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RESUMEN

El estrés esta definido como cualquier estimulo capaz de alterar la homeostasis
del organismo, es una reaccion fisiolégica necesaria para la supervivencia y es la
forma que posee el organismo para afrontar una situacion agobiante y/o amenazadora.
Frente a una situacion de estrés, el organismo reacciona generando una respuesta
simpaticomimética conocida como “respuesta de pelea o huida”, produciendo un
aumento en la liberacion de noradrenalina.

Todos los organismos vivos son moldeables durante el embarazo y sus primeros
momentos de vida. Esto les permite adaptarse al medio ambiente que los rodea sin
regirse exclusivamente por su carga genética. El periodo de gestacién es una etapa
particularmente sensible a situaciones de estrés, pudiéndose generar modificaciones
en el ambiente fetal lo que a su vez puede producir una adaptacion permanente en el
desarrollo postnatal, proceso conocido como programacion fetal.

Se han encontrado estrechas relaciones entre diversas enfermedades y el
ambiente fetal, entre ellas encontramos relaciones entre bajo peso al nacer con un
aumento en las muertes por enfermedades coronarias, intolerancia a la insulina y
aumento en la presion arterial en la adultez.

Nuestro objetivo fue determinar el efecto producido por tratamientos de estrés por
frio crénico (4°C/3h/dia) aplicado durante todo el periodo de gestacion en ratas
Sprague-Dawley sobre los transportadores de noradrenalina placentarios, los
receptores B-adrenérgicos cardiacos y los cambios sobre la funcion cardiovascular y
metabolica en la descendencia hembra.

Se observo que el tratamiento de estrés por frio crénico generd un aumento en las
concentraciones de noradrenalina y corticosterona en el plasma de las ratas gestantes
junto con una disminucion en la funcionalidad de los transportadores de noradrenalina
placentarios. No se observaron cambios en el peso de las ratas gestantes, sin embargo
se encontré un aumento en el peso de las crias estresadas durante la etapa prenatal.
Ademas, se observd que en crias hembras de 20 dias se generé un aumento en la
razoén de los receptores B1/B,-adrenérgicos cardiacos y que a los 60 dias se registra
una disminucion en la afinidad de estos receptores y un aumento en las areas y

perimetros de los cardiomiocitos junto con un aumento en el peso de sus corazones.
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Con el objetivo de determinar si el aumento en é&rea y perimetro de los
cardiomiocitos afecta la funcionalidad del corazon se sometié a las crias hembras
adultas a una sobrecarga adrenérgica cronica (administracion de isoproterenol
subcutaneo, 125 pg/kg de peso/10 dias), encontrdndose un aumento en la presencia
de extrasistoles lo que gener6 un 40% de mortalidad en las crias hembras. Finalmente,
para determinar los posibles efectos metabdlicos del estrés prenatal se realizé un test
de tolerancia a la glucosa (administracion oral de 2 g de glucosa/kg de peso de una
solucién al 40%) encontrando resistencia a la insulina en las crias hembras adultas.

Tomando en cuenta todo lo anteriormente mencionado, concluimos que la
exposicion a una situacion cronica de estrés por frio durante el periodo de gestacion
produjo un aumento en las concentraciones de noradrenalina plasméatica materna junto
con una disminucion en la funcionalidad de los transportadores de noradrenalina
placentarios. Esto programaria a estos nuevos sujetos, causando una mayor
sensibilidad frente a una sobrecarga adrenérgica cronica (40% muerte) junto con

presencia de resistencia a la insulina en las crias hembras adultas.
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ABSTRACT

Stress is defined as any stimulus capable of altering the homeostasis of the
organism, it is a physiological reaction necessary for survival and is the way that has
the organism to face a threatening and/or overwhelming situation. Faced with a
stressful situation, the organism reacts by generating a sympathomimetic response
known as the “fight or flight response”, resulting in an increase in norepinephrine
release.

All living organisms are moldable during pregnancy and their first moments of life.
This allows them to adapt to the environment around them not bound exclusively to
their genetic charge. The gestation period is particularly sensitive to a stress situation
capable of modifying the fetal environment, which can cause a permanent adaptation
on the postnatal development; this is known as fetal programming.

Close relationships between various diseases and fetal environment has been
found. Among them there are relations between low birth weight with an increase in
deaths from coronary diseases, insulin intolerance and increase in blood pressure in
adulthood.

Our objective was to determine the effect produced by chronic cold stress
treatments (4°C/3h/day) applied during the entire period of pregnancy in Sprague-
Dawley rats on placental norepinephrine transporters, cardiac B-adrenergic receptors
and changes on cardiovascular and metabolic function in the female offspring.

An increase in norepinephrine and corticosterone concentrations on plasma of
stressed pregnant rats with a decrease in the functionality of placental norepinephrine
transporters was observed. No changes were observed in the weight of pregnant rats,
however an increase in the weight of pups was found prenatally. In addition, females of
20 days old of the stressed progeny, presented an increase in the ratio of the cardiac
Bi/Bo-adrenergic receptors, and at 60 days old, a decrease in the affinity of these
receptors was apparent. An increase in the cardiac cells areas and perimeters along
with an increase in the weight of their hearts was also found at 60 days old.

To determine what was happening with the functionality of these hearts, we
exposed the adult females to a chronic adrenergic overload (administration of a daily

subcutaneous isoproterenol injection with 125 pg/kg of weight/10 days). The chronic
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overload of adrenergic stimulation provoked an increase in the presence of premature
beats causing death to 40% of the females pups. To determine possible programming
of metabolic effects of prenatal stress, a tolerance glucose test (oral administration of
2g of glucose/kg of weight of a 40% solution) was performed. Results demonstrated
that gestational stress programmed a metabolic disturbance that was expressed in the
adult progeny, founding insulin resistance in adult females.

Therefore, the increase in maternal plasma norepinephrine concentration provoked
by the exposure to chronic cold stress during all gestation period caused a decrease in
the functionality of the placental norepinephrine transporters. This would be the cause
to program the fetus for an increased sensitivity to a chronic adrenergic overload (40%

of death) together with the presence of insulin resistance in adult females.
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INTRODUCCION

El estrés, vias de respuestas y sus consecuencias

El estrés se ha transformado en una situacién cotidiana que afecta a todos los
seres humanos. Esto seguird en aumento puesto que las sociedades se han ido
volviendo cada vez mas exigentes caracterizandose por una competencia constante
entre las personas, lo que produce un nivel de estrés que aumenta diariamente [1].
Dado que el estrés es una perturbacién del funcionamiento normal del organismo,
cuando éste se hace cronico se traduce en un aumento en diversas enfermedades, las
gue principalmente se caracterizan por la disfuncion de los 6rganos que se relacionan
directamente con el estrés, tales como enfermedades mentales, psicosomaticas,
infecciosas, cardiovasculares, autoinmunes, entre otras [2]. La mayoria de estas
enfermedades se caracterizan por cambios en la respuesta neuronal de los 6rganos
blancos sin que al momento se conozcan los mecanismos por los cuales se producen
los efectos.

El estrés esta definido como cualquier estimulo capaz de alterar la homeostasis
del organismo, es una reaccion fisiolégica necesaria para la supervivencia y es la
forma que posee el organismo para afrontar una situacion agobiante y/o amenazadora.
Una situacion de estrés puede activar diversas vias: el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
la cual produce liberacibn de ACTH; el sistema hormonal adrenomedular con la
concomitante liberacibn de adrenalina (A) y/o la activacién del Sistema Nervioso
Simpatico (SNS), lo que produce liberacion de noradrenalina (NA). Las dos primeras
vias se activan generalmente frente a situaciones de miedo paralizante y pasivo o bien
frente a una situacion de amenaza metabdlica, como seria en caso de hipoglicemia,
hemorragia, asfixia, entre otros. En cambio, la activacion del SNS, la cual produce
liberacion de NA, se observa en situaciones de redistribucion de sangre o en
situaciones de “pelea o huida”, como seria en el caso de una situaciéon de frio sin
hipotermia [3-5].

En la literatura existen diversos trabajos que asocian tratamientos de estrés con la
activacion de las vias antes mencionadas. En el trabajo realizado por Gordon et al
ratas hembras Sprague-Dawley fueron sometidas a un protocolo de estrés de “ejercicio

de rotacion” a 7 rpm, la cual es la velocidad maxima en la cual las ratas pueden



mantenerse corriendo sin caerse, o bien mediante un protocolo de estrés por frio
manteniéndolas durante 6 horas a 3°C. En ambos casos se observo un aumento en la
sintesis tanto de NA como de A en las ratas sometidas a estrés [6]. Por otro lado,
Benedict et al, estudiaron el efecto del estrés agudo (nado en agua a 10°C/1 min/5
veces) como el estrés por frio cronico (6 horas/dia/4 dias a 4°C) en la liberacion de NA
en ratas macho Sprague-Dawley [7], encontrando que en ambos casos ocurre un
aumento en la concentracion de NA causado tanto por un aumento en su liberacion
como por un aumento en su sintesis debido a la activacion del SNS mediado por el
estrés sufrido por las ratas, este aumento en la concentracion de catecolaminas tiene

como consecuencias diversas alteraciones metabdlicas y neuroendocrinas.

Situaciones de estrés durante la gestacion y programacion fetal

Todos los organismos vivos son moldeables en sus primeros momentos de vida y
durante la gestacion. Esto les permite adaptarse al medio ambiente que los rodea sin
regirse exclusivamente por su carga genética. Existen ciertos periodos denominados
criticos, en los cuales el feto puede verse mayormente afectado por cambios o
situaciones externas. Es debido a todo esto que se ha acufiado el término de
“programacion fetal”, a través de este concepto se describe el proceso en el cual
ciertos estimulos, que ocurren durante el periodo critico del desarrollo fetal, tienen
efectos duraderos y de por vida, pudiendo afectar el desarrollo de 6rganos, la fisiologia
y el metabolismo del organismo [8].

La programacion fetal es una adaptacion importante que les permite cambiar en
una sola generaciéon, mientras que la adaptacion genética en respuesta a los cambios
ambientales es mas lenta. En términos de evolucién, esta capacidad de adaptacion
gue presentan los fetos durante el desarrollo, les permite adaptar sus necesidades
metabdlicas a las condiciones placentarias, |0 que se vuelve una gran ventaja cuando
estas condiciones siguen presentes en el medio postnatal. Sin embargo, cuando estas
condiciones ya no estan presentes en el medio luego del nacimiento, esta capacidad
adaptativa se puede volver dafiina puesto que puede generar una predisposicion a
padecer ciertas enfermedades, tales como enfermedades cardiovasculares,
metabdlicas y endocrinas [8-11]. Por ejemplo, se ha encontrado una relacién entre las

personas que tuvieron bajo peso al nacer, con un alto grado de padecer enfermedades



coronarias, hipertension arterial, altas concentraciones de colesterol y metabolismos
anormales de glucosa e insulina. Debido a que estas relaciones son independientes a
la duracién de la gestacién, se sugiere que las enfermedades cardiovasculares tienen
una relacién estrecha con el ambiente fetal durante su desarrollo [11].

Existen diversas situaciones de estrés gestacional que pueden causar una
programacion fetal. Por ejemplo, se han realizado estudios de cohortes retrospectivos
en seres humanos, estudios en animales pequefios (ratas, ratones, hamster) y/o en
especies mas grandes (ovejas y cerdos) los cuales demostraron la programacion fetal
a través de cambios nutricionales [12]. Se ha propuesto que las variaciones en el
suministro nutricional durante el desarrollo fetal seria el principal estimulo de
programacion que determinaria riesgos de enfermedades en la vida adulta [12]. Por
otro lado, Singh R et al, inyectaron intraperitonealmente corticosterona en
concentraciones fisiolégicas a ratas Sprague-Dawley prefiadas (dos veces/dia en E14
y E15) y encontraron que este corto periodo de exposicion a elevadas concentraciones
de corticosterona produjo una disminucién en el nimero de nefrones junto con un
aumento en la presion arterial en las crias. Esto demuestra que el estrés materno, el
cual genera la misma concentracion de corticosterona que la utilizada en este estudio,
estaria produciendo programacion fetal al igual que el desbalance nutricional [13].

Ademas de que la programacion fetal puede ocurrir debido a diversos estimulos
durante la gestacion, estudios muestran que su intensidad depende del periodo en el
gue ocurren las situaciones de estrés. Uno de los estudios que llegé a esta conclusion
se realiz6 sometiendo a ratas Wistar prefiadas a un estrés cronico por frio (nado
forzado/10 min/2 veces/dia a 4°C) en distintos momentos de la gestacién: en la primera
mitad (E1-11), la segunda mitad (E12-21) y durante toda la prefiez (E1-21)
determinandose que el estrés en el primer periodo de gestacion (E1-11) es mas dafiino
para las crias, produciendo ratas con menor peso, menor tamafio y obteniendo mas
muertes postnatales que en las otras camadas [14].

El efecto producido a través de una programacion fetal depende del tipo de estrés
recibido, del periodo gestacional en el cual ocurri6 y del organismo sobre el cual
ocurre, encontrando diferencias entre crias hembras y machos. Por ejemplo, en un
estudio realizado a partir de un modelo de programacion fetal a través de desnutricion

materna en ratas, se encontr6 que solo las crias machos presentaron hipertension
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arterial, sin embargo si el protocolo de estrés es a través de un aumento de grasa en la
dieta de la madre gestante esto causa disfuncidon endotelial en ambos géneros pero
con hipertensién arterial exclusivamente en las crias hembras [15-16]. Otro estudio
realizado en ratas Sprague-Dawley prefiadas, a las cuales se les realizé un régimen de
estrés por calor, luz e inmovilizacién (30 min/3 veces/dia) entre los dias 15 y 21 de
gestacion, se observé que en condiciones basales, las ratas estrés no tenian
diferencias con las ratas control, pero luego de ser estresadas se observaba que las
ratas estrés presentaban un aumento en la presion arterial durante la exposicién al
estrés mayor que el grupo control y que el ritmo cardiaco permanece elevado por mas
tiempo luego de terminado. Junto con eso, se encontré6 que las ratas hembras
presentaron una respuesta cardiovascular mayor y mas prolongada después de

terminado el estrés respecto a los machos [17].

Programacién fetal por estrés mediante activacion del SNS

Nuestro laboratorio trabaja con un protocolo de estrés por frio crénico intermitente
(4°C/3 horas/dia) aplicado durante todo el periodo de gestaciébn en ratas Sprague-
Dawley, lo cual causa una sobrecarga adrenérgica crénica lo cual afecta el desarrollo
de los fetos sin producir cambios en los niveles de hormona adrenocorticotropa (ACTH)
[4-5, 18-19]. En trabajos previos del laboratorio, se encontraron cambios en el
desarrollo folicular incluyendo hipertrofia de las células de la teca y una prematura
luteinizacion de los foliculos asociados a una activacion del SNS, algo que se ha visto
en mujeres con el sindrome de ovario poliquistico [19], ademé&s se ha observado un
aumento en la ingesta de alimento de estos animales, sin cambios en el peso corporal,
presencia de resistencia a la insulina especifica del ovario [20] junto con una
modificacién del desarrollo folicular temprano (retraso en la apertura vaginal, menor
reclutamiento de foliculos, menor nimero de ciclos estrales) [21]. Junto con esto, se
encontré que la exposicidn cronica in vivo de ratas hembras adultas a una estimulacion
B-adrenérgica a través de la administracion subcutdnea de isoproterenol (1ISO),
produce una condicion de ovario poliquistico (aumento de quistes, hipertecosis,
disminucion del numero de foliculos) [22], al igual que la provocada por protocolos de

estrés por frio crénico intermitente aplicado durante todo el periodo gestacional.



Ademéds, en nuestro laboratorio también se han observado diferencias en la
respuesta frente a una situacion de estrés dependiendo del género. Por ejemplo, al
analizar el efecto del protocolo de estrés por frio crénico durante la gestacién sobre las
crias hembras adultas se observd un aumento en el tamafio ventricular (posible
hipertrofia), una mayor concentracién de receptores B-adrenérgicos cardiacos y un
menor recambio de NA a nivel cardiaco que en machos. Esto indicaria que, frente a
una situacion de estrés, las hembras producirian una liberacién mayor de NA, lo cual
actuaria activando los receptores 3-adrenérgicos en mayor medida que en los machos,
motivo por el cual las hembras serian més propensas a padecer enfermedades

cardiovasculares causadas por esta situacion de estrés gestacional [23].

Estrés v receptores 3-adrenérgicos cardiacos

Frente a una situacion de estrés, el organismo responde activando al SNS, lo que
produce un aumento en la liberacion de NA, la cual a su vez activa los receptores
adrenérgicos produciendo una respuesta simpaticomimética, conocida también como
“respuesta de pelea o huida”. Esta respuesta produce efectos tales como aumentar el
output cardiaco (ionotropismo y cronotropismo), dilatacion de la pupila, aumento de la
lipdlisis en adipocitos, gluconeogénesis en higado, entre otros. Entre los receptores
activados por la liberacion de NA estan los receptores B-adrenérgicos. El receptor Bi-
adrenérgico se encuentra mayoritariamente en el corazén en donde su activacion tiene
efectos inotropos y crondétropos positivos. EI receptor B, se encuentra
predominantemente en musculatura lisa en donde produce relajacion. Finalmente, el
receptor B; produce efectos metabdlicos tales como la lipdlisis del tejido adiposo.

Se sabe que en el corazén de las ratas existen dos subtipos de receptores B-
adrenérgicos: B1Y B», los cuales se encuentran en concentraciones similares en el nodo
auriculo-ventricular [24]. Estudios en los receptores (B-adrenérgicos en el corazon de
ratas machos Sprague-Dawley adultas, mostraron que los cardiomiocitos ventriculares
purificados presentaban solo receptores B;-adrenérgicos y que en cambio, en las
células no musculares se encontraban los receptores f3,-adrenérgicos [25].

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostré que el protocolo de estrés
a través de una activacion simpatica prenatal en ratas produce una disminucién en la

afinidad de los receptores B-adrenérgicos cardiacos en las crias machos adultas sin



cambios en sus concentraciones [23], lo que estaria indicando una disminucion en la
capacidad de la respuesta contractil en los corazones de ratas estresadas comparadas
con las controles. Estos cambios encontrados en la afinidad, tienen un significado
funcional similar a los encontrados en humanos con fallas cardiacas en donde se
observan alteraciones en la poblacién de receptores B-adrenérgicos en el miocardio
ventricular, causando una disminucibn en la concentracion de receptores f;-
adrenérgicos debido a un mecanismo de downregulation, sin que se observen cambios
en la poblacion de receptores B,-adrenérgicos. Es asi como, frente a problemas
cardiacos la proporcion B;: B, cambia, pasando de 77:23 en corazones sanos, a 60:38
en corazones con problemas [26]. Sin embargo, no se ha determinado el efecto de este
protocolo de estrés sobre los receptores B-adrenérgicos en el corazon de las crias
hembras y tampoco se conoce qué estaria ocurriendo con estos receptores a lo largo
del desarrollo de estos animales.

Junto con lo anterior, en nuestro laboratorio también se estudi6 el efecto de un
protocolo de inyeccién con ISO subcutdneo (1 vez/dia/10 dias) en ratas machos
adultas que fueron estresadas prenatalmente a través de una activacion del SNS y se
encontré6 que un 50% de las ratas estresadas murieron mientras que el grupo control
presentd un 100% de sobrevida al ser inyectadas con la misma dosis de ISO. Junto
con esto, se determindé que el ISO produjo un aumento en las concentraciones de los
receptores B-adrenérgicos cardiacos [27]. Uno de los efectos del ISO descritos en la
literatura es producir hipertrofia cardiaca y se ha visto que en animales que padecen de
este problema cardiaco presentan una deplecion del almacenamiento de
catecolaminas endégenas lo que produce que el miocardio hipertréfico dependa de las
catecolaminas circulantes. Junto con esto, presentan un aumento en la concentracion
de receptores B-adrenérgicos, algo que sumado a lo anterior, seria un mecanismo
adaptativo y compensatorio que le permitiria al animal reaccionar frente a situaciones
de estrés de la misma forma que lo haria un corazén normal [28-29]. Sin embargo,
tomando en cuenta que existen diferencias de respuesta a estrés materno
dependientes del género, el efecto que pueda producir el ISO en las crias hembras
adultas es algo que aun no se ha estudiado por completo.

A la fecha, mediante trabajos realizados en nuestro laboratorio, se sabe que las

ratas hembras adultas son mas susceptibles a la estimulacion B-adrenérgica con ISO
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(debiendo utilizar dosis 40 veces menores que en los machos [30]) y que poseen una
mayor concentracion de receptores -adrenérgicos junto con una mayor liberacién de
NA cardiaca [23]. Todo esto indicaria que las hembras estarian presentando una
mayor sensibilidad a la estimulacion adrenérgica, lo que se traduciria en una respuesta
exacerbada a situaciones de estrés con respecto a ratas machos de la misma edad.
Sin embargo, falta estudiar el efecto que estaria produciendo el protocolo de estrés por

frio prenatal en el corazén de estas crias hembras.

Estrés vy disfuncién placentaria

Durante la gestacion, la placenta juega un rol fundamental en el crecimiento y
desarrollo fetal actuando como una interface vital entre la madre y el feto. Entre sus
funciones estan el transporte de nutrientes y oxigeno hacia la circulacion fetal junto con
la eliminacion de productos de desechos hacia la circulacion materna [31]. Tanto en
humanos como en ratas, la placenta es de tipo hemocorial, es decir que las células
trofoblasticas se encuentran en contacto directo con la sangre materna, sin tener
endotelio entremedio [31-32]. Sin embargo también existen diferencias, por una parte
la placenta humana se denomina hemomonocorial, puesto que consta de una sola
capa de células trofoblasticas entre la circulacién materna y fetal, estas células no son
individuales sino que forman un sincicio en el cual funcionan como una sola unidad, por
lo que se le conoce como sinciciotrofoblasto [33]. Por otro lado, la placenta de rata es
denominada hemotricorial, puesto que posee tres capas de células trofoblasticas entre
la circulacién materna y fetal. La capa externa de trofoblastos (la que se encuentra en
contacto con la sangre materna) es celular, sin embargo la capa del medio y la interna
son sinciciales [32].

Debido a su rol fundamental, cualquier cambio en la placenta podria generar
graves efectos en el correcto desarrollo del feto. Por ejemplo, una situacion de estrés
en la madre podria afectar el correcto funcionamiento de la placenta. Esto quedd en
evidencia a través de un protocolo de estrés por restriccion (45 min/3 veces/dia) a ratas
gestantes durante los Gltimos 11 dias de gestacion luego del cual se observé una
disminucion en el crecimiento de los fetos junto con una fuerte disminucién en la
expresion y en la actividad de la enzima 11B-HSD2 (enzima encargada de la

inactivacion de la corticosterona mediante su oxidacién) y una disminucién en la



expresion de GLUT 1 (transportador de glucosa). Durante esta situacion de estrés por
restriccion, los niveles de corticosterona maternos aumentan y puesto que la enzima
11B-HSD2 se encuentra disminuida, no es capaz de cumplir su funcién habitual de
proteger al feto del exceso de los glucocorticoides maternos, lo cual causaria que en la
sangre fetal aumenten los niveles de corticosterona pudiendo generar la disminucion
del peso en las crias junto con programaciones fisioldgicas en ellos [34].

Sin embargo, no solo situaciones de estrés pueden afectar a las placentas y, por lo
tanto, programando a las crias, si no que también puede ocurrir en situaciones de
insuficiencia placentaria. Por ejemplo, si se ligan ambas arterias uterinas en ratas con
19 dias de gestacioén, se produce una disminucion en el flujo sanguineo a la placenta,
causando hipoxia e isquemia, lo que produce que las crias sean mas pequefas y
tengan niveles elevados de corticosterona junto con un aumento en la expresion y
activacion de los receptores de glucocorticoides en el higado [35], lo que estaria
imitando la situaciébn de estrés por restriccion [34]. En resumen, exposiciones
prenatales tempranas a elevados niveles de glucocorticoides puede programar la
expresion de diversos genes causando cambios a nivel cardiovascular (aumento en el
tono cardiovascular y mayor presion arterial) y metabdlicos (hiperglicemia e
hiperinsulinemia) en las crias adultas [36].

Junto con lo anteriormente mencionado, se ha observado en diversos animales de
estudio (ratas, conejos, monaos, perros) que al generar una situacion de insuficiencia
placentaria a través de la reduccion del flujo sanguineo hacia la placenta (isquemia e
hipoxia), se desarrolla proteinuria, aumento en las muertes fetales, menores pesos de
los neonatos y aumento en la presion arterial, todos estos efectos se revierten una vez
removida la ligacion o luego de terminada la gestacion [37]. En estos modelos de
reduccion del flujo sanguineo uterino se observan caracteristicas muy similares a las
observadas en mujeres que padecen de preeclampsia, siendo esta una patologia que
puede presentarse durante el embarazo en mujeres y que se caracteriza por presentar
una sobreactivacion simpética [38]. Se ha observado que esta enfermedad es una
respuesta de mala adaptacién frente a una situacion de estrés durante el embarazo en
humanos [39] y la principal causa de ella es la placenta [40], puesto que se trataria de
una mala adaptacién inmunologica por parte de la madre hacia ésta [41]. Esta

enfermedad se encuentra presente en el 5% de los embarazos y se caracteriza por no
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presentar invasion de los trofoblastos en las arterias maternas, lo que causa una
disminucion en la oxigenacion fetal, el transporte de nutrientes y el intercambio de
gases hacia el lado fetal de la placenta [42].

Otra de las funciones de la placenta es mantener bajas las concentraciones de
monoaminas en la circulaciébn uteroplacental. Los trofoblastos expresan
transportadores especificos que recaptan determinadas monoaminas tanto del plasma
como del liqguido amnidtico, entre ellos se encuentra el transportador de NA (NET).
Este transportador se encuentra tanto en placentas humanas [43] como en placentas
de ratas [32], pertenece a la familia de transportadores dependientes de Na*/Cl' y es el
transportador encargado de mantener constantes las concentraciones de NA en la
circulacion fetal [42, 44]. En placentas de pacientes con preeclampsia se ha observado
una disminucion en la expresion del NET [42, 45], esto se traduciria en un aumento en
la concentracién de catecolaminas en la sangre fetal, algo que ya se ha visto en ovejas
[46] lo que podria tener efectos en los fetos y programar diversas funciones del
gestante en su etapa postnatal. Sin embargo, ain no se ha estudiado qué estaria
ocurriendo con estos transportadores en las placentas de ratas estresadas por frio
prenatalmente.

En resumen, una sobreactivacién simpatica crénica durante el desarrollo prenatal
de los organismos podria estar programando cambios en distintos niveles, tales como
placentarios, cardiovasculares o metabdlicos y estos efectos podrian depender en gran

medida del género de la cria.

Debido a los antecedentes expuestos, es posible plantear la siguiente hipétesis:

Hipotesis

“El aumento de catecolaminas plasmaticas maternas producido por el estrés por
frio durante la gestacion disminuye la concentracién de transportadores placentarios de
noradrenalina junto con disminuir la razén de receptores B1/B,-adrenérgicos cardiacos
durante el desarrollo de la descendencia hembra, aumentando la sensibilidad a la

estimulacion simpatica a nivel cardiovascular y metabdlico”



Objetivo general

Determinar el efecto del estrés por frio en la madre gestante sobre los
transportadores de noradrenalina placentarios, los receptores [-adrenérgicos

cardiacos, funcién cardiovascular y metabdlica de la descendencia hembra.

Objetivos especificos

1.- Determinar el efecto del estrés por frio en los niveles plasmaticos de
catecolaminas maternas y en la concentraciéon de transportadores de noradrenalina
(NET) placentarios.

2.- Determinar el efecto del estrés por frio sobre la concentracion de receptores -
adrenérgicos en el corazén de las crias hembras en diversas etapas del desarrollo
(fetales, neonatas, prepuberes, adultas).

3.- Determinar in vivo el efecto del estrés por frio sobre la presion arterial y el
desarrollo de hipertrofia cardiaca en condiciones basales y frente a una sobrecarga
adrenérgica en las crias hembras adultas.

4.- Determinar el efecto del estrés por frio sobre la respuesta glicémica e insulinica

frente a una sobrecarga de glucosa en las crias hembras adultas.
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MATERIALES Y METODOS

e Animales

Se utilizaron ratas hembras Sprague-Dawley con un peso entre 250 y 300 g. Los
animales fueron mantenidos a 20°C y con un ciclo de luz:oscuridad de 12:12. El
alimento y el agua permanecieron a libre disposicion. Se realizé diariamente frotis
vaginal a las ratas y cuando se encontraron en proestro, se dejaron durante la noche
con una rata macho adulta y al dia siguiente se confirmé la prefiez con la presencia de
un tapon de espermatozoides, considerando este dia como dia 0 de gestacion.

Los animales que se encontraron prefiados se dividieron en dos grupos. Un grupo
control, el cual se mantuvo a una temperatura de 20°C constante durante todo el
periodo de gestacion y un grupo estrés, al cual se expuso a un protocolo de estrés por
frio cronico intermitente durante todo el periodo de gestacion (4°C/3h/5 dias a la
semana).

En adelante nos referiremos a las crias de las ratas controles como crias controles
y a las crias de las ratas estresadas como crias estrés.

Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por el comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile
(nimeros de protocolo: CBE2013-17 y CBE2012-18) cumpliendo con las directrices
nacionales (CONICYT Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio). Se
realizaron todos los esfuerzos necesarios para minimizar el nimero de animales

utilizados y sus sufrimientos.

e Obtenciéon de las muestras

En el momento del sacrificio, todos los animales fueron decapitados mediante el
uso de una guillotina y se colecté la sangre para obtener el plasma sanguineo para

determinaciones de noradrenalina y de corticosterona.

- 15y 19 dias de gestacion

En el caso de las ratas prefiadas de 15 y 19 dias de gestacion, se les extrajeron
los fetos y las placentas, los cuales fueron pesados inmediatamente. Las placentas se

almacenaron a -80°C o fueron fijadas en Bouin para luego ser incluidas en parafina o
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se usaron inmediatamente para determinar la capacidad de incorporacién de NA a
través del NET presente en la placenta (trabajo de tesis de pregrado de Bioquimico de
Jose Luis Fonseca).

Las crias de 19 dias de gestacion se pesaron, se les determiné el género y se les
extrajo el corazon, los cuales fueron pesados frescos y almacenados a -80°C hasta el
momento de su utilizacion o bien fijados en Bouin e incluidos en parafina.

Las crias de 15 dias de gestacion fueron pesadas y fijadas enteras en
Formaldehido 4% para luego ser incluidos en parafina.

Ademas en todos los casos, se recolectdé la sangre materna para luego ser
centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos para realizar la separacion del suero, este

Gltimo se almacené a -80°C hasta el momento de su uso.

- 4 dias postnatales

Se pesaron las crias previas al sacrificio y se extrajeron los corazones, los cuales

fueron pesados frescos y almacenados a -80°C para su posterior utilizacion.

- 20y 60 dias postnatales

Se pesaron las crias previas al sacrificio. Se recolecté la sangre, la cual se
centrifugé a 3000 rpm por 5 minutos para realizar la separacion del suero, el cual fue
almacenado a -80°C hasta el momento de su uso. Ademas, se extrajeron los
corazones, los cuales fueron pesados frescos y almacenados a -80°C hasta el

momento de su utilizacion o bien fijados en Bouin e incluidos en parafina.

¢ Homogenizacién de tejido
- Determinacion de receptores B-adrenérgicos
a) Preparacioén de la fraccién cruda de membranas:

Se pesaron 100 mg de la zona basal del corazén y se homogenizaron en
ultraturrax con 0,7 mL de buffer Tris-HCI 20 mM/Sacarosa 0,25 M a pH 7,4. Luego se
centrifugd a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié con 0,7 mL de buffer Tris-HCI 20 mM/Sacarosa 0,25 M a
pH 7,4 y se volvié a centrifugar a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se elimino el

sobrenadante, se resuspendi6 el precipitado en 0,7 mL de buffer Tris-HCI 20 mM/MgCl,
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10 mM pH 7,4 sin sacarosa y se midio la concentracién de proteinas mediante el
método de Bradford [47].

b) Determinacién de receptores B-adrenérgicos

Se utilizaron tubos de vidrio, trabajando en duplicado, los cuales contenian las
muestras de membranas obtenidas luego de la homogenizacion de tejidos (volumen
equivalente a 300 pg de proteina), 20 pL de *H-DHA 10 nM, 20 pL de Propranolol 10
M (solo para los tubos correspondientes a la unién inespecifica) y buffer Tris-HCI 20
mM/MgCl, 10 mM pH 7,4 sin sacarosa (en cantidad suficiente para completar 200 uL
como volumen final). Se incubaron los tubos durante 30 minutos a 37°C. Luego, se
filtraron con filtros whatman GF/C en olla al vacio y se lavaron 3 veces con 2 mL de
buffer Tris-HCI 20 mM/MgCl, 10 mM pH 7,4 sin sacarosa con Propranolol 10°M.
Finalmente, se colocaron los filtros en viales de centelleo y se agreg6 0,5 mL de agua
destilada y 4 mL de mezcla de centelleo en cada vial, se agité cada tubo en vortex y se
midi6é la radioactividad en un contador de centelleo 24 horas después de realizado el
ensayo [48-49].

Se trabaj6 con tubos correspondientes a la union total de *H-DHA, a los cuales no
se les agregd Propranolol, y con tubos correspondientes a la union inespecifica de *H-
DHA, a los cuales se les agregd Propranolol. Por lo tanto, para obtener la unién
especifica del Propranolol se realizdé la resta entre las cuentas por minuto (cpm)
obtenidas en los tubos correspondientes a la unién total y las cpm de los tubos que
corresponden a la unién inespecifica. La eficiencia del equipo utilizado es de un 50%,
por lo que las cpm obtenidas corresponden a la mitad de las desintegraciones por

minuto (dpm).

- Determinacién de Noradrenalina por HPLC
a) En corazon
Se pesaron los corazones, se homogenizaron en ultraturrax con 300 pL de acido
perclérico (PCA) 0,2 N y se centrifugaron a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante se filtré a través de filtros Millex-GV para jeringas de 0,22 um de poro
(Millipore) y se utiliz6 para determinar NA por HPLC.
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Se utilizé un equipo HPLC Jasco PU-2089S Plus acoplado a un detector
electroquimico ECD-700S. Se inyectaron 20 uL de la solucién obtenida, con el equipo

calibrado a una potencia de 650 mV y un flujo constante de 1,0 mL/min.

b) En plasma

Se realiz6 esta determinacién en el suero de madres gestantes y en el suero de
las crias de 20 dias postnatales. En ambos casos se trabajo con 100 yL de suero. A
cada muestra se le agregaron 20 uyL de DHBA 100 pg/uL, el cual se utilizé como
estandar interno y se completé volumen a 200 uL con PCA 0,2 N. A todo esto se le
realizé el procedimiento de adsorcion por alimina y se eluyeron las catecolaminas con
100 pyL de PCA 0,2 N. Esta elucion obtenida fue la solucién que se inyect6 al HPLC
para la determinacién de NA plasmatica.

Se utilizé un equipo HPLC Jasco PU-2089S Plus acoplado a un detector
electroquimico ECD-700S. Se inyectaron 20 puL de la solucién obtenida, con el equipo

calibrado a una potencia de 650 mV y un flujo constante de 1,0 mL/min.

o Determinacion de glucosa plasmatica

Se determinaron las concentraciones de glucosa plasmatica en ratas hembras
adultas de 60 dias mediante el uso de tiras reactivas Accu-chek Active. Se les extrajo
sangre mediante el corte de la punta de la cola luego de una noche de ayuno y se
determiné la concentracion de glucosa a los tiempos 0, 30, 60, 90 y 120 minutos luego
de una administracion oral de 2 g de glucosa/kg de peso de una solucion al 40%. A
cada tiempo se colectd sangre suficiente para una posterior determinacion de insulina
plasmatica. Estas muestras de sangre fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos

a 4°C, se recolecto el suero y se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion.

¢ Determinacidon de corticosterona e insulina plasmatica por kit de ELISA

Se determinaron los niveles de corticosterona en plasma de ratas hembras no
gestantes controles y ratas gestantes de 15 y 19 dias de gestacion controles y estrés.
Esto fue realizado mediante ELISA (55-CORMS-EOQO1, ALPCO, lote nimero 022). La
sensibilidad de este kit es de 4,1 ng/mL, presentando una reactividad cruzada no

detectable con hormonas esteroidales, 0,2% con aldosterona, 0,3% con cortisol y 0,7%
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con progesterona. La variabilidad intra ensayo es de menos de 8,3% vy la variabilidad
inter ensayo es de menos de 12,4%.

Se determinaron los niveles de insulina en plasma de ratas hembras adultas de 60
dias controles y estrés. Esto fue realizado mediante ELISA (80-INSRT-EO01, E10,
ALPCO). La sensibilidad de este kit es de 0,124 ng/mL, el kit presenta un 120% de
reactividad cruzada con insulina humana pero menos de 0,01% con el péptido C de
ratas. La variabilidad intra ensayo es de menos de 5,8% y la variabilidad inter ensayo

es de menos de 0,95%.

e Determinacion del indice HOMA

El indice HOMA se utilizé para determinar presencia o ausencia de resistencia a la

insulina, se calculé a través de la siguiente formula [50-52]:

E) x insulina en ayuna (mTU)

22,5

mmo
glucosa en ayuna { T
HOMA =

Se considero presencia de resistencia a la insulina cuando el indice daba mayor a 2,5.

o Determinacion de la expresion génica de los NET placentarios y los

receptores B;1y B,-adrenérgicos cardiacos através de PCR en tiempo real

Se determinaron los cambios en la expresion de SLC6A2 (transportador de
noradrenalina) en las placentas de crias de 15 y 19 dias de gestacién, ADRB1
(receptor B;-adrenérgico) y ADRB2 (receptor 3,-adrenérgico) en los corazones de las
crias hembras de 19 dias de gestacion, 4 dias, 20 dias y 60 dias postnatales. Para
esto, se extrajo el ARN total a través del método de Chomczynski [53] para luego
utilizar 5 pg de ARN de cada una de las muestras en la reaccién de transcripcion
reversa para obtener ADN complementario. La reaccion se lleva a cabo usando 0,5
mM dNTPs, 10 mM DTT, 3,75 ng/mL partidores randomizados (Invitrogen), 40 U
RNasaOUT (Invitrogen) y 200 U de transcriptasa reversa SuperScript® Il (Invitrogen),
se incub6 a 25°C por 10 minutos, a 42°C por 50 minutos y a 70°C por 15 minutos.
Luego, los ADN complementarios obtenidos se amplificaron mediante la técnica de
PCR en tiempo real, utilizando partidores especificos para cada uno de los genes
nombrados anteriormente. Cada muestra se analizé en triplicado con un volumen de
reaccion de 20 pL: 10 uL de 2X Brilliant 1l SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent
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Technologies) + 7 uL de agua DEPC + 0,5 uL de cada uno de los partidores y 2 uL de
ADN complementario para SLC6A2 y ADRB2. Para ADRB1 se utilizaron 7,3 uL de
agua DEPC y 0,3 uL de cada uno de los partidores, manteniendo los volimenes de
ADN complementario y de SYBR Green. Se procedi6 a activar la polimerasa a 95°C
por 10 min y luego se realiz6 un protocolo de amplificaciéon en el termociclador MJ
Research PCR tiempo real (MJ Research, modelo PT-200, Inc., Watertown, MA).

Tabla 1: Condiciones de la reaccion de PCR para cada uno de los genes determinados

Genes Activacién Desnaturalizacion Alineamiento Elongacion
polimerasa del ADN de los de la cadena
partidores
18Sy 95°C por 5 min 95°C por 20s 60°C por 20s 72°C por 30s
SLC6BA2
ADRB1lYy 95°C por 5 min 95°C por 20s 61°C por 20s 72°C por 30s
ADRB2

Se realizé una curva de melting entre temperaturas de 72°C y 85°C bajo medicion
continua de fluorescencia para ver especificidad del producto formado. Para cada uno
de los productos formados se observé una sola amplificacion a una temperatura
determinada, lo que demostré que cada par de partidores utilizados era especifico para
un solo producto de la amplificacion. Se realiz6 una curva estdndar a través de
diluciones seriadas de una muestra de concentracion conocida y en esta curva se
interpolaron los distintos ciclos en el cual se observé el aumento lineal del producto de
PCR (dato entregado por el equipo), de ahi obtuvimos la cantidad de ARN mensajero
inicial para cada gen de interés. El resultado final se calcul6 normalizado por la
expresion del gen constitutivo 18S.

Tabla 2: Secuencias de los partidores utilizados para cada gen de interés

Genes Forward Reverse

18S 5-TCAAGAACGAAAGTCGGAGG-3’ 5-GGACATCTAAGGGCATCACA-3’
SLC6A2 5-GGACAGGTTCAGCAATGACATCCA-3’ 5-ATGCTGACCACTACCACAAACAGG-3’
ADRB1 5-TCGTAGTGGGCAACGTGTTGGTGAT-3' 5-GTCTACCGAAGTCCAGAGCTCACAGAA-3’
ADRB2 5-CAGGCCTATGCTATCGCTTCCTCTAT-3’ 5-GGCTGAGGTTTTGGGCATGAAATC-3’
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o Determinacion de las proteinas de los NET placentarios y los receptores B;
y B.-adrenérgicos cardiacos por western blot

a) Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se determinaron los cambios en las proteinas de SLC6A2 (transportador de NA)
en las placentas de crias de 15 y 19 dias de gestacibn, ADRB1 (receptor B;-
adrenérgico) y ADRB2 (receptor 3,-adrenérgico) en los corazones de las crias hembras
de 4 dias, 20 dias y 60 dias postnatales.

Los corazones de crias hembras fueron homogenizados en buffer de LISIS (Tris-
HCI 50 mM, NaCl 50 mL, EDTA pH 8,0 50 mM, SDS 1%), en cambio las placentas de
crias de 15 y 19 dias de gestacion fueron homogenizadas en buffer RIPA (Tris-HCI pH
7,2 10 mM, Tritbn X-100 1%, NaCl 150 mM, SDS 0,1%). Independiente del tejido, la
homogenizacién se realizd en hielo en vidrio-vidrio, el homogenizado fue centrifugado a
13.000 rpm por 20 minutos a 4°C. La concentracion de proteinas fue determinada
mediante el método de Bradford [47], todas las muestras fueron trabajadas en
duplicado con una dilucién 1/10 y se midi6 absorbancia a 595 nm. La curva de
calibracion se realiz6 con albumina de suero bovino. A cada muestra se le agrego Y
del volumen de buffer de carga 4X (Tris-Base 0,6 g; SDS 1,84 g; glicerol 8 g; azul de
bromofenol 0,1% (p/v) 4 mL; B-mercaptoetanol 4 mL, volumen final 20 mL, se ajusta a
pH 6,8 con HCI), se hicieron alicuotas con 15 ug de proteinas en el caso de las
placentas o de 20 ug para los corazones, se completé volumen a 5 yL con buffer de

carga 1X y se calentaron a 95°C por 5 minutos.

b) Electroforesis y Western Blot

Todo lo detallado a continuacion se realizé de la misma forma tanto para las placentas
como para los corazones. Se trabajo con geles de 1 mm, gel resolutivo al 10% y gel
concentrador al 5%. La electroforesis se realizé a 100V durante 90 minutos en un
buffer de electroforesis 1X (Tris-Base 0,3% (p/v), glicina 1,44% (p/v), SDS 0,1% (p/v);
pH 8,6). Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de poro de 0,45
pm a 400 mA por 90 minutos en hielo en un buffer de transferencia 1X (Tris-Base 0,5%
(p/v), glicina 2,4% (p/v), metanol 20% (v/v)). Luego de realizada la transferencia se
tifieron las membranas con Rojo Ponceau al 5% para verificar la correcta realizacion de

la transferencia, se lavaron con agua de la llave y luego se lavaron tres veces con
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tampon de TBST (Tris-Base 0,224% (p/v), NaCl 0,8% (p/v), Tween 20 0,1% (V/v),
ajustar a pH 7,6) durante 5 minutos cada vez hasta retirar totalmente la tincién. Se
bloguearon los sitios de unién inespecificos de las membranas con leche al 5% durante
una hora a temperatura ambiente. Se volvieron a lavar las membranas tres veces con
tampon TBST durante 5 minutos cada vez y se incubaron con los anticuerpos primarios
respectivos disueltos en 5% de leche a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
volvieron a lavar tres veces con tampén TBST durante 5 minutos cada vez y se incubd
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario disuelto en 5% de leche por una
hora. Se lavaron tres veces con tampén TBST durante 5 minutos cada vez y se
revelaron. El revelado se realiz6 por quimioluminiscencia con el reactivo EZ-ECL. La
proteina que se utiliz6 como control de carga en todos los casos fue GAPDH. Los
resultados se obtuvieron a través de la medicion de la intensidad de las bandas, las
cuales fueron normalizadas en relacion a la expresion de GAPDH. Los anticuerpos

utilizados se muestran en la tabla siguiente.

Tabla 3: Detalle de los anticuerpos utilizados

Anticuerpos Tipo de anticuerpo Dilucién del anticuerpo Tejido utilizado
SLC6A2 Primario 1:1000 Placentas
ADRB1 Primario 1:3000 Corazones
ADRB2 Primario 1:2500 Corazones
GAPDH Primario 1:40000 Placentas y corazones

Anti-Rabbit Secundario 1:10000 Placentas y corazones

e Determinacion de *H-NE incorporacion por los NET placentarios

Se determind la respuesta funcional de los NET a través de la medicion de la
incorporacion de *H-NA por las placentas de las crias de 15 y 19 dias de gestacion.
Las placentas se incubaron bajo dos condiciones: en buffer Krebs a 37°C por 60 min
con 2 uCi/mL ®H-NA con o sin cocaina. La cuantificacion en presencia de 10uM de
cocaina (un inhibidor especifico de la recaptacion de monoaminas [54]) nos entrego la

incorporacién especifica de NA in vitro a través del NET placentario sensible a cocaina.
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e Sobrecarga adrenérgica cronica mediante administracion de Isoproterenol

Se determiné la respuesta frente a una sobrecarga adrenérgica cronica en ratas
hembras adultas de 60 dias controles y estrés, a las cuales se les administré una dosis
de 125 ug/mL de ISO (agonista B adrenérgico) subcutdnea por 10 dias [22]. Al dia 11
luego de iniciado el protocolo de inyeccion, se sacrificaron los animales mediante uso
de guillotina y se colectaron los corazones, se eliminaron las auriculas, se pesaron y se

fijaron en Bouin para ser incluidos en parafina.

e Determinacion de areay perimetro de los cardiomiocitos

Los corazones que se encontraban incluidos en parafina fueron cortados en la
parte central del corazon y se tifieron con Hematoxilina-Eosina o con Tricromo-Masson
(nos permite observar el colageno de una coloracion verde-azulosa) para luego ser
examinados en un microscopio de luz. Se realizaron cinco cortes seriados de 5 pm de
espesor de cada corazén. Se capturaron las imagenes a través de una camara de
video (OLYMPUS) fijada a un microscopio (OLYMPUS) y proyectadas a un monitor,
mediante un software de analisis Micrometrics®, en el cual se fij6 la imagen. Esto se
realizd a un aumento Optico de 4x, capturando imagenes del corazén completo para la
determinacién del porcentaje de colageno presente a través del programa Image Pro
Plus 6,0; ademas de capturar imdgenes a un aumento Optico de 40x para la
determinacion del area y perimetro de los cardiomiocitos a través del programa Image
J, lo cual se realiz6 en 100 cardiomiocitos por corazoén, solo fueron seleccionadas las
células en las cuales se observaba claramente los bordes y el nucleo. Para el andlisis
estadistico tanto del area como del perimetro, se ingresaron los valores de cada célula

como unidad individual.

e Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico de las muestras, se utiliz6 el programa Graphpad Prism
5. Los resultados se expresaron como promedio £+ SEM. Cuando se compararon dos
grupos se utilizé un test de student de dos colas, sin embargo cuando se compararon
tres 0 mas grupos se utilizé un analisis de ANOVA de una via con un post test de
Newman-Keuls, estableciendo en ambos casos una significancia estadistica con un
p<0,05.
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RESULTADOS

1) Etapa prenatal

Objetivo especifico 1.- Determinar el efecto del estrés por frio en los niveles
plasméaticos de catecolaminas maternas y en la concentracion de transportadores de
noradrenalina (NET) placentarios.

A) Efecto de la prefiez y del estrés crénico durante la gestacion sobre las

concentraciones de NA plasmaética

El protocolo de estrés por frio ha sido clasificado como un protocolo de estrés
simpatico produciendo la activacion del SNS con la consiguiente liberacion de NA [4-5,
18], pero no se ha visto su efecto en ratas gestantes.

Primero, se determinaron las concentraciones de NA en animales controles no
gestantes y gestantes para ver posibles cambios ligados a la prefiez. Se observé que
durante la gestacion existié una disminucién en las concentraciones de NA plasmética
en ratas y esta disminucién se acentud hacia el término de la prefiez (Figura 1A). Por
otro lado, debido al protocolo de estrés se observé un aumento en la concentracion de
NA a los 19 dias de gestacién, sin encontrar cambios a los 15 dias de gestacion
(Figura 1B).
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Figura 1: Concentracion de NA plasmatica en ratas. A.- En animales controles no
gestantes y gestantes de 15 y 19 dias de gestacion. B.- En animales gestantes de 15y 19 dias
de gestacién controles y estrés. Los resultados corresponden al promedio + error estandar
medio. En ambos casos se utiliz6 un andlisis de ANOVA de una via con un post test de
Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en cada gréafico. * p<0,05; ***
p<0,001.
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B) Efecto de la prefiez y del estrés crénico durante la gestacion sobre los

niveles de corticosterona plasmatica

De acuerdo a la literatura, este protocolo de estrés por frio produce efectos
exclusivamente simpaticos, sin observar cambios en los niveles de corticosterona
plasmética [18], pero esto es algo que no ha sido estudiado en ratas gestantes.

Se determinaron las concentraciones de corticosterona en animales controles no
gestantes y gestantes para ver cambios ligados a la prefiez. Se observé un aumento
en las concentraciones de corticosterona plasmatica en ratas gestantes de 19 dias de
gestacion (Figura 2A). Por otro lado, se observéd un aumento en los niveles de
corticosterona plasmaticos tanto a los 15 como a los 19 dias de gestacion en las ratas

estrés (Figura 2B).
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Figura 2: Concentracién de corticosterona plasmatica en ratas. A.- En animales
controles no gestantes y gestantes de 15y 19 dias de gestaciéon. B.- En animales gestantes de
15 y 19 dias de gestacion controles y estrés. Los resultados corresponden al promedio + error
estandar medio. En ambos casos se utilizé un andlisis de ANOVA de una via con un post test
de Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en cada gréfico. *** p<0,001.
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C) Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre el nUmero, el peso

de las crias y sus placentas

No se observaron diferencias en el nimero de crias totales ni en el niumero de
crias separadas por género entre animales controles y estrés. Las crias de 15 dias de
gestacion no presentan dimorfismo sexual por lo que no fueron separadas por género
(Tabla 4).

Sin embargo, tanto a los 15 como a los 19 dias de gestacion se observd un
aumento en el peso de los fetos estrés junto con un aumento en el peso de sus

placentas (Figura 3 y 4), sin observar cambios en la eficiencia placentaria.

Tabla 4: Comparacion en el numero de crias y el numero de crias separadas por
género entre animales que fueron estresados durante la gestacion y controles.

Control Estrés
NuUmero crias
(totales)

15 dias gestacion 14,4 £ 1,2 (n=5 madres, 72 crias) | 13,4 £ 0,8 (n=5 madres, 67 crias)
19 dias gestacion 13,3 £ 1,0 (n=6 madres) 13,8 £ 0,9 (n=5 madres)

NUmero crias

(por género)
19 dias gestacién Hembras: 7,0 + 0,7 (n=42 crias) Hembras: 7,0 + 0,4 (n=35 crias)

Machos: 6,3 + 0,6 (n=38 crias) Machos: 6,8 + 0,9 (n=34 crias)

Los resultados corresponden al promedio * error estandar medio. El nimero de animales
se encuentra indicado en cada caso.
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Figura 3: Peso de las crias y de sus placentas a los 15 dias de gestacion. A.- Peso de
las crias controles y estrés. B.- Peso de las placentas de las crias controles y estrés. Los
resultados corresponden al promedio + error estandar medio. En ambos casos se utilizé un

analisis de t-student. El nimero de animales se encuentra indicado en cada grafico. ***
p<0,001.
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Figura 4: Peso de las crias y de sus placentas a los 19 dias de gestacion. A.- Peso de
las crias hembras controles y estrés. B.- Peso de las placentas de las crias hembras controles y
estrés. Los resultados corresponden al promedio + error estandar medio. En ambos casos se

utilizé un andlisis de t-student. El nUmero de animales se encuentra indicado en cada grafico. *
p<0,05; ** p<0,01.
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D) Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre los NET

placentarios

Los NET placentarios son los encargados de mantener el clearance de NA del feto
hacia la madre [55]. En este trabajo, se observé un aumento en las concentraciones de
NA plasméaticas maternas debido al estrés simpatico (Figura 2B), debido a esto se
determinaron los NET placentarios para determinar un posible efecto fetal de este
aumento de NA.

Primero, se determiné la incorporacién de *H-NA por las placentas de las crias, lo
cual al ser cuantificado en presencia de cocaina (inhibidor especifico de la recaptacion
de monoaminas [54]) da cuenta de la funcionalidad de los NET (trabajo de tesis de
pregrado de Bioquimico de Jose Luis Fonseca). Se observé una disminucion en la
incorporacion a los 19 dias de gestacion por las placentas de crias estrés, sin
encontrar diferencias a los 15 dias de gestacion (Figura 5A).

Para determinar si esta diferencia se debia a cambios en la cantidad de los NET
se realizaron un qPCR y un western blot. Al determinar ARN mensajero se observé un
aumento en el NET a los 19 dias de gestacién en comparacion con los 15 dias de
gestacion en placentas controles. Sin encontrar diferencias en las placentas estrés
(Figura 5B).

Al realizar un western blot para determinar la proteina de estos transportadores se
obtuvieron tres bandas: 80, 55 y 46 kDa (Figura 6A). Estas corresponden a distintos
grados de glicosilacion de la proteina dependiendo de su nivel de madurez: 80kDa
corresponde a la proteina madura, activa y completamente glicosilada, 55 kDa a la
proteina medianamente glicosilada y 46kDa a la proteina inmadura sin glicosilaciones
[43, 56]. Puesto que solo es activa la proteina de 80kDa se cuantific6 solamente esta
banda. Se observé un aumento en la cantidad de NET en placentas estrés a los 19
dias de gestacion, tanto en comparacion con las placentas estrés de 15 dias de

gestacion como con las placentas controles de 19 dias de gestacion (Figura 6B).
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Figura 5: Incorporacion de 3H-NA y ARN mensajero de NET en placentas de 15y 19
dias de gestacion. A.- Incorporacion de H-NA por placentas de crias controles y estrés de 15y
19 dias de gestacion. B.- Determinacion de RNA mensajero a través de gPCR para NET en
placentas de crias controles y estrés de 15 y 19 dias de gestacién. Los resultados corresponden
al promedio + error estandar medio. En ambos casos se utilizé un analisis de ANOVA de una
via con un post test de Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en cada
gréfico. * p<0,05.
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Figura 6: Cuantificacion de proteinas de NET mediante western blot en placentas de
crias controles y estrés de 15 y 19 dias de gestacion. A.- Membrana representativa de las tres
bandas (80 kDa, 55 kDa y 46 kDa) obtenida del NET en placentas de ratas. B.- Cuantificacién
de la proteina madura de NET placentarios. Membranas representativas de la banda de 80 kDa
de los western blot realizados en placentas controles y estrés de C.- 15 dias de gestaciény D.-
19 dias de gestacion. A los 19 dias de gestacién los resultados son solo de placentas de crias
hembras. Los resultados corresponden al promedio + error estandar medio de ftres
experimentos independientes. Se utilizé un andlisis de ANOVA de una via con un post test de
Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en cada grafico. ** p<0,01.
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2) Etapa postnatal

Objetivo especifico 2.- Determinar el efecto del estrés por frio sobre la
concentracion de receptores B-adrenérgicos en el corazén de las crias hembras en

diversas etapas del desarrollo (fetales, neonatas, prepuberes, adultas).

A) Efecto del estrés crénico durante la gestacion, sobre la alimentacion y

la ganancia de peso en ratas gestantes controles y estrés

Se realizaron registros diarios del peso (Figura 7A) de seis ratas prefiadas
controles y de cinco ratas estrés junto con el registro del peso del alimento que
consumieron estos animales (Figura 7B) durante todo el periodo de gestacion. No se
observaron diferencias en el aumento del peso de las ratas, sin embargo se
determinaron diferencias en la cantidad de comida ingerida diariamente durante la

gestacion, encontrando que las ratas controles comieron mas que las estrés.
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Figura 7: Peso diario de las ratas prefiadas y de lo que comen durante el periodo de
gestacion. A.- Peso diario de ratas prefiadas controles y estrés. B.- Peso diario de lo que
comen las ratas prefiadas controles y estrés. Los resultados corresponden al promedio * error
estandar medio. Se utilizd un andlisis de t-student. Los resultados corresponden a seis ratas
controles y cinco ratas estrés. * p<0,05; ** p<0,01.
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B) Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre los dias de
gestacidon, numero de crias totales, niumero de crias separadas por
género, pesos de las crias hembras y sus corazones en etapa prenatal

y postnatal

No se observaron diferencias en los dias de gestacién, el nimero de crias totales

ni nimero de crias separadas por género entre animales controles y estrés (Tabla 5).

Tabla 5: Comparacion en los dias de gestacién, el nimero de crias y el nimero de
crias separadas por género entre animales que fueron estresados durante la gestacion y
controles.

Control Estrés
Dias de gestacion 21,8 +0,2 (n=8) 21,9 0,1 (n=12)
Numero crias (totales) 14,3+0,3 12,1+1,1
(n=8 madres, 100 crias) (n=12 madres, 133 crias)

Numero crias
(por género)

Hembras Hembras: 7,0 £ 0,7 (n=49 crias) | Hembras: 6,2 + 0,7 (n=68 crias)

Machos Machos: 7,2 £ 0,8 (n=51 crias) | Machos: 5,9 £ 0,8 (n=65 crias)

Los resultados corresponden al promedio * error estandar medio. El nimero de animales
se encuentra indicado en cada caso.

Para determinar si el estrés por frio generaria efectos sobre el crecimiento de las
crias y el desarrollo de sus corazones, se determiné el peso de las crias hembras y el
de sus corazones tanto durante la etapa prenatal como durante la etapa postnatal.

A la edad prenatal de 15 dias de gestacidon no fue posible diferenciar género a
través de dimorfismo sexual por lo que los resultados presentados en la figura 8A
incluyen todas las crias obtenidas. Ademas, a esta edad no fue posible obtener los
corazones es por lo tanto en la figura 8B no se incluye esta edad.

Se observd que el aumento en tamafio de las crias hembras durante la etapa
prenatal no se mantuvo en la etapa postnatal (Figura 8A), sin embargo se observé que
si se mantuvo el aumento en el tamafio de los corazones (a los 19 dias de gestacién,

20 y 60 dias postnatales) (Figura 8B).
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Figura 8: Peso de las crias hembras y de sus corazones a distintas edades. A.- Peso
de las crias hembras estrés y controles a distintas edades prenatales (15 y 19 dias de
gestacion) y postnatales (4, 20 y 60 dias postnatales). B.- Razon del peso de los
corazones/peso de las crias hembras controles y estrés a distintas edades prenatales (15y 19
dias de gestacion) y postnatales (4, 20 y 60 dias postnatales). Los resultados corresponden al
promedio + error estdndar medio. En ambos casos se utilizé un andlisis de t-student. El nimero
de animales se encuentra indicado en cada grafico. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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C) Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre los niveles de
noradrenalina plasmatica y cardiaca en crias hembras
a) Noradrenalina plasmatica

Se cuantificaron los niveles de NA plasmatica en el suero de crias hembras
controles y estrés de 20 y 60 dias postnatales mediante técnica de HPLC. A los 4 dias
postnatales no se colecté sangre puesto que son animales muy pequefios y no
obtendriamos el volumen necesario para obtener suero para la determinacion de NA a

través de esta técnica.
En animales controles, se observd que a los 60 dias presentaron mayores
concentraciones de NA que a los 20 dias (Figura 9A). No se encontraron diferencias en

animales estrés (Figura 9B y C).

B Hembras
A Hembras controles 20 dias edad
12000+ 50001
o % o i
= s 4000 T
> 80004 >
. g —_ g 3000
33 3
| = _1 2000
£ 4000 e — £
> >
2 2 1000
— 5; 4 o 5
20 dias 60 dias Control Estrés
c Hembras
60 dias edad
15000+
o
g
_a 100004 —]
()
3
=
£ 50004
£
(@]
o
4
0 T
Control Estrés

Figura 9: Concentracion de NA plasmética de crias hembras. A.- Concentracion de NA
en suero de crias hembras controles y en suero de crias hembras controles y estrés de B.- 20
dias y C.- 60 dias postnatales. Los resultados corresponden al promedio + error estandar
medio. En los tres casos se utilizé un andlisis de t-student. EI nimero de animales se encuentra
indicado en cada gréfico.
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b) Noradrenalina cardiaca

Se cuantificaron los niveles de NA en el corazon de crias hembras controles y
estrés de 4, 20 y 60 dias postnatales mediante técnica de HPLC. En animales
controles, se observé que a los 20 dias aumentaron las concentraciones de NA
cardiacas en comparacion a los 4 dias, manteniéndose elevadas a los 60 dias (Figura

10A). No se encontraron diferencias en animales estrés (Figura 10B, C y D).
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Figura 10: Concentracion de NA en corazones de crias hembras. A.- Concentracién de
NA cardiaca en crias hembras controles y en corazones de crias hembras controles y estrés de
B.- 4 dias, C.- 20 dias y D.- 60 dias postnatales. Los resultados corresponden al promedio +
error estandar medio. En A.- se utiliz6 un andlisis de ANOVA de una via con un post test de
Newman-Keuls, en B, C y D se utilizd un analisis de t-student. El nimero de animales se
encuentra indicado en cada gréfico. *** p<0,001.
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D) Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre los niveles de

receptores B,y B,-adrenérgicos en corazones de ratas hembras

Previamente en este trabajo, se determiné un aumento en las concentraciones de
NA plasmaticas maternas (Figura 2B) junto con una disminucion de la funcionalidad de
los NET placentarios (Figura 5A), esto podria traducirse en que los fetos se estén
desarrollando en un medio con exceso de NA. Por ello quisimos ver qué estaria
ocurriendo con uno de los subtipos de los receptores de NA: los receptores [3-
adrenérgicos. Como ya se demostrd que este protocolo de estrés estaria causando un
aumento en el peso de los corazones de las crias (Figura 8B), se decidié determinar
los receptores B-adrenérgicos a nivel cardiacos.

Se comenzd determinando estos receptores en corazones de ratas de 20 y 60 dias
a través de la técnica de radioligando, para asi cuantificar concentraciones totales de
receptores B-adrenérgicos (mediante uso de Propanolol) junto con sus afinidades a
través de esta misma técnica utilizando cambios en las concentraciones del farmaco.
Al ser este experimento un ensayo de desplazamiento no permite calcular la kd
(constante de disociacién) ni realizar el grafico de scatchard con estos resultados,
puesto que se trabajé con distintas concentraciones de Propanolol no marcado el cual
desplaza la unién de un radioligando (*H-DHA, dihidroalprenolol tritiado) que se
encuentra en concentraciones constantes. Sin embargo, estos ensayos de
desplazamiento permiten calcular la IC50 (dosis necesaria de farmaco para obtener el
50% de desplazamiento de la uni6on del compuesto marcado), al hacer una
extrapolacion en las curvas de desplazamiento de la concentracion de Propanolol que
corresponde al 50% de la union inespecifica [57-58].

Se observé que no existen diferencias en las curvas de desplazamiento con
propanolol en corazones de crias hembras de 20 dias (Figura 11A), sin embargo se
observd un aumento en la IC50 (Figura 11C) a los 60 dias. Ademas, se observd una
disminucion significativa en la IC50 en las hembras controles de 60 dias en
comparacién con las de 20 dias (Figura 11C). No se encontraron diferencias en la
concentracion de los receptores $-adrenérgicos en los corazones de las crias hembras
estrés de 20 y 60 dias (Figura 11D).
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Figura 11: Porcentaje de unidon total, afinidad y concentraciéon de receptores f-
adrenérgicos en membranas cardiacas de ratas hembras. Porcentaje de union inespecifico de
la fraccion de membranas cardiacas de ratas hembras de A.- 20 dias y B.- 60 dias luego del
desplazamiento competitivo mediante propanolol. C.- IC50 para propanolol y D.- concentracion
de receptores B-adrenérgicos en las membranas cardiacas de ratas hembras controles y estrés
de 20 y 60 dias. En ambos casos se utilizé un andlisis de ANOVA de una via con un post test
de Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en los graficos. * p<0,05.
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Ademas, se realiz6 la determinacion de los receptores B-adrenérgicos cardiacos a
través de qPCR (ARN mensajero) y de western blot (proteina), lo que se presenta a

continuacion.

a) Receptores B;-adrenérgicos

Al analizar los resultados en las ratas hembras controles, se observd que los
niveles de ARN mensajero de los receptores B;-adrenérgicos cardiacos (Figura 12A)
presentaron variaciones con la edad. En los neonatos de 4 dias se observd un
aumento en comparacion con los 19 dias de gestacion, lo que se revirtié a los 20 dias,
para luego aumentar nuevamente a los 60 dias. Estas variaciones no se observaron en
las crias estrés, en las cuales las concentraciones se mantuvieron elevadas desde los
4 dias hasta los 60 dias (Figura 13A).

Al determinar la proteina de estos receptores en los corazones de las ratas
hembras controles, se observo que a los 60 dias existio un aumento en la proteina con
respecto a los de 20 dias (Figura 12B). Esta diferencia no estuvo presente en los
animales estrés (Figura 13C y E) debido a que a los 20 dias los corazones estrés
presentaron un aumento tanto en la cuantificacion del ARN mensajero (Figura 13A)
como en la proteina (Figura 13C) de los receptores B;-adrenérgicos con respecto a las
crias controles. A los 4 dias no se detectd la banda correspondiente a la proteina de

estos receptores.
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Figura 12: Receptores B;-adrenérgicos cardiacos en corazones de crias hembras
controles. A.- Cuantificacion de ARN mensajero a través de qPCR de los receptores f3;-
adrenérgicos en corazones de crias hembras controles en etapa prenatal y postnatal. B.-
Membrana representativa de los western blot realizados y C.- cuantificacion de la proteina de
los receptores [3;-adrenérgicos obtenidos a través de western blot en corazones de crias
hembras controles de 4, 20 y 60 dias. Cada muestra fue realizada en triplicado y corresponden
al promedio + error estandar medio. En ambos casos se utilizé un analisis de ANOVA de una
via con un post test de Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en cada
grafico. * p<0,05; ** p<0,01. ND: No Detectado
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Figura 13: Receptores B;-adrenérgicos cardiacos en corazones de crias hembras
controles y estrés. A.- Cuantificaciéon de ARN mensajero a través de gPCR de los receptores
B.-adrenérgicos en corazones de crias hembras controles y estrés en etapa prenatal y
postnatal. Membrana representativa del western blot realizado en corazones de crias hembras
controles y estrés de B.- 20 dias y D.- 60 dias. Cuantificacién de la proteina de los receptores
Bi-adrenérgicos obtenidos a través de western blot en corazones de crias hembras controles y
estrés de C.- 20 dias y E.- 60 dias. Los resultados fueron obtenidos de tres experimentos
independientes y corresponden al promedio + error estandar medio. En A.- se utilizé un analisis
de ANOVA de una via con un post test de Newman-Keuls, en C y E se utiliz6 un andlisis de t-
student. El nUmero de animales se encuentra indicado en cada gréfico. * p<0,05; *** p<0,001.
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b) Receptores B,-adrenérgicos

Al analizar los niveles de ARN mensajero de los receptores 3,-adrenérgicos en los
corazones de las crias hembras controles (Figura 14A), se observé un aumento en el
transcrito a los 4 dias postnatales, para luego observar una tendencia a la disminucién
a los 20 dias, algo que se vuelve significativo a los 60 dias. No se encontraron
diferencias en las crias estrés (Figura 14B).

Al analizar la proteina de los receptores [3,-adrenérgicos cardiacos a través de
western blot, se obtuvieron tres bandas: 65, 85 y 120 kDa (Figura 15A). Esta proteina
tiene dos sitios de glicosilacién, la proteina como mondmero pesa 43 kDa, con un sitio
glicosilado pesa 56 kDa y la proteina madura con dos glicosilaciones pesa 67 kDa.
Junto a esto, se pueden encontrar como dimeros u oligdmeros, pero estos Ultimos son
sensibles al B-mercaptoetanol, frente al cual se disocian. Por lo tanto en un western
blot podemos encontrar dimeros pero no oligébmeros [59-62]. Por lo que la banda de 65
kDa corresponderia a la proteina madura doblemente glicosilada, la de 85 kDa a la
proteina inmadura de 43 kDa dimerizada y la banda de 120 kDa indicaria una
dimerizacién de la proteina madura de 65 kDa. Puesto que la proteina activa es la de
65 kDa se cuantific6 solamente esta banda. Se encontr6 una disminucién de la
proteina a los 20 dias con respecto a los 4 dias, para luego volver a aumentar a los 60

dias. No se encontraron diferencias en las crias estrés (Figura 15B).
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Figura 14: Receptores B,-adrenérgicos cardiacos en corazones de crias hembras a
través de gPCR. A.- Cuantificacién de ARN mensajero a través de qPCR de los receptores 8-
adrenérgicos en corazones de crias hembras controles en etapa prenatal y postnatal. B.-
Cuantificacion de ARN mensajero a través de qPCR de los receptores B,-adrenérgicos en
corazones de crias hembras controles y estrés en etapa prenatal y postnatal. Cada muestra fue
realizada en triplicado y corresponden al promedio + error estandar medio. En ambos casos se
utilizé un andlisis de ANOVA de una via con un post test de Newman-Keuls. El nidmero de
animales se encuentra indicado en cada grafico. * p<0,05; *** p<0,001.
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Figura 15: Receptores B,-adrenérgicos cardiacos en corazones de crias hembras a
través de western blot. A.- Membrana representativa de las tres bandas (120 kDa, 85 kDa y
65 kDa) obtenida a través de western blot de los receptores B,-adrenérgicos en corazones de
crias hembras. B.- Cuantificacion de la banda de 65 kDa de los receptores B,-adrenérgicos en
corazones de crias hembras controles y estrés de 4, 20 y 60 dias. Membranas representativas
de la banda de 65 kDa obtenidas en corazones de crias hembras de C.- 4 dias, D.- 20 dias y E.-
60 dias. Los resultados fueron obtenidos de dos experimentos independientes y corresponden
al promedio + error estandar medio. En ambos casos se utilizé un analisis de ANOVA de una
via con un post test de Newman-Keuls. Se utilizé un andlisis de ANOVA de una via con un post
test de Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en el grafico. * p<0,05; **
p<0,01.
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c) Razon receptores Bi/B.-adrenérgicos

Luego de analizarse la concentracion de los receptores (3;-adrenérgicos (Figura
13) y de los receptores Br-adrenérgicos (Figura 15), se determiné la razén de los
receptores Bi/B.-adrenérgicos para analizar la posibilidad de que se presentaran
cambios en la proporcidn de estos receptores. Se observé un aumento en la razén de
los receptores B./B,-adrenérgicos en las crias hembras estrés de 20 dias en
comparacion con las controles, sin encontrar diferencias en las crias de 60 dias.
Ademas, se observo una disminucion en la razén de los receptores B./B,-adrenérgicos

en las crias hembras estrés de 60 dias en comparacion con las estrés de 20 dias.
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Figura 16: Razon receptores B./B,-adrenérgicos en los corazones de las crias hembras
controles y estrés de 20 y 60 dias. Los resultados corresponden al promedio + error estandar
medio. Se utilizd un andlisis de ANOVA de una via con un post test de Newman-Keuls. El
numero de animales se encuentra indicado en el gréfico. * p<0,05; ** p<0,01.
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Objetivo especifico 3.- Determinar in vivo el efecto del estrés por frio sobre la
presion arterial y el desarrollo de hipertrofia cardiaca en condiciones basales y frente a

una sobrecarga adrenérgica en las crias hembras adultas.

E) Efecto del estrés cronico durante la gestaciéon sobre la respuesta
cardiaca frente a una sobrecarga adrenérgica cronica en ratas

hembras

En este trabajo se determiné que a los 20 dias postnatales las crias hembras estrés
poseen un aumento en los niveles de la proteina de los receptores (B;-adrenérgicos
(Figura 13), algo que podria estar demostrando cambios producidos a nivel cardiaco en
estos animales. Para observar el efecto funcional de esto, se realizé un protocolo de
inyeccién subcutanea diaria de 125 ug de ISO/kg de peso durante 10 dias, imitando asi
una sobrecarga adrenérgica cronica en las ratas hembras.

Se realizaron implantaciones de un telémetro en la arteria aorta abdominal de ratas
hembras, tanto estrés como controles, manteniendo el telémetro fijado en el interior a
la pared abdominal de los animales. Se les administré diariamente ISO y se les realizd
la medicidn diaria de presion arterial y frecuencia cardiaca. Lamentablemente, luego de
ser utilizado el telémetro en el cuarto animal éste dej6 de funcionar por lo que no
pudimos completar esta parte del objetivo, sin embargo logramos obtener
determinaciones valiosas en los animales utilizados.

En las imagenes presentadas a continuacion se observaron ejemplos de los
resultados obtenidos. La linea roja representa la curva de presién (en mmHg) obtenida
a través del telémetro y la curva azul representa el numero de latidos por minuto
(BPM), algo que el programa obtiene a través de la curva de presién. La Figura 17 es
un ejemplo del registro de presion arterial (PA) y de BPM obtenidos en una rata
hembra en condiciones controles y sin inyecciones de ISO. En la Figura 18 se observd
el aumento dréstico en las BPM, pasando de 460 a 540 en menos de un segundo
luego de una inyeccién de ISO. En la Figura 19 se observaron tres ejemplos de
extrasistoles, los cuales estaban presentes en las ratas estrés antes de las inyecciones
de ISO y aumentaron en frecuencia luego de las inyecciones. Y finalmente, en la
Figura 20 se observd la muerte de una rata hembra estrés luego de la primera

administracion de 1SO subcutanea.
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Figura 18: Registro de la PA y de los BPM en una rata hembra control luego de la
administracion de ISO.
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Figura 19: Registro de la PA en una rata hembra estrés. Se muestran tres ejemplos de
extrasistoles que se observan frecuentemente en las ratas hembras estrés luego de las
inyecciones de 1SO.
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Figura 20: Registro de la PA y de los BPM durante la muerte de una rata hembra
estrés luego de la primera administraciéon de ISO.
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Se observé que todas las crias hembras controles no presentaron mayores
cambios fisiolégicos después de los 10 dias de tratamiento, sin embargo las crias
hembras estrés no fueron capaces de compensar los efectos del ISO, causando la
muerte en el 40% de los casos, observando los decesos solo en los primeros tres dias
de tratamiento (Figura 21).

Hembras
100
-= Control

80- )
-e- Estrés

40-

Supervivencia (%)

20+

0 T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Dias

Figura 21: Porcentaje de supervivencia de las crias hembras. Porcentaje de
supervivencia de seis crias hembras controles y cinco crias estrés frente a una sobrecarga
adrenérgica realizada a través de una administracion diaria de 1ISO a una dosis de 125 ug/kg de
peso durante 10 dias.
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F) Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre los
cardiomiocitos frente a una sobrecarga adrenérgica crbénica en ratas

hembras

Se determinaron las areas y los perimetros de los cardiomiocitos de las crias
hembras adultas controles, estrés, control ISO (las cuales recibieron una inyeccién
diaria de ISO durante 10 dias) y estrés ISO. Se cuantificaron 100 células por corazén y
se seleccionaron exclusivamente las células a las que se les observaba claramente el
nacleo y la forma de la célula (flechas amarillas en la Figura 22). Se observé que las
hembras estrés presentaron un aumento tanto en los perimetros como en las areas de
los cardiomiocitos en comparacidon con las hembras controles. Ademas, se observd
gue el tratamiento con ISO produjo un aumento en ambos parametros, algo que ocurrio

en menor medida en las hembras estrés ISO (Figura 23).
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Figura 22: Fotos representativas de cortes de corazdn tefiidos con hematoxilina-
eosina. Las flechas amarillas muestran ejemplos de los cardiomiocitos que fueron cuantificados
en los corazones de las crias hembras A.- controles, B.- estrés, C.- control ISO y D.- estrés
ISO.
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Figura 23: Area y perimetro de cardiomiocitos de crias hembras controles, estrés,
control ISO y estrés ISO. Cuantificacion del A.- perimetro y B.- areas de los cardiomiocitos. Los
resultados fueron obtenidos cuantificando 100 células por corazén y corresponden al promedio
* error estandar medio. En ambos casos se utiliz6 un analisis de ANOVA de una via con un
post test de Newman-Keuls. El nimero de animales se encuentra indicado en cada gréfico.
C ISO: Control ISO; E ISO: Estrés ISO. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Los cortes de corazon fueron teflidos con Tricromo-Masson para observar las
fibras de colageno de color azul verdoso (flechas amarillas en la Figura 24). Se realizé
la cuantificacién del porcentaje de colageno presente en los corazones, sin encontrar

diferencias entre las crias hembras de los distintos grupos (Figura 25).

Figura 24: Fotos representativas de cortes de corazén tefiidos con tricromo-masson.
Las flechas amarillas muestran ejemplos de las fibras de colageno (color azul verdoso) que
fueron cuantificadas en los corazones de las crias hembras A.- controles, B.- estrés, C.- control
ISO y D.- estrés I1SO.
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Figura 25: Cuantificacion del porcentaje de colageno en corazones de crias hembras
controles, estrés, control 1ISO y estrés 1SO. Los resultados corresponden al promedio * error
estandar medio. Se utilizé un analisis de ANOVA de una via con un post test de Newman-Keuls.
El nimero de animales se encuentra indicado en el gréfico. C 1SO: Control ISO; E ISO: Estrés
ISO.
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Objetivo especifico 4.- Determinar el efecto del estrés por frio sobre la respuesta

glicémica e insulinica frente a una sobrecarga de glucosa en las crias hembras adultas.

G) Efecto del estrés durante la gestacion sobre la respuesta glicémica e
insulinica frente a una sobrecarga de glucosa en las crias hembras

adultas.

a) Concentracion de glucosa

Para determinar el posible efecto del estrés por frio prenatal sobre la respuesta
frente a una sobrecarga de glucosa, se determinaron las concentraciones de glucosa
en sangre en las crias hembras adultas controles y estrés luego de una administracion
oral de 2 g de glucosa/kg de peso de una solucién al 40%. Se observé que la curva
correspondiente a las hembras estrés (azul) se encuentra por sobre la curva de las
hembras controles (verde), encontrando un aumento en el area bajo la curva de la
curva estrés. Se encontré un aumento en las concentraciones de glucosa en sangre a

los 60 y 90 minutos luego de la administracion de glucosa oral en las hembras estrés.
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Figura 26: Concentracion de glucosa en sangre luego de una sobrecarga de glucosa en
crias hembras controles y estrés. A.- Determinacion de las concentraciones de glucosa en
muestras de sangre obtenidas por corte de cola luego de una administracion oral de 2g de
glucosa/kg de peso a los tiempos 0, 30, 60, 90 y 120 minutos en trece ratas hembras controles
y doce ratas hembras estrés. B.- Area bajo la curva de la curva de glucosa en ratas hembras
controles y estrés. Los resultados corresponden al promedio + error estdndar medio. Se utilizé
un analisis de t-student. * p<0,05.
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b) Concentracion de insulina

Ademéas de la determinacibn de glucosa realizada, se determinaron las
concentraciones de insulina en sangre en las crias hembras adultas controles y estrés
luego de una sobrecarga de glucosa oral. Se observé que, al igual que en las
concentraciones de glucosa anteriores (Figura 26), la curva correspondiente a las
hembras estrés (azul) se encuentra por sobre la curva de las hembras controles
(verde) hasta los 90 minutos luego de la administracién de glucosa, encontrando una
mayor area bajo la curva en las hembras estrés. Ademas, se encontré un aumento en
las concentraciones de insulina basales en sangre previo a la administracion de
glucosa oral (a tiempo 0).

A Insulina B Area bajo la curva
15 (Insulina)
— Control 100+
— Estrés
- 80+
10
£ 60
= -
c * S
0.5+ <
404 [—
204
0.0+ r r T ]
0 30 60 90 120 0
Tiempo (min) Control Estrés

Figura 27: Concentracion de insulina en sangre luego de una sobrecarga de glucosa en
crias hembras controles y estrés. A.- Determinacidon de las concentraciones de insulina en
muestras de sangre obtenidas por corte de cola luego de una administracion oral de 2g de
glucosa/kg de peso a los tiempos 0, 30, 60, 90 y 120 minutos en cuatro ratas hembras controles
y tres ratas hembras estrés. B.- Area bajo la curva de las curvas de insulina en ratas hembras
controles y estrés. Los resultados corresponden al promedio + error estandar medio. Se utilizé
un analisis de t-student. * p<0,05.
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c) indice HOMA

El indice HOMA se utilizé para determinar presencia de resistencia a la insulina
(RI), considerando RI cuando el indice daba mayor a 2,5 [50-52]. Se observé presencia

de Rl en las ratas estrés.
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Figura 28: indice HOMA en crias hembras controles y estrés. Los resultados
corresponden al promedio * error estandar medio. El niamero de animales se encuentra
indicado en el gréfico. Se utiliz6 un andlisis de t-student. * p<0,05.
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DISCUSION

El protocolo de estrés por frio utilizado en este trabajo es un protocolo que ha sido
clasificado como un protocolo de estrés simpatico. Esto puesto que activa
exclusivamente al SNS produciendo la consiguiente liberacion de NA sin producir
cambios en las concentraciones de ACTH ni de A, lo cual indica la no participacién del
eje hipotalamo-pituitaria-adrenal [4-5, 18]. Debido a esto, que los efectos encontrados
en este trabajo fueron atribuidos a la sobre exposicion de los fetos a las

concentraciones aumentadas de NA.

a) Etapa prenatal

En nuestro laboratorio se ha utilizado este protocolo de estrés crénico por 3, 4y 8
semanas para estudiar el impacto de esta estimulacion sobre la funcion ovarica en
ratas adultas [19, 58-59]. También se ha utilizado este protocolo en ratas prefiadas
para estudiar el impacto en la funcion ovarica de la descendencia [63], sin embargo,

hasta la fecha, no habia sido estudiado el efecto en los animales gestantes.

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue determinar si el estrés por frio
genera una modificacion en las concentraciones de NA plasméticas en ratas prefiadas
y relacionar estos cambios con la expresion de los NET placentarios, para de esta
forma obtener informacibn sobre mecanismo putativo que expligue los efectos
deletéreos encontrados previamente en la funcion reproductiva de la descendencia
[63].

Efectos de la prefiez y del estrés cronico durante la gestacién sobre las
concentraciones de NA y de corticosterona plasmaética

Efectivamente encontramos que el estrés por frio crénico aumentd los niveles
plasmaticos de NA en las madres gestantes de 19 dias de gestacion.

Los niveles obtenidos de NA en las ratas controles no gestantes fueron
consistentes con los encontrados en la literatura, para animales sacrificados mediante
decapitacion, lo cual aumenta en 10-20 veces los niveles de NA en comparacion con
los valores fisiolégicos normales [64-65]. Ademas, se observd en ratas controles

gestantes una disminucion en las concentraciones de NA en comparacién tanto con las
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ratas no gestantes como con el avance de la gestacion, algo que también se ha
observado en la literatura [66-67].

El aumento encontrado en las concentraciones de corticosterona plasmatica en las
ratas estrés, tanto a los 15 como a los 19 dias de gestacién, nos indicaria una
activacion del eje HPA, algo que no se observa en animales no gestantes sometidos a
este mismo protocolo de estrés [19].

El aumento de corticosterona al término de la gestacion es una observacion
general que se ha descrito tanto en ratas [68] como en mujeres embarazadas [69],
indicando que es una respuesta general de preparacion al parto y lactancia. Esto se
correlaciona con la disminucién encontrada en los niveles de NA plasmaticos puesto
que se ha visto que los glucocorticoides disminuyen la protedlisis de feniletanolamina
n-metiltransferasa (PNMT; enzima que metila la NA transformandola en A),
produciendo una mayor accion de ella, aumentando asi la sintesis de A con la
concomitante disminucion en NA [70]. Junto con esto, también se observé que los
niveles de corticosterona en suero durante la gestacién en animales controles son
consistentes con los encontrados en la literatura [71-72], al igual que los niveles
encontrados en ratas no gestantes sacrificadas por decapitacién sin anestesia y que
tuvieron una manipulacion larga [73-74].

Un aumento en las concentraciones de corticosterona durante la gestacion podria
llegar a generar efectos deletéreos en la descendencia, al ser un esteroide lipofilico
puede cruzar facilmente la placenta, la cual ademdas posee receptores de
glucocorticoides y llegar asi al feto. En condiciones normales, los niveles de
glucocorticoides fetales son mucho menores que los encontrados en el plasma
materno, esto es algo que se debe a la presencia de una enzima llamada 11 [3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, la cual inactiva la corticosterona pasandola a
11-dehidroxicorticosterona, protegiendo asi a los fetos de los efectos deletéreos de los
glucocorticoides maternos [34]. En placentas de pacientes con insuficiencia
placentaria, por ejemplo con restriccion de crecimiento intrauterino, se ha observado
que presentan una disminucion en la actividad de esta enzima, encontrando
hipercortisolemia en la circulacién fetal [75-76], esto es algo que también se ha
observado en modelos de rata con insuficiencia placentaria [35, 77]. Junto con esto, se

ha observado en humanos, una relacion directa entre los aumentos en las
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concentraciones de cortisol en la circulacion fetal y el desarrollo de ciertas
enfermedades en la adultez, tales como hipertension arterial y diabetes tipo 2 [78]. Por
lo que quedaria estudiar a futuro, qué estaria sucediendo con esta enzima en los
animales estrés utilizados en este trabajo para asi determinar si la presencia de niveles
elevados de corticosterona en el plasma materno podria estar produciendo aumentos

en los niveles de corticosterona en la circulacion fetal.

Efectos del estrés cronico durante la gestacion sobre el namero, el peso de

las crias y sus placentas

Se encontrd un aumento en el peso de las crias estrés y de sus placentas durante
la etapa prenatal, sin observarse diferencias en el nUmero de crias totales, la relacion
entre crias hembras o machos obtenidos por camadas, ni en la duracién del periodo de
gestacion de estos animales.

Como ya se demostré anteriormente, nuestro protocolo de estrés estaria activando
el SNS, produciendo un aumento en la liberacién de NA, la cual activaria los receptores
adrenérgicos produciendo una respuesta simpaticomimética, conocida también como
“respuesta de pelea o huida”. Esto produce diversos efectos, tales como aumentar el
output cardiaco (ionotropismo y cronotropismo), dilatacion de la pupila, aumento de la
lipolisis en adipocitos, gluconeogénesis en higado, entre otras. Por lo tanto, el aumento
encontrado en NA podria estar generando un aumento en los niveles de glucosa
maternos y esto podria estar afectando el desarrollo de los fetos.

Se ha observado en mujeres con diabetes gestacional que la hiperglicemia que
padecen estaria induciendo una hiperglicemia fetal, la cual estimula el pancreas fetal,
resultando en una hipertrofia e hiperplasia de las células de los islotes p-pancreaticos
aumentando el contenido y la secrecion de insulina, y asi, una hiperinsulinemia fetal. A
su vez, la insulina actia como una hormona anabdlica primaria del crecimiento y
desarrollo fetal generando una macrosomia fetal [79]. Esto es algo que también se ha
observado en modelos de hiperglicemia gestacional en ratas [80] y por ende, el
aumento observado en las concentraciones de NA podrian estar generando un
aumento en los niveles de glucosa maternos, los que estarian aumentando la glicemia

fetal, lo que produciria una hiperinsulinemia fetal y esto podria estar produciendo un
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aumento en el peso de las crias y en el peso de las placentas encontrados en este

trabajo.

Efectos del estrés crénico gestacional por frio sobre los NET placentarios

Durante el embarazo, la placenta juega un rol esencial en mantener bajas las
concentraciones de monoaminas en la circulacién uteroplacental, esto a través de la
expresion de transportadores que captan monoaminas especificas en el plasmay en el
liquido amniético. Entre ellos encontramos a los NET placentarios, los cuales son los
encargados de mantener el clearance de NA tanto de la circulacion materna como fetal
[55].

Nuestro protocolo de estrés generdé un aumento en las concentraciones de NA
plasméaticas maternas. Este resultado se correlacion6 con la capacidad de la placenta
para transportar *H-NA, lo cual nos indicé la capacidad de estos transportadores para
generar una respuesta funcional. La incorporacion de NA en presencia de cocaina, la
cual es un inhibidor especifico de la recaptacion de monoaminas [54], da cuenta de la
funcionalidad especifica de los NET placentarios para la recaptacion de NA,
descartando asi la posibilidad de que ésta esté siendo recaptada por algin otro
transportador no especifico. Se observé una disminucion en la incorporacion de *H-NA
en placentas de crias estrés a los 19 dias de gestacién. Esto podria deberse a una
disminucion en la funcionalidad de los NET placentarios o bien a una disminucion en la
cantidad de proteina de este transportador presente en las membranas plasmaticas.

Para dilucidar el motivo de la disminucion de incorporacion, se realizd un western
blot para ver asi la cantidad de proteina de NET en las placentas, tanto de crias
hembras controles como de crias hembras estrés. Se obtuvieron tres bandas de 80, 55
y 46 kDa que corresponden a la proteina con distintos grados de glicosilacién
dependiendo de su nivel de madurez [43, 56]. La proteina de 80 kDa es el NET
completamente glicosilado y por lo tanto maduro y funcional, el cual se encuentra a
nivel de membrana plasmaética. La de 55kDa y 46 kDa estdn medianamente glicosilada
y sin glicosilaciones respectivamente, debido a lo cual no son funcionales [43, 56], por
lo que solo se muestran los resultados de la proteina funcional de 80 kDa, la cual se
observé aumentada en las placentas de las crias estrés. Por lo tanto, la disminucién en

la incorporacién de °H-NA en las placentas estrés se estaria debiendo a una
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disminucion en la funcionalidad de estos transportadores y este aumento en la proteina
seria un mecanismo compensatorio frente a la menor capacidad de incorporacion de
los NET placentarios.

El NET pertenece a la familia de los transportadores dependientes de Na*/CI". La
energia electroquimica derivada del gradiente de Na* es lo que permite la acumulacion
intracelular de la NA [44], por lo que indirectamente es un transportador dependiente
de la bomba de Na*/K* ATPasa, la cual regula el gradiente de Na” de las células. Se ha
observado que en casos de insuficiencia placentaria, como en casos de pacientes con
preeclampsia y en ratas con una patologia similar, se produce un aumento en la
cantidad de marinobufagenin, el cual es un esteroide cardiotonico vasoconstrictor que
inhibe a la bomba de Na'/K* ATPasa, causando una menor funcionalidad en los NET
placentarios puesto que no cuentan con el gradiente de Na* del cual dependen [81-82].
Este mecanismo podria ser el causante de la disminucion en la funcionalidad de los

NET en las placentas de las ratas estrés.

Efectos del estrés cronico gestacional por frio en la etapa prenatal

Considerando todos los resultados expuestos, observamos que los 15 dias de
gestacion es una etapa muy temprana de la prefiez por lo que aun no se observan
cambios debido al protocolo de estrés. Sin embargo esto cambia a los 19 dias de
gestacion, edad a la cual existe un aumento de NA plasmaética, acompafiado de una
disminucion en la incorporacion de NA debido a una disminucion en la funcionalidad de
los NET placentarios, algo que estaria causando un aumento en la cantidad de
proteina del NET como mecanismo compensatorio. Este aumento no conseguiria
equiparar la disminucion en la funcionalidad de los transportadores, por lo que los fetos
se podrian estar desarrollando en condiciones de mayores concentraciones de NA en
la sangre fetal. Esto es algo que ya se ha observado en mujeres con preeclampsia en
donde se presenta una disminucion en la expresion del NET placentario [45] y también
se ha visto en ovejas, a las cuales se les administré catecolaminas a las ovejas
gestantes y se observé que, a corto plazo el sistema de transportadores placentarios
es eficiente para proteger al feto del paso aumentado de catecolaminas maternas, pero
gue a largo plazo se traduce en un aumento en la concentracion de catecolaminas en

la sangre fetal [46]. Estas observaciones sugieren fuertemente que situaciones de
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estrés cronico podrian tener efectos en los fetos y programar varias funciones del

gestante que se expresarian durante la vida adulta.

b) Etapa postnatal

Durante el periodo de gestacion, los fetos responden mediante diversas
adaptaciones a la informacion entregada por la madre durante el embarazo puesto que
esta informacién es utilizada como una prediccion del medio postnatal en el que estos
nuevos organismos se van a desarrollar. Ademas permite cambios en una sola
generacion, por lo que se vuelve una adaptacion mucho mas rapida que la adaptacion
genética [3, 9-10, 83-84] y puede generar cambios epigenéticos permanentes en
tejidos, fisiologia y metabolismo, lo que podria producir una predisposicion a padecer
enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y endocrinas en la etapa adulta [8, 11].

Se han realizado diversos estudios en animales, los cuales han demostrado que
periodos muy cortos de tiempo de restriccion o de exceso de nutrientes, en cualquier
estadio del desarrollo fetal, pueden generar efectos deletéreos en la salud del animal a
largo plazo [85], llegando a considerarse la variacion en el suministro de nutrientes
durante el periodo de gestacibn como uno de los principales estimulos de
programacion que determinaria el riesgo de enfermedades en la adultez [12]. Por
ejemplo, se ha estudiado en ratas Wistar que la restriccion proteica materna durante el
periodo de gestacién y la lactancia produce un aumento en los niveles de fibrosis
cardiaca [86], ademas de observar una menor concentracion de receptores ;-
adrenérgicos cardiacos, un ritmo cardiaco basal reducido en comparacion al grupo
control y menores niveles del receptor de insulina. Por otro lado, frente a una nueva
estimulacion B-adrenérgica (a través del uso del agonista ISO) se demoran mas en
volver al ritmo cardiaco basal, sugiriendo que la exposicidon prenatal a una restriccién
proteica en la dieta de la madre se encuentra directamente relacionada con el aumento
en las enfermedades cardiacas [87].

En este trabajo también encontramos que el protocolo de estrés por frio generé un
aumento en las concentraciones de NA junto con una disminucién en la funcionalidad
de los NET placentarios, algo que podria estar generando que los fetos se desarrollen
en concentraciones aumentadas de NA en la circulacién fetal, tal como ya se determiné

en ovejas [46], produciendo una programacion que podria estar afectando diversos
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organos. Debido a esto decidimos determinar qué estaria ocurriendo a nivel cardiaco

con las crias hembras estrés durante el desarrollo postnatal.

Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre la alimentacion y la

ganancia de peso en ratas gestantes controles y estrés

En nuestro laboratorio se demostré previamente que las ratas no gestantes que
fueron sometidas a un protocolo de estrés por frio durante 4 semanas aumentaban su
ingesta de alimentos durante la Ultima semana de estrés sin producir cambios en el
peso de los animales [20]. Sin embargo, no se habia realizado este estudio en
animales gestantes.

Se observé que las ratas prefiadas en condicibn de estrés comieron menos
durante el segundo tercio de la prefiez, algo que no se observ6 al comienzo ni al final
de ella. No se encontraron cambios en el peso de la rata gestante pero si se observo
una tendencia a ganar menos peso durante el segundo tercio de la prefiez, sin
embargo tienen en promedio la misma ganancia de peso junto con la misma ingesta de
alimento diaria que los animales controles.

Se ha observado que, si se somete a ratas a un protocolo de estrés por
inmovilizacién repetidamente, las ratas hembras disminuyen su ingesta de alimento
durante las primeras sesiones para luego aumentar la ingesta alcanzando cantidades
iguales de alimento que las ratas controles, lo que estaria indicando cierta habituacion
al estrés por partes de estos animales [88]. Lo mismo es lo que se observé con la
ingesta de alimento en la ratas gestantes que estaban siendo estresadas, por lo que

podrian estarse adaptando a su situacion diaria de estrés hacia el final de la prefiez.

Efecto del estrés crénico durante la gestacion sobre los dias de gestacion,
numero de crias totales, nUmero de crias separadas por género y pesos de las

crias hembras y sus corazones

Se ha observado en diversos modelos animales que la exposiciébn prenatal a
glucocorticoides produce disminucion en el peso al nacer y aumento en la presion
arterial cuando adultos [89]. Ademas se ha observado que la intensidad y el efecto del

estrés serian dependientes del periodo de la gestacion en el cual fue aplicado,
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encontrando que el estrés aplicado entre los dias 1y 11 de gestacion era mas dafiino
para las crias que si el mismo estrés era aplicado en los dias siguientes o durante todo
el periodo de gestacién, algo que se evidenciaba mediante la disminucién en el peso y
el tamafio de las crias junto con el aumento en las muertes neonatales [14].

Nuestro protocolo de estrés gestacional no produjo diferencias en el numero de
crias, niumero de hembras y machos ni en la duracion de la gestacion. Pero si se
encontré una diferencia en el aumento en el tamafio de las crias estrés durante el
desarrollo prenatal, el cual no se mantuvo durante la etapa postnatal. Sin embargo, se
observd un aumento en el peso de los corazones de las crias hembras tanto prenatal
como postnatalmente. Por lo que nuestro protocolo de estrés estaria generando una
programacion a nivel cardiaco, del cual se observd como primer indicio el aumento del

tamanfo de los corazones de las crias estrés.

Efecto del estrés crénico durante la gestacion sobre los niveles de

noradrenalina plasmatica y cardiaca en crias hembras

Se observé que no existen diferencias en las concentraciones de NA plasmaticas
en ratas de 20 y 60 dias, sin embargo se encontr6 que estas concentraciones
aumentaron con la edad de la rata. Esto es algo que también se ha observado en
humanos, en donde se ha visto que en personas sanas entre 10 y 65 afos los niveles
de NA aumentan junto con la edad [90].

Por otro lado, se realiz6 la determinacién de las concentraciones de NA en los
corazones de las crias hembras. No se encontraron diferencias entre animales
controles y estrés, sin embargo se observo que a los 20 dias existi6 un aumento en las
concentraciones de NA cardiacas en comparacioén con los 4 dias, y estos niveles se
mantuvieron constantes a los 60 dias. Las ratas no presentan inervacion simpatica
cardiaca en el momento del nacimiento, sino que esta inervacién ocurre recién
alrededor de la segunda semana postnatal [91]. Por lo tanto, a los 4 dias las ratas no
tienen inervados simpaticamente el corazén, sin embargo esta inervacién ya esta
presente a los 20 dias lo que se traduce en un aumento exponencial de NA en el

corazon.
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Efecto del estrés cronico durante la gestacion sobre los niveles de

receptores B,y B,-adrenérgicos en corazones de ratas hembras

La NA es el ligando de los receptores B-adrenérgicos, se sabe que en el corazén
de las ratas existen dos subtipos de receptores (B-adrenérgicos: 1y B2, los cuales se
encuentran en concentraciones similares en el nodo auriculo-ventricular [24]. Ademas,
se ha estudiado en humanos que fallas cardiacas producen alteraciones en la
poblacion de receptores B-adrenérgicos en el miocardio ventricular, causando una
disminucion en la concentracidén de receptores B;-adrenérgicos debido a un mecanismo
de downregulation, sin que se observen cambios en la poblacién de receptores B.-
adrenérgicos. Esto genera que, frente a problemas cardiacos la proporcion Bi: B,
cambia, pasando de 77:23 en corazones sanos, a 60:38 en corazones con problemas
[26]. Es debido a esto que en este trabajo se decidié estudiar qué estaria ocurriendo
con estos receptores en los corazones de ratas que se desarrollaron in utero en un
medio con concentraciones aumentadas de NA.

Para comenzar, se realiz6 un ensayo de radioligando en corazones de ratas
hembras de 20 y 60 dias, en el cual se desplazé el *H-DHA con Propanolol, al ser este
farmaco un antagonista (-adrenérgico inespecifico nos entregd informacion sobre
ambos subtipos de receptores B-adrenérgicos. No se encontraron diferencias en las
concentraciones de estos receptores en ambas edades.

Para determinar qué estaria sucediendo con la afinidad de estos receptores, se
realizd el mismo ensayo pero con concentraciones crecientes de Propanolol, de esta
forma se obtuvieron las curvas de desplazamiento. Se observé que en corazones de
ratas de 20 dias no se encontraron diferencias en la afinidad de estos receptores. Sin
embargo, se observo que a los 60 dias las curvas fueron diferentes, encontrando que
los corazones estrés necesitan una mayor concentracion de farmaco para generar el
mismo desplazamiento que los corazones controles. Esto es algo que se ratifico al
extrapolar el valor de la curva correspondiente a la concentracion de farmaco
necesitara para generar el 50% de desplazamiento del radioligando (IC50), en donde
se observé claramente que los corazones estrés de 60 dias presentaron una IC50
mayor que los corazones controles de la misma edad. Este aumento en la IC50 estaria

indicando una menor afinidad de los farmacos por los receptores 3-adrenérgicos.
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Por lo tanto, los corazones de las crias estrés de 60 dias presentan la misma
concentracion de receptores B-adrenérgicos que las crias controles pero con una
disminucion en la afinidad por su ligando. Estos cambios en la afinidad, tienen un
significado funcional similar a los encontrados en infartos al miocardio, en los cuales
existe una disminucién en la concentracion de receptores B;-adrenérgicos sin cambios
en la concentracion de receptores [r-adrenérgicos [26]. En nuestro caso, la
disminucion en la afinidad implicaria que a una misma concentracion de ligando se
presentaria una disminucion en la capacidad de respuesta contractil en los corazones
de ratas estresadas comparadas con las controles, necesitando las ratas estrés
concentraciones mayores de ligando para generar un efecto similar al de las controles.

Por otro lado, al comparar solo las crias controles podemos observar que la IC50
disminuye a los 60 dias con respecto de los 20 dias, es decir la afinidad aumenta a los
60 dias, algo que no ocurre en los corazones de las crias estrés, en donde observamaos
que la IC50 se mantiene constante en ambas edades. Esto nos estaria indicando que
los receptores B-adrenérgicos en los corazones de las crias hembras controles de 60
dias serian receptores mas sensibles a los cambios en las concentraciones de NA

plasméticas.

Receptores (3;-adrenérgicos

Se determinaron los niveles de transcrito del ARN mensajero de estos receptores
en los corazones de las crias hembras controles. Se observd que su cantidad es baja
pero detectable durante la etapa prenatal (19 dias de gestacion), luego hubo un
aumento notorio en su cantidad a los 4 dias postnatales, la cual disminuy6 a los 20
dias, y finalmente aumentd nuevamente a los 60 dias.

Para determinar si estos cambios tenian relacién con los niveles de proteina de
estos receptores, se realizd un western blot en los corazones de las crias de 4, 20 y 60
dias. En estos experimentos se observl que en corazones de crias hembras de 4 dias
no se detect6 la banda correspondiente a la proteina de los receptores B;-adrenérgicos
(40 kDa). Sin embargo, si se observé la banda a los 20 y 60 dias, encontrando que a
los 60 dias los corazones presentaron mayores cantidades de esta proteina que a los

20 dias, algo que tiene relaciéon con los resultados obtenidos del ARN mensajero.

59



Se sabe que a los 4 dias los corazones de las ratas aun no se encuentran
inervados por el SNS, algo que solo ocurre luego de la segunda semana postnatal, y
se ha visto que a esa edad la funcién contractil y la homeostasis del calcio se
encuentra realizada principalmente por los receptores B,-adrenérgicos (los cuales
luego de la maduracién de la inervacién simpatica pierden protagonismo) [91-92]. Por
lo tanto, esto podria estar explicando la ausencia de la proteina de los receptores Bi-
adrenérgicos a los 4 dias. Sin embargo, a esa misma edad si se encontrd presencia
del ARN mensajero, lo que nos estaria indicando que la sintesis de la proteina no
estaria ocurriendo todavia pero si se encontraria presente toda la maquinaria
necesaria para realizarse una vez ocurrido la inervacion simpética a nivel cardiaco.
Siguiendo la misma idea, a los 20 dias los corazones estarian recién inervados
simpaticamente, por lo que estaria comenzando la traduccion de los ARN mensajeros
con el consiguiente aumento y aparicion de la proteina de los receptores f;-
adrenérgicos junto con la degradacién y no acumulacion de los ARN mensajeros ya
traducidos. Finalmente, a los 60 dias el sistema ya se encontraria en equilibrio entre la
produccibn de ARN mensajero y proteina lo que explicaria un aumento en las
cantidades de ARN mensajero en comparacion a los 20 dias.

Ademas, se encontré que debido al protocolo de estrés los corazones de las crias
estrés de 20 dias presentaron un aumento en la cantidad de proteina y de ARN
mensajero de los receptores Bi-adrenérgicos. Sin embargo, a los 60 dias no se
encontr6 esta diferencia, observandose la misma cantidad de proteina y de ARN

mensajero en los corazones de las crias controles y estrés.

Receptores B,-adrenérgicos

Al determinar los niveles de transcrito para el ARN mensajero de estos receptores
en los corazones de las crias hembras controles se encontré que estaba presente en
bajas cantidades a los 19 dias de gestacion, para luego aumentar notablemente a los 4
dias postnatales, para finalmente disminuir con la edad de la rata. Esto es algo que
también se observo en el corazén de las crias hembras estrés.

Para determinar qué estaria sucediendo con la proteina de los receptores [3,-
adrenérgicos en los corazones de 4, 20 y 60 dias se realiz6 un western blot en el que
se obtuvo tres bandas: una de alrededor de 65 kDa, otra de 85 kDa y una tercera de
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120 kDa. Los receptores Br-adrenérgicos tienen dos sitios de glicosilaciones, la
proteina como mondmero pesa alrededor de 43 kDa, con un sitio glicosilado pesa 56
kDa y la proteina madura con dos glicosilaciones pesa 67 kDa. Junto a esto, se pueden
encontrar como dimeros u oligomeros, pero estos Ultimos, a diferencia de los dimeros,
son sensibles al B-mercaptoetanol, frente al cual se disocian por lo que no es posible
detectarlos a través de un western blot [59-62]. Por lo tanto, la banda de 65 kDa
corresponderia a la proteina madura doblemente glicosilada, la de 85 kDa podria
corresponder a la proteina inmadura de 43 kDa dimerizada y la banda de 120 kDa nos
indicaria una dimerizacién de la proteina madura de 65 kDa. Puesto que la proteina
activa es la que corresponde a la banda de 65 kDa solo esta ultima fue cuantificada.

Se observé que en crias hembras, los niveles de la proteina madura de este
receptor disminuyeron a los 20 dias con respecto a los 4 dias para luego volver a
aumentar a los 60 dias. Sin embargo, no observamos diferencias entre las crias
controles y estrés.

La disminucién en los niveles de ARN mensajero y de proteina madura a los 20
dias se deberia a que a los 4 dias postnatales son los receptores B,-adrenérgicos los
principales responsables de la funcion contractil del corazén previo a la inervacion
simpatica cardiaca, algo que a los 20 dias posnatales (post inervacion simpatica) ya no
ocurre y toman protagonismo los receptores ;-adrenérgicos [91-92], por lo que la
cantidad de receptores B,-adrenérgicos disminuye mientras la cantidad de receptores

B;-adrenérgicos aumenta.

Razon receptores B;-adrenérgicos/ 3,-adrenérgicos

En pacientes con fallas cardiacas se han encontrado alteraciones en la poblacién
de receptores 3-adrenérgicos en el miocardio ventricular encontrando que la proporcion
Bi: B> cambia, pudiendo disminuir los receptores B;-adrenérgicos en hasta un 50%
dependiendo de la severidad de la falla cardiaca, sin producir cambios en los
receptores B,-adrenérgicos [26, 93-95]. Debido a esto es que decidimos analizar la
razén de los receptores Bi-adrenérgicos/ B,-adrenérgicos para determinar posibles
cambios en la proporcion de ellos.

Se observl un aumento en la razon en los corazones de las crias hembras estrés

de 20 dias en comparacion con las controles, lo que se deberia al aumento encontrado
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en la cantidad de los receptores [3;-adrenérgicos en esos corazones, tal como se
discutié anteriormente. No se encontraron diferencias en la razon en las ratas hembras
de 60 dias. Sin embargo, se observd una disminucién en la razén (3;-adrenérgicos/ 3,-
adrenérgicos a los 60 dias en comparacion con los 20 dias en los animales controles,
lo que se deberia al aumento en la cantidad de los receptores B,-adrenérgicos que se
observé a los 60 dias respecto a los 20 dias, corroborando asi los resultados

encontrados previamente.

Efecto del estrés crénico durante la gestacion sobre la respuesta cardiaca y

los cardiomiocitos frente a una sobrecarga adrenérgica cronica en ratas hembras

En trabajos previos realizados en el laboratorio, se estudié el efecto del estrés por
frio crénico intermitente durante el periodo de gestacion en la descendencia adulta en
ratas macho, demostrando que las ratas estresadas no presentaron hipertrofia ni
fibrosis cardiaca en comparacion a las ratas controles. Ademas, se evalué la funciéon
cardiaca al someter a las ratas machos a una sobrecarga adrenérgica (a través de
inyecciones diarias de ISO por 10 dias a una dosis de 1 mg/kg de peso). Se observd
gue las ratas macho estrés presentaban muertes en un 50% de los casos en los tres
primeros dias de inyecciones, sin encontrar muertes en las ratas controles. Por lo que
estos animales estarian presentando alteraciones a nivel cardiaco, lo que los estaria
volviendo mas susceptibles a dafios cardiovasculares y muerte por infartos frente a la
presencia de un agente adrenérgico [27]. Debido a esto, se decidio realizar el mismo
protocolo en ratas hembras utilizando un equipo de telemetria el cual nos permitiria
visualizar lo que estaria sucediendo en tiempo real.

A través del uso del equipo de telemetria y la implantacion de un telémetro que
registra PA in vivo se observaron los registros tanto en condiciones basales como
durante y luego de las inyecciones diarias de 1SO en ratas hembras controles y estrés.
En los registros de PA se observé la aparicion, en distintas frecuencias, de
extrasistoles o contracciones ventriculares prematuras, lo cual es un trastorno del ritmo
cardiaco caracterizado por el latido adelantado con respecto a la frecuencia cardiaca
normal.

Al comparar los registros en condiciones basales, se encontré que las ratas estrés

presentaron extrasistoles antes de iniciarse el tratamiento, algo que no se detect6é en
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las ratas control. Luego de comenzadas las inyecciones de ISO, en general alrededor
del tercer dia, se comenzaron a observar extrasistoles en los registros de las ratas
controles, algo que aumentd en cantidad a medida que transcurrieron los dias de
tratamiento. Esto también ocurrié en los registros de las ratas estrés, sin embargo se
observaron con una mayor frecuencia que en las ratas controles, lo cual podria explicar
las muertes en el 40% de las ratas estrés en los tres primeros dias de inyecciones,
algo que no sucedié en las ratas controles pero que ya se habia observado en las ratas
machos estrés [27]. Es decir, se detectaron contracciones antes de que ocurra el
vaciado completo del corazén, lo cual indicaria problemas en la repolarizacion
cardiaca. Ademas, se observaron en las ratas estrés variaciones en la altura de los
picos de los registros de la PA lo que nos entregd informacion sobre el volumen
expulsivo cardiaco, estas variaciones en altura serian otro indicio de alteraciones en la
conduccién cardiaca. Por lo tanto, estas ratas estarian presentando una disminucién
en el volumen de eyeccion (a través de contracciones extras), algo que estaria
ocurriendo hasta que el corazén no es capaz de sobrellevar la demanda, causando
muerte por infarto cardiaco.

Cabe destacar que el protocolo de inyecciones que se realiz6 en ratas hembras
fue con una dosis de 125 ug/kg de peso, mientras que el protocolo aplicado en ratas
machos fue realizado con una dosis de 1 mg/kg de peso. En estudios previos de
nuestro laboratorio se encontré6 que las ratas hembras presentaron una mayor
concentracion de receptores [(-adrenérgicos y mayores niveles de NA cardiaca que las
ratas machos [23], ademas de encontrar que serian mas susceptibles a la estimulacion
B-adrenérgica con ISO, puesto que a dosis similares a las de los machos se produjo la
muerte de todas las ratas hembras [30] indicando que la existencia de una mayor
concentracion de receptores les conferiria una mayor sensibilidad a la estimulacion
adrenérgica.

En diversos trabajos se han demostrado respuestas distintas frente a situaciones
de estrés prenatal dependiendo del sexo de la rata, encontrando que en general las
hembras presentan una mayor reactividad cardiovascular [96]. En un trabajo en que se
estres6 a ratas prefladas mediante restriccion y luz tres veces por dia durante la Gltima
semana de gestacion, se observé que al someter las crias adultas a una situacion de

estrés por restriccion presentaban un aumento en la presion arterial sistélica, algo que
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se no se observa en condiciones basales. Junto con esto, se encontrd que la respuesta
cardiovascular de las hembras era mayor y mas prolongada que los machos [97]. Esto
también se observa en otro estudio en donde se estresd por calor, luz e inmovilizaciéon
a ratas prefadas [17].

Puesto que se encontraron diferencias en la respuesta cardiovascular de las crias
hembras adultas, presentando mayores muertes frente al ISO, se decidio estudiar si es
gue estarian presentando hipertrofia (area y perimetro de los cardiomiocitos) y/o
fibrosis (colageno) cardiaca. Se observé que efectivamente los cardiomiocitos de ratas
estrés son més grandes (tanto en area como en perimetro) que los de ratas controles,
lo cual indicaria la presencia de hipertrofia cardiaca en las ratas estrés, lo cual no se
observa en los corazones de las crias machos [27]. Ademas, se observé que el ISO
genera un aumento en el tamafio de los cardiomiocitos tanto estrés como controles, lo
cual es un efecto esperado para este farmaco [98]. Sin embargo, se encontré que el
tamafio de los cardiomiocitos del grupo estrés aumenta en menor medida frente al ISO
con respecto a los cardiomiocitos del grupo control. Esto podria explicarse a través de
los cambios encontrados en la afinidad de los receptores B-adrenérgicos descritos
previamente en este trabajo, lo cual podria generar que, frente a una misma dosis de
ISO (agonista B-adrenérgico) éste estaria actuando sobre los receptores con una
afinidad disminuida y por lo tanto, el farmaco estaria generando una menor respuesta,
la cual se traduce en una menor hipertrofia cardiaca.

Finalmente, al determinar el porcentaje de colageno presente en los corazones de
las ratas controles, estrés, control ISO y estrés ISO, no se encontraron diferencias, por
lo que estos corazones no estarian presentando fibrosis cardiaca.

En resumen, las ratas hembras estrés presentan un corazén funcional en
condiciones basales, pese a presentar extrasistoles. Sin embargo, éste no es capaz de
sobrellevar una situacién de sobrecarga adrenérgica, ademas de presentar hipertrofia
de los cardiomiocitos. Esto es algo que también se ha observado en corazones de
ratas fetales de gestaciones en condiciones hipdxicas [99-100], en donde se observo
que los cardiomiocitos presentan una mayor proporcion de células binucleadas (algo
gue en ratas ocurre normalmente en las dos primeras semanas postnatales) y son mas

grandes que los cardiomiocitos de ratas controles de la misma edad, que aunque estos
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corazones en ratas adultas presentan respuestas normales en condiciones basales, no

son capaces de generar respuestas adecuadas frente a situaciones de estrés [101].

Efecto del estrés cronico durante la gestaciéon sobre la respuesta glicémica e

insulinica frente a una sobrecarga de glucosa

Tal como se explicd previamente, el aumento encontrado en NA podria estar
generando una hiperglicemia materna. Se ha observado en hijos adolescentes de
madres que tuvieron diabetes gestacional que frente a un test de tolerancia a la
glucosa presentan respuestas alteradas, encontrando que esto los predispone a
padecer diabetes en la adultez [102]. Estas respuestas alteradas también estarian
presentes en modelos de estrés prenatal, por ejemplo en un modelo de estrés social
(exposicién a una rata hembra lactante y agresiva) durante el final de la prefiez, se
analizé el efecto sobre la regulaciéon de la glucosa en las crias una vez alcanzada la
adultez. Se determind que esta situacion de estrés no genera cambios a los 3 meses,
sin embargo se observa una hiperinsulinemia luego de una sobrecarga de glucosa oral
en las hembras de 6 meses [103]. Por otra parte, en un modelo de insuficiencia
placentaria en donde se observd que las crias hembras una vez alcanzada la adultez,
presentaban elevados niveles de glucosa en ayuno junto con una disminuciéon en los
niveles de insulina, ademas de presentar niveles elevados de glucosa frente a una
sobrecarga de glucosa [104]. Ademas, se ha visto que al inhibir la enzima 11 B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, enzima encargada de inactivar la
corticosterona y por lo tanto, de proteger al feto del exceso de glucocorticoides
maternos, produce un aumento en las concentraciones de glucosa plasméaticas en
ayuna junto con un aumento en los niveles de glucosa y de insulina frente a una
sobrecarga de glucosa oral en las crias adultas. El exceso de glucocorticoides materno
estaria predisponiendo a una hiperglicemia en la vida postnatal de las crias [105]. Por
lo que para determinar qué estaria sucediendo en las ratas hembras estrés adultas se
realizd un test de tolerancia a la glucosa oral.

Al determinar los niveles de glucosa y de insulina en condiciones de ayuno se
observé que las ratas hembras estrés presentaron una mayor concentracion de
insulina sin presentar diferencias en las concentraciones de glucosa. Al realizar el

indice HOMA, se obtuvo que las ratas estrés presentaron resistencia a la insulina.
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CONCLUSION

La exposicién a una situacion de estrés por frio durante el periodo de gestacién
produce un aumento en los niveles de NA en la sangre materna, esto se correlaciona
con una disminucién en la funcionalidad de los NET placentarios. Como bien sabemos,
la placenta juega un rol esencial en mantener bajas las concentraciones de
monoaminas en la circulacién uteroplacental, pero esta situacion de estrés estaria
disminuyendo la capacidad de la placenta de realizar el clearance de NA desde el feto
hacia la circulacion materna, lo que podria estar generando que los fetos se desarrollen
en un medio con concentraciones aumentadas de catecolaminas en la sangre fetal,
algo similar a lo que ocurre en pacientes con insuficiencia placentaria, como por
ejemplo en casos de preeclampsia.

Luego del nacimiento, las crias ya no se encuentran expuestas a este aumento de
NA pero parecerian tener aumentada la actividad del SNS (algo que lamentablemente
no pudimos confirmar), observando que los corazones estrés presentaron hipertrofia
basal y frente a una sobrecarga adrenérgica cronica el corazén estrés presenté una
marcada presencia de extrasistoles las cuales aumentaron en cantidad con la
administracion de ISO, produciendo fallo cardiaco con la posterior muerte en el 40% de
los animales estrés. Junto con esto, las crias hembras adultas presentaron resistencia
a la insulina, lo que podria explicarse puesto que si poseen una mayor actividad del
SNS, estarian produciendo hiperglicemia crénica, lo que se traduciria en una mayor

liberacion de insulina en condiciones basales.
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Figura 29: Modelo del efecto de la activacion del SNS materno a través del protocolo de
estrés por frio sobre las crias hembras.
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