UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez”

Division de Estudios de Postgrado

TESIS

“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN
HIPOCAMPO DE RATAS”

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS DE LA SALUD

PRESENTA:

1.B.Q. Diana Itzel Talavera Mondragén

Directora de tesis: D. C. Bertha Fenton Navarro

Co-Directora: D. C. Luz Torner Aguilar

Morelia Michoacan, a junio de 2022



“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

Este trabajo de tesis se realizé en el Laboratorio de Glicobiologia de la Division de Estudios
de Posgrado en la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” de la
UMSNH. Y en el Centro de Investigacion Biomédica de Michoacén (CIBIMI) IMSS, bajo la

asesoria de la D en C. Bertha Fenton Navarroy la D en C Maria de la Luz Torner Aguilar.

Apoyado por:
CONACYT beca No. 64885




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

COMITE TUTORAL.

Presidente: D.C. José Miguel Cervantes Alfaro.
Vocal 1: D.C. Bertha Fenton Navarro.

Vocal 2: D.C. Maria de la Luz Torner Aguilar.
Vocal 3: D.C Marcia Gauthereau Torres.

Vocal 4: M.C. Manuel Lopez Rodriguez.




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

DEDICATORIA

A mis padres, por haberme guiado hasta este punto de mi vida en el que finalizo una etapa muy
importante para mi. Este grado de maestra en ciencias de salud es de ellos, por apoyarme y
alentarme a seguir siempre adelante.

A mi hermano que siempre ha estado para mi cuando necesito su apoyo.

A mi novio, Alberto, por apoyarme, escucharme, alentarme, acompafiarme, quererme y siempre
estar para mi.

A mi abuelita Coco, porque estuvo conmigo desde un inicio y me hubiera encantado que estuviera
al finalizar.

A mis abuelitos, tios, amigos y todos los que contribuyeron a formar la gran persona en la que me
he convertido.

Y sobre todo a Dios que sin el no podria haber logrado este titulo y alcanzar las metas que hasta el
dia de hoy he alcanzado.




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

Indice
INDICE DE FIGURAS ... .ottt sttt te e s tae s eesste e te e teesbeessaesstessteesseesseesseesnsesnseenseensenns iii
INDICE DE TABLAS. ...ttt ettt sttt s s s e s s sen st essesses s s eeeneseesnesens iv
RESUMEN. . ...ttt e e et e e e te e e aeeesa s e e eabaeeaateeasseeeseaeansesassseesnseeeseeeensaeennees v
AN = 3 I ¥ O PSR Vi
1 INTRODUGCCION ...ttt sttt s s e s st san et ansstssnesessaneeeas 1
1.1 CONCEPLO T8 BSLIES.....cueiiiieieeie ettt te ettt e s et s s e s beetesneesteeneanaesnaeneeas 1
I O T g o [=] o0 [T o (- USRS 1
1.3 THPOS 0B BSEIES .....eeciiceie ettt ettt ettt e et e e s ae et e s se e s beesteaaeentaenneeneenreeneeas 2
1.4 FiSiOlOgia del BSLIES .......cveiieieiieie ettt sttt eere e nra e 3
1.5 HIPOCAMPO 1.ttt bbbttt bbbt bbbt e et bbbt 6
1.5.1 Regulacion del eje HPA por medio del hipocampo .........ccooveereireineiniereeeeeeee e 6
1.6 EStrES POSINALAL......c.icieiiieiece ettt nraeae s 8
1.7 Estrés vital temprano en NUMANOS...........ooeiiireiniie e 11
1.8  Relacion entre estrés postnatal sobre estrés oXidativo ...........c.ccceveiviiveiiererienienese s 12
I T o - To [ ToF: 1 TSyl 11 o] £ SSR 13
1,10 ESrES OXIUALIVO ....vcveeeieeiciie ettt ettt nresnennenneens 14
111 SiStema @NtIOXIOANTE ......ocveiviiieieieiieieie ettt ereenes 15
2 ANTECEDENTES.... ... oottt sttt stte e st s bt e e s te e e et e e s steeenbeeesnseesnseeenneeesnseeesnseenn 18
3 JUSTIFICACION. ..ottt 21
4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt sttt 23
B HIPOTESIS. ...ttt st st et e et e e s b e e s beesaeesabesabeenbeebaesbeesaeesaseensenn 24
IO = 0 I Y 1 TSP 24
6.1 ODJELIVO GENEIAL ..o 24
6.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. ....cviiiiiiiiciice ettt 24
7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL .oooi ettt stre st e s vee e st e s e e e e s naeesnnee s 25
0 R |V =L =T 4 - LSOO 25
T ¥ (=1 (oo [0 TSRO PRTR 25
7.2.1 Recoleccion de tejido cerebral (hipocampo) para la cuantificacion de enzimas antioxidantes.28
7.2.2 Homogenizacion del hipocampo y determinacion de proteinas totales. .........ccccoecevvervevenenne. 28
7.2.3 Actividad de 1as enzimas antioXidanteS...........ecueeeirirerererereieieee e 29
7.3 ANALISIS ESTAUISTICO ... ecueeiireeieciiesie ettt te e re et re e nne e e 31

Pagina | i




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

8 RESULTADOS ...ttt sttt b st e e s bbbt et e bt s bt e et ab e e nesbesreeresreenee 32
O DISCUSION ..ottt s ettt assaesaesaens 50
10 CONCLUSIONES ..ottt s 60
11 REFERENCIAS BIBILOGRAFICAS.......c.cooiviieteeteetsetseese s 62

Pagina | ii




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Activacion del sistema nervioso autbnomo bajo situaciones de estrés....... iError! Marcador no
definido.

Figura 2. Activacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) bajo condiciones de estrés. ...... iError!
Marcador no definido.

Figura 3. Activacion de los receptores de glucocorticoides (GR).............. iError! Marcador no definido.
Figura 4. Esquema de metodologia. (grupos ontrol en condiciones basales y control en condiciones de

L () IO ST USSP PR UTO PO URRPRRPRN 26
Figura 5. Esquema de metodologia. Grupos de SM en condiciones basales (estrés cronico) y SM estrés

(S Lo VLo (O TR =] (I o (0] 1T ) RSP 27
Figura 6. Esquema de la metodologia general del proyecto....................... iError! Marcador no definido.
Figura 7. PeSo (g) 08 Crias U8 FALAS........c.cciiieerieiteiiesieeteeste sttt este s e sre s e e e steeraesbesreeseesteeseesresteeeesreeneesrens 32
Figura 8. Comparacion de la actividad de superoxido dismutasa (SOD) en Mmachos............cccevrerirvennnen. 33
Figura 9. Comparacion de la actividad de superoxido dismutasa (SOD) en hembras. ..........ccccoceevrennnen. 33
Figura 10. Actividad de superoxido dismutasa (SOD) en hipoCampoO. ........cccerurirririeieneriseiese e 34
Figura 11. Comparacion de la actividad de catalasa (CAT) €N MAChOS. .........ccorvirriiieiireineireeeeene 35
Figura 12. Comparacion de la actividad de catalasa (CAT) en hembras. .........cccccoeviivivciieccne e, 35
Figura 13. Actividad de catalasa (CAT) en hipoCampO. ......c.coeiiiiieiiiicic e e 36
Figura 14. Comparacion de la actividad de glutatién peroxidasa (GPX) en machos. ..........ccccceevevvevenenn, 37
Figura 15. Comparacion de la actividad de glutatién peroxidasa (GPX) en hembras..........cc.ccoevevvevenenn. 38
Figura 16. Actividad de glutation peroxidasa (GPX) en hipocampo. .........ccocevrrirninnieneineiese e 39
Figura 17. Comparacion de la actividad de glutation reductasa (GSH) en machos.. .........cccoovevveriinnen. 40
Figura 18. Comparacion de la actividad de glutation reductasa (GSH) en hembras. ..........ccccccoveriiennnen. 40
Figura 19. Actividad de glutation reductasa (GSH) en hipocampos. ........ccooveirrinriieieneiseese e 41
Figura 20. Comparacion de la actividad de glutatién transferasa (GST) en machos. ..........ccocveveivenenenn, 42
Figura 21. Comparacion de la actividad de glutatién transferasa (GST) en hembras. .........cccccoeeevvevennene, 43
Figura 22. Actividad de glutation transferasa (GST) en hipoCampPO. ......ccccovveviiiiieie s, 44
Figura 23. Comparacion de la cuantificacion de FRAP en machos. ..o 44
Figura 24. Comparacion de la cuantificacion de FRAP en hembras...........coccvveinniiiineninenseeeen 45
Figura 25. Actividad de la capacidad de reduccidn férrica del plasma (FRAP) en hipocampo.................. 46
Figura 26. Comparacion de la cuantificacion de MDA en Machos...........ccourviiiiriiniinee e 47
Figura 27. Comparacion de la cuantificacion de MDA en hembras. ..., 48
Figura 28. Actividad del malondialdehido (MDA) en hipoCampoO........ccccccvveeieiiiiieieieece e 49
Figura 29. ESQUEMA 0 FESUITAUOS. .......cviiviiieieite ettt ettt st be s e sresbe e sbeeteebesreeneesre e 61

Pagina | iii



file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261109
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261110
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261111
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261114
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261115
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261116
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261117
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261118
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261119
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261120
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261121
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261122
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261123
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261124
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261125
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261126
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261127
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261128
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261129
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261130
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261131
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261132
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261133
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261134
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261135
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261136
file:///C:/Users/diana/Desktop/Maestría/Tesis/Efecto%20del%20estrés%20postnatal%20sobre%20el%20estrés%20oxidativo%20en%20el%20hipocampo%20de%20ratas.%20Diana%20Talavera%20070422%20fig.docx%23_Toc100261137

“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Resumen de resultados de las actividades de las enzimas antioXidantes..........ccceeeeveeevvvveeeeeeerne 49

Pagina | iv




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

RESUMEN

El estrés postnatal provoca consecuencias negativas en el desarrollo cerebral y neuroendocrino del
individuo, las cuales se asocian con un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) y la capacidad de defensa de los antioxidantes fisiologicos. Objetivo: Evaluar las
actividades de enzimas antioxidantes y parametros de estrés oxidativo en hipocampo de crias de
ratas en presencia de estrés agudo y crénico postnatal. Metodologia: Se utilizaron crias de ratas
Sprague Dawley, teniendo 4 grupos: Control basal (CB), Control estrés (CE), SM basal (SMB) y
SM estres (SME). Cada grupo se dividio en machos y hembras. Al grupo CB se mantuvo con la
madre hasta el dia postnatal (PN) 14 y al grupo de SM le fueron separadas las crias de las madres
3h diarias del PN 1-14, eutanizando ambos grupos el PN15 en condiciones basales. Los grupos CE
y SME, fueron estresados por SM 3h previo a la eutanasia (PN15). Posteriormente se extrajo el
hipocampo, se congelo a -70°C y se homogenizo para determinar proteinas totales y cuantificar la
actividad de las enzimas antioxidantes utilizando métodos colorimétricos. Resultados: Al realizar
las comparaciones entre condiciones basales: se obtuvo una diferencia significativa entre las
enzimas CAT, FRAP y MDA en ambos sexos; GSH y GST en hembras. Al realizar las
comparaciones en condiciones de estrés, se presentd diferencia significativa entre CAT y MDA en
ambos sexos; GSH, GST Y FRAP en hembras; GPX en machos. Ademas de que se observo una
diferencia significativa entre los grupos CE y SME en GPX, GSH y GST en machos y MDA en
ambos sexos. Conclusion: La actividad de las enzimas antioxidantes se encuentran disminuidas
debido al estrés postnatal causado por SM en el hipocampo de crias de ratas, o que estara

provocando un estado de estrés oxidativo en el organismo.
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ABSTRACT

Postnatal stress causes negative consequences in brain and neuroendocrine development of the
individual, which are associated with an imbalance between the production of reactive oxygen
species (ROS) and the defense capacity of physiological antioxidants. Objective: To evaluate the
activities of antioxidant enzymes and oxidative stress parameters in hippocampus of rat pups in the
presence of acute and chronic postnatal stress. Methodology: Sprague Dawley rat pups were used,
having 4 groups: Basal control (BC), Control stress (CS), SM basal (SMB) and SM stress (SMS).
Each group was divided into males and females. The BC group was kept with the mother until
postnatal day (PN) 14 and the SM group was separated from the mother 3h daily from PN 1-14,
euthanizing both groups on PN 15 under basal conditions. The CS and SMS groups were stressed
by SM 3h prior to euthanasia (PN15). Subsequently, the hippocampus was extracted, frozen at -
70°C and homogenized to determine total proteins and quantify the activity of antioxidant enzymes
using colorimetric methods. Results: When comparisons were made between basal conditions: a
significant difference was obtained between CAT, FRAP and MDA enzymes in both sexes; GSH
and GST in females. When comparisons were made under stress conditions, there was a significant
difference between CAT and MDA in both sexes; GSH, GST and FRAP in females; GPX in males.
In addition, a significant difference was observed between the CS and SMS groups in GPX, GSH
and GST in males and MDA in both sexes. Conclusion: The activity of antioxidant enzymes is
decreased due to postnatal stress caused by SM in the hippocampus of rat pups, which will be

causing a state of oxidative stress in the organism.

Palabras clave: Especies reactivas de oxigeno, estrés oxidativo, separacién maternal, estrés
postnatal, enzimas antioxidantes.
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1 INTRODUCCION
1.1 Concepto de estrés

El interés por el estudio del estrés ha cobrado particular relevancia en el Gltimo siglo; si bien no es un
fendmeno exclusivo de la actualidad, en los Gltimos tiempos se ha posicionado como uno de los
principales problemas de salud tanto fisica como mental de los individuos (Spangenberg-Morelli,
2015). La expresion del término estrés es utilizada por primera vez en el afio 1926 por Selye. En su
acepcion inicial estrés significa respuesta a algun estimulo o agente que producia dicha reaccion, al
cual se le denomino estresor (Estr et al., 2006), que forma parte de la vida de cualquier persona, pero

Si su presencia es excesiva puede ser dafiino para la mente y el cuerpo (Capdevila, 2005).

El estrés es una respuesta natural y necesaria para la vida y para la supervivencia. Cuando esta
respuesta natural aparece en exceso se produce una sobrecargada de tensidn esto repercute de manera
negativa en el organismo, provocando la aparicién de enfermedades y anomalias patologicas que

impiden el desarrollo y funcionamiento normal del ser humano (Estr et al., 2006).

1.2 Origen del estrés

El estrés ocurre cuando los cambios en el medio externo o interno son traducidos por el organismo
CcoOmo una amenaza a su propia homeostasis. La habilidad del organismo de ejecutar la respuesta
apropiada a cambios ambientales potencialmente estresantes estd estrechamente ligada entre el
correcto reconocimiento del cambio ambiental y la activacion de la respuesta de estrés
(Stojanovich, 2010).

La mayoria de los cambios evolutivos se ven acompafiados por la relacion entre un entorno fuera
del rango normal que experimenta una poblacién (entorno estresante) y los cambios que se
presentan en los organismos ya sean, morfologicos, fisiolégicos o comportamentales
(Hallgrimmsson &Hall, 2005).

Para describir las reacciones adaptativas del organismo que afronta alguna demanda la cual supone
una amenaza en el estado de homeostasis, Selye propone el sindrome general de adaptacion, en el

cual los procesos adaptativos son explicados en tres fases tedricas consecutivas las cuales son:
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1. Fase de alarma: Se da frente a un estresor en la cual se produce un incremento generalizado
de las fuerzas defensivas del organismo provocado por una estimulacion del sistema
nervioso que prepara al organismo para una reaccion de lucha.

2. Fase de resistencia o adaptacion: En la cual se continua el estimulo, ocurre un proceso de
adaptacion a nivel de los tejidos del organismo que deben intensificar su actividad funcional
caracteristica para que el cuerpo pueda operar en funcién de las exigencias del estresor.

3. Fase de agotamiento. La cual se lleva a cabo si la exposicion al estresor continla, aqui el
organismo pierde la capacidad de adaptacion adquirida y el ser vivo entra en fase de
agotamiento, la cual se va a prolongar en tanto el estresor sea lo suficientemente severo y
aplicado por el tiempo necesario (Estr et al., 2006).

La habilidad de eliminar el estresor activamente mediante la relocalizacién o la evitacion requiere
la evolucion de la habilidad que detecta o anticipa los cambios estresantes y el reconocimiento o
memoria de las estrategias o ajustes exitosos para evitarlos; estas estrategias se dan cuando los
eventos estresantes son predecibles, prolongados y frecuentes en relacion a los tiempos

generacionales de los individuos (Stojanovich, 2010).

1.3 Tipos de estrés

Segun el tiempo que dura la respuesta fisiologica se puede dividir en:

- Agudo: Este sucede cuando el organismo pide una respuesta intensa, pero de muy breve
duracién. Esto ocurre cuando el factor estresante deja de estar presente y asi los mecanismos
de retroalimentacion garantizan que la respuesta al estrés finalice (OIff, 1999).

- -Crdnico: La respuesta es menor pero dura un mayor periodo de tiempo. Esto ocurre cuando
el factor estresante persiste por largos periodos de tiempo y las respuestas fisiologicas que

son adaptativas a corto plazo se transforman en dafiinas a largo plazo (OIff, 1999).

Durante el estrés agudo, se producen respuestas fisiologicas adaptativas, como el aumento de la
secrecion de hormonas adrenocorticotropas, principalmente el cortisol, pero las respuestas
excesivas 0 prolongadas, que es lo que ocurre en el estrés cronico pueden tener efectos nocivos en

el eje HPA y esto puede desencadenar una serie de enfermedades psicologicas ( Juruena, 2011).

La exposicion prolongada a los glucocorticoides estd provocando la supresion en funciones

importantes del sistema inmunitario y por esto aumenta la susceptibilidad a infecciones y
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enfermedades. También se ha relacionado a los niveles altos de glucocorticoides con la atrofia de
dendritas de las neuronas del hipocampo, por esto el estrés cronico dafia una parte del cerebro que
es especialmente importante para el almacenamiento de recuerdos y memoria (Hill, 2009). Ademas
el estrés cronico en fase de agotamiento genera una hipercolesterolemia crénica la cual se ha
demostrado que en el animal puede ser neurotdxica para las estructuras cerebrales vulnerables

como el hipocampo (Duval, et al. 2010).

Esta neurotoxicidad se manifiesta al nivel del hipocampo por una atrofia de las neuronas
piramidales CA3 del cuerno de Amon y una disminucion del volumen y del nimero de neuronas
del giro dentado. Esta atrofia en el hipocampo secundaria al estrés cronico tiene una serie de

consecuencias las cuales son:

1. Disminucion de la neurogeénesis.

2. Aumento de la excitotoxicidad (glutamato) debido a una pérdida glial.

3. Disminucion de la neuroplasticidad.

4. Disminucion del volumen del hipocampo relacionado con la duracion e intensidad de la

depresién (Duval, et al. 2010).

1.4 Fisiologia del estrés

Las principales vias activadas por los factores de estrés son el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), constituye uno de los principales sistemas endocrinos que mantienen la homeostasis cuando
el organismo se ve sometido a un reto o a un estrés (Baes et al., 2014) y el sistema nervioso
autonomo (SNA) el cual es el encargado de “la respuesta de emergencia” generalmente en el estrés

agudo (Ader et al., 1995).

El SNA tiene dos divisiones, el sistema nervioso parasimpatico (PNS), el cual controla las
funciones involuntarias en reposo, como pueden ser la digestion y el ritmo circadiano y el sistema
nervioso simpatico (SNS), el cual reacciona en situaciones de amenaza y provoca un aumento de
los procesos involuntarios que se requieren para responder a las amenazas fisicas. En respuesta a
los factores de estreés, el hipotalamo secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y a la
arginina vasopresina (Won & Kim, 2016). Las fibras del SNS liberan el neurotransmisor
norepinefrina en varios drganos, incluida la médula suprarrenal, esto provoca la liberacion de

epinefrina o adrenalina en el torrente sanguineo, aumentando las tasa cardiaca, respiratoria y el
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flujo sanguineo a los musculos para preparar al organismo para emitir las respuestas de lucha o
huida (Kemeny, 2003). La activacion del SNS estimula a su vez la liberacion de CRH por parte

del hipotalamo, creando un bucle de retroalimentacion bidireccional positiva (Reiche et al., 2004).

" 4— SNA

El eje HPA constituye uno de los
principales sistemas endocrinos que mantienen la homeostasis cuando el organismo se ve sometido

a un reto o a un estrés (Baes et al., 2014).

El sistema de estrés inicia en los nlcleos de la amigdala, los cuales, al ser activados, transmiten su
mensaje a las neuronas hipotalamicas a través de diferentes vias, activando al eje HPA, a través de
la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en la circulacion portal de la
hipdfisis por el nicleo paraventricular hipotalamico. En la hipoéfisis anterior, la CRH estimula la
sintesis de proopiomelanocortina, el cual es el precursor de la hormona adrenocorticotropina
(ACTH) en el torrente sanguineo (Faravelli et al., 2012). El aumento de ACTH circulante estimula
la liberacion de glucocorticoides de la corteza suprarrenal, siendo el cortisol el principal
glucocorticoide en humanos y la corticosterona en ratas. El cortisol se encarga de llevar a cabo la
retroalimentacion negativa, la cual se da al interactuar los glucocorticoides con sus receptores

ubicados en la hipofisis, el hipotalamo y el hipocampo (Baes et al., 2014).

Los efectos de estas hormonas sobre sus tejidos diana pueden detectarse luego de una hora del

inicio de la respuesta al estrés. Estos glucocorticoides refuerzan las acciones del sistema nervioso
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simpatico y tienen efectos metabdlicos adicionales que facilitan la liberacion de energia hacia la
sangre. Pasado el tiempo de estrés y regresando a su estado de homeostasis, las respuestas
simpaticas neuronales disminuyen y los glucocorticoides presentes en la circulacion general
ejercen retroalimentacion negativa sobre las células productoras de CRH y ACTH en el eje del
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (Hill, 2009).
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Ademas de impactar al sistema neuroendocrino las exposiciones a experiencias estresantes
pueden disminuir una serie de funciones inmunitarias, ejemplos de estas son la inhibicién de
diversas funciones de los linfocitos como son la capacidad de proliferar cuando se expone a
una sustancia ajena al organismo y ralentizar las respuestas inmunes integradas como puede ser
la coagulacion o cicatrizacion (Ader, 2014). Algunos de estos efectos inmunologicos de los
factores de estrés se deben a los potentes efectos supresores del cortisol sobra las células
inmunoldgicas, ya que son capaces de inhibir la liberacién de mensajeros como citocinas
(proteinas que se encargan de regular el funcionamiento de las células del sistema inmune) e

interferones (proteinas producidas por el sistema inmune como respuesta a agentes externos)
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haciendo que los linfocitos en circulacion respondan en menor intensidad a las sefiales de
alarma infecciosa (Dragos & Tanasescu, 2010). A su vez esta hormona es capaz de liberar a
diferentes citocinas proinflamatorias al momento de acoplarse a sus receptores de membrana,
las cuales ingresan al tejido nervioso alterando al eje HPA y al SNC lo que provoca cambios
de comportamiento que se asemejan a la enfermedad y también pueden estar asociados a la
depresion ya que se tienen una serie de alteraciones de aprendizaje y memoria, incapacidad de
placer, reduccién de la conducta social, alteraciones de suefios entre otros (Kemeny, 2003).
Estos efectos pueden explicar los cambios afectivos y cognitivos asociados a las enfermedades
inflamatorias y también se pueden explicar algunos sintomas depresivos asociados al estrés
(Maier & Watkins, 1998).

1.5 Hipocampo

El hipocampo es una extension de la parte temporal de la corteza cerebral. Se puede distinguir
externamente como una capa de neuronas densamente empaquetadas, que se curvan en una
estructura en forma de S en el borde del 16bulo temporal (Anand & Dhikav, 2012). Se encuentra
por pares en el cerebro, son regiones Unicas y vitales las cuales se encuentran en los hemisferios
cerebrales; en el lado izquierdo, dominante, ejerce la funcion del aprendizaje y la memoria verbal

y en el lado derecho, no dominante, ejerce la memoria no verbal (Duvernoy, 2013).

El hipocampo consta de dos partes las cuales son el hipocampo y el giro dentado, ambas partes
estan separadas por el surco del hipocampo y se curvan entre si (Anand & Dhikav, 2012). Es
considerado la principal estructura especializada en la memoria, sus propiedades funcionales hacen
gue esta estructura sea adecuada para una variedad de habilidades cognitivas y comportamientos,
incluyendo la percepcién de orden superior y lenguaje (Hannula & Duff, 2017). Esta region
cerebral esta dividida en tres regiones, CAl, CA2 y CA3 la cuales en conjunto forman el bucle

trilaminar el cual es el centro de procesamiento de la memoria a largo plazo.

1.5.1 Regulacion del eje HPA por medio del hipocampo

La regulacion de los niveles de cortisol se lleva a cabo por medio de una retroalimentacion del eje

HPA, cuando este eje se encuentra activado de una manera anormal se da un aumento de los niveles
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circulantes de cortisol, generando diversas enfermedades entre ellas la depresion (Mario F. Juruena,
2014). Esta regulacion se lleva a cabo a través de dos subtipos de receptores intracelulares que se
encuentran en el hipocampo, denominados: receptores de mineralocorticoides (MR) y receptores
glucocorticoides (GR) (Kloet et al., 1998). El receptor de tipo | (MR) se encuentra limitado y con
una densidad relativamente alta en el hipocampo y en sitios sensoriales y motores fuera del
hipotalamo, mientras que los receptores de tipo 11 (GR) se encuentran de una manera mas amplia,
estando presente en el hipocampo, la amigdala, el hipotdlamo y en cuerpos celulares

catecolaminérgicos del tronco cerebral (Arriza et al., 1988).

Estos receptores se localizan en el citoplasma y en respuesta a la union del ligando, en este caso
las hormonas esteroideas, se translocan en el nicleo donde regulan la expresién de ciertos genes al
unirse a elementos especificos de respuesta hormonal (HRE) en sus regiones reguladores (Dallman
etal., 1987).

Los receptores de tipo | participan en el control de la expresion basal de CRFy AVP y en el control
de la secrecion maxima de ACTH y los receptores de tipo Il participan en el control de la secrecién
de ACTH inducida por el estrés (Baes et al., 2014). El mecanismo de accion de los receptores se
basa en el modelo de “trafico nucleocitoplasmico” (como se muestra en la Figura 3), en donde el
GR en su forma “no activada” se encuentra en el citoplasma asociado con un complejo
multiproteico de proteinas chaperonas (Spencer et al., 1998), conformado por: dos moléculas de
hsp 90, una hsp 70, una hsp 56 y una inmunofilina (Kloet et al., 1998). Tras unirse a los esteroides,
el GR sufre un cambio en su conformacion, se disocia del complejo de las proteinas HSP y se
traslada del citoplasma al nucleo, donde se une a los elementos de respuesta a los glucocorticoides
(GRE) en el ADN o interactian con otros factores de transcripcion. Los elementos de respuesta
pueden conferir una regulacion positiva o negativa a los genes a los que se unen (Guiochon-Mantel
etal., 1996). EL GR activado no puede volver a unirse al ligando ya que requiere volver a asociarse
con el complejo de las proteinas HSP para mantener al receptor en un estado conformacional
receptivo a la hormona. Los receptores GR tienen una baja afinidad, pero una alta capacidad para
el cortisol por esto a concentraciones basales de cortisol, la retroalimentacion negativa esta mediada
principalmente por el MR en hipocampo, mientras que bajo condiciones de estrés y por lo tanto
altas concentraciones de cortisol, el receptor GR en el hipocampo se encargan de llevar a cabo la

retroalimentacion (Mario F. Juruena, 2014). La activacion del GR es necesaria para la regulacion
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por retroalimentacion del HPA cuando los niveles de glucocorticoides son elevados, pero el MR
también desempefia un papel importante al modular la regulacion dependiente del GR (Spencer et
al., 1998). Por esto el equilibrio de estos efectos mediados por el MR y el GR en el sistema del

estrés son muy importantes para el correcto funcionamiento del eje HPA (Kloet et al., 1998).

Alteraciones negativas o positivas
de los genes de transcripcion

Traslocacion

N
.

1.6 Estrés postnatal

Las primeras dos semanas de vida en los roedores son esenciales para el desarrollo de la mayor parte
de los sistemas que subyacen a la expresion de respuestas neuroendocrinas, emocionales y cognitivas.
A este periodo se le conoce como periodo de hiporrespuesta al estrés (SHRP) el cual es un periodo
de intenso cambio celular en donde la actividad del eje HPA muestra un bajo perfil hacia factores
estresantes (O’Mahony et al., 2011), minimizando la exposicion del cerebro a corticosteroides,
teniendo niveles bajos de ACTH (Schmidt et al., 2003). Este periodo de hiposensibilidad en las ratas
se mantiene gracias a componentes especificos del cuidado materno, como son el lamido,
acicalamiento y la entrega de leche en el intestino (Gunnar & Quevedo, 2007), cabe destacar que para
él bebe mamifero, la madre es la fuente y el modulador méas importante de la estimulacion (M. A.
Hofer, 1984). Durante el periodo postnatal temprano, las ratas dependen de la madre para obtener

calor, alimento y excrecion de residuos corporales (O’Mahony et al., 2011), ademas de ser importante
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para la correcta nutricion de la cria, la cual necesita la estimulacion tactil para mantener los niveles
basales de actividad de las enzimas de crecimiento como son la ornitina descarboxilasa (ODC) asi
como los niveles de la hormona de crecimiento (GH) (Kuhn et al., 1990) y lo que es méas importante
se han estudiado que estos cambios en la relacion madre-hijo pueden estar afectando a la funcion y

la estructura neuroquimica del cerebro (Cirulli et al., 2003).

La separacion y el aislamiento de la madre durante el SHRP desde los dias postnatales 3 al 14 activa
al eje HPA lo que estara provocando un hipercorticosteronemia. En los modelos de roedores, este
aumento de corticosterona se encuentra perjudicando a los mecanismos de afrontamiento del estrés
en la rata adulta (Mishra et al., 2019). La separacion maternal se considera un inductor de estrés al
cual se le conoce como estrés postnatal (Delgado, 2017). Cuando las crias son sometidas a este
estresor provoca un descenso de la temperatura corporal y el aumento de la emision de vocalizaciones
ultrasonicas, las cuales van desde 30 — 150 kHz lo que quiere decir que son indetectables al oido
humano, se tratan de Ilamadas de socorro para estimular el comportamiento y busqueda de la mama
(Myron A. Hofer & Shair, 1978), las crias al ser devueltas al nido aumentan los cuidados maternos,
es decir los lamidos y la lactancia lo que da lugar a una alteracién aguda en lugar de cronica de la
busqueda del cuidado materno por parte de las crias (Pryce et al., 2001). Tanto las manipulaciones
que alteran el lamido y el acicalamiento como las variaciones normales del cuidado materno producen
alteraciones a largo plazo en el eje HPA y en el comportamiento emocional (Gunnar & Quevedo,
2007). Ademas, existe una gran cantidad de evidencias sobre el efecto negativo del estrés cronico
sobre la neurogénesis y sobre la plasticidad sinaptica. Mas especificamente al someter a las crias a un
estado de estrés postnatal estos presentan en su adultez un sistema HPA disfuncional, manifestando
cambios emocionales debido al mal funcionamiento del sistema de retroalimentacion de los

glucocorticoides (McEwen,2012).

La relacion maternal y sus efectos sobre el desarrollo de las crias ha sido estudiada mediante el uso
de protocolos animales de manipulacién postnatal (Rodriguez & Gémez, 2012). Se ha demostrado
que las alteraciones en la experiencia de las ratas durante el periodo postnatal temprano pueden tener
consecuencias duraderas en la capacidad de respuesta al estrés (O’Mahony et al., 2011). Estos
estudios se han realizado utilizando el modelo de separacion maternal (SM), el cual se basa en el

hecho de que las manipulaciones de la relaciéon madre-hijo en los primeros afios de vida tienen
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consecuencias a largo plazo en las respuestas neuroendocrinas y de comportamiento de la cria (Cirulli
et al., 2003). Ademas de que estos animales sometidos a este estrés temprano tienen una tendencia a
desarrollar diferentes enfermedades en la vida adulta, inclinAndose més hacia los trastornos de

ansiedad y depresion (O’Mahony et al., 2011).

En estos modelos se altera el tiempo de separacion de las crias con sus madres y se evallla como esta
separacion afecta los futuros desempefios en pruebas de comportamiento y funcionamiento
neuroendocrino. Estos estudios han aportado grandes conocimientos sobre las consecuencias

neurobioldgicas y conductuales de las experiencias de la vida temprana (Rodriguez & Gémez, 2012).

En los estudios de separacion maternal, la duracién de la separacion se utiliza para simular diferentes
entornos ambientales; cuando se trata de simular un entorno benéfico, relacionado con efectos
positivos en el comportamiento y proteccion contra influencias negativas, las crias se someten a
separaciones por periodos de tiempo mas cortas, es decir, de minutos en lugar de horas (Nylander &
Roman, 2013). Por el contrario, cuando se trata de simular un entorno de riesgo, relacionado a
condiciones adversas que provocaran consecuencias negativas se utilizan periodos mas largos de
separacién maternal. Afectando las interacciones sociales y sensoriales tempranas entre la madre y
la cria que son vitales para el desarrollo normal de las neuronas y el comportamiento (Nylander &
Roman, 2013). Este procedimiento fue estudiado por Plotsky y Meaney (1993) el cual se basa en
separar a las crias de sus madres durante 180 minutos al dia desde los dias 2 al 14 de su vida, haciendo
alusién a lo que suceda en condiciones seminaturales, cuando las hembras subordinadas deben situar
sus nidos a cierta distancia de las fuentes de alimento y agua, lo que ocasiona periodos prolongados
de separacién de sus crias que van desde 2-3h (P.M. & M.J., 1993).

Al evaluar los efectos en las crias sometidas a SM sobre la reactividad al estrés fueron completamente
opuestos a los de la manipulacion materna de pocos min al dia. Al llegar a la edad adulta estos
animales sometidos al modelo de SM mostraron un aumento significativo de las respuestas
hipofisiarias y suprarrenales al estrés agudo (P.M. & M.J., 1993). Muchos estudios demuestran que
la SM prolongada se considera un entorno de riesgo que se asocia con el estrés en los primeros afos
de vida y que tendra consecuencias negativas mas adelante (Nylander & Roman, 2013). La SM

también provoco una disminucion de la unién de los receptores de glucocorticoides en el hipocampo,
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hipotadlamo y el cortex frontal lo que provoco un aumento en la retroalimentacion negativa lo que va
a provocar una mayor reactividad al estrés (Weaver et al., 2004). Ademaés de estos resultados se tienen
estudios los cuales sugieren que una exposicion prolongada al estrés en el los primeras semanas de
vida puede provocar un aumento en la ansiedad, reacciones de panico, depresion y alucinaciones en
la vida adulta (Mishra et al., 2019).

1.7 Estres vital temprano en humanos

Se ha demostrado que las experiencias de estrés en los primeros afios de vida estan asociadas a un
gran numero de trastornos psicoldgicos, especialmente la depresion y la ansiedad (Green et al., 2010),
a estas experiencias se les denomina estrés vital temprano (ELS) el cual incluye las diferentes
experiencias traumaticas que se producen en la infancia y que influyen negativamente en el desarrollo
infantil en todos los aspectos de su vida, es decir, conductual, emocional, social y cognitivo (Juruena
et al., 2020). Ejemplos de estas experiencias pueden ser la pérdida de los padres, enfermedad infantil,
violencia familiar, privacién de los alimentos, ropa, refugio y amor. El maltrato infantil se trata de un
problema social de primer orden, muy complejo que ademas de traer consecuencias psicolégicas
puede afectar gravemente la salud mental del nifio hasta la edad adulta (Martins et al., 2011).

Los estudios sobre el maltrato infantil y efectos que se producen a lo largo de la vida se asocian a una
serie de problemas de conducta en los nifios y adolescentes, los cuales pueden incluir
comportamientos internalizantes, como son la ansiedad, la depresion y la inhibicion y los
comportamientos externalizantes los cuales se pueden reflejar por la agresion, delincuencia y el
aumento del nivel de actividad (Murray et al., 2014). EI maltrato y la negligencia infantil son agentes
de alteracion del neurodesarrollo, los cuales dependen del momento en que se produzcan para causar
graves ‘“cicatrices” neuroldgicas en algunas estructuras, las cuales pueden hacer mas vulnerables a
algunos tipos de psicopatologias especificas como son el trastorno de ansiedad generalizada (TAG),
el trastorno de panico y algunas fobias (Carr et al., 2013). Se ha demostrado que, durante la primera
infancia y la adolescencia, se estan formando importantes estructuras cerebrales, por lo que las
consecuencias negativas que ocasionen los eventos traumaticos son duraderas y pueden permanecer
durante toda la vida (Juruena et al., 2020). Uno de los sistemas clave de respuesta al estrés es el eje
HPA, el cual constituye uno de los principales sistemas endocrinos que se encargan de mantener la
homeostasis del organismo cuando se encuentra frente a factores estresantes (Nemeroff, 1984). El
desarrollo del eje HPA y de las regiones cerebrales implicadas en su regulacion comienza en la etapa

prenatal y continla después del nacimiento, en esta etapa este eje encuentra muy sensible a los
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factores de estrés, de hecho, las respuestas al estrés del HPA se observan a partir de las 18-20 semanas
de gestacion (Gunnar & Quevedo, 2007). La ELS inducida por estresores prenatales, la separacion
maternal o el modelo de anidacion limitada, los cuales tienen en comun un cuidado materno
fragmentado, da como resultado una hiperreactividad del eje HPA en la edad adulta, la cual se
encuentra relacionada con el aumento de la sefializacion de la hormona ACTH y con el deterioro de
la retroalimentacion negativa mediada por el receptor de glucocorticoides (Van Bodegom et al.,
2017). De este modo la ELS es capaz de “programar” las respuestas neuroendocrinas, neuronales y
conductuales de un organismo al estrés (Van Bodegom et al., 2017). Se ha observado que los nifios
que han sufrido separaciones permanentes o de larga duracién de sus padres, muestran un eje HPA
hiperactivo con un aumento de las concentraciones de cortisol salival (Faravelli et al., 2012). Ademas
la ELS durante las etapas criticas de la maduracion del cerebro puede interrumpir procesos del
desarrollo especificos, como son la alteracion a los neurotransmisores, la transcripcion de genes o la
diferenciacion neuronal, lo que traera resultados aberrantes a la funcion del circuito neuronal a lo
largo de la vida (Chen & Baram, 2016).

1.8 Relacidn entre estrés postnatal sobre estrés oxidativo

El estrés postnatal puede ser un periodo persistente en el cual la activacion del eje HPA es mantenida
en el tiempo y se le considera un fenébmeno cronico (Zarate et al., 2014). Cuando la cria se encuentra
separado de la madre y no recibe los cuidados maternos necesarios, como son el acicalamiento y
contacto corporal, la cria experimenta un aumento en la metilacion del gen del receptor de
glucocorticoides GR en el hipocampo (Gunnar & Quevedo, 2007), por lo tanto habra una disminucion
en la a expresion de estos receptores, los cuales también se encuentran regulando la actividad de la
microglia, cuando estos receptores se ven alterados, la actividad de la microglia aumenta, provocando
un estado de excitotoxicidad neural por glutamato, debido a la apertura descontrolada de los canales
NMDA, aumentando el flujo de entrada de Ca* (Mogi et al., 2011). Este estado de excitotoxicidad
neuronal, estara a aumentando la actividad de la 6xido nitrico sintasa (ONS) y por lo tanto aumentara
la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) hasta producir un estado de estrés oxidativo
(Dragos & Ténasescu, 2010).
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1.9 Radicales libres

Un radical libre, también conocido como especie reactiva de oxigeno (ERO) es una molécula que en
su estructura atdbmica presenta un electron desapareado en la orbita final, teniendo como consecuencia
una configuracion altamente inestable (Mayor Oxilia, 2010).

Existen diferentes especies reactivas de oxigeno las cuales son:

e Anion superoxido (O2): Es producido por la cadena respiratoria mitocondrial, es altamente
reactivo y citotoxico formado por la reduccion parcial del Oz en dos sitios de la cadena

respiratoria (Hernandez-Saavedra, Daniel; McCord, 2008).

e Perdxido de Hidrogeno (H202): Como tal no es un radical libre, pero es una forma reactiva de
gran importancia, ya que posee la capacidad de generar al radical hidroxilo cuando se encuentra
en presencia de metales como el hierro (Corrales MSc & Mufioz Ariza, 2012).

e Radical Hidroxilo (HO): Es conocido por ser el mas reactivo. Este al unirse con las proteinas
puede causar modificaciones en casi todos los aminoacidos, formando enlaces covalentes entre
ellos e induciendo a la fragmentacidn de la cadena polipeptidica, produciendo una pérdida de la
funcion o una mayor susceptibilidad a las enzimas proteoliticas (Gonzélez-torres & Ortiz-mufiiz,
2000).

e Oxigeno Singlete (O2!): Este radical libre es producido por diferentes procesos como son la
fagocitosis, reacciones catalizadas por peroxidasas, entre otras. Se caracteriza por qué en su
estado molecular no tiene restricciones en la transferencia de electrones esto le da la caracteristica

de ser altamente reactivo.
La produccion de radicales libres en el organismo es un fendmeno que ocurre en situaciones normales,

pero al haber un desequilibrio entre su produccion y eliminacion es lo que provoca la aparicion de

una serie de patogenicidades (Paredes Salido & Roca Fernandez, 2002).
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1.10 Estrés oxidativo

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero este a su vez es la principal fuente de
radicales libres, que si no se neutralizan de manera adecuada puede tener efectos adversos sobre la

funcién celular (Mayor Oxilia, 2010).

El termino estrés oxidativo hace referencia a condiciones en las que las células se encuentran
expuestas a niveles excesivo ya sea de oxigeno molecular o de derivados quimicos del oxigeno a los
que se le conocen como especies reactivas de oxigeno (Zalba et al., 2003). En términos quimicos el
estrés oxidativo es un aumento negativo en la reduccién del potencial celular o una disminucién en
la capacidad reductora de los pares redox como el glutation. Los efectos de este tipo de estrés
dependen de la magnitud de esos cambios es decir de la capacidad que tiene la célula de superar estas
pequefias perturbaciones para asi poder recuperar su estado original; una exposicion a estrés oxidativo
severa puede provocar la muerte celular, una exposicién moderada a la oxidacion puede desencadenar
apoptosis, por el contrario, si esta exposicion es muy intensa puede provocar necrosis celular (Paredes
Salido & Roca Fernandez, 2002).

Durante la Gltima década se ha puesto puntual interés en la investigacion sobre el estrés oxidativo,
del cual se piensa que contribuye al desarrollo de una amplia gama de enfermedades, pero ain no esta
claro, si los oxidantes las desencadenen o si se producen como consecuencia de estas enfermedades
y asi provocan los sintomas caracteristicos de cada enfermedad (Paredes Salido & Roca Fernandez,
2002). Durante la respuesta al estrés agudo, los procesos fisiologicos van a desviar la energia
movilizada de las reservas entre los distintos 6rganos del cuerpo para que de esta manera el cuerpo
esté preparado para acontecimientos futuros. Sin embargo, esto no sucede asi en el estrés crénico ya
que los niveles elevados de glucocorticoides liberados durante este tipo de estrés pueden llevar a un
aumento en la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrdgeno
(ERN) que pueden inducir directamente la disfuncion mitocondrial. Diversos factores de estrés
cronico pueden perturbar la homeostasis redox del organismo, causando un estrés oxidativo, el cual
tiene como resultado la activacion de las vias de sefializacién intracelular implicadas en los trastornos

psiquiatricos (Filipovi¢ et al., 2017).
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Las alteraciones inducidas por el estrés en la actividad del eje del HPA y su relacion con el estrés
oxidativo pueden ser causadas por el aumento de los niveles de GC (Mclntosh y otros, 1998a, b).
Dado que las CG cumplen sus funciones a traves de los receptores de glucocorticoides (GR), la
desregulacién (hiper o hipoactividad) del eje HPA inducida por el estrés cronico puede ser el
resultado de la alteracion del control de la retroalimentacion negativa en los centros superiores del
eje, es decir, el hipocampo y la corteza prefrontal (Filipovic et al., 2017).

Las EROs son altamente reactivas y pueden estar atacando a las macromoléculas como el ADN,
proteinas y lipidos. Cuando estas EROs se encuentran reaccionando particularmente con los lipidos
se lleva a cabo la reaccién conocida como peroxidacion lipidica, en la cual los &cidos grasos
poliinsaturados (PUFASs), principalmente el &cido araquidonico se peroxida para formar
malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2nonenal (HNE) y otros productos de reaccion como los Fo-
isoprostanos, siendo estos compuestos ampliamente aceptables para medir el estrés oxidativo en el
organismo (Tsikas, 2017).

El MDA es un compuesto dicarbonilo: CH-acido y un acido proténico en solucion acuosa, con un
valor pKa de 4,46. Debido a sus funcionalidades carbonilicas, el MDA es quimicamente reactivo,
ademéas se polimeriza facilmente y presenta reacciones con centros nucledfilos de varias
biomoléculas como son el ADN y los aminoacidos de las proteinas. Debido a esto el MDA no solo
se considera un marcador de estrés oxidativo, sino también se consideran compuestos

bioldgicamente activos de importancia fisiologica y patoldgica (Esterbauer, 1996).

Para realizar el analisis quimico del MDA se lleva a cabo la medicion del acido tiobarbitarico
(TBARS) para la evaluacion de la peroxidacion lipidica mediante espectrofotometria. Bajo
condiciones acidas y a temperaturas elevadas, una molécula de MDA reacciona con dos moléculas
de TBA para formar un derivado de color rojo, el cual se mide a 532nm de luz visible; a este

compuesto coloreado se le conoce como TBA-MDA (Gutteridge, J. M. C., & Halliwell, 1990).

1.11 Sistema antioxidante

La evolucion de los organismos los llevo a crear sistemas de defensa antioxidantes, para poder

neutralizar a las especies reactivas de cualquier elemento. El termino antioxidante se le atribuye a

cualquier sustancia que retarda o previene la oxidacion de un sustrato oxidable, que puede ser de

cualquier naturaleza, lipido, proteina, DNA, etc.
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Estos sistemas de defensa antioxidantes se encuentran formados por elementos tanto enzimaticos

como no enzimaticos, que acttan en conjunto para proteger a la célula de los EROs. EI componente

enzimatico es el encargado de defender en primera linea al organismo, esto lo hace al evitar el

acumulo de EROs principalmente anion superéxido (HO) y peréxido de hidrogeno (H202),

canalizando la transferencia de electrones de un sustrato hacia los radicales libres (Corrales MSc &
Mufioz Ariza, 2012).

El balance de oxidacion y reduccion (redox) es de vital importancia para el retorno de la homeostasis

celular y este es realizado por enzimas antioxidantes como son: glutation peroxidasa (GPX), catalasa
(CAT), superdxido dismutasa (SOD) entre otras (Hernandez-Saavedra, Daniel; McCord, 2008).

Superoxido dismutasa (SOD): Son un grupo de metaloenzimas que se encuentran en
organismo aerobicos y algunas veces en anaerobicos obligados, estas enzimas son esenciales
para la defensa contra la toxicidad causada por los EROs. Su principal funcion es destruir a
los radicales superdxidos libres y asi contribuir al mantenimiento del balance fisioldgico entre
oxidantes y antioxidantes. Se conocen tres formas de SOD dependiendo del metal que utilicen
como cofactor: CuZn-SOD citos6lica y extracelular presentes en células eucaridticas, Mn-
SOD mitocondrial en células eucaritticas y Fe-SOD generalmente presentes en células
procariontes. Todas estas enzimas catalizan la reaccion de transformacién del radical

superdxido en peroxido de hidrégeno (Salim, 2017).

Catalasa: Es una de las enzimas més abundantes en la naturaleza, se localiza en las
mitocondrias y los peroxisomas, excepto en los eritrocitos. Es una metaloproteina tetrdmera
que se encarga de la destruccion del H20- generado por el metabolismo celular. Esta enzima
se caracteriza por su alta capacidad de reaccion, pero por afinidad por el sustrato (Salim,
2017).

Glutation peroxidasa (GPX): Es una enzima dependiente de Selenio (Se) que cataliza la
reduccion de perdxido de hidrogeno, utilizando como agente reductor al glutation reducido
(GSH). Esta enzima es de gran importancia ya que se encuentra localizado en todos los

organos y tejidos, como parte del sistema antioxidante del glutation, por lo que esta
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involucrada en la fisiopatologia de varias enfermedades. La catalasa (CAT), al igual que la
GPX, se encarga de eliminar el H202 y su localizacion celular es similar, pero sus mecanismos
de accion son diferentes, ya que CAT esta llevando a cabo su actividad cuando hay un
aumento en la cantidad de H.O> presente en las células, en cambio GPX actta cuando el H20>

se producen en menores cantidades (Fink & Scandalios, 2002).

e Glutation reductasa (GR): Esta enzima se encuentra formando parte de un sistema
antioxidante (GPX/GSH) y a su vez la enzima CAT se encuentra formando otro complejo
(SOD/CAT) los cuales no actuan a la par, ya que la CAT actla en presencia de altas
concentraciones de H20-, por su parte la GPX actla en presencia de concentraciones bajas los

que demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas (Margis et al., 2008).

e Glutation transferasa (GST): La familia de estas enzimas forma parte de uno de los grupos
mas grandes de las enzimas detoxificantes altamente conservadas e implicadas en el
metabolismo de muchos xenobidticos. Posee un alto rango de sustratos que permite que la
enzima se conjugue con la GSH para poder proteger a la célula, generando compuestos menos
reactivos y mas solubles, que pueden ser facilmente eliminados de la célula a través de
transportadores especificos de membrana (Julieta et al., 2007).

Ademas de las enzimas antioxidantes existen otras pruebas que miden el efecto antioxidante
combinado de las defensas no enzimaticas de muestras biolégicas; estas pruebas son importantes
ya que proporcionan un indice de la capacidad de resistencia al dafio oxidativo. Los antioxidantes
no enzimaticos son reductores, es decir inactivan a los oxidantes mediante reacciones redox en
las que una ERO se reduce a expensas de la oxidacion de la otra, debido a esto el poder
antioxidante no enzimatico puede denominarse analogamente como capacidad reductora. (Ben
Ahmed et al., 2016).

Una prueba simple y rapida que mide esta capacidad reductora férrica del plasma es el ensayo de
FRAP el cual se encarga de medir el poder antioxidante, este ensayo se basa en la reduccién del
complejo Fe (I11) de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) por antioxidantes para formar un compuesto
coloreado inducido por la apariencia del quelato de Fe (1) -TPTZ, el cual se mide comparando el

cambio de absorbancia a 593 nm (Marques et al., 2014).
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2 ANTECEDENTES

El entorno postnatal ha sido de gran relevancia y es objeto de gran cantidad de estudios debido a la
amplia literatura que indica que las experiencias durante la vida temprana suele ser la causa de gran
diversidad de alteraciones. A lo largo de los afios se ha visto que las variaciones en este entorno
temprano tienen diferentes efectos en el desarrollo cerebral de las crias, como pueden ser: las
variaciones hormonales en madres gestantes y lactantes, la manipulacion de las camadas o las
diferentes formas de separacion materna; estos efectos inducen modificaciones que se presentan en

la adolescencia y la edad adulta (Delgado, 2017).

Existen evidencias epidemioldgicas en las cuales se asocia al estrés postnatal con el desarrollo de
enfermedades mentales tales como trastornos de ansiedad, depresién, abuso de sustancias y
trastornos de comportamiento (Riveros Barrera & Duefias, 2014). Las fisiopatologias de estas
enfermedades se asocian fuertemente al estrés oxidativo, el cual se caracteriza por la produccién
excesiva de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (EROs) en el organismo sobrepasando
los niveles de defensa de los antioxidantes fisioldgicos (Tapia-Saavedra, 2005).

Segun los estudios de Liu & col., 1997, Meaney & col., 1996, realizados con ratas, observaron que
las crias que no experimentaron el cuidado materno a través del acicalamiento como lameduras y
contacto fisico son adultos mas temerosos, mas reactivos al estrés y presentan alteraciones de la
memoria y aprendizaje hasta la edad adulta. En cambio, las crias que si tuvieron los cuidados
maternos postnatales como son el acicalamiento, desarrollaron una mejor regulacién del eje del
hipotalamo-pituitaria-adrenal la cual proporciona una respuesta méas equilibrada al estrés, con mas

bajos niveles de cortisol y una normalizacion mas répida a valores basales.

Se han hecho diferentes estudios en ratas adultas, en donde se evalla la actividad de las enzimas
antioxidantes fisioldgicas en distintos modelos como puede ser deprivacién maternal, aislamiento
social, modelo de estrés leve cronico para evaluar la depresion, entre otros. Segun lo reportado por
Djordjevic et al., 2010 se expusieron diferentes grupos de ratas macho Wistar a un aislamiento
psicosocial cronico en donde se promueve el desequilibrio oxidativo en el SNC, al atacar al sistema
de defensa antioxidante como resultado obtuvieron que las enzimas SOD y CAT no se veian afectas
por este modelo de aislamiento social, en cambio la actividad de la GPX si se veia disminuida y
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comprometida la actividad de GR, lo que puede cambiar el balance redox hacia la acumulacién de
H>0- y radicales OH, y biomoléculas peroxidadas que podrian alterar ain mas la actividad de las
enzimas sensibles al H.O». Paralelamente a la disminucion de la actividad de GPX, el aumento de
la expresion de la proteina GLR podria interpretarse como un intento de restablecer el equilibrio
redox dentro de la célula aumentando la reserva de GSH, y por mecanismos distintos de los que
involucran a GPX. Sin embargo, la actividad de la enzima GLR no pudo aumentar todo su potencial.
Esta discrepancia entre la expresion y la actividad de la GLR también podria tomarse como un

indicador del estrés oxidativo subyacente (Djordjevic, 2010).

Segun lo reportado por Lucca et al., 2009 utilizaron el modelo de estrés leve cronico en ratas donde
evalud las variaciones actividad de las enzimas SOD Y CAT en el hipocampo, la corteza prefrontal
y el cortex, como resultado obtuvieron un aumento de la CAT en el hipocampo, cerebelo, estriado
y corteza y una disminucion de la actividad de SOD en estas mismas regiones del cerebro de ratas
estresadas. Con estos resultados se crea el paradigma de que el estrés leve crénico induce un
aumento del dafio oxidativo y alteraciones en la actividad de la actividad de la SOD que puede
conducir a un aumento del dafio oxidativo, contribuyendo, al menos en parte, a las enfermedades

relacionadas con el estrés, como la depresion (Lucca et al., 2009).

Segun lo reportado por Uysal et al., 2005 examinaron los efectos de la deprivacién maternal en el
estrés oxidativo en el hipocampo, la corteza prefrontal y las regiones del estriado del cerebro en
ratas lactantes, aqui se obtuvieron resultados muy interesantes ya que se evaluaron durante el
periodo de hipersensibilidad al estrés (SHRP) y al término de este periodo. Los resultados arrojaron
que durante en SHRP las actividades de las enzimas antioxidantes se veian aumentadas en cambio
al finalizar este periodo las actividades de estas enzimas se veian disminuidas. Haciendo énfasis que
la actividad de la SOD aumento en las tres regiones del cerebro, pero hubo una disminucién en la
actividad de GPX en las regiones del hipocampo y el estriado de las crias en el dia 20. Se concluyo
que el aumento de la actividad de SOD puede ocurrir para convertir los niveles elevados de radicales
superdxidos. Sin un aumento en la actividad SOD sin un aumento en la actividad de GPX puede ser
perjudicial. EI SOD convierte los radicales de superdxido en perdxido de hidrégeno. Un aumento

en la actividad de SOD resulta en niveles elevados de peroxido de hidrégeno. En ausencia de
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cantidades iguales de GPX para desintoxicar el peréxido de hidrogeno generando radicales de

hidroxilo con consecuencias muy perjudiciales (Uysal et al., 2005).

El modelo de deprivacion maternal es el que mas se asemeja al modelo de separacion maternal que
se utilizara en este trabajo ya que este también fue evaluado en crias de ratas. Sin embargo, tiene
diferencias muy significativas tanto en consecuencias como en el disefio experimental, que son que
en este modelo de deprivacion maternal es utilizado para generar un estado de trauma en las crias,

sometiéndolas a una separacion maternal durante 24h previo a la eutanasia.
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3 JUSTIFICACION

La importancia de la separacién maternal de la cria es evidente por su impacto a largo plazo en muchas
funciones bioldgicas y de comportamiento las cuales van desde respuestas endocrinas e inmunes del
estrés hasta déficits cognitivos en la edad adulta. (Mercedes, 2015). La falta de interaccion madre-
hijo, produce un estrés psicologico el cual conduce a experiencias tempranas adversas que afectan la
corteza prefrontal, se altera el eje HPA ocasionando una sobreproduccion de cortisol el cual se puede
unir a los receptores de las células inmunes, las cuales liberan citocinas proinflamatorias ocasionando
una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, produciendo un estado de estrés oxidativo, el

cual contribuye al inicio de algunos trastornos psiquiatricos (Riveros Barrera & Duefias, 2014).

El aumento del estrés oxidativo y el envejecimiento celular acelerado pueden ser vias subyacentes
que contribuyen al deterioro de la salud fisica en los individuos con depresion. Siendo esta
enfermedad una de las principales causas de morbilidad en todo el mundo, teniendo una alta
prevalencia y un profundo impacto en el funcionamiento y la calidad de vida (Benmhammed et al.,
2019).

La depresion esta ligada también a otros trastornos como la ansiedad o el consumo de sustancias
adictivas y es la principal enfermedad afectiva entre pacientes con enfermedades crdnico-
degenerativas como el cancer o la diabetes. EI nimero de personas con depresion o ansiedad ha

aumentado en cerca de un 50 por ciento, de 416 millones a 615 millones (Medina et al., 2015).

En México, estos padecimientos ocupan el cuarto lugar en complicaciones médicas, y la depresién
es uno de los mas frecuentes. El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) sefiala que
29.9 por ciento de los habitantes mayores de 14 afios sufren algln nivel de depresién ocasional,
mientras que 12.4 por ciento los experimenta de manera frecuente. Estas cifras son alin mas
alarmantes, ya que la posiciones escalan hasta convertirse en la primera razon para el deterioro en

la calidad de vida entre mujeres y la novena para los hombres (INEGI, 2015).

El trastorno de depresion, generalmente comienza en edades tempranas, reduce sustancialmente el
funcionamiento de las personas, es un padecimiento, recurrente y tiene importantes costos

econdmicos y sociales (Berenzon et al., 2013). Aunado a esto las personas que padecen depresion
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corren un mayor riesgo de padecer enfermedades que suelen estar asociadas al aumento de la edad,
como las enfermedades cardiovasculares, la obesidad, la diabetes, el cancer y los trastornos

cognitivos, y tienen una mayor tasa de mortalidad por todas las causas (Kaufman et al., 2000).

El estudio de los efectos comportamentales, fisioldgicos y neuro bioquimicos que esta situacion de
estrés causa al ser humano es restringido. Por lo tanto, el uso de modelos experimentales que simulen
situaciones reales de nuestro entorno como la separacion maternal en el estado postnatal de la cria es
fundamental para tener un panorama mas completo acerca de las diferentes patogenicidades
producidas por esta afectacion y como se encuentra la actividad de las enzimas antioxidantes
fisiol6gicas contrarrestando el efecto de dicho estrés (Riveros Barrera & Duefias, 2014).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han reportado varios estudios en donde se demuestra que la actividad de las enzimas antioxidantes
fisiologicas se ven disminuidas en el hipocampo de ratas sometidas a estrés oxidativo causado por
estrés cronico y esto aumenta el riesgo de padecer futuras enfermedades psiquiatricas. Sin embargo,
se tiene poca informacion sobre las variaciones de las actividades enzimaticas y parametros
oxidativos en el hipocampo de ratas que estan pasando por un periodo de estrés postnatal y la poca
informacion que se encuentra en la bibliografia solamente reportan resultados en condiciones basales.
En este proyecto se evaluaran las actividades de las enzimas antioxidantes y parametros oxidativos,
tanto en grupos en condiciones basales como en condiciones de estrés. Ademas, cabe resaltar que no
hay estudios donde se hayan estudiado simultdneamente el total de enzimas antioxidantes y
pardmetros del estrés oxidativo que se abordan en el presente proyecto.
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5 HIPOTESIS

Las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPX, GST Y GR y el parametro de estrés
oxidativo (FRAP) disminuyen en el hipocampo de ratas al ser sometidas a estrés postnatal y la

actividad de MDA aumenta en estas mismas condiciones.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar las actividades de enzimas antioxidantes y pardametros de estrés oxidativo en hipocampo de
crias de ratas en presencia de estrés agudo y crénico postnatal.

6.2 Objetivos especificos

De las actividades de SOD, CAT, GPX, GSH, GST FRAP y MDA en hipocampo de ratas macho y
hembras:
1. Evaluar el efecto del tratamiento: grupos controles (CB-CE) contra separacion maternal
(SMB-SME).
2. Evaluar el efecto de la condicién de eutanasia: control (CB-SMB) contra estrés (CE-SME).
3. Evaluar los resultados en base al sexo.
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
7.1 Materiales

e Ratas Sprague-Dawley: Los animales que se utilizaron en el presente estudio fueron crias de
ratas macho y hembras de la cepa Sprague-Dawley, durante los primeros 15 dias posnatales
(PN 15), contando el dia de nacimiento como el dia 0. Cada camada se ajusté a 10 crias,
constituidas en su mayoria de 5 machos y 5 hembras mantenidas bajo ciclo luz — obscuridad
(12:12), temperatura (22-26°C) y humedad 50 — 60%.

e Reactivos con grado analitico

7.2 Métodos

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062 Z0O0-1999) de especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio y con la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio 2011 del
Consejo Nacional de Investigacion, Washington, DC. Se tomaron las medidas adecuadas para

reducir al minimo el dolor o sufrimiento de los animales.

Grupo control: El cual estad formado por Control basal (2 grupos) y Control estrés (2 grupos)

- Control basal: Las ratas que pertenecieron a este grupo nunca fueron separadas de sus
madres es decir siempre estuvieron dentro del nido hasta el dia del sacrificio (PN 15).

- Control estrés: Las ratas que pertenecieron a este grupo estuvieron dentro del nido hasta
el dia PN 15, este altimo dia fueron sometidas a un tipo de estresor (SM) durante 3h

antes del sacrificio.

*Cada grupo estuvo conformado por machos y hembras, preferentemente en cantidades

iguales.

Dando como resultado una n = minima de 8 y méaxima de 10.

Pagina | 25




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

ESTRES CRONICO (Eutanasia en
condiciones basales)

» Separacién
M::em.. Separacion maternal
BASALM 3h/dia (PN1-14)
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Figura 1. Esquema de metodologia. Grupos Control en condiciones basales y control en condiciones de estrés. Machos

y hembras.

Grupo separacién maternal (SM): El cual esta formado por 2 grupos (SM basal) y 2 grupos (SM

estrés).

SM basal: Las ratas que pertenecieron a este grupo fueron separadas de sus madres y

crias de la misma camada, siguiendo el protocolo de separacién maternal, durante 3h al

dia desde el dia PN 1 hasta el dia PN 14 es estrés crénico, en un cuarto aislado de la

colonia bajo condiciones de temperatura controlada (30 — 35 °C). Fueron sacrificadas

en condiciones basales, es decir sin estrés en el dia del sacrificio (PN 15).

SM estrés: Las ratas que pertenecieron a este grupo también fueron separadas de sus

mamas y de sus hermanos, siguiendo el protocolo de SM, durante 3h al dia desde el dia

PN 1 hasta el dia PN 14, en un cuarto aislado de la colonia bajo condiciones de

temperatura controlada (30 — 35 °C). El dia PN 15 fueron sometidas a un tipo de estresor

(SM) durante 3h antes del sacrificio.
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*Cada grupo estuvo conformado por machos y hembras, preferentemente en cantidades

iguales.

Dando como resultado una n = minima de 8 y maxima de 10.

EUTANASIA SIN ESTRES (COND BASALES)

Sep \\ =
Maternal Separacion maternal
BASAL M 3h/d|’a (PN1-14) ok
Separacion maternal \\ :

Separacion 3h/dia (PN1-14)
Maternal =

= BASALH

SN

o .. \\
- Separacion maternal e

~ Separacion 3h/dia (PN1-14)
Maternal b,
ESTRES M
Separacion Separacion maternal -
Maternal 3h/dia (PN1-14) >
ESTRES H -

i | ! | |

| ! | | |

Postnatal Postnatal
Postnatal
R S dia 14 dia 15 (Sacrificio)

Figura 2. Esquema de metodologia. Grupos de SM en condiciones basales (estrés cronico) y SM estrés (estrés

agudo + estrés cronico). Machos y hembras.
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METODOLOGIA GENERAL DEL PROYECTO

Extraccion de hipocampo del cerebro v congelarlo a -70°C.

Homogenizacion del tepdo v determinacion de proteinas totales

Medicion de la actividad de enzimas antioxidantes

7.2.1 Recoleccion de tejido cerebral (hipocampo) para la cuantificacion de enzimas
antioxidantes.

Llegando al dia PN 15 siguiendo las diferentes metodologias de cada grupo, se anestesiaron los

animales con una dosis letal de 10mg/kg de pentobarbital sédico, se tomd el peso de cada rata para

posteriormente ser eutanizadas. Se realizd una incision en el craneo dejando al descubierto el

cerebro, se disecciono el hipocampo y se recolecto en tubos eppendorf. Estas muestras se

congelaron a -70°C hasta su posterior uso.

7.2.2 Homogenizacion del hipocampo y determinacién de proteinas totales.

Se realizaran los homogenizados de los hipocampos aislados, utilizando una solucion buffer fosfato
salino (PBS), pH de 7, con inhibidor de proteasas, haciendo uso del sonicador. Se realizo la
determinacion de proteinas de los homogenizados mediante el método de Bradford M. 1976. En
donde se utilizé albumina de suero bovino (BSA) como curva patron para obtener la concentracion
de proteina total de cada muestra para medir la actividad de las enzimas antioxidantes.
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7.2.3 Actividad de las enzimas antioxidantes

7.2.3.1 Superoxido dismutasa (SOD):

La actividad de SOD se evalud utilizando una modificacion de los métodos de (Beyer, 1987),
espectrofotométricamente con el uso de EDTA (0.1 mM), NBT Cloruro azul de nitrotetrazolio
(1.5 mM), Riboflavina 10 mM y SOD de 0.01-1 U/mL en Buffer fosfatos (0.067 M, pH:7), a
esta mezcla se afiadira la muestra problema del tejido. Se midieron los cambios a 560 nm.

La actividad se reportd como unidades de actividad enzimatica de SOD UAESOD= UAsop/ mg

de proteina.

7.2.3.2 Catalasa (CAT):

Se realizo la medicion de la actividad en base al método descrito por Aebi, 1984. Se utilizé buffer de
fosfatos 0.1 M, pH 7.0, posteriormente se afiade el homogenado del tejido, posteriormente se afiade
H20. 30 mM disuelto en buffer fosfatos y se mediran los cambios en la absorbancia a 0, 30, y 70 seg
a 240 nm.

El resultado se reporté como Unidades de catalasa /mg proteina. Una unidad de catalasa se define

como micromoles de H2O, descompuestos/min, usando el coeficiente de extincion molar de H.O».

7.2.3.3 Glutation peroxidasa (GPX):

La actividad de GPX se evalu6 con la disminucion de la absorbancia causada en la reaccion (C. Y.
Wang, 1995). El principio de la técnica se basa en la oxidacion del guayacol en presencia de H20>
por la actividad de la peroxidasa dando como producto al tetraguayacol y H>O. Por lo tanto, se midio
la disminucion de la absorbancia de dicha oxidacién (Chance & Maehly, 1955).

Se utilizo buffer de fosfatos (0.1 M pH 7.0) con guayacol 4 mM, posteriormente se afiadio la muestra
problema, y H20> como sustrato (1% disuelto en el buffer de fosfato), se mezcla y se registra la
disminucion de absorbancia a 420 nm a intervalos de 30 s por 3 min. La actividad se reporté6 como
unidades GPX/mg proteina (Chance, B & Maehly C, 1995; Wang, C.Y 1994).
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7.2.3.4 Glutation transferasa (GST):

La actividad de esta enzima se midié por el método establecido por (Clarke, 2020). Se utilizara 1-
Cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (100 mM), Buffer de fosfatos (0.1 M, pH: 6.5) y glutation
reducido, se mezcla y se incuba por 10 min a 30°C. Posteriormente se afiade la muestra del tejido.

Midiendo la absorbancia a 340 nm durante 5 min a intervalos de 1 min. Se reporté como pmol/min/ml.

7.2.3.5 Glutation reductasa (GR):

El ensayo se basa en lo reportado por (Sedlak & Lindsay, 1968). A la mezcla homogénea de los
tejidos se le adiciona amortiguador Tris (0.2 M, pH 8.2) y de Cloruro azul de nitrotetrazolio (NBT)
(0.01 M), se mezcld y se le afiade de metanol absoluto. Se mezclaron suavemente las placas y se
centrifugaron a 3000 rpm a TA por 15 min. Se midié la absorbancia a 412 nm. Se report6 como
pmol/mg proteina.

7.2.3.6 Malondialdehido (MDA)

La determinacién de malondialdehido (MDA) en plasma siguiendo el método de Ohkawa et al 1979.
Las muestras de tejido se homogenizaron utilizando buffer de fosfatos (0.1M) pH 7.0. Posteriormente
se mezclaron con 2 hidroxitolueno butilado BHT (7 mM), acido clorhidrico (HCI, 0.05 M) y &cido
tiobarbitlrico (TBA, 1%). Se realiz6 una incubacion de 60 min a 90°C. Se enfrid y posteriormente se
afiadié n-butanol. Se precipita y el sobrenadante se midié a 532nm. Los valores obtenidos de las
muestras problema, seran interpolados en una curva de 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP; 0.1-5 pM/1).

Los valores se reportaran como TBARS nmol/g tejido.
7.2.3.7 Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

Se realiz6 con una modificacion a la metodologia de Benzie y Strain (1996). Donde se tipifica la
capacidad de los antioxidantes contenidos en la muestra para reducir la tripiridil-triazina férrica

(Fe3+-TPTZ) a la forma ferrosa (Fe2+), la cual tiene una absorbancia maxima a 593 nm.

El reactivo FRAP fue preparado diariamente, y mantenido a 37 °C, mediante la mezcla de
amortiguador de acetato (300 mM pH 3.6) con una solucion 10 mM de TPTZ (2, 4, 6 tripiridil-s
triazina, Acrés Organics, EEUU) en HCI 40 mM, y una solucién 20 mM de FeCls 6 H2O, en una
proporcion de 10:1:1.
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7.3 Analisis estadistico

Se realizara por medio de estadistica descriptiva donde se utilizaran las medidas de tendencia central
y dispersion de valores (media + Desviacion Estandar). Asimismo, en caso de ser normal la
distribucion de datos, se realizara un andlisis de varianza (ANOVA), para determinar las diferencias
significativas, en caso de existir diferencias, se realizara un andlisis post-hoc con la prueba de Tukey.
Un simbolo = p<0.05, dos simbolos = p < 0.01, tres simbolos = p < 0.001. El tamafio de la muestra

fue de 8 a 10 animales por grupo.

(*): Diferencias contra control basal (CB) del mismo sexo.
(+): Diferencia entre grupos del mismo tratamiento.

(#): Diferencia contra control estrés (CE).

(™): Diferencia entre sexos contra control basal (CB).

(°): Diferencia entre los tratamientos de SM.
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8 RESULTADOS

Al dia PN 14 se registrd el peso corporal de las ratas de todos los grupos, grupo controles y grupos
SM, donde no se observaron cambios significativos. (Ver figura 7). Con esto se puede comprobar
que las crias de ratas sometidas a los diferentes tratamientos no se ven afectadas en su estado

nutricional.

TN
TN

machos he n'llbras
SEXOS

Figura 3. Peso (g) de crias de ratas. La gréafica representa el peso (g) de las crias de ratas sometidas a
estrés postnatal (dia 14). CB: Control Basal, CE: Control Estrés, SMB: Separacién Maternal Basal.
No existen diferencias entre el género. No se encontraron diferencias significativas entre los sexos ni
tampoco entre los tratamientos.

- Actividad de la enzima Superdxido dismutasa (SOD)

En la Figura 8 y 9 se muestran los resultados del andlisis estadistico ANOVA de dos vias para
hacer las siguientes comparaciones: los grupos en condiciones basales no mostraron diferencias
significativas entre CB y SMB en machos y hembras. Al comparar los grupos de acuerdo con el
factor de eutanasia (CE vs SME) tampoco presentaron diferencias significativas entre machos y
hembras. Comparando los grupos controles (CB-CE) tampoco se encontraron diferencias
significativas entre machos y hembras. Al comparar los grupos expuestos a SM, tampoco se

encontraron diferencias en ambos géneros.
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Figura 4. Comparacion de la actividad de superéxido dismutasa (SOD) en machos. La gréfica representa
la X + EE. Unidades de SOD (UASOD/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas macho
control. C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). No existen
diferencias significativas entre los diferentes grupos en machos. p = 0.3508
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Figura 5. Comparacion de la actividad de superéxido dismutasa (SOD) en hembras. La grafica representa la
X + EE. Unidades de SOD (UASOD/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas hembra control.
C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). No existen diferencias
significativas entre los diferentes grupos en machos. p = 0.3508.

En la figura 10 se muestran los resultados de la comparacion de SOD de estrés agudo y crénico
entre machos y hembras. El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacion maternal

no se encontré diferencia significativa,
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(SMB, SME): F (1,97) = 0.3507, p = 0.5551. El segundo factor eutanasia en condiciones basales
Vs estrés agudo, tampoco mostrd diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F (1, 97) =
2.796, p = 0.977. En el tercer factor que es el sexo no se encontraron diferencias significativas: F
(1,97) = 0.03095, p = 0.8607. La interaccion de los grupos resulté en (CB y CE Vs SMB y SME)
X (CB, SMB Vs CE, SME) = F (1, 97) = 0.05888, p = 0.8088.
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Figura 6. Actividad de superéxido dismutasa (SOD) en hipocampo. La grafica representa la X + EE.
Unidades de SOD (UASOD/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas control. C: control (CB:
n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). No existen diferencias entre el género.
No se encontraron diferencias significativas entre el género, sexos, tratamientos ni condicién de eutanasia.

- Actividad de la enzima Catalasa (CAT)

Para comparar los tratamientos en condiciones basales (Fig. 11 y Fig. 12) se realiz6 un anélisis
estadistico ANOVA de dos vias, donde se obtuvieron diferencias significativas entre estos grupos
(CB y SMB): F (3, 90) = 8.224, p < 0.0001 en machos y hembras. Al comparar los grupos de
acuerdo con el factor de eutanasia (CE vs SME) no se obtuvieron diferencias significativas entre
machos y hembras, p = 0.0734. Comparando los grupos controles (CB-CE) tampoco se encontraron
diferencias significativas entre machos y hembras, p = 0.8252. Al comparar los grupos de SM se

encontraron diferencias significativas en hembras, p = 0.0583.
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Figura 7. Comparacidn de la actividad de catalasa (CAT) en machos. La gréafica representa la X + EE.
Unidades de CAT (U/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C: control
(CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia significativa
entre CB y SMB. (*Diferencia contra CB del mismo sexo, p < 0.0001.)
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Figura 8. Comparacién de la actividad de catalasa (CAT) en hembras. La gréfica representa la X + EE.
Unidades de CAT (U/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas hembra control. C: control
(CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia significativa
entre CB y SMB. (*Diferencia contra CB del mismo sexo, p = 0.0001). Existe diferencia significativa
entre SMB y SME. (+ Diferencia entre grupos del mismo tratamiento, p = 0.0583).
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Consecutivamente se realizé un analisis estadistico ANOVA de tres vias, en donde se muestran los

resultados de la comparacion de CAT de estrés agudo y cronico entre machos y hembras (Fig. 13).

El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacién maternal no se encontro diferencia
significativa, (SMB, SME): F (1,90) = 0.1224, P = 0.7272. El segundo factor eutanasia en
condiciones basales Vs estrés agudo, mostro diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F
(1, 90) = 22.33, p < 0.0001. En el tercer factor que es el sexo no se encontraron diferencias
significativas: F (1, 90) = 0.03230, p = 0.8578. La interaccion de los grupos resulto en (CB y CE
Vs SMB y SME) X (CB, SMB Vs CE, SME) = F (1, 90) = 2.632, p = 0.1082.

El analisis post-hoc arrojo las siguientes diferencias CB machos y SMB hembras, p = 0.0159, CE
machos y SMB hembras, p = 0.0471 y entre CB y SMB hembras, p = 0.0081.
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Figura 9. Actividad de catalasa (CAT) en hipocampo. La grafica representa la X + EE. Unidades de CAT
(U/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas control. C: control (CB: n=9, CE n=8), SM:
Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencias entre CB machos y SMB hembras
("Diferencia entre tratamientos y CB de cualquier sexo, p = 0.0159); entre CE machos y SMB hembras
(#Diferencia entre tratamientos y CE de cualquier sexo, p = 0.0471); entre CB y SMB hembras (**Diferencia
entre tratamientos del mismo sexo, p = 0.0081). No existe diferencias significativas entre SME en
comparacion con ninguno de los grupos.

Pagina | 36




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

- Actividad de la enzima Glutation peroxidasa (GPX)

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los grupos en condiciones basales (Fig.

14 y Fig. 15), se realiz6 un analisis estadistico ANOVA de dos vias en el cual no se obtuvieron

diferencias significativas entre los grupos CB vs SMB en machos, p = 0.8639 ni en hembras, p =

0.6152. Al comparar los grupos de acuerdo con el factor de eutanasia (CE vs SME) se obtuvieron

diferencias significativas: F (3, 82) = 8.867, p = 0.0001 entre machos y hembras. Comparando los

grupos controles (CB-CE) se encontraron diferencias significativas en machos y hembras, p =

0.010. Al comparar los grupos de SM no se encontraron diferencias significativas en machos, p =

0.2012 ni en hembras, p =0.3515.
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Figura 10. Comparacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPX) en machos. La grafica representa la X
+ EE. Unidades de GPX (umol/min/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C:
control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia significativa
entre CE y CB (+Diferencia entre grupos del mismo tratamiento, p = 0.0100); entre CE y SME (***Diferencia

entre tratamientos, p = 0.0001).
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Figura 11. Comparacidn de la actividad de glutation peroxidasa (GPX) en hembras. La gréfica representa la
X + EE. Unidades de GPX (umol/min/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas hembra control.
C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia
significativa entre CE y CB (+Diferencia entre grupos del mismo tratamiento, p = 0.010); entre CE y SME
(**Diferencia entre tratamientos, p = 0.0076).

A continuacién, se realizd un analisis estadistico ANOVA de tres vias, en donde se recopilan los

resultados de la comparacion de GPX de estrés agudo y cronico en machos y hembras (Fig. 16).

El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacion maternal no se encontr6 diferencia
significativa, (SMB, SME): F (1,82) = 0.5193, p = 0.4732. El segundo factor eutanasia en
condiciones basales Vs estrés agudo, mostré diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F
(1, 82) = 11.48, p = 0.0011. En el tercer factor que es el sexo no se encontraron diferencias
significativas: F (1, 82) = 3.547, p = 0.0632. La interaccion de los grupos resulté en (CB y CE Vs
SMB y SME) X (CB, SMB Vs CE, SME): F (1, 82) =15.95, p = 0.0001.

El analisis post-hoc arrojo las siguientes diferencias CE y SME machos, p = 0.0025, entre CE
machos y CB hembras, p = 0.0147, entre CE macho y SMB hembra, p = 0.0408, entre CE macho
y SME hembra, p = 0.0005 y entre CE y SME hembra, p = 0.0524.
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Figura 12. Actividad de glutation peroxidasa (GPX) en hipocampo. La gréafica representa la X + EE. Unidades

GPX (umol/min/mg proteina),
n=8), SM: Separacién maternal

entre CE y SME hembra (#p =

en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C: control (CB: n=9, |
(SMB n=10, SME n=10). Existe diferencias entre CE y SME machos (##=0.002
0.0524, # Diferencia contra CE.); entre CE machos y CB hembras (* Diferen

entre sexos contra CB, p =0.0147); entre CE macho y SMB hembra (#p = 0.0408); entre CE macho y SME hem|

(###p = 0.0005).

- Actividad de la enzima Glutation Reductasa (GSH)

Los resultados obtenidos entre los grupos en condiciones basales (Fig. 17 y Fig. 18), se compararon

mediante un analisis estadistico
CB vs SMB: F (3, 108) = 12.74

ANOVA de dos vias. Se obtuvo una diferencia significativa entre

, p = 0.001 en hembras. Al comparar los grupos de acuerdo con el

factor de eutanasia (CE vs SME) se obtuvieron diferencias significativas en hembras, p < 0.0001.

Comparando los grupos controles (CB-CE) se encontraron diferencias significativas en hembras,

p = 0.0089. Al comparar los grupos de SM no se encontraron diferencias significativas en machos,
p =0.9981 ni en hembras, p = 0.7220.
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Figura 13. Comparacién de la actividad de glutation reductasa (GSH) en machos. La grafica representa
la X £ EE. Unidades de GPX (umol/ mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas macho
control. C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). No se
encontro diferencia significativa entre los grupos controles en comparacion con los grupos SM.
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Figura 14. Comparacidn de la actividad de glutation reductasa (GSH) en hembras. La gréafica representa
la X £ EE. Unidades de GSH (umol/ mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas hembra
control. C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe
diferencia significativa en CB y SMB (***Diferencia entre tratamientos, p < 0.0001); entre CB y CE
(++Diferencia entre grupos del mismo tratamiento, p = 0.0089).

Posteriormente se realizé un anélisis estadistico ANOVA de tres vias, en donde se rednen todos

los resultados de la comparacion de GSH de estrés agudo y cronico en machos y hembras (Fig. 19).

Pagina | 40




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacion maternal se encontré diferencia
significativa, (SMB, SME): F (1, 108) = 4.416, p = 0.0379. El segundo factor eutanasia en
condiciones basales Vs estrés agudo, mostré diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F
(1, 108) = 32.93, p < 0.0001. En el tercer factor que es el sexo no se encontraron diferencias
significativas: F (1, 108) = 1.396, p = 0.2400. La interaccién de los grupos result en (CB y CE Vs
SMB y SME) X (CB, SMB Vs CE, SME): F (1, 108) = 1.913, p = 0.1695

El andlisis post-hoc arrojo las siguientes diferencias entre CB macho y CE hembra, p = 0.0069,

entre CE hembra y los grupos de SM de ambos sexos, < 0.0001.
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Figura 15. Actividad de glutation reductasa (GSH) en hipocampos. La grafica representa la X + EE.
Unidades de GSH (umol/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas control. C: control (CB: n=9,
CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe una diferencia significativa entre CB
macho y CE hembra (“Diferencia entre sexos con CB, p = 0.0069) y entre CE hembra contra los grupos de
SM de ambos sexos (###Diferencia contra CE, p < 0.0001).

- Actividad de la enzima Glutation Transferasa (GST)

Al realizar el andlisis estadistico ANOVA de dos vias para comparar los tratamientos en
condiciones basales (Fig. 20 y Fig. 21), se obtuvo una diferencia significativa entre CB vs SMB en
hembras, p = 0.0597. Al comparar los grupos de acuerdo con el factor de eutanasia (CE vs SME)
se obtuvieron diferencias significativas en hembras, p = 0.0200. Comparando los grupos controles

(CB-CE) se encontraron diferencias significativas en hembras, p = 0.0225. Al comparar los grupos
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de SM no se encontraron diferencias significativas en machos, p = 0.4757 ni en hembras, p =
0.6371.
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Figura 16. Comparacion de la actividad de glutation transferasa (GST) en machos. La gréafica representa la X
+ EE. Unidades de GST (U/mL), en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C: control (CB: n=9,
CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). No se encontrd diferencia significativa entre los
grupos controles en comparacion con los grupos SM. p = 0.7099.
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Figura 17. Comparacion de la actividad de glutation transferasa (GST) en hembras. La grafica
representa la X = EE. Unidades de GST (U/mL), en homogenados de hipocampo de ratas hembra
control. C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe
diferencia significativa entre CE y CB (+Diferencia entre grupos del mismo tratamiento, p = 0.0225);
entre SME y CE, (*Diferencia entre tratamientos, p = 0.0200).

Enseguida se realiz6 un analisis estadistico ANOVA de tres vias, en donde se recopilan todos los

resultados de la comparacion de GST de estrés agudo y cronico en machos y hembras (Fig. 22).

El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacion maternal se encontré diferencia
significativa, (SMB, SME): F (1, 108) = 4.416, p = 0.2756. El segundo factor eutanasia en
condiciones basales Vs estrés agudo, mostré diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F
(1, 98) = 5.451, p = 0.8012. En el tercer factor que es el sexo no se encontraron diferencias
significativas: F (1, 98) = 5.451, p = 0.9740. La interaccion de los grupos resulté en (CB y CE Vs
SMB y SME) X (CB, SMB Vs CE, SME): F (1, 98) = 181.3, p < 0.0001. La interaccion de los
grupos resulté en (CB y CE Vs SMB y SME) X (CB, SMB Vs CE, SME): F (1, 144) =6.001, p =
0.0155.

Al realizar el andlisis post-hoc se encuentran diferencias significativas entre CE hembras y CB
hembras, p = 0.0225 y entre CE hembras y SME hembras, p = 0.0200.
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Figura 18. Actividad de glutatién transferasa (GST) en hipocampo. La grafica representa la X + EE.
Unidades de GST (U/mL), en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C: control (CB: n=9,
CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existen diferencias significativas entre CE
hembras y CB hembras (*Diferencia contra CB del mismo sexo, p = 0.0225) y entre CE hembras y SME
hembras (#Diferencia contra CE, p = 0.0200).

- Actividad de la capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP)

Al comparar si existen diferencias significativas entre los grupos en condiciones basales (Fig. 23 y
Fig. 24), se obtuvo una diferencia significativa entre CB y SMB en machos, p = 0.0078 y en
hembras, p = 0.0002. Al comparar los grupos de acuerdo con el factor de eutanasia (CE vs SME)
no se obtuvieron diferencias significativas en ambos sexos. Comparando los grupos controles (CB-
CE) tampoco se encontraron diferencias significativas en ambos sexos. Al comparar los grupos de

SM no se encontraron diferencias significativas en ambos sexos p = 0.3739.
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Figura 19. Comparacion de la cuantificacion de FRAP en machos. La grafica representa la X + EE.
Unidades de FRAP (FeSO4/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C: control
(CB: n=9, CE n=8), SM: Separacién maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia significativa entre
SMB y CB (**Diferencia entre tratamientos, P= 0.0078).
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Figura 20. Comparacion de la cuantificacion de FRAP en hembras. La grafica representa la X + EE.
Unidades de FRAP (FeSO4/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas hembra control. C:
control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separaciéon maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia
significativa entre SMB y CB (**Diferencia entre tratamientos, p= 0.0002).

A continuacion, se realizé un analisis estadistico ANOVA de tres vias, en donde se recopilan todos
los resultados de la comparacién de FRAP de estrés agudo y crénico en machos y hembras (Fig.

25).

El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacion maternal no se encontr6 diferencia
significativa, (SMB, SME): F (1, 87) = 0.4114, p = 0.5229. EI segundo factor eutanasia en
condiciones basales Vs estrés agudo, mostré diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F
(1, 87) = 17.18, p < 0.0001. En el tercer factor que es el sexo no se encontraron diferencias
significativas: F (1, 87) = 1.094, p = 0.9985. La interaccién de los grupos resulté en (CB y CE Vs
SMB y SME) X (CB, SMB Vs CE, SME): F (1,87) = 8.222, p = 0.0052.

El analisis post-hoc arrojo las siguientes diferencias entre CB y SMB macho, p = 0.0140, entre CB
macho y SMB hembra, p =0.0040, entre SMB macho y CB hembra, p =0.0277 y entre CB y SMB
hembra, p = 0.0075.
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Figura 21. Actividad de la capacidad de reduccién férrica del plasma (FRAP) en hipocampo. La gréafica
representa la X + EE. Unidades de FRAP (FeSO4/mg proteina), en homogenados de hipocampo de ratas
control. C: control (CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe una
diferencia entre CB y SMB macho (*Diferencia contra CB del mismo sexo, p = 0.0140). Entre CB macho y
SMB hembra (" Diferencia entre sexos contra CB, p = 0.0040). Entre SMB macho y CB hembra ("p = 0.0277)
y entre CB y SMB hembra (*p = 0.0075).

- Actividad del Malondialdehido (MDA)

Se realiz6 un analisis estadistico ANOVA de dos vias para observar si se encuentran diferencias
entre los grupos en condiciones basales (Fig. 26 y Fig. 27). Los resultados arrojaron que existe una
diferencia significativa entre los grupos (CB vs SMB): F (3, 98) =73.72, p < 0.0001 en machos y
hembras. Al comparar los grupos de acuerdo con el factor de eutanasia (CE vs SME) se obtuvieron
diferencias significativas en ambos sexos, p < 0.0001. Al comparar los grupos de SM también se

encontraron diferencias significativas en ambos sexos p < 0.0001.
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Figura 22. Comparacion de la cuantificacién de MDA en machos. La grafica representa la X + EE.
Unidades de MDA (nmol/mg tejido), en homogenados de hipocampo de ratas macho control. C: control
(CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia significativa
entre CE y CB (**Diferencia entre tratamiento, p < 0.0001); entre SME y SMB (+++Diferencia entre SME
y SMB, p =0,0001) y entre SMB y CB (+++p < 0.0001).
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Figura 23. Comparacién de la cuantificacion de MDA en hembras. La grafica representa la X + EE.
Unidades de MDA (nmol/mg tejido), en homogenados de hipocampo de ratas hembra control. C: control
(CB: n=9, CE n=8), SM: Separacion maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencia significativa
entre SME y SMB (+Diferencia entre grupos del mismo tratamiento, p = 0.011); entre CE y CB (+++p
<0.0001) y entre SMB y CB (***Diferencia entre tratamientos p < 0.0001).

Para finalizar se realizo un andlisis estadistico ANOVA de tres vias, en donde se recopilan todos
los resultados de la comparacion de MDA de estrés agudo y cronico en machos y hembras (Fig.

28).

El primer factor que es Control basal (CB, CE) Vs Separacion maternal, encontré diferencia
significativa, (SMB, SME): F (1, 98) =47.45, p < 0.0001. El segundo factor eutanasia en
condiciones basales Vs estrés agudo, mostré diferencia significativa: (CB, SMB Vs CE, SME): F
(1, 98) = 5.451, p = 0.0216. En el tercer factor que es el sexo se encontraron diferencias
significativas: F (1, 98) = 3.659, p = 0.0587. La interaccién de los grupos resulto en (CB y CE Vs
SMBy SME) X (CB, SMB Vs CE, SME): F (1,98) = 181.3, p < 0.0001.

El analisis post-hoc arrojo las siguientes diferencias significativas: CB entre CE, SMB y SME en
ambos sexos, p < 0.0001, entre CE comparado con SMB y SME en ambos sexos, p < 0.0001 y
entre SME y SMB de ambos sexos, p < 0.0001.

S 40 .-

5 |

£ 30 R

= HH

= |

520_ I oo0o0

()]

a4

< 10-

l_

<

g O 1 1 1 1 1 1
M H MH MH M H
3 CB =3 CE =3 SMB B SME

Pagina | 48




“EFECTO DEL ESTRES POSTNATAL SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO EN HIPOCAMPO DE RATAS”

Figura 24. Actividad del malondialdehido (MDA) en hipocampo. La gréfica representa la X + EE. Unidades
de MDA (nmol/mg tejido), en homogenados de hipocampo de ratas control. C: control (CB: n=9, CE n=8),
SM: Separacidn maternal (SMB n=10, SME n=10). Existe diferencias significativas entre CB comparado con
CE, SMB y SME en ambos sexos (“"Diferencia entre sexos contra CB, p< 0.0001), entre CE comparado con
SMB y SME en ambos sexos (###Diferencia contra CE, p< 0.0001) y entre SME y SMB de ambos sexos
(°°°Diferencia entre los tratamientos de SM, p< 0.0001).

A continuacion, se muestra en la Tabla 1 un resumen los resultados que arrojaron el ANOVA de 3

vias de las actividades de las enzimas antioxidantes y de los parametros de estrés oxidativo, donde

se compara el factor sexo, factor SM y factor eutanasia.

SOD
CAT
GPX
GST
GSH
FRAP
MDA

Factor sexo Factor SM
Macho vs CB - CE vs SMB -
hembra SME
0.8607 0.5551
0.8578 0.7272
0.0632 0.4732
0.974 0.2756
0.24 0.0379
0.9985 0.5229
0.0587* <0.0001***

Factor eutanasia
CB - SMB vs CE-

SME
0.977
< 0.0001***
0.0011**
0.8012
<0.0001***
<0.0001***
0.0216*

Tabla 1. Resumen de resultados de las actividades de las enzimas antioxidantes
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9 DISCUSION

Los acontecimientos adversos en los primeros afios de vida generan en la cria un estado de estrés
postnatal, el cual altera la homeostasis del cerebro, causando un estado de estrés oxidativo, que
Ileva a la activacion de diferentes vias que generan una respuesta especifica en el cerebro, teniendo
como consecuencia la vulnerabilidad a diversos trastornos mentales en la edad adulta, como pueden
ser la ansiedad y la depresion. La separacion maternal (SM) es un modelo de estrés en etapas
tempranas de la vida (ELS), que consiste en separar a la cria de la madre y camada por periodos
prolongados diariamente, durante los primeros 15PN, creando un entorno de riesgo para la cria,
debido a la privacion de estimulos que son fundamentales para el correcto desarrollo cerebral. El
modelo de SM se considera un modelo Util para estudiar el abandono y el maltrato en la infancia,
esto se encuentra relacionado con la tendencia a desarrollar enfermedades psiquiatricas a lo largo

de su vida, las cuales se encuentran estrechamente relacionadas al estrés oxidativo.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes fisioldgicas,
en hipocampos de crias de ratas Sprague Dawley de ambos sexos sometidas a un modelo de SM,
durante los primeros 15PN. Las crias se separaron en diferentes tratamientos con estrés agudo,
estrés cronico y una combinacion de ambos para poder observar la diferencia en la actividad de las
enzimas SOD, CAT, GPX, GR, GST, MDA, FRAP en el hipocampo de crias de ratas.

En un trabajo previo de nuestro grupo de trabajo (Saavedra LM, y col, 2018), utilizando este
modelo, al inyectar vehiculo y analizar las concentraciones de citocinas circulantes 90 min
posteriores a la inyeccion se vio que la separacion maternal incrementa los niveles circulantes de
TNFa e IL-6 en las crias. Por otro lado, se sabe que estas dos citocinas son potentes mediadores de
ROS (Stipek S y col, 1995), incrementando la inflamacién, que a su vez aumenta el estrés
oxidativo. En nuestro estudio, en el caso de SOD se vio un incremento aparente, aunque no tuvo
diferencia significativa entre el control y la SM y SME lo que se puede observar en la Fig. 8 a la
fig. 10. Estos resultados son similares a lo reportado por (Noschang et al., 2020), en condiciones
basales, quienes no obtuvieron diferencia significativa al cuantificar la actividad de SOD en el
modelo de SM en machos y hembras; una observacion similar se realizd por (Diehl et al., 2012),
quienes tampoco obtuvieron diferencia significativa al cuantificar la actividad de SOD, sin
embargo solamente realizaron el experimento en machos y se eutanizaron el dia 70 PN. (Rodrigues

et al., 2020, (Djordjevic et al., 2010), obtuvieron resultados similares al no encontrar diferencias
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significativas en la actividad de SOD, utilizando el modelo de destete temprano (eutanizadas el dia
21PN) y el modelo de inmovilizacion — estrés cronico de aislamiento (eutanizadas a los 3 meses

de edad), respectivamente y ambos modelos se realizaron unicamente en machos.

Por otra parte, Uysal et al., 2005 si reportan un aumento en la actividad de SOD en su modelo de
deprivacién maternal, realizado en machos, eutanizados el dia 21PN. También encontramos
diferencias con lo reportado por (Réus et al., 2017), quienes obtuvieron una disminucién en la
actividad de SOD en ratas Wistar machos expuestas a un modelo de deprivaciéon de cuidados
maternos, eutanizados el dia 20PN. Por ultimo (Shao et al., 2015) reporto una disminucion en la
actividad de SOD en ratas Sprague Dawley expuestas a un modelo de aislamiento social,
eutanizadas el dia 82 PN. Nuestros resultados van acordes con algunos resultados encontrados en
la bibliografia por lo que se puede argumentar que SOD no siempre debe sufrir cambios respecto
a su actividad, debido a que al ser la primera enzima que se encuentra atacando a las EROs su
sistema de defensa es mas robusto y por esto no hubo cambios en estos animales expuestos a SM.
Por otro lado, los resultados que difieren con lo reportado en la bibliografia se deben principalmente
a la metodologia utilizada y sobre todo al tiempo en el que se eutanizaron a los animales, debido a
que si estos fueron eutanizados de mayor edad pueden sufrir algin otro tipo de estrés que pueda
afectar la actividad de esta enzima.

Los resultados obtenidos en la Fig. 11 a la Fig. 13 indican que la enzima catalasa (CAT) presenta
una disminucién significativa en los grupos de SM en comparacién a los grupos controles. Estos
resultados son similares a lo reportado por (Malcon et al., 2020), quienes obtuvieron una
disminucion significativa en ratones BalB/C machos expuestos a un protocolo de SM, sin embargo
fueron eutanizadas a los 58 PN; una observacion similar se realiz6 por (Réus et al., 2017), quienes
obtuvieron una disminucién significativa en ratas Wistar machos expuestos a un protocolo de

deprivacion de cuidados maternos, eutanizadas a los 20 PN.

Nuestros resultados difieren con lo reportado por (Noschang et al., 2020), quienes no obtuvieron
diferencias significativas en la actividad de CAT en ratas Wistar machos y hembras expuestas a un
modelo de manipulacion neonatal, eutanizadas el 21 PN. Estos resultados son similares con lo
reportado por (Rodrigues et al., 2020, Diehl et al., 2012) quienes no obtuvieron diferencia
significativa en la actividad de CAT en ratas Wistar machos y hembras expuestas a un modelo de

destete temprano, eutanizadas el dia 21PN y en ratas Wistar machos expuestas a un modelo de SM,
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eutanizadas el dia 70 PN, respectivamente. Los resultados obtenidos de la actividad de CAT fueron
los que esperdbamos encontrar, debido a que al observar una disminucién de la actividad de esta
enzima se puede comprobar que existe un aumento en la produccién y almacenaje de EROs,
principalmente de H2O- en los grupos que fueron expuestos a SM tanto en su forma basal como en
su forma dindmica al estrés, por lo tanto, el organismo se encuentra afectado por un estado de estrés
oxidativo. Estos resultados van de la mano con algunos reportes encontrados en la bibliografia pero
también difieren de algunos otros trabajos esto se puede deber de igual forma, a las diferentes
metodologias utilizadas, el tiempo de eutanasia y también es muy importante mencionar que
nuestros resultados se realizaron en grupos tanto basales como en respuesta dindmica al estrés, y
lo que se reporta en la bibliografia son resultados solamente en condiciones basales, es por esto
que también podemos observar cambios en nuestros resultados respecto a lo que ya se encuentra

reportado.

Los resultados obtenidos en la Fig. 14 a la Fig. 16 indican que la enzima glutation peroxidasa
(GPX) presenta un aumento significativo en el tratamiento CE en comparacion con el CB, ademas
se presenta una disminucion entre el tratamiento SMB y SME en comparacién con el grupo CE,
entre los grupos de SM no hubo diferencia significativa y tampoco se obtuvo diferencia

significativa entre género.

Nuestros resultados obtenidos en condiciones basales van acorde a lo reportado por (Diehl et al.,
2012), quienes no obtuvieron diferencia significativa al cuantificar la actividad de GPX, utilizando
el modelo de SM en ratas Wistar macho, eutanizadas el dia 70 PN. (Noschang et al., 2020), tampoco
obtuvieron diferencia significativa al cuantificar la actividad de GPX utilizando modelo de
manipulacion neonatal en machos, eutanizadas el dia 21PN. Otro estudio que presenta resultados
similares al nuestro es el de (Rodrigues et al., 2020), quienes no obtuvieron diferencia significativa
en la actividad de GPX en machos, utilizando un modelo de destete temprano, eutanizando a los
animales el dia 21PN. Sin embargo, este mismo autor observo un aumento significativo al

cuantificar la actividad de GPX en hembras, utilizando el mismo modelo de destete temprano.

Aunado a esto encontramos algunos trabajos que difieren con nuestros resultados como es el caso
de (Uysal et al., 2005), quienes presentan un aumento significativo en la actividad de GPX,
utilizando un modelo de deprivacion maternal en ratas Wistar macho neonatales, eutanizadas el dia

21PN. (Shao et al., 2015) obtuvieron una disminucion significativa en la actividad de GPX en ratas
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macho Sprague Dawley neonatales, utilizando el modelo de aislamiento social, siendo eutanizadas
el dia 82 PN y por ultimo (Noschang et al., 2020) obtuvieron una disminucion en la actividad de
GPX en ratas Wistar hembras expuestas a un modelo de manipulacion neonatal, eutanizadas el dia
21 PN. Cabe resaltar que en nuestros resultados si se obtuvieron diferencias significativas entre
tratamientos SM y control estrés, pero al no encontrar informacion en la bibliografia que
compararan entre condiciones basales y de estrés, se utilizaron los resultados en condiciones
basales para poder realizar la comparacion, esto es de gran importancia por que se observo cdmo
es que reacciona la actividad de la enzima GPX en diferentes condiciones, es decir se pudo evaluar
la reaccion del organismo durante el estrés agudo, estrés cronico y bajo una respuesta dindmica al
estrés. En los grupos que fueron expuestos a un periodo de estrés agudo se ve aumentada la
actividad de GPX con respecto al grupo control basal, sin embargo, vemos un descenso de esta
actividad en los grupos de estrés agudo lo que indica que hay exceso de EROs, sobre todo de H20-

por lo que el organismo se encuentra en un estado de estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos en la Fig. 17 a la Fig. 19 indican que la enzima glutation reductasa (GSH)
en hembras se presentan una disminucion significativa entre los grupos de SM en comparacion con
los grupos controles y ademas se presenta un aumento significativo entre el grupo CE vs CB. Estos
resultados en condiciones basales van acorde con lo reportado por (Malcon et al., 2020), quienes
no obtuvieron diferencia significativa en la actividad de GSH en ratones BalB/C machos expuestos
a un protocolo de SM, sin embargo una diferencia con nuestro proyecto fue el dia de la eutanasia.
Por otro lado nuestros resultados difieren con lo obtenido por (Khorjahani et al., 2020), quienes
obtuvieron una disminucién significativa en la actividad de GSH en ratas Wistar machos expuestos
a un protocolo de SM, teniendo también como diferencia el dia de la eutanasia. Es escasa la
informacidn que se encuentra en la bibliografia sobre la actividad de GSH, ademas de que solo se

encuentran datos de machos.

Los resultados obtenidos en la Fig. 20 a la Fig. 22 indican que la enzima glutation transferasa (GST)
no presenta diferencias significativas entre los grupos controles, los grupos basales, ni entre los
grupos de SM en machos ni en hembras, sin embargo, esta enzima presenta una disminucion
significativa en el grupo SME en comparacion con los grupos CE en ambos sexos. No hay reportes

en la literatura donde evallen esta enzima antioxidante en algun protocolo de estrés postnatal.
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El sistema glutation del organismo esta expuesto principalmente por las tres enzimas mencionadas
anteriormente, GPX, GST y GSH, en conjunto juegan un papel fundamental para la detoxificacion
del organismo de EROs y de compuestos xenobioticos. Con los resultados obtenidos de acuerdo
con su actividad podemos argumentar que el mecanismo de retroalimentacion de estas tres enzimas
se encuentra disminuido en los grupos de SM (basal y estrés) con respecto al grupo control
estresado, lo que indica que al momento en el que el animal esta siendo expuesto a un estado de
estrés agudo este sistema de glutation se encuentra aumentando su actividad para contrarrestar los
efectos negativos de las EROs pero cuando el organismo se encuentra expuesto a un estado de
estrés cronico y mas aun a un estado de respuesta dinamica al estrés este sistema se encuentra
disminuido y por lo tanto habrd un aumento de EROs y no podran cumplir con su actividad

principal que es detoxificar al organismo.

También se obtuvieron resultados de los parametros que miden el estrés oxidativo, de la Fig. 23 a
la Fig. 26 se indica que la actividad de la capacidad de reduccién férrica del plasma (FRAP)
presenta una disminucion significativa en el grupo SMB en comparacion con el grupo CB en ambos
sexos. Estos resultados obtenidos en condiciones basales van acorde con lo reportado por (Arabi et
al., 2021; Lorigooini et al., 2020; Nouri et al., 2020), quienes obtuvieron una disminucion
significativa en la actividad de FRAP en ratones NMRI machos expuestos a un protocolo de SM,
sin embargo, existen diferencias entre su metodologia y la del presente proyecto, una de estas

diferencias es el dia de la eutanasia y los animales que se utilizaron.

Por otro lado nuestros resultados difieren de lo reportado por (Menezes et al., 2017), quienes no
obtuvieron diferencia significativa en la actividad de FRAP en ratas Wistar machos, expuestas a
un protocolo se deprivacién maternal, estas diferencias se pueden deber a variaciones en la
metodologia utilizada en los diferentes proyectos. Es escasa la informacion que se encuentra en la
bibliografia sobre la actividad de FRAP, ademés de que solo se encuentran datos de machos.

De acuerdo con los resultados obtenidos y una vez realizada la comparaciéon bibliografica se puede
argumentar que el poder antioxidante no enzimatico que se encuentra en el organismo de las crias
de ratas expuestas a SM, también se ve afectado mostrando una disminucion en su actividad y por
lo tanto se produce un aumento en la produccién de EROs y la diferencia encontrada con nuestros
resultados y los de la bibliografia se puede deber de igual forma que en los resultados de las enzimas

antioxidantes a la diferente metodologia utilizada, al tiempo de eutanasia y la diferencia en
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condiciones de nuestros grupos, es decir que en nuestros resultados se observaron condiciones

basales y de estreés.

Respecto al producto de lipoperoxidacion, el MDA, se indica de la Fig. 27 a la Fig. 29, que la
cantidad de TBARS aumenta en todos los grupos en comparacion con el grupo control. Lo cual en
condiciones basales va acorde con lo reportado por (Arabi et al., 2021; Lorigooini et al., 2020;
Nouri et al., 2020), quienes obtuvieron un aumento significativo en la cantidad de MDA en ratones
NMRI machos expuestos a un protocolo de SM. Otros estudios que presentan resultados similares
a los nuestros, son los de (Menezes et al., 2017), quienes obtuvieron un aumento significativo en
la cantidad de MDA en ratas Wistar macho expuestos a un protocolo de SM y (Réus et al., 2017)
quien reporta resultados de ratas Wistar hembras, en donde también hubo un aumento significativo
en la cantidad de MDA en un protocolo de SM. (Dallé et al., 2020), también reporta un aumento

significativo en MDA utilizando ratas Sprague Dawley machos.

Por otro lado existen estudios que difieren con nuestros resultados, tal es el caso de (Drastichova
et al., 2021; Malcon et al., 2020; Menezes et al., 2017), quienes no obtuvieron diferencias

significativas en la cantidad de MDA en animales expuestos a protocolo de SM..

Para concluir con lo encontrado en la bibliografia respecto a nuestros resultados se puede observar
y afirmar nuestra postura la cual indica que la SM estd produciendo estrés oxidativo en el
hipocampo de ratas, ya que el malondialdehido es un producto de la peroxidacion lipidica la cual
es un indicador de estrés oxidativo y como se muestra en nuestros grupos se encuentra un aumento
significativo en los animales expuestos a SM en comparacion con el grupo control. Las diferencias
encontradas en nuestros resultados con respecto al bibliografia se pueden deber a su metodologia,
cepa utilizada, tiempo de eutanasia y el sexo de los animales.

En condiciones basales existe un estado de homeostasis en el organismo, que permite responder a
cualquier estimulo de estrés en los animales, es decir el eje HPA se encuentra llevando a cabo una
retroalimentacion efectiva a nivel del hipocampo a través de los receptores GR (Baes et al., 2014).
En el caso de las crias de ratas, los grupos en condiciones basales se encuentran en periodo de
hiporrespuesta al estrés (SHRP), el cual se caracteriza por una respuesta adrenocortical
notablemente reducida al estrés leve, por lo tanto, no habra mayor aumento en la produccion de
ACTHy corticosterona. (Lajud et al., 2012). Cuando el animal se ve expuesto a un estado de estrés

agudo el eje HPA aumenta su actividad produciendo mayor cantidad de ACTH y de GCs, esto
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provoca mayor gasto de energia es decir de ATP, lo que conlleva a un aumento en la formacion de
EROs, para contrarrestar los efectos negativos de estas especies el sistema antioxidante aumenta

su actividad, detoxificando al organismo y evitando asi un dafio oxidativo (Faravelli et al., 2012).

En condiciones de estrés cronico, es decir cuando la condicion de estrés es repetida por un periodo
prolongado de tiempo (OIff, 1999), se presenta una sobreactivacion del eje HPA por lo que habra
un aumento descontrolado en la produccion de ACTH y GCs; esto provoca una disminucion en la
produccién de los receptores GR en el hipocampo, lo que tendra como consecuencia una
retroalimentacion negativa atrofiada (Mario F. Juruena, 2014). Estos cambios en la homeostasis
del SNC, la microglia y los astrocitos liberan citocinas para restablecer el equilibrio, pero si el
organismo se encuentra en un estado de estrés cronico, estas citocinas estaran provocando un estado
proinflamatorio por lo que el organismo sufrira de estrés oxidativo, provocando dafio en las

neuronas del hipocampo disminuyendo la neurogénesis (X. Wang & Michaelis, 2010)

La enzima SOD se encuentra en primera linea en contra de las especies reactivas de oxigeno
(EROs), se encarga de dismutar al anion O2en H.0.y O para evitar su acumulacion a nivel toxico
(Bresciani et al., 2015). Aunque no hubo diferencia significativa en los resultados de la actividad
de SOD en el presente proyecto, no quiere decir que la SM no esté causando estrés oxidativo,
debido a como se explicd anteriormente, de lo que se encarga esta enzima es de generar H20- el
cual es un radical libre altamente inestable. La falta de acoplamiento de SOD con la actividad de
CAT puede dar lugar a una acumulacion de H20- toxico el cual se queda almacenado llevando al
organismo a un estado de estrés crénico (Filipovi¢ et al., 2017).

La catalasa es una de las proteinas peroxisomales mas abundantes en las células de los mamiferos
(Fransen et al., 2012). Para llevar a cabo su reaccion la enzima CAT utiliza su grupo hemo, el cual
se reduce mediante reacciones redox para llevar a cabo la dismutacion de H202en H2O y O (Nandi
etal., 2019), pero las altas concentraciones de aniones superdxido son capaces de inactivar a CAT
al oxidar el grupo hemo del sitio activo impidiendo llevar a cabo su reaccion de dismutacion (Spiers
etal., 2015). Por lo que CAT al estar disminuida en el hipocampo de crias de ratas no esta llevando
a cabo su funcion como enzima detoxificante de manera adecuada, provocando un aumento de
H>02 (X. Wang & Michaelis, 2010). Esta disminucion en la actividad de CAT se asocia a un
comportamiento de tipo depresivo en el hipocampo de ratas expuestas a la ELS segun lo reportado

por (Réus et al., 2017). El desequilibrio en la proporcion de SOD, CAT y GPX esta ocasionando
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una acumulacion del H20- lo cual puede generar radicales hidroxilo nocivos (Jamuna Rani &
Mythili, 2014). Cabe resaltar que en el presente proyecto se determing la actividad de las enzimas
antioxidantes en condiciones de estrés y en condiciones basales, lo cual es de gran importancia ya
que en los resultados obtenidos de GPX se puede observar un incremento en el grupo CE, lo que
esta indicando un correcto funcionamiento de esta enzima al convertir el H2O2 en H20 y O2 (Lubos
et al., 2011). Sin embargo, al momento de compararlo con los grupos de SM estos tienen un
decremento significativo, lo que esta indicando una disminucion en el sistema, ya que GPX no se
encuentra detoxificando de manera correcta, llevando al organismo a un estado de estrés oxidativo.
Esto lo podemos reforzar con lo que ocurre con los resultados de GSH, ya que estas 2 enzimas
trabajan en conjunto contra el aumento de EROs. De acuerdo con lo obtenido de los resultados de
GSH, la SM caus6 una disminucién significativa en la actividad de GSH en hembras lo que
favorece el aumento de la produccién de EROs en el organismo, ademas, la oxidacidn excesiva en
las células que causa una reduccion de GSH/GSSG podria afectar a otros eventos celulares, como
son el crecimiento, diferenciacion celular y disfuncion mitocondrial (Khorjahani et al., 2020; Yang
et al., 2006). La familia de enzimas GST también son muy importantes para la proteccion celular,
participan en la desintoxicacion de productos oxidados mediante la conjugacion de GSH con
centros electrofilicos en sustratos tdxicos para producir productos no toxicos (Cui et al., 2007). De
acuerdo con nuestros resultados acerca de GST se obtuvo una disminucion en el grupo de
hiperrespuesta al estrés, lo que puede significar que las crias que fueron expuestas a una respuesta
dindmica al estrés, es decir, estrés cronico + estrés agudo, tienen menor capacidad para eliminar a
los xenobidticos y radicales libres lo que se manifiesta como una mayor susceptibilidad al estrés
oxidativo (Gawryluk et al., 2011).

La exposicion al estrés provoca una sobreproduccion de perdxido de hidrogeno, anion superdxido
y radical hidroxilo, lo que conduce a la peroxidacion lipidica (Saribal et al., 2021). En lo que
respecta a los parametros de estrés oxidativo, los niveles de MDA aumentaron significativamente
y la actividad de FRAP disminuyd, lo que indica un estado de estrés oxidativo y peroxidacion
lipidica (Nouri et al., 2020) debido a un aumento en la ruptura de acidos grasos poliinsaturados de
las membranas lo que conduce a una serie de mecanismos moleculares causados por la SM que

pueden incluir un aumento de estrés oxidativo y muerte celular (F. Wang et al., 2020).
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El estrés oxidativo juega un papel importante en la muerte de células neuronales y la
neurodegeneracion. Estudios anteriores demostraron que experimentar estrés por separacion
materna a traves de un aumento de los niveles de oxidantes como el MDA y una disminucion de la
capacidad antioxidante provocaba comportamientos similares a la ansiedad en la edad adulta
(Nouri et al., 2020); debido a esto se cree que la SM induce cambios epigenéticos y pueden tener

implicaciones para los trastornos del desarrollo neuroldgico (Drastichova et al., 2021).

También es importante mencionar que existen diferencias entre los géneros y los diferentes grupos,
la posible explicacion a esto es que el sexo parece ser un modulador de la funcion neuroendocrina
(Tower et al., 2020). En comparacién con los machos, las hembras muestran una respuesta del eje
HPA mas robusta, esto debido a los niveles circulantes de estradiol que elevan los niveles de la
corticosterona durante factores de estrés (Tower et al., 2020). La presencia de hormonas gonadales
durante el desarrollo puede afectar el estrés oxidativo ya que se ha reportado que el estradiol posee
propiedades neuroprotectoras (Prediger ME y col 2000; Behl C y col 2000). En el caso de hembras
se ha reportado que GPX se encuentra relacionada positivamente con estrégenos de suero, los
cuales regulan positivamente SOD y GPX, MAP y NF-kB, de manera que cuando se ven expuestas
al estrés se incrementan los niveles de estas enzimas (Diaz-Castro J et al 2016). Ademas, los
esteroides gonadales en las hembras durante el ciclo estral son un factor importante que contribuye
a las diferencias sexuales en la robustez de la actividad del eje HPA,; estos esteroides gonadales
también pueden contribuir a las influencias epigenéticas en las hembras incluso antes de la pubertad
(Pevzner, 2017). Para machos se ha reportado que tienen una sobreexpresion de citocinas
proinflamatorias y que los biomarcadores de estrés oxidativo e inflamacion son mayores, por lo
que tienen menor capacidad de resolver el dafio oxidativo en comparacion de hembras (Diaz Castro
Jy col 2016). Lo cual se comprueba en nuestros resultados de la actividad de las enzimas GSH y
GST en condiciones de estrés agudo, en donde las hembras se encuentran aumentando su actividad

enzimatica para poder contrarrestar los efectos negativos de las EROs.

Se ha comprobado que las hembras con estrés postnatal muestran un mayor pico de niveles
plasmaticos de corticosterona en la edad adulta en comparacion con los machos (Brunton y Russell,
2010). Las hembras son mas vulnerables a presentar alteraciones emocionales relacionadas al
estrés vital temprano; la exposicion a adversidades tempranas se asocia con niveles mas altos de la

hormona liberadora de corticotropina (CRH) basal en hembras, pero niveles mas bajos en los
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machos, mientras que los traumas graves estan relacionados con una mayor respuesta a un desafio
de CRH s6lo en machos (DeSantis et al., 2011).
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10 CONCLUSIONES

Las actividades de las enzimas antioxidantes CAT, GPX, GST Y GR y el parametro de estrés
oxidativo (FRAP) se ven disminuidas en el hipocampo de ratas al ser sometidas a estrés postnatal

y la actividad de MDA aumenta en estas mismas condiciones.

El estrés en etapas tempranas de la vida, ejemplificado por el modelo de SM, es un reto
suficientemente fuerte para alterar la cantidad producida de GR en el hipocampo, lo cual provoca
una disminucion en la produccion de receptores para GR y una sobreactivacion del eje HPA,
generando un estado de estrés oxidativo en el cerebro. Esto se comprob6 con la disminucion en la
actividad de las enzimas antioxidantes (CAT, GPX, GR, GST) y con el parametro de estrés
oxidativo (FRAP), corroborando este estado de estrés oxidativo con el aumento en la cantidad de

MDA, evaluadas en el hipocampo de ratas sometidas a un modelo de SM.

Cabe resaltar que en este proyecto ademas de comparar los resultados en condiciones basales, se
evalud una respuesta dindmica al estrés en las crias, en donde pudimos observar que la actividad
de las enzimas GPX, GSH, GST se encuentra aln mas comprometida en una respuesta de
hiperreactividad al estrés, que, en condiciones basales, esto mismo se pudo observar con la cantidad
de MDA. Con esto se puede comprobar que el reto es ain mas fuerte cuando las crias se ven
expuestas a una doble situacion de estrés, trayendo como resultado una disminucion en el sistema
de defensa antioxidante y por lo tanto un mayor aumento de EROs provocando un estado de estrés
oxidativo en las crias, lo cual se ha relacionado con la aparicién de alteraciones emocionales en la
edad adulta.

En la Fig. 29 se esquematiza los resultados obtenidos de las crias de ratas expuestas a SM como
estresor agudo, cronico y como respuesta dindmica al estrés (estrés agudo + estrés agudo) de

machos y hembras.
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ESTRES AGUDO

MACHOS HEMBRAS

SOD: SN SOD: SN
CAT: SN CAT: SN
GPX: + GPX: +
GSH: SN GSH: +
GST: SN GST: +
FRAP: SN FRAP: SN
MDA: + MDA: +

ESTRES CRONICO

MACHOS HEMBRAS

SOD: SN SOD: SN
CAT: - CAT: -
GPX: - GPX: -
GSH: - GSH: -

GST: SN GST: SN
FRAP: - FRAP: -

MDA: + MDA: +

Figura 25. Esquema de resultados. El esquema
representa la metodologia utilizada en presente proyecto
y sus respectivos resultados. Se utilizo el modelo de SM
como estresor, separando a las crias en machos (verde) y
hembra (rojo). A si mismo las crias de ratas se dividieron
en 4 grupos (Control basal, control estrés, SM basal y SM
estrés) que representan el grupo control, estrés agudo,
estrés cronico y respuesta dinamica al estrés
respectivamente.

RESPUESTA DINAMICA

MACHOS HEMBRAS

SOD: SN
CAT: SN
GPX: -

SOD: SN
CAT: SN
GPX: -

GSH: -
GST: -
FRAP: SN
MDA: +

GSH: -
GST: -
FRAP: SN
MDA: +
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