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RESUMEN

El bajo peso al nacer, una de las consecuencias del estrés prenatal, es
un factor de riesgo de padecer el sindrome metabdlico en la edad adulta. Este
podria ser consecuencia del epigenoma, el cual podria constituir un importante
factor que agrupe las diferentes patologias de este sindrome, como la
dislipemia, la resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa, la
hiperglucemia y el aumento del estrés oxidativo entre otras, en mamiferos
adultos. El objetivo de esta tesis fue determinar el efecto del estrés prenatal
sobre la regulacién la glucemia, parametros del metabolismo lipidico y del
estrés oxidativo; y su relacién con la actividad del eje hipotalamo-hipofiso-
adrenal, en ratas macho adultas. Se utilizaron ratas macho albinas (Wistar) de
3 meses de edad, hijas de madres sometidas a estrés cronico por
inmovilizacion en plancha (IMO), durante las dos ultimas semanas de prefiez
(EP) y sus controles no estresados (CP). El primer experimento consistio, en la
extraccion de sangre, a cada grupo, por capilaridad en tubos heparinizados, de
los vasos sanguineos de la cola en forma seriada (0, 10, 20, 30, 60 y 90
minutos), luego de la administracion de la solucién de glucosa al 40 % por via
oral (1 g/kg) con un ayuno de 12 hs. En el segundo experimento, a cada grupo,
se le extrajeron muestras de sangre por decapitacion, las que fueron colocadas
en tubos con EDTA para la obtencién de plasma, a fin de determinar niveles
plasmaticos de corticosterona (COR), glucosa, insulina, colesterol total,
lipoproteinas de alta densidad (HDL-colesterol), lipoproteinas de baja
densidad (LDL-colesterol), triacilglicéridos (TAG) y el indice aterogénico. Luego
se extrajo el higado para determinar el estrés oxidativo (EO) teniendo como
indicador de peroxidacién lipidica al malondialdehido (MDA). El analisis de los
parametros evaluados nos permite concluir que el estrés cronico por IMO en
ratas macho adultas, produce hiperglucemia, hiperinsulinemia, disminucién de
la tolerancia a la glucosa, incremento en los valores de COR, HDL-colesterol,
LDL-colesterol, TAG, un aumento en el indice aterogénico y del EO. En
conclusién, el estrés prenatal cronico por IMO, en ratas macho adultas,
produce alteraciones en los parametros involucrados en la regulacién de la
glucemia, el metabolismo de los lipidos y el estrés oxidativo hepatico.

Soe. Natabia Danicls PBoun
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Abstract

The low birth weight, one of the consequences of prenatal stress is a risk factor
for metabolic syndrome in adulthood. This could be a consequence of the
epigenome, which is an important factor involved to different pathologies of this
syndrome, such as dyslipidemia, insulin resistance, glucose intolerance,
hyperglycemia and increased oxidative stress, in adult mammals. The aim of
this thesis was to determine the effect of prenatal stress on blood glucose
regulation, parameters of lipid metabolism and oxidative stress; and its relation
to the activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in adult male rats. Male
albino rats (Wistar) 3 months of age, offsprings of mothers undergoing chronic
immobilization in iron (IMO) during the last two weeks of pregnancy (EP) and
unstressed controls (CP) were used. The first experiment consisted in drawing
blood serially (0, 10, 20, 30, 60 and 90 minutes) to each group, into heparinized
capillary tubes after administration of 40% glucose orally (1 g / kg) with a fast of
12 hours. In the second experiment, animals were decapitated and the blood
samples were placed in tubes containing EDTA for plasma collection, to
determine plasma levels of corticosterone (COR), glucose, insulin, total
cholesterol, high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (LDL)
cholesterol, triacylglycerol (TAG) and the atherogenic index. Liver was then
extracted to determine oxidative stress (OS) based on an indicator of lipid
peroxidation to malondialdehyde (MDA). The analysis of the evaluated
parameters allows us to conclude that chronic stress by IMO in adult male rats
produces hyperglycemia, hyperinsulinemia, impaired glucose tolerance,
increased COR values, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, TAG, and increase
atherogenic index and EO. In conclusion, chronic prenatal stress by IMO, in
adult male rats results in alterations in the parameters involved in the regulation
of blood glucose, lipid metabolism and hepatic oxidative stress.

Soe. Natabia Danicls Buun
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INTRODUCCION

E! ambiente intrauterino juega un papel importante en la salud de la
descendencia. Eventos estresantes, ya sean de indole social, fisicos o
psicolégicos, sufridos por el feto, pueden provocar, en él, alteraciones
fisiolégicas y/o conductuales a largo plazo. Los estudios realizados en
humanos revelan que los hijos de madres que sufrieron condiciones adversas
durante su primer trimestre de embarazo muestran efectos de escasa
magnitud, mientras que los hijos cuyas madres estuvieron expuestas al estrés
durante el tercer trimestre de embarazo presentan consecuencias a largo
plazo, tales como malformaciones del corazén, pérdida de la audicién,
anormalidades esqueléticas y bajo peso al nacer (Talge y col., 2007). Este
ultimo aspecto, fue hallado también en animales (Rodriguez, N. y col., 2007). El
bajo peso al nacimiento es un factor de riesgo de padecer el sindrome
metabdlico (SM) en la edad adulta (Hwang, IS y col., 1987; Eckel, RH y col., 2005;
Alberti, K.G. y col., 2006). Por otro lado, algunos habitos, como el consumo de
tabaco pueden aumentar el riesgo de muerte fetal, la cual es mas comuin en

mujeres que sufren estrés (Wisborg K. y col., 2008).

La programacién in utero o inmediatamente después del nacimiento,
podria dar origen al epigenoma. El epigenoma emerge en periodos de
desarrollo fetal o neonatal, por la interaccién entre el genoma heredado y
factores externos (ej.. miedo, maltrato, etc), nutrientes (ej.: desnutricion) u

hormonas (ej.: cortisol o corticosterona).

El epigenoma, podria constituir un importante factor que agrupe las
diferentes patologias conocidas como el sindrome metabdlico, las cuales se
producen en mamiferos aduiltos. Se destacan, entre ellas, la dislipemia, la
resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa, la hipertension y/o las
alteraciones cardiovasculares (Grundy, S.M., 1998), la hiperglucemia (Song D.
y col., 2004) vy la hiperuricemia, (Pascual-Leonel, A.M. y col, 2009; Levitt N. S.
y col., 2000; Kapoor A. y col., 2006; Sanchez-Lozada L., 2007).

Sie. Natabia Danicls Boun
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También se ha comprobado que la obesidad, el estrés prolongado, la
diabetes y las enfermedades cardiovasculares, entre otras, son algunas de las
causas del aumento del estrés oxidativo (EO) (Baez-Duarte, B., 2011). Este
aumento es debido a un desequilibrio y predominio de los radicales libres (RL),
que son especies quimicas que poseen un electron desapareado en su ultima
capa, lo que les permite reaccionar con un elevado numero de moléculas de
todo tipo, primero oxidandolas y después atacando sus estructuras. Estos RL,
han sido implicados como importantes mediadores patolégicos en un gran
numero de trastornos clinicos. Por otro lado, se ha demostrado una estrecha
relacién entre los RL y las lipoproteinas de baja densidad (LDL- colesterol),
cuyo aumento tiene un relevante valor predictivo directo en la aparicion de
aterosclerosis temprana (Marsland y col.,, 2002). Los productos finales de la
peroxidacion lipidica pueden reaccionar con proteinas y acidos nucleicos,

alterar su funcién y dar origen al dafio celular (Céspedes y col., 2008).

Es importante destacar que las ratas utilizadas en nuestro experimento,
son consideradas mamiferos HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidad)
(Martinez, L.O. y col., 2004; Maldonado, E. N. y col., 2002), por lo cual, son
animales que se muestran resistentes al riesgo aterogénico. Sin embargo,
cuando son sometidas a un periodo de estrés cronico por inmovilizacién en
plancha (IMO) (Michajlovskij, N. y col., 1988), demuestran una mayor
propension a la dislipemia, a la aterogénesis y al EO (Scoppa H. G., 2010).

EL ESTRES

Desde hace varias décadas, y sobre todo en la actualidad, la ciencia en
sus diversas disciplinas (medicina, psicologia, sociologia, etc.) ha estudiado el
fendmeno del estrés, y aunque su uso se ha hecho frecuente en el lenguaje
cotidiano y cientifico, aun existen dificultades para delimitar un concepto claro
del mismo. Alla por los afios 30, uno de los pioneros en estudiar el estrés, fue
un estudiante de medicina de la Universidad de Praga, Hans Selye, quien

observé que todos sus pacientes enfermos, independientemente de la
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enfermedad que padecian, presentaban los mismos sintomas (cansancio,
pérdida de apetito, descenso de peso, etc). A este conjunto de sintomas lo
llamoé “Sindrome de estar enfermo”. Unos afios mas tarde, Selye, definié el
concepto de estrés como, la respuesta no especifica del organismo frente a
cualquier demanda que se realice sobre él. E| término estrés designaria un
estado o variable intermedia entre el estimulo estresante y las respuestas que

desencadenan dicho estimulo.

Un concepto mas amplio es el desarrollado por Vigas, M. (1980), quien
considera al estrés como “el estado de emergencia del organismo provocado
por estimulos externos o internos, reales o simbdlicamente nocivos que
desembocan en una respuesta caracteristica, la cual se ha desarrollado en el

curso de la filogenia y tiene primariamente valor adaptativo”.

El agente estresante es llamado estresor (que puede ser de naturaleza
fisica, medioambiental, psicolégica o social) y la respuesta al mismo. Esta
ultima, puede definirse como el conjunto de reacciones fisiolégicas vy
conductuales dirigidas a restablecer la homeostasis del organismo y esta
determinada por ia percepcién que el organismo tiene del estimulo estresante

correspondiente (Gonzalez Gémez y Escobar, 2002).

El estrés actua como una sefial de alarma generada en el cerebro, que
detecta el peligro en el medio e indica que se requiere de una accién inmediata.
Cuando la respuesta a esta accién no se da de manera adecuada y con la
rapidez necesaria, se producen condiciones patolégicas, fisicas y/o
psicologicas, como depresion, ansiedad, alteraciones del ritmo cardiaco y
respiratorio, ulceras gastrointestinales, alteraciones en el peso, cansancio,
hipertension, entre otros, que interfieren con el bienestar y la salud. (Chrousos,
G., 2000; Mufoz-Abellan, C.y col., 2009).

La inminente presencia de un evento amenazante genera una respuesta
neurofisiolégica del individuo la cual intervienen en la activacién de los
sistemas nervioso central (SNC), auténomo y neuroendocrino (Hernandez Mata
y Leonardo, R., 2002).

11
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RESPUESTA NEUROENDOCRINA AL ESTRES

El SNC desempefia un papel fundamental en la integraciéon de la
respuesta a situaciones estresantes de cualquier naturaleza. En estas
condiciones, aparecen una serie de cambios fisiolégicos, cuyo posible valor
adaptativo o cuyas implicancias patolégicas estan, en muchos casos, por
establecerse. Sin embargo, existe un amplio consenso respecto de la
importancia funcional y patolégica de algunos sistemas fisiologicos que se
consideran tipicos del estrés como la liberaciéon de los glucocorticoides (GC) y
las catecolaminas (CA). El conocimiento de los cambios fisiolégicos que genera
el estrés es importante, porque estas alteraciones pueden utilizarse como
marcadores biolégicos del mismo y constituyen un aspecto de gran importancia
para valorar las diferencias individuales en la respuesta o el nivel de estrés
ocasionado por un estresor determinado (Armario, A. y col., 2004). La
respuesta cumple una mision protectora y es activada de forma instantanea
(Moscoso, M., 2009). Dicha activacidbn esta dada por dos ejes, el eje
hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA) y el eje simpatico-adreno-medular (SAM)
(Marquez, C. y col, 2004). Los estimulos estresantes llegan via receptores a-
adrenérgicos hasta la eminencia media del hipotalamo, especificamente en el
nucleo paraventricular (PVN) donde se inicia la produccién de la hormona
liberadora de corticotrofina (CRH) y arginina-vasopresina (AVP). La CRH entra
en el sistema portal hipofisario que une el hipotalamo con la glandula pituitaria
anterior y en unos segundos, activa a esta ultima, que es la encargada de
liberar la hormona adrenocorticotropa (ACTH). Esta hormona deriva de la
molécula de proopiomelanocortina (POMC) (Carlson, N., 1996; Leng, G. y
Russell, A., 1998, Owen, D. y col, 2005). La ACTH, a su vez, estimula la
secrecion de GC en la corteza de la glandula adrenal. En la rata, el principal

GC secretado por la corteza adrenal es |a corticosterona (COR).

Finalmente, los GC ejercen una retroalimentaciéon negativa a nivel del
hipocampo, el PVN y la pituitaria anterior. Para ello, existen receptores de

glucocorticoides (GR) en las tres areas expresadas anteriormente y ademas,

12
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receptores de mineralocorticoides (MR) en el hipocampo, que permiten regular
la actividad del eje HHA evitando el exceso de los GC, lo cual podria provocar

dafios en distintos 6érganos (Pascual, A. y col, 2009).

Otros componentes que actuan en respuesta al estrés son la
noradrenalina (NA) y la adrenalina (A). La NA del locus ceruleus (LC) y las
neuronas autonomicas del sistema simpatico central, ejercen su efecto
estimulando tanto al sistema nervioso simpatico sistémico (SNS) como al SAM,
los cuales producen las CA: NA y A (Costantine, T. y Chrousos, G. 2002). La A
cerebral sirve ampliamente como un sistema de alarma que disminuye las
funciones neurovegetativas, como comer y dormir, y acompafia a los aumentos
de las respuestas autonémicas y neuroendécrinas al estrés, incluyendo la
activacion del eje HHA (Chrousos, G., 1998). La NA tambien activa la
amigdala, la principal area cerebral relacionada a las conductas asociadas al
miedo y mejora el almacenamiento a largo plazo, de la memoria cargada de
emociones adversas, en sitios tales como el hipocampo y cuerpo estriado
(Constantine, T. y Chrousos, G., 2002).

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 él producidas,
regula el comportamiento, el metabolismo energético y adapta al organismo al
estrés, lo cual produce modificaciones en la glucemia, en la funcién
cardiovascular, en la termogenesis y en la funcién inmune innata y adaptativa
(Chrousos, G. y P. Gold, 1992; Chrousos, G., 2000).

En los animales estresados, se pierde el ritmo circadiano del patrén
secretor fisiolégico del sistema enddcrino, para poner en marcha los
mecanismos de protecciéon o adaptacion ya descriptos, afectando asi multiples

funciones esenciales del organismo (Alvarez Diaz y col., 2004).

Sic. Natabia Daniele Buun
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Fig. 1. Respuesta Neuroendocrina al estrés

ESTRES PRENATAL

El estrés sufrido por el feto durante su desarrollo puede conducir a
cambios permanentes en diferentes aspectos de la fisiologia del mismo,
incluyendo el metabolismo, cuyas consecuencias se observan en la vida
postnatal (Hall, J.G., 2007; Bloomfield, F.H., 2011). Estas alteraciones
dependen de la naturaleza, la intensidad y la duracion del estresor al cual esta
expuesta la hembra gestante. Evidencia bibliografica indica que el estrés
durante la gestacion puede estar asociado con una mayor incidencia de partos
prematuros y bajo peso al nacer en humanos (Bonari, L. y col, 2004; Dorthe,
H.y col., 2007) y en animales (Rodriguez, N. y col., 2007; Weinstock, M., 2008)
produciendo, ademas, alteraciones en el ritmo cardiaco (Van de Bergh y col.,,

2005). Por otro lado, se ha encontrado una importante incidencia del estrés

14
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prenatal (EP) sobre problemas emocionales en la descendencia, como la

ansiedad y la depresion (Kendler, K. y col., 1999; Koenen, K. y col., 2002,
2007; Gilmer, W. y col., 2005), reconociéndose, cada vez mas, que los cambios
en la funcion ejecutiva y la capacidad cognitiva, son también caracteristicas
representativas de los trastornos del estado de animo y la ansiedad (Coles,
M.E, Heimberg, R.G., 2002). Otros autores encontraron que genera dificultades
en el aprendizaje y la memoria, afectando la regulacion de los procesos
cognitivos (Rice, F. y col., 2007; de Quervain, D. y col., 2009) que incluyen el
miedo y su extincion (Mcintyre, C.K. y col., 2002; Mueller, D. y col., 2008;
Gourley, S. y col., 2009).

Mediante estudios epidemiolégicos y con animales, se demostré que los
factores genéticos, emocionales y las interacciones que se perciben entre ellos,
pueden afectar el éxito de una gestacion y en consecuencia el desarrollo fetal
(Fowden, A. y col. 2006). En animales de experimentacién, que fueron
sometidos a un estrés cronico in dtero, se observaron alteraciones en el
comportamiento social y en el eje HHA (Romanini, M. y col, 2007), en el eje
hipotalamo-hipéfiso-Gonadal (HHG) (Rodriguez, N. y col., 2007; Chen, S. y
col., 2013) y en la inmunidad (Mayer, N., 2011; Liaudat, A.C. y col., 2012), asi
como también, en los procesos centrales cerebrales relacionados con la

cognicion, la memoria y la habituacién (Zubilete, Z. y col., 2006).

EL SINDROME METABOLICO

Factores ambientales y el estilo de vida, influyen en el desarrollo
perinatal del animal y pueden causar cambios estructurales y funcionales en el
mismo, que persisten a lo largo de toda la vida. Como dijimos, en la actualidad
se ha desarroliado el término “epigenoma”, el cual fue acufiado en 1939 por
Waddington, H., quien lo defini6 como “el estudio de todos los eventos que
llevan al desenvolvimiento del programa genético del desarrollo” o el complejo
‘proceso de desarrollo que media entre el genotipo y el fenotipo” (Waddington,

C.H., 1941). En 2002, Holliday, R., definié la epigenética, como el estudio de
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los cambios en la funciéon de los genes que son heredables por mitosis y/o
meiosis, que no entrafian una modificacion en la secuencia del acido
desoxirribonucleico (ADN) y que pueden ser reversibles.

Actualmente, se reconoce el papel fundamental que el ambiente
extranuclear, extracelular y social ejercen en la modulacién de la actividad
genética (Shonkoff, J.P. y Phillips, D.A., 2000). Esto hace referencia a la
interacciéon entre el genoma heredado y los factores externos, nutrientes u
hormonas que son capaces de modificar, no la secuencia de los nucleétidos del
ADN de un gen, sino de generar pequefios cambios quimicos en su estructura
(Weaver |. C. G. y Meaney M. J., 2004, Pascual-Leonel, A.M., 2007), a través
de las metilaciones de nucleétidos o las acetilaciones de histonas. Mas
recientemente, se han descubierto acido ribonucleicos (ARNs) no codificadores
denominados micro ARNs que son importantes en la regulacion de la
activacion y silenciamiento de los genes (Bedregal, P. y col, 2010). Debido a
ello, el ADN expresa el mismo producto pero cambia su actividad, lo cual
modula la expresién de ese producto a la alza o a la baja (Pascual, A.M. y col.,
2009). Estas modificaciones se conocen como epimutaciones (Bedregal, P. y
col, 2010)

Un avance en la comprensién de la relacion entre los genes y el
ambiente se produjo con los descubrimientos de las bases moleculares
epigenéticas que controlan la activacion y el silenciamiento de los genes
(Holliday, R., 2006).

Se sabe que las modificaciones epigenéticas participan en un importante
namero de procesos, como por ejemplo, en la adquisicibn de memoria
inmunolégica de los linfocitos T (Rousseaux, R. y Col., 2008), en las bases
neurobiolégicas de la memoria, el aprendizaje y en la respuesta al estrés
mediada por el eje HHA (Miller, C.A. y Col. 2008). También se han asociado
mecanismos epigenéticos a enfermedades psiquiatricas como la esquizofrenia
y la depresion (Stuffrein-Roberts, S. y Joyce, PR., 2008). Otras enfermedades
involucradas en el estudio de estos mecanismos son el cancer y algunas

patologias neuroldgicas. (Bedregal, P. y col., 2010)
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Los cambios epigenéticos asociados con las enfermedades se
producirian a lo largo de la vida. Sin embargo, la labilidad del estado
epigenético de los primeros estadios del desarrollo, lleva a plantear la hipotesis
que la asociacién de los eventos adversos al inicio de la vida, con una
predisposicion a enfermedades, esta mediada por mecanismos epigenéticos
(Razin A., y Riggs, A.O., 1980; McEwen, B.S., 2008). Las evidencias de los
trabajos en animales, aportados por el grupo de Meaney, M. y col. (2007) y el
de Gluckman, P. y col. (2008) hacen plausible este planteamiento.

Es conocido que el eje HHA se programa en el periodo perinatal, de
manera que los cambios en él, no pueden revertirse en el periodo adulto
(Mayer, N. y col.,, 2011). Existe evidencia que indica que los nifios, cuya madre
ha sufrido maltrato durante la gestacion, tienen una respuesta alterada al estrés
a largo plazo, por fallas en la regulacién del eje HHA. Esto se explicaria, por la
metilacion del gen NR3C1, que es un receptor de los glucocorticoides
involucrados, en particular, con alteraciones en las respuestas autondmicas
(Oberiander, T. y col., 2008).

Dicha programacién perinatal podria ser un elemento integrador para las
patologias del SM, las cuales, muchas veces, se producen en los mamiferos
adultos nacidos con bajo peso (Berthold, K. y col., 2005; Pascual, A.M. y col.,
2009). Por ello, los animales que nacen con bajo peso, padecen en la edad
adulta, dislipidemia, hipertensién, alteraciones cardiovasculares y/o diabetes
mellitus, resistencia a la insulina e intolerancia a fa glucosa (Hwang, IS y col.,
1987; Eckel, RH y col., 2005; Alberti, K.G. y col.,, 2006). A continuacion
haremos una breve descripcion de cada uno de los parametros antes

mencionados.

- Dislipidemia

Es un trastorno en el metabolismo de los lipidos de la sangre (Soca, P.,
2009), caracterizado por concentraciones elevadas de los triacilglicéridos
(TAG), un descenso de las concentraciones de las lipoproteinas de alta
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densidad (HDL-colesterol) y elevados niveles plasmaticos de lipoproteinas de
baja densidad (LDL-colesterol) (Ordovas, J. y Corrella, D., 2005; Scott, M y col.,
2004). Esto ocurre en los humanos, ya que en el caso de las ratas, como
mencionamos anteriormente, son mamiferos HDL-colesterol, siendo los valores
de esta ultima lipoproteina elevados.

Los TAG son el principal tipo de lipido transportados por la sangre en el
organismo. Este, digiere las grasas de los alimentos y libera los TAG a la
sangre, que son utilizados como fuente de energia o almacenados como
grasas. El higado también puede producir TAG, algunos de los cuales dan
origen al colesterol (Ganong, W., 2010).

El colesterol es un lipido de gran importancia, tanto para la morfologia
como para la fisiologia de la célula, asi como para el correcto desarrollo de los
organismos. Es uno de los constituyentes principales de la membrana celular y
un importante precursor de las hormonas esteroideas y de los acidos biliares
(Brown, M. y Goldstein, J.L., 1986).

El colesterol y otras grasas son transportados en el torrente sanguineo
en forma de particulas esféricas Illamadas lipoproteinas. Como vya
mencionamos anteriormente, dos de las lipoproteinas involucradas en esta
patologia del SM, son las LDL-colesterol y las HDL-colesterol. Estas
lipoproteinas, son complejos miscelares macromoleculares constituidos por
lipidos (colesterol, TAG y fosfolipidos), unidos a proteinas especificas
denominadas apolipoproteinas. De esta manera, los lipidos, que son
compuestos hidrofébicos, pueden ser vehiculizados a través de fluidos
acuosos, como aquellos que se encuentran en los compartimientos intra y extra
vasculares (Schreier, L. y col.,, 2005; Salazar, D., 2009). Asociadas a las
lipoproteinas, existen, enzimas y proteinas transportadoras de lipidos, que
intervienen en su transformacion a lo largo del metabolismo lipidico y en el
cumplimiento de las diferentes actividades fisiolégicas (Hsia, S., 2003; Schreier,
L.y col., 2005).

Las HDL-colesterol son las lipoproteinas mas densas y de menor
tamafno, que cumplen un papel antiaterogénico. Vehiculizan el exceso de

colesterol desde los tejidos hacia el higado, para su posterior reciclaje o
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catabolismo a acidos biliares. Otras funciones de las HDL-colesterol se
encuentran relacionadas con la inhibicion de la oxidacion de las LDL-colesterol
en la pared arterial y la inhibicién de la expresién de moléculas de adhesion
endotelial (Von Eckardstein, A. y col., 2005), como asi también, con otras
funciones  ateroprotectoras que incluyen actividades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitrombéticas y profibrinoliticas (Shah, K. y col., 2001).
Como resultado de estas acciones, las HDL-colesterol, poseen el potencial de
prevenir y también de corregir la disfunciéon endotelial, considerada como un
factor clave en la patogenia de la ateroesclerosis, mas alla de los valores de
estas lipoproteinas (Posadas Romero, C., 2007).

Por otro lado, la funcién de las LDL-colesterol es la de distribuir el
colesterol a los tejidos que lo requieran, para la reposicion de los componentes
de las membranas celulares o para la sintesis de hormonas esteroideas
(Schreier, L. y col., 2005). Ademas, participan en la regulacion de la biosintesis
del colesterol a través de su union a receptores especificos y son susceptibles
de sufrir modificaciones como consecuencia de la influencia del medio o de la
genética. Estas lipoproteinas modificadas poseen mayor capacidad aterogénica
que las nativas. La retencién de las LDL-colesterol modificadas, en el
subendotelio, activa una serie de sefales proinflamatorias que culminan con
una respuesta inflamatoria que va a desencadenar consecuentemente el

proceso aterogénico (Greco, G. y col., 2009).

El colesterol total en sangre es un valor predictivo del riesgo de padecer
varias enfermedades como la ateroesclerosis, patologias cardiacas, problemas
cerebrovasculares, diabetes y otros trastornos metabdlicos. Si a este valor se lo
relaciona con el valor de la HDL-colesterol, el resultado es un indicador mas
exacto de la probabilidad de padecer dichas enfermedades. Esta relaciéon se

denomina indice aterogénico de Castelli (Castelli W., 1984).

- Hipertension

El origen de esta patologia es multifactorial. Esta fuertemente asociada

con la obesidad y comunmente ocurre en individuos resistentes a la insulina
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(Scott, M. y col., 2004). Este es un importante factor de riesgo de contraer

enfermedades cardiovasculares (Cordero, A. y col., 2005).
- Diabetes Mellitus

Es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia, resultante de la alteracion de la accién de la insulina, de la
secrecion de la misma o ambas. La hiperglucemia crénica asociada a esta
patologia se asocia, a largo plazo, con la disfuncién y la falla organica,
especialmente a nivel de los ojos, los rifiones, los nervios, el corazén y los
vasos sanguineos. También se manifiesta por la poliuria, la polidipsia, la
pérdida de peso y ocasionalmente con polifagia. Los pacientes con diabetes
mellitus, tienen mayor incidencia de aterosclerosis cardiovascular, arterial
periférica y de enfermedad cerebrovascular. También se observan hipertensién
y anormalidades del metabolismo de (as lipoproteinas (Civeira Murillo, F. y col.,
2013).

- Resistencia a la Insulina

Es un fenémeno fisiopatolégico en el cual se altera la accion biolégica de
la insulina en los diferentes tejidos, lo que provoca una hiperinsulinemia
compensatoria. Cuando el organismo no puede mantener esta respuesta de
hiperinsulinemia, se desarrolla la diabetes mellitus tipo 2. Pero en el caso
contrario, si la hiperinsulinemia se sostiene, se desarrollan una serie de
alteraciones, principalmente de tipo metabdlico, que aumentan el riesgo de
sufrir enfermedades cardiovasculares (Pineda, C., 2008; Ros Pérez, M. y
Medina-Gomez, G., 2011).

- Intolerancia a la Glucosa

Se caracteriza por una respuesta anormal a una sobrecarga de glucosa

suministrada por via oral. Este estado se asocia a una mayor prevalencia de
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patologias cardiovasculares y a un mayor riesgo de desarrollar diabetes clinica
(Song, D. y col., 2007).

ESTRES OXIDATIVO

Un gran numero de estudios en animales experimentales han
demostrado que los factores de riesgo comunes para la ateroesclerosis
aumentan la produccién de radicales libres de oxigeno, no sélo por parte de las
celulas endoteliales sino también por las células musculares lisas y por las
células vasculares adventicias (Cai, H. y col., 2000). Ademas, esta patologia
se considera una enfermedad inflamatoria crénica que se desarrolla como
consecuencia del atrapamiento de las LDL-colesterol en la intima arterial
(Calmarza, P., 2008). Por lo tanto, la hipercolesterolemia, la diabetes, la
hipertension, el tabaquismo, el envejecimiento y la intolerancia a los nitratos,
aumentan la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) e inician
varios procesos implicados en la aterogénesis, incluyendo la expresion de
moléculas de adhesion, la estimulaciéon de la proliferacion y la migracion del
musculo liso vascular, la apoptosis en el endotelio, la oxidacion de los lipidos,
la activacién de metaloproteinasas de la matriz y alteraciéon de la actividad

vasomotora (Harrison, D. y col., 2003).

El concepto de estrés oxidativo fue propuesto por Sies, H. y Cadenas, E.
en plena década del ochenta, como un desbalance en el que hay un aumento
de oxidantes o una disminucién de antioxidantes, en comparaciéon con la
situacion definida como normal (Sies, H., 1985; Cadenas, E., 1989). Este
concepto fue inspirado en la idea de estrés de Selye, H. instalada para el
Sindrome General de Adaptacién y en la idea de Gerschman de que tanto la
hiperoxia como la disminucién de antioxidantes llevan a un dafio tisular
(Boveris, A., 2005).

En la actualidad, al estrés oxidativo se lo define como, el desequilibrio
bioquimico propiciado por la produccién excesiva de ROS y RL, los cuales le
provocan dafio oxidativo a las biomoléculas y no puede ser contrarrestado por

los sistemas antioxidantes (Harman, D., 1992).
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Desde el punto de vista quimico los RL son aquellas especies quimicas,
cargadas o no, que en su estructura atébmica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracién espacial
que genera gran inestabilidad (Cap. Justo R. Venereo Gutiérrez, 2002,
Sanchez-Rodriguez, M. y col., 2004). Debido a esto, son capaces de extraer un
electron de las moléculas vecinas para completar su orbital, convirtiéndose en
componentes altamente reactivos y oxidantes (Halliwell, B., 1991; Halliwell, B. y
Gutteridge, J..,1992; Chesseman, K.H. y Slater, T.F., 1993).

Dentro de las especies reactivas, las ROS son las formas parcialmente
reducidas del oxigeno. Estas se forman a partir de la reduccion univalente del
O,, generando reactivos intermediarios en una serie de reacciones que
involucran cuatro electrones, produciendo tres compuestos ROS: el anién
superoéxido (O7), el peréxido de hidrégeno (H20) y el radical hidroxilo (OH")
(Fig. 2) (Gutteridge J., 1994; Boveris, A., 2005; Halliwell, B. y Gutteridge, J.,
2007; Cerda Micé, C. y Saez Tormo, G., 2009)

g- e +2H" e+H" g +H
02 02'- H202 OH H20
Radical Superéxido H,0

Peroxido de Hidrégeno
Radical Hidroxilo

Fig. 2: Reduccién univalente del O,.

El H,O2 no es un RL, pero cae en la categoria de ROS por ser un
compuesto intermediario e importante en la bioquimica de los RL, ya que se
descompone facilmente en presencia de metales de transicién (principalmente
el Fe?*) para producir el OH’ (Chesseman, K.H. y Slater, T.F., 1993; Neurooz-
Zedeh,J. y col., 1999; Boveris, A., 2005).
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La formacion del OH’ transcurre a través de la reaccion de Fenton:
Fe?" + Hy0, — Fe* + OH + OH
y la 6xido-reduccion ciclica del metal por parte del superodxido:
Fe¥ + Oy = Fe®" + O, siendo la suma de ambas reacciones
Oy + H0, =) O+ OH + OH

El Oy, el HO, y OH reaccionan con relativa facilidad con
macromoléculas claves para la correcta funcion celular, como lo son, los acidos
grasos de las estructuras fosfolipidicas, las proteinas, los hidratos de carbono y

los acidos nucleicos (Halliwell, B. y Gutteridge, J., 2007).

Ademas del O, el nitrégeno también es capaz de formar RL como dos
oxidos: oxido nitrico (NO") y didxido nitrico (NO;’), conformando las llamadas
especies reactivas del nitrégeno (ERNs) (Knight, J., 1999; Drége, W., 2002).

La formacion de las ROS es el resultado del metabolismo natural de los
seres aerobios, es decir, la formacion de estas especies reactivas no es
patolégica en si, mas bien, es la formacién excesiva de éstas lo que pone en
peligro y puede dafar la estructura molecular de las células que consumen
oxigeno. Por el contrario, en condiciones fisioldgicas, bajo el control de los
sistemas antioxidantes, a las ROS se les atribuye funciones de regulacion

metabdlica y de expresion génica (Boveris, A., 2005).

Para poder detectar estos dafos, se utilizan normalmente, indicadores
quimicos, mediante la determinacion de los productos de reaccién de radicales
libres oxidativos con biomoléculas, como el malondialdehido (MDA) o
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), que son productos de la
lipoperoxidacién, la 8-OH-deoxiguanosina, producto de la oxidacion de los
acido nucleicos y los grupos carbonilos de proteinas oxidadas (Boveris, A.,
2005).

El estrés oxidativo ha sido relacionado con diversos procesos

fisiopatolégicos que ocurren en el SM, tanto en su génesis como en el camino
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del proceso aterogénico. ElI dafio mediado por éste, se dirige
fundamentalmente al ADN, las proteinas y los lipidos (Gonzalez Sotolongo, O.
y col, 2009). Dentro de estas fisiopatologias generales, encontramos la
resistencia a la insulina, ya que se ha comprobado que el estrés oxidativo
puede inducir a la misma, mediante la fosforilacién de los receptores de la
insulina (Maritim, A.C. y col., 2003; Li, L.F. y Li, J., 2007). Ademas, juega un
papel importante a través de las citoquinas pro-inflamatorias, cuyos niveles se
encuentran elevados en el SM (Wei, Y. y col., 2007). La activacién del sistema
renina-angiontensina-aldosterona también esta involucrado en la produccion de
estrés oxidativo y el consiguiente dafo endotelial en el SM (Cooper, S.A.,
2007).

Existen diversos trabajos que responsabilizan al estrés oxidativo de
provocar importantes dafios que ocurren en el SM, tales como la peroxidacion
lipidica, dafio en las membranas celulares, dafo del ADN, trastorno en la
expresion de genes y disfuncion endotelial (Ford, E.S. y col., 2003; Hansel, B. y
col.,, 2004; Govindarajan, G. y col.,, 2006). También se lo relaciona con la
obesidad, la hipoadiponectinemia y alteraciones cardiacas, endoteliales y
renales (Stein, N. y col., 2007; Sarafidas, P.A. y col., 2007)

A partir de estos antecedentes se emitieron las siguientes hipétesis y

objetivos
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HIPOTESIS

El estrés prenatal afecta la regulacién de la glucemia, el metabolismo

lipidico y parametros del estrés oxidativo en ratas macho adultas.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estrés prenatal sobre la regulacion la glucemia,
parametros del metabolismo lipidico y del estrés oxidativo; y su relacién con la

actividad del eje HHA en ratas macho adultas.

OBEJTIVOS ESPECIFICOS

En ratas macho adultas:

-Determinar los niveles plasmaticos de corticosterona.
-Determinar los niveles plasmaticos de la glucemia.
-Determinar los niveles plasmaticos de insulina.
-Determinar la tolerancia oral a la glucosa.
-Cuantificar los niveles plasmaticos de colesterol Total
-Cuantificar los niveles plasmaticos de HDL-colesterol.
-Cuantificar los niveles plasmaticos de LDL-colesterol
-Determinar los indices aterogénicos.

-Cuantificar los niveles plasmaticos de los triacilglicéridos.

-Determinar la concentracion de MDA como indicador de peroxidacion lipidica.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los animales de experimentacion:

Se utilizaron ratas machos albinas (Wistar) de 90 dias de edad, hijos de
madres sometidas a estrés créonico por IMO (Michajlovskij, N., 1988),
intermitente e impredecible durante 30 minutos diarios, tres veces por semana,
durante las dos ultimas semanas de prefiez (EP) y sus controles no estresadas
(CP). Todos los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de
bioterio (luz 7:30 a 19:30 hs. y temperatura 20 (x 2 °C)) y se les suministro
agua y alimento “ad libitum”. Luego del nacimiento se dej6é 8 crias (machos y
hembras) por madre, tanto para el grupo control como en el de crias

estresadas prenatalmente.

De estos tratamientos surgieron los siguientes grupos: CP y EP.
CP: crias de madres no estresadas.
EP: crias de madres estresadas.

El destete fue realizado a los 21 dias post-nacimiento. En ese momento se
dejaron 4 machos por camada los cuales se alojaron juntos en la misma jaula
(utilizando 2 de ellos en cada experimento para evitar el “efecto camada”)
(Chapman, R. H. y J. Stern. 1978).

Prenez

Las hembras fueron apareadas en jaulas grandes, en una proporciéon de
tres hembras por macho, de 4 meses de edad y sexualmente maduros, con el

propdsito de obtener el mayor nimero de hembras prefadas.

Con el fin de determinar el momento preciso en que se produce el
servicio de la hembra, todos los dias por la mafiana, entre las 9:00 y las 11:00

horas se realizé el ciclado. Para ello, a cada una de las hembras le fue extraido
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material vaginal que se analizé al microscopio, a los fines de determinar la
presencia de espermatozoides provenientes de la cépula del macho (ciclado).
Las hembras que tenian espermatozoides en el exudado vaginal fueron

separadas en jaulas individuales (se consideré como el dia uno de prefiez).
Estrés prenatal

La sesiodn de estrés por IMO, se realizé en tablas de maderas de 20 x 20
cm., con cuatros soportes metalicos apoya-miembros en sus angulos, donde se

sujetaron las patas del animal con cinta hospitalaria.

Todas las sesiones de estrés se realizaron en forma intermitente e
impredecible durante 30 minutos diarios, tres veces por semana, durante las
dos ultimas semanas de prefiez, dentro de una habitacion alejada del resto de

los animales, evitando la situacién de estrés para los mismos.

Fig. 3: Inmovilizacién en plancha
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Diseiio experimental

| IMO | . Hembras prefiadas ]?

P

Destete a los 21 dias
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Primer Experimento

A los 90 dias de edad, cuando alcanzaron la madurez sexual, un grupo
de animales EP y sus controles CP, fueron sometidos a la prueba de tolerancia
a la glucosa oral. Para ello, se obtuvieron muestras de sangre mediante una
pequefia escisidon en uno de los vasos sanguineos de la cola, recolectandola
por capilaridad en tubos heparinizados a diferentes tiempos, 0 (plasma basal) y
a los 10, 20, 30, 60 y 90 min., luego de la administracion de la solucién de
glucosa al 40 % via oral (1 g/kg) con un ayuno de 12 hs (toda la noche). Los
tubos se centrifugaron inmediatamente a 3000 rpm durante 15 min. y se separé

el plasma para dicha determinacion (Song, D. y col, 2004).
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Segundo experimento

Un grupo de animales, se sacrificaron por decapitacién y se extrajeron
muestras de sangre que fueron colocadas en tubos con acido
etilendiaminotetracético (EDTA) para la obtencién de plasma. Los tubos se
centrifugaron inmediatamente a 3000 rpm durante 15 min. y se separd el
plasma. Luego, se extrajo el higado bajo condiciones de esterilidad, para
determinar el estrés oxidativo y como indicadores de peroxidacién lipidica se
utilizdé MDA. Ambos se conservaron a -20 °C, hasta el momento de la

determinacion.
Del plasma se realizaron las siguientes determinaciones:
- Niveles plasmaticos de corticosterona.
- Niveles plasmaticos de la glucosa.
- Niveles plasmaticos de insulina.
- Niveles plasmaticos de colesterol Total
- Niveles plasmaticos de HDL-colesterol.
- Niveles plasmaticos de LDL-colesterol
- indices aterogénicos.

- Niveles plasmaticos de los triacilglicéridos

- Determinacién de la COR por Radio inmunoensayo (RIA):

El fundamento de la técnica de RIA es la reacciéon entre una sustancia
marcada radiactivamente y un anticuerpo obtenido contra la misma En las
técnicas normales de RIA la cantidad de sustancia marcada y la cantidad de
anticuerpo que se pone a cada tubo es siempre la misma (excepto a los tubos
totales y a los no especificos que no llevan anticuerpo y en su lugar contiene el

mismo volumen de tampén).
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El anticuerpo se pone bastante diluido de tal manera que solo ligue una
parte de la sustancia marcada que se coloca. Si no hay sustancia patréon no-
marcada (fria) el tubo se denomina "cero" y representa el maximo de unién de
la sustancia marcada con el anticuerpo. A medida que aumenta la cantidad de
la sustancia patron, se detecta menor nivel de radioactividad ligada al
anticuerpo, debido a que el patron compite con la sustancia marcada y por lo
tanto esta se liga cada vez en menor medida (se obtiene asi una curva de

desplazamiento de la sustancia marcada ligada al anticuerpo).

La relacién entre la concentracion del patron y el desplazamiento no es
lineal y por eso en el RIA se utiliza una transformacion logit/log que linealiza la

relacion.

La puesta a punto de una técnica de RIA implica el disponer de una
hormona marcada radiactivamente, un anticuerpo generado contra esa
hormona y una hormona que sirve como estandar. Cuando se dispone de estos
reactivos se han de encontrar las concentraciones éptimas para el RIA, que se

pueden resumir en las siguientes:

(1) Tampén de composicion y pH definidos.

(2) Concentraciones optimas de la hormona marcada y del primer anticuerpo.
(3) Tiempo, temperatura y método de incubacién.

(4) Método de separacion de la hormona libre y de la ligada al anticuerpo.

La determinacién de la COR plasmatica por RIA se hizo mediante una
técnica que hemos estandarizado en nuestro laboratorio, en la que usamos
COR 3H* (Sigma) y un anticuerpo especifico de COR de rata (Tecnolab). La
sensibilidad de este ensayo fue de 10 pg of COR y los coeficientes de

variabilidad inter e intra-ensayo fueron < 10%.
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Protocolo:

Reactivos del analisis

- Etanol absoluto

- Fosfato monosédico y Fosfato disédico
- Gelatina

- Cloruro sédico

- Hidroxido 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).

- Patrén: COR fria procedente de Sigma. De esta COR se prepard una solucion
original de 10 mg/ml en etanol absoluto (solucién madre) y a continuaciéon una
de 10 ug/mi (primera hija). Ambas se mantuvieron a 4 °C y son estables por 1

afio y 1-2 meses respectivamente.

- Carbon activo.

Procedimiento

¢ Curva patrén: El dia del analisis se preparé una solucién de trabajo tomando

16 ul de la solucion hija y diluyéndola en 984 ul de tampén de RIA (se

Sle. Oataltia Danicls Boun
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obtiene una solucion standard (St 1) de una concentraciéon de 1600 pg/10 ul).
A partir de ésta, se prepararon diluciones a la mitad hasta una solucién (St 7)
cuya concentracién es de 25 pg/ul. En los tubos correspondientes a la curva
patron, se colocaron 10 ul de tampén (Bo= ceros, NSB= inespecificos) o 10

ul de los patrones correspondientes.

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

contuvieron 100 ul de tampén).

Hormona marcada COR-°H: Se preparé una solucién de trabajo diluyendo la

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

siempre unas 8000 cpm/100 ul de tampén.

Muestras: Plasma sin diluir para muestras control, para animales estresados

se diluyo segun el tiempo de estrés transcurrido.

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

Eimer)

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

10 pl de patrén, tampén o muestra

200 pl de tampodn, luego se agité en un vortex.

Se colocaron los tubos durante 30 min a 70 °C para desproteinizar, en un
bafio y luego se enfriaron en hielo.

Se colocé 100 ul de la hormona marcada

Se agrego 100 pl del antisuero (excepto a los NSB).

S%e. Natabia Danicle Boun
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e e ———————— e ———

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

| Standard | Agitar, sk Aditary
. Tubos Tampén 6 Muentra : COR-H® | Antisuero Ltiodo
|
| NSB 210 ul s luegoa | 100 ul ) 4°C
| 18-24 hs.
i NSB 210 ul - 70°C =
B, 210 ul ) 30 min. z 100 ul
!
! B, 210 ul - enfriar ¥ *
St 1 200 ul 10 ul b ;
: -
| Muestras | g ’ ? "
' l 4 e - |

Al dia siguiente, se prepard una suspensiéon de carbon activado en
tampon (1%), manteniendo la suspensién en agitacién constante y a 4 °C
durante 15 min. antes de afadirlo a los tubos (0.5 ml). Una vez afnadido el
carbén a los tubos, se agitaron y se centrifugaron (4000 rpm, 15 min, 4 °C). En
esta fase los tubos permanecieron siempre a 4°C, con la gradilla en una cubeta
con agua-hielo. Cuando se sacaron de la centrifuga inmediatamente se
decanté 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 afadio el liquido
de centelleo. Se agitaron bien los viales y se determiné la radioactividad del
sobrenadante en un contador 3 de centelleo liquido (Beckman °H actividad 10°
dpm). Se confecciond una curva en papel logit-log, graficando en el eje X las
concentraciones de los estandares y en el eje Y el porcentaje de union. El

porcentaje de unidn se calculd 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 calcul6 el porcentaje de unién y se
extrapol6 en la curva de manera de obtener la correspondiente concentracion
de COR.

- Determinacion de la Glucosa

Protocolo:

Se realizé 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 glucénico por acciéon de la enzima
glucosa oxidasa. El H,O. producido, en presencia de la peroxidasa 4-
aminofenazona y el fenol, forma una quinoneimina con un pico de absorcioén a
505 nm. La intensidad del color es proporcional a la concentracion de la

glucosa de la muestra.

Calculo de la glucemia

Glucosa (g/1) = Absorbancia de la muestra desconocida / Absorbancia del estandar

- Determinacion de la Insulina

Mercodia Ultrasensitive Insulin ELISA es un inmunoensayo de fase
solida de los puntos. Se basa en la técnica de sandwich directo debido a la que
dos anticuerpos monoclonales se dirigen contra determinantes antigénicos
separados de la molécula de insulina. Durante la incubacién, la insulina de la
muestra reacciona con los anticuerpos anti-insulina conjugados en peroxidasa
y anticuerpos anti-insulina ligados con los pocillos de microtitulacién. El
anticuerpo marcado con enzima no unido se elimina con un simple lavado. El
Enzyme Conjugate unido se detecta por reaccion con 3,3,55'-
tetrametilbencidina (TMB). La reaccién se detiene afiadiendo acido para dar un

punto final colorimétrico que se detecta por espectrofotometria.

$oc. Natabia Danicls Boun
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Material requerido

* Pipetas de 25, 50, 200 y 1000 uL (para la adicién de la disolucién enzyme
conjugate 1X, Substrate TMB y Stop Solution se prefieren las pipetas de

repeticion).

* Cubetas y probetas para preparar los reactivos.

» Agua bidestilada.

* Lector de microplacas (filtro de 450 nm).

» Agitador de placas (La velocidad recomendable es de 700-900 vueltas por

minuto, movimiento orbital).

» Lavador de microplaca.

Reactivos

Cada kit de Mercodia Ultrasensitive Insulin ELISA contiene reactivos
para 96 pocillos, suficientes para 42 muestra y una curva de calibracion por
duplicado. Para series de ensayos mas amplias, mezclar reactivos de paquetes
de numero de lote idéntico. La fecha de caducidad del kit completo esta en el
exterior identificada en una etiqueta. La temperatura de conservacion

recomendada es 2—-8 °C.

S, Databa Danicls Boun
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Placa Recubierta 1 placa 96 pocillos Listo para usar
Anticuerpo monoclonal de ratén anti-insulina. 8 tiras de pocillos
Para cintas de microtitracion sin utilizar, cerrar la bolsa con cinta adhesiva y conservar a

2-8°C durante 8

Calibradores 1,2, 3,4, 5 5 viales 1000uL  Listo para usar

Insulina humana recombinante
Codificado en amarillo
Concentration indicada la etiqueta del vial,

Calibrador 0 1 vial 5ml Listo para usar
Codificado en amarilio

Conjugado Enzimético 11X 1 vial 1.2 mi Preparacion,
Monoclonal de ratén Conjugado enzimatico ver abajo

con peroxidasa anti-insulina

Buffer de Conjugado Enzimatico 1 vial 12 mil Listo para usar
Codificado en azul

Lavado con buffer 21X 1 botella 50 ml Diluir con 1000 ml
Conserver después de la dilucion: de agua bidestilada
2-8°C durante 8 semanas. para hacer de solucién

de lavado de buffer 1X

Substrato TMB 1 botella 22 ml Listo para usar

Solucion incolora
Atencién! Es sensible a la luz!

Solucién de Parada 1 vial 7 ml Listo para usar
0.5 M H,SO4

Preparacion de la disolucion del conjugado enzimatico 1X

Preparar el volumen necesario disolucién del conjugado enzimatico 1X
por dilucién del conjugado enzimatico 11X (1+10) en el buffer del conjugado
enzimatico segun la siguiente tabla. Si se usa toda la placa, verter
completamente el tampén buffer del conjugado enzimatico al vial del conjugado

enzimatico 11X. Mezclar suavemente. Utilizar en un dia.

Conjugado Buffer de Conjugado
Numero de tiras Enzimatico 11X Enziméatico
12 tiras 1 vial 1 vial
8 tiras 700 L 7.0mb
4 tiras 350 ul 3.5ml
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Obtencion y manipulacion de muestras

Suero

Recoger la sangre por venipuncién, dejar coagular y separar el suero por
centrifugacién. Las muestras pueden conservarse a 2-8 °C hasta 24 horas.
Para periodos mas largos, conservar las muestras a —-20 °C. Evitar la

congelacion y descongelacion de forma repetida.
Plasma

Recoger la sangre por venipuncién en tubos que contienen heparina o
EDTA como anticoagulante y separar la fraccion de plasma. Las muestras

pueden conservarse a 2- 8 °C hasta 24 horas.

Para periodos mas largos, conservar las muestras a -20 °C. Evitar la

congelacion y descongelacién de forma repetida.

Preparacion de las muestras

Normalmente no es necesario diluirlas; sin embargo, las muestras que

contienen >20 mU/L deben diluirse 1/10 v/v con el calibrador 0.

Procedimiento de evaluacion

Todos los reactivos y muestras deben estar a temperatura ambiente

antes de su uso. Preparar una curva calibracién para cada ensayo.

1. Preparar solucién de conjugado enzimatico 1X y solucién con lavado de
buffer 1X.

2. Preparar suficientes pocillos de microplaca para los calibradores y muestras

por duplicado.

3. Pipetear 25 pL de cada calibrador y muestra en los pocillos
correspondientes.

Sle. Matatia Danicls Boun
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4. Anadir 100 pL solucién de la conjugado enzimatico 1X a cada pocillo.

5. Incubar en un agitador de placas (700-900 rpm) durante 1 hora a

temperatura ambiente (18-25°C).

6. Lavar 6 veces con 700 pL solucién de lavado con buffer 1X por pocillo
mediante Lavador de placas automatico con funciéon de sobre-flujo de lavado.
Después del lavado final, invertir la placa y golpearla firmemente contra papel

absorbente. No usar el paso de remojo durante el proceso.

O manualmente: Verter el liquido invirtiendo la microplaca en una pila. Anadir
350 pL de solucion de lavado con buffer 1X, golpeando firmemente la placa
contra papel absorbente para eliminar todo el liquido en exceso. Repetir 5

veces. Evitar remojo prolongado durante el proceso

7. Anadir 200 pL de substrato TMB.

8. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-25°C).
9. Anadir 50 pL de la solucién de parada a cada pocillo.

Colocar la placa en un agitador durante aproximadamente 5 segundos para

asegurar el mezclado.

10. Leer la densidad optica a 450 nm y calcular los resultados. Leer en 30

minutos.

Aviso: Usar pipetas distintas para prevenir contaminacion entre conjugado y

sustrato.
Calculo de resultados

Calculo computarizado

Para obtener la concentracion de insulina realice la reduccion de datos
computarizados de la absorbancia para los calibradores, sin calibrador 0, frente

a la concentracioén utilizando un andlisis de regresion segun lo indica el kit.

Sle. Natabia Danicls Beun
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Calculo manual

1. Representar graficamente los valores de absorbancia obtenidos para los
calibradores, sin calibrador 0O, frente a la concentracion de insulina en papel log-

log y construir una curva de calibracion.

2. Leer la concentracién de las muestras a partir de la curva de calibracion.

- Determinacion del Colesterol Total

La determinacién del colesterol se realizdé por un método enzimatico. Se

utilizé el kit comercial Colestat enzimatico AA, provisto por Laboratorio Wiener.

Los esteres de colesterol son hidrolizados por la enzima colesterol esterasa a
colesterol y acidos grasos libres, este colesterol mas el originariamente
presente es oxidado enzimaticamente por la colesterol oxidasa, se origina
peréxido de hidrégeno que se combina con HBA y 4- aminoantipirina para
formar un cromoforo, el colorante quinoneimina, que es cuantificado a 500nm
(Allain, D., 1974; Young, D.S., 2001).

Se utilizaron muestras de plasma extraido con EDTA. Luego de ser
procesada la muestra una concentracién estandarizada, se leyeron en

espectrofotémetro a 505 nm, llevando el aparato a cero con el Blanco.

Procedimiento:

En tres tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas B (Blanco), S (Standar)

y D (Desconocido) colocar:

Standard

Muestra

Reactivo de Trabajo

39



“Efecto del estrés prenatal sobre la regulacién de la glucemia, algunos parametros del metabolismo lipldico y el estrés
oxidativo, en ratas macho”

Incubar 5 min en bafio de agua a 37°C 0 20 min a temperatura ambiente (25°C)

Los resultados se calcularon segun la formula:

Colesterol (g/L)=Dx f f = 2,00(g/L)
S

- Determinacion del HDL-Colesterol

Se utilizé el kit comercial HDL-colesterol FT, provisto por Laboratorio
Wiener. Las HDL-colesterol se separaron precipitando selectivamente las
lipoproteinas de baja densidad y muy baja densidad (VLDL) mediante el
agregado de acido fosfotungsténico en presencia de iones magnesio. Las HDL-
colesterol quedan en el sobrenadante separadas por centrifugacion, donde se
realiza la determinacion del colesterol ligado a las mismas, empleando el
método enzimatico Colesterol oxidasa/Peroxidasa con colorimetria (Youg, D.S.,
1990; Expert Panel, JAMA, 2001). La determinacién se realiz6é en plasma, las
muestras permanecieron refrigeradas desde su extraccion hasta el

procesamiento. Se leyé a 505 nm en espectrofotdmetro.

Procedimiento:

En un tubo de extraccion medir 0,5 mi (500 ul) de muestra y agregar 50 ul de
Reactivo Precipitante. Homogeneizar agitando (sin invertir) durante 20 seg. y
dejar 30-40 min. en el refrigerador (4-10 °C) 6 15 min. en bafio de agua a la
misma temperatura. No colocar en el congelador. Centrifugar 15 min. a 3000

rem. Usar el sobrenadante limpido como muestra.

En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard) y D

(Desconocido) colocar:

Soe. Natabia Danicls Buun
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Sobrenadante

Standard

Rvo. de Trabajo

Colestat enzimatico

Mezclar e incubar 15 min. a 37 °C. Retirar del bafio y enfriar.

La concentracion de HDL-colesterol en la muestra se calculdé de la siguiente

manera:

HDL-colesterol (g/L) = Dx f f= 0,762

- Determinacion del LDL-Colesterol

Se utilizd el kit comercial LDL-colesterol del Laboratorio Wiener. El
ensayo LDL-colesterol fue utilizado para la cuantificacion de colesterol de
lipoproteina de baja densidad en plasma. Se emplearon dos reactivos, el
reactivo | que contiene un agente tensioactivo que solubiliza unicamente las
particulas de lipoproteina que no son del tipo LDL-colesterol. El colesterol
liberado es consumido por la enzima colesterol esterasa y la colesterol oxidasa
en una reaccion que no forma color. El reactivo Il con otro agente tensioactivo
solubiliza las particulas LDL-colesterol restantes y un acoplador cromogenico
N, N-Bis-4-sulfobutil-m-toluidina, disédica/DSBMT/ permite la formacién de
color. La reaccion enzimatica con LDL-colesterol en presencia del acoplador
produce color que es proporcional a la cantidad de LDL-colesterol presente en
la muestra. (Seidel D, 1982; Young, 1990; Expert Panel, JAMA, 2001).

Las muestras permanecieron refrigeradas desde su extraccién hasta su

procesamiento. En un tubo se midié 200 pl de muestra, se agregd 100 pl de
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reactivo precipitante y se dejé reposar 15 minutos en bafio a 20-25° C. Luego,
se centrifugé 15 minutos a 3000 rpm. Se usé el sobrenadante para el ensayo

colorimétrico.

Procedimiento:

En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard) y D

(Desconocido) colocar:

Scbrenadante

Standard

Rvo. de Trabajo

Mezclar e incubar 15 min. a 37 °C. Retirar del bafio y enfriar. Leer en
espectrofotometro a 505 nm, llevando el aparato a cero de absorbancia con el

blanco.

La concentracion de LDL-colesterol en la muestra se calculd con la

siguiente férmula:

LDL-colesterol (g /L) = Colesterol total- (D.f) f 0,624

- indice Aterogénico

Se calcula mediante la relacion: Colesterol total / HDL-colesterol.
Esta relacién es un indicador del riesgo de sufrir aterioesclerosis, diabetes,

otros trastornos metabdlicos y enfermedades cardiacas y/o cerebrovasculares.
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- Determinacién de los Triacilglicéridos

Se utilizd6 el kit comercial TAG Color GPO/PAP AA, provisto por
Laboratorio Wiener. La técnica se fundamento en la propiedad de los
triglicéridos de ser hidrolizados por la lipasa a acidos grasos libres y glicerol. El
glicerol es fosforilado por el adenosina de trifosfato (ATP) mediante la glicerol
quinasa para producir glicerol-3-fosfato y el adenosina difosfato (ADP). El
glicerol-3-fosfato se oxida a fosfato dihidroxiacetona (DAP) mediante la glicerol
fosfato oxidasa produciendo H,O,, una reaccién de color catalizada por
peroxidasa, el H,O, reacciona con 4-aminoantipirina (4-AAP) y 4-clorofenol (4-
CP) para producir un color rojo. La absorcién de este color es proporcional a la
concentracion de triglicéridos presente en la muestra. El reactivo esta basado
en el método de Wako y las modificaciones de Mc. Gowan (Fossati, 1982;

Young, 1990). Se utilizaron muestras de plasma extraido con EDTA.

Procedimiento:

Homogeneizar la muestra antes de utilizarla.

En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Standard) y D

(Desconocido) colocar:

Muestra

Standard

Rvo. de Trabajo

Mezclar e incubar 15 min. a 37 °C 6 20 min. a temperatura ambiente (18-25°C).
Retirar del bafio y enfriar. Leer en espectrofotometro a 505 nm, llevando el

aparato a cero de absorbancia con el blanco.
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Se procesdé seglin el instructivo y se procedi6 a leer en

espectrofotémetro a 505 nm.

El célculo de los resultados se hizo aplicando la siguiente férmula:

Triacilglicéridos (g / L) =D x f f= 2,00 (g/L)
S

- Determinacion de la concentracién de MDA

Como marcador de la peroxidacion lipidica, se determiné Ila
concentracion de MDA en homogenato de higado, por medio de la técnica de
TBARS. Esta variable fue medida utilizando el método original de Buege y Aust

(1978) modificado para tejidos por Marcincak y col, 2003.

a) Procedimiento -Muestras de animales experimentales.

La técnica consiste en colocar 600 ul al 30% (p/v) de homogenato de
higado mezclado con butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante y acido
tricloroacético al 15 %, se agit6 e incubd a 90° C durante 30 minutos. Luego del
enfriado y centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos, 600 ul del
sobrenadante se extrajeron y se pusieron reaccionar con un volumen igual de
acido clorhidrico 0,25 N y tiobarbiturico (TBA) 0,375 %. La mezcla de reaccién
fue nuevamente incubada a 90° C durante 30 min., extraida del bafio y
enfriada, posteriormente, se puso reaccionar con dos volumenes de butanol, se
centrifugé y la capa coloreada fue medida a 535 nm usando 1,1,3,3-

tetraethoxypropano (Sigma) como el estandar.
Método:

1) Pesar 1 gr de tejido (mantener en hielo). Usar papel de aluminio
rotulado.
2) Homogenizar el tejido con 3 ml de Buffer Fosfato (siempre en hielo).
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3) Colocar en el primer juego de tubos.

Tubos | Buffer BHT | H,Obd| TCA | Homogenato
Bco. 600 ul 60 ul 20ul | 600 ul
Bco- 600 ul 60 ul 20 ul 600 ul
M, 60 ul 20ul | 600 ul 600 ul
M, 60 ul 20ul | 600 ul 600 ul

4) Tapar los tubos con tapa con agujeros.

5) Incubar 30 min. a 90°C: colocar peso arriba de las tapas y otra debajo de
la grilla y atar.

6) Centrifugar 10 min. a 2500 rpm.

7) Extraer 600 ul de sobrenadante y colocar el segundo juegos de tubos.

8) Agregar 600 ul de HCL 0,25 N a cada uno.

9) Agregar 600 ul de TBA.

10) Tapar los tubos con tapa con agujeros.

11) Vortear.

12) Incubar 30 min. a 90°C.

13) Colocar en hielo.

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

15) Tapar los tubos con tapa sin agujeros.

16) Vorterear 20 seg.

17) Centrifugar a 10 min a 2500 rpm.

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

19) Leer en el espectofotometro a 535 nm.

Una vez obtenidas las lecturas colorimétricas correspondiente a cada
una de las muestras de homogenato de higado, se calcula la concentraciéon de

MDA tilizando la formula que relaciona lecturas colorimétricas (A) con

$oe. Oatabia Danicls Boun
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concentraciones de MDA conocidas (B), en una regresiéon de Potencia, segun

la formula:

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

X= Log™" (Logy-LogA)
B

Las concentraciones de MDA fueron calculadas como nmol/ gr de tejido.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron estadisticamente por medio del programa
estadistico STATISTICA. Las comparaciones se realizaron por un Analisis de
Multivarianza (MANOVA) en el primer experimento y Analisis de la varianza
(ANOVA) en el segundo experimento. Como test a posteriori se usé el test de
Duncan cuando fueron apropiadas las comparaciones post-hoc. Se

consideraron diferencias significativas con un p < 0,05.
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RESULTADOS

EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE CORTICOSTERONA EN CRIAS MACHO
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1 J
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Fig. 4. Niveles de la corticosterona plasmatica (ug/dl) en las crias macho adultas
EP y CP en condiciones basales, EP (n=9) CP (n=7). Cada barra representa la
media +S. E. M. *p < 0,05 entre EP y CP.

Se usé un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
La corticosterona plasmatica mostré un efecto significativo del tratamiento
prenatal (F(1,8) = 253.65; p < 0.0001). Las diferencias significativas se indican
con un p<0,05, entre EP y CP.

Los niveles plasmaticos de COR que encontramos en el grupo EP son

significativamente mayores que los de su grupo control.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE GLUCEMIA EN CRIAS MACHO

1,7

1,5

1,3 |

Glucemiagr/i
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Fig. 5. Los niveles plasmaticos de Glucemia (g/l) en las crias macho adultas EP y
CP en condiciones basales EP (n=12), CP (n = 7). Cada barra representa la media

+S.E. M. *p<0.05 entre EP y CP.

Se us6 ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
La glucemia plasmatica mostré un efecto significativo del tratamiento prenatal
(F(1,17) = 6.234330; p = 0.023096).

El EP aumenta significativamente los niveles plasmaticos de glucosa en

las crias adultas, en relacion con los CP.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE INSULINA EN CRIAS MACHOS

Insulina mg/di
o @
B w

cP EP

Fig 6: Los niveles plasmaticos de insulina (mg/dl) en las crias macho adultas EP
y CP en condiciones basales EP (n = 12=) CP (n = 5). Cada barra representa la
media +S. E. M. *p < 0.05 entre EP y CP.

Se us6 un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
La insulina plasmatica mostré un efecto significativo del tratamiento prenatal
(F(1,15) = 11.08752; p = 0.004571)

Los animales EP mostraron niveles plasmaticos de insulina incrementados.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA TOLERANCIA A LA
GLUCOSA EN CRIAS MACHO

180 |
160
140 s

120

—f*

Glucemia ng/di

100

80

60
0 10 20 30 60 90
Tiempo {min)

Fig 7: Se comparan los valores de tolerancia oral a la glucosa en distintos
tiempos en ratas macho EP (n=5), los cuales fueron significativamente mayores
que los CP (n =5) Cada barra representa la media + S. E. M. *p < 0.05 entre EP y
CP.

Se uso un MANOVA de medidas repetidas de dos vias mostro los
efectos del tratamiento oral de glucosa (F(1,8) = 722,01 p < 0,080932) y del
tiempo (F(5,40) = 6,514845; p = 0,000162). La interaccioén fue significativa entre
ambos factores (F (5,40) = 3,828083; p = 0,0062944).

Nuestros resultados muestran que en condiciones basales los animales
EP poseen un nivel plasmatico de glucemia significativamente mayor que los

animales CP.

Luego de la aplicacion de la glucosa oral, se puede observar que a los
30, 60 y 90 min. los niveles plasmaticos de glucemia siguen siendo
significativamente mayores en los animales EP en comparaciéon con los

animales CP.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE COLESTEROL TOTAL EN CRIAS MACHO
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Fig. 8. Concentracion plasmatica de colesterol total en las crias macho adultas
EP (n=8) y CP (n = 5). Cada barra representa la media + S. E. M. *p < 0.05 entre EP
y CP.

Se us6é un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
El colesterol total plasmatico mostré un efecto significativo del tratamiento
prenatal (F (1,12) = 13.19418, p < 0.003436).

Los animales EP mostraron un aumento significativo de los niveles

plasmaticos de colesterol total.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE HDL-COLESTEROL EN CRIAS MACHO
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Fig. 9. Concentracion plasmatica de HDL-colesterol en las crias macho adultas
EP(n=8) y CP (n = 5). Cada barra representa la media + S. E. M. *p < 0.05 entre EP
y CP.

Se us6 un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
El HDL- colesterol plasmatico mostré un efecto significativo del tratamiento
prenatal (F (1,12) = 15.4285; p < 0.002006).

Como se puede observar el tratamiento EP aumenta diferencias
significativas sobre los niveles plasmaticos de HDL- colesterol en relacién a los

animales CP.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE LDL-COLESTEROL EN CRIAS MACHO
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Fig. 10. Concentracion plasmatica de LDL-colesterol en las crias macho adultas
EP (n = 8) y CP (n = 5). Cada barra representa la media + S. E. M. *p < 0.05 entre
EPy CP.

Se us6 un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
El LDL-colesterol plasmatico mostré un efecto significativo del tratamiento
prenatal (F(1,12) = 43.52129; p < 0.000025).

Se encontré6 que aquellos animales que recibieron EP, mostraron un

aumento significativo en los niveles plasmaticos de LDL-colesterol.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE EL INDICE ATEROGENICO EN

CRIAS MACHO
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Fig 11: Indice aterogénico de ratas macho EP y CP. EP (n = 8) CP (n = 6). Hubo
diferencias significativas con respecto a los CP. Cada barra representa la media

+S. E. M. *p<0.05 entre EP y CP.

Se us6 un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
El indice aterogénico plasmatico (Col Total/ HDL-colesterol) mostré un efecto
significativo del tratamiento prenatal (F (1,72) = 5.9465; p < 0.031240).

Como se puede observar el indice aterogénico plasmatico mostré

diferencias significativas entre los animales EP y CP.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LOS NIVELES PLASMATICOS
DE TRIACILGLICERIDOS EN CRIAS MACHO
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Fig. 12. Concentracion plasmatica de triacilglicéridos en las crias macho adultas

EP (n=8) y CP (n =15). Cada barra representa la media +S. E. M. * p< 0.05 entre
EPy CP.

Se us6 un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
Los triacilglicéridos plasmaticos mostraron un efecto significativo del
tratamiento prenatal (F (1,72) = 8.526126; p < 0.012841).

Los niveles plasmaticos de triacilglicéridos en los animales EP mostraron

diferencias significativas en relacion con los CP.
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EFECTO DEL ESTRES PRENATAL SOBRE LA CONCENTRACION DE MDA
EN CRIAS MACHO
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Fig. 13. Concentracion de MDA en las crias macho adultas EP (n=8) y CP (n = 6).
Cada barra representa la media +S. E. M. * p< 0.05 entre EP y CP.

Se us6 un ANOVA de una via: tratamiento de la madre (Estrés prenatal).
El MDA mostré un efecto significativo del tratamiento prenatal (F (1,72) =
66.09457; p < 0.00003).

El EP, como se puede observar, aumenta significativamente Ila

concentracion de MDA en comparacion con los animales CP.
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DISCUSION

Existen principalmente dos situaciones, entre otros, que propician la
aparicion de las patologias del SM en individuos adultos. Ellas son, la
malnutricién y la programaciéon del eje HHA. Dicha programacion del eje, se
realiza sometiendo al organismo inmaduro a un exceso de GC o a una
condicién que provoca el mismo efecto, lo cual causa la disminucién de los GR
en el hipocampo. Esto sugiere que la programacion del eje HHA por diversas
causas, en periodos de inmadurez, podria ser un denominador comun

subyacente como disparador de las patologias del SM.

El eje HHA, uno de los mas representativos en la respuesta al estrés,
desempefa un papel fundamental. En este sentido hemos, encontrado que los
niveles plasmaticos de COR estan aumentados en los animales EP. Esto
indicaria una hiperactividad del eje HHA producida por el estrés prenatal,
coincidiendo estos resultados con los hallazgos de Clarke, A. y col. (1994) y
Mayer, N. y col., (2011). La COR, es un GC liposoluble, por lo cual atraviesa
rapidamente la placenta, impregnando los tejidos y 6rganos del feto. Como
consecuencia de ello, tiene efectos importantes a largo plazo sobre las crias,
afectando la correcta funciéon de diferentes sistemas y procesos, como el
metabolismo y las funciones cardiovasculares, entre otros. Estos efectos
pueden observarse aun en la cria adulta (Pascual-Leone, A.M., 2007). Distintos
autores muestran que esta hiperactividad del eje HHA podria haber sido
generada por la disminucién del numero de receptores de mineralocorticoides
(RM) presentes en el hipocampo de las crias (Maccari, S. y col.,, 1995;
Barbazanges, A. y col, 1996; Maccari, S. y col, 2003). Los RM son
generalmente los principales sustratos del control por retroalimentacién
negativa, de la secrecién de GC adrenales bajo condiciones bsales (De Kloet,
E. y Reul, J., 1987). Este podria ser un mecanismo por el cual, los niveles

plasmaticos de COR estan incrementado en las crias EP, en nuestro estudio

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
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modificar la secrecion 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 secrecién de COR (Maccari, S. y col., 1992).

Como ya hemos dicho, numerosos investigadores sostienen que cuando
se evalua la influencia de un estresor particular sobre la respuesta del
organismo, deben tenerse en consideracion varios factores, como la naturaleza
del agente utilizado (fisico, psicolégico o mixto), la severidad con la que se
aplica el mismo (leve, moderado o intenso), la duracion de la exposicidon diaria
al estresor (continio o intermitente), ademas de la posibilidad que tiene el
animal de predecir el estimulo y de escapar del mismo (Pitman, D. y col., 1995;
Marti, O. y Armario, A., 1998, Dickerson, S. y Kemeny, M., 2004). Teniendo en
cuenta estas caracteristicas, si bien, en nuestros experimentos se aplicaron a
las madres solo 6 sesiones de IMO de 30 min. cada una, este resulta un estrés
intenso, como lo demuestra el aumento de la COR plasmatica basal. La
intensidad de este estrés esta asociada, en gran parte, a la impredecibilidad e

inescapabilidad del mismo.

Sumado a esto, en trabajos previos de nuestro laboratorio, hemos
comprobado que el EP produce bajo peso de las crias al nacer (Rodriguez, N.
y col., 2007), lo cual predispondria, segun numerosos estudios realizados por
diversos autores (Kemppain, R. y Behrend, E., 1997; Armario, A., 1998; Bensi,
M., 1999; Dickerson, S. y Kemery, M., 2004; Senturk y col., 2005), a sufrir los
sintomas del SM. Como ejemplo de esto, en diversos estudios realizados en
ratones alimentados con fructuosa, para provocar el SM, se encontrd
incrementada la ingesta calérica, con el desarrollo de la resistencia a la insulina
(Song, D. y col., 2004; D'Angelo, G. y col., 2005).

Los animales EP mostraron una hiperglucemia basal en nuestros
experimentos. El sentido de estos resultados concuerda con los hallazgos de

Vallée, M. y col. (1996), quienes también sometieron a ratas a inmovilizaciéon
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prenatal, en la dltima semana de gestacién. Este efecto, puede deberse a la
accion de la COR, la cual mostré como ya dijimos, un aumento basal en estos
animales y una correlacion positiva con la glucemia. Los mecanismos por los
cuales la COR, genera una hiperglucemia, son varios. Entre ellos se encuentra
la disminucion de la sensibilidad de los tejidos para la captacién de este azucar
y también su utilizacién por parte de la célula. Corroborando este ultimo
resultado, otros investigadores, administrando GC a ratas (Long, C. y col,
1940; Mc Mahon, M. Y col., 1988) o de estrés (Munck, A., 1971) han informado
qgue se produce, una disminucion de la utilizacion periférica de la glucosa. Este
proceso se ve disminuido por efecto de la COR, la cual reduce la oxidacién de
nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH) a nicotinamida adenina
dinucleétido oxidado (NAD+). Este ultimo es necesario para que la glucolisis se
lleve a cabo. Como consecuencia de ello la glucosa se acumula en las células.
Otro mecanismo de disminucion de la utilizacion de la glucosa por efecto de la
COR, deriva del aumento de la movilizacion que esta hormona produce sobre
los acidos grasos del tejido adiposo, los cuales son utilizados como fuente de
energia. Esto opera como un mecanismo ahorrador de la glucosa con fines
energeéticos.

Nuestros resultados podrian deberse también, en gran parte, a la
activacion del otro componente importante en la respuesta al estrés, como lo es
el eje SAM. Este, induce la liberacion de A, hormona conocida por su efecto
hiperglucemiante. La A ejerce su efecto hiperglucemiante a través de dos
mecanismos. El primero de ellos, consiste en un aumento de la velocidad de la
glucogendlisis hepatica, por lo cual en pocos minutos se liberan grandes
cantidades de glucosa hacia la sangre (Poter, D. y Robertson, R., 1973;
Yamada,F. y col, 1993). EI segundo mecanismo consiste en un efecto
lipolitico directo sobre las células adiposas, debido a que activa la lipasa
sensible a la insulina en estos tejidos y provoca asi, un gran aumento de los
acidos grasos sanguineos. Estos acidos grasos son utilizados como fuente de
energia, generando como consecuencia, un ahorro de glucosa. Esto produce

un aumento de este azucar en sangre. Por lo expresado anteriormente, los dos
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ejes del estrés: el eje HHA y el eje SAM estarian involucrados en la generacion

de hiperglucemia en los animales sometidos a EP.

La hiperglucemia resultante causara una hiperestimulacion tardia de la
secrecion de insulina (hiperinsulinemia) como mecanismo compensador frente
a los valores elevados de glucemia (Ampudia-Blasco, F., 2003). Este efecto
hiperinsulinémico, constituye otro de los sintomas del SM, como mencionamos
anteriormente y es uno de los resuitados obtenidos por nosotros en los
animales EP. Estos hallazgos concuerdan con los de Armario, A. y col. (2004).
Ademas, se ha encontrado que la COR aumenta la resistencia a la insulina, por
lo cual disminuye el ingreso de la glucosa a las células. Esto se debe, a que los
GC favorecen el proceso de gluconeogénesis hepatica (Guyton, C. y Hall, J.,
2011) y ademas, aumentan la secrecion de insulina por parte del pancreas
(Pervanidou, P. y Chrousos, G., 2012). La estimulacién crénica de la secrecion
insulinica, puede provocar un agotamiento funcional de las células 3 de los
islotes de Langerhans (Weyer, C. y col., 1999) para mantener una respuesta
adecuada frente a la hiperglucemia (Ampudia-Blasco, F., 2003).

Esta resistencia a la insulina, lleva posteriormente al organismo a
desarrollar diabetes mellitus tipo 2 (Chrousos, G. y Gold, P., 1992 y 1998,
Chrousos, G., 2000 y 2009). Esta consecuencia podria deberse a que la
regulacién del balance energético se lieva a cabo mediante la sefializacion por
diversos péptidos en el SNC, entre los que se destacan la insulina, la leptina y
posiblemente la grelina. La insulina esta involucrada en la regulacion de la
adiposidad al inhibir la ingesta calérica e incrementar el gasto energético. Esta
hormona no entra al cerebro, pero es transportada a través de un proceso
mediado por receptores saturables que funcionan como una via de
retroalimentacion negativa (Pérez Cruz, E. y col., 2007). Una alteracion en los
niveles normales de insulina plasmatica, trae como consecuencia un aumento
de la resistencia a la insulina, debido a una deficiencia de los receptores de
esta hormona en las células blanco. Esto genera un circulo vicioso en donde el
pancreas sigue emitiendo cada vez mas insulina. Después de un largo tiempo,

este érgano se agota, pudiendo ocasionar diabetes mellitus tipo 2.
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La disminucién de la sensibilidad periférica a la insulina acompafa a la
alteracion de la tolerancia normal a la glucosa, la cual depende de una
regulacion del tipo feed-back, controlado por el efecto de la glucosa plasmatica
sobre la secrecion de insulina y por la accién de ésta en los tejidos periféricos
(Ampudia-Blasco, F., 2003).

En nuestros experimentos, los animales EP presentaron una baja
tolerancia a la glucosa. Esto puede deberse a que si bien hay altas
concentraciones plasmaticas de este azucar, los receptores de insulina de las
células efectoras del cuerpo ubicadas en el higado, musculo y tejido adiposo,
no pueden unirse adecuadamente con esta hormona y por lo tanto no permiten
el ingreso de la glucosa a las células. Esto disminuye la sensibilidad de los
tejidos efectores a los efectos metabolicos de dicha hormona, cuya funcion

primordial es el almacenamiento de la energia sobrante.

Otro factor del SM, es la alteracion del perfil lipidico, cuyo analisis revelo
que el tratamiento prenatal por IMO indujo a un incremento significativo de los
niveles plasmaticos de colesterol total, de las HDL-colesterol, de las LDL-
colesterol y de los TAG en relacién con sus controles. Con respecto al
colesterol total, los resultados concuerdan con los de Ruiz de Gordoa, J. y col,,
(1994) y con los de Jané, R. y col. (2002). Este efecto podria ser atribuido a la
accion de la COR, ya que esta hormona, al movilizar los acidos grasos del
tejido adiposo, aumenta la concentracion de los mismos en la sangre y su
utilizacién con fines energéticos. A esto también se le suma la accién de la A,
ya que, como mencionamos anteriormente, en situaciones de estrés aumenta y
se caracteriza por tener efecto lipolitico directo sobre las células adiposas. En
ellas activa a la lipasa sensible a la insulina y provoca asimismo un gran
incremento de la concentracion de acidos grasos libres, los cuales son un
estimulo para la secrecion de la insulina. En sintesis, durante la respuesta al
estrés, la fuerte presencia de la A y la COR, jugaria un rol importante en los
cambios séricos de los lipidos (Gervois, P. y col., 2000, Armario, A. y col.,
2004)
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En nuestros experimentos, también pudimos observar un incremento
significativo de los niveles plasmaticos de HDL-colesterol, en los animales EP.
Estos resultados, van en el mismo sentido que los obtenidos por otros autores,
aplicando otro tipo de tratamiento (Damiano, P. y col., 1999; Renna, N. y col.,
2007).

Las ratas son mamiferos HDL-colesterol. Estas lipoproteinas tienen
funcién antiaterogénica, por lo cual la mayor parte del colesterol es
transportado por ellas. A diferencia de las ratas, los humanos y otras especies,
son mamiferos LDL- colesterol, por lo cual, presentan un mayor riesgo de
formar ateromas (Bauer,J. 1996; Maldonado, E. y col., 2001; Maldonado,E. y
col.,, 2002). Las HDL- colesterol intervienen en el transporte inverso del
colesterol, el cual representa un mecanismo protector. En este proceso, el
exceso de colesterol en los tejidos y en los vasos sanguineos, es removido y
transportado por las HDL-colesterol hacia el higado, 6rgano en el que el
colesterol es reutilizado o es excretado a través de la bilis (Shah, K. y col.,
2001). Este mecanismo es llevado a cabo por la accion de la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP), cuyo origen principal es el tejido
adiposo. Dicha proteina, transfiere los TAG desde las lipoproteinas ricas en
triacilglicéridos (LRT) a las HDL-colesterol y LDL-colesterol, en intercambio con
los ésteres de colesterol (EC) (Posadas Romero, C., 2007). Por lo tanto una de
las causas por las cuales los niveles de HDL-colesterol se ven aumentados en
las ratas, podria ser la deficiencia de la CETP (Maldonado, E. y col., 2001;
Brewer, H. y col., 2002).

Otra funcién de las HDL-colesterol, es la inhibicion de la oxidacién de las
LDL en la pared arterial y la expresion de las moléculas de adhesién de origen
endotelial (Nofer, J. y col., 2002; Von Eckardstein, A. y col., 2005).

Los animales EP tienen incrementado el indice aterogénico. A pesar de
que ellos presentan las HDL-colesterol elevadas naturalmente, por ser
mamiferos HDL- colesterol, esta diferencia podria deberse, por un lado a la
accion de la COR, que moviliza los acidos grasos del tejido adiposo y por otro
lado, por accidén de la A, por su efecto lipolitico. Como observamos, ambas
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incrementan la concentracion plasmatica de HDL-colesterol. La importancia de
este indice es que permite predecir el riesgo de formar placas ateromatosas en
las arterias y como consecuencia, de sufrir aterosclerosis, provocando
patologias vasculares y/o cardiacas. Debido a que las ratas son HDL-
colesterol, tienen menos probabilidad de formar ateromas, por su capacidad
antiaterogénica. Otro dato util que nos da esta relacién (colesterol total/HDL-
colesterol), es si los niveles del colesterol bueno son suficientes para “manejar”
la carga total de colesterol. En definitiva las ratas tienen mayor proteccion

contra la formacién de ateromas.

Otro parametro a tener en cuenta en el SM, son los niveles plasmaticos
de las LDL-colesterol. Estas, son las principales lipoproteinas involucradas en
el depdsito de lipidos en el subendotelio. Debido a que pueden penetrar dentro
de la pared arterial pasando entre 6 a través de las celulas endoteliales con
una velocidad dependiente de su concentracion plasmatica (Schreier, L. y col.,
2005). Estas lipoproteinas son un indicador de una mayor probabilidad de sufrir
ateroesclerosis y otras enfermedades coronarias. En nuestros experimentos,
las ratas macho EP mostraron un incremento de las LDL-colesterol, datos que
concuerdan con los hallazgos de otros autores, los cuales aplicaron otro tipo de
estrés, como el estrés psicologico agudo y crénico en ratas macho (Teague, C.
y col., 2007) o el estrés cronico por inmovilizacién durante 10 dias asociado al
tratamiento con nicotina, en ratas hembra (Manal, M. y col., 1997), los que
fueron atribuidos a alteraciones en la COR y en las hormonas femeninas
(estrogenos y progesterona). Al igual que el EP en las ratas, el estrés fisico
provocado por la practica de actividades deportivas de alta intensidad en los
humanos, modifica el perfil lipidico, caracterizado por la elevacién de los
valores de LDL-colesterol (MacAuley, D. y col., 1996; Santos-Silva, A. y col.,
2001; Ruiz, J. y col., 2004), como asi también otros valores de dicho perfil
lipidico, predisponiendo a un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares.
Otra razén posible que contribuye a elevar los niveles de LDL-colesterol,
consiste en la disminucién de la capacidad de estas proteinas de interaccionar
con sus receptores, debido a las alteraciones por glicosilacion de la estructura
de las LDL-colesterol (Austin, M. y Edawards, K., 1996).
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También se ha visto, que los acidos grasos libres liberados en grandes

cantidades desde el tejido adiposo, generan a nivel hepatico un incremento en
la produccién de glucosa, triacilglicéridos y secrecion de VLDL, asociado, con
incremento de las LDL- colesterol (Gonzalez Rivas, J.P y Molina de Gonzalez,
T.,2011)

Otro de los parametros plasmaticos que encontramos elevados dentro
del perfil lipidico como consecuencia del EP, son los niveles plasmaticos de los
TAG. Nuestros resultados concuerdan con otros reportes como los de Jané, D.
y col. (2002) en los que los animales fueron sometidos a estrés crénico por
IMO, asi como también los de otros autores que aplicaron otro tipo de estrés,

como deportes con alto grado de esfuerzo fisico (Ruiz, J. y col., 2004).

Este aumento de los TAG, podria deberse a que la insulina, la cual esta
aumentada en estos animales, aumenta la actividad de la enzima lipolitica
lipoproteinlipasa (LPL) que se encuentra localizada en la superficie endotelial
de los tejidos adiposos y musculares. Esto promueve el movimiento de acidos
grasos hacia el tejido adiposo, ya que, esta enzima hidroliza rapidamente a los
TAG, que se desprenden de la superficie del quilomicrén para entrar en
contacto con la pared endotelial, siendo estos compuestos transferidos a la
familia de las HDL-colesterol. De esta manera, el quilomicrén se transforma en
un remanente que es finalmente tomado por el higado. Si por algun motivo se
encuentra alterado o demorado el catabolismo de los quilomicrones, se origina

una hipertrigliceridemia (Schreier, L. y col., 2005)

En sintesis, las alteraciones en el perfil lipidico obtenidos en nuestro
laboratorio en las ratas EP, podrian deberse a la accién de los GC y CA. Como
se expreso anteriormente, el estrés por IMO, produce la activacién de los ejes
HHA y SAM, liberadores de dichas hormonas. Esto es un factor de riesgo
mayor para el desarrollo de la enfermedad cardiovascular prematura (Posadas
Romero, C., 2007)

El estado redox tanto a nivel subcelular, celular, tisular y de los

organismos es una realidad compleja que se puede medir, a través de una
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serie de biomarcadores del EO, por lo cual se han utilizado una gran diversidad
de métodos para lograrlo (Elejalde Guerra, J., 2001; Souki, A. y col., 2007). En
nuestro trabajo, evaluamos el EO a través de la determinacién de la
peroxidacion lipidica, mediante la valoracion plasmatica de sustancias reactivas
al TBARS como el MDA. Los resultados obtenidos demostraron un incremento
de los valores de MDA en los animales sometidos al EP. Estos datos
concuerdan con los obtenidos por otros investigadores, donde aplicaron otro
tipo de tratamientos (Ravi K. y col., 2004; Renna, N. y col., 2007; Jin L. y col.,
2008; Mora; A. y col., 2009). Como ya mencionamos anteriormente, el EO, se

produce por un aumento de las ROS y los RL.

En el presente trabajo, como ya dijimos, se produjo un aumento de la
resistencia a la insulina y de la intolerancia a la glucosa, coincidiendo estos
resultados con los de Fernandez-Real, J.M. (2008). Ademas, se vieron
aumentados la hiperglucemia y los niveles de acidos grasos como también lo
demostraron Bloch-Damti A. y col. (2006) y Ros Perez, M. y Medina-Gomez, G.
(2011). Todos estos hallazgos conllevan al incremento del EO. Por otro lado,
dentro de la dislipemia obtenida en nuestros experimentos, se encuentra el
aumento de las LDL- colesterol, cuya oxidacion, favorece el aumento del EO,
al disminuir la disponibilidad de éxido nitrico a través de la reduccién de la
actividad de la enzima que lo genera en el endotelio (eNOS) (Schreier, L. y col.,
2005). Se ha demostrado una estrecha relacién entre las ROS y las LDL-
colesterol y se sabe que el aumento de ambas, tiene un valor predictivo directo
en la aparicién de ateroesclerosis (Fernando, R. y col., 1998; Elejalde Guerra,
J., 2001). Ademas los altos niveles de glucosa, caracteristicos de la diabetes,
inducirian a la glicosilacion no enzimatica de proteinas. Esta glicosilacion no
enzimatica altera la estructura y funcion de las proteinas (Romero-Alvira, D.,
1997) y como es conocido, la autooxidacion de azucares genera ROS,
aumentando el EO. Pero éste, no s6lo aumenta por esta razén, sino también,
por la disminucion de antioxidantes (Kashiwagi A., y col., 1996). La via del
poliol es un posible mecanismo por el cual la hiperglucemia puede alterar la

funcién y la estructura de las células afectadas por las complicaciones
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diabéticas. La activacién de la via del poliol disminuiria el NADPH vy los niveles

de glutation, aumentando de esta manera el EO (Bravi, M., 1997).
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CONCLUSION

El estrés prenatal crénico por inmovilizacién en ratas macho adultas produce:
v Hiperglucemia, hiperinsulinemia y disminuye la tolerancia a la glucosa.

v Alteraciones en e| perfil lipidico, que se manifiestan con un incremento
del colesterol total, las HDL-colesterol, las LDL-colesterol y los
triacilglicéridos, y el indice aterogénico.

v Incrementa el estrés oxidativo hepatico.

Todos estos efectos podrian ser debidos, por lo menos en parte, a la
hiperactividad del eje hipotalamo-hipé6fiso-adrenal.

EL ESTRES PRENATAL CRONICO POR INMOVILIZACION, EN RATAS
MACHO ADULTAS, PRODUCE ALTERACIONES DE PARAMETROS DE LA
REGULACION DE LA GLUCEMIA, DEL METABOLISMO DE LIiPIDOS Y DEL

ESTRES OXIDATIVO HEPATICO.
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PROYECCIONES

« Determinar parametros de la regulacion de la glucemia, del metabolismo
de los lipidos y del estrés oxidativo en ratas macho estresadas
prenatalmente por IMO y sometidas a un estrés agudo postnatal por
IMO.

+ Determinar parametros de la regulacion de Ila glucemia, del
metabolismo de los lipidos y del estrés oxidativo en ratas macho
estresadas prenatalmente por IMO y sometidas a un estrés agudo

postnatal por nado.

» Profundizaciéon del estudio sobre pardmetros del estrés oxidativo en

higado y musculo.
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ABREVIATURAS

02 Anién Superéxido

4-AAP 4-aminoantipirina

4-CP 4-clorofenol

A Adrenalina

ACTH Hormona adrenocorticotropa

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosina difosfato

ANOVA Analisis de la varianza

ARNSs Acido ribonucleicos

ATP Adenosina de trifosfato

AVP Arginina-Vasopresina

B Blanco

BHT Butilhidroxitolueno

CA Catecolaminas

CETP Proteinas transportadoras de colesterol esterificado
COR Corticosterona

CP Control Prenatal

CRH Hormona liberadora de corticotrofina
D Desconocido

EC Esteres de Colesterol

EDTA Acido etilendiaminotetracético

EO Estrés Oxidativo

EP Estrés Prenatal

GC Glucocorticoides

GR Receptores de glucocorticoides
H,0, Peréxido de hidrogeno

HDL- Lipoproteinas de alta densidad
colesterol

HHA Eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal
HHG Eje Hipotalamo-Hipofisis-Gonadal
IMO Inmovilizacidn en plancha

LC Locus ceruleus

LDL-colesterol Lipoproteinas de baja densidad
LPL Lipoproteinlipasa.

LRT Lipoproteinas ricas en Triglicéridos
MANOVA Analisis de Multivarianza

MDA Malondialdehido

MR Receptores de mineralocorticoides
NA Noradrenalina

NAD+ Nicotinamida adenin-dinucleétido (forma oxidada)
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NADH Nicotinamida adenin-dinucleétido (forma reducida)
NO Oxido Nitrico

NO, Diéxido nitrico

OH Radical Hidroxilo

POMC Proopiomelanocortina

PVN Nucleo Paraventricular

RIA Radio inmunoensayo

RL Radicales libres

ROS Especies reactivas del oxigeno

SAM Eje Simpatico-Adreno-Médular

SM Sindrome metabdlico

SNC Sistema Nervioso Central

SNS Sistema Nervioso Simpatico Sistemico
St Standard

TAG Triacilglicéridos

TBA Tiobarbiturico

TBARS Acido Tiobarbittrico

TMB Tetrametilbencidina

VLDL Lipoproteina de muy baja densidad
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