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Resumen

El estrés cronico es considerado un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades crénico degenerativas que son consideradas problemas de salud
publica. Aunque la asociacion entre estreés fisioldgico y alteraciones metabdlicas es
comunmente aceptada, los mecanismos de dafio aun no han sido dilucidados y
comprendidos. EI modelo de estrés cronico leve impredecible (ECLI) ha sido
utilizado para evaluar los efectos del estrés crénico sobre el organismo. En estudios
previos hemos demostrado que el ECLI produce alteraciones en el metabolismo de
lipidos y carbohidratos entre los 40 y 60 dias de tratamiento, pero se desconoce el
efecto que tiene el estrés cronico sobre el sistema de regulacion del apetito-
saciedad, el estrés oxidante y la inflamacion en dichas alteraciones. Por lo que el
objetivo de este trabajo fue determinar la participacion del sistema de regulacion
neuroendocrino del apetito-saciedad, del estrés oxidante y la inflamacién sistémica
en las alteraciones metabdlicas inducidas por estrés crénico. Ratas macho Wistar
de 3 meses de edad, fueron sometidas al modelo de estrés cronico leve
impredecible por 20, 40 y 60 dias. Para evaluar el efecto del estrés en el sistema
gue regula el apetito-saciedad, se determinaron niveles séricos de corticosterona,
insulina, leptina y grelina, y se evallo la presencia de los receptores de grelina
(GHS-R1) y leptina (Ob-R) en hipotalamo. Para detectar la presencia de estrés
oxidante y dafio se evaluaron los niveles de glutation reducido (GSH),
lipoperoxidacion (LPO), superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), capacidad
antioxidante total (TAC), proteinas oxidadas y marcadores de apoptosis:
procaspasa 3, caspasa 3, y citocromo c¢ en higado y pancreas. Para determinar el
perfil inflamatorio se evaluaron citocinas séricas IL-1B3, TNF-a, IL-6 e IL-10.

Los niveles de corticosterona estuvieron elevados desde los 20 y hasta los 60 dias
de tratamiento. Los niveles de insulina y grelina incrementaron a los 20 y 40 dias
respectivamente, mientras que los niveles de leptina disminuyeron desde los 20 dias
de ECLI. Por otro lado, también se observa una alteracion en los niveles del receptor
OB-R y GHS-R1 entre los 40 y 60 dias de tratamiento, sugiriendo que en la
progresion de las alteraciones metabdlicas modificé algunas de las hormonas que
regulan el apetito y saciedad. En higado y pancreas se observan niveles reducidos
de GSH entre los 40 y 60 dias, mientras que LPO y las proteinas oxidadas aumentan
en ambos tejidos, siendo el pancreas mas susceptible al dafio por especies
reactivas. En cuanto al perfil inflamatorio encontramos los niveles de citocinas
regulados entre los 20 y 40 dias, pero a los 60 dias se incrementan las citocinas
proinflamatorias (IL-18, TNF-a e IL-6) y disminuye la anti-inflamatoria (IL-10),
provocando una inflamacién de bajo grado hacia los 60 dias de ECLI. Los
marcadores de apoptosis indican dafio en pancreas, puesto que hay un aumento
del citocromo c¢ hacia los 60 dias de tratamiento, mientras que en higado aumentan
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los niveles caspasa 3 solo a los 40 dias. Estos datos sugieren que en las
alteraciones metabdlicas causadas por estrés cronico, también se alteran
marcadores del sistema de regulacion del hambre y la saciedad, que podrian estar
favoreciendo el progreso de las alteraciones metabdlicas. Las consecuencias del
ECLI a los 60 dias sugieren la presencia de estrés oxidante e inflamacion sistémica,
gue causa dafio a nivel tisular, y que a largo plazo podria asociarse con el desarrollo
de enfermedades cronico degenerativas como la diabetes mellitus tipo 2.
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Abstrac

Chronic stress is considered a risk factor for the development of chronic
degenerative diseases that are considered public health problems. Although the
association between physiological stress and metabolic disorders is commonly
accepted, damage mechanisms have not been elucidated and understood.

The model of chronic unpredectible mild stress (CUMS) has been used to assess
the effects of chronic stress on the body. In previous studies we have shown that
ECLI produces alterations in the metabolism of lipids and carbohydrates between 40
and 60 days of treatment, but the effect of chronic stress on the system of regulation
of appetite and satiety and activation oxidative stress and inflammation is unknown
in such alterations. The aim of this study was to determine the involvement of
neuroendocrine regulation system of appetite and satiety, oxidative stress and
systemic inflammation in metabolic alterations induced by chronic stress. CUMS
consisted in randomly exposing the animals to different stressors. The effects of
CUMS on corticosterone, insulin, ghrelin and leptin were evaluated in serum. Leptin
and ghrelin receptors were measured in hypothalamic. In liver and pancreas was
determined reduced glutathione (GSH), lipid peroxidation (LPO), superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), total antioxidant capacity (TAC) and protein
oxidation. Likewise, cytokine serum levels (IL-6, TNF-a, IL-1B, and IL-10) were
determined.

Corticosterone levels remained high and constant up to the end of the experimental
period at 60 days. Insulin and ghrelin were elevated at 20 and 60 days of CUMS,
while the leptin decreased at 40 and 60 days of stress. Furthermore, an alteration is
also observed in the levels of both receptors between 40 and 60 days of treatment,
suggesting that progression of metabolic disorders hormones that regulate appetite
and satiety was modified. In liver and pancreas, GHS levels were decreased from
day 40, while protein lipid peroxidation and protein oxidation were increased. This is
the first work where pancreas redox state under chronic stress conditions is reported.
Liver TAC was constant whilen pancreas it was reduced. Regarding inflammation
markers, an increase in TNF-a, IL-13, and IL-6 levels was observed, while IL-10
levels were reduced due to CUMS, generating a systemic inflammation state.
Apoptotic markers indicate damage in pancreas, since there is an increase of
cytochrome ¢ and procaspasa3 to 60 days of treatment, while liver levels increase
caspase 3 only at 40 days. These data suggest that chronic stress alters the
metabolism neuroendocrine level, changing levels of hormones that regulate
appetite and satiety. CUMS consequences at day 60 suggest that oxidative stress
and inflammation can contribute the development of chronic degenerative diseases
like diabetes.
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1.- Introduccion

Durante las ultimas dos décadas los cambios en las condiciones laborales, sociales
y econdémicas han suscitado un ambiente cada vez mas exigente que provoca una
vida acelerada acompafiada en la mayoria de los casos por mala alimentacion y
sedentarismo, resultando en un estilo de vida estresante. El estrés es considerado
un factor de riesgo de gran relevancia debido a cambios en el estilo de vida favorece
la incidencia de enfermedades crénico degenerativas, en las cuales la situacion del
paciente se agrava con el paso de los afios a consecuencia de la acumulacion de

dafio provocado por la misma enfermedad (OMS, 2010).

Una enfermedad degenerativa es una afeccién en la cual la funcion o la estructura
de los tejidos u 6rganos afectados empeoran con el transcurso del tiempo. Las
enfermedades cronico degenerativas pueden ser clasificadas en cardiovasculares
(hipertension y ateroesclerosis), metabdlicas (diabetes tipo 2), neurodegenerativas
(Alzheimer y Parkinson) y cancer, entre otras. La Organizacion Mundial de la Salud
(2010), las cataloga como las causas principales de mortalidad a nivel mundial.
Cada afio aumenta considerablemente el niUmero de casos, ademas de que son las
causas mas frecuentes de incapacidad prematura, el tratamiento en la mayoria de
los casos, representa gastos a la economia nacional y familiar. En México el INEGI
reporté en el 2010 que las enfermedades crénico degenerativas con mayor causa
de defuncion son las enfermedades cardiovasculares provocando 105 144 decesos,
la diabetes tipo 2 (DT2) (82964) y los tumores malignos (70240). Aunque se han
propuesto diversas causas responsables del desarrollo de una de estas
enfermedades, en este trabajo se aporta evidencia sobre los efectos del estrés

crénico sobre el desarrollo de alguna de estas patologias.
1.1.-Definicion de estrés

La palabra estrés se utiliza en forma confusa y con multiples significados. La
respuesta fisioldgica a un estimulo imprevisto o agresor suele denominarse estrés.
A toda circunstancia o factor que altere la homeostasis se le denomina estresor, y

puede provenir de naturaleza fisica (como el clima, el ruido o el esfuerzo fisico) o
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puede ser emocional (como el estado de animo, las relaciones personales, la
situacion o preocupacion financiera). El primero en utilizar el término estrés fue Hans
Selye (1936), que define al estrés como una respuesta inespecifica del organismo
ante cualquier exigencia o estimulo nocivo que afecte el equilibrio. Afios antes
Claude Bernard (1859) ya habia tratado de explicar como las células y tejidos de
organismos multicelulares responden al estimulos, proponiendo que todos los
organismos, por variados que sean, deben mantener constancia en el medio interno
para conservar la vida (Fink, 2010). Afios mas tarde, Walter Cannon (1932) propuso
el término homeostasis (del griego homoios, similar y statis, posicion) para referirse
a aquellos procesos fisiolégicos que se mantienen constantes, pese al continuo
intercambio de estimulos entre el medio interno y externo de un individuo. Ademas,
Cannon también propuso las conductas de lucha o huida para describir la respuesta
al miedo o al agente estresor. La definicion utilizada en este trabajo lo describe como
una respuesta fisioldgica, bioquimica, cognitiva y conductual del organismo ante

eventos que alteren su estado de equilibrio (L6pez et al., 2011).

Selye (1950) propuso que la respuesta del organismo ante condiciones de estrés
se presenta en tres etapas, denotadas en conjunto como Sindrome General de

Adaptacion:

1. Reaccion de alarma. Se presenta de manera inmediata al estresor,
provoca la movilizacion de reservas del organismo para hacerle frente al estresor
mediante la accion del sistema nervioso simpatico adrenomedular, activando
diversos sistemas para maximizar sus funciones y prepararlos para una respuesta

de lucha o huida.

2. Fase de resistencia. Se presenta cuando un individuo es sometido en
forma prolongada a la amenaza de agentes lesivos fisicos, quimicos, biolégicos o
sociales. En este caso, el organismo puede manifestar un proceso de habituacion a
dichas demandas por un tiempo definido; durante esta fase suele ocurrir un
equilibrio dinamico entre el medio ambiente interno y externo del individuo; sin
embargo, esta capacidad puede verse influenciada por factores como la duracién o

el tipo de estresor, asi como la edad del individuo. Si el organismo logra habituarse,
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esta etapa perdurara durante un tiempo prolongado. La continuacion de la respuesta
producird cambios fisiolégicos y hormonales, dando inicio a la etapa de
enfermedades de adaptacion, en la cual la presencia continua del estresor puede
causar Ulceras pépticas, colitis ulcerosa, hipertensién, enfermedades

cardiovasculares y depresion del sistema inmune.

3. Fase de agotamiento. Se caracteriza por disminucion progresiva de la
respuesta del organismo frente a una situacion de estrés prolongado, que conduce
a un estado de gran deterioro fisioldgico, en el cual el sujeto reduce al minimo su
capacidad de habituacion, ocasionando agotamiento fisico e incluso la muerte
(Selye, 1950).

En la formulacion del sindrome General de adaptacion propuesto por Selye (1936,
1950) se plante6 la cuestion de la naturaleza de la habituacion y de la mala
habituacién a la respuesta al estrés, destacando que el proceso de habituacién de
la respuesta al estrés se presenta después de la exposicidén prolongada a factores
estresantes, y el organismo podria no llegar a una fase de agotamiento con

consecuencias adversas.

Los términos distrés y eustrés se introdujeron por Selye en 1976 para distinguir entre
las consecuencias de la mala habituacion y la buena habituacion de la respuesta al
estrés. Por lo tanto, la respuesta al estrés se puede representar en varias etapas,

como se ilustra en la figura 1.

Por otro lado, McEwen (2002) propone los términos alostasis y carga alostéatica para
referirse a los procesos de habituacion. De esta manera, ante un estresor, la
activacion de la respuesta fisiologica puede depender de varios factores, como:
naturaleza del estresor, edad del individuo receptor, su experiencia y su genética
(Figura 2).
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Figura 1. Representacion grafica de las etapas de respuesta al estrés propuesto por Selye en el
Sindrome General de Adaptacion (1976).

Estos factores, a su vez, determinan la respuesta conductual para enfrentar al
estresor, que puede ser de lucha, huida o enfrentamiento, en los cuales la alostasis
se refiere a la capacidad del organismo para mantener la homeostasis frente a un
estresor, mientras que la carga alostética se refiere a la capacidad del organismo
de tolerar el cambio o alteracion causado por el estresor, por un periodo de tiempo
(McEwen, 2015). Aunque la formulacion del concepto estrés ha causado
controversia, se ha llegado a consensar que la respuesta al estrés depende de la
intensidad, duracion y calidad del estresor, asi como de las caracteristicas
fisiolégicas y emocionales del individuo (McEwen y Wingfield, 2003; Dallman, 2007).
A todo estimulo o factor que altere el estado de equilibrio se le denomina estresor
(Selye,1950). Los estresores pueden clasificarse dependiendo de la intensidad, la

duracion y la naturaleza del estresor.
1.2.-Clasificacién del estresor

De acuerdo con la intensidad de la respuesta los estresores se clasifican en leves,
moderados y graves o excepcionales (traumaticos). Lo cual depende de factores
como la edad, genética y experiencia del sujeto para percibir las sefales del estresor
y poder anticiparse para generar una respuesta conductual y fisiolégica, con el fin
de aminorar y controlar sus efectos; también pueden ser clasificados en predecibles
e impredecibles, que influyen en la intensidad y el control de la respuesta (Koolhass
etal., 2011).
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Figura 2. La respuesta al estrés y el desarrollo de la carga alostatica. La respuesta al estrés difiere
en cada individuo debido a que factores externos como la edad, la experiencia y la carga genética
influyen en la manera en que se perciben y manejan los estimulos considerados estresantes.
(Modificado de McEwen, 2015).

Considerando la duracién del estresor, el estrés se puede clasificar en agudo y

cronico.
1.2.1.-Estrés Agudo

Se presenta cuando un estimulo inesperado, ya sea fisico o emocional, es limitado
en el tiempo y da lugar a una respuesta también intensa, rapida y algunas veces
violenta. Se ha propuesto que la utilizacion del término agudo se limita a los casos
en donde existe una exposicién Unica ante una situacion estresante y tiene un
tiempo de duracion de segundos aunque sus efectos pueden mantenerse horas. En
ocasiones el estrés agudo es acompafado de sensaciones eufdricas en pequefas
dosis, sin embargo aunque no siempre es euférico y no causa dafios importantes si
puede causar algunos sintomas: agonia emocional (enojo, irritabilidad, ansiedad y
depresion), problemas musculares (dolor de cabeza, mandibula, espalda o
ligamentos), problemas estomacales (acidez, diarrea, estrefiimiento o sindrome de

intestino irritable), o sobrexcitacion pasajera que cause alteracion en la presion
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arterial, ritmo cardiaco, sudoracion, mareos, hiperventilacion o insomnio (McEwen 'y
Winfield, 2003; APA, 2016).

1.2.2.-Estrés croénico

Se produce ante una exposicidbn continua a factores estresantes externos o
condiciones prolongadas de la respuesta al estrés. El tiempo de estas situaciones
se presenta en un periodo de horas, semanas e incluso afios. El estrés cronico
incorpora varios elementos, entre los cuales se encuentran los cambios en el medio
ambiente, social o personal del individuo, también llamados eventos de vida
(McEwen, 2002).

La exposicion del individuo ante los agentes estresantes durante dias, meses o
aflos, genera inicialmente alteraciones fisiolégicas como trastornos
gastrointestinales, colitis nerviosa, gastritis, hipertensién arterial, ansiedad,
frustracion, insomnio, migrafia, agresividad, entre otras. Sin embargo, la
persistencia cronica produce finalmente serias alteraciones de caracter psicologico,
como disfuncion familiar, conductas antisociales y depresion (APA, 2016); falla de
organos vitales e incluso desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como
artritis reumatoide, Alzheimer y enfermedad cardiovascular, que sea sugerido se
desarrollan en muchas ocasiones con participacion del estrés crénico (McEwen y
Winfield, 2003). Independientemente del tipo de estrés, la respuesta se ejecuta a
través de dos sistemas: El eje hipotdlamo hipofisis adrenal y el sistema nervioso

simpatico.adrenomedular.
1.3.-Mecanismos de respuesta al estrés

El cerebro es un 6rgano clave en los procesos de integracion de la respuesta al
estrés, ya que se encarga de organizar la manera en la que los individuos hacen
frente a situaciones estresantes mediante un sistema distribuido, coordinado y
dinamico, que involucra niveles de organizacion neurobiologica: se encuentra el
nivel cortico-limbico, en el cual se percibe al estresor a través de la corteza cerebral

y se envia un mensaje al sistema limbico para integrar el estimulo percibido; en este
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nivel participa principalmente la amigdala y el hipocampo. En el hipotalamo se
determina si el estimulo percibido es un estresor y se envia la respuesta a través de

dos mecanismos: el hormonal y el neural (Brown, 1994).

La base esencial del mecanismo hormonal es la liberacion de glucocorticoides
(GCs), principalmente cortisol (en humanos) o corticosterona (en roedores), por las
glandulas adrenales, mediante la activacion del eje HHA. El mecanismo neural
actla mediante neurotransmisores directa o indirectamente sobre el hipotalamo vy,
desde sus centros vegetativos (nucleo paraventricular, lateral, periventricular),
descienden los estimulos a través de los nervios esplénicos, llegando a la médula
adrenal para inducir la liberacion de noradrenalina y adrenalina (Stratakis y
Chrousos, 1995; Gunnar y Quevedo, 2007).

1.4.-Eje hipotadlamo-hipofisis-adrenal (HHA)

El principal centro modulador del eje HHA es el hipocampo, el cual regula de manera
conjunta con el hipotdlamo la respuesta al estrés, mediante el eje HHA (Figura 3).
El hipotalamo estd constituido por diferentes regiones denominadas nucleos
hipotalamicos, compuestos por células neuroendocrinas y reciben sefiales mediante
fibras aferentes de diferentes partes del cerebro, principalmente del hipocampo
(Fink, 2010). Estas fibras pueden ser dopaminérgicas, noradrenérgicas,
serotoninérgicas y GABA-érgicas, entre otras. El hipotdlamo envia sefiales
mediante fibras eferentes a diferentes partes del cerebro, como la eminencia media
y la neurohipofisis. A su vez, la neurohipdfisis envia sefiales a la glandula adrenal
(Brown, 1994). El eje HHA se activa cuando las neuronas del nicleo paraventricular
del hipotalamo secretan las hormonas liberadora de corticotropina (CRH) y arginina-
vasopresina (AVP), que se transportan a través de los capilares del sistema
circulatorio portahipofisiario al érgano blanco, las células corticotréficas de la
adenohipofisis (Brown, 1994; Gunnar y Quevedo, 2007; Fink, 2010).
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Figura 3. Eje hipotalamo hipdfisis adrenal (HHA) y las estructuras involucradas en su regulacion. (+):
Rutas de activacion. (-): Rutas de inhibicién. El incremento de los glucocorticoides (GCs) es iniciado
por un aumento en circulacion de CRH y AVP, proveniente de la region medial parvo celular en el
ndcleo paraventricular del hipotalamo. La regulacién por retroalimentacién negativa opera a través
del aumento de GCs circulantes en hipocampo e hip6fisis. ACTH: Hormona adrenocorticotropica.
GABA: Acido gamma aminobutirico.

Cuando el hipotalamo libera CRH, ésta es transportada por el sistema
portahipofisiario para estimular la secrecion y sintesis de la hormona
adrenocorticotrofica o corticotropina (ACTH) en la hipofisis, que pasa al torrente
sanguineo y alcanza la corteza de las glandulas suprarrenales, cuyas partes
fasciculada y reticular secretan GCs en respuesta a la ACTH (Fink, 2010). Ademas
de otras numerosas funciones, los GCs inhiben la sintesis y liberacion de CRH y
ACTH, regulando su propia liberacién por un mecanismo de retroalimentacion
negativa (Fink, 2010; Andrews et al., 2011).

Los organismos que se encuentran sometidos constantemente a estimulos
estresantes mantienen la activacion constante del eje HHA, incrementando la
sintesis de CRH en el nucleo paraventricular del hipotalamo, causando la secrecién
de ACTH por la hipofisis anterior e induciendo un alto y constante nivel de cortisol
(Reagan et al., 2008).
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El estrés cronico altera el funcionamiento del eje HHA y se ha propuesto que un alto
nivel de glucocorticoides circulantes participa en la etiologia y progresion de
desérdenes neurales y metabdlicos (Reagan et al., 2008), debido a que los
glucocorticoides ejercen su accién en la regulacion y expresion de genes que
participan en el control del metabolismo o en funciones necesarias para la

sobrevivencia (Chrousos, 2009).
1.5.-Regulacion del eje HHA

El sistema de respuesta al estrés requiere de una compleja coordinacion
neuroendocrina, entre el sistema nervioso central y la periferia. Los sistemas de
regulacion méas importantes son el hipocampo, corteza cerebral y el sistema locus
coeruleus-noradrenalina (Gunnar y Quevedo, 2007). La hormona liberadora de
liberadora de corticotropina (CRH) estd constituida por 41 aminoacidos. Actla
fijandose a receptores especificos de las células corticotrépicas, y Unicamente
estimula la liberacién en presencia de calcio (Brown, 1994). CRH es sintetizada en
el hipotdlamo y llega a las células productoras de ACTH de la hipofisis anterior a

través del sistema portahipofisiario.

La ACTH es un péptido de 39 aminoé&cidos que estimulan la liberacion y sintesis de
cortisol, andrégenos suprarrenales y aldosterona. La ACTH se sintetiza a partir de
la propiomelanocortina (POMC), que también da lugar a la secrecion de las B
endorfinas. La ACTH interactia con receptores membranales en la corteza de la
glandula suprarrenal para estimular la produccién y la liberaciéon de GCs en la
circulacion general (Brown, 1994). Al entrar los GCs en el citoplasma de las células
interactian con sus receptores (De Kloet et al, 2005; Cosio, Torrego y Adcock,
2005).

Los receptores activados se transportan al nucleo de la célula, donde interacttan
con elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) y ejercen su accion al activar
o reprimir factores de transcripcion. El cortisol regula factores de transcripcion como
CREB (proteina ligadora de AMPc), FABP (proteina ligadora de acidos grasos),

PPARY (Receptores activados por proliferadores de peroxisomas), UCP (Proteinas
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desacoplantes de fosforilacion oxidativa), que codifican receptores a lipoproteinas,
glucosa, lipidos y aminoéacidos (De Kloet et al., 2005), mientras que suprime los
genes que codifican para la sintesis de CRH, POMC vy citocinas proinflamatorias
(Cosio, Torrego y Adcock, 2005). Es importante considerar que la actividad de los
GCs es importante para la regulacion del eje HHA y para la adecuada terminacion
de la respuesta de estrés, proporcionando retroalimentacion negativa a nivel del
hipotalamo y la hipdfisis, asi como en los centros cerebrales noradrenérgicos, como
el locus coeruleus (Reagan et al., 2008).

Los GCs ejercen su efecto sobre los tejidos diana desde varios minutos hasta varias
horas después de la exposicidn a un estresor (Sapolsky et al., 2000; Gunnar y
Quevedo, 2007). Desde el punto de vista evolutivo, la capacidad de autorregular y
controlar la respuesta al estrés se considera importante para los procesos
adaptativos, por lo que la inhibicién del catabolismo, crecimiento, reproduccion y los
efectos inmunosupresores son transitorios y estan dirigidos a favorecer la

sobrevivencia (Kyrou y Tsigos, 2009).
1.6.-Efecto de los glucocorticoides (GCs)

Existen dos tipos de receptores a GCs: el receptor a mineralcorticoides (MR) y el
receptor a glucocorticoides (GR) (Lu et al., 2006). Los GCs tienen mas afinidad
hacia el MR, cuya activacion es precautoria y esta regulada por el ritmo cirdadico
de los GCs: Por otro lado la activacion de GR responde a la respuesta al estrés.
(Machado, 2016; Hapgood, 2016). Los GCs realizan sus acciones a través de la
union al receptor nuclear. Cuando la hormona se une al RG, se libera de sus
interacciones con las proteinas de choque térmico (Hsp70 y Hsp90) (Beck et al.,
2015), que lo mantienen inactivo. La activacion tiene como resultado la formacién
de dimeros, los cuales se uniran al ADN en el GRE (De Kloet et al., 2005; Lu et al.,
2006; Hapgood, 2016).

El RG puede presentarse en 2 isoformas moleculares diferentes, el RGa y el RGj,

con 777 y 742 aminodcidos, respectivamente (Cosio, Torrego y Adcock, 2005; De
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Kloet et al., 2005). Ambas isoformas se encuentran juntas en casi todos los tejidos

humanos.

El RGa es la isoforma predominante y la Unica que tiene capacidad para unirse a la
hormona vy, por lo tanto, para realizar funciones de activacion o represiéon. La RGB
se forma por un mecanismo alternativo de maduracion (splicing o corte y empalme)
del pre-RNAmM del RG, y difiere de la isoforma a tan solo en los ultimos aminoacidos

del extremo C-terminal (Cosio, Torrego y Adcock, 2005).

Fuera del cerebro, los GCs requieren de la presencia de la enzima 11-beta
hidroxiesteroide deshidrogenasa (11B3-HSD), que previene la union de GCs al
receptor. En el cerebro, donde la 113-HSD es minimamente expresada, los GCs se
unen al RM y al RG; teniendo mayor afinidad al RM, lo que es fundamental en la
regulacion, tanto de las respuestas basales como del sistema HHA (Machado,
2016). Debido a sus afinidades diferenciales de GCs, el RM se encuentra ocupado
de un 80% al 90% cuando los GCs se encuentran en rangos basales (De Kloet et
al., 2005).

Los GCs, especificamente el cortisol en ratas o cortisol en humanos, tienen un
efecto importante en la movilizacién de glucosa, ademas contribuyen al aumento de
la activacién, la vigilancia, la atencibn y en procesos cognitivos, como la
consolidacion de la memoria (Hyroya et al., 2010); asi también se conocen otras

acciones gue se pueden clasificar de la siguiente forma:

1. Acciones permisivas: son ejercidas por los GCs presentes antes de la exposicion
a un estresor, preparan los mecanismos por los cuales un organismo responde al

estrés cuando detecta la aproximacién de un estresor (Machado, 2016).

2. Acciones supresoras: son las atribuibles al aumento de las concentraciones de
GCs por el estrés y, por lo tanto su efectoes tardio, aproximadamente una hora o
mas después del inicio de la respuesta al estrés. Estas acciones estan encaminadas

a responder al estimulo estresante.
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3. Acciones estimulantes: Los GCs pueden potencian el efecto de las primeras

hormonas liberadas en la respuesta al estrés (Salposky et al., 2000).

4. Acciones preparativas: son acciones que no estan atribuidas a la presencia
inmediata del estresor, pero modulan y preparan al individuo para un estresor

subsecuente o posterior.
1.7.-Sistema Nervioso Simpatico-Adrenomedular (SAM)

El sistema nervioso SAM es un componente del sistema nervioso autbnomo que
regula la liberacion de catecolaminas en la médula adrenal. El efecto de la
adrenalina y noradrenalina es inmediato, mientras que los cambios en la expresion
génica como consecuencia del efecto de los GCs, son mas lentos o tardios, ademas
de que pueden continuar ejerciendo su efecto por periodos de tiempo mas
prolongados (De Kloet et al., 2005).

La regulacién tanto del SAM y HHA coincide en el Hipocampo-Hipotalamo, ambos
integran funciones autonémicas y endocrinas con el comportamiento. Por otra parte,
las entradas a los nucleos del hipotalamo que integran las respuestas del SAM y
HHA a los estresores involucra vias cortico-limbicas (Charmandari, 2005; Gunnar y
Quevedo, 2007).

1.8.-Regulacién del Sistema Nervioso SAM

Las células cromafines que se encuentran en la médula suprarrenal son las
secretoras y reguladoras de las funciones simpéticas posganglionares; se
encuentran inervadas por las neuronas simpaticas preganglionares, que residen en
la sustancia gris intermedio lateral de la médula espinal (Brown, 1994). Las
neuronas simpaticas preganglionares envian axones a traves de la raiz ventral de
la médula espinal, formando una relacion de sinapsis colinérgica con las células
cromafines, a través de las cuales viaja un estimulo percibido como estresor.
Cuando estas ceélulas son estimuladas por el nervio esplécnico, secretan
catecolaminas, principalmente adrenalina (80%) y noradrenalina (20%) (Gunnar y
Quevedo, 2007).
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1.9.-Efecto de la adrenalina y noradrenalina

La adrenalina y la noradrenalina se unen a los receptores adrenérgicos (alfa y beta)
que se encuentran distribuidos en diferentes 6rganos diana; por lo tanto, participan
en multiples funciones, como el aumento de la frecuencia y actividad cardiovascular
(aumentan la tasa, el volumen sistdlico y provocan vasodilatacion en los masculos),
la constriccion de los vasos sanguineos en la piel y el intestino (Charmandari, 2005);
estos cambios garantizan el suministro de sangre y energia tanto al cerebro como

a los musculos.

La adrenalina es una monoamina producida sélo por las glandulas suprarrenales a
partir de los aminoacidos fenilalanina y tirosina. El efecto metabdlico de la
adrenalina es estimular la glucogendlisis en el higado, movilizar reservas y dar lugar
al aumento de los niveles plasmaticos de glucosa, para proveer de un ambiente en
el cual la glucosa se encuentre disponible para que el individuo pueda enfrentar el
estresor y asi controlar la respuesta de lucha, huida o congelamiento (Stratakis y
Chrousos, 1995).

Aunqgue ni la adrenalina ni la noradrenalina cruzan la barrera hematoencefalica, las
acciones periféricas de estas catecolaminas tienen su paralelo en el cerebro. El
locus coeruleus es el principal productor de noradrenalina (Morilak, 2005; Gunnar y
Quevedo, 2007; Chrousos, 2009), éste es activado por el sistema limbico y el
hipocampo; el papel de las catecolaminas en la respuesta a estresores es aumentar
la vigilancia, la activacion y la atencidén, ademas de potenciar la activacién del eje
HHA.

Una variedad de eventos estresantes que implican componentes fisico-
emocionales, causan un marcado aumento en la liberaciébn de noradrenalina en
varias regiones del cerebro. Tanaka (2000) demostré que el estrés por
inmovilizacion provoco un aumento de la secrecion de noradrenalina en hipotalamo,
amigdala y locus coeruleus. Este aumento provocO ansiedad y miedo en los
animales. Por otro lado, la administracion de un ansiolitico previo a la inmovilizacién

atenuoé la respuesta de estrés, disminuyendo los niveles de noradrenalina Tanaka
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(2000). De este trabajo se concluyé que los estresores que implican factores fisico-
emocionales, provocan un aumento en la liberacion de noradrenalina (Tanaka,
2000).

Otro aspecto relevante es la temporalidad de la respuesta al estrés. El efecto de la
adrenalina y noradrenalina es inmediato, mientras que los cambios en la expresion
génica como consecuencia del efecto de los GCs son mas tardios, ademas de que
pueden continuar ejerciendo su efecto por periodos de tiempo més prolongados (De
Kloet et al., 2005). Sin embargo, la intensidad y duracion de la respuesta dependera
del tipo de estresor, el tiempo de exposicidén al mismo y la constitucion fisiolégica de
cada individuo, ademas de la forma en la que el individuo maneje el componente

emocional que le genere el estresor percibido (Koolhaas et al., 2011).

Ademas, se ha propuesto que entre las acciones causadas por las catecolaminas y
los glucocorticoides esta la alteracion en la produccion de especies reactivas de
oxigeno debido a las reacciones oxido-reduccion en la mitocondria de la célula,
consecuencia del incremento del metabolismo de glucosa (Hiroya et al., 2010). Asi
mismo, existe evidencia de que estresores repetitivos o crénicos promueven la
formacion de especies reactivas de oxigeno, propiciando condiciones de estrés

oxidante (Kamper et al., 2009).
1.10.-Estrés y metabolismo

La respuesta al estrés involucra una compleja interaccién sistémica en la que,
inicialmente, el objetivo principal es proveer un ambiente energético para enfrentar
al estresor. Esto involucra la activacion de rutas metabdlicas como la
gluconeogénesis, glucogendlisis y lipdlisis, por accion de los GCs y las
catecolaminas (Stratakis y Chrousos, 1995). En este contexto dos 6rganos que
estan involucrados en la regulacién de los niveles de glucosa en sangre son el
higado, que actia como un moderador sistémico y el pancreas, que responde a los
cambios metabdlicos secretando insulina; se ha visto que la respuesta de ambos

tejidos se ve modificada por efecto del estrés cronico (Lopez et al., 2011).
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La respuesta al estrés se caracteriza por circulacion constante de altas
concentraciones de glucosa. Por otro lado la hiperglicemia crénica se relaciona con
las complicaciones presentes en enfermedades metabolicas cronico degenerativas
como la DT2 (Diaz et al., 2004), por lo que la hiperglicemia crénica puede anteceder
este tipo de enfermedad. Ademas algunos estudios sugieren que las experiencias
estresantes pueden afectar el inicio y el control metabdlico de la diabetes (Surwit,
2002). Sin embargo, esta relacion s6lo se ha sugerido a través de estudios
retrospectivos, los resultados no han sido del todo concluyentes. Otros estudios,
como los de Zardooz (2006), han intentado demostrar la participacion del estrés
cronico inducido en modelos animales mediante restriccion de movimiento sobre la
alteracién del metabolismo de carbohidratos. En este estudio, aunque se reportd
una modificacion en el manejo de carbohidratos después de 30 dias, los animales
exhibieron habituacién, probablemente debido al tipo de estresor utilizado. Los
modelos con estresores repetitivos pueden presentar limitaciones debido a
habituacién cuando se utilizan por periodos prolongados de tiempo.

Aungue el aumento de glucosa puede ser considerado un factor importante en la
regulacion del metabolismo, se sabe que el control metabdlico también se lleva a
cabo por vias de sefializacion sistémica y neurenddcrinas que se conjuntan en el
hipotalamo, y que involucran acciones conductuales como el apetito y la saciedad,

gue resulta del aumento o disminucié de glucosa circulante.

1.11.-Sistema neuroendocrino que regula el metabolismo, el apetito y la

saciedad

El hambre, la saciedad y el balance energético se regulan por un sistema
neuroendocrino integrado a nivel del hipotalamo. Varios nucleos hipotalamicos
estan involucrados en el control del peso corporal y la conducta alimenticia (nucleo
arcuato localizado en la base del hipotalamo, nudcleo lateral, los nucleos ventro y
dorso medial) que inervan al nucleo paraventricular (Brown, 1994). Los avances en
la investigacion acerca de la regulacion del apetito-saciedad han permitido
identificar un nimero creciente de moléculas implicadas en dichos circuitos, que

podemos clasificar dependiendo su accién en orexigénos o estimulantes del apetito
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cuyos principales moduladores son: grelina, Neuropéptido Y (NPY) y la Proteina
Agouti (AgrP); y aquellas que tienen actividad anorexigena y que inhiben el apetito:
Colecistocinina (CCK), enterostatina, péptido semejante a glucagéon (GLP-1),
Somatostatina, Amilina, Péptido liberador de gastrina (GRP), Péptido YY (PYY),

Leptina, Insulina, entre otras (Gonzalez, 2006, Diz-Chaves, 2011).

Muchas de ellas son sintetizadas en sistemas endocrinos como el tejido adiposo, el
tracto gastrointestinal, el pancreas y el sistema nervioso central, dichas

interacciones se muestran en la figura 4.
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Figura 4. La regulacion de la ingesta alimentaria se lleva a cabo mediante una compleja red funcional
en la que participan tanto sefiales neurales como humorales, que interconectan funcionalmente a
nivel sistémico del tejido adiposo, intestino, estbmago y pancreas, implicados en la homeostasis del
estado nutricional. Algunas moléculas implicadas en la regulacion del apetito y la saciedad. NPY:
neuropéptido Y; AgRP: proteina relacionada con agouti; MCH: hormona concentradora de melanina;
CART: transcriptor regulado por cocaina y anfetamina; PYY (3-36): péptido tirosina-tirosina;CCK:
colecistocinina; GLP-1: péptido parecido al glucagon tipo 1, modificado de Fruhbeck, 2005.
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La sensacién de apetito o saciedad surge de la interaccion entre sefiales periféricas
provenientes del aparato digestivo, tejido adiposo y pancreas, que se integran en el
ndcleo del tracto solitario, ubicado en el tronco cerebral y neuronas sensoras del
hipotalamo; este es el principal nucleo sensorial (Brown, 1994). Un estdbmago vacio
secreta la hormona grelina que activa neuronas del hipotalamo lateral productoras
de péptidos orexigénicos (NPY y AgRP). El comer desencadena toda una serie de
reacciones que se inician con las sensaciones del olfato y el gusto enviando sefiales
hacia la region orbitosensorial de la corteza, la amigdala y al hipocampo que a su
vez sefalizan al hipotalamo. Al comer se inhibe la secrecidon de grelina; pero la
absorcion de nutrimentos a través del intestino libera CCK, la cual disminuye el
vaciamiento gastrico y aumenta la secrecion de enzimas pancreaticas. Conforme
aumenta el contenido de glucosa en la sangre, se secreta insulina del pancreas
activando el almacenamiento de reservas energéticas en higado (induciendo la
glucogénesis). Mientras que del tejido adiposo se secreta entonces leptina, que
controla el estado de las reservas energéticas y reactiva el gasto energético
(Gonzaélez, 2006).

Los efectos principales de la leptina e insulina son la inhibicion de la ingesta
alimenticia e incremento del gasto energético (Niswender, 2004), estos efectos
estan mediados por la reduccion en la expresion de neuropéptidos orexigénicos
como el NPY y el incremento de la expresiéon de los péptidos anorexigénicos, tales
como la aMSH, la CRH vy el transcrito regulado por cocaina y anfetaminas (CART)
(Figura 4).

1.12.-Estrés y sistema de regulacion neuroendocrina del apetito- saciedad

La circulacion de moduladores de del metabolismo a nivel del sistema nervioso
central incluye la leptina, insulina, grelina y los niveles de glucosa. Las dos
subpoblaciones neuronales del nucleo arcuado contienen receptores de insulina y
leptina (Ob-R) (Vazquez, 2006). Los efectos de esta Ultima estan mejor
caracterizados que los de la insulina (Niswender, 2004). El receptor a insulina esta
presente en SNC en dos isoformas: A y B (Niswender, 2004), pero no se tiene un

tipo especifico para el hipotalamo. Por otro lado los receptores a leptina se localizan
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en el hipotalamo, se conocen tres formas del receptor: la forma larga (Ob-R), la corta
y la soluble. La forma larga se expresa exclusivamente en hipotdlamo (Vazquez,
2006).

Se considera que la leptina tiene un papel mas importante que la insulina en la
regulacion de la homeostasis energética, puesto que la deficiencia de leptina
(mutacion ob/ob en ratones) y mutaciones en sus receptores (mutacion fa/fa y db/db
en ratas) causan obesidad severa con hiperfagia que persiste ain con elevados
niveles de insulina (Gonzalez, 2006; Arora, 2007). Las variaciones en los receptores
de leptina puede participar en complicaciones metabdlicas presentes en pacientes
obesos originada por deficiencia de la proteina transportadora en la barrera
hematoencefélica o por defecto en la sefializacion intracelular de la leptina
(Gonzalez, 2006). Por otro lado se ha visto que el aumento circulante de cortisol
reduce los niveles de leptina (Crispin, 2007). Con el modelo de estrés cronico leve
impredecible y fracaso social, se ha visto una reduccion significativa en los niveles
de leptina, por lo que su diminucién también se asocia con trastornos en el estado

de animo como la depresion (Brito, 2007).

Cuando disminuyen los niveles circulantes de leptina y su receptor, incrementan los
niveles circulantes de grelina y su receptor (Crispin, 2007). El receptor secretagogo
de la hormona de crecimiento (GHS-R) es el receptor a grelina, y del cudl se
conocen dos isoformas GHS-R 1a, que consta de 366 aminoacidos y siete dominios
transmembrana, y GHS-R 1b, que consta de 289 aminodcidos y 5 dominios
transmembrana, siendo la forma GHS-R 1a la funcional en hipotalamo (Rincon,
2007). La activacion del receptor GHS-R1a induce la expresion de NPY y AgrP en

el ndcleo arcuato, para estimular el hambre (Gonzélez, 2006; Rincon, 2007).

Existe una relacion entre la respuesta del eje HHA y las variaciones en el sistema
de regulacion neuroendocrino del hambre y la saciedad (Cintra, 2007). La pérdida
de peso corporal y la reduccion de la ingesta de alimentos pueden ser considerados
marcadores fiables de la gravedad del estrés, al menos en ratas (Adam, 2007). En
los humanos se muestra que bajo condiciones de estrés aproximadamente 30% de

las personas disminuye la ingesta de alimento y pierde peso, estos resultados son
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controversiales debido a que también se ha reportado un efecto contrario en donde
las personas aumentan su ingesta de alimentos durante el estrés (Stone y Brownell,
1994). El estrés puede llevar a una disminucion o a un incremento en la ingesta de
alimento y el peso corporal, dependiendo del tipo de estresor, su intensidad y su
duracion (Adam, 2007).

La modificacion en la respuesta energética puede activar la respuesta al estrés, se
ha visto un aumento en los niveles de glucocorticoides en condiciones de
hipoglucemia (Gonzalez, 2006; Sanchez, 2007). Se considera que la leptina tiene
un papel mas importante que la insulina en la regulacion de la homeostasis
energeética, puesto que la deficiencia de leptina (mutacién ob/ob en ratones) y
mutaciones en sus receptores (mutacién fa/fa y db/db en ratas) causan obesidad
severa con hiperfagia que persiste aun con elevados niveles de insulina (Gonzalez,
2006; Arora, 2007). Las variaciones en los receptores de leptina puede participar en
complicaciones metabdlicas presentes en pacientes obesos originada por
deficiencia de la proteina transportadora en la barrera hematoencefélica o por
defecto en la sefalizacion intracelular de la leptina (Gonzalez, 2006). Por otro lado
se ha visto que el aumento circulante de cortisol reduce los niveles de leptina
(Crispin, 2007). Con el modelo de estrés crénico leve impredecible y fracaso social,
se ha visto una reduccion significativa en los niveles de leptina, por lo que su
diminucion también se asocia con trastornos en el estado de &nimo como la
depresion (Brito, 2007).

A pesar de la evidencia sobre los desbalances hormonales a consecuencia del
estrés, se siguen obteniendo resultados contradictorios que complican dichas
asociaciones, sin embargo las alteraciones metabdlicas, que pueden ser producto
de un desbalance hormonal a nivel neuroenddcrino, se han asociado con la
generacion de estrés oxidante, existen estudios mediante los cuales se observa que
en situaciones de desbalance metabolico, como puede ser la obesidad, sindrome
metabdlico o incluso la hiperglucemia cronica (Diaz et al., 2004; Cintra, 2007) se
presenta un aumento en la formacion de especies reactivas que pueden causar

estrés oxidante e inflamacion.
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1.13.-Estrés oxidante

El estrés oxidante a nivel celular se caracteriza por la presencia en exceso de
radicales libres. Un radical libre es una especie quimica que tiene en su Ultima capa
uno o mas electrones desapareados, lo que los vuelve inestables y altamente
reactivos. Los radicales libres pueden derivarse de oxigeno (especies reactivas de
oxigeno o ERO) o de nitrdgeno (especies reactivas del nitrogeno). Las ERO son
radicales libres donde el electron desapareado se sitia predominante en el atomo
de oxigeno; habitualmente el oxigeno se encuentra en su forma mas estable, la
molécula diatbmica Oz, presentando los electrones que forman parte del enlace

en el mismo espin (estado triplete) (Konigsberg, 2007).

Por su parte, el radical anion superoxido (O2") es la forma dominante del oxigeno a
pH fisioldgico, formandose en el metabolismo aerobio entre 1-2%. Por ser inestable,
este anion propicia reacciones que dan lugar a otros intermediarios mas reactivos.
Asi por ejemplo, se pueden generar reacciones de dismutacion entre dos radicales
superoxido para generar peroxido de hidrégeno (H202) y oxigeno. Este H202no es
un radical libre, pero su toxicidad es importante ya que atraviesa con facilidad las
membranas celulares. El H202 esta implicado en la regulacién de la transduccion
de la sefal que lleva a la expresion de genes a través de factores de trascripcion
tales como el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NF-kB) y la proteina activadora 1 (AP-1), capaces de inducir la
expresion de interleucina 2 (IL-2), TNF-a, antigenos del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) y el protooncogen c-fos (Sen y Packer, 1996).

El radical hidroxilo (OH*) es la especie quimica mas reactiva que se conoce y, por
tanto, la mas téxica. Tiene una vida media estimada de alrededor de 10-° segundos.
Puede formarse in vivo como consecuencia de radiacion de alta energia (rayos X,
rayos Yy) (Konigsberg, 2007). Uno de los procesos mas importantes de produccion
de OH- es mediante las reacciones de Fenton y Haber Weiss, en las cuales se lleva

a cabo la reduccion del H202 por ciertos iones metalicos. Otros tipos de especies

32



reactivas son: el radical alcoxilo (RO¢), que se puede formar durante la degradacion
de los lipoperoxidos en reacciones catalizadas por metales pesados, produciendo
el radical peroxilo (ROO¢-) y el malondialdehido, como productos del dafio a las

membranas lipidicas en el proceso de lipoperoxidacion (LPO) (Konigsberg, 2007).

Los radicales libres también se pueden producir en el interior celular durante el
transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial. Asi mismo,
la dieta, el humo de tabaco, la polucion ambiental y el ozono son factores que
influyen en su formacién. Para contrarrestar el dafio producido por los radicales
libres el organismo cuenta con sistemas de defensa antioxidante, cuyo principal

objetivo es restablecer el equilibrio entre los mecanismos oxidantes.

Los mecanismos antioxidantes implican la participacion de moléculas que
neutralizan las reacciones ocasionadas por los radicales libres. Los mecanismos
antioxidantes pueden ser enzimaticos y no enzimaticos. En los mecanismos
enzimaticos participan las enzimas: superéxido-dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GSHpx). Por su parte, en los mecanismos no enziméticos se
cuenta con la participacion de las vitaminas A, Cy E, glutation reducido (GSH), acido
lipoico, carotenoides, vitaminas Bl, B2, B6 y B12 (Johansen et al.,, 2005;
Konigsberg, 2007).

El GSH contribuye a mantener el poder antioxidante de enzimas como la GSHpx, la
vitamina C y la vitamina E (Johansen et al., 2005). La alteracion del balance entre
las ERO y antioxidantes puede tener diversos grados de magnitud. Cuando el estrés
oxidante es crénico se producen alteraciones en el metabolismo celular, como
rompimiento del DNA, aumento de la concentracibn de calcio intracelular,
descompartamentalizacion de iones Fe*? y Cu*? cataliticos, dafio a los
transportadores membranales de iones, oxidacion de proteinas especificas y LPO.
Cabe sefalar que la efectividad de los sistemas de defensa antioxidantes dependen
de factores como los genéticos, la edad y el estado nutricional (Johansen et al.,
2005).

33



_r Proteinas oxidadas
SOD LPO
OONO: ¢ NQ 0 —-mmmmm-- ) HZOZ""E?/EI'J"’ ‘OH + HO- Daiio al DNA
2GSH
H0+%0, essa—
2H,0
_____ N Eﬁacciones de formacion de [ Enzimaticos
wsd Reacciones de detoxificacion No enzimaticos
deRL

Figura 5. Representacién del proceso de formaciéon de especies reactivas de oxigeno, participacién
de antioxidantes y produccién de estrés oxidante.SOD: superdxido dismutasa; CAT: catalasa;
GSHpx: glutation peroxidasa; GSH: glutatién reducido; GSHred: glutatién reductasa; GSSG: glutation
oxidado; LPO: lipoperoxidacion.

1.14.-Efecto del estrés fisioldégico sobre el estrés oxidante

Varios modelos animales se han desarrollado para crear situaciones de adversidad
en un animal de experimentacién, el cual puede ser sometido tanto a desafios
fisicos como sociales (Bonilla, et al., 2000). Existen diferentes tipos de modelos de
induccion del estrés, como son: inmovilizacion, frio, inmersién en agua fria, choques
eléctricos o combinaciones de éstos, uno de los cuales se conoce como estrés

cronico leve e impredecible (ECLI).

Estudios de estrés crénico a 21 dias utilizando modelos de inmovilizacion, frio e
inmersion en agua fria se han sido asociados con estrés oxidante en eritrocitos,
higado, rifidn, corazén, cerebro, estomago y pulmén (Gumusli, 2007; Lucca et al.,
2009). Esta asociacion se deriva de estudios en los que la administracién crénica
de corticosterona muestra efectos adversos en el organismo, en los que podria estar
involucrado el estrés oxidante (Zafir y Banu, 2009). Se ha demostrado que los

glucocorticoides participan en el incremento del estrés oxidante en hipocampo y
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corteza cerebral (You et al., 2009; Hiroya et al., 2010). De hecho, los
glucocorticoides y la actividad de su eje regulador HHA patrticipan en la regulacién
de la respuesta inmune e inflamatoria (Yeager et al., 2004). Sin embargo, la
desventaja de los modelos como la inmovilizacion o la inmersion en agua fria es
que, al ser continuos y repetitivos, pueden favorecer la habituacion, modificando
probablemente la intensidad y la presencia de marcadores de la respuesta al estrés
lo que impide observar la progresion de dichas alteraciones.

También se ha encontrado que el estrés oxidante contribuye a la degeneracion
neural del SNC, en el envejecimiento y en enfermedades crénico degenerativas,
como la esclerosis amitrofica lateral, Alzheimer y enfermedad de Parkinson
(GUmaslt, 2007; Lucca et al.,, 2009; Hiroya et al., 2010). Por otro lado la
sobreproduccion de GCs se relaciona con estrés oxidante, apoptosis y pérdida de
los receptores a glucocorticoides en las células CA3 del hipocampo, lo que perjudica
el proceso de aprendizaje y la consolidacion de la memoria (Hiroya et al., 2010). A
pesar de que varias estructuras cerebrales y 6rganos se han asociado con la
generacion de dafio por estrés oxidante debido a estrés fisiologico, no hay
evidencias del efecto del estrés crénico en los niveles de antioxidantes y
marcadores de estrés oxidante en pancreas, que es un organo implicado en la
patogénesis de enfermedades metabdlicas crénico degenerativas, incluyendo la
DT2.

1.15.-Inflamacién

El proceso inflamatorio se entiende como una manifestacion de un estado de
enfermedad corporal, controlada por el sistema inmune. La respuesta inflamatoria
se presenta de manera inespecifica frente a agresiones del medio, y es generada
por los agentes inflamatorios que son pequefias moléculas de diferente
procedencia: lipidica (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxano), aminoacidos
modificados (histamina, serotonina) y pequefas proteinas (citoquinas, factores de
crecimiento e interleucinas) (Hotasmilingil, 2006). La respuesta inflamatoria se
activa con el objetivo de aislar y destruir al agente dafiino, asi como reparar el tejido

u érgano dafiado.
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Uno de los principales mediadores del proceso inflamatorio son las citocinas, que
son glicoproteinas de bajo peso molecular, producidas en su mayoria por células
del sistema inmune. Se unen a receptores especificos en la superficie celular de
manera transitoria, cambiando el patrén de expresion genética de las células blanco.
Se conocen alrededor de 200 citocinas con acciones biologicas y origenes
ampliamente variados, a menudo con superposicion o redundancia funcional. Se
sabe que actian en grupos o cascadas regulando muchos procesos
inmunobiolégicos y homeostaticos, tales como la hematopoyesis, proliferacion,

diferenciacion celular y apoptosis (Klinger, 2005).

Las citocinas de clasifican dependiendo el efceto que provocan en pro-inflamatorias
y anti-inflamatorias. (Klinger, 2006). Las citocinas proinflamatorias son: IL-11, IL-6,
IL-8, IL-12, IL-15, IL-18, interferones alfa y beta (IFN-a y B) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) (Klinger, 2005). Sus acciones proinflamatorias son atenuadas
por citocinas antinflamatorias IL-10, IL-13 y el factor de crecimiento tranformante (3
(TGF-B) (Standford, 2000; Klinger, 2005). Aunque también hay citocinas como IL-6
que mantienen un papel dual, dependiente de la concentracion y el tiempo (Ledn et
al., 2015). La inflamacion puede ser originada por factores endégenos (necrosis
tisular o rotura 6sea) o factores exdgenos como lesiones por agentes mecanicos
(corte), fisicos (quemaduras), quimicos (corrosivos), bioldégicos (microorganismos)

e inmunoldgicos (reacciones de hipersensibilidad).

En la respuesta inflamatoria también participan componentes del plasma
sanguineo, células circulantes, vasos sanguineos y constituyentes celulares y
extracelulares del tejido conectivo como son los neutréfilos, monocitos, eosinofilos,
linfocitos, basofilos y plaquetas (Leon et al., 2015). Las células del tejido conectivo
son los mastocitos, que rodean los vasos sanguineos y los fibroblastos. La matriz
extracelular consiste en proteinas fibrosas estructurales (colageno, elastina),
glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina, entactina, tenascina entre otras)
y proteoglicanos. La membrana basal es un componente especializado de la matriz
extracelular que consiste en glicoproteinas adhesivas y proteoglicanos (Klinger,
2005).
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1.16.-Tipos de inflamacién

La inflamacién no siempre tiene un origen como lo es en un proceso inlfamatorio
focalizado, que puede ser consecuencia de un edema, una lesién o un proceso
infeccioso, cuya principal caracteristica de este tipo de inflamacion es la presencia

de calor, rubor, tumefaccion, dolor y en algunos casos pérdida de la funcion.

La inflamacién sistémica se caracteriza por la elevacion en los niveles circulantes
de citocinas proinflamatorias; asi como aumento en la infiltracion de macréfagos en
tejidos periféricos. Este escenario inflamatorio no induce lesién o pérdida de la
funcionalidad en el tejido infiltrado, rasgo distintivo de un estado de inflamacion
sistémica de grado bajo (Hotasmilingil, 2006). La inflamacion sistémica de grado
bajo posee una estrecha relacion con el desarrollo de enfermedades
cardiometabolicas en el paciente con obesidad, por lo que este estado de alteraciéon

inmune también ha recibido el nombre de metainflamacién (Leoén et al., 2015).

Dependiendo de la duracién, también se clasifica en aguda y crénica. La inflamacion
aguda es de duracién relativamente corta (minutos, horas o unos pocos dias), se
inicia muy rapidamente y se caracteriza por el exudado de fluidos plasmaticos y la
migracion de leucocitos predominantemente neutrdfilos. La inflamacién crénica dura
semanas, meses o incluso afios y se caracteriza histologicamente por el infiltrado
de linfocitos y macréfagos con la proliferacion de vasos sanguineos y tejido
conectivo, y cuando es sistémica se cracteriza por presentar dafio vascular (Leén
et al., 2015).

La inflamaciéon causada por una lesion generalmente es de duracidon aguda o
subaguda y se caracteriza por presentar infiltrado celular de neutréfilos, eosinofilos,
células NK, linfocitos T y macréfagos, pero la corta duracion de este proceso detiene
el dafio y estimula regeneracién celular. Por otro lado la inflamacién sistémica, es
un estado de inflamacion de bajo grado cronico, caracterizado por infiltracion de
macréfagos en tejido vascular, formacion de ERO y circulacion sistémica de
citocinas proinflamatorias, que a se ha asociado con las coplicaciones vasculares

gue se presentan en dislipidemias, hipertension arterial, DT2, y aterogenésis (Diaz
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et al., 2004; Ledn et al. 2015). La respuesta inflamatoria esta regulado por factores
del sistema inmune, de los cuédles se ven modificados por factores ambientales
semejantes a los que se presentan al activar la respuesta al estrés (Chrousos,
20009).

1.17.-Sistema Inmune

El sistema inmune tiene dos componentes intercomunicados: la inmunidad innata o
inespecifica e inmunidad adquirida o especifica con dos componentes
complementarios: humoral (efectuada por células B secretoras de anticuerpos) y
celular (por linfocitos T CD4+ y CD8+) (Hawiger, 2001). Las células del sistema
inespecifico son principalmente neutrofilos, macréfagos y células dendriticas; éstas
inician y amplifican las respuestas inmunes fagocitando gérmenes y antigenos para
presentarlos a los linfocitos T ayudadores (T CD4) del sistema inmune especifico
quién decide qué tipo de inmunidad especifica o adquirida actuara, si la humoral o
la celular (Klinger, 2005). La falta de suefio y el estrés se sabe que alteran

preferencialmente la funcion inmune innata (Castanon, 2010).

La naturaleza del estresor utilizado determina la activacion del sistema inmune,
ademas organos linfoides como la médula ésea, timo, bazo, ganglios linfaticos y
tejido linfoide asociado a mucosas, se encuentran inervados por fibras
posganglionares noradrenérgicas (Ader, 2007). Sin embargo, ésta no es la Unica
via de activacion de la respuesta inmune. Las fibras simpaticas también
interaccionan con otros oOrganos y células del sistema inmune, como los
macréfagos, los linfocitos T (CD4+ y CD8+9), los granulocitos y las células asesinas
naturales (NK) (Ader, 2007).

El estrés emocional agudo produce un incremento en la circulacion de células en
diferenciacion que se diferencian hacia células NK, las cuales promueven la
citotoxicidad dependiente de anticuerpos, lo que incrementa la circulacién de células
TCDS8 en individuos sanos (Atanackovic, 2006), ademas de tener un efecto

significativo sobre la funcion de los macréfagos (Gouin, 2011). Por otro lado, el
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estrés cronico también resulta en la disminucion de la actividad citotoxica de NK y

en la reduccion de la respuesta de células NK a citocinas (Gouin, 2011).

Durante la respuesta de estrés, fibras sensoriales aferentes y neuronas simpaticas
posganglionares del sistema nervioso periférico influyen en la respuesta inmunitaria
de inflamacion. Entre los principales mediadores de la respuesta neural e inmune
se encuentran los neurotransmisores: péeptido relacionado con el gen de calcitonina
(CGRP), somatostatina (SOM), NPY, la adrenalina y la noradrenalina, los cuales
impactan sobre el sistema inmune a través de la estimulacion de la secrecion de
citocinas mediada por diferentes tipos de células T, como las Thl y Th2 (Powell,
2009). La inflamacion de bajo grado puede considerarse un mecanismo de
inmunidad innata, en contraste con la reaccién inmune adaptativa, que es especifica

para cada tipo de agente infeccioso (Leo6n et al., 2015).
1.18.-Respuesta del sistemainmunitario al estrés

Un gran nimero de citocinas son inhibidas por los GCs, especialmente las citocinas
proinflamatorias. Los GCs afectan preferencialmente a los linfocitos T de tipo Thly
estimulan la apoptosis de eosinofilos, también inhiben la expresion de moléculas de
adhesion y sus correspondientes receptores. Los efectos inmunoldgicos de los GCs
son hasta cierto punto controversiales, sin embargo muestran un efecto
dependiente de la cantidad y dependiente del tiempo de exposicién; a altas dosis

inducen apoptosis de células T sobre todo en el timo (Ashwell y Vacchio, 2000).

Las propiedades de los GCs como antiinflamatorios, antialérgicos,
iInmunosupresores y sobre las respuestas inmunitarias los hace agentes
terapéuticos de numerosas enfermedades, como la artritis reumatoide. Sin
embargo, el tratamiento crénico con glucocorticoides representa un factor de riesgo
para otras enfermedades, como la enfermedad cardiovascular través de multiples

vias, lo que resulta en un equilibrio entre beneficio y dafio (Le6n et al., 2015).

Los GCs inicialmente producen un aumento del numero de glébulos rojos

circulantes, también una disminucién de los linfocitos, eosindfilos, monocitos, y
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basdfilos circulantes y un aumento de los neutréfilos (Chrousos, 2009). Otro de los
mecanismos a través de los cuales los GCs contribuyen en el desarrollo de sus
efectos inmunosupresores son la interferencia en la interaccion entre anticuerpo
(IgG) y/o complemento con la célula blanco, ya que altera el receptor celular de
superficie (Ader, 1995); inhiben la capacidad fagocitaria y la interferencia de las
interacciones celulares entre linfocito-monocito-macréfago, impidiéndose la

activacion de los ultimos (Chrousos, 2009).

En las células T, los GCs inhiben la expresion de genes que codifican moléculas de
activacion celular e inducen diferenciaciacion de los linfocitos Thl hacia Th2, al
inhibir la produccion de IL-2 e IFN-y. No solo los GCs tienen un efecto sobre la
actividad del sistema inmune, se ha visto que CRH a nivel local en nervios
periféricos posee actividad proinflamatoria y vasodilatadora, estimulando las células
cebadas o0 mastocitos para liberar histamina (Chrousos, 1995), que eleva los niveles
intracelulares de AMPc e inhibe la produccién de IL-12, TNF-a y IFN-y, e induce IL-
10 (Trinchieri, 1995) durante la respuesta aguda. Las catecolaminas también
desvian la respuesta inmune hacia Th2 elevando la producciéon de IL-10 y
reduciendo IL-12 en células dendriticas, actuando sobre receptores (3-adrenérgicos

que estan presentes en células Thl y ausentes en Th2 (Berquist, 1998).

El estrés crénico puede asociarse con un estado de inflamacién de bajo grado,
retrasando la cicatrizacién, la respuesta a vacunas y el aumento a la susceptibilidad
de enfermedades infecciosas (Glasser, 2005). Las catecolaminas tienen un efecto
inductor de citocinas proinflamatorias, mientras que los GCs tienen un efecto
contrario (Gu et al., 2012). Sin embargo, se dice que a largo plazo se produce un
tipo de resistencia a los glucocorticoides, en el que después de una exposicion a
niveles o dosis altas y prolongadas de GCs se pierde la eficacia antiinflamatoria
favoreciendo la respuesta inflamatoria, como lo sugiere Gu y colaboradores (2012)

y se ilustra en la figura 6.
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receptores tipo Toll (TLR4), los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) y los patrones

moleculares asociados a dafio (DAMSs), propuestos por Gu y colaboradores (2012).

Se ha relacionado el proceso inflamatorio con la respuesta al estrés debido a que
existe evidencia de que pacientes con desorden depresivo tienen niveles elevados
en sangre de citocinas pro-inflamatorias. Tadehus y colaboradores (2009) proponen
gue existe una interaccion entre las citocinas y el receptor a GCs que impide la
interaccién del receptor con su elemento de respuesta, tanto in vitro como in vivo,
lo que impide que se lleve a cabo una correcta regulacion del eje HHA. Se ha
sugerido que la circulacion cronica de los GCs activa vias de sefializacion en las
que se encuentran involucrados los receptores tipo Toll (TLR4), los patrones

moleculares asociados a patégenos (PAMPS) y los patrones moleculares asociados
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a dafo (DAMSs), propuestos por Gu y colaboradores (2012). Estos estudios apoyan
la hipétesis de que el incremento de la respuesta del sistema inmune innato
favorece la resistencia a GCs en la depresion mayor y en condiciones de estrés

cronico (Nicolaides, 2016) (Figura 6).
1.19.-Mecanismos de dafio

Cuando se habla de dafio, generalmente se hace referencia a una lesion visible en
cualquier zona del cuerpo, acompafada de un proceso infeccioso e inflamatorio. Sin
embargo, el proceso de dafio implica algo mas que una lesion, ya que ahora se

sabe que se puede producir dafio a diferentes niveles celulares.

Los procesos de dafio involucrados en hipétesis etiologicas acerca de las
enfermedades crénico degenerativas incluyen alteraciones metabdlicas
encefalicas, resistencia central a la insulina, estrés oxidativo, excito-toxicidad,
proceso inflamatorio, infecciones y toxicos ambientales, entre otras (Sanchez,
2007). Las complicaciones que se presentan en algunas enfermedades crénico
degenerativas, como la diabetes tipo 2, estan asociadas a los mismos mecanismos
de dafo (Diaz et al., 2004)

El dafio por estos factores puede darse a diferentes estratos celulares, pero la
acumulacion de proteinas anormales y/o metabolismo alterado de las mismas
repercute en procesos celulares vitales que conducen a la muerte celular selectiva
probablemente mediada por apoptosis, como en la neurodegeneracion (Sanchez,
2007).

La apoptosis o la muerte celular programada ocurre cuando a nivel celular el dafio
excede la capacidad de resistencia celular. En todo organismo adulto debe existir
un equilibrio entre la proliferacion y la muerte celular (Jodan, 2003), las alteraciones
a este equilibrio trae como consecuencia cuestiones patolégicas como cancer, si la
proliferacion se encuentra aumentada, o las enfermedades cronicas degenerativas,
cuando los procesos de muerte celular estan incrementados y provocan una

alteracion en el funcionamiento del érgano.
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Los procesos apoptéticos pueden ser activados bien por una induccién negativa
(como la pérdida de una actividad supresora, la falta de factores de crecimiento o la
disminucién de los contactos con las células que la rodean) o por una induccion
positiva como es el resultado de la union de un ligando a un receptor o la recepcion
de sefales conflictiva. Los receptores de muerte se caracterizan por presentar un
dominio extracelular, rico en cisteina y un segundo dominio de localizacién
citoplasmatica conocido como el dominio de la muerte que es el responsable de la
activacion de la maquinaria apoptotica. Una vez activados, los receptores
transfieren la informacion al interior celular mediante un sistema complejo de
interacciones proteina-proteina que activan diversas cascadas intracelulares. Entre
los segundos mensajeros que participan en los procesos de muerte celular méas
estudiados se encuentran el calcio y las especies reactivas del oxigeno, aunque
recientemente estan adquiriendo gran importancia otros como la ceramida y
algunas proteinas tales como factores de transcripcion (p53) y oncogenes (familia
de bcl). La activacion de estos segundos mensajeros suele conducir a la disfuncion
de las organelos citoplasmaticas, como la mitocondria, que libera citocromo c (Cit
c), el reticulo endoplasmico o la regulacion de la actividad de complejos enzimaticos

como cinasas y fosfatasas, que a su vez regulan la funcion de otras proteinas.

Entre las proteasas implicadas en la apoptosis se encuentran las caspasas, que se
pueden clasificar en tres grupos: caspasas implicadas en la produccién de citocinas:
caspasas 1, 4, 5y 13; caspasas de sefalizacion o activacion de otras caspasas:
caspasas 2. 8,9 y 10. caspasas ejecutoras de apoptosis: caspasas 3, 6 y 7
(Juéarez,et al., 2015).

La apoptosis es esencial durante el desarrollo de los organismos y para el
mantenimiento de la homeostasis en 6rganos y tejidos en el organismo adulto
(Cascales, 2003). La apoptosis también se presenta como un instrumento de
recambio tisular, por lo que bajo estas circunstancias la proliferacion celular

representa indicador del mantenimiento de érganos y tejidos.

De manera general se han descrito dos vias de sefializacién involucradas en la

activacion de la apoptosis: la via extrinseca, la cual se inicia por la unién de un
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ligando con su receptor, ubicado en la superficie de la membrana celular. Y la via
intrinseca, que se puede activar por cambios producidos en la integridad de la
membrana mitocondrial (Blatt, 2001). En la activacién de la apoptosis participan
moléculas tanto antiapoptéticas como proapoptoéticas, encargadas de regular las
vias de sefalizacion de la apoptosis, las cuales convergen en un componente en
comun, la activacion de la caspasa 3, la principal caspasa efectora (Hengartne,
2000). La union del ligando Fas (FasL) con el receptor Fas (via extrinseca) ubicado
en la membrana celular o el incremento en la relacion Bax/Bcl-2 (via intrinseca) en
la membrana mitocondrial, inducen la activacion de las caspasas 8 y 9,

respectivamente; las cuales una vez activadas, rompen y activan a la caspasa 3.

Hiroya y colaboradores (2010) han sugerido la induccion de apoptosis en células
del hipocampo, la cual se asocié con las dificultades en el aprendizaje bajo
condiciones de estrés cronico. Sin embargo, a nivel sistémico sblo se tiene
evidencia de la induccion de vias apoptéticas en el aparato reproductor por efecto

del estrés cronico (Juéarez et al., 2015).
2.-Antecedentes

Aunque se ha demostrado la participacién del estrés crénico en las alteraciones
metabolicas de carbohidratos y lipidos, hacia falta evaluar lo que pasaba con dichas
alteraciones cuando se aumentaba la exposicién a condiciones estresantes. Con
estresores que son repetitivos se ha visto una disminucion de la respuesta al estrés
después de 15 6 20 dias de tratamiento, situacion que se interpreté como la sefial
de inicio de un proceso de habituacién (Rostamankani, 2012). Se ha propuesto el
modelo de estrés cronico leve impredecible (ECLI), en el cual, los animales son
sometidos durante un periodo de tiempo prolongado a una serie de situaciones
cambiantes con el fin de evitar la habituacién y con el objetivo de asemejar
situaciones cotidianas (Willner, 2005; Marin, 2006; Lucca et al., 2009).

El ECLI se ha utilizado para estudiar aspectos relacionados con la depresion, a 21
dias de exposicién al modelo se ha encontrado una disminucién de la ganancia de

peso corporal (Jian, 2013), y se han encontrado que a 35 dias de exposicion hay
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modificaciones en el metabolismo de glucosa en regiones cerebrales; ademas de
aumentar la expresion de TNF-a e IL-6 en hipocampo (Yazir, 2014) y en corteza
cerebral (Jian, 2013). Tambien se ha visto que a 40 dias provoca aumento en
lipoperoxidaciéon en cerebelo y estriado (Lucca, 2009), ademas de provocar poca
ganancia de peso corporal y una reduccién en la ingesta de alimento. Por otro lado
también se ha visto que ratas expuestas al estrés cronico impredecible expresan
bajos niveles de leptina en plasma, y altos niveles de grelina (Brito, 2007). Estudios
recientes muestran que exposicion a ECLI por 28 dias estimula expresion de grelina
y su receptor, y disminuye la expresion de leptina y su receptor (Weina, 2015), los

efectos del ECLI no se habian estudiado por mas de 40 dias.

En estudios previos que realizamos en el laboratorio se evalud el efecto del ECLI
sobre el metabolismo de carbohidratos y lipidos, para lo cual se determinaron los
niveles de glucemias en la prueba de tolerancia a la glucosa, se midio el peso
corporal y el consumo de alimento, asi como los niveles de triglicéridos y colesterol.
Los resultados mostraron alteraciones significativas en el metabolismo de

carbohidratos y lipidos (Lopez et al., 2011).

La prueba de tolerancia a la glucosa mostro intolerancia a la glucosa a partir de los
40 dias de induccién de estrés, agravandose a los 60 dias, indicando una alteracion
metabdlica importante (Figura 7A), que podria ser relacionada con la reduccién en
la ganancia del peso corporal (Figura 7B), que se manifiesta después de los 40 dias
de exposiciéon al ECLI. Esta disminucion fue atribuida a las alteraciones producidas
durante la respuesta al estrés y su impacto sobre el metabolismo, demostrando
ademas, que las alteraciones producidas se agravan si se mantiene la exposicion
al estresor, involucrando un desbalance metabdlico a nivel corporal que se ve
reflejado en la nula ganancia de peso, sin modificar la ingesta de alimento,

comparando la ingesta con el grupo control (Figura 7C).

Por otro lado los niveles de colesterol y triglicéridos se vieron significativamente
disminuidos a los 60 dias de la induccion del estrés, sugiriendo también una

alteracion importante en el manejo de reservas corporales, que también podria estar
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participando en la nula ganancia y pérdida de peso corporal (Figura 8), observada

después de los 40 dias de exposicion al ECLI.

En estos estudios también se evalud el efecto del ECLI durante 20 y 40 dias sobre
la actividad de SOD y CAT en diferentes 6rganos (higado, pancreas e hipotalamo),
observandose alterada la actividad de SOD en pancreas y en hipotalamo a los 40
dias. La actividad enzimética de CAT se vio modificada en hipotdlamo sélo a los 20
dias. Ademas, en higado se observo un incremento con respecto al control en la
oxidacion de proteinas, lo cual podria estar asociado con las alteraciones
metabdlicas observadas en el modelo. Sin embargo, aun hacia falta la evaluaciéon

de otros marcadores para identificar la presencia de estrés oxidante.
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sometidas a 20,40 y 60 dias de estrés crénico leve impredecible.

Nuestros resultados también sugirieron el impacto del estrés en la actividad
enzimatica antioxidante, que pudo atribuirse a la intolerancia a la glucosa, debido a
gue la circulacion constante de altas concentraciones de glucosa es un factor comun
en las complicaciones que se presentan por hiperglucemia crénica en pacientes con
diabetes tipo 2 (Diaz et al., 2004), obesidad y enfermedades cardiovasculares
(Hotamisligil, 2006; Medzhitov, 2008). También se ha sugerido que mecanismos de
dafio como la inflamacién y/o el estrés oxidante participan en las complicaciones

gue se presentan en la diabetes tipo 2 (Rostamankani, 2012).

Estas complicaciones también pueden ser causa/consecuencia de la resistencia a

la insulina, donde el TNF-a también participa en la resistencia a la insulina,
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inhibiendo la fosforilacion del sustrato-receptor de insulina 1 (ISR-1); del cual se ha
propuesto que las alteraciones en el residuo de serina del ISR-1, evita que éste sea
fosforilado correctamente por las cinasas, lo que también inhibe la accion de la
insulina (Hotamisligil, 2006). El proceso de inflamacion sistémica puede ser
considerado como una manifestacion del estrés fisioldégico capaz de generar estrés
oxidante, aunque las vias que generan los mediadores de la inflamacion (como
moléculas de adhesion e interleucinas) son también inducidos por el estrés oxidante
(Medzhitov, 2008).

La determinacion de marcadores de inflamacién se propone como otro mecanismo
de dafio a través del cual se producen las disfunciones metabdlicas. A pesar de que
se ha evaluado el efecto del estrés en tejidos sistémicos, no se ha reportado los
niveles de estrés oxidante en pancreas bajo condiciones de estrés crénico. Por otro

lado la asociacion de dafio provocado por estrés no ha sido demostrada.

3.-Justificacion

Se sabe gue las complicaciones metabdlicas provocadas en hiperglicemia cronica
llegan a provocar dafio tisular en diferentes 6rganos y tejidos, sin embargo los
procesos que anteceden y favorece el desarrollo de algin dafio provocado por el
desorden metabdlico no se han evaluado en 6rganos involucrados en la regulacion
del metabolismo, como son el higado y el pancreas; especialmente el pancreas, del
cual se desconoce el efecto del estrés cronico sobre la produccion de especies
reactivas y estrés oxidante. Ademas, se tiene evidencia de que las alteraciones
metabdlicas a consecuencia de la exposicion crénica de diferentes tipos de estrés
cronico no se restablecen, sino que se mantienen y se agravan al aumentar el
tiempo de exposicion al estrés. Sin embargo no se ha evaluado el efecto del estrés
en el sistema que regula el apetito-saciedad (grelina-leptina, insulina), por lo que se
desconoce la participacion del sistema de regulacion neuroendocrino, en las

alteraciones metabdlicas inducidas por estrés cronico.
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Aungue muchos resultados apoyan la idea de que el estrés fisioldgico es un agente
causal de alteraciones metabdlicas, no se ha evaluado el proceso de inflamacién

sistémica en las alteraciones metabdlicas inducidas por estrés cronico.

Ademas, se ha propuesto que los GCs inducen apoptosis en células del hipocampo,
y que este déficit se relaciona con las dificultades de aprendizaje que se presentan
bajo condiciones de estrés cronico. Sin embargo, a nivel sistémico no se ha
encontrado evidencia que relacione los efectos del estrés con los procesos
apoptoticos que puedan presentarse en higado y pancreas de sujetos sometidos a

condiciones de estrés cronico.

Por lo tanto, en este trabajo de tesis plantea continuar con la determinacion del fecto
del estrés cronico en los procesos que causan y agravan el metabolismo de
carbohidratos, con el fin de esclarecer la temporalidad en la cual el estrés comienza
a causar alteraciones en el higado y pancreas, ya que se aportara evidencia acerca
de los procesos que puedan anteceder estados de enfermedades crénico
degenerativas como la DT2.
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4.-Planteamiento del problema
¢ Como afecta el estrés cronico mediadores del sistema que regula el apetito-
saciedad, el estrés oxidante y el proceso inflamatorio en las alteraciones

metabolicas asociadas a estrés cronico?

5.-Hipo6tesis
El estrés cronico leve impredecible induce dafio y alteraciones metabdlicas debido
a la disfuncion neuroenddcrina de mediadores del sistema de apetito-saciedad, y a

la generacion de estrés oxidante e inflamacion sistémica.

6.-Objetivo general
Determinar la participacion del sistema de regulacién neuroendocrino del apetito y
saciedad, del estrés oxidante y la inflamacion sistémica en las alteraciones

metabdlicas inducidas por estrés cronico.

6.1.-Objetivos particulares

= Determinar el efecto del estrés crénico en mediadores neuroendocrinos que
regulan el apetito y la saciedad (leptina-grelina, insulina) en ratas sometidas
a 20, 40 y 60 dias de ECLI.

= Determinar el efecto del estrés crénico sobre marcadores de dafio producido
por especies reactivas de oxigeno en higado y pancreas a 20, 40 y 60 dias
de exposicién a ECLI.

= Evaluar el efecto del estrés cronico sobre niveles de citocinas (TNF-a, IL-1j3,
IL-6 e IL-10) durante distintos periodos de ECLI.

= Determinar dafio por apoptosis en higado y pancreas por efecto del estrés

cronico.
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7.-Material y método

Se utilizaron 30 ratas Wistar de tres meses de edad, de 250- 300 g, obtenidos del
Bioterio de la UAM-Iztapalapa, mantenidas con un ciclo luz/oscuridad de 12 horas
(9 am - 9 pm) con agua y alimento ad libitum. Los animales se separaron en grupos
de 5 animales por caja, considerando un grupo control para cada tiempo y el grupo
de estrés cronico leve impredecible para 20, 40 y 60 dias (n=5 en cada tiempo).
Los animales fueron mantenidos en cajas de 50x30x20 cm (5 ratas por caja). La
manipulacion de los animales fue realizada conforme a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, revisada en 2001. Debido a que no se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos control, los resultados se

presentan sélo con un grupo control (n=15).

7.1.-Induccion del estrés: Modelo de estrés cronico leve impredecible (ECLI)

Los animales fueron separados en dos grupos y para la aplicacion de estrés, las
ratas fueron alojadas en un cuarto en el cual se controlé el inicio y terminacion de
los estresores. El grupo control fue manipulado diariamente para descartar la
manipulacion como factor de incidencia. ElI grupo experimental de estrés fue
sometido a 20, 40 y 60 dias del modelo ECLI (Tabla 1), de acuerdo al protocolo
modificado descrito por Willner (2005) (Marin y Cruz, 2006; Lucca et al., 2009).

Los animales del grupo estrés fueron sometidos a diferentes estresores como:
privacion de comida (12-24 horas), privacién de agua (12-24 horas), inmovilizacion
(se colocaron a las ratas en tubos de policloruro de vinilo con perforaciones, los
cuales fueron cerrados con malla metélica, 1-3 horas), inmovilizacién mas frio 4°C
(1.5-2.5 horas), inmersién en agua fria (se sumergio a la rata en una caja con agua
a 15°C (15 minutos), luz continua (24 horas), aislamiento (24-72 horas), objeto
extrafio (se utilizaron pelotas de plastico de 10 cm de diametro, 3-5 horas),
inclinacion de la caja (45° de inclinacion, 5 horas), frio 4°C (3 horas), hacinamiento
(15-20 individuos por caja, 8-24 horas), cama mojada (5-24 horas) y ruido (40dB, 3-

5 horas).
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Tabla 1. Protocolo de estrés crénico leve e impredecible

Dia Estresor (tiempo) Dia Estresor (tiempo)

1 Privacion de alimento (12 h) 31 Immovilizacién (2 h)

2 Privacion de agua (12 h) 32 Luz continua (24 h)

3 Luz continua (24 h) 33 Privacion de alimento (12 h)

4 Hacinamiento (24 h) 34 Cama mojada (12 h)

5 Hacinamiento (24 h) 35 Aislamiento y objeto extraio (5 h)
6 Sin estresor 36 Inmersién en agua fria (15 min)

7 Inmersidn en agua fria (15 min) 37 Privacién de agua (24 h)

8 Inmovilizacion (1.5 h) 38 Inmovilizacién y frio (1.5h)

9 Aislamiento (24 h) 39 Sin estresor

10 Aislamiento (24 h) 40 Privacién de alimento (12 h)

11 Privacion de alimento (12 h) 41 Hacinamiento (24 h)

12 Inmovilizacién (2 h) 42 Luz continua (24 h)

13 Hacinamiento (24 h) 43 Sin estresor

14 Hacinamiento (24 h) 44 Ruido (3 h)

15 Luz continua (24 h) 45 Aislamiento (24 h)

16 Cama sucia (12 h) 46 Privaciéon de agua (24 h)

17 Inmersion en agua fria (15 min) 47 Inmovilizacién y frio (2 h)

18 Inmovilizacién (1.5 h) 48 Objeto extrafio y ruido (5 h)

19 Sin estresor 49 Caja inclinada 45° (5 h)

20 Privaciéon de alimento (12 h) 50 Privacion de alimento/Hacinamiento (24 h)
21 Luz continua (24 h) 51 Frio (3 h) y Luz continua (24 h)

22 Inmovilizacién (2 h) 52 Privacién de agua (24 h)

23 Privacion de agua (12 h) 53 Luz continua (24 h)

24 Aislamiento (24 h) 54 Hacinamiento (24 h) y ruido (5 h)
25 Aislamiento (24 h) 55 Inmovilizacidn (2 h) y hacinamiento (24 h)
26 Cajainclinada 45° (5 h) 56 Aislamiento (24 h)

27 Frio (3 h) 57 Objeto extrafio (5 h)

28 Privacion de alimento (12 h) 58 Frio plus Inmovilizacién (2.5 h)
29 Inmersion en agua fria (15 min) 59 Ruido (5 h) e inmersidn en agua fria (15 min)
30 Hacinamiento (24 h) 60 Sin estresor

Estos estresores fueron aplicados preferencialmente al inicio de la fase de luz,
variando el estresor a lo largo de la semana, como se muestra en la Tabla 1,

buscando evitar la habituacién de los animales.



Para descartar los efectos del estrés agudo, los animales fueron sacrificados por
decapitacion 24 h después de la aplicacion del ultimo estresor. La sangre fue
colectada y los 6rganos extraidos para procesar y analizar las muestras. El suero
se obtuvo al centrifugar la sangre a 1500 x g por 15 min. El suero fue almacenado

a -70 °C para el andlisis de corticosterona, grelina, leptina, insulina y citocinas.
7.2.-Evaluacion de hormonas leptina-grelina, insulina y corticosterona

La determinacion sérica de insulina, leptina, grelina y corticosterona fue realizada
mediante ELISA: Merck Millipore (Billerica, Massachusetts EU) para leptina y grelina
total; ALPCO inmunoensayo (Salem, EU) para insulina y corticosterona, en ambos
casos utilizando los reactivos especificos para cada kit y siguiendo las indicaciones
de cada proveedor. Las placas de ELISA fueron leidas con un espectrofotometro
(Thermo Scientific Multiskan GO) a la longitud de onda especificada por cada

proveedor.
7.3.-Andlisis de tejidos

El hipotalamo, higado y pancreas fueron removidos y lavados en solucién salina a
4°C. Higado y pancreas fueron (0.1 g) fueron cuidadosamente divididos en
diferentes medios, en donde fueron homogenizados: 600 uL de buffer de fosfatos
(0.067 M, pH 7.8) con una solucion inhibidora de proteasas (Roche, Indianapolis,
IN, USA) para la determinacién de SOD, CAT, TAC y oxidacién de proteinas; 600
uL de &acido sulfosalicilico para la determinacion de GSH; 500 uL de H20
desionizada y esteril, para la determinacion de LPO. Todas las muestras se

almacenaron a -70°C para su utilizacion de acuerdo al estudio experimental.

7.3.1.-Extraccién y cuantificacion de proteina

La extraccion de la proteina total se realizd al homogenizar el tejido utilizando 1 ml
de buffer de lisis (buffer de fosfatos pH 7) y 80 ul de un stock inhibidor de proteasas
Complete (Roche, Indianapolis, IN). El homogenado tisular fue resuspendido varias

veces y se dejé reposar 5 minutos a 4°C.
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Después fue centrifugado a 8000 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
conteniendo la proteina celular fue colocado en pequefios volimenes y almacenado
a-70°C.

El contenido de proteina en las muestras se realiz6 por el método de Bradford
(1976) con el reactivo BioRad. Se tomé una alicuota de 1 pl de las muestras y se le
adicioné 0.5 ml del reactivo de Bradford (1:4) se incubaron durante 20 minutos a
25°C. La cuantificacién se realiz6 con una curva patron de albumina sérica bovina

en un rango de 0.1-0.5 mg/ml. Posteriormente la absorbancia fue medida a 595 nm.
7.3.2.-Receptores a leptina (Ob-R) y receptor a grelina (GHS-R1)

El analisis del receptor Ob-R y GHS-R1 se realiz6 mediante Western blot, el cual
permite la deteccion de la proteina dentro de una muestra biolégica mediante la
utilizacién de un anticuerpo que reconoce y se une a un epitope unico de la proteina
de interés (Towbin et al., 1979).

Las muestras de hipotdlamo se homogenizaron con 250 ul de buffer de lisis [10 ml
de M-PER Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific; 1 pastilla de
inhibidor de proteasas, Complete Mini; 100 ul de fluoruro de fenilmetilsulfonilo

(PMSF) 0.1 My 100 ul de ditiotreitol (DTT) 1 M] durante 15-20 segundos.

Posteriormente, se incubaron a 4°C durante 15 minutos y se centrifugaron (13000 x
g a 4 °C durante 10 minutos). El sobrenadante se recuperé y se almacenoé a -80 °C.
Previo a la electroforesis, se tom6 una alicuota de cada muestra para cuantificar la

concentracion de proteinas totales.

De la cuantificacion de proteinas totales se tomaron 100 ug de cada muestra, en un
volumen final de 20 ul con buffer de carga (Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 2-mercaptoetanol,
SDS al 10%, azul de bromofenol 0.05%, glicerol y agua destilada).

Posteriormente las muestras fueron incubadas a 95 °C durante 5 minutos para

desnaturalizar las proteinas y se utilizd un marcador de peso molecular (Precision
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Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards #1610375) para
identificar el peso molecular de las proteinas. Las muestras fueron colocadas en
geles de acrilamida-bisacrilamida (29:1, Sigma) al 12% en un amortiguador formado
por Tris HCI 1.5M pH 8.8, SDS al 10%, persulfato de amonio 10% y 5 pl de TEMED.
Después, los geles se colocaron en una camara de electroforesis (mini-Protean II,
Bio-Rad) con un amortiguador formado por Tris Base 25 mM, glicina 192 mM, SDS
1%, pH 8.3 a 120 voltios durante 90 min.Transcurrido el tiempo el gel se transfiri6 a

una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, GE Healthcare).

La transferencia se realizd utilizando el sistema Trans blot turbo (Bio-RAD)
humedeciendo papel filtro con buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20% v/v, pH 8.3) a un voltaje de 25 voltios a 4 °C durante 25 min. Después
de la transferencia, la membrana se lavdé durante 60 minutos a temperatura
ambiente con solucién de leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 (NaCl 137
mM, Tris-HCI 20 mM, Tween 20 0.1%, pH 7.5). Transcurrido este tiempo, la

membrana se lavé dos veces con TBS-Tween 20.

La membrana se coloc6 en una solucion que contenia leche descremada al 2% y el
anticuerpo primario a una dilucién 1:500 del receptor OB-R (Sc-8391 Santa Cruz),
1:500 de GHS R1 (Sc-10359, Santa Cruz) y B-actina (dilucion 1:3000). La
incubacion de realiz6 durante toda la noche en agitacion ligera a 4 °C. La membrana
se lavo tres veces durante 10 minutos con TBS-Tween 20 y se incubd con el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (Santa Cruz) a una dilucién 1:10000
a temperatura ambiente durante 120 minutos en agitacion suave. Se lavo la
membrana dos veces durante 10 minutos con TBS-Tween 20 y una vez con TBS
solo. Finalmente se utilizé6 300 ul de luminol (SuperSignal West Pico) y 300 ul de
peréxido (SuperSignal West Pico Stable). La identificacion se realiz0 en un
fotodocumentador (KODAK Gel Logic 1500 Imaging System) para observar la
luminiscencia generada en la reaccién de la peroxidasa indicando la presencia de

la proteina.
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7.3.3.-Glutation (GSH)

La determinacion de GSH fue realizada usando un kit comercial Biovision TM
glutathione colorimetric assay kit (BioViosion, Bioptics, Tucson, AZ, USA).
Fracciones de 0.1 g de higado y pancreas fueron homogenizadas en 600 uL de
acido sulfosalicilico y luego centrifugado a 8000 x g por 20 minutos a 4°C, para
separar la fraccion citoplasmética. EI GSH reacciona con DTNB para producir 2-
nitro-5-4cido tiobenzoico, que se observd con una coloracion amarilla, cuya
absorbancia fue leida a 412 nm con un espectrofotometro (Thermo Scientific

Multiskan GO). Los resultados fueron expresados en ug de GSH/mg de proteina.
7.3.4.-Lipoperoxidaciéon (LPO)

Los niveles de lipoperdxidos en tejido fueron determinados usando un kit comercial
(Calbiochem®, Gibbstown, NJ, USA). Para la extraccion de lipoperdxidos 0.1 g de
higado y pancreas fue homogenizado con vortex en 500 puL de agua desinizada y
estéril con 500 pL del extracto R (provisto por el proveedor) y 1 mL de cloroformo
deoxigenado. Se centrifugd al500 x g por 10 minutos a 0°C. La faccion del
cloroformo con hidroperéxidos fue colectada, La lipoperoxidacion produce
hidroperoéxidos, los cuales fueron medidos utilizando reacciones de reduccion con
iones fierro (ion ferroso). Los hidroperéxidos son inestables por lo que en presencia
de iones ferrosos reaccionan para producir iones férricos, que se detectan utilizando
ion tiocianato como cromogeno, observandose una coloracion rojiza. La presencia
de lipoperoxidos fue detectada a 500 nm. Los datos se presentan en nmol de LPO/

mg de proteina.
7.3.5.-Superdxido dismutasa (SOD).

De la fraccion citosolica se tomaron alicuotas para las determinaciones enzimaticas
de SOD y CAT. La actividad de la SOD se determiné por el método de Winterbourn
(1975), el cual se basa en la habilidad de esta enzima para inhibir la reduccién del
tetrazolio nitro-azul (NBT) por superéxido, el cual es generado por la reaccion de
fotoreduccion de la riboflavina y oxigeno. En una serie de tubos se preparo la mezcla

de reaccion formada por 0.1 a 10 ug de enzima (fraccion citosélica), 0.2 ml de acido
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etilendiamotetracético (EDTA) 0.1 M, conteniendo cianuro de sodio 0.3 mM, 0.1 ml
de NBT 1.5 mM y buffer de fosfatos 0.067 M a pH 7.8 en un volumen final de 3 ml.
Los tubos se colocaron en una caja de 60 x 15 x 20 cm, la cual contenia tres
lamparas fluorescentes de 20 W por un periodo de 10 minutos. Pasado ese tiempo
se agregaron 0.05 ml de riboflavina 0.12 mM y se incub6 en la misma caja por 20
minutos; las muestras se leyeron a 560 nm. Se determind el porcentaje de inhibicion
de la reduccion NBT para determinar los ug de enzima que correspondian a la mitad

de la méxima inhibicion. La actividad de la enzima se determiné por la siguiente

relacion:
Unidades x mg = 1000
de proteina ug enzima resultado de la ¥z de la maxima inhibicién

7.3.6.-Catalasa (CAT)

La actividad de la enzima catalasa se determind por el método de Berr y Sizer
(1952), el cual se basa en la desaparicion del perdxido de hidrogeno (H202),
utilizado por la catalasa. Se tom6 0.1 ml de la fraccidn citosolica y se le adiciond 1.9
ml de H20 desionizada, 1 ml de H202 0.059 M en 0.0.05 M de buffer de fosfatos pH
7. Las muestras fueron leidas a una longitud de 240 nm a 25°C cada minuto y la
actividad fue medida por la disminucion de la absorbancia. La actividad de la enzima

catalasa se expres6 como mU por mg de proteina por minuto.
7.3.7.-Capacidad antioxidante total (TAC)

La deteccion de los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos se midié
usando el kit Total Antioxidant Capacity Assay (TAC) (BioViosion, Bioptics, Tucson,
AZ, USA). De la fraccion citoplasmatica se tomaron 50 pL y se le agregaron 25 L
de protein mask (provisto por el proveedor) y 25 puL de agua grado HPLC. La
reduccion de iones Cu* fue medida mediante un espectrofotometro a 570 nm. El kit
se basa en la capacidad antioxidante de reducir Cu?* en Cu*, el cual es detectado

por la formacion de Cu*y batocuproina, detectado a 570 nm.
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Se utilizé una solucion conocida de Trolox para estandarizar la concentracion de

antioxidantes. Los resultados se expresaron en nmol de TAC/mg de proteina.
7.3.8.-Oxidacion de proteinas mediante OxyBlot

El estrés oxidante modifica las proteinas favoreciendo la formacion de grupos
carbonilos, lo que lo hace un indicador de dafio celular a nivel de proteinas celulares.
El nivel de oxidacion de proteinas se realizd de acuerdo con el método descrito por
Rice y colaboradores (2012), el cual se basa en la identificacion de la proteina
oxidada citoplasmica por medio de la union especifica con el anticuerpo primario y
el reconocimiento de este anticuerpo por un segundo anticuerpo que lleva una

marca fluorescente para mostrar que se encuentra presente.

Se tomaron 10 ug de la proteina total, la cual fue derivatizada con dinitrofenil
hidrazina siguiendo el protocolo del OxiBlot (Chemicon Internacional, Temecula,
CA), un kit comercial el cual determina proteinas oxidadas. Las muestras fueron
colocadas en geles de acrilamida-bisacrilamida siguiendo el protocolo del western
blot. El anticuerpo primario que reconoce a la proteina derivatizada fue utilizado a
una dilucién 1:500 (Anti-DNP; Kit OxyBlot™) y el anticuerpo secundario acoplado a
la peroxidasa (anti-conejo 1gG; OxyBlot™) 1:10000 por 1.5 horas. Como sustrato
del anticuerpo secundario se agregaron 300 ul de luminol (SuperSignal West Pico)
y 300 ul de perdxido (SuperSignal West Pico Stable). La identificacion se realizé en
un fotodocumentador (KODAK Gel Logic 1500 Imaging System) para observar la
luminiscencia generada en la reaccion de la peroxidasa indicando la presencia de
la proteina. Las iméagenes se analizaron con el sotwere Image J. Los resultados se

expresan como niveles relativos de proteina oxidada.
7.4.-Evaluacion de Citocinas

La determinacion de citocinas se realiz0 mediante ELISA en suero previamente
almacenado a -70°C, utilizando los reactivos especificados por cada proveedor para
el ensayo en ratas: Prepotech (Rocky Hill, NJ. USA) para IL-1B e IL-6, Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) para TNFa y ALPCO Diagnostics (Salem, NH,
USA) para IL-10.
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Las placas fueron leidas con un espectrofotometro con prisma Thermo Scientific

(Multiskan GO) a las longitudes de onda especificadas por cada proveedor.
7.5.-Determinacién de dafio

La determinacion de dafio en higado y pancreas se realiz6 mediante western blot,
mediante la deteccidn de pro-caspasa 3, caspasa 3 (Santa Cruz, CA. SC-271759),
cit ¢ (Santa Cruz, CA. SC-13560) y PCNA (Santa Cruz, CA. SC-56) utilizados a una
dilucion 1:500 y dilucion 1:10000 del anticuerpo secundario. Como sustrato del
anticuerpo secundario se agregaron 300 ul de luminol (SuperSignal West Pico) y
300 pl de peroéxido (SuperSignal West Pico Stable). La identificacion se realizd en
un fotodocumentador (KODAK Gel Logic 1500 Imaging System) para observar la

luminiscencia.
7.6.-Andlisis Estadistico

Los resultados se analizaron mediante el analisis de varianza (ANOVA) y Tukey-
Kramer como prueba post hoc para la comparacion de los grupos. Los valores se
consideraron estadisticamente significativos utilizando un nivel de significancia del
95%. Para el andlisis se utilizo el software NCSS 2007 (Kaysville, UT, USA).

8.-Resultados
8.1.-Efecto del ECLI en los niveles de corticosterona

La corticosterona fue considerada un marcador del efecto del modelo animal sobre
la activacion del eje HHA. El ECLI incrementé los niveles de corticosterona desde
los 20 y hasta los 60 dias de exposicién a estrés cronico. [F(3,26)=8.7, p<0.05]
(Tabla 2).

8.2.-Efecto del ECLI en los niveles de insulina, leptinay grelina

La exposicién a ECLI modificé los niveles de insulina, grelina y leptina. La insulina
incrementod significativamente solo a los 20 dias de estrés [F(3,26)=13.17, p<0.05]
(Tabla 2).
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Los niveles de leptina descendieron desde los 20 y hasta los 60 dias de ECLI

[F(3,26)=23.8, p<0.05], mientras que los niveles de grelina incrementaron después

de los 40 dias de ECLI; estos niveles fueron significativamente incrementados con
respecto al grupo control [F(3,26)=3.95, p<0.05] (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles séricos de corticosterona, insulina, grelina y leptina en ratas sometidas a 20, 40 y

60 dias de ECLI. Cada valor representa la media + E.E.M. Control: n=15; ECLI: n=5.

Insulina
Corticosterona(ug/dL) Grelina (ug/dL) Leptina (ug/dL)
(Hg/dL)
Control 3.33+1.33 1.1951+0.2648 0.1612+0.069 32.76+2.07
20 dias ECLI | 8.76+1.41* 3.5215+0.3350*  0.3309+0.075 8.71+3.10*
40 dias ECLI | 9.04+1.51* 1.1034+0.2653 0.5027+0.075* 9.12+3.10*
60 dias ECLI | 8.11+1.33* 0.8550+0.3349 0.4017+0.075 11.19+3.10*

*Diferencia significativa con respecto al grupo control (p<0.05.) ANOVA, Tukey-Kramer.

8.3.-Efecto del ECLI en el sistema neuroendocrino de apetito-saciedad

En la figura 9, se presenta un gel representativo que muestra el efecto del estrés

cronico en los receptores a leptina y grelina. Se observa que la exposicion al ECLI

modifica la presencia del receptor Ob-R y GHS-R1 entre los 40 y 60 dias de estrés

cronico, disminuyendo ambos receptores. Se observa que en el grupo control el

receptor Ob-R esta expresado mientras que la presencia del receptor a GHS-R1 se

disminuye, sin embargo con forme aumenta la exposicién al ECLI ambos receptores

disminuyen su expresion en hipotalamo.
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Figura 9. Efecto del ECLI en los niveles de receptores de hormonas reguladoras del apetito y la
saciedad en hipotalamo de ratas sometidas a estrés crénico por 20, 40 y 60 dias. Receptor a leptina
(Ob-R), receptor a grelina (GHS R1).

8.4.-Efecto del ECLI en los niveles de GSH

Los niveles de GSH se muestran en la figura 10. En higado la concentracion de
GSH increment6 solo a los 20 dias de ECLI [F(3,26)=6.473, p<0.05], sin observarse
cambios significativos a los 40 y 60 dias de estrés (Figura 10A). Por su parte, en
pancreas se observé una reduccidén gradual de GSH a partir de los 40 dias de
tratamiento [F(3,26)=5.632, p<0.05] (Figura 10B).

8.5.-Efecto del ECLI en los niveles de LPO

Los niveles de LPO se muestran en la figura 11. La concentracién de lipoperoxidos
incremento significativamente en higado a los 60 dias de ECLI (F(3,26)=5.17,
p<0.05) (Figura 11A), mientras que en pancreas incremento significativamente a los
20 y 60 dias de ECLI [F(3,26)=5.3, p<0.05] (Figura 11B).
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Figura 10. Efecto del ECLI en los niveles de GSH en higado (A) y pancreas (B) de ratas sometidas
a 20, 40 y 60 dias de estrés crénico. Cada valor representa la media = E.E.M. Control: n=15; ECLI:
n=5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Diferencia significativa comparada con el grupo control (p<0.05).
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Figura 11. Efecto del ECLI en los niveles de LPO en higado (A) y pancreas (B) de ratas sometidas a
20, 40 y 60 dias de estrés crénico. Cada valor representa la media + E.E.M. Control: n=15; ECLI:
n=5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Diferencia significativa comparada con el grupo control (p<0.05).
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8.6.-Efecto del ECLI en la actividad enzimatica antioxidante (SOD y CAT)

La actividad enzimatica de SOD y CAT, en higado y pancreas, se muestra en la
figura 12. En higado la actividad de SOD no se modifico (Figura 12A), pero la
actividad de CAT se redujo significativamente a los 20 dias de estrés [F(3,26)=6.08,
p<0.05] comparado con el grupo control (Figura 12C). En pancreas la actividad
enzimatica de SOD sélo incrementd significativamente a los 60 dias de estrés
(Figura 12B), mientras que la actividad de CAT no fue modificada (Figura 12D).
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Figura 12. Efecto del ECLI en la actividad enzimatica de SOD y CAT en higado (A y C
respectivamente) y pancreas (C y D respectivamente) de ratas sometidas a 20, 40 y 60 dias de
estrés crénico. Cada valor representa la media + E.E.M. Control: n=15; ECLI: n=5. ANOVA, Tukey-
Kramer. *Diferencia significativa comparada con el grupo control (p<0.05).
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8.7.-Efecto del ECLI en la TAC

ECLI no modificé la TAC en higado (Figura 13A). En el pancreas se observo un
decremento proporcional al tiempo de exposicion al ECLI que es significativo
después de los 40 dias [F(3,26)=4.28; p< 0.05], comparado con el grupo control
(Figura 13B).
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Figura 13. Efecto del ECLI en los niveles de TAC en higado (A) y pancreas (B) de ratas sometidas a
20, 40 y 60 dias de estrés crénico. Cada valor representa la media + E.E.M. Control: n=15; ECLI:
n=5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Diferencia significativa comparada con el grupo control (p<0.05).

8.8.-Efecto del ECLI en la oxidacién de proteinas

En la figura 6 se muestran los resultados de la oxidacion de proteinas después del
tratamiento con ECLI. Se puede ver un incremento progresivo en la oxidacion de
proteinas en higado [F(3,26)=22.9; p<0.05] y pancreas [F(3,26)=54.68; p<0.05] a
partir de los 40 y hasta los 60 dias de estrés (Figural46A y 14B). Se presenta un
gel representativo que muestra la progresion en el incremento de oxidacion de

proteinas en ambos tejidos.
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Figura 14. Efecto del ECLI en la oxidacion de proteinas en higado (A) y pancreas (B) de ratas
sometidas a 20, 40 y 60 dias de estrés crénico. Cada valor representa la media + E.E.M. Control:
n=15; ECLI: n=5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Diferencia significativa comparada con el grupo control
(p<0.05).



8.9.-Efecto del ECLI en el perfil inflamatorio

El efecto del ECLI en el perfil inflamatorio sistémico se presenta en la figura 15. ECLI
incrementa los niveles séricos de IL-18 [F(3,21)=3.7; p<0.05] a los 60 dias de
tratamiento comprado con el grupo control (Figura 15A). TNF-a se incremento
significativamente [F(3,21)=11.24; p<0.05] a los 20 dias (184.55 + 1.75 vs 5 301.42
+ 8.18 pg/pl) (Figura 15B). Por otro lado los niveles séricos de IL-6 incrementaron a
los 20 y 60 dias de estrés [F(3,21)=7.06 p<0.05] (Figura 15C).
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Figura 15. Efecto del ECLI en los niveles séricos de citocinas de ratas sometidas a 20, 40 y 60 dias
de estrés cronico. IL 1-B(A), IL-16 (B), TNF-a (C) e IL-10 (D). Cada valor representa la media * E.E.
M. Control: n=15; ECLI: n=5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Diferencia significativa comparada con el
grupo control (p<0.05).
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La citocina anti-inflamatoria IL-10 incrementé significativamente solo a los 40 dias
de estrés (51.43 + 5.43 ng/mL), aunque a los 60 dias disminuye (10.46 + 1.148
ng/mL), en comparacion con el grupo control (20.83 + 0.92 ng/mL) (F(3,13)=12.78
p<0.05) (Figura 15D).

8.10.-Efecto del ECLI en los marcadores de dafio y apoptosis

El efecto del estrés cronico sobre inductores de apoptosis: procaspasa 3, caspasa
3 y cit ¢ se muestra en la figura 16. Se observa un aumento en los niveles de
procaspasa 3 en ambos tejidos desde los 20 dias de exposicion al ECLI, por otro
lado los niveles de caspasa 3 solo se manifiestan en higado, preferentemente a los
40 dias de estrés cronico, mientras que el citocromo ¢ aumenta en pancreas desde
los 20 y hasta los 60 dias de tratamiento. Por otro lado el marcador de proliferacion
celular es proporcional a la expresion de caspasa 3 en higado. Se presenta un gel
representativo que muestra la progresion en el incremento de marcadores

apoptoticos en ambos tejidos.
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Control E20dias E40dias E 60 dias Control E20dias E40dias E 60 dias

Pro Caspasa 3 L d m - 2 ~

Caspasa 3 S o

Citc - —
PCNA

B actina T W— . — — — —  —

Figura 16. Efecto del ECLI en los marcadores de apoptosis celular: pro caspasa 3, caspasa 3 y
citocromo c, en higado y pancreas de animales sometidos a 20, 40 y 60 dias de ECLI,  actina es
considerada proteina constitutiva y control de carga para cada western blot.
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9.-Discusion

Los animales expuestos a ECLI por 60 dias mantuvieron niveles elevados de
corticosterona durante los 60 dias de exposicion al estrés. En nuestros resultados
se observan alteraciones en los niveles de hormonas que participan en la regulacion
del apetito-saciedad, asi como un aumento en los niveles de estrés oxidante en
higado y pancreas, que son 6rganos involucrados en la regulacibn metabdlica
sistémica. Asi mismo encontramos un aumento en citocinas proinflamatorias hacia
los 60 dias de exposicion al ECLI. Por lo que en este trabajo se aporta evidencias
de los mecanismos de dafio que involucran el estrés oxidante e inflamacion
sistémica, y que a su vez pueden estar propiciando la progresién de alteraciones
metabdlicas que involucran al sistema de regulacion neuroendocrino del apetito-

saciedad.

La secrecion basal de corticosterona en roedores y cortisol en humanos se
encuentra regulada por un ritmo circadiano (Mazzocoli, 2011), donde el menor pico
de secrecion de corticosterona se presenta al inicio de la fase de luz y el mayor pico
de secrecidn se observa al inicio de la fase de oscuridad (Retana et al., 2003). Entre
los estresores que modifican los niveles de corticosterona esta la inmovilizacion
(Gumuslu y Sahin, 2007), el frio, la inmersion en agua fria (Retana et al., 2003) y los
choques eléctricos (Koolhaas et al., 2011; Marin et al., 2006), que también se han
evaluado de manera cronica a 20 dias. Sin embargo, se ha visto que la exposiciéon
cronica hacia un mismo estresor induce una disminucion en la respuesta al estrés
hasta por 40 dias (Marin, 2006; Gumuslu 2007; Teague, 2007), observando una
reduccion en la intensidad de la respuesta a través de tiempo debido a que el

estresor es repetitivo y suele causar habituacion en los animales.

Los resultados en el modelo de estrés cronico leve impredecible manifiesta un
efecto sobre la activacion del eje hipotalamo hipdfisis adrenal, con la consiguiente
liberacion de corticosterona desde los 20 y hasta los 60 dias de estrés cronico, dado
gue las concentraciones de corticosterona fueron significativamente mas altas en
los grupos sometidos a estrés, hormona considerada como un marcador de la

respuesta al estrés.
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Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Luccay colaboradores (2009),
quienes reportaron un incremento en los niveles de corticosterona en animales
sometidos durante 40 dias a ECLI. En el presente estudio, también se observo
activacion del eje HHA a partir de los 20 dias y hasta los 60 dias de induccién de
estrés. Con el objetivo de evitar la disminucion en la respuesta a estrés se eligio el
modelo ECLI, en el cual los estresores se aplicaron al inicio de la fase de luz con la
finalidad de asociar los cambios con la respuesta al estrés y como un intento para
evitar las variaciones circadianas. En estudios previos se encontré que el modelo
de ECLI produce, mantiene y agrava las alteraciones en el metabolismo de lipidos
y carbohidratos por efectos del estrés cronico, impactando en el peso corporal de

los animales.

Pero los sistemas de regulacién neuroendocrina de la ingesta de alimento no se
habian evaluado bajo condiciones de estrés cronico. La sensaciéon de hambre o
saciedad resulta de una respuesta orquestada en la que se intercambian sefales
que vienen de la periferia (leptina, grelina e insulina) sobre las neuronas en el
hipotalamo, asi como aferencia de otras estructuras cerebrales que participan en tal
proceso (Valassi et al., 2008). Aunque los mecanismos que regulan las alteraciones
metabolicas causadas por estrés no son bien conocidos se sugiere la participacion
de péptidos tales como la leptina y la grelina en trastornos emocionales causados
por estrés como la depresion (Weina et al., 2015).

Los animales sometidos a ECLI mostraron incremento en los niveles de insulina
sélo a los 20 dias, lo que posiblemente es un mecanismo de control del efecto de la
respuesta al estrés en el metabolismo de carbohidratos y lipidos. Sin embargo, a
los 40 y 60 dias no se observaron cambios en este parametro, lo que permite
observar alteraciones importantes en manejo de carbohidratos y lipidos
previamente reportado (Lopez et al., 2011). Este resultado puede interpretarse
como un efecto compensatorio en la secrecion de insulina cuyo proposito es
mantener normales los niveles de glucosa; sin embargo, después de 40 dias los
niveles de insulina descienden y esto permite desarrollar la intolerancia a la glucosa

gue se desarrolla entre los 40 y 60 dias de ECLI, pero no resistencia a la insulina.
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Los resultados mostraron incrementos tanto en el pico hiperglucémico como en los
niveles de grelina a los 40 dias de exposicion al ECLI, sin embargo, la ingesta de
alimento no se modific. El incremento en los niveles de grelina se relaciona con
estados de balance energético negativo como el ayuno o la anorexia nerviosa, y
estan disminuidos en estados positivos como la obesidad (Cintra, 2007), por lo que
el aumento de grelina podria haber favorecido la pérdida de peso hacia los 40 dias
de tratamiento. La reduccion del peso corporal también puede atribuirse a los

efectos metabdlicos que ejercen los glucocorticoides en el organismo.

Aunque el efecto de los glucocorticoides sigue siendo algo controversial se ha
reportado que la administracion de cortisol provoca un decremento de la masa
corporal (Cintra, 2007), que puede ser una consecuencia de la respuesta
metabdlica. El incremento en los niveles de grelina a los 40 dias de estrés cronico
podria reflejar un intento para compensar los efectos de la respuesta metabdlica
producida por la respuesta al estrés, que al volverse crénica podria poner en riesgo
la sobrevivencia de los organismos, como lo proponen Zhao y Wortley (2010; 2013).
La leptina también se le ha conferido participacion en el peso corporal, al respecto
se ha observado que bajo condiciones de estrés cronico y la disminucion en los
niveles de leptina se relaciona con la disminucién del peso corporal (Maniam, 2012).
En otros estudios se encontrd un incremento en los niveles de grelina en respuesta
al estrés inducido por restriccion caldrica (Lutter et al., 2008; Perello y Zigman, 2012;
Wortley et al., 2013; Uchida et al. 2013).

Los niveles de leptina disminuyeron desde los 20 dias, mientras que los niveles de
grelina incrementaron a los 40 dias de estrés. Desde esta perspectiva, nuestros
resultados corroboran dicha correlacion. Por otro lado en la literatura se menciona

la participacion de la leptina en la regulacion de la respuesta del eje HHA.

Diversos estudios muestran que el aumento circulante de leptina reduce la
respuesta al estrés en diferentes niveles del eje HHA (Malendowicz et al., 2007;
Mohame et al., 2014), sin embargo, en este trabajo observamos una disminucién de

los niveles de leptina desde los 20 dias de estrés, que ademas de exacerbar la
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respuesta al estrés, estan influyendo en la regulacion de la ingesta de alimento y

por lo tanto en el metabolismo de carbohidratos y lipidos.

La presencia de los receptores de leptina y grelina se encuentra modificada entre
los 40 y 60 dias de ECLI, lo que sugiere su participacion neuroendocrina en las
alteraciones metabdlicas provocadas por estrés crénico. Se ha reportado que el
aumento circulante de leptina y grelina se acompafia del aumento de su receptor
(Weina, 2015). En el grupo control se observa que los niveles elevados de leptina,
se acomparfa del aumento en su receptor, como se describe en la literatura, sin
embargo bajo condiciones de estrés crénico, encontramos que la exposicion a ECLI
disminuye la presencia del leptina y Ob-R a los 20 dias de tratamiento, y se
incrementa la presencia de GHS-R1 sélo a los 20 dias, sin embargo a los 40 y 60
dias de estrés ambos receptores disminuyeron, a pesar de que los niveles de grelina
aumentaron. Por lo que se sugiere evaluar otros mediadores del apetito y saciedad
como el NPY, AgrP, MCH o CART a nivel central, debido a que en resultados previos

encontramos que la ingesta de alimento no se modifica (Lopez et al., 2011).

El restablecimiento de la homeostasis o el mantenimiento de la alostasis involucra
una complicada regulacion en la produccion hormonal, neuroquimica y de
moléculas oxidantes, como las especies reactivas de oxigeno, que se producen
principalmente en el metabolismo celular; el desequilibrio y la sobreinteraccion de
estos sistemas favorece la generacion radicales libres, lo que podria favorecer la
produccion de estrés oxidante. El estrés oxidante es considerado un mecanismo de
dafio tisular y participa en varias condiciones patoldgicas, incluidas la hipertension,
diabetes y la enfermedad hepatica cronica, la circulacion de altos niveles de estrés
oxidante alteran a su vez otros 6rganos como el corazén, pancreas, higado y

pulmén (Ogura y Shimosawa, 2014).

El GSH representa uno de los mas importantes antioxidantes no enzimaticos,
debido a su amplia distribucion celular y cuyo mecanismo es restablecer los
mecanismos enzimaticos, ademas de detener las reacciones en cadena causadas
por radicales libres (Diaz et al., 2004). El higado es el principal productor de GSH,

por lo que no se observa una modificacion en los niveles de GSH, lo que sugiere
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una actividad antioxidante eficiente, propia del érgano en cuestion. Por su parte, en
pancreas se observa una disminucion progresiva en los niveles de GHS que se hace
significativo a partir de los 40 dias y hasta los 60 dias de estrés cronico, lo que
sugiere gque el pancreas al tener niveles de GSH limitados lo hace mas susceptible
a los cambios en el estado redox. Los resultados corroboran la funcion del higado

al producir GSH puesto que encontramos niveles mas altos que en pancreas.

Entre los marcadores de dafio tisular por estrés oxidante determinamos LPO y
oxidacion a proteinas. El dafio a lipidos representa un marcador de gran relevancia
debido a que la LPO afecta la estructura celular (Diaz et al., 2004). En cuanto a los
niveles de LPO, encontramos en higado un aumento de los niveles de LPO a los 60
dias de ECLI, mientras que en pancreas observamos un aumento en los niveles de
LPO a los 20 y 40 dias de estrés cronico. Y que informacién existe con esctrés

cronico

Otro marcador de estrés oxidante que fue considerado en este estudio, fue la
oxidacion de proteinas como un indicador de dafio a nivel proteinico, que impacta
sobre el funcionamiento celular. En nuestros resultados encontramos mayor
oxidacion de proteinas en higado desde 20 y hasta 60 dias de tratamiento, mientras
que en pancreas se observa mayor oxidacion de proteinas a 60 dias; el aumento en
la oxidacién de proteinas, tanto en higado como en pancreas, varia con respecto al
tiempo, y puede ser una consecuencia de los mecanismos de resistencia al estrés,
en los cuales se pretende contrarrestar el efecto causado por el estresor; sin
embargo, a los 60 dias se observa mayor oxidacion de proteinas en ambos tejidos,
siendo mas evidente y progresivo en higado, lo cual puede atribuirse a que la carga
metabdlica es regulada principalmente por este 6rgano. En pancreas no se aprecia
diferencia entre los 20 y 40 dias, aunque encontramos mayor oxidacion de proteinas
en ambos tejidos hacia los 60 dias de tratamiento, sugiriendo que las alteraciones
en el funcionamiento de ambos 6rganos son un reflejo en la progresion del desorden

metabdlico de carbohidratos y lipidos (Diaz et al., 2004).

Las alteraciones metabdlicas producidas por los glucocorticoides y las

catecolaminas también ejercen su efecto sobre la funcion antioxidante y la
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produccion de especies reactivas. En modelos animales de estrés repetitivo, como
la inmovilizacion, se encontré un aumento en la produccién de radicales libres y la
disminucién de la actividad de enzimas antioxidante (Liu et al., 1994; Gumuslu y
Sahin, 2002, 2007).

En nuestros resultados encontramos algunos cambios de actividad enzimatica en
higado y pancreas. La actividad de SOD no se modificé en higado pero la actividad
de la CAT disminuy¢ significativamente a los 20 dias de ECLI, aunque los niveles
se restablecieron entre los 40 y 60 dias de tratamiento. Al respecto se tiene
reportado que la actividad de SOD y CAT aumenta bajo condiciones de estrés por
inmovilizacién a 20 dias en esté 6rgano (Gusmuslu y Sahin, 2007), esta respuesta
puede variar por la intensidad, tipo, tiempo y duracién de los estresores utilizados.
En el caso del pancreas no se han reportado alteraciones en las actividades
enzimaticas debidas a estrés. Se encontraron diferencias apreciables en el
pancreas, con un aumento de la actividad enzimatica de SOD a los 60 dias, que
sugiere que el estrés esta modificando la actividad de antioxidante a través de los
diferentes tiempos de exposicidn evaluados, encontrando que la actividad
enzimatica antioxidante de higado y pancreas responden diferencialmente a lo largo
del tiempo. Aunque no se encontraron diferencias significativas en nuestro estudio
de CAT con pancreas, se observa una tendencia contraria al higado en la actividad
enzimatica de SOD, manifestando un aumento en la actividad a los 20 dias y

disminuida a los 40 dias, sin presentar cambios en la actividad de CAT.

El incremento en la produccién de radicales libres esta asociado con la disminucion
en la funcion antioxidante (Valcoa, 2007). Para evaluar de manera general la
funcionalidad de los sistemas antioxidantes se determin6 la TAC, que mide la
eficiencia de sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Los resultados
mostraron que la actividad antioxidante en higado es mayor y mas eficiente en
comparacion con el pancreas, debido a que se observa una actividad antioxidante
constante durante todo el tratamiento. Sin embargo en pancreas se encontré una

disminucién progresiva en estos sistemas hacia los 60 dias de estrés crénico.
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Asi mismo, la progresion en la oxidacion de proteinas hacia los 60 dias estrés
cronico sugiere una mayor produccion de EROs, en ambos tejidos, a pesar de que
en higado los sistemas de defensa antioxidante son mas constantes y eficientes no
son suficientes para contra restar la produccion de especies reactivas que se estén
produciendo a consecuencia del desorden metabdlico causado por estrés cronico
y, por lo tanto, se observa dafio a proteinas y lipidos de membrana en ese érgano.
Por su parte, el pancreas es un 6rgano mas susceptible, observandose disminucion
de su capacidad antioxidante que va ligada con un aumento en el dafio a proteinas

y LPO hacia los 60 dias de estrés cronico.

Aunque el vinculo entre el estrés fisioldgico, estrés oxidante y las vias de activacion
de la inflamacién es poco conocido se ha sugerido que los receptores tipo Toll o
TLRs pueden estar participando en esta interaccion (Gill, 2010; Gu, 2012; Machado,
2016). Los TLRs activan rutas de sefalizacion comunes que culminan con la
translocacion del factor de transcripcion NF-kB, el cual es un punto clave en la
cascada inflamatoria (Machado, 2016), ya que promueve el aumento de citocinas
como TNF-a, IL-6 el L1-B (Barton, 2003).

El ECLI modifica los parametros de citocinas desde los 20 dias de estrés cronico,
observandose incrementados TNF-a e IL-6; mientras que a los 40 dias estos valores
se muestran atenuados, esto puede ser debido al el incremento de la citocina anti-
inflamatoria 1L-10. Aunque no hay evidencia de que IL-10 sea una citocina
reguladora, observamos también una disminucion en los niveles de IL-10 seguido
del aumento de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IL-13 e IL-6, lo que puede
considerarse un estado de inflamacién de bajo grado hacia los 60 dias de ECLI.

Cuando la liberacion de mediadores excede las fronteras locales, se diseminan y
distribuyen a través de la sangre, produciendo una activacion celular generalizada
de tipo endocrino que se corresponde con el cuadro clinico del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica es un mecanismo de defensa que forma parte el
proceso de reparacion tisular (Casanova, 2006). Esta inflamacion puede tener como
agente causal la produccién excesiva de especies reactivas que se ve

descontrolada después de los 40 dias de estrés cronico. Por otro lado, la activacién
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de NFkB estimula la activacion de citocinas proinflamatorias contribuyendo a la
produccion de estrés oxidante (Nita, 2014) después de los 40 dias de tratamiento,
lo que a su vez favorece la inflamacion de bajo grado hacia los 60 dias de estrés

cronico.

Otro aspecto de gran importancia es que el estrés oxidante puede proceder de dos
condiciones: por deficiencias en los mecanismos antioxidantes o por un aumento en
la produccién de especies reactivas que supere la capacidad de los mecanismos
antioxidantes, como en el caso de la sobreactivacion de vias metabdlicas para

mantener una situacion de estrés (Valkoa, 2007; Covarrubias, 2008).

Dentro de los mediadores del proceso inflamatorio también encontramos a las EROs
(OH; HOO; O~ y los productos de la LPO). La produccion de EROs activa vias
proinflamatorias, mientras que a su vez la inflamacion produce EROs. La produccién
excesiva de EROs puede resultar en la iniciacion, desarrollo y complicaciones de
numerosas enfermedades (enfermedad vascular, céancer, enfermedad

neurodegenerativas, diabetes, entre otras) (Jafari, 2014).

Estudios en modelos de estrés en roedores han mostrado que los cambios en
moléculas mediadoras de la inflamacion inducen cambios conductuales. Jian y
colaboradores (2013) han reportado que a los 20 dias de ECLI se produce un
aumento en la expresion de TNF-a e IL-6 en corteza prefrontal e hipocampo de
ratas. En este trabajo, el efecto conductual del ECLI en los animales se observé
hasta los 60 dias de tratamiento, resaltando que durante los ultimos 20 dias de
induccion de estrés los animales experimentales mostraron agresividad,
piloereccion y resistencia a la manipulacion. Sin embargo, no se encontraron

heridas visibles que pudieran estar interfiriendo en el resultado del perfil inflamatorio.

Aungue se ha sugerido la participacion de los glucocorticoides en la induccion de
apoptosis en hipocampo (Hiroya, 2010), la activacion del proceso apoptético se ha
demostrado en testiculo utilizando la inmersion en agua fria (Juarez, 2015) y en
corteza prefrontal (Bachis, 2008), utilizando el modelo de ECLI. La evaluacién de

marcadores de dafio y de activacibn de apoptosis, como la pro caspasa 3, la
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caspasa 3 y el cit ¢ sugiere la presencia de inductores de dafio a nivel de
mitocondrias en pancreas mas que en higado. Los niveles de cit ¢, que es un
marcador de dafio proveniente de mitocondrias aumenta desde los 20 y hasta los
60 dias mas en pancreas que en higado, sugiriendo un proceso de dafio, sin
embargo aunque los niveles de pro caspasa 3, que es el inductor de la caspasa 3,
estan elevados en ambos tejidos, la caspasa 3 solo se observa elevada en higado
entre los 40 y 60 dias de tratamiento. Estos resultados sugieren que el estrés

inducido por ECLI esta activando las vias apoptoticas.

Por otro lado, en higado se observa una mayor presencia de caspasa 3 conforme
aumentan los dias de exposicién al ECLI, este incremento en la apoptosis se
encuentra compensado con un aumento en la presencia del marcador de
proliferacion celular PCNA, que corrobora mayor capacidad de resistencia en
higado, puesto que los procesos de apoptosis y proliferacion se encuentran
compensados (Jordan, 2003). Mientras que en pancreas soOlo se observa un
aumento de la sefalizaciébn de apoptosis sin modificacion en el proceso de
proliferacion celular, sugiriendo la susceptibilidad del pancreas a los estragos

provocados por las alteraciones metabdlicas a consecuencia del estrés cronico.

En este trabajo se amplio el tiempo de exposicidon al estrés para determinar si las
alteraciones causadas por el estrés continlan, se agravan o se restablecen. La
respuesta obtenida a diferentes tiempos de exposicion al ECLI sugiere una serie de
procesos gue puede compararse con el sindrome general de adaptacién propuesto
por Selye (1950), donde observamos una etapa de resistencia entre los 20 y 40 dias
de estrés crénico. Sin embargo, entre los 40 y 60 dias se pierde la etapa de
resistencia y se observa una etapa de agotamiento, donde la regulacion antioxidante
y anti-inflamatoria deja de ser eficiente y el estrés cronico comienza a causar
estragos en el organismo, como se muestra en la figura 17. El curso temporal de las
alteraciones producidas en el metabolismo progresan como consecuencia de las
complicaciones provocadas por el aumento de estrés oxidante y la activacion del
proceso inflamatorio, observables hacia los 60 dias de exposicién al ECLI. El dafio

producido tanto en higado como en pancreas favorece la progresion de las
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alteraciones metabdlicas causadas por estrés, que pueden ser comparables con los
procesos patologicos implicados en el desarrollo de enfermedades cronico

degenerativas, como se muestra en la figura 18.
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Figura 17. Efecto curso temporal de la respuesta fisioldgica al estrés crénico en A)
parametros metabolicos: Corticosterona=COR, Area bajo la curva en tolerancia a la
glucosa =ABC, Triglicéridos =TG, Colesterol= COL, Peso corporal=PC, Grelina
=GRE, Leptina =LEP e Insulina= I; B) en la inflamacién sistémica y en marcadores
de estrés oxidante en C) Higado y D) Pancreas de animales sometidos a diferentes
tiempos de estrés cronico. Proteina oxidada=PO, Lipoperoxidaciéon=LPO,
Capacidad antioxidante total=TAC; Superoxido dismutasa=SOD; Catalasa=CAT y
Glutation=GSH.
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Figura 18. El estrés cronico no solo altera el metabolismo durante la respuesta al
estrés, a nivel neuroendocrino la alteracion de receptores involucrados en las
conductas de apetito y saciedad participan en el aumento de las alteraciones
metabdlicas producidas por estrés crénico, favoreciendo el aumento de formacion
de especies reactivas, estrés oxidante e inflamacién, que activan vias apoptoticas
mediadas por caspasa 3, y que a su vez favorece la permanencia y progresion de

las alteraciones metabdlicas.



10..-Conclusiones

1. Las alteraciones en los moduladores que regulan el apetito y la saciedad (leptina-
grelina) podria favorecer que la respuesta metabdlica provocada por estrés cronico

se mantenga, progrese y se agrave.

2. El estrés cronico produce estrés oxidante en higado y pancreas, siendo el
pancreas un érgano mas susceptible al dafio por especies reactivas debido a que
tiene capacidad antioxidante limitada.

3. El estrés crénico favorece la inflamacion de bajo grado, que en conjunto con el
estrés oxidante podrian promover el progreso de las alteraciones metabdlicas

observadas.

4. Este estudio contribuye a entender la progresion de alteraciones metabdlicas
causadas por estrés cronico. Estas alteraciones, sumadas a factores de riesgo,
como la dieta, sedentarismo, genética y estilo de vida acelerado puede favorecer el

desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como la DT2.

5. Se propone el modelo de estrés cronico leve impredecible para estudiar los
aspectos metabdlicos y bioquimicos por periodos mas largos de tiempo, debido a
gue los resultados obtenidos sugieren que este modelo no causa habituacién ain a
60 dias de estrés, por lo que se presenta como un modelo que permite el estudio
de los efectos deletéreos del estrés cronico.
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11.-Perspectivas

Evaluar el efecto del estrés sobre otros mediadores involucrados en el sistema

apetito-saciedad, como la expresion de NPY, AgrP o CART.

Evaluar la expresion de factores de transcripcion como Nrf2, involucrado en la
respuesta antioxidante y NFk-B, involucrado en la respuesta inflamatoria, debido a

gue ninguno se ha evaluado en la respuesta al estrés cronico en higado y pancreas.

Evaluar la expresion de citocinas en tejido

Evaluar la participacion de proteinas como FGF21, involucradas en la regulacion

metabdlica y funcion hepatica, bajo condiciones de estrés cronico.
Caracterizar el proceso apoptotico en tejido.

Debido a que el desarrollo de enfermedades como la diabetes son multifactoriales,
probar el efecto del estrés mas una condicion como la dieta o la obesidad para
determinar como es que la combinacion de factores manifiesta los procesos de dafio
mas anticipadamente, asi mismo se puede probar un antioxidante o la importancia

de los periodos de recuperacion.

81



12.-Bibliografia

1. Adam T.C., Epel E.S. (2007). Stress, eating and the reward system.
Physiology & Behavior 91;449-458.

2. Ader R. (2007). Psychoneuroimmunology, Elsevier Academic Press—
4thEdition, 1-2, London. ISBN 978-0-12-088576-3.

3. American Phychologycal Association, 2016.

4. Andrews M.H., Wood S.A., Windle R.J., Lightman S.L., Ingram C.D. (2011).
Acute glucocorticoid Administration Rapidly Suppresses Basal and Stress-
Induced Hypothalamo-Pituitary-Adrenal Axis Activity. Endocrinology 1;200-
211.

5. Arora S., Anubhuti S. (2008), Leptin and its metabolic interactions — an
update. Diabetes, Obesity and Metabolism 10: 973-993.

6. Ashwell J.D., Lu F.W.M., Vacchio M. (2000). Glucocorticoids in T cell
development and function. Annual Review of Immunology 18;309-345.

7. Atanackovic D., Schnee B., Schuch G. (2006). Acute psychological stress
alerts the adaptive immune response: stress-induced mobilization of effector
T cells. Journal of Neuroimmunology 176;141-152.

8. Bachis A., Cruz M., Nosheny R., Mocchetti I. (2008). Chronic unpredictable
stress promotes neuronal apoptosis in the cerebral cortex. Neuroscience
Letters 12:442;104-108.

9. Barton G.M., Medzhitov R. (2003). Toll-like receptor signaling pathways.
Science 2003;300:1524-1525.

10.Beck .M., Van Crombruggen K., Holtappels G., Daubeuf F., Frossard N.,
Bachert C. (2015). Differential cytokine profiles upon comparing selective
versus classic glucocorticoid receptor modulation in human peripheral blood
mononuclear cells and inferior turbinate tissue. PLoS One 10:e0123068.

11.Beers R.F., Sizer L.W. (1952). A spectrophotometric method for measuring
the breakdown of hydrogen peroxide by catalase. The Journal of Biologycal
Chemistry 195;133-140.



12.Bonilla-Jaime H., Vazquez-Palacios G., Velazquez-Moctezuma J. (2000). Los
trastornos psiquiatricos y sus modelos animales. En Topicos de Psiquiatria
Biologica. Velazquez Moctezuma J. Sociedad Mexicana de Psiquiatria
Bioldgica. Universidad Autbnoma Metropolitana. México. 298-320.

13.Bradford M.M. (1976). A rapid and sensitive method for quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye-binding.
Analitical Biochemistry 72:248-254.

14.Brito Diaz B., Castro Fuentes R., Dominguez Coello S., Cabrera de Leon A.
(2007). Psicoendocrinoneurologia de la Obesidad. Revista Espafiola de
Obesidad 5:204-225.

15.Brown R.E. (1994). Introduction to Endocrinology. Cambridge University
Print. 30-52; 88-107.

16.Busillo J.M., Cidlowski J.A. (2013). The five Rs of glucocorticoid action during
inflammation: ready, reinforce, repress, resolve, and restore. Trends in
Endocrinology and Metabolism 24:109-119.

17.Cannon W.B. (1932). The Wisdom of the Body. W.W. Norton & Company,
Inc., New York.

18.Casanova Egon R. (2006). Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.
Revista médica de Chile 134(9),1200-1202.

19.Charmandari E., Tsigos C., Chrousos G. (2005). Endocrinology of the stress
response. Annual Review of Physiology 67;259-284.

20.Chrousos, G.P. (2009). Stress and disorders of the stress system. Nature
Reviews Endocrinology 5;374-381.

21.Cintra D.E., Ropelle E.R., Paul J.R. (2007). Regulacién central de la ingestion
alimentaria y el gasto energético: acciones moleculares de la insulina, la
leptina y el ejercicio fisico. Reviews Neurology 45;672-682.

22.Cosio B.G., Torrego A., Adcock I.M. (2005). Mecanismos moleculares de los
glucocorticoides. Archivos de Bronconeumologia 4;34-41.

23.Crispim C.A., Zalcman |., Dattilo M., Padilha H.G., Edwards B., Waterhouse
J., Tufik S., de Mello M.T. (2007). The influence of sleep and sleep loss upon
food intake and metabolism. Nutrition Research 20;195-212.

83



24.Dallman, M.F. (2007). Modulation of stress responses: how we cope with
excess glucocorticoids. Experimental Neurobiology 206;179-182.

25.De Kloet E.R., Joels M., Holsboer F. (2005). Stress and the brain: from
adaptation to disease. Nature Reviews Neuroscience 6;463—-475.

26.Diaz-Flores M., Baiza-Gutman L.A., Ibafiez-Hernandez M.A., Pascoe-Lira D.,
Guzman-Greenfel A.M., Kumate-Rodriguez J. (2004). Aspectos moleculares
del dafo tisular inducido por la hiperglucemia crénica. Gaceta médica de
México 140;437-447.

27.Diz-Chaves Y. (2011). Ghrelin, appetite regulation, and food reward:
interaction with chronic stress. International Journal of Peptides
2011;898450.

28.Fink G. (2010). Stress Science: Neuroendocrinology , Academic Press,
Elsevier UK.

29.Fruhbeck G., Salvador J. (2005). Regulation of food intake: a clinical
perspective. Endocrinology and Nutrition 52;404-430.

30.Gill R., Tsung A., Billiar T. (2010). Linking oxidative stress to inflammation:
Toll-like receptors. Free Radical Biology and Medicine 48;1121-1132.

31.Gonzéalez-Hita M. E., Ambrosio-Macias K.G., Sdnchez-Enriquez S. (2006).
Regulacion neuroendocrina del hambre, la saciedad y mantenimiento del
balance energético. Investigacion en Salud 3;191-200.

32.Gouin J.P. (2011). Chronic stress, immune dysregulation and health.
American Journal of Lifestyle Medicine 5;476-485.

33.Gu H.F., Tang C.K., Yang Y.Z. (2012). Psychological stress, immune
response, and atherosclerosis. Atherosclerosis 223;69-77.

34.Gumduagli S.B., Sahin E. (2007). Immobilization stress in rat tissues:
alterations in protein oxidation, lipid peroxidation and antioxidant defense
system. Comparative Biochemistry and Physiology 144;342-347.

35.GUmuslu S.B., Sahin E., Yargicoglu P., Agar A. (2002). Influences of different
stress models on the antioxidant status and lipid peroxidation in rat
erythrocytes. Free Radical Research 36;1277-1282.

84



36.Gunnar M., Quevedo K. (2007). The neurobiology of stress and development.
Annual Reviews and Psychology 58;145-173.

37.Hapgood J.P., Avenant C., Moliki J.M. (2016). Glucocorticoid-independent
modulation of GR activity: Implications for immunotherapy. Pharmacology
and Therapeutics 16:30092-30094.

38.Hawiger J. (2001). Innate immunity and inflammation: a transcriptional
paradigm. Immunology Research 23:99-109.

39.Hiroya S., Takeyuki T., Kazumi S., Hirokatsu T., Siro U. (2010). Glucocorticoid
generates ROS to induce oxidative injury in the hippocampus, leading to
impairment of cognitive function of rats. Journals Clinical of Biochemistry
47,224-232.

40.Jafari M., Salehi M., Zardooz H., Fatemeh R. (2014). Response of liver
antioxidant defense system to acute and chronic physical and psychological
stresses in male rats. Journal - Experimental and Clinical Sciences 13;161-
171.

41.Jiang H., Wang Z., Wang Y., Xie Y., Zhang Q., Luan Q., Chen W., Liu D.
(2013). Antidepressant-like effects of curcumin in chronic mild stress of rats:
Involvement of its anti-inflammatory Action. Prog Neuropsychopharmacol Biol
Psychiatry 47;33-39.

42.Johansen J.S., Harris A.K., Rychly D.J., Ergul A. (2005). Oxidative stress and
the use of antioxidants in diabetes: Linking basic science to clinical practice.
Cardiovascular Diabetology 4;5.

43.Juérez-Rojas A.L., Garcia-Lorenzana M., Aragon-Martinez A., Gomez-Quiroz
L.E., Retana-Marquez Mdel S. (2015). Intrinsic and extrinsic apoptotic
pathways are involved in rat testis by cold water immersion-induced acute
and chronic stress. Systems Biology in Reproductive Medicine 61;211-21.

44.Kamper E.F., Chatzigeorgiou A., Tsimpoukidi O., Kamper M., Dalla C.,
Pitychoutis P.M., Papadopoulou Daifoti Z. (2009). Sex differences in
oxidant/antioxidant balance under a chronic mild stress regime. Physiology
and Behavior 4;215-222.

85



45.Konigsberg F. M. (2007). Radicales libres y estrés oxidativo. Aplicaciones
médicas, la ed., México: El Manual Moderno México.

46.Koolhaas J.M., Bartolomucci A., Buwalda B., de Boer S.F., Fligge G., Korte
S.M., Meerlo P., Murison R., Olivier B., Palanza P., Richter-Levine G.,
Sgoifok A., Steimer O., Stiedl O., van Dijkh G., Wohr M., Fuchs E. (2011).
Stress revisited: a critical evaluation of the stress concept. Neuroscience and
Behavioral Reviews 35;1291-1301.

47.Korte S.M., Koolhaas J.M., Wingfield J.C., McEwen, B.S. (2005). The
Darwinian concept of stress: benefits of allostasis and costs of allostatic load
and the trade-offs in health and disease. Neuroscience and Biology
behavioral 29;3-38.

48.Kyrou 1., Tsigos C. (2009). Stress hormones: physiological stress and
regulation of metabolism. Current Opinion in Pharmacology 9;787-793.

49. Ledn

50.Leodn Pedroza J.1., Gonzéalez Tapia L., del Olmo Gil E., Castellanos-Rodriguez
D., Escobedo G., Gonzalez-Chavez A. (2015). Low-grade systemic
inflammation and the development of metabolic diseases: from the molecular
evidence to the clinical practice. Revista de Cirugia y cirujanos 8: 543-55.

51.Liu W., Wang H., Wang Y., Li H., Ji L. (2015). Metabolic factors-triggered
inflammatory response drives antidepressant effects of exercise in CUMS
rats. Psychiatry Research 228;257-264.

52.Liu X. Wang, Mori A. (1994). Immobilization stress-induced antioxidant
defense changes in rat plasma: effect of treatment with reduced glutathione.
International Journal of Biochemistry 26;511-517.

53.L6pez Lépez A. L.; Alarcén Aguilar F.J.; Bonilla Jaime H.; Escobar Villanueva
M.C., Vazquez Palacios G. (2011). Efecto del estrés crénico sobre
alteraciones metabdlicas y su asociacion con estrés oxidante.Tesis de
Maestria. Divison Ciencias bioldgicas y de la Salud, Posgrado en Biologia
Experimental. México D.F.

54.Lu N.Z., Wardell S.E., Burnstein K.L., Defranco D., Fuller P.J., Giguere V.,
Hochberg R.B., McKay L., Renoir J.M., Weigel NL, Wilson EM, McDonnell

86



55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

D.P., Cidlowski J.A. (2006). International Union of Pharmacology. LXV. The
pharmacology and classification of the nuclear receptor superfamily:
glucocorticoid, mineralocorticoid, progesterone, and androgen receptors.
Pharmacological Reviews 58:782-797.

LuX.T.,Zhao Y. X., Zhang Y., Jiang F. (2013). Psychological Stress, Vascular
Inflammation, and Atherogenesis:Potential Roles of Circulating Cytokines.
The Journal of Cardiovascular Pharmacology and Therapeutics 62;1-6.
Lucas L.R., Wang C.J.,, McCall T.J., McEwen B.S. (2007). Effects of
immobilization stress on neurochemical markers in the motivational system
of the male rat. Brain research 1155;108-115.

Lucca G., Comim C.M., Valvassori S.S., Réus G.Z., Vuolo F., Petronilho F.,
Dal-Pizzol F., Gavioli E. C., Quevedo J. (2009). Effects of chronic mild stress
on the oxidative parameters in the rat brain. Neurochemistry International
54;358-362.

Lucca G., Comim M.C., Valvassori S.S., Pereira J.G., Stertz L., Gavioli E.C.,
Kapczinsk F., Quevedo J. (2008). Chronic Mild Stress Paradigm Reduces
Sweet Food Intake in Rats without Affecting Brain Derived Neurotrophic
Factor Protein Levels. Current Neurovascular Research 5;207-213.

Lutter M., Sakata I., Osborne-Lawrence S., Rovinsky S.A., Anderson J.G.,
Jung S., Birnbaum S., Yanagisawa M., ElImquist J.K., Nestler E.J., Zigman
J.M. (2008). The orexigenic hormone ghrelin defends against depressive
symptoms of chronic stress. Nature Neuroscience 11:752-753.

Machado X.A., Anunciato A.K., Rosenstock T.R., Glezer I. (2016). Gene
Expression Control by Glucocorticoid Receptors during Innate Immune
Responses. Front Endocrinol (Lausanne) 19;7-31.

Malendowicz L.K., Rucinski M., Belloni A.S., Ziolkowska A., Nussdorfer G.G.
(2007). Leptin and the regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis.
International Review of Cytology 263;63-102.

Maniam J., Morris M. (2012). The link between stress and feeding behaviour.

Neuropharmacolology 63;97-110.

87



63.Marin M.T., Cruz F.C. (2006). Chronic restraint or variable stresses differently
affect the behavior, corticosterone secretion and body weight in rats.
Physiology and Behavior 30:90(1);29-35.

64.Mazzoccoli G., Carughi S., Sperandeo M., Pazienza V., Giuliani F., Tarquini
R. (2011). Neuro-endocrine correlations of hypothalamic-pituitary-thyroid axis
in healthy humans. Journal of Biological Regulators and Homeostatic Agents
25;249-57.

65.McEwen B., Goldstein D.S. (2002). Allostasis, homeostats and the nature of
stress. Stress 5:55-58

66.McEwen B.S., Karatsoreos I.N. (2015). Sleep Deprivation and Circadian
Disruption: Stress, Allostasis, and Allostatic Load. Journal of Clinical Sleep
Medicine 10;1-10.

67.McEwen B.S., Windfield J.C. (2003). The concept of allostasis in biology and
biomedicine. Hormones and Behavior 43;2-15.

68.Mohamed W.S., Hassanien M.A., Sayed Abokhosheim K.E.L. /2014). Role of
ghrelin, leptin and insulin resistance in development of metabolic syndrome
in obese patients. Endocrinology and Metabolic Syndrome 3;122.

69. Morilak D.A., Barrera G., Echeverria A.S., Hernandez S. (2005). Role of brain
in the behavioral response to stress. Progress in Neuro-Psychopharmacology
and Biological Psychiatry 29;1214-1224.

70.Nicolaides N., Lamprokostopoulou A., Sertedaki A., Charmandari E. (2016).
Recent advances in the molecular mechanisms causing primary generalized
glucocorticoid resistance. Hormones (Athens) 15:23-34.

71.Niswender K.D., Baskin D.G., Schwartz M.W. (2004) Insulin and its evolving
partnership with leptin in the hypothalamic control of energy homeostasis.
Trends in Endocrinology and Metabolism 15:362-3609.

72.Nita M., Grzybowski A., Ascaso F.J., Huerva V. (2014). Age-Related Macular
Degeneration in the Aspect of Chronic Low-Grade Inflammation
(Pathophysiological Inflammation). Mediators of Inflammation 2014;1-10.

73.Perello M., Zigman J.M. (2012). The role of ghrelin in reward-based eating.
Biological Psychiatry 72;347-353.

88



74.Powell N.D., Bailey M.T., Mays J.W. (2009). Repeated social defeat activates
dendritic cells and enhances Toll-like receptor dependent cytokine secretion.
Brain, Behavior, and Immunity 23;225-231.

75.Razzoli M., McCallum J., Gurney A., Engeland W.C., Bartolomucci A. (2015).
Chronic stress aggravates glucose intolerance in leptin receptor-deficient
(db/db) mice. Genes and Nutrition 10;8.

76.Regan L.P., Grillo C.A., Piroli G.G. (2008). The As and Ds of stress:
Metabolic, morphological and behavioral consequences. European Journal of
Pharmacology 585;64-75.

77.Retana-Marquez S., Bonilla-Jaime H., Vazquez-Palacios G., Martinez-Garcia
R., Velazquez-Moctezuma J. (2003). Changes in masculine sexual behavior,
corticosterone and testosterone in response to acute and chronic stress in
male rats. Hormones and Behavior 44;327-337.

78.Rice K.M., Meduru S., Kakarla S.K., Katta A., Mupparaju S.P., Kidd B.,
Goebel L.J., Blough E.R. (2012). Chronic paracetamol treatment influences
indices of reactive oxygen species accumulation in the aging Fischer 344 X
Brown Norway rat aorta. Annals of Clinical & Laboratory 42;152-161.

79.Rostamkhani F., Zardooz H., Zahedi A.S., Farrokhi B. (2012). Comparison of
the effects of acute and chronic psychological stress on metabolic features in
rats. Journal of Biomedicine and Biotechnology 13;904-912.

80.Salposky R.M., Romero M.L, Munck A.U. (2000). How Do Glucocorticoids
Influence Stress Responses? Integrating permissive, suppressive,
stimulatory, and preparative actions. Endocrine Reviews 21;55-89.

81.Selye H. (1936). Thymus and adrenals in response of the organism to injuries
and intoxications. British Journal of Experimental Pathology 17;234—-241.

82.Selye H. (1976). The Stress of Life. New York: McGrawHill.

83.Selye, H. (1950). Stress and the general adaptation syndrome. Britihs Medical
Journal 17; 1382-1392.

84.Sen C. K., Packer L. (1996) Antioxidant and redox regulation of gene
transcription. The FASEB Journal 10;709-720.

89



85.Stone A.A., Brownell K.D. (1994). The stress-eating paradox: multiple daily
measurements in adult males and females. Psychology and Health 9:425—
36.

86.Stratakis C. A., Chrousos G. P. (1995). Neuroendocrinology and
pathophysiology of the Stress System. Annals of the New York Academy of
Sciences 771;1-18.

87.Surwit R.S., van Tilburg M.A., Zucker N., McCaskill C.C., Parekh P., Feinglos
M.N., Edwards C.L. (2002). Stress management improves long-term glycemic
control in type 2 diabetes. Diabetes Care 25;30-34.

88.Tanaka M., Yoshida M., Emoto H., Ishii H. (2000). Noradrenaline systems in
the hypothalamus, amygdala and locus coeruleus are involved in the
provocation of anxiety: basic studies. European Journal of Pharmacology
29:405;397-406.

89.Teague C.R., Dhabhar F.S., Barton R.H., Beckwith-Hall B., Powell J., Cobain
M., Singer B., McEwen B.S., Lindon J.C., Nicholson J.K. (2007).
Metabonomic studies on the physiological effects of acute and chronic
psychological stress in Sprague-Dawley rats. Journal of Proteome Research
6;2080—2093.

90.Thaddeus W.W., Miller P., Miller A. (2009). Cytokines and Glucocorticoid
Receptor Signaling: Relevance to Major Depression. The New York Academy
of Sciences 1179;86-105.

91.Towbin H., Staehelin T., Gordon J. (1979). Electrophoretic transfer of proteins
from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some
applications. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 76;4350-4354.

92.Uchida A., Zigman J.M., Perello M. (2013). Ghrelin and eating behavior:
evidence and insights from genetically-modified mouse models. Frontiers in
Neuroscience 7;121-131.

93.Valassi E., Scacchi M., Cavagnini F. (2008). Neuroendocrine control of food

intake. Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases 18;158-168.

90



94.Valkoa M., Leibfritzb D., Moncola J., Croninc M.T.D., Mazura M., Telser J.
(2007). Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and
human disease. Journal of Biochemistry and Cell Biology 39;44-84.

95.Vazquez Frigolet M.A. (2006). Sefalizacion de la leptina. REB 25(2);50-54.

96.Venkataraman S., Munoz R., Candido C., Witchel S.F. (2007). The
hypothalamic pituitary adrenal axis in critical illness. Reviews in Endocrine
and Metabolic Disorders 8;365-373.

97.Verdile G., Keane K.N., Cruzat V.F., Medic S., Sabale M., Rowles J.,
Newsholme P. (2015). Inflammation and Oxidative Stress: The Molecular
Connectivity between Insulin Resistance, Obesity, and Alzheimer’s Disease.
Mediators of Inflammation 2015;105828.

98.Weina L., Hongmei W., Yangkai W., Haipeng L., Liu J. (2015). Metabolic
factors-triggered inflammatory response drives antidepressant effects of
exercise in CUMS rats. Psychiatry Research 228;257-264.

99.Willner P. (2005). Chronic mild stress (CMS) revisited: consistency 1 and
behavioural-neurobiological concordance in the effects of CMS.
Neuropsychobiology 52;90-110.

100. Winterbourn C.C., Hawkins E.R., Brian M., Carrell R.W., (1975). The
estimation of cell peroxidase dismutase activity. The Journal of Laboratory
and Clinical Medicine 85;337-342.

101. Wortley K.E., Anderson K.D., Garcia K., Murray J.D., Malinova L., Liu
R., Moncrieffe M., Thabet K., Cox H.J., Yancopoulos G.D., Wiegand S.J.,
Sleeman M.W. (2013). Genetic deletion of ghrelin does not decrease food
intake but influences metabolic fuel preference. Proceedings of the National
Academy of Sciences 101;8227-8232.

102. Yazir Y., Utkan T., Gacar N., Aricioglu F. (2015). Resveratrol exerts
anti-inflammatory and neuroprotective effects to prevent memory deficits in
rats exposed to chronic unpredictable mild stress. Physiology and Behaviour
138;297-304.

91



103. Yeager M.P., Guyre P.M., Munkc A.U. (2004). Glucocorticoid
regulation of the inflammatory response to injure. Acta Anaesthesiologica
Scandinavica Foundation 48;799-813.

104. You J.M., Yun S.J., Nam K.N., Kang C., Won R., Lee E. H. (2009).
Mechanism of glucocorticoid-induced oxidative stress in rat hippocampal slice
cultures. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology 87;440-447.

105. Zafir A., Banu N. (2009). Induction of oxidative stress by restraint stress
and corticosterone treatments in rats. Indian Journal of Biochemistry and
Biophysics 46;53-58.

106. Zardooz H., Zahedi A.S., Gharib Naseri M.K., Hedayati M. (2006).
Effect of chronic restraint stress on carbohydrate metabolism in rat.
Physiology and Behaviour 89;373-378.

107. Zhao T.J., Sakata I., Li R.L., Liang G., Richardson J.A., Brown M.S.,
Goldstein J.L., Zigman J.M. (2010). Ghrelin secretion stimulated by 13-
adrenergic receptors in cultured ghrelinoma cells and in fasted mice.
Proceedings of the National Academy of Science 107;15868-15873.

92



Physiology & Behavior 161 (2016) 15-23

Contents lists available at ScienceDirect

Physiology & Behavior

journal homepage: www.elsevier.com/locate/phb

Chronic unpredictable mild stress generates oxidative stress and ®Crossmm<
systemic inflammation in rats

Ana Laura Lopez-Lépez **, Herlinda Bonilla Jaime °, Maria del Carmen Escobar Villanueva €,
Malinalli Brianza Padilla ¢, Gonzalo Vazquez Palacios ¢, Francisco Javier Alarcén Aguilar ©*

@ Posgrado en Biologia Experimental Biological and Health Sciences Division (DCBS), Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAMI), CP 09340, México, D.F., Mexico
b Behavioral and Reproductive Pharmacology Laboratory, DCBS, UAMI, CP 09340, México, D.F.,, Mexico

¢ Pharmacology Laboratory, DCBS, UAMI, CP 09340, Mexico, D.F., Mexico

4 College of Science and Technology, Universidad Auténoma de la Ciudad de México-San Lorenzo Tezonco, CP 09790, México, D.F., Mexico

HIGHLIGHTS

« Stress is risk factor for pathologies that are considered priority health problems.
* CUMS alter redox state in the liver and pancreas.

* CUMS producing low-grade systemic inflammation.

« Resistance period between 20 and 40 days of stress is surpassed at 60 days.
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Am'd_e history: Stress is considered to be a causal agent of chronic degenerative diseases, such as cardiovascular disease, diabetes
Received 10 January 2015 mellitus, arthritis and Alzheimer's. Chronic glucocorticoid and catecholamine release into the circulation during
Received in revised form 6 November 2015 the stress response has been suggested to activate damage mechanisms, which in the long term produce meta-
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. . . bolic alterations associated with oxidative stress and inflammation. However, the consequences of stress in ani-
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mal models for periods longer than 40 days have not been explored. The goal of this work was to determine
whether chronic unpredictable mild stress (CUMS) produced alterations in the redox state and the inflammatory

lég;;vlfircd;ress profile of rats after 20, 40, and 60 days. CUMS consisted of random exposure of the animals to different stressors.
CUMS The following activities were measured in the liver and pancreas: reduced glutathione (GSH), lipid peroxidation
Inflammation (LPO), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), total antioxidant capacity (TAC), and protein oxidation. Sim-
Oxidative stress ilarly, serum cytokine levels (IL-6, TNF-c, IL-13, and IL-10) were determined. CUMS activated the stress response
Liver from day 20 until day 60. In the liver and pancreas, GHS levels were decreased from day 40, whereas protein lipid
Pancreas peroxidation and protein oxidation were increased. This is the first work to report that the pancreas redox state is

subject to chronic stress conditions. The TAC was constant in the liver and reduced in the pancreas. An increase in
the TNF-o, IL-1PB, and IL-6 inflammatory markers and a decrease in the IL-10 level due to CUMS was shown,
thereby resulting in the generation of a systemic inflammation state after 60 days of treatment. Together, the
CUMS consequences on day 60 suggest that both processes can contribute to the development of chronic degen-
erative diseases, such as cardiovascular disease and diabetes mellitus. CUMS is an animal model that in addition
to avoiding habituation activates damage mechanisms such as oxidative stress and low-grade chronic inflamma-
tion, which allows the study of physio-pathological stress aspects over prolonged time periods of at least 60 days.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Stress has been associated with the development of chronic degen-

I erative diseases, such as cardiovascular disease, rheumatoid arthritis,
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Animal models (mainly rats) have been utilized to study the physio-
pathological aspects related to stress. The most commonly used
stressors are immobilization, cold, and cold-water immersion, which
can be applied for different exposition times. The chronic unpredictable
mild stress (CUMS) model is a stress model that is also used as a depres-
sion animal model [5]. In this model, the animals are randomly exposed
to different stressors with the goal of diminishing the animals' habitua-
tion. To date, its behavioral effects have only been studied for up to day
40 [6].

The stress response induces the activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis and increases glucocorticoids levels; corticoste-
rone (the main glucocorticoid in rodents) is released from the adrenal
cortex [7]. Homeostasis reestablishment or allostasis maintenance
under stress conditions involves neuro-chemical and endocrine regula-
tion that results in metabolic alterations [7,8]. In this sense, the liver and
pancreas are regulators of metabolism and therefore their functions are
also altered in the stress response.

Understanding the molecular and cellular pathways activated in the
response to stress is very important for the development of pharmaco-
logical interventions for the prevention and treatment of diseases in-
duced by physiological stress. One of the most important mechanisms
of stress is the production of reactive oxygen species (ROS) [6,9]. ROS
in cells are neutralized by both enzymatic and non-enzymatic antioxi-
dant defense systems. Glutathione reduction (GSH) represents a princi-
pal marker for the non-enzymatic antioxidant mechanisms because it is
widely distributed among organisms. Among the enzymatic antioxidant
mechanisms, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) are the
most studied [9]. On many occasions, the general redox state of an or-
ganism is used to represent the total antioxidant capacity (TAC),
which denotes a balance between the generation of ROS and the hen
ROS production exceeds the antioxidant capacity, resulting in the gener-
ation of lipid peroxidation (LPO), protein oxidation and DNA damage
that can lead to cell death. This mechanism of damage has been associ-
ated with the development of several chronic degenerative pathologies,
including diabetes mellitus, hypertension, and cardiovascular disease
[9]. Several studies have shown that the alteration of antioxidant capac-
ity in stress induced by immobilization, cold, and cold water immersion
for 21 days in Wistar rats is associated with oxidative stress in different
organs (liver, kidney, heart, stomach, lung, and brain) and effects on
erythrocytes [11-13].

The chronic stress increment favors neuronal apoptosis and reduces
neurogenesis in the hippocampus [ 14], which leads to a reduction in the
hippocampal volume [14,15]. Specifically, exposure to CUMS for 40 days
increased protein oxidation in the prefrontal cortex, hippocampus and
striatum and lipid peroxidation (LPO) in the cerebellum and striatum
[6].

Although oxidative stress is involved in the appearance and compli-
cation of various diseases, at present there is no experimental evidence
of a pancreas condition or oxidative stress induced by physiological
stress markers in the pancreas. However, the pancreas is heavily in-
volved in the pathogenesis of metabolic chronic degenerative diseases.

The interaction of the stress response and the immune system differs
with the exposure time. The activation of the 3-adrenergic receptor pro-
duces an acute inflammatory process, whereas the function of glucocor-
ticoids is anti-inflammatory [16]. Chronic stress can also increase pro-
inflammatory cytokine levels, such as tumor necrosis factor alpha
(TNFa), interleukin 1B (1I-1B) and interleukin 6 (IL-6) [4], which are
potential sources of ROS [17]. Excessive ROS production due to the
chronic stress effect is also related to complications observed in patients
with diabetes mellitus [8,18].

Although alterations such as chronic hyperglycemia have been dem-
onstrated to favor oxidative stress [8] and inflammation [18], the dam-
age mechanisms implicated in the metabolic alterations generated by
physiological stress have not been sufficiently studied. The purpose of
this work was to determine the redox state of the liver and pancreas
and the inflammatory profile in rats subjected to 20, 40, and 60 days

of CUMS. Reduced glutathione (GSH), lipid peroxidation (LPO), super-
oxide dismutase (SOD), catalase (CAT), total antioxidant capacity
(TAC), and protein oxidation activity were detected. Additionally, the
inflammatory profile was measured through the quantification of
serum cytokine levels (IL-6, TNFq, IL-13, and IL-10).

2. Materials and methods

Three-month-old male Wistar rats with weights ranging from 250 g
to 300 g were obtained from the experimental animal center at the
UAM-Iztapalapa and housed with a light-darkness cycle of 12 h
(9 am-9 pm) with water and food (Harlan) provided ad libitum. The an-
imals were separated into a control group (each time point had its own
control group, n = 15) and groups subjected to 20, 40, and 60 stress
days (n = 5). The animals were maintained in 50 x 30 x 20 cm boxes
(5 rats/box). Because no differences were found in the control groups
between time points, the control group data are presented for only
one group. The handling of the laboratory animals and experimental
procedures were performed according to the national and international
rules (NIH guidelines for the handling and care of animals), including
the Official Mexican Rule (NOM-062-Z00-999, revised 2001). This pro-
tocol was approved by the Ethic Committee at the Metropolitan Auton-
omous University (Session 1514, verified 3-15-14-2010-2018).

2.1. Chronic unpredictable mild stress (CUMS) model

The animals were separated into two groups and placed into sepa-
rate rooms. The control group was manipulated only for box changing,
whereas the experimental group was subjected to the CUMS model
for 20, 40, and 60 days according to the protocol described by Willner
[5,19] and used by Lucca et al. [6] with some modifications. The stressors
used were: food privation (12 h), water privation (12 h), immobiliza-
tion (1 h—3 h), cold (4 °C, 3 h), immobilization plus cold (4 °C, 1.5 h-
2.5 h), cold water immersion (15 °C, 15 m), continuous light (24 h), iso-
lation (2-3 days), strange object (plastic balls 10 cm in diameter, 3 h-
5 h), box inclination (40°, 5 h), overcrowding (15 animals per box,
8 h-24 h), wet bed (5 h-24 h) and noise (40 dB, 3 h-5 h). Stressors
were applied randomly, with the stressor varying in frequency and
time to avoid the animals' habituation (Table 1). The stressors were ap-
plied preferably at the beginning of the light phase between 9 am and
11 am.

To discard the effect of acute stress, the animals were sacrificed by
decapitation one day after finalizing the stress procedure. Blood was
collected and the organs extracted to process and analyze the samples.
Serum was obtained by centrifuging the blood at 1500 x g for 10 min.
The serum was stored at — 70 °C prior to corticosterone and cytokine
analyses.

2.2. Corticosterone

For corticosterone determination, the animals were sacrificed 24 h
after the stress procedure between 10 am and 11 am (one hour into
the light phase). The corticosterone determination was performed in
serum with a commercial ELISA kit (ALPCO Diagnostics, immunoassays,
Salem, NH, USA). The optic density was determined photometrically at
450 nm.

2.3. Tissue analysis

The liver and pancreas were dissected and washed in a saline solu-
tion at 4 °C and separated. A total of 0.1 g of tissue was homogenized
in 600 pl of phosphate buffer (0.067 M, pH 7.8) and a protease inhibitor
stock solution (Roche, Indianapolis, IN, USA) for the determination of
the SOD, CAT, TAC and protein oxidation activities. A total of 0.1 g of tis-
sue was homogenized in 600 pl of sulfosalicylic acid for the GSH deter-
mination, and 0.1 g of tissue was homogenized in HPLC water for the
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Table 1
Chronic unpredictable mild stress protocol applied to three-month old male Wistar rats
for 20, 40, and 60 days.

Day Stressor (time) Day Stressor (time)

1 Food deprivation (12 h) 31 Immobilization (2 h)
2 Water deprivation (12 h) 32 Persistent light (24 h)
3 Persistent light (24 h) 33  Food deprivation (12 h)
4 Overcrowding (24 h) 34  Wetbet (12 h)
5 Overcrowding (24 h) 35 Isolation plus foreign object (5 h)
6 Without stressor 36 Immersion in cold water (15 min)
7 Immersion in cold water (15 37  Water deprivation (24 h)
min)
8 Immobilization (1.5 h) 38 Immobilization plus cold (1.5 h)
9 Isolation (24 h) 39  Without stressor
10  Isolation (24 h) 40  Food deprivation (12 h)
11 Food deprivation (12 h) 41  Overcrowding (24 h)
12 Immobilization (2 h) 42 Persistent light (24 h)
13 Overcrowding (24 h) 43 Without stressor
14 Overcrowding (24 h) 44 Noise (3 h)
15  Persistent light (24 h) 45  Isolation (24 h)
16  Wetbet (12 h) 46  Water deprivation (24 h)
17  Immersion in cold water (15 47  Immobilization plus cold (2 h)
min)
18  Immobilization (1.5 h) 48  Foreign object plus noise (5 h)
19  Without stressor 49  (Cage tilting 45° (5 h)
20  Food deprivation (12 h) 50 Food deprivation/overcrowding (24 h)
21 Persistent light (24 h) 51  Cold (3 h) plus persistent light (24 h)
22 Immobilization (2 h) 52 Water deprivation (24 h)
23 Water deprivation (12 h) 53  Persistent light (24 h)
24 Isolation (24 h) 54  Overcrowding (24 h) plus noise (5 h)
25  Isolation (24 h) 55  Immobilization (2 h)/overcrowding (24
h)
26 Cage tilting 45° (5 h) 56 Isolation (24 h)
27 Cold (3 h) 57  Foreign object (5 h)
28  Food deprivation (12 h) 58  Cold plus immobilization (2.5 h)
29 Immersion in cold water (15 59  Noise (5 h) plus immersion cold water
min) (15 min)
30 Overcrowding (24 h) 60  Without stressor

LPO determination. The tissue homogenate was re-suspended three
times and left to rest for 5 min at 4 °C. Then, the homogenate was cen-
trifuged at 8000 x g for 20 min at 4 °C. The supernatant containing the
cytoplasmic proteins was aliquoted into small volumes and stored at
—70°C.

24. GSH

The determination was performed using a commercial BioVision™
glutathione colorimetric assay kit (Bioptics, Tucson, AZ, USA). GSH re-
acts with DTNB to produce 2-nitro-5-thiobenzoic acid, which produces
a yellow color. The absorbance was read at 412 nm.

2.5. Lipid peroxidation

Lipoperoxide levels in the tissue were determined with the Lipid Hy-
droperoxide (LPO) Assay Kit (Calbiochem®, Gibbstown, NJ, USA). The
Lipid Hydroperoxide Assay Kit measures hydroperoxides directly by uti-
lizing redox reactions with ferrous ions. The samples were read at
500 nm.

2.6.S0D

SOD activity was determined by the Winterbourn method [20],
which is based on the ability of this enzyme to inhibit the reduction of
nitro blue tetrazolium (NBT) by superoxides generated by the reaction
of riboflavin and oxygen photo-reduction. The samples were read at
560 nm. Enzyme activity is expressed as U of SOD/mg of protein.

2.7.CAT

CAT enzyme activity was determined by the Beers and Sizer method
[21]. This method is based in the consumption of hydrogen peroxide
(H20-) by catalase. The samples were read at 240 nm. Catalase enzyme
activity was expressed as mU per mg protein per minute.

2.8. Total antioxidant capacity

This measurement was determined using the BioVision™ Total Anti-
oxidant Capacity Assay (TAC) (Bioptics, Tucson, AZ, USA). Trolox was
used to standardize the antioxidants, and all other antioxidants were
measured in Trolox equivalents. The reduced Cu™ ion is chelated with
a colorimetric probe, resulting in a broad absorbance peak at approxi-
mately 570 nm that is proportional to the total antioxidant capacity.
The samples were read at 570 nm.

2.9. Protein oxidation: OxyBlot analysis

Oxidative modification of proteins generates protein carbonyl
groups, which are a hallmark of the oxidation status of all proteins.
The level of protein oxidation was determined using the Oxidized Pro-
tein Detection Kit (OxyBlot, Chemicon Internacional, Temecula, CA,
USA) according to the manufacturer's instructions.

The OxiBlot assay was performed according to the method described
by Rice et al. [22]. The OxyBlot kit derivatizes carbonyl groups to a 2.4-
dinitrophenylhydrazone (DNP) moiety. Protein bands were visualized
with the Luminata crescendo (HRP substrate, Millipore). For the data
presentation, an optical density analysis was performed to obtain im-
ages with the Image] program, version 1.45. The results were expressed
as relative levels of oxidized protein.

2.10. Protein concentration

The protein concentration was determined by the Bradford method
[23] using bovine serum albumin as a standard and the BioRad Bradford
(BioRad, Hercules, CA, USA). The absorbance was measured at 595 nm.

2.11. Cytokines

Cytokines were determined with the ELISA method using commer-
cial kits with the reactives specified by each supplier for assays in rats:
Prepotech (Rocky Hill, NJ, USA) for IL-1(3 and IL-6, Thermo Fisher Scien-
tific (Waltham, MA, USA) for TNFo and ALPCO Diagnostics (Salem, NH,
USA) for IL-10. The ELISA plates were read with a Prism spectrophotom-
eter (Thermo Scientific Multiskan GO) at the wavelengths specified by
each supplier.

2.12. Statistical analysis

The assays were run in duplicate. The results are presented as the
mean =+ standard error of the mean (SEM). To assess differences be-
tween the different stress time points compared to the control group,
a variance analysis (ANOVA) was performed with the Tukey-Kramer
method post-hoc analysis with p < 0.05. Data were analyzed using the
NCSS (Number Cruncher Statistical System) statistical program.

3. Results
3.1. Effect of CUMS on corticosterone levels
CUMS increased the corticosterone levels after 20 days. This increase

was maintained until day 60 of the stress protocol [F = (3.26) = 8.7,
p <0.05] (Table 2).
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Table 2

Serum corticosterone levels in rats subjected to 20, 40, and 60 days of
CUMS. Each value represents the mean + SEM. Control: n = 15; CUMS:
n = 5. ANOVA, Tukey-Kramer.

Corticosterone (pg/dL)

Control 333+ 133

CUMS 20 days 8.76 + 141"
CUMS 40 days 9.04 + 151"
CUMS 60 days 8.11 + 133"

* Significant difference compared with the control (P < 0.05).

3.2. Chronic unpredictable mild stress effect on GSH levels

The GSH levels are shown in Fig. 1. In the liver, the GSH concentra-
tion (Fig. 1A) was increased only from day 20 in animals subjected to
CUMS [F(3.26) = 6.473, p < 0.05]; no change was detected on stress
days 40 and 60. Conversely, in the pancreas a gradual reduction in the
GSH concentration was observed from day 40 of the experiment
[F(3.26) = 5.632, p < 0.05] (Fig. 1B).

3.3. Effect of CUMS on LPO

The LPO levels are shown in Fig. 2. The lipoperoxide concentration
increased significantly (p < 0.05) in the liver on day 60 of stress
[F(3.26) = 5.17, p < 0.05] (Fig. 2A), while in pancreas the LPO level in-
creased from day 20 [F(3.26) = 5.3, p < 0.05] until day 60 of the
CUMS (Fig. 2B).

3.4. Effect of CUMS on antioxidant enzyme activity (SOD and CAT)

The enzymatic SOD and CAT activities in the liver and pancreas in re-
sponse to CUMS are shown in Fig. 3. The SOD activity was not modified
in the liver (Fig. 3A); however, CAT activity was significantly reduced at
day 20 of stress [F(3.26) = 6.08, p < 0.05] compared to the control group
(Fig. 3C). The SOD activity in the pancreas was significantly increased at
day 60 of CUMS (Fig. 3B). Exposure to CUMS did not induce modifica-
tion of the CAT activity in the pancreas (Fig. 3D).

3.5. Effect of CUMS on the total antioxidant capacity (TAC)

CUMS did not modify the TAC in the liver (Fig. 4A). In the pancreas, a
progressive decrease was observed [F (3.26) = 4.28; p <0.05] over time,
although it was significant only after 50 days of treatment, with levels of
4.16 + 0.52 nmol TAC/mg of protein in contrast to the control, whose
levels were 6.59 + 0.44 nmol TAC/mg of protein (Fig. 4B).
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3.6. Effect of CUMS on protein oxidation

The increase in protein oxidation is shown in Fig. 5. A progressive in-
crease in protein oxidation in the liver [F (3.26) = 22.91; p < 0.01] and
pancreas [F (3.26) = 54.68; p <s0.01] was found from day 40 up to day
60 of stress (Fig. 5A and B). A representative gel is shown to illustrate
the progressive increase in oxidized proteins in both tissues.

3.7. Effect of CUMS on inflammatory processes

The effect of CUMS on serum cytokine levels is shown in Fig. 6. CUMS
increased the serum levels of IL-13 [F(3.21) = 3.7; p < 0.05] at day 60 of
treatment compared to the control group (Fig. 6A). The serum levels of
TNFa showed a significant increase [F(3.21) = 11.24; p<0.05] at day 20
(184.55 + 1.75 vs 301.42 + 8.18 pg/ul) (Fig. 6B). In contrast, IL-6 was
increased significantly [F(3.21) = 7.06 p < 0.05] from day 20 of CUMS
until day 60 (Fig. 6C). CUMS increased IL-10 (F(3.13) = 12.78
p <0.05) at day 40 of stress (51.43 4 5.43 ng/mL), although this cyto-
kine was decreased at day 60 (10.46 + 1.148 ng/mL) compared to the
control group (20.83 + 0.92 ng/mL) (Fig. 6D).

4. Discussion

This work provides evidence and new data concerning oxidative
stress production and systemic inflammation as a response to CUMS,
which may be associated with the damage generated in chronic degen-
erative diseases such as diabetes mellitus. Although circadian variations
in corticosterone levels can be considered another consequence of the
effect of chronic stress, these variations were not determined in the
present work. Blood samples were collected 24 h after applying the
final stressor to discard the acute effect of stress generated in the ani-
mals. Previous studies have applied CUMS only up to 40 days [6]. A de-
crease in the intensity of the stress response has been demonstrated
when only one stressor is chronically applied [13,24,25], which prevents
its use for longer periods of time. Similarly, very few studies have in-
cluded time cuts. Zardooz et al. [26] showed that a higher response in-
tensity was present after 15 days in the restraint model, but
alterations were reestablished at 30 days [26,27]. This finding was ex-
plained as an adaptation process because the stressor was repetitive
and could cause habituation in the animals [28,29].

Energy mobilization is a primary result of the fight or flight response
[7]. The quantification of physiological and metabolic parameters was
excluded in the present study because this topic was previously report-
ed in the literature [7,26]. Stress is a potential contributor to the chronic
hyperglycemia in diabetes [30]. Metabolic alterations due to stress and
glucocorticoids favor glycogenolysis activation, glyconeogenesis, lipid
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Fig. 1. Effect of CUMS on GSH levels in the liver (A) and pancreas (B) of rats subjected to 20, 40, and 60 days of CUMS. Mean = SEM, Control: n = 15; CUMS: n = 5. ANOVA, Tukey-Kramer.

*Significant difference compared to the control (p < 0.05).
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Fig. 2. Effect of CUMS on LPO in the liver (A) and pancreas (B) of rats subjected to 20, 40, and 60 days of CUMS. Mean + SEM, Control: n = 15; CUMS: n = 5. ANOVA, Tukey-Kramer.

*Significant difference compared to the control (p < 0.05).

mobilization and protein synthesis inhibition [30-32], thereby generat-
ing oxidative stress. In our unpublished data, we observed that CUMS
did not alter food and water intake. However, CUMS decreased body
mass. Additionally, CUMS altered the metabolism of carbohydrates
and lipids, as was previously reported by Zardooz et al. [26].

Different types of chronic stress have been related to oxidative stress
production in the liver, kidney, heart, lungs, and brain [6,11-13,27]. In
the present study, CUMS increased hepatic LPO at 60 days and pancre-
atic LPO at 20 and 60 days. Moreover, an increase in oxidative proteins
was shown both in the liver and pancreas at 40 and 60 days. These
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results suggest that higher ROS production occurred in both organs as
a result of response mechanisms to stress at the cellular level [33], In
liver, protein oxidation can be due to that this organ modulates the met-
abolic alterations by glucocorticoids and adrenaline, as a response to
stress.

The pancreas is an organ that does not participate in the regulation
of the redox state of the organism. In contrast, the liver is considered
to be the regulatory organ for the redox state [27,34]. This knowledge
has propitiated attention that is focused on the liver, whereas the pan-
creas is ignored in the majority of studies. However, the pancreas is
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Fig. 3. Effect of CUMS on enzymatic SOD and CAT activity in the liver (A and C, respectively) and pancreas (C and D, respectively) of rats subjected to 20, 40, and 60 days of CUMS. Mean +
SEM, Control: n = 15, CUMS = 5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Significant difference compared to the control (p < 0.05).
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Fig. 4. Effect of CUMS on the total antioxidant capacity (TAC) in the liver (A) and pancreas (B) of rats subjected to 20, 40, and 60 days of CUMS. Mean + SEM, Control: n = 5, CUMS: n = 5.
ANOVA, Tukey-Kramer. *Significant difference compared to the control (p < 0.05).
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Fig. 5. Effect of CUMS on the protein oxidation in the liver (A) and pancreas (B) of rats subjected to 20, 40, and 60 days of CUMS. An increase in the protein oxidation was observed in both
tissues following exposure to CUMS. Mean + SEM, Control: n = 15, CUMS: n = 5. ANOVA, Tukey-Kramer. *Significant difference compared to the control (p < 0.05).
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Fig. 6. Effect of CUMS on serum cytokine levels in rats subjected to 20, 40, and 60 days of CUMS: IL-1(3 (A), IL-6 (B), TNFa (C) and IL-10 (D). Mean + SEM. ANOVA, Tukey-Kramer.

*Significant difference compared to the control (p < 0.05).

important from a metabolic point of view because it regulates the me-
tabolism of carbohydrates, lipids and proteins.

This work showed that the antioxidant system of the liver was gen-
erally more efficient that the pancreas. For instance, the liver main-
tained constant levels in the TAC assay, which measures the total
efficacy of antioxidant mechanisms. However, antioxidant defense sys-
tems are not sufficient to counter reactive species production as a con-
sequence of stress; therefore, protein oxidation and LPO in this organ
are evident.

In the liver, the maintenance of GSH levels suggests efficient antiox-
idant activity [35] that is distinctive for this organ because the liver is
the primary producer of this antioxidant system [35,36]. Conversely, a
progressive decrease in the GSH level was observed in the pancreas
that became significant from day 40 to day 60 of chronic stress, suggest-
ing that the pancreas was more susceptible to alterations in the redox
state in response to chronic stress.

The increase in free radical production was associated with a de-
crease in antioxidant enzyme activity [9,13,33,37]. In our results, CAT
activity in the liver decreased significantly until day 20 of stress, where-
as in the pancreas an increase in SOD activity was shown on day 60 of
stress. These results suggest that both organs responded differently
over time. SOD and CAT activity have been reported to be increased in
the liver under stress by immobilization conditions at day 20 [38]. This
is the first report of alterations in enzymatic activity in the pancreas
due to chronic stress.

Increased oxidative stress markers, protein oxidation and LPO in
both tissues suggest increased production of reactive oxygen. Clearly,
in this study this effect was dependent on the time of production and
concentration. Therefore, measurements of reactive species could be
considered for future studies.

The relationship between chronic stress/oxidative stress is of great
relevance because ROS production plays a dual role in the organism's
physiological functions. ROS production favors the activation of transcrip-
tion factors responsible for the regulation of genes relevant for growth
and cellular differentiation [37,39,40]. Excess ROS production can result
in the initiation, development, and complications of numerous diseases
(i.e., cancer, cardiovascular disease, diabetes mellitus type 2, cataracts,
rheumatoid arthritis, or neurodegenerative diseases) [12,17,26,27,37].

Glucocorticoid and catecholamine circulation can stimulate immune
system activation by interacting with immune cell receptors [41]. Gu
et al. [42] suggested that an association between glucocorticoids and
TLR-type receptors could mediate the inflammatory process. We have
shown that CUMS has an effect on the inflammatory profile at
20 days, resulting in an increase in TNFa and IL-6; at 40 days, this alter-
ation is attenuated. This attenuation might be due to the increase in the
anti-inflammatory cytokine IL-10 that was diminished at 60 days. This
decrease in IL-10 was associated with an increase in all of the pro-
inflammatory cytokines tested (IL-13, TNFa and IL-6) and favored the
establishment of a low-grade inflammatory state approximately
60 days after CUMS.

NF-KkB activation stimulates the expression of pro-inflammatory cy-
tokines and contributes to oxidative stress [43]. This process was uncon-
trolled after 40 days of chronic stress, resulting in low-grade
inflammation after approximately 60 days of CUMS. Although the rela-
tionship between oxidative stress and the activation of inflammatory
pathways is not very well known, reactive oxygen species have been
suggested to stimulate NF-KB activation, which is situated in the cross-
over of inflammatory and oxidative stress [44].

Chronic stress not only induces an inflammatory response, but cyto-
kines also exert an effect on the adrenal axis. Studies in stress models in
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rodents have shown that inflammatory mediator molecules induce be-
havioral changes. Jiang et al. [45] reported that 20 days of CUMS in-
creased NF-xB activation and IL-6 and TNFa expression in the
prefrontal cortex and hippocampus of rats. After 40 days of CUMS, the
animals showed aggressive behavior, although no lesions that inter-
fered with the cytokine results were observed at any time during the
stress protocol. Therefore, the changes observed in the cytokines must
be the result of CUMS.

The responses obtained with the CUMS model suggest a series of
processes comparable to the general adaptation syndrome suggested
by Selye [46], in which the individual can no longer counter the stress
effects. The effects surpass the resistance capacity at 40 days and reach
a phase of exhaustion after 60 days of CUMS. Therefore, chronic stress
alterations in the redox state of the liver and pancreas favor low-grade
systemic inflammation after approximately 60 days of treatment that
can precede the development of chronic degenerative diseases.
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Fig. 7. Effect of chronic stress over the time course on the liver, pancreas and inflammatory
profile. Depletion occurs in both tissues, with increased damage markers by reactive
species observed at 40 and 60 days that favors low-grade inflammation after 60 days of
CUMS. PO: Protein oxidation; LPO: Lipoperoxidation; TAC: Total antioxidant capacity;
SOD: Superoxide dismutase; GSH: Glutathione reduced; CAT: Catalase.

5. Conclusions

The time course of the effects of chronic stress on the liver, pancreas
and inflammatory profile is shown in Fig. 7. Notably, depletion occurs
with increased damage markers by reactive species after 40 and
60 days in both tissues, resulting in an environment that favors low-
grade inflammation after 60 days of CUMS.

The liver has been shown to possess a more efficient antioxidant sys-
tem. Thus, the pancreas is a more susceptible organ to reactive species
damage because it presents a diminishment in its antioxidant capacity
and an enhancement of LPO after 40 days of CUMS.

The results at 40 days of CUMS are suggestive of the loss of resistance
and the appearance of the exhaustion phase.

CUMS is an animal model that avoids habituation, resulting in the
production of oxidative stress and low-grade systemic inflammation,
which allows the study of physio-pathological stress aspects for periods
of at least 60 days.
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