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RESUMEN

El ambiente prenatal ejerce profundas influencias sobre el desarrollo de un organismo y
puede predisponerlo a disturbios adaptativos en la vida postnatal. En el hombre, el
estrés prenatal (EP) puede inducir retardo mental y disturbios del suefio en el nifio, una
mayor propension a la incorporacion de drogas, la alteracion de la funcién sexual, un
aumento de la incidencia del desorden de déficit de la atencion con hiperactividad e
hiperansiedad, efecto este ultimo observado también en animales de experimentacion.
El EP en la rata produce la disminucion del peso corporal, altera el eje hipotalamo-
hip6fiso-adrenal (HHA), la madurez sexual de los machos y el desarrollo inmunolégico.
El objetivo de esta tesis fue investigar el efecto de un EP fisico, crénico, impredecible e
inescapable, en ratas adultas, sobre la respuesta inmunolégica y su relacién con la
actividad del HHA y del sistema nervioso simpético. Se utilizaron ratas Wistar macho,
adultas, EP, en condiciones estdndar de bioterio. Se estudiaron los niveles de la
corticosterona (COR) plasmatica, las glandulas adrenales y la glucemia. Para realizar el
estudio de pardmetros inmunes se determinaron los perfiles de los glébulos blancos, la
proliferacion de los linfocitos T del bazo y el tamafio y el numero de células de este
6rgano. La incidencia del sistema nervioso simpdatico sobre la respuesta inmune se
determiné por el bloqueo de los receptores adrenérgicos 3 sobre los glébulos blancos y
la glucemia. Los resultados muestran que la COR plasmaética basal es mayor en los EP.
Cuando son expuestos al mismo estrés agudo, en la vida adulta, la COR aumenta menos
que en sus controles. Ademds aumenta la relacién corteza:médula adrenal, sin
modificacion del tamafio total de la glandula. La glucemia basal es mayor en los
animales EP, desapareciendo esa diferencia luego del estrés agudo. El estrés agudo
disminuye el nimero de leucocitos y linfocitos y aumenta el de los neutr6filos menos en
los animales EP. La relacion neutrdfilo/linfocito, un indicador de estrés, es menor en los
animales EP, lo que podria indicar que el estrés agudo postnatal es percibido como
menos estresante por estos animales. No se modificé el peso del bazo pero aument6 el
numero de sus células mononucleares en los EP por lo que podria haberse producido
una retenciéon de linfocitos sanguineos en el bazo, provocada por los mayores niveles
basales de COR plasmatica que favoreceria la salida de estas células desde la sangre
hacia otros 6rganos inmunes, como el bazo, a fin de ponerse, en ellos, en contacto con
los antigenos. El propranolol no revirti6é los cambios inducidos por el estrés sobre los
glébulos blancos, por lo cual ese efecto no se deberia a la accién del sistema nervioso
simpatico. La proliferacion de los linfocitos T es menor, en condiciones basales, en los
animales EP. Frente al estrés agudo, la proliferacién disminuyé menos en los EP,
respondiendo posiblemente a la menor concentracion de los glucocorticoides en estos
animales. En conclusién, habria una alteracién en la redistribucién de los globulos
blancos y una disminucién en la respuesta funcional de los linfocitos T del bazo, tanto
en condiciones basales como frente a un nuevo estrés. Esto podria significar no solo una
reduccién del abordaje de los 6rganos en los cuales se pondrian en contacto con el
antigeno sino también de la capacidad fisioldgica de responder a esos antigenos y una
menor capacidad de respuesta inmunolégica frente a la invasién de microorganismos al
cuerpo. Ademas la alteracién de la funcién inmunolégica se deberia, al menos en parte,
a una alteracion en la funcionalidad del eje HHA, el cual es hiperactivo en condiciones
basales pero sufre habituacion frente al mismo estrés.
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INTRODUCCION

El ambiente prenatal ejerce profundas influencias sobre el desarrollo de un
organismo y puede predisponerlo a disturbios adaptativos en la vida postnatal, los
cuales varian considerablemente, dependiendo de la naturaleza, la intensidad y la
duracion del estresor al que esté expuesta la hembra gestante, como asi también del
estadio de la gestacion en el cual es aplicado el estimulo estresante.

En el hombre, el estrés prenatal puede inducir retardo mental y disturbios del
suefio en el nifio (Stott D. N., 1973; Schell L. M., 1981), una mayor propension a la
dependencia de drogas (Deminiére y col., 1992), una alteracién de la funcién sexual
(Ward, 1. L., 1972), un aumento de la incidencia en el déficit de la atencién con
hiperactividad (Clements, A. D., 1992) e hiperansiedad. Este tltimo efecto también fue
observado en animales de experimentacion (Weinstock, M., 1997).

Segin estudios realizados en nuestro laboratorio, la aplicaciéon de estimulos
estresantes durante la prefiez en ratas produce en la cria, la disminucién del peso
corporal, afecta el eje hipotdlamo-hipdfiso-gonadal de los machos, repercutiendo en la
madurez sexual de la mismos (Tesis doctoral, Rodriguez, N., 2000). Por otro lado se ha
comprobado que el estrés prenatal altera el desarrollo inmunolégico (Klein, S. y D.
Rager, 1995; Coe, C. y col., 1996). De todos los aspectos estudiados, el que lo ha sido
con mas intensidad, es el referido a los efectos del estrés prenatal sobre el
funcionamiento del sistema neuroendécrino y el comportamiento de las crias, pero poco
se conoce de los efectos sobre la funcién inmune de las mismas (Tuchscherer, M. y col.,
2002)

En este marco, resulta de fundamental importancia destacar que los sistemas
neuroenddcrino e inmune juegan los roles principales en la adaptacién y por lo tanto en
la supervivencia de los individuos (Chrousos, G. y P. Gold, 1992; Chrousos, G. 1995);
habiéndose logrado reconocer vias de interrelacion bidireccionales entre el sistema
nervioso central (SNC) y el sistema inmunolégico (SI) (Blalock, J. E., 1989; Black, P.
H., 1994; Dekloet, E. R. y col., 1994; Torpy, D. J. y col., 2000).

La comprensién de los procesos de interaccion de ambos sistemas frente al

estrés, en un modelo tan complejo como el de la rata prefiada, y sus consecuencias
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posteriores en las crias, puede verse facilitado por el abordaje previo de cada uno de

ellos por separado.

EL ESTRES

El estrés se define como un estado de desequilibrio o amenaza de la homeostasis
provocado por un agente estresante (estresor) de naturaleza fisica, medioambiental o
psicolégico. Los estresores o amenazas a la estabilidad del medio interno son
contrarrestados por fuerzas adaptativas del organismo, colectivamente Illamados la
respuesta adaptativa o inespecifica, en la cual el SNC ejerce su influencia a través del
sistema central del estrés cuyos componentes son:

a- La hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y la hormona arginina vasopresina

(AVP), ambas del hipotdlamo.

b- La noradrenalina del locus ceruleus (NA-LC) y las neuronas autondémicas del
sistema simpé4tico del tallo cerebral.

Como se puede observar en la figura 1 tanto la CRH como la AVP son secretados al
sistema hipotdlamo portal hipofisario en respuesta a distintos tipos de estrés y actian
sobre receptores especificos en la hipofisis para liberar la hormona adrenocorticotrofina
(ACTH). Esta, estimula a su vez, la sintesis y la liberacién de los glucocorticoides (GC)
por parte de la corteza adrenal. Este conjunto de gldndulas y hormonas interactuantes se
conoce con el nombre de eje hipotalamo-hip6fiso-adrenal (HHA). La actividad del eje
HHA es inhibida por la retroalimentacion negativa ejercida por los GC basicamente en
tres zonas: el hipocampo, el nticleo paraventricular del hipotdlamo (NPV) y la
adenohipéfisis. En la rata, el principal GC secretado por la corteza adrenal es la
corticosterona (COR), la cual ejerce su accién de retroalimentacion negativa a través de
los receptores de mineralocorticoides (RM) de alta afinidad, tipo I y de los receptores de
glucocorticoides (RG) de baja afinidad, tipo II. La mayor expresion de RM y RG se
encuentra en el hipocampo y se sabe que los niveles basales de COR ocupan
predominantemente los RM, mientras que durante el estrés y el pico circadiano se
ocupan progresivamente los receptores RG (De Kloet, E., 1995, Oitzl M. y col., 1995,
Aguilera, G., 1994, Dallman, M., 1993, Young E. y col., 1995)



Con respecto a los componentes NA-LC y las neuronas autonémicas del sistema
simpético central, ejercen su efecto estimulando tanto al sistema nervioso simpdtico
sistémico (SNS) como al sistema simpatico adrenomedular (SAM), los cuales producen
las catecolaminas (CA): noradrenalina (NA) y adrenalina (A), en forma predominante,
respectivamente. El sistema del estrés tiene una actividad circadiana basal, pero también
responde a estresores fisicos y emocionales, manteniendo la homeostasis basal y la
relacionada al estrés. A través de las sustancias por €l producidas, regula el
comportamiento, el metabolismo energético y lo adapta al estrés, lo cual produce
modificaciones en la glucemia, la funcién cardiovascular, la termogénesis y la funcién
inmune innata y adaptativa (Chrousos, G. y P. Gold, 1992; Chrousos, G., 2000).

Por ello es relevante considerar que los estimulos estresantes se clasifican teniendo
en cuenta miltiples factores. Entre ellos, si los estimulos son fisicos, psicologicos o
poseen ambos componentes. En este sentido Lazarus, R. (1993), ha prestado mucha
atencion a la valoracion cognitiva de las situaciones estresantes y a la importancia de los
mecanismos psicologicos (técnicas de enfrentamiento a la situacién o “coping’) que se
ponen en marcha para hacer frente a estas situaciones. Para este investigador, la
respuesta emocional estd siempre precedida de una valoracién cognitiva de la situacion
que es la que determina su valor emocional y, como consecuencia, los cambios de
comportamiento y fisiologicos subsiguientes. Otro aspecto que influye sobre la
respuesta al estrés es la duracion del mismo, criterio que permite clasificarlo en agudo y
cronico. El primero consiste en la exposicion del organismo al estresor una sola vez,
mientras que en el segundo el estimulo se repite, ya sea en forma continua o
intermitente. Otra caracteristica que afecta considerablemente la respuesta, es la
posibilidad que tiene el animal de ejercer algiin tipo de control sobre la situacion
estresante, lo que ha permitido clasificarla en escapable e inescapable. Muchas
respuestas obtenidas cuando se aplica un estimulo se deben a la imposibilidad de ejercer
el control sobre el mismo y no a su nocividad real (Weiss, M., 1972; Morméde, P. y
col., 1988). Finalmente, cabe destacar la importancia del momento en el que se aplica el
estimulo, ya sea que el animal sea expuesto, tanto al mismo como a diferentes
estresores, a la misma hora y / o dias o en momentos variables (Marti, O. y A. Armario,
1998).
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RESPUESTA NEUROENDOCRINA E INMUNE AL ESTRES

ESTRES

CEREBRO Sist. Limbico

Ser NA ACh _
L 1
+ +
+ +
HIPOTALAMO Vv + v
—_
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TALLO
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Fig.l. CRH, hormona liberadora de corticotrofina, Ser, serotonina; Ach, acetilcolina, POMC, proopiomelanocortina; SNS,
sistema nervioso simpatico, NA, noradrenalina; A, adrenalina, LC, locus coeruleus, AVP, argininvasopresina; DOP, dopamina;
SOM, somatostatina, GH, hormona del crecimiento; PRL, prolactina; ACTH, adrenocorticotrofina, GC, glucocorticoide; f END,
endorfina; ENC , encefalina; NP, nervios periféricos, MA, médula adrenal; CA, corteza adrenal; IL, interleuquinas; INF, interferon,;
TNF-q, factor de necrosis tumoral-a. SNS eje Hipotalamo-Hipofiso-Adrenal = Sistema Inmune Black, P. 1994



EL ESTRES Y EL SISTEMA INMUNE

El estrés influye sobre la respuesta inmune innata y especifica, primariamente a
través del sistema del estrés, que hemos descrito anteriormente. Ya Selye, en los afios
30, comprobd que las glandulas adrenales influian sobre el timo y los nédulos linfaticos,
disminuyendo su tamafio. Posteriormente, se encontr6 que los GC inhibian la
proliferacién linfocitaria, su migracion, su citotoxicidad y suprimian la secrecion de
ciertas citoquinas proinflamatorias tales como la inteleuquina-2 (IL-2) y el interferén-y
(IFN-y). Estos hallazgos condujeron a la conclusioén inicial de que el estrés es, en
general, inmunosupresor. Sin embargo, recientemente se ha obtenido la evidencia
convincente de que la CRH, los GC y las CA, como asi también otros productos del
estrés, influyen en la respuesta inmune tanto en sus niveles basales, como en los niveles
elevados que se producen durante el estrés.

Por otro lado, algunos cambios inmunes que amenazan la estabilidad del medio
interno, pueden ser reconocidos como estresores, que activan el sistema del estrés para
ayudar a recuperar la homeostasis.

Las fibras nerviosas postganglionares simpaticas productoras de NA y
neuropéptido Y (NPY) inervan tanto el misculo liso de los vasos sanguineos como el
parénquima de los érganos linfoides primarios y secundarios. Posiblemente tanto la NA
como ¢l NPY liberados de estas fibras, juegan un rol en el control del flujo sanguineo
hacia estos 6rganos y en el trifico de los leucocitos en los vasos. Otras fibras
noradrenérgicas inervan el parénquima de los tejidos linfoides y pueden ejercer roles
inmunomoduladores por alteracién de la actividad local de los leucocitos. Ademds de la
inervacion por el SNS, todos los 6rganos linfoides reciben también inervacién sensorial
peptidérgica, la cual esta confinada al parénquima. Esta inervacién puede ejercer efectos
inmunomoduladores a través de los cambios en la degranulacion de los mastocitos
dentro del parénquima de los érganos linfoides (Chrousos, G., 2000).

La respuesta inmune especifica requiere, para ser efectiva, de una cerrada
cooperacién entre los linfocitos B, los cuales son responsables de la elaboracién y la
secrecion de los anticuerpos y los linfocitos T, responsables de la inmunidad mediada

por células. Los linfocitos T que estdn involucrados en esta cooperacion son conocidos
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como células T colaboradoras (Th). Ellos existen en dos subtipos, los cuales se
diferencian por las linfoquinas que producen. Los linfocitos Thl producen
principalmente IL-2 e IFN-y, los cuales estimulan adicionalmente el crecimiento celular
y la activacion de los macréfagos. Los linfocitos Th2 producen principalmente
inteleuquina-4 (IL-4) e interleuquina-10 (IL-10) las cuales desactivan macréfagos y
estimulan a las células B a multiplicarse y diferenciarse en células plasméticas, las
cuales secretan los anticuerpos. “/r vivo”, algunas respuestas inmunes se inician como
Thl y finalmente cambian a Th2. Los GC parecen ser parte de los mecanismos que
conducen el cambio de una respuesta Thl a una Th2, lo que generaria una disminucién
de la inmunidad mediada por células (Dantzer, R., 1997). Estas hormonas inhiben,
ademads, la expresion de las moléculas de adhesion sobre la superficie de las células
inmunes por un mecanismo de alteracioén de la velocidad de transcripcion de genes que
responden a ellas o por cambios en la estabilidad de los ARNm de varias proteinas
involucradas en la inflamacion (Chrousos, G., 2000).

En fin, el efecto del estrés sobre la inmunidad celular o humoral de los
organismos, estarfa mediado por una accién coordinadora del SNC sobre las vias
nerviosas simpaticas y el eje HHA, ambos de gran importancia en la regulacion “in
vivo” de la funcién inmune.

Los efectos del estrés sobre la respuesta inmune mediada por células pueden
incluir:

a- Alteracion en las reacciones de hipersensibilidad retardada (Blecha, F. y col., 1984).
b- Reduccién en la proliferacion de los linfocitos T inducida por mitégenos y
disminucién de la actividad de los NK (Keller, S. y col., 1981; Jain, A. y col., 1991).
c- Cambios en el trafico celular de los linfocitos y los neutrofilos (Dhabhar, F. y col.,
1995; Mizobe, K. y col., 1997).
Por otro lado, los efectos sobre la respuesta humoral podria implicar:
a- La alteracién en la produccion de inmunoglobulinas (Ig) (Margni, R., 1996).
b- La disminucién en la proliferacién inducida por mitdgenos, de los linfocitos B del
bazo y de la sangre periférica, (Nelson, C. J. y D. T. Lysle, 1998)
La respuesta inmune obtenida frente a una situacion de estrés, depende de muchos

aspectos que deben ser tenidos en cuenta, ya que la naturaleza precisa de los efectos
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observados depende del tipo de respuesta inmune, de las caracteristicas fisicas y
psicolédgicas de los estresores y del momento en que se produce el estrés, relacionado a
la induccién y expresion de los eventos inmunes (Dantzer, R. y K. Kelley, 1989).

Estudios anatomicos han revelado una extensa presencia de fibras nerviosas
simpaticas noradrenérgicas que inervan los vasos y el parénquima rico en linfocitos y
macroéfagos de los érganos linfoides primarios y secundarios (Felten, D. y col., 1987,
Chrousos, G. e 1. Elenkov, 2000). Esta evidencia de la comunicacién entre el SNC y el
sistema inmune, sugiere que el desarrollo de este ultimo puede ser influenciado por el
SNS (Dantzer, R., 1997), habiéndose informado que la liberacion de NA en el bazo
alcanza los niveles del adulto, entre los 56 y 90 dias de edad de la rata,
aproximadamente (Ackerman, K. y col., 1991).

Estudios llevados a cabo por diversos autores, muestran un efecto del SNS sobre
los parametros de la inmunidad celular. Asi, la administracion de nadolol, un
antagonista de los receptores adrenérgicos beta, revirtio la supresion de la proliferacién
de los linfocitos B y T, en ratas sometidas a estrés quirtargico (Nelson, C. J. y D. T.
Lysle, 1998). Por otra parte, Irwin, M. (1994) logré revertir la supresién de la
citotoxicidad de los NK inducida por la infusién de CRH, mediante la administracion
intraperitoneal de antagonistas de los receptores adrenérgicos beta, (tanto del
antagonista adrenérgico beta no selectivo, propranolol, como del antagonista
adrenérgico selectivo beta-2, butoxamina). Esto sugiere que la activacién aguda del
SNS deprimiria la funciéon inmune celular a través de mecanismos mediados por los
receptores adrenérgicos beta 2, presentes en los linfocitos. Por su parte, Sudo, N. y col.
(1997) hallaron que el SNS estd involucrado significativamente en los cambios de la
distribucién de las células inmunes, cuando las ratas son sometidas a estrés por
restricciéon de movimiento. Esta posibilidad también ha sido propuesta por Bauer, M., y
col. (2001), quienes sugieren que las CA pueden ser responsables, en parte, de la
extravasacion de los linfocitos hacia los tejidos luego de un estrés agudo.

Sin embargo, estudios realizados por Dhabhar, F. S. y col. (1995 y 1996),
sugieren que las hormonas del eje HHA liberadas durante el estrés agudo, modulan el
trafico de los leucocitos y producen una redistribucién de los leucocitos entre la sangre

y otros compartimentos inmunes. En este sentido, demostraron que el aumento de la
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COR plasmaética, inducido por el estrés agudo, se acompafia por una significativa
disminucién en el nimero y la proporcién de los linfocitos en el timo, en el bazo y en la
sangre periférica; y un aumento en el numero y proporcién de los neutréfilos
sanguineos. Estos efectos fueron revertidos por adrenalectomia. Se postula que los
linfocitos salen del torrente sanguineo y se dirigen hacia distintos érganos y regiones del
cuerpo a vigilar la zona afectada y a ponerse en contacto con los antigenos. Por otro
lado, se ha demostrado que altos niveles de COR disminuyen la respuesta mitogénica de
los linfocitos T de la sangre periférica, mientras que bajos niveles de la hormona tienen
efectos estimulatorios (Wiegers, G., 1993).

Ademas, se ha comprobado, que tanto la via simpdtica como la del eje HHA
activadas durante el estrés poseen mecanismos de retroalimentacion ejercidos por el SI
sobre el SNC, cuyo objetivo es regular la respuesta desencadenada durante el estrés
(Kennedy, S. y A. C. Collier, 1994; Laudenslager, L y col., 1983; von Hoersten, S. y
col., 1993). En este sentido, estd claramente demostrado que las citoquinas
proinflamatorias tales como la IL-1, IL-6 y el TNF-o, que son liberados de las células
del sistema inmune durante la activaciéon del mismo, pueden afectar la funcion del SNC
(Black, P. H., 1994; Dantzer, R., 1997). En general, los datos sugieren que las
citoquinas estimulan la liberacion de CRH hipotalamico, lo cual resulta en un aumento
de la liberacion de glucocorticoides y una mayor actividad del SNS eferente, cuyos
efectos son la disminuicion de la activacion del SI y de la produccion de niveles
incrementados de citoquinas por el mismo (Black, P. H., 1994; Dekloet, E. R. y col.,
1994; Torpy, D. J. y col., 2000). Esta retroalimentacidn, se realiza sobre los macr6fagos
y las células mononucleares activados, generando un “down-regulation” de la sintesis
de las citoquinas proinflamatorias (Besedovsky, H. O. y col., 1986). In vitro, Platzer, C.
y col. (2000), demostraron que las CA estimulan directamente la liberacion de la IL-10
antiinflamatoria, en células monociticas, lo cual es coincidente con los hallazgos de una
asociacion entre la activacion del SNS y la liberacion de la IL-10, in vivo, seguida de
inmunosupresion.

Los principales aspectos explicados en las paginas anteriores se muestran en la

figura 2.
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Fig. 2. Efecto de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) e histamina de los
mastocitos, glucocorticoides y catecolaminas sobre el balance Th1/Th2 y en
consecuencia sobre la inmunidad humoral y celular. La influencia del estrés y el
CRH sobre las respuestas inflamatoria-inmune y alérgica por la estimulacién de la
secrecion de los glucocorticoides, las catecolaminas y del CRH periférico (inmune)
y por alteracion de la produccion de citoquinas regulatorias claves e histamina. El
CRH* también se libera de nervios sensitivos cuando son activados. Las lineas
solidas representan estimulacion y las lineas cortadas representan inhibici6n.
Abreviaturas: CRH, hormona liberadora de corticotrofina periférica (inmune); NA,
noradrenalina; NK, células natural killer o asesinas naturales; GR, receptor de
glucocorticoides; T, linfocito T; B, linfocito B; Th, linfocito helper o colaborador;
Te, linfocito T citotéxico; Eo, eosindfilo; IL, interleuquina, TNF, factor de necrosis
tumoral; IFN, interferén. Elenkov, I. And Chrousos, 2000.



EL ESTRES MATERNO Y SU EFECTO EN EL SISTEMA
NEUROENDOCRINO E INMUNE DE LA CRIA.

Teniendo en cuenta que no hay una conexién neural directa entre el feto y la
madre, cualquier cambio en el sistema neuroenddcrino del feto inducido por estrés
materno, se espera esté mediado por las hormonas de la madre. Estas hormonas son
COR, CA, ACTH y B-END, entre otras. La COR materna es secretada a la sangre,
alcanza la placenta, y desde alli llega a los tejidos periféricos y al cerebro fetal (Zarrow,
M. y col., 1970; Fisher, L. y M. Brown, 1991). En este sentido, se ha demostrado que
cuando se expone a la hembra prefiada a un estrés por restriccion de movimiento, se
produce un aumento de tres a cuatro veces en la cantidad de la COR plasmaitica
(Barlow, S. M. y col., 1978) y que la exposicion repetida a un estrés incontrolable por
restricciéon de movimiento y shock eléctrico, aplicado diariamente durante toda la
gestacion, produce una prolongacion en el tiempo de esos niveles elevados de la
hormona. (Koehl M. y col., 1999). Estos resultados, junto a los hallazgos de que el
estrés cronico induce la reduccion de los niveles circulantes de la globulina fijadora de
corticosteroides (CBG) maternos, sugieren un aumento en los niveles plasmaticos de la
COR libre, habiéndose encontrado luego del estrés materno, una correlacién positiva
entre los niveles de la COR plasmdtica materna y fetal (Takahashi, L. y col., 1998).

Una serie de estudios realizados en las crias de roedores y de primates no
humanos, adultos, estresadas prenatalmente (EP) con diferentes tipos de estresores,
revelaron una alteracion en la regulacion del eje HHA de las mismas. En este sentido, se
ha demostrado que las ratas EP tienen niveles significativamente mayores de CRH en la
amigdala y muestran una mayor liberacion de este péptido en respuesta al estrés (Cratty,
M. S. y col., 1995). Por otro lado, los hijos de las madres expuestas a un estrés
incontrolable durante la prefiez, tienen significativamente mayores concentraciones
plasméticas de ACTH (Takahashi, L. y col., 1988 y 1990).

Existen resultados dispares en referencia a los niveles de los glucocorticoides
producidos por la glandula adrenal, en crias de ratas y monos rhesus estresadas
prenatalmente. Algunos autores encuentran que en condiciones basales, las mismas

poseen mayores niveles de COR que sus controles (Clarke, A. y col., 1994; Fride, E., y
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col., 1986; Peters, D., 1982), mientras que otros autores no encuentran estas diferencias
(Barbazanges, A. y col., 1996; Henry, C. y col., 1994; Maccari, S. y col., 1995,
Takahashi, y col., 1992). La actividad del SNS fue mayor en los animales EP, ya que
Weinstock, M. y col. (1998) encontraron mayores niveles de NA y dihidroxifenilglicol
(DHPG).

Por otro lado, hay un creciente cuerpo de evidencias de que el estrés aplicado
durante la prefiez en ratas puede alterar la regulacion neuroenddcrina y comportamental
frente a un nuevo estrés en las crias adultas. Asi, se han encontrado resultados
contradictorios, ya que se ha determinado que el estrés prenatal produce en algunos
casos niveles disminuidos de la COR plasmatica (Ader, R. y S. Plaut, 1968; Pollard, L.,
1984; Williams, M. y col., 1999) en otros similares (Takahashi, y col., 1992; Stéhr, y
col., 1998) y en otros aumentados (Henry, C. y col., 1994; Peters, D., 1982; Weinstock,
M. y col,, 1992 y 1996; Takahashi, y col., 1991; Maccari, S. y col., 1995; McCormick,
C. y col., 1995; Fride, E. y col., 1986; Vallée, M. y col., 1997; Barbazanges, A. y col.,,
1996), hecho que debe ser estudiado con més profundidad.

Otro hallazgo importante ha sido que el EP afecta el ritmo circadiano del HHA,
ya que las crias de ambos sexos, estresadas prenatalmente por restriccion, presentaron
mayores niveles de secrecion de COR, tanto total como libre al final del periodo de luz.
Ademas, se observ) hipercorticismo en el ciclo diurno completo, en las hembras. Estos
resultados se produjeron sin la existencia de fluctuaciones diurnas de la ACTH en
ninguno de los grupos (Koehl, M. y col., 1999).

Uno de los mecanismos por los cuales se podria generar la hiperactividad del
HHA en los animales EP, involucraria la accion de los elevados niveles de los
glucocorticoides de la madre sobre el feto, en el momento en que el eje HHA del mismo
se esta desarrollando. Esto ocurre entre los dias 17 al 19 de la gestacion y podria tener
marcadas repercusiones a largo plazo en los animales EP, disminuyendo la eficiencia de
los mecanismos de retroalimentacion negativos sobre el eje HHA lo cual resultaria en
una hiperactividad basal del mismo (Barbazanges, M. y col., 1996). Ademads, es
necesario destacar, que varios estudios en los que se utilizaron diferentes tipos de
estresores o el tratamiento con dexametasona en ratas prefiadas, demostraron que la

respuesta al EP sobre la funcion del eje HHA es diferente en las crias hembras que en
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las crias machos (McCormick C. M. y col.,, 1995; Weinstock, M. y col., 1992;
Weinberg, J., 1991; Li Liu y col., 2001).

A su vez, en estudios de Reul, JJM. y col. (1994) en los que se estimula la
respuesta inmune celular durante la prefiez, se inducen anormalidades en la funci6n del
eje HHA en las crias adultas, de lo que podemos sugerir una homeostasis bidireccional
entre ambos sistemas.

El bloqueo de la secrecion de COR materna, inducida por estrés durante la
gestacion, mediante la adrenalectomia con tratamiento sustitutivo de COR, suprime la
respuesta prolongada de la COR inducida por estrés observada en adultos EP. Ademas
la administracion de COR a estas madres, en cantidades semejantes a las producidas por
el estrés, reinstala los efectos inducidos por el EP (Barbazanges M. y col., 1996).

Por otro lado, los hallazgos de mayores niveles de NA y de dihidroxifenilglicol
(DHPG), en ratas adultas EP por efecto de choques eléctricos intermitentes, indican una
mayor activacion del SNS en respuesta a un nuevo estrés (Weinstock, M. y col., 1998).
Esto demostraria que el estrés prenatal también induciria cambios a largo plazo en la
sensibilidad del SNS, los cuales se evidencian al exponer al animal a un nuevo estrés.

Como podemos ver, los efectos del EP sobre el sistema neuroenddcrino de las
crias han sido estudiados extensamente pero se conoce poco de los efectos del EP sobre
la funcion inmunoldgica de las mismas (Tuchscherer, M. y col., 2002). Ademas los
resultados varian considerablemente, dependiendo de una diversidad de factores tales
como el tipo y duracién del estrés, parametros inmunolégicos estudiados, momento y
predecibilidad de la aplicacion del estimulo estresante, edad de la cria, sexo, etc.

La alteracién de la funcion inmune de crias EP podria implicar mecanismos que
involucran la accién directa de las hormonas del estrés materno sobre las células
inmunes del feto en un momento critico de su diferenciacion (Kay, G. y col., 1998).

En vista de la variedad de los resultados informados en la bibliografia
consultada, referidos a los efectos del EP sobre el SI, la siguiente pretende ser una
sintesis orientadora de los mismos. Cuando se usé etanol como EP, en las ratas, no se
obtuvieron modificaciones, en condiciones basales en:

- El nimero de células mononucleares del bazo

- Larespuesta de los linfocitos del timo a la accion de la IL-2
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- La proliferacion de los linfocitos B
- Laproduccion de IL-2 (Weinberg, J. y T. R. Jerrells, 1991).
Mientras que si se obtuvieron diferencias significativas en los siguientes
pardmetros, medidos por los mismos autores:
- La disminucién del niimero de linfocitos del timo
- Ladisminucion de la proliferacién de los linfocitos T del bazo
- La disminucién de la produccion de IgG frente a la exposicion prenatal a estrés
inescapable (Sobrian, S. y col., 1997).
- La disminucion de la proliferacién de linfocitos T, en machos, pero no en hembras,
tratados con dihidroepiandrosterona (DHEA) in nitero (Shelat, S. y col., 1997).
- Ladisminucidén en la produccion de IL-6 y TNF-o (Coe, C. y col. 2002).

En otros estudios se determinaron los efectos de un estrés postnatal en los animales
EP. Asi, la proliferacion de los linfocitos B del bazo fue menor frente a un estrés
postnatal por shock eléctrico en la cola, en las ratas EP por medio de ruido y flashes de
luz aplicados 3 veces / semana. Esta disminucién fue mayor en las hembras que en los
machos (Kay, G. y col., 1998). Sin embargo, la aplicacion de estrés postnatal por frio en
ratas EP con etanol, produjo un aumento de la proliferacién de los linfocitos B, en las
ratas hembras pero no en los machos (Giberson, P. K. y col., 1997). Con respecto a la
produccién de inmunoglobulinas, también muestra resultados dispares, ya que, aunque
en general la disminucion de la produccion de inmunoglobulina G (IgG) es el resultado
obtenido con mayor frecuencia, el efecto fue el opuesto en los machos EP mediante
shock eléctrico inescapable o no se obtuvieron diferencias en este pardmetro cuando se
utilizé un EP psicolégico (Sobriana, S. y col., 1992).

Giberson, P. K. y col. (1997) encontraron que la proliferacion de los linfocitos T
aumento significativamente en las hembras pero no en los machos, mientras que
Weinberg, J. y T. R. Jerrells (1991), usando etanol tanto en las hembras prefiadas como
postnatalmente en sus crias, obtuvieron una disminucién en esta proliferacion, en los
machos pero no en hembras. Por su parte, trabajos realizados por Kay, G. y col. (1998),
muestran solo una tendencia a la disminucién en la proliferacion de los linfocitos T del

bazo, la cual fue mayor en los machos que en las hembras.
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Estos mismos autores estudiaron la citotoxicidad de los linfocitos NK en el bazo
y en la sangre periférica y en ellos encontraron una disminucion significativa de este
pardmetro en los animales EP, sometidos al estrés postnatal por shock eléctrico.

Por otro lado, la produccion de IL-6 y de TNF-a por los linfocitos de la sangre

disminuy6 en monos, usando el mismo estrés pre y postnatal (Coe, C. y col. 2002).

Como podemos ver, son muchos los factores involucrados en las diferentes
respuestas a un tipo de estrés y dentro de ellos juegan un rol fundamental la especie, el
género y la edad de los animales utilizados.

Sobre la base de estos antecedentes se plantearon la hipédtesis y los objetivos

siguientes:

HIPOTESIS

Las ratas estresadas prenatalmente manifiestan una alteracion en la reactividad
de su eje hipotdlamo-hip6fiso-adrenal, en su sistema nervioso simpético y en la

respuesta inmunoldgica, durante la vida adulta.

OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto de un estrés prenatal fisico, crénico, imprevisible e
inescapable, en las crias macho adultas, sobre la actividad del eje hipotdlamo-hip6fiso-
adrenal, del sistema nervioso simpatico y su relacion con la respuesta inmunoldgica,

luego de una exposicion aguda al mismo estrés.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
Investigar el efecto de un estrés prenatal fisico, cronico, imprevisible e

inescapable, en las crias macho adultas, sobre la actividad del eje hipotdlamo-hip6fiso-

adrenal luego de una exposicion aguda al mismo estrés.
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Investigar el efecto de un estrés prenatal fisico, crénico, imprevisible e
inescapable, en las crias macho adultas, sobre la influencia del sistema nervioso
simpatico en pardmetros inmunes y metabdlicos, luego de una exposicién aguda al

mismo estrés.
Investigar el efecto de un estrés prenatal fisico, crénico, imprevisible e

inescapable, en las crias macho adultas, sobre pardmetros inmunol6gicos, luego de una

exposicion aguda al mismo estrés.

16



MATERIAL Y METODOS

Animales

Para la realizacion de este trabajo se usaron ratas albinas, Wistar, macho, de 3 a
4 meses de edad, de 300-350 g de peso corporal (PC), hijos de madres sometidas a
estrés por inmovilizacién en plancha (IMO) (Bertuzzi y col., 2003) durante 30 minutos,
tres veces por semana, en dias variados, durante las dos ultimas semanas de prefiez (EP)
y utilizando como controles a animales no estresados (CP). A todos los animales se los
mantuvo en condiciones estandar de bioterio (periodo de luz desde las 7.30 hasta las
19.30 hs y temperatura 20 £ 2 °C) y se les suministré agua y alimento “ad libitum”.
Luego del nacimiento se dejaron 8 crias por camada. El destete fue realizado a los 21
dias postnacimiento. En ese momento se eligieron al azar 4 machos por camada a fin de
poder extraer 2 de ellos para cada grupo experimental, evitando el “efecto camada”
(Chapman, R. H. and J. Stern. 1978), los cuales fueron alojados juntos en una misma
caja. Siete dias antes del experimento, a fin de evitar su manipulacién en los momentos
previos al mismo, se colocaron los animales en cajas individuales. Una misma persona

limpi6 las cajas y aliment6 los animales, evitando otro tipo de estimulo.

Madpres prefiadas

Las hembras fueron apareadas en jaulas grandes en proporcién de 3 hembras por un
macho. Todos los dias entre las 9:00 y 11:00 hs, a cada hembra se le extrajo material
vaginal que se analiz6 al microscopio, a los fines de determinar la presencia de
espermatozoides, provenientes de la copula del macho, durante las horas de oscuridad
del bioterio. Las hembras que tenian espermatozoides en el exudado vaginal fueron
separadas en jaulas individuales, fijdndose este dia como el dia de la fecundacién 6

primer dia de la prefiez.
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Estrés

La sesion de estrés consistioé en la inmovilizacion del animal en una plancha

constituida por una tabla de madera de 20 x 20 cm, con 4 cuatro soportes metélicos

apoya-miembros en sus angulos, a los cuales se sujetan las patas del animal colocado

en dectibito ventral, con cinta hospitalaria (Michajlovskij, N. y col., 1988)

DISENO GENERAL DE LOS PARAMETROS ESTUDIADOS
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DISENO EXPERIMENTAL

El dia del experimento, se formaron dos grupos de animales: los EP y los CP,
conformados cada uno de ellos con animales provenientes de diferentes camadas (dos

de cada camada), con los cuales se realizaron los siguientes experimentos:

Primer experimento

Para llevarlo a cabo se realiz6 el siguiente disefio experimental:

ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL

¢+ Extraccion ¢ Extraccion

de sangre por
decapitacion.
¢+ Obtencién
de las
adrenales.

¢+ Obtencidon

del bazo.

de sangre por
decapitacion.
¢ Obtencion
de las
adrenales

¢ Obtencion
del bazo.

f Estrés postnatal por IMO, 20 min. f

Basal

a- Para demostrar los efectos del EP sobre la funcidn neuroenddcrina de la cria,
se determinaron los niveles plasmaticos de corticosterona y glucosa y se obtuvieron
los indices adrenosomiticos, 1a relacion corteza-médula adrenal y se observaron

las imigenes de la corteza adrenal.
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Para ello, tanto los animales EP como los CP adultos fueron divididos en dos

grupos, los cuales recibieron los siguientes tratamientos postnatales:

Grupo E : una sesidn de estrés por IMO durante 20 minutos (de 10 a 10.20 a.m).
Grupo C: no fueron sometidos a estrés, manipuldndoselos de la misma manera y luego

dejandolos en sus jaulas individuales.

De estos tratamientos surgieron los siguientes grupos: CP-C, CP-E, EP-C y
EP-E.

CP-C: ratas hijas de madres no estresadas, sin estrés postnatal.

CP-E: ratas hijas de madres no estresadas, sometidas a una sesién de estrés por IMO
postnatal durante 20 minutos (de 10 a 10.20 a.m).

EP-C: ratas hijas de madres estresadas, sin estrés postnatal.

EP-E: ratas hijas de madres estresadas, sometidas a una sesion de estrés por IMO
postnatal durante 20 minutos (de 10 a 10.20 a.m).

Para llevarlo a cabo se realiz6 el siguiente disefio experimental.

Finalizado el tratamiento correspondiente, se sacrificaron los animales por
decapitaciébn a fin de obtener muestras de sangre en tubos heparinizados. Este
procedimiento se realiz6 en una sala contigua, teniendo la precaucién de no exponer a
los otros animales al olor de la sangre para evitar un estrés adicional. Con el plasma de
dicha sangre, se determind 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%.

Por otro lado, se determiné la glucemia en todas las muestras, mediante un
equipo comercial enzimatico de Wiener.

La obtencién de las muestras se realizé en todos los casos antes de 2 minutos de
extraido el animal de su jaula o de la plancha de IMO a fin de no modificar, por la

manipulacién, los niveles de las variables estudiadas.
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Ademads, 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 adrenosomético = [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 relacién corteza-médula y obtener las imagenes de
la corteza adrenal, mediante la técnica histolégica convencional, con la tincion de
hematoxilina-eosina. Las mediciones se efectuaron mediante un microscopio Zeiss
asociado a un VIDAS-KONTRON.

b- Para demostrar ¢l efecto del EP sobre la proliferacion de los linfocitos, se

realizaron los cultivos de los linfocitos del bazo estimulados con Concanavalina-A.

Para ello, se utilizaron animales que recibieron los mismos tratamientos que los
empleados en el experimento 1-a, los cuales fueron agrupados de igual manera como
grupos CP-C, CP-E, EP-C y EP-E.

Una vez finalizado el tratamiento postnatal correspondiente, los animales fueron
decapitados a fin de extraerles el bazo bajo condiciones de esterilidad. Luego de
obtenido el organo, se realizaron las pruebas de proliferacion linfocitaria en cultivos
desafiados con una lectina estimulante de la proliferacién de linfocitos T, la
concanavalina-A (Con-A), durante 72 horas. La magnitud de la proliferacion linfocitaria
se determiné mediante la cuantificacion de la captacion de [*H] timidina por las células

de los cultivos del bazo.
¢- Para comprobar el efecto del EP sobre el tamafio del bazo se determiné el

indice esplenosomatico y el niimero de células mononucleares del bazo / peso de

bazo.
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Cuatro dias antes del experimento se pesaron todos los animales, tanto los CP
como los EP. El dia del experimento se los sacrificé por decapitacion, antes y después
de la sesion de IMO agudo de 20 minutos, a fin de extraerles el bazo y pesarlo para

calcular el indice esplenosomadtico de acuerdo a la siguiente relacion:
indice esplenosomatico = [Peso del bazo (g)/ Peso corporal (g)] x 1000

Luego se hizo un recuento en una cdmara de Neubauer, de la cantidad de células
del 6rgano/ml de suspension celular, obtenida por compresion del érgano a través de
una malla con poros de 200 nm. Con este dato se obtuvo el nimero de células

mononucleares / g de bazo.

Segundo experimento

Para demostrar el efecto del EP sobre la distribucién de los leucocitos, se realizo
la determinacion de la cantidad de glébulos blancos y el porcentaje de los subtipos

de leucocitos, correlacionados con la concentracién de COR en la sangre periférica.

Para llevar a cabo este experimento se realizaron medidas repetidas en los

animales EP y sus controles, segiin el siguiente disefio experimental.
ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL

bt

20 60 S0 120 150 /7 330

o §g—P %
—P x
—P %

Basal
Tiempo (minutos)

* Extraccion de sangre
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Se recogieron las muestras de sangre periférica, en un volumen de 100 a 200 ul,
mediante un pequefio corte en la cola de las ratas, inmediatamente después de extraidos
los animales de su jaula para hacer la determinacién basal (0 minutos). Luego se los
someti6 al IMO durante 20 minutos. Finalizado el mismo, se les extrajo sangre a todos
los animales inmediatamente (20 minutos), a partir de la misma herida de la cola, y
luego a los 60, 90, 120, 150 y 330 minutos de iniciado el estrés. A cada muestra de
sangre se le hizo el recuento de globulos blancos en la cdmara de Neubauer y se le
determiné la férmula leucocitaria relativa por medio del examen microscopico de 200
células coloreadas con el método de May Griinwald-Giemsa. En las mismas muestras se

determinaron los niveles plasméticos de COR por RIA.

Tercer experimento

Para determinar el efecto del estrés prenatal sobre la influencia del Sistema
Nervioso Simpético en la cantidad de glébulos blancos y los subtipos de leucocitos en la
sangre periférica se estudié el efecto del bloqueo de los receptores adrenérgicos 3

con propranolol administrado previo al estrés postnatal,

Para ello, los animales EP, fueron divididos en cuatro grupos, los cuales

recibieron los siguientes tratamientos postnatales:

Grupo EP-B-E: se les inyecto intraperitonealmente 4mg/kg del antagonista adrenérgico
B selectivo, propranolol (Bertuzzi, M. y col., 2003), 15 minutos antes de la sesién de

estrés por IMO en plancha durante 20 minutos (de 10 a 10.20 hs).
Grupo EP-B: se les inyectd intraperitonealmente 4mg/kg del antagonista adrenérgico

selectivo B, propranolol, a las 9.45 hs., manteniéndose los animales en su jaula sin ser

sometidos a estrés.
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Grupo EP-V-E: se les inyectd intraperitonealmente 4mg/kg del vehiculo del
bloqueante, 15 minutos antes de la sesién de IMO durante 20 minutos (de 10 a 10.20
hs).

Grupo EP-V: se les inyect6 intraperitonealmente 4mg/kg del vehiculo del bloqueante,
CINa al 0,9 %, a las 9.45 hs, manteniéndose los animales en su jaula sin ser sometidos a

estrés.

B: es el bloqueante adrenérgico 3 selectivo, propranolol.

V: es el vehiculo del propranolol, una solucién de CINa al 0,9 %.

ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL

*
*

—P %

60 90 120 150 330

* * * *

\ B EstrésT T T T // T
% 20 /7
Basal Tiempo (minutos)

* Extraccion de sangre
B = propranolol

Inmediatamente después de extraidos los animales de su jaula, se les extrajo 100
a 200 pl de sangre periférica mediante un pequefio corte en la cola, para hacer la
determinacion basal (0 minutos). Luego se les administro el propranolol o su vehiculo y
15 minutos después se los someti6é a IMO durante 20 minutos. Finalizado el mismo, se

les extrajo sangre a todos los animales inmediatamente (20 minutos), a partir de la
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misma herida de la cola, y luego a los 60, 90, 120, 150 y 330 minutos de iniciado €l
estrés. A cada muestra de sangre se le hizo el recuento de gldbulos blancos en la cdmara
de Neubauer y se le determind la formula leucocitaria relativa por medio del examen

microscépico de 200 células coloreadas con el método de May Griinwald-Giemsa.

Anadalisis estadistico

Para analizar estadisticamente los resultados del experimento 1 referidos a los
niveles de la COR plasmatica, la glucemia, los cultivos celulares, el indice
esplenosomatico y el numero de células mononucleares / g de bazo, se us6 un ANOVA
de dos vias: tratamiento de la madre (estrés prenatal) y tratamiento de la cria (estrés
agudo). Cuando correspondio usar un test “a posteriori” se empleo el test de Duncan.

Para estudiar estadisticamente los resultados del indice adrenosomaético y de la
relacion corteza:médula adrenal se usé un ANOVA de una via: tratamiento de la madre
(estrés prenatal).

Para realizar el andlisis estadistico de los experimentos 2 y 3 en sangre periférica
(el nimero de globulos blancos totales, los porcentajes de los subtipos de leucocitos, los
niveles de COR, asi como los referidos al efecto del bloqueante propranolol, se usé
MANOVA de medidas repetidas de dos vias: tratamiento de la madre (estrés prenatal) y

tiempo. Cuando correspondié usar un test “a posteriori” se emple6 el test de Duncan.

METODOLOGIA

Primer experimento

a- Determinacion de los niveles plasmaiticos de corticosterona y de glucosa;
obtencion de los indices adrenosomaticos, de la relacion corteza-médula adrenal y

de imdgenes de la corteza adrenal.
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Obtencion de las muestras de sangre para la determinaciéon de la COR y la
glucemia.
El dia del experimento se sacrificaron los animales por decapitacion y se obtuvo
la sangre que fue colocada en tubos heparinizados dentro de un recipiente con hielo.
Uno de los tubos (cuya sangre se obtuvo en el término de dos minutos) se
centrifugd inmediatamente a 3000 rpm durante 15 min y se separ6 el plasma, el cual se
conservo a —20 °C, hasta la realizacién de las determinaciones de COR por RIA y de

glucosa mediante el uso de un método colorimétrico.

Determinacion de la COR por RIA:

Protocolo:

Reactivos del andlisis

- Etanol absoluto

- Fosfato monosddico y Fosfato disddico
- Gelatina

- Cloruro sédico

- Hidréxido de sodio (granallas)

- Liquido de centelleo comercial HiSafe 3 (Perkin Elmer)

Reactivos especificos

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

- Corticosterona tritiada con una actividad especifica de 70-80 Ci/mmol

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

- Patron: COR fria procedente de Sigma. De esta COR se prepar6 una solucion original

de 10 mg/ml en etanol absoluto (solucién madre) y a continuacién una de 10 ug/ml
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(primera hija). Ambas se mantuvieron a 4 °C y son estables por 1 afio y 1-2 meses
respectivamente.

- Carbdn activo.

Procedimiento

e Curva patrén: El dia del anélisis se prepard una solucién de trabajo tomando 16 ul de
la solucién de 10 ug/ml y diluyéndola en 984 ul de tampé6n de RIA (se obtiene una
solucion standard (St 1) de una concentracién 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 patrén en el anélisis, se colocé 10 ul

de tamp6n (Bo= ceros, NSB= inespecificos) o 10 ul de los patrones correspondientes.

s Antisuero: Se tomaron las alicuotas necesarias del antisuero y se disolvieron en el
tampdn del RIA en la proporcidn determinada por la valoracion del antisuero (7.5 ml
por alicuotas de 100 pl) y de la solucién obtenida se coloc6 100 ul en cada tubo de

RIA (excepto a los NSB que en lugar de antisuero llevaron 100 ul de tampén).

e Hormona marcada COR-H: Se prepar6 una solucién de trabajo diluyendo la

hormona marcada en el buffer fosfato para RIA. Esta dilucién contenia siempre unas

8000 cpm/100 pl de tampon.

e Muestras: Plasma sin diluir para muestras control, para muestras de animales

estresados se diluy6 segiin el tiempo de estrés transcurrido.

o Liquido de centelleo: mezcla centelladora Optiphase “Hisafe” 3 (Perkin Elmer)

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

e 10 pl de patrén o tamp6n o muestra

e 200 pl de tampon y luego se agitd en un vortex.
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e Se colocaron los tubos durante 30 min a 70 °C, para desproteinizar, en un bafio y

luego se enfriaron en hielo.
e Se coloc6 100 pl de la hormona marcada
e Seagreg6 100 pl del antisuero (excepto a los NSB).

e Se agitaron los tubos en un vortex y se incub6 a 4 °C durante 18-24 h.

Tubos Tampon |Standard 6 | Agitar, COR-H’ | Antisuero Agitar,
Muentra |y /

NSB 210 ul luegoa | 100 ul luego

NSB 210 ul L 70°C “ L 4°C

B, 210 ul 30 min. [“ 100 ul 18-24 hs.

B, 210 ul enfriar | N

St 1 200 ul 10 ul ¢ ¢

Muestras | “ * “

Al dia siguiente, se prepard una suspension de carbon activado en tampén (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 afiadido el carb6n 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 decant6 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 afiadié el liquido de
centelleo. Se agitaron bien los viales y se determind la radioactividad del sobrenadante
en un contador 3 de centelleo liquido (Beckman 3H actividad 10° dpm). Se confeccion6
una curva en papel logit-log, graficando en el eje X las concentraciones de los
estdndares y en el eje Y el porcentaje de union. El porcentaje de unién se calcul6 por la
siguiente ecuacion:

cpm de la muestra o estandar — cpm de tubo NSB
% de unién =

cpm del B, - cpm del tubo NSB

cpm: cuentas por min.
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Para cada una de las muestras se calculé el porcentaje de unidn y se extrapolo en

la curva de manera de obtener la correspondiente concentracién de COR.

Determinacion de la glucemia

Protocolo:

Se realizo 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
peroxido de hidrégeno producido, en presencia de la peroxidasa 4-aminofenazona y el
fenol, forma una quinoneimina con un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad del

color es proporcional a la concentracién de la glucosa de la muestra.

Calculo de la glucemia

Glucosa (g/l) = Absorbancia de la muestra desconocida / Absorbancia del estandard

Obtencion del indice adrenosomatico

Se utiliza para obtener una cuantificacion de la actividad crénica del eje HHA
(Akana, S. y col., 1983, Lemaire, V.Y col., 1997), expresando los resultados como una

relacion del peso de ambas gladndulas adrenales y el peso corporal del animal.

Extraccion de las glandulas adrenales

Protocolo

Materiales

- Balanza

29



- Guillotina

- Material de cirugia

Procedimiento

 Se peso el animal.

¢ Se lo decapitd.

s Se lo colocé en dectbito dorsal.

» Se realizaron sendas incisiones a lateral de la linea media.
e Se retiraron ambas gldandulas adrenales.

» Se elimind totalmente la grasa que las rodea.

» Se peso las gldndulas.

Calculo del indice adrenosomatico (IAS)

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

Determinacion de la relaciéon corteza/médula adrenal y obtenciéon de imigenes de

la corteza adrenal.
Protocolo

Materiales y reactivos

- Formol bufferado al 10 %.

- Microscopio Zeiss asociado a un VIDAS-KONTRON.
- Micrétomo de deslizamiento

- Estufa de parafina

- Alcoholes de graduacion creciente

- Hematoxilina

- Eosina
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Procedimiento

» Se extrajeron las glandulas adrenales como se explic6 anteriormente.

e Se las colocé en un frasco con formol bufferado al 10 % durante 8 a 10 horas.

¢ Se deshidrato el tejido en alcoholes crecientes.

* Se lo aclar6.

e Se lo incluy6 en estufa de parafina a 57 °C.

e Se lo cort en laminas de 4 um.

e Se lo colore6 con Hematoxilina-Eosina.

e Se determind la relacién corteza-médula y se obtuvieron las imagenes de la corteza

adrenal mediante el uso de un microscopio Zeiss asociado a un programa VIDAS-
KONTRON.

b- Cultivos de linfocitos de bazo estimulados con Con-A.

Preparacion de suspensiones de células de bazo de rata

Protocolo

Materiales y reactivos

- Medio de cultivo RPMI 1640 —10 completo (Sigma), que contiene:

10 % de suero fetal bovino inactivado por calor 1 h a 56 °C

50 pM 2-ME

2 mM L-glutamina

100 U/m1 penicilina

100 pg/ml sulfato de estreptomicina
- 2-mercaptoetanol (2-ME), el cual debe ser agregado al medio inmediatamente antes de
su uso porque su actividad declina répidamente cuando estd diluido. El 2-ME

concentrado se diluy6 a una concentracién 50 mM en RPMI 1640 y esta solucioén se
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agregd al medio a una concentracion final de 50 uM. La solucién stock 50 mM se
guardo refrigerada a 4°C hasta 4 meses.

- Centrifuga con rotor Sorvall H-1000B

- Pipetas Pasteur

- Material de cirugia

- Pipetas autométicas con tips descartables

- Cépsulas de petri de 60 x 15 mm

- Policubeta de 96 pocillos

- Malla de acero inoxidable con poros de 200 pm de diametro

- Jeringa descartable de 5 ml

- Campana de flujo laminar

Procedimiento

e Se sacrificaron las ratas por decapitacion.

elnmediatamente, en un ambiente estéril, bajo campana, se la humedeci6
completamente con alcohol etilico al 70 %.

¢ Se la coloco en decubito lateral derecho y se le sacd la piel del flanco izquierdo.

e Se llevo el animal a la campana de flujo laminar.

o Se realiz6 una incisién de 1,5 cm en el flanco izquierdo.

» Se extrajo el bazo y se lo limpid totalmente de los tejidos que lo rodeaban.

e Se coloc6 el bazo sobre una malla de acero inoxidable con poros de 200 um, dentro de
una cépsula de petri de 60 x 15 mm, la cual contenia 5 ml de RPMI 1640-10 completo
con rojo fenol.

e Se comprimi6 el 6rgano con el émbolo de una jeringa contra la malla de acero
inoxidable, realizando movimientos de rotacion, lavando finalmente la misma con otros
5 ml del mismo medio.

» Se colocé la suspensién de células mononucleares en un tubo cénico de 15 ml.

» Se centrifug6 10 min a 1500 rpm.

® Se eliminé el sobrenadante.
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s Se resuspendieron las células del pellet con 5 ml de RPMI 1640-10 completo con rojo
fenol.

e Si hubo contaminacién con glébulos rojos se procedié a lisarlos previo a la
resuspension en RPMI 1640-10 completo con rojo fenol.

* Se determind la viabilidad celular mediante el test de exclusion con azul Tripan (gota
a gota)

e Se contaron las células en camara de Neubauer.

¢ Se ajustd la concentracion celular a 1 x 10° células / ml de RPMI 1640-10 completo

con rojo fenol.

Lisis de glébulos rojos
Protocolo

e Se colocaron 500 microlitros de agua helada en el tubo cénico conteniendo el pellet de
células mononucleares obtenidas de bazo de rata como se explicd anteriormente. Se
dejo actuar 5 segundos.

e Se llevé a 10 ml con RPMI 1640 completo.

e Se centrifugo.

e Se lavé con RPMI 1640 completo.

Test de viabilidad celular por exclusion con azul tripan

Protocolo

Materiales y reactivos

- Suspension celular obtenida en el punto 13 de la técnica de preparacion de
suspensiones de células de bazo de rata.
- Azul tripan al 0,4 % (GIBCO/BRL # 630-5250AG).
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- Camara de Neubauer.

Procedimiento

e Se realizd mezclando una parte de azul tripan al 0,4 % con una parte de la suspension
celular obtenida en el punto 13 de la técnica de cultivo de linfocitos de bazo citada
arriba.

e Esta mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 3 minutos, luego de lo cual
fueron contadas en una camara de Neubauer las células viables (no coloreadas) y las no

viables (coloreadas) hasta alcanzar un total de 100 células.

Calculo el porcentaje de células viables

Numero total de células viables/ml de alicuota
Células viables (%) = x 100

Numero total de células/ml de alicuota

Cultivo de linfocitos de bazo

Protocolo

Materiales y reactivos

- Células respondedoras: linfocitos de bazo de ratas no inmunizadas
- Medio de cultivo RPMI 1640 —10 completo (Sigma)

- (2-ME), 50 uM.

- Concanavalina-A 2,5 pg/ml

- Pipetas Pasteur

- Pipetas automadticas con puntas descartables

- Policubeta de 96 pocillos

- Campana de flujo laminar
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- Estufa de cultivo

Procedimiento

e Se realiz6 el cultivo de los linfocitos de bazo de rata en policubetas de 96 pocillos,
colocando 200.000 células / pocillo ( 200 pl de la suspension de 1 x 10° células /ml) por
triplicado, sin estimulacién y estimuladas con Concanavalina-A (Con-A) en una
concentracion de 2,5 pg/ml. (*)

e Se cultivo la policubeta con humedad a 37 °C, 5% de CO; durante 72 h.

Determinacion de la captacién de *H timidina por las células de los cultivos de

bazo

Protocolo

Materiales y reactivos

- [3H] metiltimidina (6.7 Ci/mmol, #NET-027, Biomedicals)
- RPMI sin suero fetal bovino

- Células de 72 h de cultivo

- Micropipetas con tips descartables

- Cosechador de células semiautomatico

- Papel de fibra de vidrio

- Viales

- Mezcla centelladora comercial HiSafe 3 (Perkin Elmer)

- Contador [ de centelleo liquido (Beckman)
Procedimiento

e Luego de 48 h de cultivo de las células como se explica en (*), se agregd 1 uCi de
[*H] timidina a cada pocillo, retornando la policubeta a la estufa de cultivo durante 24
hs.
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e Se cosecharon las células con un cosechador semiautomatico, el cual lisa las células
con agua y precipita el DNA sobre un papel de fibra de vidrio.

e Los circulos de papel de fibra de vidrio conteniendo el DNA marcado con [*H]
timidina correspondientes a cada pocillo, fueron colocados en sendos viales a los que se
les agregd 1 ml de mezcla centelladora, agitandola y dejandola reposar 24 hs.

¢ Se midi6 la radioactividad en cpm en un contador 3 de centelleo liquido.
Se expresaron los datos como un indice de estimulacién (IE)
IE (cpm) = cpm de los cultivos estimulados con Con-A - cpm de los cultivos no

estimulados.

Cada dato surge de la media aritmética de cpm de los tres cultivos estimulados y de los
tres no estimulados correspondientes.

Curva de calibracién con Con-A

Protocolo

Materiales y reactivos

- Células respondedoras: linfocitos de bazo de ratas no inmunizadas
- Medio de cultivo RPMI 1640 —10 completo (Sigma)

- (2-ME), 50 uM

- Concanavalina-A

- [’H] timidina

- Pipetas Pasteur

- Pipetas automaticas con puntas descartables

- Policubeta de 96 pocillos

- Campana de flujo laminar

- Estufa de cultivo
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- Cosechador de células semiautomatico

- Papel de fibra de vidrio

- Viales

- Mezcla centelladora comercial HiSafe 3 (Perkin Elmer)

- Contador B de centelleo liquido (Beckman)
Procedimiento

e Se realiz6 una dilucion 1:10 de la solucién de Con-A que contiene Smg/ml.

e Se dividi6 esta solucion en alicuotas y congelar a —20 °C hasta el momento de su uso.
e Se hicieron por triplicado cada una de 3 diluciones de Con-A (2,5, 5 y 10 pg/ml),
colocando en el pocillo 1, 2 y 4 pl de una dilucion 1:10 de la sol madre de 5 mg/ml,
respectivamente. Ademaés se cultivaron por triplicado células con RPMI, sin Con-A y un
blanco, por triplicado sin células ni Con-A.

e Se colocaron 200.000 cél / pocillo (200 pl de la suspension de 1 x 10%ml) en cada
pocillo con la lectina y también a los pocillos control, excepto en los tres ultimos, que
no llevan células. (Blanco).

e Se cultivé la policubeta con humedad, a 37 °C, 5% de CO, durante 72 hs.

e Luego de 48 h de cultivo, se agregé 1 uCi de [*H] timidina a cada pocillo, retornando
la policubeta a la estufa de cultivo durante 24 hs.

e Se cosecharon las células con un cosechador de semiautomatico.

® Los circulos de papel de fibra de vidrio conteniendo el DNA marcado con [*H]
timidina correspondientes a cada pocillo, fueron colocados en sendos viales a los que se
les agreg6 1 ml de mezcla centelladora, agitdndola y dejandola reposar 24 hs.

e Se midi6 la radioactividad en cpm en un contador 3 de centelleo liquido.

Se expresaron los datos como un indice de estimulacion (1E)

IE (cpm) = cpm de los cultivos estimulados - cpm de los cultivos no estimulados
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» Se graficaron los resultados obtenidos.
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Proliferacion de linfocitos en cultivos estimulados con Con-A. Los resultados se
expresan como las medias + S. E. M.. Cada dato surge de la media aritmética de las
cpm de los tres cultivos estimulados con una determinada concentracion de Con-A a

los que se le restan los tres no estimulados correspondientes.

Teniendo en cuenta el grafico anterior se selecciond la concentracién de 2,5 pg / ml de

Con-A para estimular los cultivos.

¢- El indice esplenosomatico y el niimero de células mononucleares del

bazo / g de 6rgano.
Extraccion del bazo

Protocolo

Se usé el protocolo del primer experimento.
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Calculo del indice esplenosomatico (IES)

IES = [Peso del bazo (g) / Peso del animal (g)] x 1000

Nimero de células mononucleares / gr de bazo

Protocolo

Materiales y reactivos

- Placa de Petri

- Solucién de Hank's

- Pipetas

- Malla de acero inoxidable con poros de 200 nm de didmetro
- Centrifuga

- Cédmara de Neubauer

Procedimiento

e Se coloco el bazo en una placa de Petri con 5 ml solucién de Hank's.

¢ Se lo comprimio a través de una malla de acero inoxidable con poros de 200 nm de
didmetro.

¢ Se agregaron 5 ml de la solucion de Hanks.

» Se centrifugd a 1500 rpm / min.

e Se elimind el sobrenadante.

 Se resuspendio el cullot de células en 5 ml de sol de Hank''s.

e Con esta suspension se realizo el recuento de células en una cdmara de Neubauer.

Calculo del nimero de células mononucleares / gr de bazo

(N° de células / ml ) x 5 ml de suspension = N° de células en 5 ml
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N° de células en 5 ml / peso del bazo (g) = N° de células / g de bazo

Segundo experimento

Determinacion del nimero total de globulos blancos y de los subtipos de leucocitos,

correlacionado con la concentracion de COR en sangre periférica.

Protocolo

» Se extrajo sangre mediante una pequefia incisién en uno de los vasos sanguineos de la
cola de la rata.

» Con una gota de sangre se realizo un extendido.

¢ Con el resto se colocaron con una pipeta automética 50 ul en un tubo conteniendo 1
ml de solucién de Turk (obteniéndose una dilucion 1:200).

e Se realiz6 el recuento de globulos blancos en una cdmara de Neubauer.
A fin de determinar la formula leucocitaria relativa se colored el extendido

mediante la coloraciéon de May Griinwald-Giemsa, para luego realizar un recuento de

200 células blancas.
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Tercer experimento

Efecto del bloqueo de los receptores adrenérgicos 3 sobre de la cantidad de

glébulos blancos y los subtipos de leucocitos en la sangre periférica.
Protocolo
Este experimento se realizo en los cuatro grupos de animales siguiendo el disefio

experimental expresado anteriormente y se utilizé el protocolo descrito en el

experimento 2.
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RESULTADOS

Primer experimento

Este experimento se realizd para investigar el efecto de un estrés prenatal fisico,
cronico, imprevisible e inescapable, en las crias macho adultas, sobre pardmetros
neuroendécrinos, la funcionalidad de los linfocitos del bazo y el tamafio de este 6rgano

luego de una exposicién aguda al mismo estrés.
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Para demostrar los efectos del estrés prenatal sobre la funcién
neuroendécrina de la cria, se determinaron los niveles plasmaticos de
corticosterona y glucemia y se obtuvieron los indices adrenosomaéticos, la

relacion corteza-médula adrenal y las imagenes de la corteza adrenal.

EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS DE
CORTICOSTERONA EN CONDICIONES BASALES Y LUEGO DE UN ESTRES AGUDO
POSTNATAL.
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FIG. 4. Niveles de la corticosterona plasmdtica (ug/di) en las crias macho adultas EP
y CP en condiciones basales EP-C (n = 9) CP-C (n = 7) y luego de la exposicién al
estrés agudo postnatal EP-E (n= 13) y CP-E (n=7).

Cada barra representa la media £ 8. E. M. * p < 0,05 entre EP-C y CP-C; EP-E y CP-E.
** p < 0,05 -entre CP-E'y CP-C. *** p < 0,05 entre EP-E y EP-C.
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Se us6 un ANOVA de dos vias: tratamiento de la madre (Estrés prenatal) y tratamiento
de la cria (Estrés agudo). Como test “a posteriori” se us6 un test de Duncan.
La corticosterona plasmatica mostr6 un efecto significativo del tratamiento prenatal

(Fi132 = 40,32 p <0000001) y postnatal (F;3; = 559,67 p <0000001). Se encontr6

interaccién entre ambos factores (Fy 3= 133.31 p <0000001).
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL INDICE ADRENOSOMATICO
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FIG. 5. Indice adrenosomdtico en las crias macho adultas EP y CP en condiciones

basales EP-C (n = 4), CP-C (n = 4). Cada barra representa la media +S. E. M. n. s,

El analisis estadistico (ANOVA de una via) no mostré efecto significativo del

tratamiento prenatal (Fy,;5= 0,026 p = 0,87).
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA RELACION CORTEZA:MEDULA ADRENAL
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FIG. 6. Relacion corteza:médula adrenal en las crias macho adultas en condiciones
basales EP-C (n = 10) y CP-C (n = 9). Cada barra representa la media + S. E. M. *p <
0,05

La relacion corteza:médula mostr6 mediante el andlisis estadistico (ANOVA de una via)
un efecto significativo del tratamiento de la madre (estrés prenatal) (F, ;7= 17,67 p =
0,00059)
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FIG. 7. Microfotografia de la corteza adrenal de un animal del grupo CP-C (200 x).

FIG. 8. Microfotografia de la corteza adrenal de un animal del grupo EP-C (400 x).

La flecha @ indica una zona de menor afinidad tintorial en la region fascicular de la
glandula adrenal.
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FIG. 9. Microfotografia de la corteza adrenal de un animal del grupo CP-E (400 x).

Corteza adrenal

Zona '
fascicular

FIG. 10. Microfotografia de la corteza adrenal de un animal del grupo EP-E (200 x).

La flecha indica una zona de menor afinidad tintorial en la regién fascicular de la
glandula adrenal.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA GLUCEMIA, EN CONDICIONES BASALES Y
LUEGO DE UN ESTRES AGUDO POSTNATAL.
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FIG. 11. Glucemia (g/1) en las crias macho adultas EP y CP en condiciones basales
EP-C (n=12), CP-C (n = 7} y luego de la exposicidn al estrés agudo postnatal EP-
E(n=12), CP-E (n = 6). Cada barra representa la media +8. E, M. * p < 0,02 entre EP-C
y CP-C. ** p < 0,00005 entre CP-E y CP-C. *** p < 0,001 entre EP-E y EP-C,

El andlisis estadistico (ANOVA de dos vias) de los efectos del estrés prenatal sobre la
glucemia en las crias adultas muestra efecto significativo del tratamiento postnatal (F; 33
= 50,168 p < 0,0000001). La interaccién fue significativa entre ambos factores (F; 33 =
4,17, p = 0,049). El test “a posteriori” mostrd que el estrés prenatal provocé un aumento
significativo de los niveles basales de la glucosa plasmaética (p < 0,02) y que esa
diferencia se pierde luego del estrés postnatal.(p = 0,66)

La correlacién entre la glucemia (g/1) y los niveles de COR plasmatica (ug/dl) es positiva: r

=0,7559 p <0,0001.
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Para demostrar el efecto del estrés prenatal sobre la
funcionalidad de los linfocitos, se realizaron los cultivos de los linfocitos

del bazo estimulados con Concanavalina-A.

EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS T, EN
CONDICIONES BASALES Y LUEGO DE UN ESTRES AGUDO POSTNATAL.
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FIG. 12. Proliferacion de los linfocitos T del bazo (cpm) en respuesta a Con-A (2,5
ug/ml) en las crias macho adultas EP y CP en condiciones basales EP-C (n=8), CP-C
(n = 7) y luego de la exposicion al estrés agudo postnatal EP-E (n=6), CP-E (n = 9).
Cada barra representa la media £ 8. E. M. * p < 0,0001 entre EP-C y CP-C. ** p < 0,00006
entre CP-E 'y CP-C. *** p < (,00006 entre EP-E y EP-C.

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

de la cria (Estrés agudo). Como test “a posteriori” se us6 un test de Duncan.
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La proliferacion de los linfocitos del bazo mostré un efecto significativo del tratamiento
prenatal (F; 26 = 133,34 p < 0,0000001) y postnatal (F; 2= 163,76 p < 0,0000001). La
interaccion entre ambos factores fue significativa (F126= 19,65 p = 0,00015).

La correlacion entre la proliferacion de los linfocitos T del bazo (cpm) y los niveles de

COR plasmética fue negativa: r = - 0,5123 p = 0,006.
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Para comprobar el efecto del estrés prenatal sobre el tamafio del
bazo se determin6 el indice esplenosomético y el nimero de células

mononucleares del bazo/peso de bazo.

EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL iNDICE ESPLENOSOMATICO, EN
CONDICIONES BASALES Y LUEGO DE UN ESTRES AGUDO POSTNATAL.
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FIG.13. Indice esplenosomdtico en las crias macho adultas EP y CP en condiciones
basales EP-C y CP-C (n = 5)) y luego de la exposicion al estrés agudo postnatal EP-E
y CP-E (n = 5). Cada barra representa la media + S. E. M. n. s.

Se usé un ANOVA de dos vias: tratamiento de la madre (Estrés prenatal) y tratamiento
de la cria (Estrés agudo).

El indice esplenosomatico no mostré efecto significativo del tratamiento prenatal

(F116= 1,53 p=0, 23) ni del estrés postnatal (F; ;6= 0,04 p =0, 84).
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL NUMERO DE CELULAS
MONONUCLEARES DEL BAZO/PESO DEL ORGANO.

Numero de células mononucleares x10° Ig bazo

CcpP-C EP-C CP-E EP-E

Control Estrés agudo postnatal

FIG. 14. Numero de células mononucleares/gr de bazo en las crias adultas EPy CP en
condiciones basales EP-C (n = 5), CP-C (n = 4) y luego de la exposicion al estrés
agudo postnatal EP-E y CP-E (n = 4). Cada barra representa la media + S. E. M.
*p <005

Se us6 un ANOVA de dos vias: tratamiento de la madre (Estrés prenatal) y tratamiento
de la cria (Estrés agudo). Como test “a posteriori” se usO un test de Duncan.

El nimero de células mononucleares del bazo mostré un efecto significativo del
tratamiento prenatal (F, ;3= 10,24 p = 0,0069) y no hubo diferencias significativas luego
de la exposicion al estrés agudo postnatal (Fy ;3= 0,06 p = 0,81). .
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Del anélisis de los resultados de este experimento podemos concluir que los
niveles basales de la corticosterona plasmatica son mayores en los animales estresados
prenatalmente que en sus controles. Luego de la exposicién al mismo estrés postnatal,
los niveles de la hormona aumentan en ambos grupos, aunque ese aumento es
estadisticamente inferior en los animales estresados prenatalmente (Fig. 4). Esta
respuesta es producida por una glandula adrenal que muestra un aumento significativo
de la relacion corteza : médula (Fig. 6), el cual no se acompafia de una modificacion del
tamafio total de la glandula (Fig. 5). La zona fascicular de la corteza aparentemente
estaria mas activa en los animales EP (Fig.7, 8, 9, 10).

Los niveles basales de la glucosa sanguinea son significativamente mayores en
los animales estresados prenatalmente. Esa diferencia desaparece luego de aplicado el
estrés agudo postnatal debido a un menor aumento de la glucemia en este grupo de
animales (24 %) con respecto al grupo control (43 %) (Fig. 11). Ademaés se obtuvo una
correlacion positiva entre la glucemia y los niveles de la corticosterona plasmatica.

Con respecto a los pardmetros inmunes, se observa una menor proliferacion
basal de los linfocitos T esplénicos en los animales estresados prenatalmente que en sus
controles. La exposicion al estrés agudo postnatal reduce significativamente la respuesta
proliferativa en ambos grupos (Fig. 12). La correlacién entre la proliferacién de los
linfocitos T del bazo y los niveles de la corticosterona plasmatica es negativa. Por otro
lado, el tamafio del bazo no sufre modificacién por el estrés prenatal ni postnatal (Fig.
13), aunque el numero de células mononucleares del érgano es mayor en los animales

sometidos al estrés prenatal (Fig. 14).
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Segundo experimento

Este experimento se realizd para investigar el efecto de un estrés prenatal fisico,
cronico, imprevisible e inescapable, en las crias macho adultas, sobre pardmetros
inmunolégicos y la influencia del eje Hipotdlamo-Hipdfiso-Adrenal ejercida sobre los

mismos, luego de una exposicion aguda al mismo estrés.
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Para demostrar el efecto del estrés prenatal sobre la distribucion
de los leucocitos, se realizo la determinacion de la cantidad de glébulos
blancos y el porcentaje de los subtipos de leucocitos, correlacionados con

la concentracion de la corticosterona en la sangre periférica.

EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS CAMBIOS EN LOS NIVELES DE
CORTICOSTERONA PLASMATICA LUEGO DE LA EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO
POSTNATAL
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FIG. 15. Niveles de la corticosterona plasmdtica en las crias macho adultas EP (n =
5) y CP (n = 5), luego de la exposicion al estrés agudo postnatal a lo largo de 310

minutos. Cada barra representa la media +S. E. M. * p < 0,05

Cuando se estudiaron los efectos del estrés prenatal sobre el perfil de la corticosterona
plasmatica para el grupo EP y el grupo CP, el andlisis estadistico MANOVA de
medidas repetidas de dos vias mostrd los efectos del tratamiento estrés prenatal (F; g =
525,61 p < 0,0000001) y del tiempo (Fs 45 = 472,09 p < 0,0000001). La interaccion fue
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significativa entre ambos factores (Fess4s = 12,54 p < 0,0000001). Como test “a
posterior?” se usé un test de Duncan el cual mostré que los niveles basales de la COR
plasmatica en los animales EP (4,18 + 0,12 pg/dl) fueron significativamente mayores
que los niveles basales en los animales CP (1,10 £ 0,15 pg/dl), p= 0,0047.

Ambos grupos de animales mostraron una elevacion significativa de los niveles de la
COR plasmaética con respecto a los niveles basales, inmediatamente después de aplicado
el IMO agudo, pero los valores obtenidos fueron significativamente menores que los de
sus controles prenatales en el mismo tiempo (p<0,05). A los 330 minutos los niveles
plasmaticos de la COR de los animales EP se igualaron a los de los animales CP (p =

0,878).
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EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL NUMERO DE GLOBULOS BLANCOS
LUEGO DE LA EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL

20000 -
18000 3
16000 —
14000 -
12000 i
10000 ;

8000

N° Leucocitos/ul

6000

Tiempo (minutos)

FIG.16. Perfiles cinéticos del nimero de leucocitos en la sangre periférica de las crias
macho adultas EP (n = 10) y CP (n = 8) luego de la exposicion al estrés agudo
postnatal a lo largo de 310 minutos. Cada barra representa la media +S. E. M. *p <

0,05 entre EP-Ey CP-E. ** p < (0,05 entre CP-E y CP-C. *** p < 0,05 entre EP-E y EP-C.

El anélisis estadistico MANOVA de medidas repetidas de dos vias mostr6 los efectos
del tratamiento estrés prenatal (F; 6 = 8,33 p = 0,011) y tiempos (Fegos = 29,32 p =
0,0000001). La interaccion entre ambos factores fue significativa (Fso¢ = 2,38 p =
0,035). A partir de los 60 minutos se observa una disminucion significativa del numero
de leucocitos en la sangre periférica, tanto en los animales EP como CP con respecto a
sus valores basales, lo que contintia hasta los 150 minutos. A los 330 minutos los
resultados se igualan a los valores basales correspondientes. El nimero de leucocitos es
mayor en los animales EP-E que en sus respectivos controles CP-E en los tiempos 120,

150 y 330 minutos.
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EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL PORCENTAJE DE LINFOCITOS LUEGO
DE LA EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL
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FIG. 17. Los perfiles cinéticos del porcentaje de linfocitos en la sangre periférica de las
crias macho adultas EP (n = 13) y CP (n = 12), luego de la exposicion al estrés agudo
postnatal a lo largo de 310 minutos. Cada barra representa la media + S. E. M. * p <
0,05 entre EP-E y CP-E. ** p < 0,05 entre CP-E y CP-C. *** p < 0,05 entre EP-E y
EP-C.

Cuando se analizaron los efectos del estrés prenatal sobre los perfiles cinéticos
del porcentaje de linfocitos en la sangre periférica para el grupo EP y el grupo CP, el
andlisis estadistico MANOVA de medidas repetidas de dos vfas: tratamiento (estrés
prenatal) y tiempo, mostr6 efecto del tratamiento estrés prenatal (Fy 23 = 6,11 p = 0,021)
y de los tiempos (Fs 133 = 86,81 p < 0,0000001). La interaccién entre ambos factores fue
significativa (Fe 138 = 2,45 p = 0,027).

A partir de los 60 minutos se observa una disminucion significativa del
porcentaje de linfocitos tanto en los animales EP como CP con respecto a sus valores
basales, lo cual contintia hasta los 330 minutos. El porcentaje de linfocitos es mayor en
los animales EP-E que en sus respectivos controles CP-E en los tiempos 150 y 330

minutos.
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EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL PORCENTAJE DE NEUTROFILOS LUEGO
DE LA EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL
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FIG. 18. Los perfiles cinéticos del porcentaje de neutrdfilos en la sangre periférica de
las crias macho adultas EP (n = 10) y CP (n = 9), luego de la exposicion al estrés
agudo postnatal a lo largo de 310 minutos. La barra representa la media + S. E. M. *

p < 0,05 entre EP-Ey CP-E. ** p < 0,05 entre CP-E y CP-C. *** p < 0,05 entre EP-E y EP-C.

los efectos del estrés prenatal sobre los perfiles cinéticos del porcentaje de los
neutréfilos en la sangre periférica para el grupo EP y el grupo CP, el andlisis estadistico
MANOVA de medidas repetidas de dos vias: tratamiento (estrés prenatal) y tiempo,
mostr6 los efectos del tratamiento estrés prenatal (Fy 17 = 5,59 p = 0,03) y del tiempo
(Fe,102 = 39,15 p < 0,0000001). La interaccién entre ambos factores fue significativa.
(Fe.102= 2,35 p = 0,036). Luego del estrés agudo los animales EP muestran un descenso
del porcentaje de neutr6filos con respecto a los valores basales. A partir de los 60
minutos se observa un aumento significativo del porcentaje de neutr6filos tanto en los
animales EP como CP con respecto a sus valores basales, el que continda hasta los 330
minutos. El porcentaje de neutréfilos es menor en los animales EP-E que en sus

respectivos controles CP-E en los tiempos 150 y 330 minutos.
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EFECTOS DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA RELACION NEUTROFILO- LINFOCITO
LUEGO DE LA EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL
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FIG. 19. Perfiles cinéticos de la relacion neutrdfilos/linfocitos en la sangre periférica
de las crias macho adultas EP (n = 8) y CP (n = 9), luego de la exposicion al estrés
agudo postnatal a lo largo de 310 minutos. La barra representa la media + 8. E. M. *

p < 0,05 entre EP-Ey CP-E. **p < 0,05 entre CP-Ey CP-C. *** p < 0,05 entre EP-Ey EP-C.

El andlisis estadistico MANOVA de medidas repetidas de dos vias: tratamiento
(estrés prenatal) y tiempo mostr6 los efectos del tratamiento estrés prenatal (F; 5= 7,92
p = 0,013) y del tiempo (Fso = 28,03 p = 0,0000001) La interacciéon entre ambos
factores fue significativa. (Fs90= 2,79 p = 0,016). A partir de los 90 minutos se observa
un aumento significativo de la relacion neutréfilos / linfocitos en los animales CP, el
cual continia hasta los 330 minutos. Los animales EP muestran un aumento
significativo de la relacién neutrdfilos / linfocitos a los 120 minutos, el cual continda
hasta los 330 minutos. La relacion neutrdfilos / linfocitos es menor en los animales

EP-E que en sus respectivos controles CP-E en los tiempos 150 y 330 minutos.
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Del analisis de los resultados de este experimento podemos concluir que los niveles
basales de la corticosterona plasmaética en los animales estresados prenatalmente son
significativamente mayores que los de sus controles. Ambos grupos de animales
muestran una elevacion significativa de los niveles de la hormona con respecto a sus
valores basales, inmediatamente después de aplicado el estrés agudo postnatal. Sin
embargo, los niveles obtenidos son significativamente menores en los animales
estresados prenatalmente, en cada tiempo, hasta los 150 minutos. A los 330 minutos los
niveles plasméticos de la corticosterona se igualan a los de los animales controles (Fig.
15).

Los niveles basales del nimero de leucocitos y del porcentaje de linfocitos y
neutrofilos no muestran diferencias significativas entre los animales estresados
prenatalmente y sus respectivos controles. A partir de los 60 minutos de iniciado el
estrés postnatal, se observa una disminucién significativa del nimero de leucocitos y del
porcentaje de linfocitos en la sangre periférica, tanto en los animales estresados
prenatalmente como en sus respectivos controles, con respecto a los valores basales.
Este descenso continta hasta los 150 minutos en el nimero de leucocitos y hasta los 330
minutos en el porcentaje de linfocitos. Los resultados se igualan a los valores basales
correspondientes a los 330 minutos en ambos casos. El nimero de leucocitos es mayor
en los animales estresados prenatalmente que en sus respectivos controles en los
tiempos 120, 150 y 330 minutos, mientras que el porcentaje de linfocitos es mayor en
los animales estresados prenatalmente que en sus respectivos controles en los tiempos
150 y 330 minutos (Fig. 16, 17).

Luego de los 20 minutos de estrés agudo los animales estresados prenatalmente
muestran un descenso del porcentaje de neutrdfilos con respecto a los valores basales. A
partir de los 60 minutos se observa un aumento significativo del porcentaje de
neutr6filos tanto en los animales estresados prenatalmente como en sus controles con
respecto a sus valores basales, el que contintia hasta los 330 minutos. El porcentaje de
neutrdfilos es menor en los animales estresados prenatalmente que en sus respectivos
controles en los tiempos 150 y 330 minutos (Fig.18).

La relacion neutrédfilos / linfocitos basal no muestra diferencias significativas

entre los animales estresados prenatalmente y sus controles. Los animales EP muestran
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un aumento significativo de la relacién neutréfilos / linfocitos a los 120 minutos, el cual
continda hasta los 330 minutos. Este aumento se produce a partir de los 90 minutos en
los animales controles, y también contintia hasta los 330 minutos. La relacion
neutrdfilos / linfocitos es menor en los animales estresados prenatalmente que en sus

respectivos controles en los tiempos 150 y 330 minutos (Fig. 19).
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Tercer experimento

Este experimento se realizo para investigar el efecto de un estrés prenatal fisico,
cronico, imprevisible e inescapable, en las crias macho adultas, sobre la influencia del
sistema nervioso simpatico en parametros inmunes luego de una exposicion aguda al

mismo estrés.
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Para determinar el efecto del estrés prenatal sobre la influencia
Sistema Nervioso Simpatico en la distribucién de los leucocitos
sanguineos s¢ estudio el efecto del bloqueo de los receptores adrenérgicos
B con propranolol administrado previo al estrés postnatal, sobre la cantidad

de globulos blancos y los subtipos de leucocitos en la sangre periférica.

EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE EL NUMERO DE LEUCOCITOS SANGUINEOS EN
RATAS ESTRESADAS PRENATALMENTE Y LUEGO DE LA EXPOSICION A UN ESTRES
AGUDO POSTNATAL
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FIG. 20. Cambio en el numero de leucocitos en la sangre periférica de las crias macho
adultas inyectadas con propranolol EPBE (n = 8) o con el vehiculo de la droga EPVE
(n = 4), luego de la exposicion al estrés agudo postnatal a lo largo de 310 minutos.

Cada barra representa la media + 8. E. M. n. s.
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El analisis estadistico del perfil cinético del nimero de los leucocitos en los animales EP
tratados con propranolol se realizaron usando un MANOVA de medidas repetidas de
dos vias: tratamiento (administracioén de propranolol) y tiempo.

No se observé efecto del tratamiento (F; 0 = 0,019 p = 0,89), pero si se encontro
diferencias entre los tiempos (Fse0 = 13,54 p < 0,0000001). La interaccién entre los

factores fue marginal (Feg0=2,17 p = 0,058).
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EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE EL PORCENTAJE DE LOS LINFOCITOS
SANGUINEOS EN RATAS ESTRESADAS PRENATALMENTE Y LUEGO DE LA
EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL
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FIG. 21. Cambio en los porcentajes de linfocitos en la sangre periférica de las crias
macho adultas inyectadas con propranolol EPBE (n = 8) o con el vehiculo de la
droga EPVE (n = 4), luego de la exposicion al estrés agudo postnatal a lo largo de

310 minutos. Cada barra representa la media + 8. E. M. n. s.

El anélisis estadistico del perfil cinético del porcentaje de los linfocitos en los animales
EP tratados con propranolol se realizaron usando un MANOVA de medidas repetidas de
dos vias: tratamiento (administracién de propranolol) y tiempo

No se observ6 efecto del tratamiento (F222 = 0, 14; p = 0,87), pero si se encontr6
diferencias entre los tiempos (Fs 132 = 16,19; p < 0,0000001). La interaccién entre ambos

factores fue significativa (Fi2,32=2,15; p <0,018).
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EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE EL PORCENTAJE DE NEUTROFILOS
SANGUINEOS EN RATAS ESTRESADAS PRENATALMENTE Y LUEGO DE LA
EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL
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FIG. 22. Cambios en el porcentaje de neutrdfilos en la sangre periférica de las crias

macho adultas inyectadas con propranolol EPBE (n = 8) y con el vehiculo de la droga

EPVE (n = 4), luego de la exposicion al estrés agudo postnatal a lo largo de 310

minutos. Cada barra representa la media £ 8. E. M. n. s.

El anélisis estadistico del perfil cinético de! porcentaje de los neutréfilos en los animales

EP tratados con propranolol se realizaron usando un MANOVA de medidas repetidas de

dos vias: tratamiento (administracién de propranolol) y tiempo.
No se observéd efecto del tratamiento (Fy19 = 0,60 p = 0,56), pero si se encontrd

diferencias entre los tiempos (Fs 114 = 14,42; p < 0,0000001). La interaccion entre ambos

factores no fue significativa (Fj2114= 1,64; p = 0,09).
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EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE EL PERFIL DE LA RELACION NEUTROFILOS /
LINFOCITOS SANGUINEOS EN RATAS ESTRESADAS PRENATALMENTE Y LUEGO DE
LA EXPOSICION A UN ESTRES AGUDO POSTNATAL
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FIG. 23. Cambios en la relacion neutrdfilos / linfocitos en la sangre periférica de las
crias macho adultas inyectadas con propranolol EPBE (n = 8) y con el vehiculo de la
droga EPVE (n = 4), luego de la exposicion al estrés agudo postnatal a lo largo de

310 minutos. Cada barra representa la media +S. E. M. n. s.

El andlisis estadistico del perfil cinético de la relacién neutrdfilos / linfocitos en los
animales EP tratados con propranolol se realizaron usando un MANOVA de medidas
repetidas de dos vias: tratamiento (administracion de propranolol) y tiempo.

No se observo efecto del tratamiento (F,;9 = 0,28 p = 0,759). Si hubo diferencias entre
los tiempos (Fe 114 = 6,31 p < 0,000009). La interaccion entre ambos factores no fue

significativa (Fi2,114= 1,46 p = 0,149).
En ninguno de los pardmetros estudiados (nimero de glébulos blancos, % de linfocitos,

% de neutrofilos y relacion neutrdfilos / linfocitos) se observo efecto puro de la droga ni

del vehiculo
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Del analisis de los resultados de este experimento podemos concluir que el uso
del propranolol, un bloqueante de receptores adrenérgicos 3, no revierte los cambios del
nimero de leucocitos (Fig. 20), el porcentaje de linfocitos (Fig. 21), el porcentaje de
neutrofilos (Fig. 22) ni la relaciéon neutréfilos / linfocitos (Fig. 23) de la sangre

periférica obtenidos por la aplicacion del estrés prenatal.
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DISCUSION

Nuestros resultados sugieren que el eje HHA de las ratas EP estd hiperactivo, ya
que los niveles de la COR plasmatica basal en las mismas, son mayores que los de sus
correspondientes controles. Estos hallazgos son coincidentes con los de Clarke, A. y col.
(1994); Fride, E., y col. (1986) y Peters, D. (1982). La hiperactividad encontrada, no se
manifiesta en un aumento del tamaiio total de la glandula adrenal, sino en una mayor
relacién corteza:médula en los animales EP. Este efecto del estrés en la hembra
gestante, sobre el eje HHA de la cria, es posible porque los GC maternos atraviesan la
placenta y llegan al feto, afectando el desarrollo adrenal del mismo y generando una
mayor relacion corteza:médula, tal como fue encontrado por Klemcke, H. y col. (1995).
Por otro lado, la region fascicular de la corteza adrenal muestra una menor afinidad
tintorial de sus células, como puede apreciarse en los cortes de la glandula adrenal.
Estos hallazgos hacen presuponer que existiria una mayor secrecién en esta zona
glandular lo que seria coincidente con los resultados de otros autores como Pignatelli,
D. y col. (1998) y Haussmann M. y col. (2000). Los primeros trabajando con cerdos,
sometidos a estrés cronico, encontraron que la corteza adrenal sufre adaptacién, la que
se manifiesta por la hipersecreciéon de GC. Los segundos, encontraron lo mismo en
cerdos tratados prenatalmente con ACTH, disefio experimental que replica, en esta
especie, los efectos del estrés prenatal por restriccion.

La hiperactividad del eje HHA podria haber sido generada por la disminucién del
numero de receptores de GC presentes en el hipocampo (Maccari, S. y col., 1995), los
cuales son el principal sustrato del control, por retroalimentacion negativa, de la
secrecion de los GC adrenales. Asi, una disminucion de estos receptores de
corticosteroides estd acompaifiada por el aumento de la secrecion de los GC. Por ello, el
aumento de los niveles plasmaticos basales de la COR, que involucraria una resistencia
a la retroalimentacién negativa de los GC, podria ser considerado como un marcador de
la intensidad del estrés cronico en la rata. (DeBoer, S. y col., 1990; Hennessy, M. y col.,
1978; Kant, G. y col., 1983). En este sentido, se encontré que la secrecién de COR
inducida por el estrés en las ratas prefiadas, provocaba una disminuciéon de los

receptores hipocampales RM pero no de los RG (Maccari, S. y col., 1995 y 2003;
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Barazanges A. y col., 1996), en las crias adultas de esas madres. Estos receptores RM
estan generalmente involucrados en la regulacién tonica de la liberacion de la COR bajo
condiciones basales (De Kloet E. and J. Reul, 1987), por lo cual, podria ser el
mecanismo puesto en juego en la respuesta obtenida en nuestros estudios.

Otra causa posible de los efectos de los GC maternos sobre la respuesta del eje HHA de
las crias, seria que esos altos niveles de la hormona pudieran modificar la secrecién de
los GC en las crias por una accién sobre el desarrollo de los sistemas noradrenérgicos
centrales de las mismas. En este sentido, se conoce que el estrés prenatal aumenta el
recambio de la NA en el cerebro de las ratas adultas (Takahashi, L. K. y col. 1992) y
que esta hormona ejerce un control inhibitorio directo sobre los receptores de los GC
hipocampales, facilitando asi la secrecion de COR (Maccari, S. y col.,, 1992; Yau, J. L.
y J. R. Seckl, 1992).

En nuestros experimentos, la secrecién disminuida de COR en los animales EP, cuando
son expuestos postnatalmente al estrés que recibieron in ntero, indica una habituacién a
ese estrés. Este resultado se fundamenta tanto en experimentos en los que se determino
la COR en plasma de ratas sacrificadas por decapitacion como en aquellos en los que se
obtuvieron muestras seriadas de un mismo animal a través del tiempo. Una respuesta en
el mismo sentido fue encontrada por Pollard, I. (1984), y una tendencia a este mismo
efecto, fue hallada Mc Cormick, C. y col. (1995). Estos ultimos autores hallaron,
ademds, en los mismos animales, un aumento de la ACTH plasmatica
significativamente menor en los animales EP que en sus CP, luego del estrés agudo.
Una de las causas que podria generar este hallazgo de que el EP produce un perfil de
COR mas bajo que el de sus controles, en respuesta al estrés agudo postnatal, podria ser
una alteracion de la sensibilidad de la corteza adrenal a la hormona ACTH causada por
un “down-regulation” de los receptores de ACTH o una esteroidogénesis alterada en la
gldndula adrenal (Vézquez, D. M., 1992) Este efecto no se manifiesta en condiciones
basales pero si frente a un nuevo estrés cuando la glandula estd mas estimulada. Sin
embargo, en nuestros experimentos hemos observado histolégicamente que tanto los
animales EP-C como los EP-E, poseen una zona fascicular con una vacuolizacion
lipidica aumentada comparada con sus respectivos controles (CP-C y EP-C), lo que nos

podria estar indicando una mayor secrecién de glucocorticoides. Entonces, ;cémo
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explicamos la disminucién del perfil de la COR circulante generado por el estrés agudo
postnatal en los animales EP? Posiblemente este efecto se obtenga por otra de las
posibles causas de la habituacion como son las modificaciones en los procesos
cognitivos manifestados como una reduccion de la reacciéon emocional provocada por la
persistencia de la situacion estresante, lo que iria acompafiado de la correspondiente
reduccion de la respuesta end6crina (Campmany. L., 1996). Como la habituacién es
especifica para el estimulo aplicado crénicamente, el mecanismo determinante de la
reduccion de la respuesta seria sobre todo la familiarizacién al estimulo y la
consiguiente reduccion de la respuesta emocional asociada al mismo, reforzdndose esta
idea con los hallazgos de una aparente hiperactividad de la zona fascicular de las
glandulas adrenales en los animales EP, tanto en condiciones basales como luego de la
aplicacion del IMO agudo.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es que los receptores de COR, cuyo
numero disminuye en el hipocampo por el estrés prenatal son los RM, responsables,
como ya dijimos, de la secrecion tonica basal de esta hormona. El niimero de receptores
RG hipocampales se mantiene igual después de la aplicacion de estrés prenatal (Maccari
y col., 1995; Barazanges A. y col., 1996). Este hallazgo es muy importante porque
cuando hay niveles elevados de COR en la rata como los observamos durante el IMO
agudo, los receptores que se van ocupando son los RG y es por eso que se consideran
los responsables en relacion con el bloqueo de la respuesta del eje HHA a las
situaciones de estrés. (De Kloet E. y J. Reul, 1987). Estos dos aspectos mencionados
anteriormente, nos permitirian entender los resultados de nuestros experimentos en los
que se observa un descenso del pico de COR en los animales EP sometidos en el estado
adulto al mismo estrés agudo. Coincidiendo con nuestros resultados, estudios llevados a
cabo por Pfister, H. P. y J. L. Muir (1992) muestran que la exposicion diaria al estrés
durante la prefiez produce una adaptacién de la cria al mismo estrés aplicado

postnatalmente.

Los animales EP mostraron una hiperglucemia basal en nuestros experimentos.
Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por Vallée y col. (1996), en

animales sometidos prenatalmente a inmovilizacién, en un ambiente iluminado, durante
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la ultima 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 la COR plasmatica y la glucemia. Ademdas otros investigadores han
informado que se produce una disminucion en la utilizacién periférica de la glucosa
luego de la administracién de GC (Long, C. y col., 1940; Mc Mahon, M. Y col., 1988) o
de estrés (Munck, A., 1971).

Sin embargo, parte de nuestros resultados podria ser también la consecuencia de
la activacion sostenida del eje SAM en las crias EP al estado adulto, experimento a ser
concretado a futuro. Como consecuencia de ello se libera adrenalina, hormona conocida
por su efecto hiperglucemiante, entre otros.

El aumento de la glucemia, observado tanto en los animales EP como en sus
respectivos controles CP, en respuesta a un estrés agudo preponderantemente fisico
como es el IMO, parece ser el resultado inmediato de la activacion de la médula
adrenal, con la liberacién subsiguiente de adrenalina (Fukuda, M. y col., 1996) Este
efecto probablemente esté mediado por receptores adrenérgicos a2. Sin embargo, en
nuestros experimentos la aplicacion del IMO agudo genera una hiperglucemia de la
misma magnitud en ambos grupos. Este hallazgo se debe a que los animales del grupo
CP responden a la aplicacion del estrés agudo con un aumento del 43 % de la glucemia
basal, mientras que los animales EP lo hacen con un aumento del 24 %. Esta diferencia
en la respuesta postnatal tiene relacion con la habituacién de la actividad del eje HHA,
va que la correlacion entre la COR y la glucemia fue positiva (r = 0,7559, p < 0,0001).
La activacién metabdlica provocada por los sistemas SAM y HHA es opuesta a los
efectos de la insulina y es por esa razén que en las situaciones de estrés se debe inhibir
la secrecidn de insulina, al parecer mediante un efecto o adrenérgico directo, a nivel de
las células (3 del pancreas (Porte, D. y R. P. Robertson, 1973).

Es bien conocido que la hiperglucemia, que parece estar mediada principalmente
por la adrenalina, es un buen marcador de la intensidad del estrés en la rata (Armario, A.
y col., 1990, 1986; De Boer, S. F. y col., 1989), por lo que podria pensarse que las crias
EP perciben el estrés agudo con menor intensidad que las ratas que no fueron sometidas
a estrés in utero y responden por lo tanto en menor proporcién. Esto resulta muy

importante ya que los buenos marcadores de estrés agudo, como lo es la hiperglucemia,
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pueden ser de gran utilidad para investigar diferencias individuales en la respuesta al
estrés. Esas diferencias individuales pueden ser el resultado de factores genéticos o de
diversos factores ambientales, entre los que se cuenta la exposicién de las madres
gestantes a situaciones estresantes como ocurre en nuestros estudios. Ademds, los
niveles de adrenalina y de glucosa sanguineas son utilizados como marcadores de
habituacién cuando el animal es expuesto en forma repetida a un mismo estimulo
(Armario, A. y col., 1988, 1986, 1990; De Boer, S. F., y col., 1989; Kant, G. J.y col.,
1985; Kvetnansky, R., 1980) y no es sorprendente por lo tanto que reflejen la intensidad
de la situacion estresante.

En conclusién, las modificaciones que se producen a largo plazo, generadas por
el EP, no solo inducirian efectos dramdticos sobre la regulacion del eje HHA y del SAM
en la cria adulta, sino ademds, como consecuencia de ellos se alteraria la regulacion de

la glucosa sanguinea.

Otro aspecto de fundamental importancia en este trabajo es la medicion de los
pardmetros inmunes. En este sentido, hemos encontrado que la respuesta proliferativa
de los linfocitos T esta reducida en un 48 % en los animales EP en condiciones basales.

La exposicion al estrés agudo postnatal, de los animales con estrés prenatal y sus
controles al estado adulto, redujo la proliferacion de los linfocitos T significativamente.
La magnitud de esta reduccién fue del 48 % en los primeros y del 52 % en los no
estresados prenatalmente.

Si bien la proliferacion de los linfocitos T requiere de la presencia de una
glandula adrenal intacta (Wiegers, G. y col., 1993; Keller, S. y col., 1983), se ha visto
que la capacidad proliferativa de estas células depende m4s de la COR circulante que de
las aminas y opioides producidos por la glandula. Esto se comprob6 por la reversion de
la disminucién de la respuesta proliferativa de los linfocitos T, en ratas
adrenalectomizadas, cuando se realizaba la sustituciéon de GC a niveles semejantes a los
basales (Wiegers, G. y col., 1993). Por otro lado, la presencia de altos niveles de COR
en la sangre, obtenida por el uso de pildoras subcutdneas de la hormona, en ratas
adrenalectomizadas, redujo la proliferacién de estos linfocitos, estimulados con Con-A,

a niveles casi nulos. En conclusion, las altas concentraciones in vivo e in vitro de la
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COR suprimen la mitogénesis de los linfocitos T, mientras que las bajas
concentraciones in vivo son estimulatorias. Estos efectos opuestos de la COR, enfatizan
el rol regulatorio bimodal de esta hormona en la regulacién inmune, la que puede ser
medida por diferentes receptores de corticosteroides (Wiegers y col., 1993).

Los efectos inmunosupresores descriptos anteriormente son, al menos en parte
causados por las acciones reguladoras de los GC en altas concentraciones, sobre los
genes, los cuales reducen la sintesis de algunas linfoquinas y sus receptores (Munck, A.
y col., 1990). Ejemplos importantes de esto son la disminucion tanto del ARNm de la
IL-2 (Arya, S. y col., 1984) como del ARNm del receptor de la IL-2 (Grabstein, K. y
col., 1986) y la disminucién de la capacidad de bloquear la sintesis de la IL-1 (Knudsen,
P. y col., 1987). Como ya explicamos el mecanismo inmunosupresor de los GC se lleva
a cabo a través de los receptores intracelulares RG, de estas hormonas. Estos receptores
son abundantes en las células del sistema inmune. Asi, los linfocitos T y B contienen de
3.000 a 5.000 receptores/célula (Homo-Delarche, F. y D. Duval, 1987). Ademas de los
RG, hay en estas células RM, de alta afinidad, que se pueden unir a los GC y a los
mineralocorticoides (Evans, R. y J. Arriza, 1989; Moguilewski, M. y J. Raynaud, 1980).
Se ha descrito la presencia RM en el sistema inmune, por ejemplo en el bazo de la rata,
en baja densidad (Miller, A. y col., 1990 y 1991) y Armanini, A y col. (1985),
describieron la presencia de entre 180 y 400 sitios de RM /célula en los leucocitos
mononucleares del ser humano. Estos resultados permiten fundamentar el rol
inmunosupresor de los GC en altas concentraciones. Ademas, esta supresién estd
mediada por RG, ya que Miller, A. y col. (1991) y Wiegers, G. y col. (1993)
encontraron una correlacion entre la amplia ocupacién de los RG y la proliferacion de
los linfocitos T. De todas maneras segin Miller, también estarian involucrados los RM.
Estos hallazgos conducen a la idea de que la COR ejerce una accién potencial
coordinadora, mediada por los dos tipos de receptores, sobre los linfocitos T
sanguineos. Esto ha sido previamente informado para otros tejidos de la rata, como el
hipocampo (Joéls, M. y E. De Kloet, 1992; Barbazanges, A. y col., 1996), el colon
(Turnamian, S. y H. Binder, 1989) y los leucocitos mononucleares en el hombre

(Wehling, M. y col., 1992).
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Con respecto al estudio de los gldbulos blancos encontramos que el niimero de
leucocitos y la proporcién de linfocitos y neutrdfilos de la sangre periférica, en
condiciones basales, no se modificé por el EP. Cuando estos animales son sometidos a
estrés agudo, el nimero de leucocitos disminuye, el porcentaje linfocitos inicialmente
aumenta, para luego disminuir; mientras que el porcentaje de los neutréfilos disminuye
inicialmente y luego aumenta significativamente, habiendo una coincidencia en el
sentido de estos resultados con los obtenidos, en animales adultos sin estrés prenatal,
por Dhabhar, F. y col. (1996), Brosschot, J. (1992) y Mizobe, K. y col. (1997). Sin
embargo, la reduccion del numero de gldbulos blancos y de los porcentajes de linfocitos
y el aumento del porcentaje de los neutrdfilos, es menor en los animales EP. Esta
respuesta podria ser provocada por la habituacion del eje HHA frente al estrés conocido.

Los diferencias en las respuestas de los neutréfilos y de los linfocitos, entre los
animales EP y sus respectivos CP, se produjeron aproximadamente entre 2 y 2,5 horas
después de alcanzar la COR los altos niveles caracteristicos del estrés. Este retardo,
podria deberse al mecanismo de accion de esta hormona, la cual, por su naturaleza
lipidica ingresa a la célula blanco, se une a receptores citoplasmaticos y el complejo
hormona-receptor formado migra rapidamente al nucleo, donde estimula la
transcripcion del ARNm para las proteinas que alteran la funcién celular. Todo este
proceso genera una respuesta diferida en el tiempo con respecto al momento en que
ejerce su estimulo sobre la célula blanco (Ganong, W., 2002).

La relacion neutrofilo/linfocito, que es considerada un indicador de estrés
(Gross, W. Y H. Siegel, 1983) es menor en los animales EP a los 150 y 330 minutos
posteriores al estrés. Este resultado surge de un menor descenso del porcentaje de los
linfocitos acompafiado por un menor ascenso del porcentaje de los neutrdfilos en la
sangre, en esos tiempos. Nuevamente obtenemos una respuesta que podria estar
indicando que el estrés agudo postnatal es percibido como menos estresante por los
animales EP, por lo cual se genera en ellos una respuesta disminuida frente al mismo
estresor.

Si bien el indice esplenosomadtico, obtenido en condiciones basales, en los
animales EP fue igual que el de sus controles CP, lo cual coincide con una respuesta en

el mismo sentido que el obtenido en los porcentajes de los linfocitos sanguineos, podria
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haberse producido una retencién de linfocitos sanguineos en el bazo, ya que se demostrd
que el namero de células mononucleares por gramo de 6rgano fue significativamente
mayor en los animales EP. Esta respuesta podria estar relacionada con la tendencia, en
condiciones basales de un menor nimero de linfocitos sanguineos en estos animales y
podria responder a los mayores niveles basales de la COR plasmatica en los mismos, lo
cual favoreceria la salida de los linfocitos del torrente sanguineo para atribar a otros
6rganos inmunes, como el bazo, a fin de ponerse en el interior de los mismos en
contacto con los antigenos. Estos hallazgos encuentran un soporte en los resultados
obtenidos por Cox, J. y W. Ford (1982) quienes estudiaron el efecto de la prednisolona
sobre la migracion de los linfocitos y encontraron que el uso de este GC sintético en las
ratas produjo una disminucién en el nimero de linfocitos sanguineos, acompaiiado por
una retencioén de los linfocitos circulantes en el bazo, la médula 6sea y los nédulos
linfaticos.

Estos resultados se complementan con los hallazgos que sugieren que los
cambios observados en el niimero de leucocitos de la sangre en animales expuestos a un
determinado estrés, no son producidos por una destruccion a gran escala de los gldébulos
blancos (Cohen, J., 1972; Dhabhar, F. y B. McEwen, 1996a; Dhabhar y col., 1995b),
sino a una redistribucion de los mismos.

Posiblemente, los cambios obtenidos en la redistribucién de los leucocitos sean
mediados por los cambios inducidos por el estrés tanto en la expresiéon como en la
afinidad de las moléculas de adhesion sobre la superficie de los globulos blancos y /o de
las células endoteliales.

Se ha visto que durante el estrés, las subpoblaciones especificas de leucocitos,
las cuales son transportadas por la sangre y la linfa a través de diferentes
compartimentos corporales, pueden ser retenidas selectivamente en aquellos
compatrtimentos en los cuales ellas encuentran un grupo de moléculas de adhesién sobre
la superficie de las células de un tejido endotelial. Como resultado de ello, la proporcion
de estas subpoblaciones de leucocitos podria disminuir en la sangre. Alternativamente,
otras subpoblaciones de leucocitos pueden ser liberadas de ciertos compartimentos
inmunes, por lo que su proporcién podria aumentar en la sangre periférica (Dhabhar, F.

y col., 1996). En este sentido Bauer, M. y col. (2001) encontraron que los niveles de
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COR producidos por el estrés estaban correlacionados positivamente con la expresion
de las integrinas de adhesion sobre subgrupos de células T periféricas. Ellos sugieren
que la produccién elevada de COR que se genera en respuesta al estrés agudo podria
contribuir a cambiar la expresion de CAM sobre los linfocitos, promoviendo asi la
migracién transendotelial de los mismos. Este fendmeno puede mediar los cambios en
la distribucion de células asociados con el estrés agudo y estaria sujeto a la habituacion
ante la exposicion a un estrés repetido (Dhabhar F. y col.,, 1995), efecto que
encontramos en nuestros estudios.

(Qué significado puede tener la redistribucion de los glébulos blancos inducida
por el estrés agudo, obtenida en nuestros estudios?. Para responder esta pregunta pueden
ser ttiles los resultados de Dhabhar F. y B. McEwen. (1996a), quienes hallaron que el
estrés agudo induce un aumento significativo y persistente del niimero de leucocitos en
el lugar donde se realiz6 una reaccion de hipersensibilidad. Esto sugiere que la
redistribucion de los leucocitos inducida por el estrés, es uno de los factores que media
el aumento de la inmunidad tisular, provocada por el mismo. Por ello, la menor cuantia
de los cambios obtenidos en la redistribuciéon de las células sanguineas, obtenida en
nuestros experimentos, como respuesta a la aplicaciéon de un estrés agudo en los
animales EP, podria traer como consecuencia una disminucién en su capacidad de

respuesta inmunologica.

Por otro lado, los resultados obtenidos por la aplicacién del bloqueante
adrenérgico propranolol, previo al estrés agudo en los animales EP, podrian sugerir que
la redistribucion observada en los parametros antes mencionados, no se deberia a la
accioén de las CA sobre los leucocitos. Este hallazgo es coherente con lo encontrado por
Weinstock, M y col. (1998), quienes no obtuvieron una correlacion entre los indices de
la actividad simp4tica y los niveles de la COR plasmatica en los animales EP, después
de la aplicacion de un estrés postnatal, lo cual indicaria una activacion diferencial de
ambos sistemas en estos animales. En definitiva, la redistribucién observada podria
tener consecuencia significativa en la capacidad del sistema inmunolégico de responder
a nuevos desafios y podria ser responsable, al menos en parte, de la disminucion de la

respuesta inmune en las crias de madres estresadas cronicamente.
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CONCLUSIONES

o El estrés prenatal crénico por inmovilizacion en plancha produce la hiperactividad
del eje hipotalamo-hip6fiso-adrenal en las crias macho adultas, en condiciones basales.
Esta hiperactividad se manifiesta por una mayor secrecion de corticosterona por parte de
la glandula adrenal que muestra una relacién corteza : médula aumentada, acompafiada

por una aparente hiperactividad de la region fascicular.

o El estrés prenatal cronico por inmovilizacién en plancha produce la habituacién del
eje hipotadlamo-hipéfiso-adrenal en las crias macho adultas, frente al mismo estrés
aplicado en forma aguda. Esta habituacion se manifiesta por una menor secrecion de

corticosterona en estos animales.

e Los animales estresados prenatalmente en forma crénica por inmovilizacién en
plancha, muestran una hiperglucemia basal al estado adulto. Al ser sometidos al mismo
estrés aplicado en forma aguda, presentan una hiperglucemia semejante a la de los
controles. Este ultimo efecto se debe a una menor respuesta al estrés agudo en los

animales estresados prenatalmente.

* Los animales estresados prenatalmente muestran una menor proliferacion de los
linfocitos T en condiciones basales y postestrés. La consecuencia de estos resultados
seria una menor capacidad funcional de los linfocitos de estos animales para responder a

los antigenos que pudiesen ingresar al organismo.

e La redistribucién de los leucocitos totales y de los granulocitos y agranulocitos
observada en los animales estresados prenatalmente es compatible con una reduccion de
la posibilidad de estas células para abordar los 6rganos en los cuales se ponen en
contacto con los antigenos, cuando son sometidos, en la vida adulta, al mismo estrés
prenatal. Esta alteracion se deberia, al menos en parte, a la habituacion en la

funcionalidad del eje hipotdlamo-hip6fiso-adrenal.
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e Las catecolaminas, a través de los receptores B adrenérgicos, no serian responsables
de la redistribucion de los leucocitos sanguineos en los animales estresados
prenatalmente ya que la inyeccion del bloqueante B adrenérgicos propranolol no

produjo cambios en la misma.
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PERSPECTIVAS

s Uno de los aspectos mas novedoso de nuestros hallazgos es la habituacion del eje
Hipotdlamo-Hipé6fiso-Adrenal de la cria estresada prenatalmente por IMO, cuando es
expuesta al mismo estrés durante 20 minutos al estado adulto. Para tratar de dilucidar
los mecanismos involucrados en la habituacion una de las lineas a investigar seria la que
permita cuantificar mediante estudios inmunohistoquimicos la presencia de

corticosterona en la zona fascicular de la corteza adrenal.

e El fenémeno de la habituacion repercute en la respuesta inmunoldgica de las crias
estresadas prenatalmente y abre una nueva linea de investigacién ya que se podria
analizar el efecto de un estrés diferente al que se somete a las madres sobre los mismos

pardmetros que los del presente trabajo.

e Otro aspecto muy importante a profundizar es el mecanismo neuroendocrino
responsable de las diferencias en la proliferacion de los linfocitos T en cultivos en los
animales estresados prenatalmente. Para ello se cultivarian los linfocitos T del bazo en
presencia del bloqueante 3 adrenérgico propranolol, lo cual nos permitiria determinar si
el Sistema Nervioso Simpdtico esta involucrado en la respuesta proliferativa y si lo esta,

conocer en qué magnitud.

e Por otro lado seria interesante dilucidar el rol jugado por la COR inducida por el
estrés, en estos cambios, usando un inhibidor de la sintesis de la misma, la cyanoketona
(2-a-cyano-4,4,17-a-trimethyl-17-B-hydroxy-5-androsten-3-one). Este mismo inhibidor

se podria usar cuando se estudia la redistribucién de los glébulos blancos.

e Ademas, se podria estudiar la funcionalidad de los receptores hipocampales de
COR. Para ello se deberia determinar el porcentaje de unién y la constante de
disociacion para receptores tipo I usando corticosterona tritiada y RU 28362 en exceso.

Para evaluar la unién de los receptores tipo II se usard el RU 28362 tritiado.
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e Se podria, ademas, intentar dilucidar qué moléculas de adhesion se activan con este
tipo de estrés midiéndolas por marcacién con anticuerpos fluorescentes en sangre entera
y luego analizandolas con citometria de flujo. Por otro lado seria de interés estudiar la

redistribucidén de los linfocitos hacia el Sistema Inmune Mucosal.
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ABREVIATURAS

A adrenalina

Ach acetil colina

ACTH hormona adrenocorticotrofina

AVP argininvasopresina

CA catecolaminas

CBG globulina fijadora de corticosteroides

Con A concanavalina A

COR corticosterona

CP control prenatal

CPBE animal sin estrés prenatal, con propranolol y estrés postnatal
CPVE animal sin estrés prenatal, con vehiculo de propranolol y estrés postnatal
CRH hormona liberadora de corticotrofina

DHPG dihidroxifenilglicol

DOP dopamina

ELAM-1 E-selectina molécula de adhesion del endotelio

ENC encefalina

EPBE animal con estrés prenatal, propranolol y estrés postnatal
EPVE animal con estrés prenatal, vehiculo de propranolol y estrés postnatal
B END B-endorfina

EP estrés prenatal

GC glucocorticoides

GH hormona del crecimiento

HHA hipotalamo-hipé6fiso-adrenal

ICAM-1 molécula de adhesion intercelular

ICAM-2 molécula de adhesién intercelular

IFN-y interferon-y

IL-1 interleuquina-1

IL-2 interleuquina-2
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IL-3 interleuquina-3

IL-4 interleuquina-4

IL-6 interleuquina-6

IL-8 interleuquina-8

IL-10 interleuquina-10

IMO inmoviliacion en plancha

LC locus coeruleus

LFA-1 integrina

NA noradrenalina

NA/LC noradrenalina del locus coeruleus
NCF factor quimiotactico de los neutréfilos
NK linfocitos asesinos naturales o “natural killer”
NP nervios periféricos

NPV nucleo paraventricular

PC peso corporal

PMN polimorfonucleares

POMC proopiomelanocortina

PRL prolactina

RG receptores de glucocorticoides
RIA radioinmunoensayo

RM receptores de mineralocorticoides
SAM simpético adrenomedular

SER serina

S sistema inmunolégico

SNC sistema nervioso central

SNS sistema nervioso simpéatico

SOM somatostatina

Th linfocito T helper

TNF-o factor de necrosis tumoral o
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