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RESUMEN

Los niveles elevados de glucocorticoides (GC) aumentan el riesgo de enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares. La separacion maternal (SM) en ratas es un modelo de
exposicion al estrés durante las etapas tempranas de la vida (early life stress, ELS) que
programa la actividad del eje hipotalamo — hipdfisis — glandulas suprarrenales (HPA),
aumenta la concentracion basal de GC, la conducta tipo depresiva y la respuesta al estrés
en la etapa adulta. El aislamiento social posterior al destete es un estresor psicosocial
cronico que aumenta el consumo de alimento y la ganancia de peso en los animales SM;
no obstante, la interaccion entre la SM y el aislamiento social sobre marcadores de
vulnerabilidad metabdlica y su relacion con la respuesta al estrés no se ha evaluado. En el
presente trabajo evaluamos el efecto la SM y el aislamiento social en ratas de dos meses
de edad. Las camadas de las ratas fueron sometidas a 3 horas diarias de separacion
maternal a partir del dia postnatal (P) uno al 14 (sometidas a 32°C en un cuarto
independiente a la colonia) o permanecieron como controles (CONT). Los animales fueron
destetados al dia postnatal 21 (P21) y se mantuvieron en aislamiento social o bajo
condiciones estandar de bioterio (grupos de 3-4 machos por caja). Al dia postnatal 60
(P60) se evalu6é la conducta de los animales en la prueba de nado forzado y
posteriormente se les implant6 un catéter en la vena yugular. Después de una semana de
recuperacion evaluamos las concentraciones de corticosterona en plasma tanto en
condiciones basales como en respuesta al estrés (2 min de nado en agua fria) y la curva
de tolerancia a la glucosa. Observamos que tanto el aislamiento social como SM causan
una estrategia pasiva en la prueba de nado forzado; sin embargo el andlisis estadistico
revel6 que mientras que el aislamiento social después del destete tiene un efecto mayor
gue la SM sobre la reactividad al estrés, solamente los grupos SM mostraron alteraciones
metabdlicas en la curva de tolerancia a la glucosa. No observamos diferencias
significativas en la concentracién de triglicéridos ni de colesterol, no obstante los animales
separacion maternal aislados (SM-A) mostraron un aumento del 9.1% en el peso corporal.
En conclusion, nuestros resultados sugieren que la SM y el aislamiento social aumentan la
vulnerabilidad al estrés y la vulnerabilidad metabdlica de forma diferencial.

ESTRES, SINDROME METABOLICO, AISLAMIENTO SOCIAL, GLUCOCORTICOIDES, HIPOTALAMO.
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ABSTRACT

Elevated Glucocorticoid levels (GC) increase metabolic and cardiovascular risk. Maternal
separation (SM) is an early Ilife stress rodent model that programs
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis (HPA) activity, increases basal GC levels, depressive
like behavior and further adult stress vulnerability. Post weaning social isolation is a chronic
stressor that induces hyperphagia and increased weight gain in MS rats; however, weather
MS interacts with AISL, to increase metabolic vulnerability later in life is rather unknown. In
here we evaluated the effect of periodic MS and post weaning social isolation on stress and
metabolic parameters in two month old male sprague dawley rats. Litters were subjected to
3 hours of daily MS from postnatal day one to 14 (32°C in an independent room from the
colony) or remained as undisturbed controls (CONT). Animals were weaned at postnatal
day (P) 21 and randomly assigned to social isolation or standard housing until adulthood.
At P60 animals were tested on the forced swim test and underwent a jugular vein
catheterization procedure. After a one week recovery time, we evaluated basal and stress
induced (2min cold swim) corticosterone levels and the glucose tolerance test. Both SM
and post weaning social isolation caused a passive coping strategy in the forced swimming
test; however, statistical analysis revealed that, while AISL effect on stress reactivity was
stronger than MS, only maternally separated groups showed metabolic alterations in the
glucose tolerance test. Triglycerides, cholesterol and epididymal fat deposition were
unchanged across treatments, although SM-AISL group showed a 9.1 + 1.8% increase in
total body weight. In conclusion, our results indicate that MS and social insolation
differentially affect stress and metabolic vulnerability without further interaction.
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INTRODUCCION

El estrés es un conjunto de respuestas fisioldgicas que se activan ante situaciones
percibidas como potencialmente nocivas, peligrosas o desagradables?!. La exposicion al
estrés durante las etapas tempranas de la vida (ej: maltrato infantil, abuso sexual,
desnutricion o abandono) puede tener consecuencias psicologicas y neurolégicas
irreversibles y se correlaciona con una mayor probabilidad de padecer patologias
relacionadas con el estrés como la depresion, la ansiedad y el sindrome metabdlico?2. El
cerebro humano continda desarrollandose durante la nifiez, la adolescencia e incluso el
periodo adulto y es éste, quien determina qué es lo amenazante, y por ello, potencialmente
estresante; al mismo tiempo activa las respuestas fisiolégicas necesarias para contender
con el estresor®. A largo plazo, los individuos que sufrieron experiencias adversas durante
las etapas tempranas de la vida muestran una desregulacién del eje neuroendocrino del
estrés (HPA) y una mayor vulnerabilidad ante estresores nuevos?. Se cree que la mayor
incidencia de patologias observada en estos individuos es causada por esta desregulacion
y la subsecuente elevacién de los niveles de glucocorticoides. Debido a que los GC tienen
un efecto importante sobre la modulaciéon del estado de animo y la homeostasis de la
glucosa, los elementos medioambientales que generan estrés en individuos vulnerables
(doble reto), podrian hacer una importante contribucion para el desarrollo de depresion,
sindrome metabdlico, resistencia a la insulina y/o diabetes; sin embargo, esta posibilidad
aun no se ha evaluado directamente. EI modelo animal més utilizado para evaluar los
efectos de la exposicion al estrés durante las etapas tempranas de la vida es la separacién
maternal (SM) en roedores. Este modelo consiste en separar a las crias de su madre por
periodos de tres horas diarias durante las dos primeras semanas de vida. En la edad
adulta, los animales sometidos a SM muestran un repertorio de patologias similares a las
observadas en humanos, como una desregulacion del eje HPA®, una mayor vulnerabilidad
ante nuevos estresores®, aumento en la conducta tipo depresiva®’, hipertension arterial,
una preferencia mayor por la dieta “tipo cafeteria”® (dieta apetecible con alto contenido en
carbohidratos y grasas) y alteraciones metabdlicas moderadas®!?, El aislamiento social a

partir del destete es un estresor cronico que aumenta el consumo de alimentos
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“apetecibles™?, la ganancia de peso corporal y la vulnerabilidad a la dieta obesogénica??.
Se ha observado que la SM aumenta el efecto del aislamiento social sobre el consumo de
alimentos “apetecibles” y la ganancia de peso corporal; e incluso se ha propuesto como un
modelo animal de trastornos alimenticios relacionados con el estrés'4; no obstante la
interaccién entre la SM y el aislamiento social sobre marcadores de vulnerabilidad

metabdlica y su relacion con la reactividad al estrés no se ha evaluado.
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MARCO TEORICO

El ESTRES

El estrés es un mecanismo de alarma que nos permite reaccionar ante una amenaza. Este
concepto fue empleado por primera vez en un contexto cientifico en 1911, por Walter
Cannon; quien, descubrié accidentalmente la influencia de factores emocionales sobre la
secrecion de adrenalina'®. Cannon desarroll6 el concepto de “enfrentamiento o huida” a
partir de sus observaciones sobre la liberacion de catecolaminas por la médula suprarrenal
y las terminaciones nerviosas simpaticas. Sin embargo, no fue sino hasta 1934, que Hans
Seyle definié por primera vez el concepto de estrés como: “Una respuesta no especifica
del organismo ante cualquier demanda”é. Actualmente contamos con una definicion mas
amplia en la que el estrés es considerado una “serie de respuestas fisiolégicas, como la
activacion del eje HPA o el sistema simpatico -adrenal, y conductuales, como la ansiedad
o laira, que se activan en respuesta a una amenaza a la homeostasis del organismo”’.
Mientras que la respuesta a un episodio de estrés puede ayudar a aumentar la
probabilidad de supervivencia del individuo, la exposicion repetida al estrés esta
relacionada con la aparicion de una gran variedad de patologias'®®; por lo que de acuerdo
al tiempo de duracién de la exposicidn, el estrés puede ser clasificado como:

Estrés agudo. Es una reaccion fisioldgico necesaria frente a una situacion de peligro a

corto plazo o momentanea.

Estrés cronico. Provoca la desmotivacion, agotamiento, ansiedad y depresion a largo

plazo debido a experiencias adversas

El estrés cronico es un concepto mas proximo al de tensién o sobrecarga que al de cambio
0 acontecimiento, y fue definido por Wheaton (1997) como "El conjunto de amenazas,
exigencias, constricciones o limitaciones estructurales que, por el mero hecho de su

presencia, ponen en cuestion la integridad operativa del organismo"?.

10
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LA RESPUESTA AL ESTRES

El eje HPA es el eje neuroendocrino caracteristico de la respuesta al estrés?. Cuando se
detecta una amenaza, ya sea real o percibida se activan vias del sistema nervioso central
(SNC) que convergen en el hipotalamo. Alli se activa la liberacion de la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) del nucleo paraventricular (PVN) hacia la circulacion
portal hipofisiaria e induce la secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) en la
hipofisis. Esta hormona viaja hasta la corteza de las glandulas suprarrenales, donde
estimula la secrecién de glucocorticoides. El principal efector de la respuesta al estrés es el

cortisol en humanos, mientras que su homoélogo en ratas es la corticosterona (Fig. 1).

Todos estos cambios preparan al organismo para actuar ante la situacion estresante
(reaccion de “enfrentamiento o huida”) al mismo tiempo que interrumpen otros procesos
gue no son necesarios para sobrevivir la emergencia. El aumento de la actividad del eje
HPA induce supresion del sistema inmune y un aumento de la capacidad energética. Si
bien una estimulacién a corto plazo de este eje neuroendocrino puede producir euforia e
incremento de la energia, la activacion cronica del mismo se relaciona con diferentes
patologias, como la obesidad, problemas cardiovasculares y desérdenes del afecto como
la depresion y la ansiedad®®1°,

El hipocampo, junto con el hipotadlamo y la corteza prefrontal son estructuras cerebrales
gue participan en los mecanismos de retroalimentacion negativa del eje HPA (Fig. 1).
Adicionalmente, estas estructuras se encuentran involucradas en el control del estado de
animo y la psicopatologia de la depresiéon. El aumento prolongado en los niveles de GC,
como el gque tiene lugar durante la activacion del eje HPA, puede ser toxico para las
neuronas del hipocampo, provocar atrofia dendritica e incluso muerte celular??. Por esto se
ha propuesto que la liberacién prolongada de GC puede predisponer a depresion

recurrente y causar alteraciones en la retroalimentacion negativa del eje HPA2°,

11
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Figura 1: Esquema de los principales componentes del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y de los
mecanismos de la retroalimentacion negativa (Tomado de Marquez, 2012%°).
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CARGA ALOSTATICA

A corto plazo, la activacion de la respuesta al estrés facilita la supervivencia ante una
situacion amenazante, y por lo tanto puede considerarse como un proceso adaptativo; sin
embargo, si la recuperacién del estrés agudo no va sugerida de regreso a la homeostasis,
ocurrirdn efectos psicolégicos y fisicos permanentes llamados carga alostatica®’. Se
define como respuesta alostatica a las adaptaciones en los sistemas fisiologicos inducidas
por el estrés'®2324, | a exposicidn  crénica o persistente al estrés causa una activacion continua 'y
repetida de estos sistemas a lo largo del tiempo. El costo energético de esta
“sobreactivacion” se ha denominado carga alostética. Este concepto se refiere a la
desorganizacion de los sistemas bioldgicos involucrados en la respuesta al estrés y se
relaciona con el desarrollo de un gran repertorio de patologias (Fig. 2) como enfermedades
mentales, cardiovasculares, inflamatorias y metabélicas!®?. Por ejemplo: de forma aguda,
la respuesta alostética, causa un aumento en las concentraciones de energia, es decir
glucosa en sangre, necesaria para responder ante una amenaza, sin embargo, de forma
cronica causa un aumento excesivo de la secrecion de insulina y una mayor vulnerabilidad
al sindrome metabdlico y a la diabetes tipo Il. De la misma forma, durante la respuesta
aguda hay un aumento en el estado de vigilancia y excitacion; pero, de forma crénica estas
modificaciones conductuales pueden llevar a la aparicion de desérdenes del afecto y
ansiedad!®. En este caso nos hallamos frente a una categoria diagndstica y ya no frente a
una mera reaccion adaptativa normal. Cuando la demanda del ambiente resulta excesiva
respecto de los recursos de afrontamiento que se disponen, cuando se exceden las
posibilidades bioldgicas del sujeto, entonces se desarrolla una serie de reacciones que
implican una sobreactivacién fisiolégica a fin de lograr justamente un incremento en la
fuerza y recursos que permite ajustarse a las demandas. Se trata de una reaccion

exagerada ante demandas también exageradas. Por lo tanto, la exposicién al estrés

13
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cronico traerd aparejado un conjunto de reacciones emocionales negativas

(desagradables) entre las cuales sobresalen la ansiedad, el enojo vy la tristeza?®.

z RESPUESTA AGUDA RESPUESTA PERSISTENTE ACTIVACION CRONICA
ESTRES b ADECUADA e SIN CONTROL m—; INADECUADA
ALOSTASIS ALOSTASIS
HOMEQSTASIS CARGA
ALOSTATICA
FIN DE LA RESPUESTA ENFERMEDAD
INTOLERANCA AL ESTRES

Figura 2: Relacion entre homeostasis y carga alostatica (Tomada de Azcarate Mengual, 2007%2).

Desde un punto de vista evolutivo, las emociones tienen una funcion adaptativa que hace
gue el organismo pueda afrontar cambios ambientales. De hecho, la ansiedad y el enojo
suelen ser emociones “activadoras”, vale decir, provocarian un aumento del ritmo cardiaco
y respiratorio otorgando mas fuerza a un sujeto ya sea para defenderse, atacar o huir de
un peligro. La tristeza, en cambio, constituye una emocion “desactivadora” ya que dispara
los procesos antagonicos a las anteriores. Por eso en la primera fase del estrés aparecen
la ansiedad y la ira en tanto que en una segunda fase aparece la depresion como emocion
preponderante. El estrés crénico puede ser definido entonces como un proceso que se
dispara ante demandas ambientales que superan la capacidad de respuesta del

individuo?.

14
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SINDROME METABOLICO Y DIABETES MELLITUS

Se considera que un individuo tiene una mayor “vulnerabilidad metabolica” cuando se
presenta obesidad de distribucion central, disminucion de las concentraciones del colesterol unido a
las lipoproteinas de alta densidad (cHDL), elevacion de las concentraciones de triglicéridos,
aumento de la presion arterial (PA) e hiperglucemia. A este conjunto de alteraciones se le ha
denominado sindrome metabdlico. El sindrome metabdlico es uno de los principales problemas
de salud publica del siglo XXI y se asocia a un incremento en la prevalencia de diabetes tipo

2 y enfermedad cardiovascular?’.

El sindrome metabdlico no es una enfermedad nueva; su descripcion tuvo lugar hace al
menos 80 afos (en la década de los afios veinte) por parte de Eskyl Kylin, un médico

sueco que definio la asociacion entre la hipertension, hiperglucemia y gota.

En 1947, Vague publicé un articulo ya clasico en el que se llamaba la atencion sobre el
hecho de que el fenotipo de obesidad con acumulacion excesiva de tejido adiposo en la
parte superior del cuerpo (obesidad de tipo androide o masculino) se asociaba con las
alteraciones metabdlicas que se observaban en la diabetes tipo 2 y la enfermedad
cardiovascular (ECV). Veinte afios después, Avogadro y colaboladores documentaron la
aparicion simultanea de obesidad, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertension. La
importancia clinica del sindrome metabdlico fue destacada de nuevo 20 afios después por
Reaven que describié la presencia de un conjunto de alteraciones metabdlicas cuyo rasgo
fisiopatolégico central era la resistencia a la insulina. Reaven denominé a este cuadro
«sindrome X» pero, de manera sorprendente, no incluyo la obesidad en él; sin embargo, la
obesidad se ha insertado en el concepto de sindrome metabdlico en todas las definiciones

posteriores?8,

Desde la primera definicion oficial del sindrome metabdlico realizada por el Grupo de
Trabajo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1999, se han propuesto
diversas definiciones alternativas. Las mas aceptadas han sido las elaboradas por el
European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) y por el Adult Treatment Panel
[l (ATP-111) del National Cholesterol Education Program (NCEP, Tabla 1).

La diabetes mellitus (DM), es una enfermedad crénica causada por la incapacidad para

15
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producir insulina o de utilizarla de manera eficaz. La insulina es una hormona producida
por las células p de los islotes de Langerhans en el pancreas, que permite el ingreso de la
glucosa de la sangre hacia las células para producir energia. Esta incapacidad conduce a
niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia). Los altos niveles de glucosa
durante un periodo de tiempo prolongado se asocian con dafio en varios 6rganos y

tejidos?®

Tabla 1: Definiciones de sindrome metabdlico propuestas por la OMS, el EGIR y la ATP (tomado de
Zimmet y cols.).

OMS, 1998 EGIR, 1999 ATP-1II, 2001
Diabetes o alteracion de la tolerancia Resistencia a la insulina® o hiperinsulinemia
a la glucosa o resistencia frente a la insulina®  (Unicamente a las personas no diabéticas)

Méas dos o mas de los faclores siguientes Mas dos 0 mas de los factores siguientes Ires o més de los factores siguientes

1. Obesidad: IMC > 300CCC>09en 1. Obesidad central: PC > 94 cm en los varones 1. Obesidad central: PC > 102 ¢cm
los varones o > 0,85 en las mujerss 0> 80 cm en las mujeres en los varones o > 88 cm en las mujeres

2. Dislipemia: triglicéridos > 1,7 mmol/| 2. Dislipemia: triglicéridos > 2,0 mmel/l 2. Hipertrigliceridemia: triglicéridos
o cHDL < 0.9 en los varones ocHDL <1,0 >1,7 mmol/l
0 < 1,0 en las mujeres

3. Hipertension: presion arterial 3. Hipertensicn: presian arterial 3. Disminucion del cHDL: < 1, 0 mmel/l
2 140/90 mmHg o tratamiento 2 140/90 mmHg. tratamiento en los varones o < 1,3 mmol/l
medicamenteso medicamentoso o ambos en las mujeres

4. Microalbuminuria: excracion 4. Glucemia en ayunas > 6,1 mmol/| 4. Hiperlension: presion arterial
de albimina = 20 pg/min > 130/85 mmHg o tratamiento

medicamenloso
5. Glucemia en ayunas > 6,1 mmol/l

CMS: Organizacion Mundial de la Salud: EGIR: Curopean Group for the Study of Insulin Resistance; ATP-111: Adult Treatment Panel 1I; IMC: indice de masa corpo-
ral; CCC: cociante entre &l perimetro de Iz cintura y &l perimetro de la cadera; FC: perimetro de la cinfura: cHDL: colesterc! unido a lipoproteinas de alta densidad.
*Definida como el cuartil superior de fa concentracién da insulina en ayunas en personas no diabéticas.

La concentracion de glucosa en ayuno mayor a 6.1mmol/l se considera un marcador de

sindrome metabdlico de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), que
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aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no
utiliza eficazmente la insulina que produce. Dicha organizacion estima que existen méas de

300 millones de personas afectadas.

Existen tres tipos principales de diabetes®:

Diabetes tipo 1 (DMT1). Es causada por una reaccién autoinmune hacia las células de los
islotes de Langerhans.

Diabetes tipo 2 (DMT2). Representa cerca del 90% de todos los casos de diabetes. Se
caracteriza por una resistencia a la insulina, una relativa deficiencia de insulina o por
ambas cosas a la vez. Se encuentra asociada con el sobrepeso o la obesidad y otros
componentes del sindrome metabdlico, los cuales conducen a altos niveles de glucosa en

sangre.

La diabetes gestacional (DMG). Consiste en altos niveles de glucosa en sangre durante
el embarazo y generalmente desaparece después del parto, aunque tanto las mujeres con
DMG, como sus hijos presentan un riesgo mayor de desarrollar diabetes tipo 2 mas

adelante en la vida3!.

Existen ademas clasificaciones especificas de diabetes.

Diabetes tipo |

» Diabetes tipo Il

» Diabetes tipo Il Gestacional-cambio hormonal

» Diabetes tipo IV Secundaria, sindrome de Cushing (hipercortisolemia),
acromegalia, enfermedad pancreatica, etc.

Mecanismos metabdlicos y hormonas que controlan la concentraciéon de glucosa en

sangre:
Insulina: hormona secretada por el pancreas que interviene activamente en el
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metabolismo de hidratos de carbono y se encarga de disminuir las concentraciones de
glucosa en sangre. Adicionalmente, la insulina favorece la formaciéon de glucdgeno,
grasas y proteinas en el tejido hepatico, muscular y adiposo. La disminucién de los niveles

de glucosa en sangre causa una inhibicién de la secrecion de insulina.

% La vida media de la insulina es alrededor de 5min en el humano, casi todos los
tejidos tienen la capacidad de metabolizar la insulina, pero el 80% de la insulina

secretada es normalmente degradada en el higado y los rifiones.

< La insulina se une a los 6rganos diana; higado, musculo y tejido adiposo
especificamente a los receptores GLUT-4 y GLUT-2. El transporte de glucosa
mediado por GLUT-4 en el musculo y tejido adiposo es dependiente de insulina.

< En la mayoria de los tejidos no hepaticos, la insulina aumenta el ingreso de la
glucosa incrementando el nUmero de transportadores de glucosa en la membrana

celular

Glucagon: responde a los niveles bajos de glucosa sanguinea, produce un aumento
rapido de glucosa, actia estimulando la glucogendlisis y la gluconeogénesis en el higado,

pero no en musculo.

Adrenalina: es secretada por el sistema simpatico adrenal en respuesta al estrés. Eleva
el nivel de glucosa en sangre estimulando la glucogendlisis. Provoca aumento inmediato
en la produccion de glucosa para obtener energia junto con aumento en la frecuencia

cardiaca y presion arterialL.

RELACION ENTRE EL ESTRES, LA DEPRESION Y EL SINDROME METABOLICO

El hilo comuan entre el estrés cronico, la depresion y el sindrome metabdlico es la secrecion
excesiva y/o inadecuada de GC, estas entidades establecen entre si relaciones
multidireccionales, que ilustran lo complejo de los organismos y de su relacién con el
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medio®?.

La secrecion excesiva y sostenida de GC, como la causada por la exposicion crénica al
estrés, se ha asociado desde hace tiempo con una mayor vulnerabilidad a la depresion,
hipertension arterial y sindrome metabdlico. Estas manifestaciones podrian, ser causadas
por una desregulacion del eje HPA, ya sea en condiciones basales o en respuesta al
estrés?; aunque también se ha propuesto que, aun cuando la actividad del eje HPA no se
encuentra alterada, podria existir una hipersensibilidad especifica de los tejidos blancos a
GC, como el SNC, el sistema cardiovascular, el sistema inmune o el tejido adiposo®. Se ha
observado que existen marcadas similitudes bioquimicas, fisiolégicas y clinicas entre los efectos
de la exposicidn al estrés crénico y la depresion mayor. Ambas condiciones se encuentran
asociadas a una hiperactividad del eje HPA, caracterizada por un aumento en la secrecién
de CRH, GC y catecolaminas. Asi mismo, se ha mostrado que en ambas condiciones se
observa una inhibicién de los ejes de la hormona de crecimiento (GH/IGH-1), el eje
reproductivo (LH/testosterona-estradiol), y el eje tiroideo (TSH/T3), supresion de la actividad del

sistema inmune y cantidades elevadas de interleucina-633

Por otra parte, la exposicion crénica a niveles elevados de GC se correlaciona con el
desarrollo de obesidad central, hipertension arterial, resistencia a la insulina, alteraciones
del perfil lipidico e hipercoagulabilidad. Asi mismo, se ha observado una mayor mortalidad
por causas cardiovasculares en los pacientes con sintomatologia depresiva.3® Desde el
punto de vista metabdlico, los GC pueden aumentar la actividad de las enzimas
involucradas en la via de sintesis de los acidos grasos y promover la secrecién de
lipoproteinas, inducir la via de la gluconeogénesis hepética y promover la diferenciacion
de pre-adipocitos hacia adipocitos, causando asi, un aumento de la masa del tejido
adiposo. Los GC también pueden inhibir en el transporte de aminoacidos inducido por
insulina en los adipocitos e incrementar la lipolisis y la oxidacion de lipidos; lo cual, puede
ocasionar resistencia a la insulina®*. Se ha observado que existe una correlacion positiva
entre la tasa de liberacion/eliminacion de GC y la presion arterial sistolica, la concentracion
de glucosa en ayuno y la concentracién de insulina®®. En conjunto, estas alteraciones
hormonales también pueden ocasionar obesidad visceral, dislipidemia, hipertension y

DMT236, Adicionalmente, los GC son moduladores importantes de la funcién del sistema
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inmune y del estado inflamatorio, por lo que la exposicion cronica al estrés puede causar
un estado pro-inflamatorio que aumenta la incidencia de componentes del sindrome

metabolicod’.

EXPOSICION AL ESTRES DURANTE LAS ETAPAS TEMPRANAS DE LA VIDA

En el adulto, los efectos de la exposicidn al estrés cronico son reversibles una vez que se
elimina el factor estresante; sin embargo, durante la infancia la respuesta al estrés exhibe una
trayectoria diferencial a lo largo del desarrollo y sus consecuencias son permanentes; por
lo que, la exposicion a el estrés durante las etapas tempranas de la vida (early life stress,
ELS), ya sea en utero o durante la vida postnatal temprana, tiene una participacion
importante en la susceptibilidad a enfermedades, tanto fisicas como mentales, que pueden

manifestarse afios e incluso décadas mas tarde?.

Las experiencias tempranas en la vida programan patrones duraderos de respuesta
adaptativa al entorno biolégico, psicoldgico y social. La exposicion al estrés cronico desde
el periodo prenatal y post natal temprano, produce consecuencias adversas a mediano y
largo plazo sobre un numero importante de o6rganos y sistemas vitales para la

supervivencia y adaptaciéon exitosa.

Durante el desarrollo los individuos tienen la capacidad de configurarse de distintas
maneras posibles de acuerdo al particular medio ambiente con el que interactlan, a este
fendmeno se le denomina plasticidad fenotipica. La hip6tesis de la programacion durante el
desarrollo establece que una agresion in Utero seria capaz de producir una programacion
anormal de diversos sistemas que se manifestaria a lo largo de toda la vida del individuo®.
De tal forma que, si un estimulo o agresion sucediera durante los periodos o “ventanas”
criticas del desarrollo, producird un cambio permanente en el fenotipo del organismo®°. La
exposicion al ELS puede tener consecuencias psicologicas y neurologicas irreversibles y
se correlaciona con una mayor probabilidad de padecer patologias relacionadas con el
estrés como la depresion, la ansiedad y el sindrome metabdlico?2. Se ha propuesto que el
consumo de alimentos reconfortantes es un mecanismo compensador en individuos que

han vivido experiencias traumaticas o que viven en ambientes hostiles y que tienen
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deficiencias afectivas. Por otra parte, se ha observado que cerca del 80% de los adultos
jovenes que habia sufrido maltrato cumplia con al menos un trastorno psiquiatrico a la
edad de 21 afos; entre los padecimientos identificados habia: depresion, ansiedad,
trastornos de la conducta alimentaria e intentos de suicidio.*®*! Otras condiciones
psicologicas y emocionales identificadas fueron trastornos por déficit de atencion e

hiperactividad y trastorno por estrés postraumatico.*?

Se ha planteado también la hipo6tesis de que comer en forma compulsiva puede ser una
variable mediadora entre el abuso sexual y la obesidad. El antecedente de experiencias
traumaticas, particularmente el abuso sexual durante la nifiez, se ha conductas impulsivas
en los trastornos de la alimentacion®. Por ejemplo, en nifios adolescentes obesos se
observé que alrededor del 36% de ellos (de ambos sexos) come en forma compulsiva y
tiene baja autoestima* mientras que en mujeres que padecen bulimia o son comedoras
compulsivas se ha observado un indice mayor de antecedente de abuso sexual y maltrato

fisico?®.

La depresion en nifios y adolescentes es otro problema psiquiéatrico relacionado con la
obesidad de los adultos y una consecuencia comun del maltrato. Un estudio con
seguimiento de 1,037 pacientes desde su nacimiento hasta los 30 afios de edad, mostré
gue el 7% de los nifios entre los 11 y los 15 afios de edad y el 27% en la adolescencia
tardia, sufren depresién mayor. A los 26 afios el 12% padecia obesidad y la depresién

aumenté dos veces el riesgo de este problema de nutricion?®.

Adicionalmente, se ha planteado que la obesidad es un mecanismo de adaptacion.
Algunas mujeres que sufrieron abuso sexual pueden volverse obesas como una forma de
proteccion contra el acoso sexual de parejas potenciales no deseadas o de agresores.
Para algunas mujeres con antecedentes de abuso sexual la reduccion de peso puede dar
sintomas de estrés postraumatico conforme se aproximan al peso corporal que tenian

cuando sufrieron abuso?’.
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MODELO ANIMAL

Los modelos animales reproducen caracteristicas fisiopatoldgicas o sufren enfermedades
similares a las que presentan los seres humanos. Estos permiten realizar comparaciones
entre la fisiologia de los modelos y la humana, y contribuyen a que comprendamos como
funciona el cuerpo humano. La biologia comparativa estudia las diferencias y similitudes
entre especies, permitiendo realizar predicciones y extrapolar conceptos de una especie a
otra.

Los modelos pueden ser espontaneos, cuando un animal tiene caracteristicas naturales
como las de los humanos o una enfermedad humana, o inducidos, cuando el animal se ha
alterado, por ejemplo, mediante una cirugia o manipulacién genética. Los modelos
espontaneos muestran cdmo algunos factores, como la dieta, la genética, el medio
ambiente y la inmunidad, pueden contribuir a una enfermedad. Los modelos inducidos son
Utiles para estudiar las causas subyacentes de una enfermedad y son una herramienta de
investigacion comun para la identificacion de potenciales objetivos de los farmacos*. Los
modelos de ELS en roedores cada vez son mas comunes en la ciencia, estos ayudan a
determinar patologias similares a las que presenta el ser humano. Algunos interfieren con
el ambiente prenatal, ya sea estresando a la hembra embarazada o exponiéndola a altos
niveles de GC; sin embargo, la mayoria de los modelos se enfocan en el periodo postnatal.
La separacion maternal (SM) en roedores es el modelo de ELS postnatal mas utilizado,
ésta consiste en separar a las crias de su madre por periodos de 3 horas diarias durante
las dos primeras semanas de vida. Las camadas se mantienen en un cuarto independiente
a la colonia, con luz y temperatura controlada, mientras que los animales control
permanecen con la madre hasta el dia del destete. En la edad adulta, los animales
sometidos a SM muestran un repertorio de patologias similares a las observadas en
humanos, como desregulacion del eje HPA5,® mayor vulnerabilidad a nuevos estresores®,
aumento en la conducta tipo depresiva®’, hipertension*®, mayor preferencia por la dieta
tipo cafeteria® y alteraciones metabdlicas moderadas®'®%°. Por otra parte, se ha
observado que los animales SM muestran una disminucion en la actividad serotoninérgica

en el hipocampo y los nucleos del rafé!4.

El aislamiento social a partir del destete (AISL) es un estresor cronico que aumenta el
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consumo de alimentos “apetecibles™?, la ganancia de peso corporal y la vulnerabilidad a la
dieta obesogénica'?. Adicionalmente, se ha observado que esté estresor cronico aumenta
la probabilidad de evidenciar trastornos neuropsiquiatricos; tales como: agresion y
rechazo al alimento (neofobia), ademas de causar una reduccion en el volumen cortical

prefrontal y disminucién de la plasticidad sinaptica®!
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ANTECEDENTES

En 2009 Ryu y colaboradores observaron que el aislamiento social después del destete
causa incremento en el peso corporal e hiperfagia en animales que experimentaron SM;
sin embargo estos autores observaron que ni la SM ni el aislamiento social por si solos
aumentaron estos parametros. Adicionalmente reportaron que los animales SM
mostraban un aumento en la conducta tipo depresiva en la prueba de nado forzado y un
aumento en la conducta de ansiedad de forma independiente al aislamiento. Debido a lo
anterior, los autores proponen gque el aislamiento social promueve la hiperfagia y la
ganancia de peso corporal en los animales que sufrieron SM, probablemente debido al
impacto sobre la conducta “psico-emocional™?. Posteriormente, Jahng (2011) continué
con estos estudios y observd que los animales con SM muestran hiperfagia sostenida
cuando se les expone a ciclos repetidos de ayuno/alimentacion, la cual se acompafié de
un aumento en los niveles de corticosterona, anhedonia ante la comida apetecible y
alteraciones en la respuesta dopaminergica mesolimbica ante el estrés!4. Por todo esto,
Jahng propuso que la SM puede ocasionar la aparicion de desoérdenes alimenticios
cuando es enfrentada con estresores sociales, como el aislamiento, o metabdlicos, como
los ciclos de ayuno/alimentacion, e incluso la propone como un modelo animal de

trastornos alimenticios relacionados con el estrés!4.

Dado que, la SM y el aislamiento social podrian tener efectos sinergisticos sobre la
vulnerabilidad metabdlica y la conducta alimenticia en el presente trabajo evaluaremos la
interaccion entre la SM y el aislamiento social sobre la tolerancia a la glucosa, la glicemia

en ayuno y la quimica sanguinea y su relacion con la reactividad al estrés.
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HIPOTESIS

La separacion maternal aumenta el efecto del aislamiento social sobre la respuesta al estrés y su

relacion con la vulnerabilidad metabdlica.

OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la SM y el aislamiento social sobre la respuesta al estrés y su relaciéon con la

vulnerabilidad metabdlica.
PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la separaciéon maternal, el aislamiento social y la combinacion de

ambos sobre la respuesta al estrés.

2. Evaluar el efecto de la separacion maternal, aislamiento social y la combinacién de ambos

sobre la vulnerabilidad metabdlica.

25



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

METODOLOGIA Y MATERIALES

Se utilizaron ratas macho adulto de 60 dias de edad de la cepa Sprague Dawley en
condiciones control y sometidas a separacion maternal (dia P1-14), aislamiento social
desde destete o ambos. Al momento de la SM las camadas se mantuvieron en cajas de
acrilico con aproximadamente 2 cm de aserrin, en un cuarto independiente a la colonia,
con luz y temperatura controlada. En cuanto a los animales control, estos permanecieron
con la madre hasta el dia del destete, sin alterarlas, con excepcion de la rutina de limpieza
de cajas realizada cada tercer dia. El dia del nacimiento se designé como dia postnatal (P)
cero, al dia P1 se determiné el sexo de las crias ajustando a 8 ratas por camada (seis
machos y dos hembras) con el fin de que no compitan por el alimento de la madre. Se
utilizaron Unicamente machos para evitar las variaciones debidas al ciclo estral. Los
animales se destetaron al dia P21 y se dejaron crecer hasta la edad adulta (dia P60). La
mitad de los machos de cada camada se asigno al protocolo de aislamiento social y se
mantuvieron en cajas individuales hasta su evaluaciéon. El resto de los animales se
mantuvieron en grupos de 2-3 hermanos provenientes de la misma camada. Todos se
mantuvieron en el mismo cuarto a temperatura y luz controlada (12/12) y alimentacion ad
libitum con croqueta comercial (LabDiet 5008/5001). Al dia P60 los animales se
sometieron a la prueba de nado forzado y se les implant6 un catéter en la vena yugular; se
dejaron recuperar por una semana para evaluar la tolerancia a la glucosa y la reactividad

al estrés (Fig 3).
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Figura 3: Estrategia experimental.

Las técnicas de eutanasia, anestesia, el cuidado y tratamiento aplicados a los animales se

apegaron estrictamente a la norma oficial de uso y cuidado de animales de laboratorio

(NOM-062-Z00-1999) asi como las convenciones internacionales para el manejo de

animales de laboratorio (NIH, EU.). Asimismo nos apegamos a las normas y reglamentos

institucionales (Norma que establece las disposiciones para la investigacion en salud en el

Instituto Mexicano del Seguro Social), y a los criterios de la  Ley General de Salud (Ultima Reforma
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DOF 25-01-2013). Todo esto prestando particular atencion en disminuir el sufrimiento de
los animales al minimo asi como cuidar la cantidad de animales utilizada para cada
experimento. Los protocolos de estrés psicosocial aqui propuesto son considerados
estresores cronicos pero moderados, que no causan sufrimiento ni dolor a los animales. El
presente trabajo se realizé dentro del marco del protocolo de investigacion titulado: "Efecto del
aumento de la prolactina en la leche materna sobre las alteraciones neuroendocrinas
causadas por la exposicion al estrés durante el desarrollo y los factores de riesgo de
sindrome metabolico" aprobado por el comité local de ética en la investigacion (IMSS) con
namero de registro: R-2010-1602-35.

Prueba de Nado Forzado

Se evaluo la conducta tipo depresiva en la prueba de nado forzado, por un tiempo de 10
minutos. Para esto se utilizé un cilindro de acrilico transparente de 30 cm de diametro y 50
cm de altura, el cual se llené con agua a los 40 cm a 21 °C. El comportamiento se registro
con ayuda de un programa de computo de manufactura casera (EVENTLOG). El objetivo
de esta prueba es determinar la conducta pasiva o activa de los animales evaluando el
tiempo que los animales ejecutan los siguientes parametros: pataleo (romper activamente
el plano del agua), nado (mover activamente alguna de las extremidades), flotacion
(permanecer inmdviles con las cuatro extremidades sin movimiento) y por ultimo la
latencia al flotar. Al término de la prueba, se sec6 a los animales perfectamente y se

regresaron a su caja.
Implante de Catéter

A los 60 dias de edad (P60), a todos los animales se les implanté un catéter en la vena
yugular, para la recoleccion de muestras sanguineas. Para esto, los animales fueron
anestesiados con una mezcla de ketamina (50 mg/ml), xilacina (23.3 mg/ml) y solucién
salina a una dosis de 1ml/kg de peso corporal. Una vez dormido el animal, se limpid y
rasuré el area y se hizo una pequefia incision a la altura de la clavicula. Se disecé la vena
yugular derecha, utilizando material estéril y con ayuda de microscopio se insertd un
catéter de 17 cm de longitud (13 cm tuberia de polietileno 0.58mm DI/0.96 OD y 4.5
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(100pl/ml) en NaCl que se aseguré con hilo de seda negro (3-0). El resto del catéter se
paso por debajo de la piel dando salida a la altura de la nuca donde el animal no lo pudiera
ver. Los animales se dejaron en recuperacion una semana en cajas de aislamiento y se les

manipul6 diariamente para habituarlos al manejo.
Reactividad al estrés

Los animales se conectaron a una tuberia de muestreo de 30 cm de largo llena de solucion
de heparina y se dejaron estabilizar por una hora y media. Se tomo6 una muestra sanguinea
basal, (400 ul) sustituyendo con el mismo volumen de solucién salina estéril, y los animales
se sometieron a un estresor por nado (tanque con agua fria) durante 2 min, se tomaron
muestras sanguineas 5, 30 y 60 min posteriores al estrés. Se separo el plasma y las

muestras fueron almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.

Las muestras sanguineas fueron depositadas en micro tubos previamente preparados con
5 ul de EDTA (10%) y 10 pl de Aprotinina, posteriormente, centrifugamos
(20min/700r.p.m/40 °C), separamos plasma y realizamos 5 alicuotas por muestra de 30 pl
cada una. Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento. La
concentracion de corticosterona en plasma se evalué mediante el uso de un ensayo
comercial de ELISA (Enzo Life Sciences) utilizando el protocolo modificado para muestras

pequefias recomendado por el proveedor.
Curva de tolerancia a la glucosa

Los animales se dejaron en ayuno durante 16 horas previas al experimento,
posteriormente se pesaron, conectaron a una tuberia de muestreo de 30 cm de largo llena
con soluciéon de heparina y se dejaron estabilizar por 1 hora. Se tomé muestra sanguinea
basal (400 pl) por medio del catéter, para después administrar glucosa (50% 1ml/kg). Se
tomaron muestras sanguineas a los 15, 30, 60 y 120 min después de la administracion de
glucosa. Las muestras fueron recolectadas en micro tubos previamente preparados con 5
ul de EDTA (10%) y 10 ul de aprotinina, con el fin de evitar la coagulacion, y centrifugados

(10min/700r.p.m/40 °C) para separar el plasma.
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La concentracion de glucosa se evalué mediante el uso de un glucometro comercial marca
(Roche. Accu-Chek Performa) y el resto de las muestras se almacenaron a -70 °C hasta su
procesamiento. Para evaluar el area bajo la curva de tolerancia a la glucosa, las
concentraciones de glucosa de cada rata se graficaron con la ayuda de un programa de
analisis de datos (Excel) y el area total de la curva de cada rata se evalué con el sistema

analizador de imagenes Image J.

Sacrificio

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de anestesia (pentobarbital sédico
i.p 0.5ml) y se perfundieron por via cardiaca con 200ml de solucién salina (NaCl 0.9%) y
fijador (Paraformaldehido 4% en buffer de fosfatos 0.2M). Para esto, se realizd una
incision en caja toracica evitando cortar el corazén, cortamos la auricula derecha y se
insertd una aguja de venoclisis con solucion salina en el ventriculo izquierdo del corazon.
Una vez que el cuerpo de la rata quedo libre de sangre insertamos la aguja de la solucién
fijiadora en el mismo sitio. Se disec6 y pesoO la grasa testicular y los cerebros se

almacenaron para analisis posteriores.
Quimica sanguinea

Después de la recoleccién de muestras sanguineas, las cuales se centrifugaron, se separé
plasma y se almacen6 a -70 °C, posteriormente se realiz6 un ensayo colorimétrico
mediante un kit comercial (Randox) para colesterol y triglicéridos de acuerdo a las
recomendaciones del proveedor y utilizando un protocolo modificado para voliumenes

pequenos.
Ganancia de peso:

Se evalud el peso corporal de los animales cada 10 dias a partir del dia P30 y hasta el dia

P60 mediante el uso de una balanza comercial para roedores.
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo con la ayuda del programa andlisis de datos
GB-STAT y se establecié un nivel de significancia minimo de p < 0.05. Se calcul6 la media
y el error estandar de todos los grupos y se realizo una prueba t de student para evaluar el
efecto de la SM sobre la conducta tipo depresiva (prueba de nado forzado), la reactividad al
estrés y la resistencia a la insulina. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de dos
factores (SM vs aislamiento) para determinar el efecto del tratamiento en los diferentes
parametros de la prueba de nado forzado y la quimica sanguinea. Para evaluar la
reactividad al estrés y la tolerancia a la glucosa se utilizé un analisis de varianza de
medidas repetidas (SM/aislamiento/tiempo). En los casos en que la ANOVA mostrd
diferencias significativas se realizé una prueba post-hoc de Fisher-LSD o Newmann-Keuls

para las comparaciones multiples.
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RESULTADOS

De acuerdo a lo previamente reportado, observamos que al comparar Unicamente a los
animales SM con el grupo CONT, en la prueba de nado forzado los machos SM muestran
una disminucion en el tiempo de escalamiento (T de Student: p = 0.001), aumento en el
tiempo de nado (p = 0.01) y de flotacion (p = 0.009) sin mostrar cambios en la latencia a la
primera flotacion. La concentracion basal de corticosterona fue significativamente mayor
en los animales SM respecto a los CONT (p = 0.01). Adicionalmente observamos que los
animales SM muestran aumento de la glicemia en ayuno (p = 0.03), asi como 30 y 120 min
después de inducir hiperglicemia (p = 0.01 y p = 0.009 respectivamente) y un aumento en
el &rea bajo la curva de tolerancia a la glucosa (p = 0.006); sin embargo estas diferencias

no se observan a realizar el analisis de varianza de todos los grupos.

Prueba de nado forzado. Encontramos un efecto significativo sobre las conductas
activas en la prueba de nado forzado. Los animales SM y SM-A mostraron una
disminucién significativa en el tiempo de escalamiento (F1, 44: 16.38, p- .0002, Fig. 4a),
respecto a los grupos CONT-A y CONT. De igual manera hubo aumento significativo en la
conducta de nado de los animales SM y SM-A al compararlos con el grupo CONT-A (Fu, 44:
12.88, p = .0009, Fig. 4b). No encontramos efecto del tratamiento sobre las conductas

pasivas (flotacién Fig. 4c).
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Figura 4. La SM el aislamiento social y su combinacion causan una estrategia pasiva en la prueba
de nado forzado. Se muestra la conducta de machos adultos control (CONT) y sometidos a separacion
maternal (SM), aislamiento social en la adolescencia (CONT-A) o ambos (SM-A). a) Tiempo de
escalamiento, b) tiempo de nado, c) tiempo de flotacién y d) latencia a flotar. Tablas con valores
estadisticos. (PROM + EST, *p < 0.05, **p < 0.01 vs CONT, #p < 0.05, #p < 0.05 vs CONT-A, CONT: n =12,
CONT-A: n=12, SM: n=14, SM-A: n =7).
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Reactividad al estrés

La exposicion al estrés por nado caus6 un aumento significativo en la concentracion de
CORT en plasma 15 minutos después de la exposicion (F3147: 8.52, p = 0.0001, Fig. 5a).
Observamos un efecto significativo del AISL (F1,147: 6.69, p = 0.014, Fig 2a), pero no de la
SM (F1147: 3.16, p = 0.08, Fig. 5a) sobre la reactividad al estrés. Los animales SM-A
mostraron un aumento significativo en los niveles plasméticos de CORT al estrés con
respecto a los CONT (Fig 5a), el cual se refleja en un mayor porcentaje de aumento con
respecto a la basal. (F1,35: 7.50, p =.008, Fig 2c); adicionalmente, en condiciones basales se
observd un aumento significativo de la concentracion de CORT en el grupo CONT-A con
respecto al CONT (F1, 35: .69, p =.0158, Fig. 5b).
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Figura 5. La SM en combinacion con el aislamiento social aumenta los niveles de corticosterona. a)

Concentraciones de corticosterona en sangre basal, 5, 15 y 60 min después de un episodio de estrés
de los grupos control (CONT, rombos), control aislado (CONT-A, cuadrados), separacion maternal
(SM, tridngulos) y separacion maternal aislado (SM-A, circulos). Tabla con valores estadisticos. b)
Concentraciéon de corticosterona en sangre en muestras basales. c) Porcentaje de aumento 15
minutos después con respecto a la basal. (PROM + EST, *p < 0.05, **p < 0.01 vs CONT, %p < 0.05 vs
CONT-A, #p < 0.01 vs CONT-A; CONT: n=8, CONT-A: n=8, SM: n=9, SM-A. n=10. (ANOVA de
medidas repetidas: Factor A: SM, Factor B: AISL, Factor C: Tiempo, AxB: Interaccion SMxASL, AxBxC:

Interaccion SMxAISLxTiempo)
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Curva de tolerancia a la glucosa

Observamos aumento en la concentracion de glucosa en sangre 15 y 30 minutos
después de la hiperglicemia (F1,180: 38.70, p = 0.0001. Fig. 6a). Todos los grupos
excepto SM restauraron sus niveles de glucosa al cabo de 120 min (p < 0.01 Fig. 6a).
Por otro lado, la concentracion de glucosa en ayuno del grupo SM-A fue
significativamente mayor que en los animales CONT y CONT-A (F1, s4: 8.95, p =
0.3159, Fig. 6b); sin embargo no observamos diferencias significativas en el area bajo

la curva de tolerancia a la glucosa (F1, 34: 5.04 p = 0.6101, Fig. 6¢).
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Figura 6. La SM y su combinacién con el aislamiento social causan alteraciones en la homeostasis
de la glucosa. a) Concentraciones de glucosa en sangre en condiciones de ayuno, 15, 30, 60 y 120 min
después de inducir hiperglicemia de animales control (CONT, rombos), control aislado (CONT-A,
cuadrados), separacion maternal (SM, tridngulos) y separacion maternal aislado (SM-A, circulos). Tabla con
valores estadisticos. b) Concentracion de glucosa en ayuno. ¢) Area bajo la curva de tolerancia a la glucosa.
(PROM % EST, *p < 0.05, **p < 0.01 vs CONT, #p < 0.05 vs CONT-A, CONT: n=8, CONT-A: n=8, SM: n=11,
SM-A: n=8) (ANOVA de medidas repetidas: Factor A: SM, Factor B: AISL, Factor C: Tiempo, AxB:
Interaccion SMxASL, AxBXxC: Interaccion SMxAISLxTiempo).
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Quimica sanguineay parametros de obesidad.

No observamos efecto de ninguno de los tratamientos en el resto de la quimica sanguinea

(triglicéridos, colesterol); en cambio, los animales SM-A muestran un aumento en el peso

corporal al P60 (F1, 62: 2.03, p = 0.0026, Tabla. 2). Por otro lado, observamos un efecto

significativo de la SM sobre el porcentaje de tejido adiposo peri-gonadal (g tejido / g peso

corporal). (F1s3: 4.19, p = 0.04, Tabla. 2). Las comparaciones post-hoc mostraron una

diferencia significativa del grupo SM-A respecto a los animales CONT-A

Tabla 2. Marcadores de sindrome metabdlico. Concentracién de colesterol y triglicéridos en
plasma, peso corporal y tejido adiposo peri-gonadal de animales control (CONT,), control aislado
(CONT-A), separacion maternal (SM) y separacion maternal aislado (CONT). (PROM £ EST, *p <
0.05, **p < 0.01 vs CONT

COLESTEROL TRIGLICERIDOS PESO GRASA

mg/dL mg/dL g TESTICULAR g/g pc
CONT 27.8+ 27.8 (n=20) 72.7 £ 9.8 (n=20) 291.1+5.3 (n=19) 4.8+0.3(n=7)
CONT-A 22.0+22.0(n=12) 64.4+ 5.4 (n=13) 289.1+7.6 (n=14) | 3.5%0.3** (n=12)
SM 22.5+ 22.5(n=15) 75.5+ 17.4(n=16) 280.3+6.2 (n=18) 3.1£0.2** (n=16)
SM-A 22.5+22.5(n=9) 70.1+9.5(n=10) 318+ 5.2* (n=12) 3.5£0.2** (n=6)
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Curva de Crecimiento

El andlisis de varianza mostré efecto significativo de la edad (Fs3, 347: 2083.46, p = 0.0001),
el AISL (F, 347: 29.43, p = 0.0001 Fig. 4a) y la SM (F1, 347: 39.38, p = 0.0001 Fig. 7a); sin
embargo, no encontramos interaccion entre la edad y el AISL (F3, 347: 1.531, p =0.208 0 la
SMy el AISL (F1, 347: 3.145, p = .078), pero si entre la edad y la SM (F3, 347: 10.916, p =
0.0001), el AISL, la SMy la edad (Fs3, 347: 8.011, p = 0.0001).
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Figura 7. Curva de crecimiento. Se muestra el peso corporal de los dias postnatales 30, 40, 50 y 60 en el
grupo control (CONT, rombos), control aislado (CONT-A, cuadrados), separacion maternal (SM, tridngulos) y
separacion maternal aislado (SM-A, circulos). (PROM + EST, *p £ 0.05, **p < 0.01 vs CONT).
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DISCUSION

Las experiencias adversas durante la vida temprana causan un alto grado de patologias
como depresion, ansiedad y sindrome metabdlico, las cuales se desencadenan a raiz de
una desregulacion en el sistema neuroendocrino. En el presente trabajo demostramos que
tanto la SM como el aislamiento social causan un aumento en la conducta tipo depresiva;
sin embargo, observamos que el aislamiento social aumenta la reactividad al estrés
mientras que la SM causa alteraciones en la homeostasis de la glucosa, sin afectar los

parametros de la quimica sanguinea.

La SM y el aislamiento social causan una estragia de respuesta en la prueba de

nado forzado

De acuerdo a lo previamente reportado, observamos que al comparar Unicamente a los
animales SM con el grupo CONT, los machos SM muestran un aumento en la conducta
tipo depresiva, aumento en la concentracién basal de CORT vy tolerancia anormal a la
glucosa; sin embargo algunas de estas diferencias no se observan a realizar el andlisis de

varianza de todos los grupos.

La prueba de nado forzado ha utilizado ampliamente para el analisis de la conducta tipo
depresiva en roedores®. Una gran cantidad de estudios han reportado que los animales
muestran una conducta pasiva en esta prueba cuando se les ha sometido a un estresor
previo, la cual se revierte con el tratamiento con antidepresivos®3. Nuestros resultados
mostraron una disminucion en el tiempo de escalamiento y un aumento en el tiempo de
nado en los animales SM y SM-A, mientras que observamos una disminucion en la
latencia a flotar en los grupos CONT-A y SM-A. En conjunto, estos datos indican que
nuestros tratamientos causan una conducta pasiva en respuesta al estresor; lo cual,
puede ser interpretado como un aumento en la conducta tipo depresiva. En congruencia
con nuestros hallazgos, estudios previos han reportado que la SM causa una conducta
pasiva en esta prueba®’, aunque los resultados son muy variados*. Es mas, en 2009 Ryu
y colaboradores demostraron que la SM causa un aumento en la conducta pasiva en la
prueba de nado forzado de forma independiente del aislamiento®2. Por otro lado, se ha

observado que el aislamiento social aumenta la conducta tipo depresiva®4.
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En 2013 Liu y colaboradores observaron que los animales aislados en la edad adulta son
mas vulnerables al efecto del estrés por inmovilizacion en esta prueba®®; en concordancia,
nuestros resultados mostraron que los animales SM-A muestran una disminucion en el
tiempo de escalamiento y la latencia a la primera flotacién, asi como un aumento en el
tiempo de nado. Esto nos indica que, de forma similar a lo observado en los animales
adultos sometidos a estrés por inmovilizacion, el aislamiento social aumenta la conducta

pasiva causada por la SM.
Efecto de la SMy el AISL sobre la respuesta al estrés

Posteriormente evaluamos el efecto de la SM y el aislamiento social sobre la reactividad
del eje HPA. Para esto, los animales fueron sometidos a un evento amenazante: el nado
en un tanque de agua fria. Este, es un estimulo adverso que activa una cascada de
hormonas como CRH o ACTH y culmina con la liberacién de GC®¢:%’, De acuerdo a lo
esperado, observamos que la exposicion al estrés por nado causé un aumento
significativo en la concentraciéon de CORT en plasma, en todos los grupos 15 minutos
después de someter a los animales al estresor y que todos los grupos logran restaurar los
niveles de CORT a concentraciones similares a las basales 60 minutos después del
estimulo. Estudios previos han demostrado que utilizando el laberinto elevado en cruz
(Elevated Plus Maze, EPM) durante 5 minutos, el nado en agua fria durante 10 minutos, o
inmovilizacién por 15 minutos® como estimulos estresantes se observa un incremento en
los niveles de ACTH y CORT 5 minutos después de la exposicién al estresor, es decir
10-20 minutos después de iniciado el estimulo. Estos datos concuerdan con nuestros
resultados ya que el pico maximo de secrecién de CORT se observa 15 minutos después
de la exposicion al estrés.

Por otro lado, el analisis de varianza mostro un efecto significativo del AISL mas no de la
SM sobre la reactividad del eje HPA; sin embargo observamos un aumento en la
concentracion basal de CORT al comparar Unicamente al grupo SM con los animales
CONT. Estudios previos han mostrado que la SM causa un aumento en los niveles de
CORT basales®®®%° y en respuesta al estrés®® aunque estos hallazgos aldn son
controversiales®’. Por otro lado, observamos que el aislamiento social causa un aumento en los

niveles basales de CORT que se revierte en los animales SM-AISL, lo cual podria ser
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congruente con la teoria del desajuste evolutivo. Esta teoria establece que “las
experiencias adversas durante la infancia desencadenan un proceso adaptativo que daria
como consecuencia un individuo con una mejor capacidad para adaptarse a un ambiente
adverso en la etapa adulta™?; sin embargo el aumento en la reactividad al estrés en los
animales CONT-AISL y SM-AISL observado en el presente trabajo contradice esta idea. A
este respecto, Biggio y colaboradores observaron que la SM atenua el efecto del
aislamiento social sobre los niveles basales de CORT y en respuesta a un episodio de
estrés por electroshocks en las patas. Estos resultados difieren de nuestras observaciones
en puntos importantes: los autores sugieren que la SM no afecta los niveles basales de
CORT en los adultos y que el aislamiento social disminuye la actividad del eje HPAS?,
mientras que nuestras observaciones sugieren que tanto la SM como el aislamiento social
aumentan la concentracién basal de CORT. Si bien, la descripcion de los efectos del
aislamiento social sobre los niveles de CORT difieren a lo largo de la literatura®263:64.65
existen numerosos reportes que indican que este estresor causa un aumento en la
concentracion basal de CORT tanto en machos como en hembras®6:67686968 Es mas, de
forma similar a nuestros resultados, se ha observado que los animales SM muestran un
aumento en la reactividad del eje HPA cuando se combina con un estresor crénico
impredecible®. Por otro lado, en el presente trabajo utilizamos un estimulo estresante
moderado: el estrés por nado; el cual, difiere de formas significativas al estimulo estresante
del electroshock. Esto, pudiera explicar, al menos parcialmente, las discrepancias entre
los estudios de Biggio y colaboradores y el nuestro.

SMy vulnerabilidad metabdlica

En general, el efecto de la SM sobre la vulnerabilidad metabdlica ha sido poco estudiado,
por esta razon se analizé el efecto de la SM sobre los marcadores de sindrome metabdlico
y posteriormente su interaccion con el aislamiento social. Observamos que la SM aumenta
la concentracion de glucosa en ayuno y el area bajo la curva de tolerancia a la glucosa, al
comparar Unicamente a este grupo con el CONT, y que los animales SM no logran
restaurar los niveles de glucosa 120 min después de la hiperglicemia. En conjunto, estos datos

sugieren que la SM causa resistencia a la insulina y vulnerabilidad metabdlica.

42



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

Estudios previos habian observado que la SM no modifica la concentracién de glucosa en
ayuno en machos?® ni hembras!?; esta discrepancia podria deberse a que los autores no
observan efecto de la SM sobre los niveles basales de corticosterona, la cual tiene un
importante efecto como modulador de concentracion de glucosa en sangre bajo

condiciones de estrés.

Efecto de la SMy el aislamiento social sobre la vulnerabilidad metabdlica

Adicionalmente, al realizar el analisis de varianza de todos los grupos observamos que la
concentracion de glucosa en ayuno del grupo SM-A fue significativamente mayor que en el
resto de los grupos. Esta evidencia podria sugerir que, de forma opuesta a lo observado
en las concentraciones basales de CORT el aislamiento social aumentaria el efecto de la

SM en condiciones de ayuno.

En la prueba de tolerancia a la glucosa observamos que Uunicamente el grupo CONT logro
restaurar los niveles de glucosa a concentraciones similares a su basal al cabo de 120
minutos; no obstante, no encontramos diferencias significativas al analizar el area bajo la
curva de glucosa de los diferentes tratamientos. Esto sugiere que tanto la SM, como el
aislamiento social causan alteraciones en la tolerancia a la glucosa, las cuales podrian ser
indicativas de resistencia a la insulina. Aunque, dado que solamente el grupo SM mostré
diferencias significativas respecto al CONT en el punto de 120 min, podemos concluir que
el efecto del aislamiento es menor que el de la SM. Estudios previos realizados por el
grupo de Brunton y colaboradores mostraron que la exposicion al estrés prenatal, el cual es
considerado un modelo de bajo peso al nacimiento, se relaciona con una desregulaciéon de
la homeostasis de la glucosa™. De la misma forma que los resultados obtenidos en
nuestro trabajo, Brunton y colaboradores no observaron cambios en la concentracion de
glucosa en ayuno en los animales sometidos a estrés prenatal, pero si un aumento en la
concentracion de glucosa 15 min. después de la hiperglicemia; no obstante, a diferencia
de lo observado en el en el grupo SM y SM-A, los animales sometidos a estrés prenatal
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logran restaurar los niveles de glucosa 120 min después de la hiperglicemia. Esto sugiere
gue la ventana de desarrollo postnatal es un periodo de vulnerabilidad importante para la
programacion de la respuesta metabdlica y que las consecuencias de la exposicion al

estrés durante este periodo podrian ser mayores.

Por otro lado, estudios previos han demostrado que la SM causa desordenes alimenticios
cuando se presenta en combinacion con estresores metabolicos como la dieta
obesogénical! o sociales como el aislamieto®?, las cuales se acomparian de aumento en la
conducta tipo depresiva y de los niveles de CORT. En el presente trabajo hipotetizamos
gue estas alteraciones podrian estar relacionadas con un aumento en los marcadores de
sindrome metabdlico como la concentracion de glucosa en ayuno, triglicéridos y
colesterol. Sin embargo, de forma opuesta a lo esperado, no observamos efecto de la SM
o el aislamiento social sobre estos parametros; en cambio, confirmamos las
observaciones realizadas por Jahng y colaboradores donde los animales SM-A muestran
un aumento en el peso corporal, probablemente debido a un aumento en el consumo de
alimento!4, Jahng y colaboradores han propuesto que el mayor consumo de alimento
observado en los animales SM podria estar relacionado con alteraciones en las vias de
recompensa dopaminergicas y en consecuencia un patron de alimentacion compulsiva
causado por un aumento en la conducta de ansiedad; lo cual, a largo plazo aumentaria la

vulnerabilidad metabdlica.

Adicionalmente, observamos un aumento en el porcentaje de tejido adiposo perigonadal
en los animales SM-A respecto al grupo CONT-A pero no respecto al grupo CONT ni SM.
De forma similar, Paternain y colaboradores observaron que el estrés inducido por la SM
previene el aumento en el contenido de tejido adiposos peri-gonadal inducido por la dieta
obesogénica en hembras; sin embargo no observan diferencias entre el grupo control y

SM en condiciones de alimentacion estandar!?l.

En conjunto, podemos sugerir que el estrés crénico por separacion maternal y el
aislamiento social en la adolescencia aumentan la vulnerabilidad al estrés y la
vulnerabilidad metabdlica de forma diferencial; sin embargo ain es necesario evaluar la
progresion de estos factores durante periodos de tiempo mas largos, o en condiciones de

estrés mas severo.

44



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia

CONCLUSION.

El estrés crénico por separacion maternal y el aislamiento social en la adolescencia aumentan

la respuesta al estrés y la vulnerabilidad metabdlica de forma diferencial.
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SM
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CONT
CONT-A
GC
CORT

HPA

ANOVA
SNC
CRH
PVN
ACTH
cHDL
PA
ECV
OMS
DM
DMT1
DMT2

DMG
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LISTA DE ABREVIATURAS

Separacion Maternal
Separacion Maternal Aislado

Control

Control Aislado

Glucocorticoides

Corticosterona

Hipotalamo Hipofisis Glandulas Suprarrenales
Dia Postnatal

Andlisis de Varianza

Sistema Nervioso Central

Hormona liberadora de Corticotropina
Nucleo Paraventricular

Hormona Adrenocorticotropa
Lipoproteinas de alta densidad
Presion Arterial

Enfermedad Cardiovascular
Organizacion Mundial de la Salud
Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus Tipo 1

Diabetes Mellutus Tipo 2

Diabetes Gestacional
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GLUT Proteina transportadora de Glucosa
GH/IGH Hormona de Crecimiento Hormona
TSH estimulante de la tiroides Acido
EDTA Etilendiaminotetraacético
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Por sus siglas en inglés

Early life stress Estrés durante las etapas tempranas de la vida
EGIR European Group for the Study of Insulin Resistance
ATP-1lI Adult Treatment Panel IlI

NCEP National Cholesterol Education Program
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