas lentas),
registraron un aumento significativo en los niveles de MDA en el grupo CP-N comparado
con los CP-C, luego de la aplicacion del NF, subiendo de 20 nmoles/g a 45 nmoles/g. Por
otra parte, en los individuos con EP, el NF no provoco un aumento de MDA en musculo.
Estos valores de MDA en tejido muscular estriado voluntario, coinciden con los valores
detectados por Stover (2005); donde después de un ejercicio intenso del tipo anaerobico
(series de velocidad de 30” a 30 metros por segundo y una inclinacion de 15°), la
concentracion de MDA se elevd en el masculo extensor largo (EDL), en comparacion con
el grupo control, indicando un aumento en la peroxidacion lipidica en las fibras musculares
de tipo I, o también llamadas rapidas; no asi en las fibras lentas. En el mismo estudio se

ha sido sugerido que el EO podria ser inducido por el ejercicio agudo de alta intensidad,
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aplicado como un estrés unico en el tiempo; ya que el dafo oxidativo provocado por el
ejercicio en los tejidos podria reducirse a través del entrenamiento de alta intensidad a
largo plazo; ya que luego de un régimen de entrenamiento la concentracion de MDA en el
musculo extensor largo (EDL) fue significativamente menor en los ratones entrenados en
comparacion con la concentracion encontrada en el grupo control no entrenado (lo que
sugeriria que hubo una disminucion en la peroxidacién lipidica, Cunningham y col., 2010).
Estos resultados también fueron registrados en otros protocolos de estresores fisicos
agudos del tipo anaerobico; donde la oxidacion de lipidos fue mayor en ratas expuestas a
un solo esprint (carrera de velocidad méaxima) de un minuto a un ritmo de 45 m/min;
elevando los hidroperoxidos lipidicos y las sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico
(TBARS) en el musculo esquelético. Estos resultados también fueron vistos en seres
humanos, donde el ejercicio fisico agudo del tipo intercalado (seis series de velocidad de
150 metros), provocé un aumento en los niveles plasmaticos del marcador de
peroxidacion de lipidos, MDA (Cunningham y col., 2010).

Las causas que subyacen en estas diferencias entre estresor agudo y exposicion
sisteméatica (entrenamiento), indican que este Ultimo aumenta la actividad de glutation
peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR), ambos antioxidantes intracelulares,
aumentan significativamente luego de un entrenamiento de velocidad y en un
entrenamiento de resistencia regular, lo que ayuda a la prevenciébn del aumento
desproporcionado de la peroxidacion lipidica durante el ejercicio (Meister, 1983). Se ha
comprobado que el contenido de glutation (GSH), principal antioxidante contra los ROS
aumenta en las células musculares pertenecientes a los miembros posteriores de perros y
ratas, sometidos a un entrenamiento de resistencia (Wu y col., 1999; Kelly y col., 2004).
Por udltimo, debemos mencionar la diferencia notoria entre estresores fisicos agudos y
unicos en el tiempo y el entrenamiento como un conjunto de estresores éptimamente
dosificados en el tiempo. Ya que diversos autores han encontrado una mejora en la
respuesta adaptativa hacia el estrés fisico, mejorando la relacion GSH / GSSG, actividad
MnSOD, viabilidad mitocondrial y Dy y disminuciones en los niveles de TBARS en
animales entrenados, expuestos a esfuerzos repetidos durante varias semanas. Estos
hallazgos experimentales sugieren que el ejercicio agudo causa la generaciéon de ROS
mitocondrial y que este desbalance oxidativa puede beneficiarse activando los sistemas
de defensa antioxidante, durante los programas de entrenamiento fisico en ratas (Lima y
col., 2013), puede registrarse un aumento en las mitocondrias musculares después del
entrenamiento de resistencia y la expresion alterada de una gran cantidad de genes

nucleares y mitocondriales, que inducen a mayor eficiencia en el funcionamiento de la

68



fosforilacion oxidativa. Esta biogénesis mitocondria podria ser en gran medida
responsable del aumento de la capacidad de resistencia y la capacidad antioxidante,
responsable de los procesos que disminuyen el estrés oxidativo intracelular y tisular. Esta
respuesta adaptativa tiene justificacion en la mayor produccion de NAD+ (nicotina adenina
dinucledtido), por parte de la cadena de fosforilacion oxidativa ocurrida dentro de la
mitocondria, funcionando como aceptor y sustituto en la peroxidacion de lipidos y otras
moléculas (&cidos nucleicos). La expresibn de estos genes, puede ser inducido
rapidamente por exposicion sistémica a diversos estresores; como el frio, ejercicio agudo
y ayuno. Todas estas pueden considerarse como situaciones fisiologicas que aumentan la
demanda mitocondrial de energia en forma cal6rica o quimica, y por lo tanto son
considerados estimulos que promueven la biogénesis mitocondrial y la mejora en el
funcionamiento antioxidante (Wright y col., 2007). Probablemente la actividad fisica del
musculo en un ejercicio agudo sea insuficiente para generar esta mejora en el

funcionamiento antioxidante.
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VII. CONCLUSIONES

v

El estrés prenatal por IMO cronico produce, durante la vida adulta,
alteraciones en las condiciones basales del eje HHA, siendo la secrecion de
COR vy sus niveles séricos significativamente elevados en los animales EP,
hecho que sugiere hiperactividad del eje HHA.

En los machos adultos EP provenientes de madres sometidas a IMO
cronico, el estrés agudo desencadenado por la prueba de nado forzado se
manifiesta por una mayor secrecion de COR, indicando hipersensibilizacion
del eje HHA y reconocimiento de un estrés diferente.

El estrés prenatal por IMO crénico produce crias que durante su vida poseen
hiperglucemia. Un estresor fisico del tipo agudo como el NF, muestran una
respuesta hiperglucemiante similar tanto en animales controles como en EP.
El estrés prenatal por IMO crénico, produce un aumento del estrés oxidativo
de las crias, en el tejido hepético.

El estrés prenatal por IMO crénico y el estrés agudo NF, genera en un
aumento del estrés oxidativo en el musculo estriado voluntario de las crias
adultas. El estrés oxidativo es mayor en animales EP sometidos a NF en su
vida adulta, reflejado en una mayor produccion de moléculas terminales de

la peroxidacion lipidica (MDA).
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VIIl. PERSPECTIVAS

Hasta ahora nos hemos concentrado en las respuestas a una sola sesion de
ejercicio agudo. Sin embargo, existen efectos adaptativos diferentes en cuanto a la
exposicion cronica y dosificada (entrenamiento) a los estresores fisicos regulares. Sin
embargo, en nuestra investigacion hemos llegado a afirmaciones concretas con respecto
a una exposicion prenatal (IMO), y su relacion con respecto a estresores post natales
percibidos en la vida adulta, en este caso ejercicio fisico agudo, continuo de 20’, por nado
forzado (NF).

e Determinar parametros de la regulacion de la glucemia y estrés oxidativo en
ratas macho EP por IMO y sometidas a un estrés cronico por nado.
e Profundizar el estudio en Estrés oxidativo en higado y muasculo frente a un

estrés cronico por nado.
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