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RESUMEN

La homeostasis de los tejidos que constituyen a los seres vivos es regulada por los procesos de proliferacion y
apoptosis celular. EI modelo de estrés crénico intermitente por inmovilizacién durante la gestacion puede alterar
diversos mecanismos que mantienen la homeostasis del organismo, los cuales son motivo de estudios actuales. En
estudios previos se comprobd variaciones significativas en el peso de las glandulas adrenales y en los niveles
plasmaticos de PRL, estrégenos y CORT. Bajo la hipétesis que el estrés cronico produce modificaciones en los
procesos de proliferacion y apoptosis en las glandulas adrenales de ratas gestantes, los objetivos fueron cuantificar las
células en proliferaciéon y apoptosis mediante la utilizacion de técnicas inmunocitoquimicas en la corteza adrenal de
ratas en la segunda mitad de la gestacion, y comprobar las caracteristicas ultraestructurales del proceso apoptético con
microscopia electronica de transmision. Material y Métodos : En condiciones de bioterio controladas, se estudi6 la
glandula adrenal de ratas de 12, 17 y 21 dias de gestacion, controles (RC) y experimentales (RE) sometidas a un estrés
cronico, intermitente, homotipico e intenso. Se usaron técnicas combinadas de inmunomarcacion, andlisis estereolégico
y cuantificacion de imagenes de cortes alternados para determinar las variaciones del fenbmeno apoptético y
proliferativo que presentan las diferentes poblaciones celulares de la corteza adrenal. El tratamiento estadistico se
realiz6 con los Softwares InfoStat y el SAS 9.1. Se aplic6 ANOVA de una y tres vias y la distribucién de Poisson de un
modelo logaritmico lineal con efecto de grupo, tiempo e interacciones. Las diferencias fueron consideradas significativas
si p<0.05. Resultados Apoptosis: a. En Ratas Gestantes Control  es y Estresadas: 1. El indice apoptético disminuy6
a medida que progresé la gestacion. Se encontraron diferencias significativas entre los dias 12 vs. 17 y 12 vs. 21
(p<0.05) en ambos grupos. b. En Ratas Gestantes Controles: 1. El IA se increment6 desde la zona glomerular hasta la
reticular, donde alcanz6 los valores mas elevados. En el dia 12 el IA de la zona reticular fue significativamente mayor
(p<0.05) con respecto a las otras zonas. En el dia 17 el IA present6 diferencias significativas entre las tres zonas de la
corteza adrenal y en el dia 21 el IA de la zona glomerular fue significativamente menor (p<0.05) con respecto a las dos
zonas restantes. c. En Ratas Gestantes Estresadas: 1. El IA se incrementd desde la zona glomerular hasta la reticular,
donde present6 los valores mas elevados. En el dia 17 y 21 de gestacion el IA de la zona glomerular fue
significativamente menor (p<0.05) con respecto a las dos zonas restantes. 2. En el dia 17 hubo interaccion entre las
zonas fascicular y reticular con el tratamiento estrés sobre el IA. El IA de RE fue significativamente menor con respecto
a RC. Proliferacion : a. En Ratas Gestantes Controles. 1. El IPC de la zona reticular presentd una disminucion
significativa (p<0.001) con respecto a las otras zonas en los tres dias de la gestacion. En el dia 12 el IPC presentd
diferencias significativas entre las tres zonas de la corteza adrenal. En el dia 17 y 21 el IPC de la zona reticular fue
significativamente menor (p<0.001) con respecto a las zonas glomerular y fascicular. b. En Ratas Gestantes
Estresadas: 1. El IPC total presenté diferencias significativas entre los tres dias de la gestacién. Siendo los menores
valores en el dia 17; mientras que en el 21 se encontraron los valores mas elevados. 2. El IPC total present6 una
disminucién significativa en la corteza adrenal en los dias 12 y 17. 3. A los 12 dias se presentd una disminucion del IPC
en las zonas fascicular y reticular con PCNA; y en la zona fascicular con BrDU. A los 17 dias se present6 una
disminucién del IPC en las tres zonas con PCNA y en las zonas glomerular y fascicular con BrdU. Conclusiones : 1. Se
estableci6é que el estrés cronico por IMO disminuye el IAy el IPC en la corteza adrenal, lo que estaria relacionado con la
disminucién de factores de crecimiento especificos y con las variaciones plasmaticas de CORT, PRL y estrogenos. 2.
Los resultados en los 1A e IPC obtenidos en las zonas de la corteza adrenal son concordantes con lo propuesto por la
teoria de la migracion celular. 3. EI mecanismo involucrado en el incremento de peso adrenal es la hipertrofia celular.
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SUMMARY

Homeostasis of tissues is regulated by cellular proliferation and apoptosis processes. Intermittent chronic
stress by immobilization during gestation may alter several mechanisms that maintain the organism
homeostasis. Those mechanisms are object of several studies. Previous studies using the immobilization
model have shown significant variations in adrenal glands weight and plasmatic levels of PRL, estrogens and
CORT. Under the hypothesis that chronic stress causes changes in proliferation and apoptosis processes in
adrenal glands of gestant rats, the main objectives of this study were: 1) to identify and quantify cell nuclei in
proliferation and apoptosis using immunocytochemical techniques in adrenal cortex samples of rats in the
second half of gestation and, 2) to check the ultraestructural characteristics of apoptotic process by means of
transmission electronic microscopy. Materials and Methods: In controlled lab conditions, the adrenal glands
of control (RC) and experimental (RE) rats at 12, 17 and 21 days of gestation were studied. Experimental rats
were subject to an intermittent, chronic, homotypic and intense stress in order to avoid habituation. A
combination of labeling techniques, stereological analysis and image quantification of alternate sections was
used to determine the changes in proliferation and apoptosis in the different cell populations of the adrenal
cortex. Statistical analyses were performed with InfoStat and SAS 9.1 softwares. Data was analyzed with one
and three-way ANOVAs and, a linear logarithmic model with Poisson distribution including group, time and
interactions effects. Differences were considered significant at p<0.05. Results Apoptosis: a. Control and

Stressed Gestant Rats: 1. 1A showed a similar behaviour in both RC and RE; it decreased as gestation
progressed. Significant differences were found for days 12 vs.17 and 12 vs. 21 (p<0.05) in both groups. b.
Gestant Control Rats: 1. IA increased from glomerular to reticular zone, where it reached the highest values.
IA of reticular zone was significantly (p<0.05) higher than that of fascicular and glomerular zones at gestation
day 12. Besides, there were significant differences in IA among the three adrenal cortex zones at day 17 and,
at gestation day 21 the IA of glomerular zone was significantly lower (p<0.05) than that of the other two zones.
c. Stressed Gestant Rats: 1. |A increased from glomerular to reticular zone in which it reached the highest
values. At gestation days 17 and 21, glomerular zone IA was lower (p<0.05) than that of the other two zones.
2. At gestation day 17, there was a significant interaction between fascicular and reticular zones with the stress
treatment. Experimental rats showed a significantly lower IA than control rats. Proliferation : a. Control
Gestant Rats. 1. IPC of reticular zone showed a significant (p<0.001) reduction compared to glomerular and
fascicular zones in the three gestation moments under consideration. IPC was significantly different in the
three adrenal cortex zones at gestation day 12. At days 17 and 21, IPC was significantly (p<0.001) lower in
reticular zone. b. Stressed Gestant Rats: 1. Total IPC showed significant differences in the three gestation
moments considered. The lowest values were recorded at day 17, while the highest were found at day 21. 2.
The total IPC in the adrenal cortex significantly decreased at days 12 and 17. 3. At gestation day 12 there was
a decrease of IPC in fascicular and reticular zones treated with PCNA and in the fascicular zone treated with
BrDU. A reduction of IPC was observed in the three adrenal cortex zones with PCNA and, in glomerular and
fascicular zones with BrDU at gestation day 17. Conclusions : 1. Immobilization chronic stress diminishes IA
and IPC in the adrenal cortex. This reduction may be related to changes in the plasmatic concentrations of
CORT, PRL and estrogens. 2. Results obtained regarding IA and IPC in the adrenal cortex are consistent with

cell migration theory. 3. The mechanism responsible for the increase in adrenal weight is cellular hypertrophy.
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|Capitulo 1

INTRODUCCION

Estrés: Conceptos generales.

El estrés constituye un problema importante de salud publica que afecta a las
sociedades modernas y el gran desafio de los investigadores se centra en
encontrar los mecanismos que rigen el estrés cronico en humanos. Uno de los
principales problemas a los que se enfrenta el investigador es el intento de
reproducir, en modelos animales, situaciones de estrés equiparables a los
modelos actuales. Armario, A. 14y sefiala que, tanto en animales como en
humanos, los efectos de las situaciones estresantes dependen de la naturaleza
del estimulo, la intensidad, la duracion y las posibilidades de resolver la situaciéon
de forma adecuada, aspectos que justifican la busqueda de marcadores
fisiolégicos de estrés como instrumento para valorar el nivel de estrés
experimentado.

El creciente interés de diferentes disciplinas en la investigacion del estrés es
debido principalmente a que las experiencias adversas severas y sostenidas por
largos periodos de tiempo, pueden ser la causa del desarrollo de diversas
patologias que afectan el eje hipotalamo hipofisario adrenal (HHA) como el
desorden de estrés postraumatico o la depresion (111).

Junto con la influencia de la carga genética del individuo, el estrés cronico ha sido
propuesto como uno de los principales factores desencadenantes de la depresion
6, 79). Por esta razon, varios modelos animales de estrés son utilizados en
estudios preclinicos de estos desordenes psiquiatricos.

En la actualidad resulta evidente que esta area del conocimiento recién se
encuentra en sus comienzos, por lo que el descubrimiento de los mecanismos
involucrados en las situaciones de estrés cronico que alteran el eje HHA

constituye un atractivo tema de investigacion para las ciencias basicas.
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Introduccién

El término “estrés” deriva del latin stringere, que significa originalmente “oprimir”,
“apretar” o “atar”. En el siglo XVII, la palabra estrés se utilizd frecuentemente para
expresar el sufrimiento, la privacion, las pruebas y adversidades que tenian que
padecer las personas. Durante el siglo XVIII, el concepto estrés dejo de referirse a
las consecuencias emocionales y comenzo6 a denotar el factor desencadenante de
tales reacciones en el individuo (). La palabra “estrés” se relaciona con el vocablo
inglés strain, que alude a la tension excesiva, conducente a comprimir y constrefiir
y que, en el caso de las ciencias biologicas, se usa para describir las
caracteristicas fisiologicas de las respuestas corporales al estrés ().

En 1920, el fisidlogo Walter B. Cannon introdujo el término “estrés” en la medicina
para hacer referencia a las condiciones internas y externas bajo las cuales el
organismo responde con activacion del sistema nervioso simpatico para restaurar
el equilibrio del medio interno (i3s).

Afios mas tarde, el término estrés irrumpe en la medicina, a través del investigador
canadiense Hans Selye, quien lo utilizé para designar el conjunto de cambios
fisiopatologicos observados en ratas tales como pérdida de peso, inhibicion timica
y ulceracion géstrica después de la administracion de diferentes extractos
glandulares. A este conjunto de sintomas los agrupé bajo el concepto de
“Sindrome General de Adaptacion” y definid al estrés como la respuesta no
especifica del organismo frente a cualquier demanda sobre él; destacando la
activacion corticoadrenal como el aspecto fisiolégico mas relevante (3, g0, 101).

Con el surgimiento de nuevas investigaciones el concepto de estrés fue
evolucionando y en 1980, Vigas y col. (165 definieron al estrés como “la respuesta
del organismo desarrollada en el curso de la filogenia a agentes reales o
simbolicamente nocivos para su integridad”.

Chrousos y col. (39 definieron al estrés como un estado de homeostasis
amenazada o de disarmonia, que es contrarrestado por un complejo repertorio de
respuestas conductuales y fisioldgicas que restablecen el estado homeostatico
conocido como Respuesta Adaptativa al Estrés.

El concepto de estrés es absolutamente comprensible en el marco de una logica

evolucionista, ya que es una respuesta ante una situacion de adaptacion y la
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Introduccién

respuesta al estrés seria el conjunto de estrategias puestas en marcha ante una
situacion de cambio. Ser capaces de adaptarse a los cambios es esencial para la
supervivencia desde la perspectiva evolucionista. Sin embargo, se debe sefalar
gue ciertas circunstancias actian como estresores porque la evolucién no ha
capacitado a los organismos para adaptarse a ellas de modo natural ().

El estrés se utiliza para aludir a cualquier condicion que perturbe seriamente la
homeostasis fisiologica y psicologica que el individuo percibe como adversa. La
palabra estrés es un concepto multidimensional, que también se ha empleado
para denotar sus tres componentes: el estresor, que se define como cualquier
estimulo externo o interno que de manera directa o indirecta produzca
desestabilizacion en el equilibrio dindmico del individuo; la respuesta del
organismo al estresor, y los estados fisioldgicos intermediarios entre estresor y
reaccion corporal o proceso de evaluacion cognoscitiva y emocional. La respuesta
al estrés puede definirse como el conjunto de reacciones fisiolégicas y
conductuales dirigidas a restablecer la homeostasis del organismo y esta
determinada por la percepcion que el organismo tiene del estimulo estresante
correspondiente ().

En los sistemas biologicos, el estrés esta intimamente relacionado con los
conceptos de homeostasis y alostasis. Consecuentemente, Mc Ewens y col.
definen al estrés como un proceso fisiologico adaptativo, que mantiene estables
las demandas internas y externas del organismo (103). El estrés excesivo puede
originar una respuesta biolégica acumulativa (carga alostatica) y alterar los
mecanismos adaptativos desarrollando una respuesta alostatica ineficiente y un
notable cambio en los mediadores del estrés. El continuo desequilibrio entre la
capacidad de adaptacion y el estresor produce una sobrecarga alostatica, que
puede conducir a un estado de enfermedad y afectar a los diferentes sistemas del

0rganismo (14s).
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Respuesta neuroendocrina de estrés.

Cualquiera sea la naturaleza del estimulo estresante, éste es procesado por el
Sistema Nervioso Central (SNC) y de alli se desprende si la situacion puede
considerarse como estresante. Si no es considerada asi, puede ser resuelta con la
puesta en marcha de mecanismos homeostaticos especificos apropiados para
cada situacion. Si por el contrario, es considerada estresante requiere la puesta en
marcha de mecanismos de emergencia (1oo).

El estrés provoca un estado de alerta general en el SNC que se caracteriza por la
aparicion de estados emocionales particulares, asociados a las caracteristicas
especificas del estimulo estresante y por un incremento en los estados de
atencion y vigilancia, cambios que permiten no sélo mejorar la capacidad para
responder apropiadamente a la situacion, sino también para favorecer la memoria.
Las propiedades estresantes de la situacion no seran iguales para todos los
individuos ya que dependera de las caracteristicas psicolégicas y fisicas

individuales, es decir de los recursos disponibles para resolver la situacion (1oo).

Clasificacion de estimulos estresantes.

Los tipos de estimulos estresantes estudiados en animales y en humanos pueden
ser psicoldgicos (situaciones desconocidas, examenes 0 entrevistas, charlas en
publico, la inminencia de una intervencidén quirdrgica, el aislamiento o separacion
social, las guerras, las catastrofes naturales); fisicos (metales pesados, exposicion
a rayos x), o mixtos (dolor, heridas, hemorragia, hipotension, hipoglucemia, frio o
calor, actividad fisica intensa, ayuno, malnutricion) (gg).

Desde el punto de vista de su predictibilidad pueden ser estimulos predecibles
(por regularidad temporal o por sefial de aviso) e impredecibles. Por las
posibilidades que se dispongan para evitar la presentacion del estresor, seran
controlables e incontrolables. Por su duracion pueden ser agudos (puntuales o

continuos) y crénicos (continuos, intermitentes repetidos o variables) (o).




Introduccién

Procesamiento de estimulos estresantes en el SNC.

En general las situaciones de estrés provocan una activacion del organismo con
cambios de comportamiento neuroquimicos, inmunolégicos, endocrinos y
metabdlicos que tienen como objetivo fundamental asegurar la capacidad del
organismo para desarrollar un comportamiento activo, al tiempo que inhibe los
procesos anabolicos como la ingesta, el crecimiento y la reproduccion.

La activacion de estos cambios es coordinada por el SNC el cual incluye la
hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y neuronas noradrenérgicas ubicadas
en el hipotdlamo y tallo cerebral; y a nivel periférico estan involucrados el eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA) y simpatico médulo-adrenal (SMA) (14g).

Se ha observado en roedores que la activacion de los ejes SMA (43) € hipofisario-
adrenal (HA) son proporcionales a la intensidad de los estimulos estresantes y los
resultados obtenidos en humanos apuntan en la misma direccion (13).

En relacion al eje SMA, los datos indican que la respuesta de la adrenalina (de
origen méduloadrenal) es mejor marcador de estrés que la noradrenalina (sobre
todo de origen simpdtico). Esto puede explicar que la hiperglucemia provocada por
el estrés mediada por la adrenalina sea, al menos en la rata, un buen marcador de
intensidad de estrés (s 12).

Una hormona sensible a los efectos del estrés es la prolactina (PRL), que se
incrementa proporcionalmente a la intensidad de los estimulos estresantes en

ratas y existen evidencias que lo mismo sucede en humanos (13).

Sistema de Respuesta al estrés.

La secrecion adenohipofisiaria de la adrenocorticotrofina (ACTH) esta bajo control
hipotaldmico, constituyéndose esta estructura cerebral en el punto de
convergencia de la mayoria de los estimulos estresantes que actian estimulando
el eje HA. La CRH es el factor més importante en su secrecion, y su incremento
produce un aumento en la expresion del gen para la pro-opiomelanocortina
(POMC), que por su clivaje molecular intracelular produce la hormona a-
melanocito-estimulante, B endorfina'y ACTH (123).
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Las neuronas CRH que intervienen en la secrecion de ACTH se ubican en la
porcion del nudcleo paraventricular (PVN) del hipotalamo y sus axones se
proyectan a la parte externa de la eminencia media donde descargan su contenido
al sistema portal hipofisiario.

La respuesta de la ACTH es controlada también por otros factores hipotalamicos
gue actuarian de forma coordinada entre los que se destacan la oxitocina (OX), la
angiotensina Il (ANG) y las catecolaminas centrales (CA) 127y estimuladas
principalmente en el estrés por inmovilizacion (IMO) con aumento del c-fos
cerebral (122).

Dentro de los secretagogos de ACTH se encuentra la arginina-vasopresina (AVP)
gue es co-expresada en un conjunto de neuronas CRH en el PVN, y su rol en la
induccién de la liberacibn de ACTH adquiere importancia en situaciones tales
como en el estrés crénico donde el eje HHA se activa en forma sostenida. Se ha
demostrado que la CRH estimula la sintesis y liberacion de ACTH, mientras que la
AVP estimula solo la liberacion (4a).

La liberacién de ACTH estimula la sintesis de glucocorticoides (GC) en la corteza
adrenal, y la corticosterona (CORT) es el principal GC en la rata. La reduccion
progresiva de la ACTH es, principalmente, consecuencia de la retroalimentacion
negativa ejercida por los GC y en forma secundaria, por una disminucion del
contenido de ACTH de la hipdfisis. Se considera que la retroalimentacion se ejerce
basicamente en el hipocampo, el PVN y la adenohipofisis (109).

Los GC ejercen su accion inhibitoria actuando a través de dos tipos de receptores
esteroidales citosolicos, designados como tipo | o receptor mineralocorticoide (MR)
de alta afinidad y el tipo Il o receptor glucocorticoide (GR) de baja afinidad.
Mientras que los receptores tipo | estan localizados principalmente en el sistema
limbico, los receptores tipo Il tienen una distribucion mas generalizada y se
encuentran en las tres zonas que contribuyen a la retroalimentacion negativa (1gg).
Se ha demostrado que con niveles elevados de CORT en la rata como los que se
determinan por la noche o en situaciones de estrés, se ocupan los receptores tipo
Il'y es por esto que se consideran mas importantes en relacion al bloqueo de la

respuesta HA a las situaciones de estrés (117).
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Otra vertiente de respuesta al estrés esta dada por neuronas CRH que inervan
células noradrenérgicas en el locus coeruleus (LC) y otros sitios, que por
retroalimentacion positiva activan receptores adrenérgicos a; en el PVN para
liberar CRH. Bajo situaciones estresantes el CRH estimula al LC induciendo la
secrecion de catecolaminas (3. Los axones que provienen del PVN se ramifican
en el LC donde hay produccion de NA (113 (figura 1) .

Dado que cualquier estimulo es procesado dentro del SNC siguiendo vias
nerviosas particulares que utilizan mensajeros especificos en cada una de sus
sinapsis, es evidente que las vias nerviosas y neurotransmisores implicados en la
respuesta a los estimulos estresantes dependeran del tipo de estimulo utilizado
(100)-

Aunque las situaciones de estrés van acompafiadas de la activacion simultanea de
los ejes SMA y HA, se ha postulado que ambas respuestas responden a
caracteristicas diferenciales de los estimulos. Asi, el eje SMA se activaria en
situaciones que requieren una conducta activa por parte del organismo, en tanto
gue el eje HA se activaria en situaciones en las cuales existe incertidumbre acerca
de los cambios en el ambiente que el animal espera; ya sea porque aparece una
situacion nueva o porque no se cumplen con las expectativas esperadas (100). La
activacion del eje HA seria especialmente marcada cuando no se disponen de
recursos para buscar soluciones adecuadas para la situacion ().

A nivel periférico, la activacion de los ejes SMA y HA tienen como funcion preparar
al organismo para la accion mediante la activacion del sistema cardiovascular y de
la disponibilidad de glucosa para el SNC y otros nutrientes, como acidos grasos
libres para 6rganos menos dependientes de glucosa como el musculo. A nivel
cardiovascular, se incrementa la intensidad y frecuencia de la contraccion cardiaca
y la presion arterial por la accion del simpatico y las catecolaminas
meduloadrenales con una accion sinérgica positiva de los GC. A nivel metabdlico,
los GC favorecen el proceso de gluconeogénesis y las catecolaminas la

glucogendlisis hepatica y la lipolisis (s4).
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Las células de un organismo no viven indefinidamente y su vida media depende
del tipo celular. Hay células cuyo periodo de vida es largo como las musculares o
las neuronas, mientras que la vida de otras es efimera, como algunas células
sanguineas y epiteliales, que se renuevan a partir de sus células progenitoras.

El nimero de células que componen un tejido en un organismo adulto permanece
constante, dentro de ciertos limites. Las células que mueren se sustituyen por
otras, proceso que esta regulado y asegura el mantenimiento de un balance
adecuado entre la pérdida, la renovacion y la diferenciacion celular. El recambio
celular en los tejidos se fundamenta en el mantenimiento de un equilibrio
(homeostasis) entre la apoptosis y la proliferacion celular con el fin de garantizar la

poblacion adecuada en cada momento (g1).

Muerte celular: apoptosis y necrosis.

La apoptosis es un proceso de autodestruccion celular controlada que es esencial
durante el desarrollo, morfogénesis y en el mantenimiento de la homeostasis de
los tejidos adultos, asi como para controlar el nimero de células y eliminar células
infectadas, mutadas o dafiadas (s7).

Las observaciones, provenientes en su mayor parte de sistemas de desarrollo
embrionario, pusieron de manifiesto algunas particularidades morfolégicas de las
células que morian en condiciones fisioldgicas. De esta forma se acufio el término
apoptosis por contraposicion a la muerte accidental o necrosis (77).

La muerte se puede producir por necrosis cuando el dafio es letal. Se origina por
una lesién aguda, irreversible, derivada de una condicidén patolégica que no puede
ser reparada por mecanismos de adaptacion y/o de resistencia. Puede ser
desencadenada por diferentes factores como deficiencias en el aporte nutricional,
respiratorio o circulatorio; eventos fisicos como calor, frio, radiaciones,
traumatismos, agentes biolégicos (microorganismos) Yy agentes quimicos
(sustancias toxicas). Estos factores provocan que las células y sus organelas se
hinchen debido a la alteracion de la permeabilidad de la membrana plasmatica
para controlar el paso de iones y agua. Se produce la liberacibn de enzimas

lisosomales y la consecuente ruptura de las membranas, con liberacion de
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proteinas desnaturalizadas y fragmentos de acido desoxiribonucleico (DNA) en el
espacio intercelular. Esto genera una respuesta inflamatoria local al atraer células
del sistema inmune (11g).

La apoptosis implica una programacion genética comdn en todas las células
nucleadas que se ha conservado a lo largo de la escala evolutiva entre
organismos tan diversos como los nematodos y los mamiferos s). Se define como
el conjunto de reacciones bioquimicas que tienen lugar en la célula que
determinan su muerte de una forma regulada en respuesta a una serie de
estimulos fisioldgicos o patologicos. En este caso, una serie de sefales hacen que
la célula decida su propia muerte; es lo que se ha calificado como “muerte que
permite vivir’. Se considera como una medida fisiologica de remocion celular
dependiente de energia, que afecta a las células individuales e involucra la
participacion de enzimas celulares enddgenas liberadas en cercania de la muerte
(57)-

La mayoria de las células animales son capaces de seguir esta via de muerte,
incluso en aquéllas en las que no se activa este mecanismo. Este hallazgo implica
gue el programa genético de autodestrucciéon forma parte del repertorio de
respuestas celulares a sefales externas o a cambios en las condiciones celulares
internas (11s).

En la apoptosis los acontecimientos suceden de manera ordenada y silenciosa,
por lo que a este proceso también se lo denomina muerte celular programada.
Pueden diferenciarse tres fases:

Fase efectora: con adopcion del compromiso de muerte en forma irreversible. Se
caracteriza por incremento en el contenido de calcio intracelular, que origina la
activacion de enzimas (caspasas y endonucleasas) y es acompafada de cambios
en el tamafio y forma celular. Asimismo, en la superficie de la célula se forman
protuberancias o burbujas.

Fase degradativa: en esta fase las endonucleasas fragmentan al DNA, las
caspasas degradan las proteinas y se producen cambios marcados en el
citoesqueleto. Se condensa la cromatina y se rompen los fragmentos rodeados de

membrana, denominados cuerpos apoptoticos.
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Fase de eliminacién: los macréfagos atraidos por ligandos especificos de
fosfatidilserina, presentes en la superficie de las células apoptéticas, fagocitan los
cuerpos apoptoéticos. Esto impide la salida del contenido celular al exterior,
evitando el proceso inflamatorio (zs).

Las caracteristicas generales de la muerte celular por apoptosis y necrosis se

observan en la figura 2 .

APOPTOSIS NECROSIS

Muerte no fisiologica: muerte accidental traumtica. Proceso

Muerte fisiologica. Proceso muy regulado v controlado.
° T ’ no regulado.

¢ producc durante ¢l desarrollo. manticne la homeostasis
S¢ pro e duranie ¢ Cesarmo’io ¢ Stas No se produce durante ¢l desarrollo
tisular v climina células dafadas.

Inducida por estimulos intracelulares o extracelulares. Inducida por un dario cclular o tisular.

Proceso energéticamente activo v que requicre la biosintesis Proceso enerecticamente pasivo
de proteinas. gelic pasivo.
Sigue un orden especifico de eventos. Condensacion de la
cromatina y fragmentacion internucleosomal del DNA
genomico. Mantenimiento estructural de organulos.

La célula s hincha. sc lisan organulos subcelulares v se
desintegra de forma desordenada.

Mantenimiento de la integridad de la membrana plasmatica.
El contenido celular queda englobado en los cuerpos
apoptoticos. No se produce la liberacion del contenido

La ruptura de la membrana conduce a la liberacion del
contenido celular al espacio extracelular: asociada con

celular. No se produce inflamacion. inflamacion.
Participacion activa de componentes celulares. .
» . Proceso pasivo.
Degradacion mediada por caspasas.
Fagocitosis de cuerpos apoptoticos. Lisis cclular. v dafio a las células vecinas.

Figura 2. Caracteristicas generales de la muerte por apoptosis y necrosis.
Tomado de Lizarbe Iracheta, M.A.; 2007.

Existen diferentes procesos en los cuales las células activan este mecanismo de
muerte. El primero, constituye un proceso fundamental en la organogénesis
durante el desarrollo embrionario y la metamorfosis. Ejemplos de ello es la
remocion de tejido durante la formacién de los dedos del feto, la eliminacién de la
zona fetal de la corteza adrenal durante el periodo posnatal temprano y la pérdida

de la cola del renacuajo en la metamorfosis de la rana (11g).
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El segundo mecanismo implica la destruccion de las células que representan una
amenaza para la integridad del organismo. Las células con dafio en su DNA
aumentan la produccion de la proteina p53, la cual es un potente inductor de la
apoptosis. De la misma manera, es importante para el sistema inmune durante el
proceso de seleccion de linfocitos T en el timo, en la eliminaciébn de células
autorreactivas después que se ha completado la respuesta inmune, y en la muerte
de los neutrdfilos maduros (g).

Algunos tejidos y 6rganos estan sujetos a hormonas o factores de crecimiento y la
remocion o adicion de los mismos resulta en apoptosis. Entre estos organos
podemos incluir a la préstata después de la castracidon, el Utero postparto, la
zonalizacién de las capas de la corteza adrenal posterior al nacimiento y a la

glandula mamaria después del destete (11g).

Mecanismo molecular de la apoptosis.

La apoptosis como proceso dependiente de energia se puede iniciar por una gran
variedad de estimulos, intra o extracelulares, participando las células en su propia
muerte de una forma organizada y eficiente. Un conjunto variado de moléculas
gue pueden activarse o inhibirse, estan implicadas en la apoptosis. Asi, la
estimulacion de moléculas pro-apoptéticas o la inhibicion de factores anti-
apoptoticos dependen del tipo celular y del insulto recibido (oy).

Las sefales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas como
elevados niveles de oxidantes en el interior de la célula, lesion del DNA por luz
ultravioleta, oxidantes, radiaciones ionizantes, quimioterapicos, glucocorticoides,
etc; moléculas que se unen a receptores especificos en la superficie de la célula 'y
transmiten sefiales para iniciar el programa apoptotico (s2).

Este proceso estd conducido por dos clases de proteasas especializadas, las
caspasas iniciadoras y las caspasas efectoras. Las caspasas efectoras o
ejecutoras son activadas por las caspasas iniciadoras en una cascada
amplificadora. La activacion de las “caspasas” es una etapa crucial para la
activacion de la apoptosis cualquiera sea el estimulo (s4).
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Estas proteasas son las verdaderas ejecutoras de la apoptosis y presentan las
siguientes caracteristicas:

1) son Cistein-proteASAS, tienen cisteina como grupo nucleofilico para la
hidrdlisis del sustrato y un requerimiento especifico por el residuo de acido
ASPartico de sus sustratos.

2) Son sintetizadas como procaspasas y adquieren su actividad por protedlisis.
Efectian la protedlisis en una serie especifica de sustratos, proceso que es
irreversible.

3) Las capasas y sus inhibidores coexisten siempre en las células normales, lo
gue evita una activacion accidental y la muerte innecesaria de las células
normales.

Las procaspasas (30-50 kD) contienen tres dominios: un predominio N- terminal,
una subunidad grande (p20) y una subunidad pequefia (pl0). En base a la
similitud de la secuencia entre los dominios de las subunidades las caspasas se
dividen en tres grupos: grupo inflamatorio (1, 4, 5,11, 12, 13, 14), grupo iniciador
(8,9, 10) y grupo efector (3, 6 y 7) 34).

La procaspasa es inactiva y una vez que sufre dos roturas proteoliticas se separan
las tres subunidades. La grande y la pequefia forman un heterodimero por union
de sus sitios activos. La union de dos heterodimeros se verifica en direccion
opuesta con dos subunidades pequefias adyacentes rodeadas por las
subunidades grandes (figura 3) .

La capacidad proteolitica de las caspasas activas conduce a la degradacion de
una serie de proteinas que conducirdn a la muerte de la célula. Se producen
modificaciones en la membrana plasméatica con disminucién de la adhesion a otras
células y a la matriz extracelular, condensacién de la cromatina, activacion de
endonucleasas (fragmentacion del DNA), ruptura de las mitocondrias con pérdida
de su contenido al citoplasma, desorganizacion del citoesqueleto con pérdida de la
forma celular y aparicion de protuberancias en la membrana plasmética (zeiosis).
Se expresan sefales (fosfatidilserina) para inducir la fagocitosis y se activan
proteinas especificas para preparar a la célula en el blogueo de las funciones

metabolicas (11g).
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Hay diferentes vias que conducen a la activacién de las caspasas. Una es la
intrinseca, mediada por el estrés celular o por lesiébn en el DNA y la otra es la
extrinseca, mediada por ligandos que se unen a sus receptores en la superficie

celular (s7).

Procaspasa Caspasa activa

-ll'.- :“-ﬁ':.

i

prodominio grande pequena

i

o

*lh

o

B!

Figura 3. Activacion de procaspasa. Tomado de Cascales Angosto, M; 2003.

En la via intrinseca mitocondrial las modificaciones del equilibrio interno de la
célula provocan alteraciones en el potencial de la membrana mitocondrial
asociado a un desacoplamiento de la cadena de transporte electrénico y sintesis
de adenosintrifosfato (ATP). La permeabilidad de la membrana mitocondrial esta
controlada por un poro complejo conocido como megacanal mitocondrial que
mantiene la homeostasis de la matriz mitocondrial. La apertura de este canal
poliproteico conduce a la liberacion al citoplasma de diversas proteinas
apoptogénicas como el citocromo c¢, AIF (factor inductor de apoptosis), la
endonucleasa G, Smac/ DIABLO, la serinproteasa Omi/Htr A2, entre otras.
Ademas se genera un flujo de calcio y se liberan ROS (especies reactivas de
Oxigeno) (g1).

El citocromo c interacciona con la proteina citosdlica Apaf-1 (factor activador de
proteasas apoptoticas) e induce la unién del dATP a Apaf-1, el cual se activa y
expone una superficie de oligomerizacién. Varias unidades Apaf-1 se unen
formando el apoptosoma dejando la zona CARD (dominio de reclutamiento de las

caspasas) en el centro, que es donde va a unirse la procaspasa 9. La misma sufre
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una autoprotedlisis, se activa y activa a su vez, a la cascada de las caspasas
efectoras (za).

Otra de las proteinas liberada de la mitocondria es AIF que una vez en el
citoplasma se transloca al nicleo y activa a la poli ADP ribosa polimerasa (PARP-I).
Como resultado el DNA se fragmenta de forma independiente de la actividad de
las caspasas. Cuando Smac/DIABLO se libera al citoplasma interacciona con
inhibidores enddgenos de las caspasas (IAP) neutralizandolos y por lo tanto,
previniendo el bloqueo de la apoptosis.

Si bien la mitocondria desempeiia un rol central en la via intrinseca, no es la Unica
organela implicada. Los lisososmas y el reticulo endoplasmético liberan otros
factores de muerte como catepsinas, calpainas y otras proteasas. Asi el estrés del
reticulo endoplasmético, que se caracteriza por la alteracion de la homeostasis del
calcio y por la acumulacion de proteinas incorrectamente plegadas, activa la
procaspasa 12 localizada en la cara citosolica del reticulo endoplasmaético. La
caspasa 12 activa provoca la activacién de la caspasa 9 y ésta de la 3, pero de
forma independiente del citocromo c. Ademas la liberacion de calcio también
induce la activacion de calpainas que normalmente estan en su forma inactiva
como zimdgenos (gy).

Otra via intrinseca de induccién del proceso apoptético se inicia por dafios en el
DNA. Las respuestas celulares a dafios genéticos estdn mediadas por quinasas,
de las que se destacan ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) y la proteinquinasa
dependiente de DNA (DNA-PK). Ambas dirigen una serie de respuestas como la
detencion del ciclo celular para que se repare el DNA o si el dafio es excesivo,
para que se induzca la apoptosis. El factor de transcripcion p53 esta implicado en
este control (s7).

La via extrinseca estd mediada por los receptores de muerte celular
pertenecientes a la superfamilia del receptor de TNF (TNFR) cuyos miembros
tienen en comun un dominio extracelular rico en cisteina, un dominio de
transmembrana y una secuencia en su dominio citoplasmético para acoplar el
receptor con la maquinaria apoptética. La sefial se inicia con la union del ligando

con su respectivo receptor, entre los que se encuentran FAS o CD95, TRAIL
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(DR4/DR5) y TNFR1 (52. La union del ligando provoca la homotrimerizacion del
receptor y de este modo, el receptor de muerte es capaz de reclutar proteinas
adaptadoras hacia la membrana celular. Este proceso implica la interaccion
homofilica entre los dominios de muerte (DD) de los receptores con los de las
moléculas adaptadoras (proteinas puente entre el receptor y la caspasa) como la
proteina FADD. Las moléculas adaptadoras poseen los dominios efectores de
muerte (DED), capaces de interaccionar homofilicamente con las caspasas
provocando su activacion. Se forma un complejo de sefializacion de muerte (DISC)
gue contiene a la proteina FADD y las caspasas 8 o0 10. La caspasa 8 se activa, y
desencadena a su vez, la activacion de otras caspasas, entre las que se incluyen
la caspasa 3 (caspasa ejecutora). Paralelamente, la caspasa 3 puede eliminar un
dominio de la proteina Bid amplificando la sefial de muerte celular dado que causa
dafio a la mitocondria (s7).

Por otro lado, a través de la via de receptores de muerte, la activacion de las
caspasas puede ser regulada por la proteina FLIP. Esta contiene el dominio DED,
lo que le permite unirse al prodominio de la procaspasa 8 bloqueando la
interaccion de esta caspasa con los complejos receptor proteina adaptadora e
interfiriendo con el proceso apoptotico.

La muerte apoptética es inducida reversiblemente hasta que los ejecutores de
caspasas son activados. Su activacion conduce a la degradacion de una variedad
de proteinas y a la activacion de enzimas degradadoras como las nucleasas, que
se encargan de la fragmentacion del DNA cromosdmico en sus posiciones mas
accesibles, el DNA espaciador o internucleosomico, originandose fragmentos cuyo
tamafno es multiplo de 180 pares de bases (longitud aproximada del DNA de cada
nucleosoma). Por lo que una de las “marcas” de la apoptosis es la observacion de
un patron de bandas en escalera (DNA ladder), al estudiar el DNA por
electroforesis (g7).

La PARP fue la primera proteina nuclear identificada como sustrato de las
caspasas. Esta involucrada en la reparacion de los sitios de ruptura espontanea
del DNA y ademas inhibe las endonucleasas dependientes de calcio y magnesio

gue degradan al DNA durante la apoptosis. Esta proteina mantiene la integridad
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del DNA, su degradacion provoca una reparacion reducida del DNA y un
incremento en el dafio de los cromosomas (1sy).

La DNA topoisomerasa Il es una enzima nuclear esencial para la replicacion y
reparacion del DNA. Las caspasas inactivan esta enzima y conducen a la lesion
del DNA (133)-

Las laminas A, B y C son proteinas intranucleares que mantienen la forma del
ndcleo y median las interacciones entre la cromatina y la membrana nuclear. La
degradacién de las laminas por la caspasa 6 origina la condensacion de la
cromatina y la fragmentacion nuclear (gg) (figura 4) .

En la fase final de la apoptosis las protuberancias externas de las células
formadas durante la etapa de ejecucion terminan por separarse formando los
cuerpos apoptéticos, fragmentos celulares cerrados por membrana que tienen en
su interior una variedad de organelas citoplasmaticas intactas y fragmentos
nucleares. Son caracteristicos de la apoptosis y su presencia constituye una de

las diferencias con la necrosis celular (11s).

17 |



Introduccidn

COo6) W

"
)
L/

|

Via de receptores de muerte
(uirinnmcs)

THF TRAIL
FaslL [l Wpa-a]
wid THFR (|
Fas .}_.J H. . Tﬁ-ahijl_;ﬁ‘l:mi

A L L

(FLp)

FADD, 5. Fapp  TRADD
g8 RiP

| ?E sihn gl f

o !, Treard ‘—.
W\ &
= LW

TRADD. capg

vl

caspEsa-8/10 actlya -
CASPABA INICIADORA

Via mitocendrial

Abnle )

Dialics mn
ol DN

Estrés de reticule endoplasmico

_—

= -

p— e e
- o

caspasa-12

cospasa-2 Enda G

— = FASE DE EJECUCION

E=h o [CASPASAS 3,6y 7 | 4=
@ Cdr | v Temess [ |07

disnas
L sl

U

» Fragmentacién del DNA

» Condersachin de la cromatina

= Alleracion de o estruciur nuciear

= Protrugicnes marmbranosat (bigbbing)
» Pérdida de adhesidn

» Reduccita del volumen celulsr

|= EMFOE Sledios

Figura 4. Vias de sefializacién que conducen a la apoptosis.
Tomado de Lizarbe Iracheta, M.A.; 2007.

Regulacion de la Apoptosis.

La apoptosis es controlada por proteinas implicadas en varios niveles de

sefalizacion celular

oNncosupresores (sy).

y estan codificadas por

Existen diversos activadores (citocromo c,

reguladores negativos (IAP, Hsp, Bcl-2 y BclXL)

protooncogenes y genes

smac/DIABLO, AIF, BIR3) vy

ass). La activacion del

apoptosoma se encuentra estrechamente controlado por proteinas de la familia

Bcl-2 asociadas a la mitocondria, algunas de las cuales son apoptéticas y otras

antiapoptéticas. Las células estan protegidas por los factores antiapoptéticos de la
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familia Bcl-2, los cuales limitan el reclutamiento de los componentes del
apoptosoma. Son factores antiapoptéticos la proteina Hsp70 y las IAP. La Hsp70
secuestra Apaf-1 y con ello impide la formacion del apoptosoma y las IAP
bloquean la actividad de las propias caspasas (s7).

La inhibicion de la apoptosis es importante para el mantenimiento de la
homeostasis de los organismos superiores. Durante el ciclo de vida normal las IAP
tienen una amplia capacidad antiapoptética por silenciar la actividad de las
caspasas. Su accion es bloqueada por smac/DIABLO (gy).

Existen proteinas Bcl-2 proapoptoéticas y antiapoptoéticas. La familia Bcl-2 se divide
en tres grupos segun los dominios BH que las integran:

a) Antiapoptoticas, las que comparten la homologia de secuencia en los dominios
BH1, BH2, BH3 y BH4. Por ejemplo: Bcl-2 y Bcel-XL.

b) Proapoptéticas, las que comparten la homologia de los dominios B1, B2 y B3,
por ejemplo: Bax y Bak,

c) Proapoptéticas, las que comparten la secuencia de homologia sélo en el
dominio BH3, por ejemplo Bid, Bik, y Bim.

Se demostrd que el dominio BH4 se requiere para la actividad apoptotica y que el
dominio BH3 es esencial para la actividad proapoptética.

Se observan modificaciones en el proceso de apoptosis en condiciones
fisiologicas caracterizadas por una gran proliferacion celular como en el desarrollo
embrionario y posnatal temprano, por mecanismos de accién de hormonas y
factores paréacrinos, asi como en situaciones patologicas como el estrés, cancer,

enfermedades autoinmunes o infecciones viricas.

Ciclo celular.

El ciclo celular esta constituido por una serie ordenada de acontecimientos
macromoleculares que conducen al crecimiento de la célula y a la division celular.
Todas las células se originan Unicamente de otra existente con anterioridad. De
esta manera, el ciclo celular se inicia en el instante en que aparece una nueva
célula, descendiente de otra que se divide, y termina cuando esta célula por

division subsiguiente, origina dos nuevas células hijas (s3).
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Este ciclo comprende dos periodos fundamentales: la interfase, formada por los
periodos G1, S y G2 y la division celular que puede tener lugar por mitosis en
células somaticas o meiosis en las células sexuales.

Fase G1: es la primera fase del ciclo que trascurre entre el final de una mitosis y el
inicio de la sintesis de ADN. Durante este tiempo la célula duplica su tamafio y
masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes, como resultado de
la expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo
particular. Se produce crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN.
Fase S (sintesis): en esta etapa la célula duplica su material genético para
pasarle una copia completa del genoma a cada una de sus células hijas. Al
finalizar esta etapa, el nucleo contiene el doble de proteinas nucleares y de ADN
gue al comienzo del ciclo.

Fase G2: es la fase de crecimiento del ciclo celular en la que continta la sintesis
de proteinas y ARN. Al final de este periodo se observan cambios en la estructura
celular que indican el principio de la division celular. Termina cuando la cromatina
empieza a condensarse al inicio de la mitosis, teniendo ahora cada célula el doble
contenido de cromatina.

Fase M (mitosis y citocinesis):  divisién celular en la que una célula progenitora
(célula somética) se divide en dos células hijas idénticas. Esta fase incluye la
mitosis, a su vez dividida en: profase, metafase, anafase, telofase; y la citocinesis
que se inicia ya en la telofase mitotica (g2).

Cuando las células no estan en actividad proliferante se dice que han salido del
ciclo celular y se encuentran en estado de quiescencia o fase GO. El aumento en
el numero de células de un determinado tejido es inherente a la proliferacion. Por
el contrario, en estado de quiescencia la célula cumple con todas sus funciones
especificas, al igual que en el caso anterior, pero sin duplicar su contenido
gendmico ni dividirse (figura 5).

Una instancia crucial del ciclo es el que ocurre en el punto R (restrictivo) de la fase
G1, momento en el cual la célula decide si debe continuar en el ciclo celular dando
otra ronda de division o, por el contrario, quedar en estado de quiescencia (sz).
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En células en estado GO o en G1 (punto de restriccidn), los factores E2F se
encuentran formando un complejo con una proteina con dominio “bolsillo” pRB
(proteina del retinoblastoma). Este complejo interacciona con sitios especificos en
los promotores de los genes implicados en la sintesis de DNA y reprime su
transcripcion. Los complejos cdk-ciclina que se activan en la fase G1 fosforilan a
las proteinas con “bolsillo”, las cuales se disocian del complejo, lo que favorece a
E2F para estimular la transcripcion (i4).

Por consiguiente, la regulacion de la expresion de los genes implicados en el
control del ciclo celular esta estrechamente coordinada con las sefiales
extracelulares del medio. En ausencia de factores estimuladores de Ila
transcripcion, la célula permanece en GO impidiendo la produccion de
componentes del ciclo celular. En respuesta a factores de crecimiento, la cascada
de sefales generada da lugar a la activacion de una serie de genes de forma
secuencial, lo que tendra como respuesta bioldgica la inhibicion del bloqueo del
ciclo, la entrada en G1/S y la proliferacion celular (164).

Durante el desarrollo temprano, muy pocas células abandonan el ciclo celular,
pero en estado adulto la mayoria de ellas se encuentran en estado quiescente.
Solo células especializadas como las del sistema hematopoyético, el epitelio
intestinal o hepaticas, mantienen una proliferacion activa en el organismo adulto

(98)-

21|



Introduccién

Ll
INTERFASE \
@ |
\ DIISION / >
Lo
- Mitogig ;

Figura 5. Etapas del ciclo celular.
Extraido de http://benitobios.blogspot.com.ar/2009/05/ciclo-celular.html

Reguladores del ciclo celular.

Estimuladores.

Como ocurre en muchos otros procesos celulares, para que el ciclo celular de una
célula se ponga en marcha es necesario la presencia de un estimulo que la célula
sea capaz de interpretar a través de sus receptores para poder encender la
maquinaria molecular del ciclo. Las proteinas que constituyen el estimulo o sefal
extracelular que le indica a la célula que entre en proliferacion, son conocidas
como factores de crecimiento y son producidas naturalmente por el organismo.

Los factores de crecimiento regulan la proliferacion celular a través de una
compleja red de cascadas intracelulares de sefializacion, que finalmente induce la
transcripcion de una serie de genes que son vitales para la activacion de los
complejos de control del ciclo celular. Dentro de los genes regulados se
encuentran los genes de respuesta temprana cuya transcripcion se activa
rapidamente y en ausencia de sintesis de proteinas como myc, fos y jun. La
induccidbn de estos genes se debe a modificaciones postraduccionales
(fosforilaciones) de factores especificos, implicados en la transcripcion de genes

preexistentes en la célula de forma inactiva. Estas fosforilaciones son
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responsables de la activacion transcripcional de los factores y son llevadas a cabo
por una o mas quinasas intracelulares (MAPKs, PKA, PKC), las se activan tras la
exposicion a diferentes factores de crecimiento u otros estimulos proliferativos (1s).
Los productos de los genes tempranos son a su vez, factores de transcripcion que
pueden provocar la activacion de la transcripcion de genes de respuesta
intermedia o tardia. Los productos de algunos de estos genes son reguladores del
ciclo celular.

De esta forma, el transito por las diferentes fases del ciclo celular esta dirigido por
una red de interaccion de proteinas como las enzimas de accion fosforilante
denominadas quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que forman complejos
heterodiméricos activos al unirse a sus subunidades regulatorias, las ciclinas (gg).
Las CDK4 y CDKG6 estan involucradas en el pasaje durante G1 temprano, mientras
gue CDK2 es requerida para completar G1 e iniciar la fase S.

Las dos primeras forman complejos activos sélo con las ciclinas tipo D. Por su
parte, la CDK2 es activada secuencialmente por las ciclinas tipo E durante la
transicion entre las fases G1y S, y por las ciclinas A durante la fase S.

Las ciclinas tipo D desempefian un papel importante en la integracion de las
sefiales mitdgenas y constituyen el punto de conexion entre el medio extracelular y
el ciclo celular. Una vez que los factores de crecimiento interaccionan con sus
receptores localizados en la membrana plasmatica, se dispara una cascada de
transduccién de sefiales cuyo eje principal es la via Ras/Raf/MAPK y cuyo evento
fundamental es la sintesis de ciclina D1. Esta ciclina interacciona con CDK4/6 y
permite la entrada de la célula en la fase G1 del ciclo celular. La ciclina D1 es el
blanco de la ubiquitinacion por la ligasa SCF vy, luego de su transporte desde el

nucleo al citoplasma, es degradada por el sistema de proteosomas (110).
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Inhibidores de la proliferacion celular.

Los inhibidores de las ciclinas (CKI) se dividen en dos familias, cada una de ellas
constituida por varios miembros, de acuerdo a las CDK que inhiben. La familia
INK4 consta de cuatro proteinas, pl5, pl6, pl8 y pl9, que ejercen su accion
inhibitoria sobre las CDK4 y CDK®6, uniéndose a ellas e impidiendo su asociacion
con las ciclinas de tipo D.

La familia restante, la de los inhibidores Cip/Kip, la constituyen tres miembros
conocidos como p21, p27 y p57. Estos forman complejos heterotriméricos con las
CDKy ciclinas restantes inhibiendo, de este modo, su actividad quinasa (gs).

Los principales sustratos de las CDK4/6 y CDK2 son las proteinas que se incluyen
en la familia retinoblastoma (Rb), es decir pl07 y pl130. Estas proteinas
interaccionan con la familia de factores de transcripcion E2F de modo de
mantenerlos inactivos durante la fase M y en GO. Los complejos Rb-E2F participan
en la represion de los promotores de ciertos genes, involucrados en la
proliferacion celular. Este mecanismo de represion involucra el reclutamiento, por
medio del complejo Rb-E2F, de proteinas involucradas en el mantenimiento de
una estructura cerrada de la cromatina, tales como histona deacetilasas e histona
metiltransferasas. La actividad de las proteinas Rb es modulada por la
fosforilacion secuencial catalizada por los complejos CDK4/6-ciclina D y CDK2-
ciclina E. La hiperfosforilacion de las proteinas Rb, libera las moléculas que
permanecian unidas en las isoformas hipofosforiladas de Rb, principalmente los
factores E2F, permitiendo la prosecucion hacia otras etapas del ciclo celular (gg).

Control extracelular de la division celular.

Las células de un organismo pluricelular deben ser controladas de manera que se
dividan so6lo y cuando el organismo necesite otras células, ya sea para permitir el
crecimiento de los tejidos o reponer las células perdidas. En consecuencia, para
gue una célula animal se divida, no es necesario Unicamente nutrientes, sino
también sefiales quimicas provenientes de otras células (g2).

La mayoria de las moléculas de sefializacion extracelular son proteinas solubles

secretadas por otras células o proteinas unidas a la superficie de otras células o a
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la matriz extracelular. Muchas de ellas actlan positivamente para estimular
determinados procesos, pero otras tienen una funcién inhibitoria.

Estas proteinas se dividen en tres grupos dependiendo de su funcién:

1- Mitégenos : son proteinas que estimulan la division celular contrarrestando los
mecanismos intracelulares de freno que bloquean la progresion del ciclo. Por
ejemplo: somatomedina, eritropoyetina, etc.

Estas proteinas, actian en la fase G1 para permitir la entrada de la célula a la fase
S. Los mitdgenos actian uniéndose a receptores de la membrana con actividad
tirosina-quinasa, los cuales activan la proteina G “Ras” cambiandola de su estado
unido a GDP por GTP. Esta activacion desencadena una cascada de
fosforilaciones a travées de las proteinas MAPK (quinasas activadas por
mitdgenos), las cuales transmiten el estimulo a diversas moléculas efectoras de
trascripcién produciendo la trascripcion de “genes tempranos” (entre los que
destacan los que codifican a las ciclinas de G1) y algunos de estos genes a su vez
activan la trascripcion de genes tardios. De esta manera, la via de sefializacion
Ras-MAPK trasmite sefiales extracelulares al nucleo activando la maquinaria del
ciclo celular (179).

2- Factores de crecimiento: estimulan el crecimiento celular mediante la
promocién de la sintesis y la inhibicion de proteinas y otras macromoléculas. Al
igual que la mayoria de los mitdgenos, los factores de crecimiento se unen a
receptores de superficie celular que luego activan diversas vias de sefializacion
intracelular, las cuales podran inducir aumento de la sintesis proteica o bien una
disminucion de la degradacion proteica. Todo ello conducira al crecimiento celular.
Ejemplos: factor de crecimiento transformante Beta (TGF-(3), factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I), citoquinas como:
IL-1, TNF, entre otros. (s3).

3- Factores de supervivencia: promueven la supervivencia celular por supresion
de los programas de suicidio intracelular o apoptosis. Esta necesidad de sefiales
de otras células para la supervivencia, contribuye a que las células solo
sobrevivan cuando y donde se las requiera.
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Al igual que los mitdgenos y los factores de crecimiento, los factores de
supervivencia suelen unirse a receptores de la membrana celular, lo cual activa
vias de sefializacion intracelular que inhiben la muerte celular, en general
mediante la regulacion de proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2 Algunos
factores de supervivencia son: IL-3, IGF-1 (gy).

Matriz extracelular (MEC) e interaccion célula-matr  iz.

La MEC es un complejo macromolecular dinamico y en constante remodelacion
gue se sintetiza a nivel local y que constituye una proporcion importante de
cualquier tejido. Los principales componentes de la MEC son los proteoglicanos,
las proteinas estructurales (principalmente el coldgeno) y las proteinas de
adhesion como laminina y fibronectina.

Cada una desempefia funciones de manera integrada con las demas; esto hace
que la matriz sea calificada como un verdadero complejo funcional. El colageno y
el sistema elastico constituyen la arquitectura de la matriz extracelular, las
glicoproteinas actian como moléculas de adhesion del sustrato intercelular,
importantes en las interacciones célula-célula y célula-matriz y los
glucosaminoglicanos y proteoglicanos tienen un papel fundamental en el equilibrio
hidroelectrolitico y acido basico (gz).

Con todo ello la MEC es imprescindible en la regulacion del crecimiento, el
movimiento y la diferenciacion de las células que residen en ella. En el crecimiento
y la diferenciacion celular intervienen al menos dos tipos de sefiales que actian en
conjunto. Una procede de moléculas solubles como los factores de crecimiento
polipeptidicos y los inhibidores del crecimiento, y en la otra participan
componentes insolubles de la MEC que interactian con las integrinas celulares.
La interaccion entre la MEC y los factores de crecimiento pueden influir en el
crecimiento, la movilidad, la diferenciacion y la sintesis proteica celular. Las
integrinas se unen a la MEC e interactian con el citoesqueleto en complejos de
adherencia focal. Esto puede iniciar la sintesis de segundos mensajeros
intracelulares o mediar directamente las sefiales nucleares. Los receptores de los

factores de crecimiento situados en la superficie celular también pueden iniciar las
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segundas sefales. Todos son integrados por la célula para generar distintas
respuestas, como variaciones del crecimiento, la locomocién o la diferenciacion
celular (gz).

La perturbacion de este equilibrio de interacciones célula-matriz puede provocar
pérdida de la arquitectura tisular con varias consecuencias para el tejido, por

ejemplo pérdida en los patrones de diferenciacion, proliferacion y muerte celular.

Homeostasis de la glandula adrenal.

La glandula adrenal como oOrgano que responde al estrés, esta sometida a
cambios estructurales dindmicos que incluyen la proliferacion y la muerte celular.
El balance entre estos procesos es una condicion previa para la integridad y la
funcionalidad de esta glandula (11s).

La ACTH liberada de la hipdfisis es el regulador primario del desarrollo adrenal y
del mantenimiento de la homeostasis a través de la produccion y secrecion de
hormonas esteroideas. La ACTH ejerce su efecto principalmente a través de la
proteina G unida a su receptor presente en la membrana plasmética de las células
de la corteza adrenal gg. Las células adrenocorticales producen tres grupos de
hormonas esteroideas, los mineralocorticoides en la zona glomerular, y los
glucocorticoides y las hormonas sexuales en la zona fascicular y reticular
respectivamente (7s).

Las células corticales de los mamiferos adultos tienen escasa actividad
proliferativa y toman un considerable tiempo para ser renovadas, lo cual trae
aparejado dificultades para investigar la dinamica de su proliferacion.
Originalmente la ACTH fue considerada por tener un efecto antiproliferativo en la
adrenal; aunque recientemente, se ha descripto que podria tener un efecto
proliferativo actuando por medio de otra cascada de sefiales. Esto es relevante en
humanos y animales sometidos a estrés cronico, dado que el incremento de los
niveles de ACTH trae aparejado la hiperplasia de la corteza adrenal (sy).
Actualmente se desconoce si las células adrenocorticales productoras de
diferentes clases de esteroides se originan de la misma célula progenitora y

cuanto tiempo demoran estas ceélulas en ser renovadas. De este modo, la
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clarificacién de la cinética celular de la corteza adrenal es importante no sélo para
dilucidar su biologia celular sino también en relacion con aspectos clinicos y
patoldgicos de la homeostasis esteroidea. En este contexto las teorias corrientes
de la zonalizacion adrenal (174) deben ser revisadas para hacer una reinterpretacion
sobre la regulacién de la apoptosis y de la proliferacion celular, bajo la luz de

nuevos hallazgos sobre estos procesos

Teorias de zonalizacion adrenal.

Estas teorias intentan explicar el fenomeno de mantenimiento de la homeostasis
estructural y la relacion entre la proliferacion y la muerte celular (174. Estan
basadas en observaciones histolégicas de mamiferos recién nacidos o bajo
condiciones experimentales como manipulacion farmacoldgica, castracion o
adrenalectomia unilateral, para inducir incrementos de la proliferacion en la
corteza adrenal, ya que el recambio celular en la glandula adrenal de mamiferos
adultos es lento en condiciones normales (zs).

Teoria de la migracion: describe la proliferacion de células corticales en la parte
externa de la corteza, migracién y diferenciacion de células de la zona glomerular
a células fasciculares y éstas a reticulares. Estas Ultimas degeneran y mueren (73
Estos hallazgos son sustentados por la deteccion autorradiografica de células en
fase S con un incremento de la actividad mitética. Investigaciones con deprivacion
de ACTH y estrés toxico demostraron un incremento del recambio celular (174).
Teoria de la transformacion:  sugiere dos direcciones de transformacion,
considerando el reemplazo del tejido zonal por células proliferantes de la zona
intermedia. La misma se ubica entre la zona glomerular y fascicular y la migracion
de estas células se produce en dos direcciones opuestas; por un lado hacia la
meédula, y por otro lado hacia la capsula. Esta transformacion puede suceder
localmente entre las zonas glomerular y fascicular o entre la fascicular y reticular,
respectivamente (174).

Teoria zonal: sostiene que la proliferacién ocurre en las tres zonas, basado en la
observacion de células en fase S marcadas con timidina tritiada y por otro lado,

gue la apoptosis se presenta en todas las zonas de la corteza. De acuerdo a este
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concepto, cada zona puede ser regulada localmente sin afectar a las otras en su

comportamiento funcional (150 (figura 6) .

ACTH ACTH ACTH ACTH ACTH AcTh ACTH

Zona fasaculal

ACTH

Zowa fasciculata Zoma lasaculata

Zona fasaculata

Zona reticuls

A) MIGRATION A) MIGRATION B) TRANSFORMATION C) ZONAL THEORY
THEORY THEORY FIELD THEORY
1. WITHOUT 2. WITH

ZONA INTERMEDIA

Figura 6. Teorias de zonalizacién adrenal.
Tomado de Wolkersdorfer, G. y Bornstein, S.; 1998.

Algunas consideraciones sobre el estrés crénico.

Cuando se aplica un estrés cronico intermitente de intensidad suficiente como la
inmovilizacion se observa un aumento en el tamafio de la glandula adrenal, mucho
mas evidente siempre en el peso relativo debido a la pérdida de peso del animal,
que esté en relacion con un incremento maximo de CORT en respuesta al efecto
trofico de la liberacion de ACTH. El aumento de tamafio de las adrenales va
acompafado de un incremento de la respuesta (“in vivo” e “in vitro”) de la corteza
adrenal ala ACTH (1y).

En estudios clinicos en animales y humanos se ha comprobado que los niveles
circulantes de ACTH tienen una correlacion positiva con el tamafio de la adrenal y

que la hipersecrecion cronica de ACTH induce hiperplasia difusa bilateral (gs).
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Bajo condiciones de estrés cronico no se ha determinado si el aumento de peso
adrenal es producido por hipertrofia o hiperplasia, ni si el crecimiento celular se
presenta en todas las zonas de la corteza o con predominio en alguna de ellas.

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, con la finalidad de
correlacionar los efectos del estrés cronico sobre las concentraciones plasmaticas
de las principales hormonas que ejercen su accion sobre la corteza adrenal, se
demostro que:

1- los niveles plasmaticos de CORT luego de 24 horas de exposicion al estrés
por IMO, en los dias 12, 15, 17, 19 y 21 de la gestacion fueron mayores en
las RE que en las RC del mismo dia de la prefiez en todos los tiempos
estudiados (13s).

2- Los niveles plasméticos de PRL en el dia 17 de la gestacidén se presentaron
elevados en las RE con respecto a las RC (14¢).

3- Los niveles plasmaticos de estrogenos se presentaron en mayor

concentracion en el dia 17 de la gestacidon en las RE con respecto a las RC

(146)-
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HIPOTESIS

Teniendo en cuenta el aumento de peso de las glandulas adrenales y los niveles
plasméaticos de PRL, CORT y estrogenos en la segunda mitad de la gestacion,
acompafnado de interacciones complejas de factores hormonales, paracrinos y
autocrinos que intervienen en la homeostasis de los tejidos adultos para regular su
masa celular se postula que el estrés cronico provoca modificaciones en los
procesos de proliferacion y apoptosis en las glandulas adrenales de ratas en la

segunda mitad de la gestacion.
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OBJETIVO GENERAL:
Analizar los efectos del estrés cronico sobre la apoptosis y la proliferacion celular
en la corteza adrenal de ratas gestantes durante la segunda mitad de la gestacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Determinar el indice apoptético en la corteza adrenal de madres controles y
estresadas con la técnica inmunocitoquimica de caspasa-3 activada.

2) Determinar el indice de proliferacion celular en la corteza adrenal de madres
controles y estresadas con las técnicas inmunocitoquimicas de Antigeno de
proliferacion celular y de Bromodeoxiuridina.

3) Comprobar las caracteristicas ultraestructurales de la apoptosis en la corteza
adrenal de animales controles y estresados con técnicas de microscopia

electrénica de transmision.
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Capitulo 2

MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Animales y condiciones de bioterio.

Se manejaron los animales de acuerdo a las Normativas Internacionales para el
cuidado y uso de acuerdo a los principios de cuidado de animales de laboratorio.
http://www.nih.gov/sigs/bioethics). (NIH publicat. 8523, revised 1985).

Los animales de experimentacion se obtuvieron de la cepa perteneciente al
bioterio del Departamento de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, el
cual dispone de salas de cria, de aislamiento de los animales controles, salas de
estrés y de muestreo, entre otras dependencias.

Se utilizaron ratas hembras albinas primiparas de la cepa Wistar, de 90 a 120 dias
de edad, de 200 a 300 gramos de peso corporal al inicio del experimento. Fueron
alojadas de a tres ejemplares por jaula y mantenidas bajo condiciones estandar de
bioterio: temperatura de 22 + 2° C, fotoperiodo controlado (12 horas luz, de 7.30
a.m. a 7.30 p.m.), humedad ambiente, con alimentacién e hidratacion ad-libitum.
Las ratas fueron cicladas por medio de colpocitogramas en fresco para determinar
el dia del estro, por la mafiana, entre las 10 y 11 horas. Las hembras en proestro
se mantuvieron por el término de 12 a 18 horas con un macho de la misma cepa.
Al dia siguiente se comprobd si existian espermatozoides en el fluido vaginal. Si el
hallazgo fue positivo, se considerdo como el dia cero de la gestacion a los fines de
sacrificio programado. Las hembras prefiadas se separaron en dos grupos: control
(RC) y experimental (RE). Las hembras del grupo control permanecieron en sus

jaulas hasta el momento del sacrificio.
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Tratamiento experimental.

En el laboratorio de estrés perteneciente al bioterio, a las RE se les aplico
sesiones de estrés por inmovilizaciéon (IMO) en plancha, tablas de madera de 20 x
20 cm con cuatro soportes de metal como apoya-miembros en sus respectivos
angulos, donde se sujetaron las extremidades del animal por medio de cinta
adhesiva en posicion prona, segun el método descripto por Michajlovskij y col. (1gg).
De esta forma se logré una restriccion de movimientos, siendo considerado un
estimulo de estrés intenso.

Cada hembra recibié una sesion de estrés a partir del cuarto dia de la gestacion;
por 45 minutos, con una frecuencia en dias alternados y a horarios diferentes
durante el dia, a fin de evitar adaptacion o habituacion, hasta el dia previo al
sacrificio.

En nuestro modelo experimental el estrés por IMO aplicado se caracteriza por ser
un estrés de tipo mixto, cronico, intermitente, variable, de fuerte intensidad,

impredecible e incontrolable  (gg).

Obtencién de material:

El sacrificio de las ratas se realizd por decapitacion, entre las 10 y 11 horas a los
12, 17 y 21 dias de gestacion, obteniéndose un minimo de 5 ratas de cada grupo
(control y estrés) por edad gestacional.

No se realiz6 anestesia porgue el éter, compuestos de amonio, barbitdricos y otros
anestésicos provocan alteraciones en SNC actuando como estresores ().
Posteriormente al sacrificio se extrajeron las adrenales, se fijaron en formol
bufferado y se procesaron con la técnica histolégica para microscopia Optica
consistente en: fijacion, deshidratacién, penetracion con solventes orgéanicos,
parafinizacion, cortes seriados con micrétomo Reicher-Young 2035 y montaje en
portaobjetos con adhesivo Vectabond.

Se procesaron tres portaobjetos por animal; teniendo cada uno tres cortes de la
misma glandula pero a distinto nivel de la corteza adrenal.

Para la determinacion inmunocitoquimica de PCNA y caspasa 3 se formaron los

grupos (control y estrés) por cada edad gestacional. Para el experimento de
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determinacion de proliferacién con BrDU se formaron los siguientes grupos: ratas
controles inyectadas con solucion fisioldgica (CF), ratas controles inyectadas con
BrDU (CBrDU), ratas estresadas inyectadas con solucién fisiologica (EF) y ratas
estresadas inyectadas con BrDU (EBrDU).

Para cada una de las técnicas inmunocitoquimicas se utilizaron 270 cortes

histologicos obtenidos de la corteza adrenal de las RC y RE.

Técnica inmunocitoquimica para la determinacion de Caspasa 3 activada (3o,
128)-

1) Desparafinizacion con dos bafios en xilol de 15 minutos cada uno.

2) Bafio de alcohol/xilol de 10 minutos, seguido de bafios en alcoholes en serie
decreciente (100°, 96° y 70°) de 10 minutos cada uno.

3) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

4) Recuperacion antigénica en microondas durante 6 minutos a 850 w.

5) Bloqueo de peroxidasas endogenas con peréxido de hidrégeno al 20% durante
30 minutos.

6) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

7) Bloqueo de anticuerpos inespecificos con suero de caballo (Vector) durante 30
minutos.

8) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

9) Primer anticuerpo (anti-Caspasa 3 activada, anticuerpo policlonal de conejo
Chemicon International) 1:10 en cAmara humeda a temperatura ambiente durante
24 horas.

10) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

11) Segundo anticuerpo (Vectastain ABC elite kit-6200, Vector) durante 30
minutos en camara hiumeda a temperatura ambiente.

12) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

13) Tercer anticuerpo (Vectastain ABC elite kit-6200, Vector). Se cubrieron los
portaobjetos y se incubaron por 1 hora en camara himeda a temperatura
ambiente.

14) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.
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15) Revelado con 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Vector).

16) Coloracion de contraste nuclear con verde de metilo al 1% en acetato de
sodio, durante 5 minutos.

17) Deshidratacion en una serie creciente de alcoholes, (70°, 90°, 96° y 100°) de
10 minutos en cada uno.

18) Bafio de alcohol/xilol de 10 minutos.

19) Dos bafios de xilol de 20 minutos cada uno.

19) Montaje con DPX.

Fundamento: La caspasa 3 es sintetizada como una proenzima inactiva que es
procesada por protedlisis en células en apoptosis. El procesamiento de la caspasa
3 consiste en la asociacion de las subunidades pequefia (12 kDa) y grande (17
kDa) para formar la enzima activa. La caspasa 3 activa degrada y activa a otras
caspasas que tienen diferentes sustratos en la célula apoptdtica. La unidn
enzimatica anticuerpo-peroxidasa genera una coloracion permanente, intensa y
localizada del sustrato cromogénico que provee una deteccion sensible en
inmunocitoquimica.

Se realizé el control positivo en cortes de tejido de glandula mamaria postdestete
y para el control negativo se realizd la técnica convencional en tejido adrenal

exceptuando la colocacién del primer anticuerpo.

Técnica inmunocitoquimica para la determinacion del Antigeno Nuclear de
Proliferacion Celular (PCNA) (30, 38).

1) Desparafinizacion con dos bafios en xilol de 15 minutos cada uno.

2) Bafio de alcohol/xilol de 10 minutos, seguido de bafios en alcoholes en serie
decreciente (100°, 96° y 70°) de 10 minutos cada uno.

3) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

4) Bloqueo de peroxidasas enddégenas con peréxido de hidrégeno al 20% durante
30 minutos.

6) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.
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7) Blogueo de anticuerpos inespecificos con blotto (leche descremada en polvo al
5% en PBS + triton al 1%) durante 30 minutos.

8) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

9) Primer anticuerpo anti-PCNA, anticuerpo monoclonal de ratén (Enzo Diagnostic)
1:50, en camara humeda a 4° C durante 24 horas.

10) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

11) Segundo anticuerpo (Vectastain ABC elite kit-6200, Vector) durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente.

12) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

13) Tercer anticuerpo (Vectastain ABC elite kit-6200, Vector) durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente.

14) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

15) Revelado con 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Vector).

16) Coloracion de contraste nuclear con verde de metilo al 1% en acetato de
sodio, durante 5 minutos.

17) Deshidratacion en una serie creciente de alcoholes, (70°, 90°, 96° y 100°) de
10 minutos en cada uno.

18) Bafio de alcohol/xilol de 10 minutos.

19) Dos bafios de xilol de 20 minutos cada uno

20) Montaje con DPX.

Fundamento: EIl PCNA es una proteina accesoria de la DNA polimerasa, esencial
para la sintesis del DNA y su sintesis alcanza el maximo durante la fase S del ciclo
celular. El anticuerpo PC10 puede utilizarse como un indicador de la proliferacion
celular que reacciona con PCNA de todas las especies vertebradas y colorea las
células en proliferaciéon en un amplio rango de tejido.

Se realiz6 el control positivo en cortes de tejido de intestino delgado y para el
control negativo se realizé la técnica convencional en tejido adrenal exceptuando

la colocacion del primer anticuerpo.

Técnica inmunocitoquimica para la determinacion de BrDU (3o, 38).
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Veinticuatro horas previas al momento del sacrificio (12, 17 y 21 dias de la
gestacion) se realizaron en los grupos correspondientes la inyeccidn
intraperitoneal de 5-bromo-2"~ deoxiuridina (100 mg/kg; Sigma). Posteriormente se
siguieron los siguientes pasos:

1) desparafinizacion con dos bafios en xilol de 15 minutos cada uno.

2) Bafio de alcohol/xilol de 10 minutos, seguido de bafos en alcoholes en serie
decreciente (100°, 96° y 70°) de 10 minutos cada uno.

3) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

4) Bloqueo de peroxidasas enddégenas con peréxido de hidrégeno al 30% durante
30 minutos.

6) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

7) Bafio de acido clorhidrico 2N durante 30 minutos en estufa a 37° C.

8) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

9) Bloqueo de anticuerpos inespecificos con suero de caballo (Vector) en cadmara
huimeda durante 30 minutos.

10) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

11) Primer anticuerpo anti-BrDU, anticuerpo monoclonal de raton (NCL-BrDU.
Novocastra) 1/200 durante 24 horas a 4° C en camara humeda.

12) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

13) Segundo anticuerpo (Vectastain ABC elite kit-6200, Vector) durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente.

14) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

15) Tercer anticuerpo (Vectastain ABC elite kit-6200, Vector) durante 1 hora en
camara humeda a temperatura ambiente.

14) Dos bafios con PBS de 10 minutos cada uno.

15) Revelado con 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Vector).

16) Coloracion de contraste nuclear con verde de metilo al 1% en acetato de
sodio, durante 5 minutos.

17) Deshidratacion en una serie creciente de alcoholes, (70°, 90°, 96° y 100°) de
10 minutos en cada uno.

18) Bario de alcohol/xilol de 10 minutos.
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19) Dos bafios de xilol de 20 minutos cada uno.
19) Montaje con DPX.

Fundamento: La BrDU es un analogo de la timidina que se introduce en las
células proliferantes en el DNA durante la fase S, previo a la division celular. La
coloracién inmunocitoquimica es un método apropiado para medir la proliferacion
celular y detectar nacleos celulares de diferentes especies animales, los cuales
incorporan BrDU en remplazo de timidina en su DNA.

Se realiz6 el control positivo en cortes de tejido de intestino delgado y para el
control negativo se realizé la técnica convencional en tejido adrenal exceptuando

la colocacion del primer anticuerpo.

Tecnica de Microscopia Electronica (3.

Se obtuvieron bloques de 1mm?® de grosor de tejido adrenal de las RC y RE en
cada una de las tres edades de gestacion (6 muestras en total).

1) Fijacion con glutaraldehido bufferado al 4% durante 1 hora a 4° C.

2) Lavado en buffer cacodilato pH 7,4 por 20 minutos.

3) Postfijacion con OsO,4 al 1% durante 1 hora a 4° C.

4) Tres lavados con buffer cacodilato de 10 minutos cada uno.

5) Deshidratacion con acetona en distintas concentraciones: al 30% 15 minutos, al
50%, 70% y 90% 10 minutos cada uno y dos bafios al 100% de 30 minutos cada
uno.

6) Impregnacion en acetona al 100% y resina epoxi (EPON 812) 1:1 por 18 horas
a4°C.

7) Inclusion en EPON 812 y polimerizacién a 60 °C durante 72 horas.
Posteriormente, se realizaron cortes gruesos de 1 um coloreados con azul de
toluidina para identificacion de las zonas. Se secciond con ultramicrotomo Porter
Blumm Sorval MT1-A, y las grillas montadas se contrastaron con Acetato de
Uranilo y Citrato de Plomo. Se observaron con microscopio electrénico Jeol JEM

1200 EX II. del I.NT.A. Cordoba y se realiz6 la documentacion microfotografica.
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Andlisis Estereol6gico de Imagenes.

Levantamiento de Imagenes crudas y Procesamiento de Imégenes.

Se clasific6 cada portaobjeto y se establecieron criterios para evitar la
superposicion de planos e imagenes del objeto de estudio.

De cada corte histolégico de la corteza adrenal se digitalizaron de 10 a 12
imagenes de las zonas glomerular, fascicular y reticular, constituyéndose un banco
de imagenes crudas de las RC y RE que fueron guardadas en CD-ROM. Para ello
se usO un microscopio Zeiss Axiophot de investigacion con camara digital
AxioVision Zeiss y software asociados, video-Printer Sony 3000 acoplados a
microscopio Olimpus; Software de analisis estereolégico de Imagenes Scion.

Se procesO cada una de las imagenes cuantificando las células marcadas
positivamente con el anticuerpo anti-caspasa 3 activada (en proceso de apoptosis)
y las células no marcadas con este anticuerpo (contrastadas con verde de metilo).
Se obtuvo el indice apoptotico (IA) como el cociente entre células apoptoticas y
células normales y se multiplicé por 100.

Asimismo, se cuantificaron las células marcadas en forma positiva con los
anticuerpos anti- PCNA y anti- BrDU, (en proceso de proliferacion) y las células
contrastadas con verde de metilo. Posteriormente, se obtuvo el indice de
proliferacién celular (IPC) como el cociente entre células proliferantes y células
normales y se multiplicé por 100.

Los datos obtenidos en la cuantificacion se transfirieron a una base de datos

usando el programa Excel para ser analizados estadisticamente.

Documentacion Microfotografica.
Se documentaron algunos campos de las glandulas adrenales para comprobar el
fendmeno apoptético y proliferativo mediante microfotografias obtenidas con

fotocAmara digital incorporada a microscopio Zeiss de campo claro.

Andlisis Estadistico.
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Se utilizdé el Software InfoStat con la nueva versibn que permite el ajuste de
modelos mixtos y el SAS 9.1.

Se realizd un andlisis descriptivo exploratorio para estudiar el comportamiento del
IA'y del IPC. Para la comparacion de medias entre los grupos RC y RE se utilizé el
andlisis de la varianza (ANOVA) de una via. Se utiliz6 ANOVA de tres vias para
evaluar el efecto de tratamiento, dia de gestacion y zona de la corteza adrenal y
sus interacciones. Para esto, las variables IA e IPC fueron transformadas a
logaritmo. También se trabajé con la distribucion de Poisson de un modelo
logaritmico lineal con efecto de grupo, tiempo e interacciones. Las diferencias
fueron consideradas significativas si p<0.05 (121).
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Capitulo 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: EFECTOS DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA APOPTOSIS EN
LA CORTEZA ADRENAL DE RATAS GESTANTES.

Analisis cualitativo

Las células de la corteza adrenal positivas a caspasa 3 activada se presentaron en
mayor proporcién en las zonas fascicular y reticular, siendo muy escasas en la
zona glomerular en los tres dias de la gestacién estudiados (Figuras 7 y 8).

Tanto en las RC como en las RE las células positivas a caspasa 3 activada se
observaron en mayor proporcion a los 12 dias de la gestacién y fueron

disminuyendo a medida que progreso la gestacion.

= R N O L e

Figura 7: Microfotografia éptica de las zonas fasc icular y reticular de la corteza adrenal de
rata control de 12 dias de gestacion con caspasa 3 activada y verde de metilo (400x).

Las flechas indican células inmunomarcadas con caspasa 3 activada.
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Figura 8: Microfotografia éptica de las zonas fasci  cular y reticular de la corteza adrenal de
rata estresada de 12 dias de gestacion con caspasa 3 activada y verde de metilo (400x).
La flecha indican célula inmunomarcadas con caspasa 3 activada.

Resultados Estadisticos

1- Indice apoptoético en la corteza adrenal de ratas ~ gestantes.

18 -
16 - *
14 -
12 -

10

Indice Apoptotico

12 dias 17 dias 21 dias

Dias de Gestacion

Figura 9. indice apoptético en la corteza adrenal de ratas co  ntroles.
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14
12 |
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Indice Apoptotico

12 dias 17 dias 21 dias

Dias de Gestacion

Figura 10. indice apopt6tico en la corteza adrenal de ratas estresadas.

m Control
18 4 m Estrés

Indice Apoptético

12 dias 17 dias 21 dias

Dias de Gestacion

Figura 11. Interaccion del tratamient 0y dia de gestacién sobre el indice apoptético.

Los resultados obtenidos evidenciaron que el IA se comport6é de la misma forma

en las RC y RE; disminuyé a medida que progreso la gestacion. Se presentaron
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diferencias significativas del IA entre los dias 12 vs.17 y 12 vs. 21 (p<0.05) en
ambos grupos. No se presentaron diferencias entre los dias 17 y 21 dias de la
gestacion (figuras 9 y 10).

No se evidencio interaccion significativa en el 1A con el tratamiento y el dia de la

gestacion (figura 11).

2. indice apoptotico en cada zona de la corteza adr  enal de ratas gestantes.

m Control
W Estrés

Indice Apoptético
O P N W b OO N 00 ©

LT 11

12 dias 17 dias 21 dias

Dias de Gestacion

Figura 12. indice apoptético de la  zona glomerular de ratas gestantes.
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W Control
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Figura 13. indice apoptético de la  zona fascicular de ratas gestantes.
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Figura 14. indice apoptdtico de la  zona reticular de ratas gestantes.

Los resultados obtenidos evidenciaron que no se presentaron diferencias
significativas en el 1A en la zona glomerular (figura 12), fascicular (figura 13) y
reticular (figura 14) de las RC y RE en ninguna de las tres edades estudiadas.
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3. indice apoptético en las diferentes zonas de la corteza adrenal de ratas

gestantes.

@ Glomerular
| Fascicular
* O Reticular

35 4 —L

40 +

30 +
25 A
20 *
15 -

Indice Apoptético

5 * *

12 dias 17 dias 21 dias

Dias de Gestacion

Figura 15. indice apoptético en la corteza adrenal de RC gestantes.
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Dias de gestacion

Figura 16. indice apoptético en la co rteza adrenal de RE gestantes.
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Los resultados obtenidos evidenciaron que en las RC el IA se incrementa desde la
zona glomerular hasta la reticular, donde alcanza los valores mas elevados.

En el dia 12 el IA de la zona reticular fue significativamente mayor (p<0.05) con
respecto a las zonas fascicular y glomerular, mientras que estas dos Ultimas zonas
no presentaron diferencias significativas entre si. En el dia 17 el 1A present6
diferencias significativas entre las tres zonas de la corteza adrenal y en el dia 21 el
IA de la zona glomerular fue significativamente menor (p<0.05) con respecto a las
dos zonas restantes, sin encontrarse diferencias significativas entre las zonas
fascicular y reticular (figura 15).

En las RE el IA se incrementa desde la zona glomerular y presenta los valores
mas elevados en la zona reticular. En el dia 12 el valor del IA entre las tres zonas
no presentd diferencias significativas. Mientras que en el dia 17 y 21 el IA de la
zona glomerular fue significativamente menor (p<0.05) con respecto a las dos
zonas restantes. No se presentaron diferencias significativas entre las zonas

fascicular y reticular (figura 16).

4. Interaccion de la zona y el tratamiento sobre el indice apoptotico en 12, 17

y 21 dias de gestacion.

O Control
W Estrés
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O
B8 254
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8 20+
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o 15 A
O
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Glomerular Fascicular Reticular

Zonas de la corteza adrenal

Figura 17. indice apoptético en la corteza a  drenal de ratas de 12 dias de gestacion.
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Indice Apoptético
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Zonas de la corteza adrenal

Figura 18. indice apoptotico en la co rteza adrenal de ratas de 17 dias de gestacion.
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Figura 19. indice apoptético en la ¢ orteza adrenal de ratas de 21 dias de gestacion.
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Los resultados obtenidos evidenciaron que en el dia 12 y 21 de la gestacion no
hubo interaccion entre la zona y el tratamiento sobre el IA (figuras 17 y 19).

En el dia 17 de la gestacion hubo interaccion entre la zona fascicular y reticular
con el tratamiento estrés sobre el IA. El IA de las RE fue significativamente menor

con respecto a las RC (figura 18).
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EXPERIMENTO 2: EFECTOS DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA
PROLIFERACION EN LA CORTEZA ADRENAL DE RATAS GESTAN TES CON
LA TECNICA DE PCNA.

Analisis Cualitativo

Los nucleos marcados con PCNA se distribuyeron en las tres zonas de la corteza
adrenal siendo mas abundante su presencia en las zonas glomerular y fascicular
(Figuras 20 y 21).

Alos 12 y 17 dias de la gestacion los nucleos marcados con PCNA se observaron
en menor proporcion en las RE. Mientras que a los 21 dias se distribuyeron en

forma uniforme en ambos grupos.
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Figura 20. Microfotografia 6ptica de las  zonas glomerular y fascicular de la corteza
adrenal de rata control de 17 dias de ges tacion con PCNA y verde de metilo (400x).

Las flechas indican nucleos inmunomarcados con PCNA.
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Figura 21. Microfotografia 6ptica de la z

ona fascicular de la corteza adrenal de rata

estresada de 17 dias de gestacion con PCN Ay verde de metilo (400x).

Las flechas indican nicleos inmunomarcados con PCNA.

Resultados estadisticos.

5. indice de proliferacion en la corteza adrenal de

Indice Proliferativo

Figura 22. indice proliferativo en la corteza adrenal de ratas
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Figura 23. indice prolifera tivo en la corteza adrenal de ratas estresadas.
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Figura 24. Interaccién del tratamiento y dia de gestacion sobr e el indice proliferativo.

Los resultados obtenidos evidenciaron que el IP en las RC no presento diferencias
significativas en ninguno de los tres dias de la gestacion estudiados (figura 22). En

las RE el IP presentd diferencias significativas en los dias 12 y 17 vs. el dia 21
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(p<0.05). No se presentaron diferencias entre los dias 12 y 17 de la gestacion
(figura 23).

Los resultados obtenidos evidenciaron que se presentd interaccion entre el
tratamiento y dia de gestacion, siendo significativa (p<0.001) en los dias 12 y 17.

Mientras que en el dia 21 no se presento interaccion (figura 24).

6. indice proliferativo en cada zona de la corteza  adrenal de ratas gestantes.

@ Control
M Estrés

2,5+

*

Indice Proliferativo

12 dias 17 dias 21 dias

Dias de gestacion

Figura 25. indice proliferativo en la  zona glomerular de ratas gestantes.

Los resultados obtenidos evidenciaron que el IP se comport6 de diferente manera
a lo largo de la gestacion. A los 12 dias no hubo diferencias significativas en la
zona glomerular de las RC y las RE. Mientras que a los 17 dias el IP de las RE
presentd una disminucion significativa con respecto a las RC y a los 21 dias el IP

de las RE present6 un aumento significativo con respecto a las RC (figura 25).
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Figura 26. indice proliferativo en | a zona fascicular de ratas gestantes.
Los resultados obtenidos evidenciaron que a los 12 y 17 dias el IP present6 una

disminucion significativa en la zona fascicular de las RE con respecto a las RC

mientras que a los 21 dias no hubo diferencias entre ambos grupos (figura 26).
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Figura 27. indice proliferativo en la zona reticula  r de ratas gestantes.
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Los resultados obtenidos evidenciaron que a los 12 y 17 dias el IP de las RE
presentd una disminucion significativa con respecto a las RC, mientras que a los
21 dias no hubo diferencias significativas en la zona reticular de las RC y las RE
(figura 27).

7. indice proliferativo en las diferentes zonas de la corteza adrenal de ratas
gestantes.

Los resultados obtenidos evidenciaron que en las RC y las RE el IP de la zona
reticular presentd una disminucion significativa (p<0.001) con respecto a las zonas

glomerular y fascicular en los tres dias de la gestacion (figuras 28 y 29).
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Figura 28. indice proliferativo en la cor  teza adrenal de ratas controles gestantes.
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Figura 29. indice proliferativo en la corteza adren  al de ratas estresadas gestantes.

8. Interaccion de la zona y el tratamiento sobre el indice proliferativo en 12,

17 y 21 dias de gestacion.
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Figura 30. indice proliferativo en la corte  za adrenal de ratas de 12 dias de gestacion.
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Figura 31. indice proliferativo en la corte ~ za adrenal de ratas de 17 dias de gestacion.
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Figura 32. indice proliferativo en la corteza adren  al de ratas de 21 dias de gestacion.
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Los resultados obtenidos evidenciaron que en el dia 12 de gestacion hubo
interaccion entre la zona fascicular y reticular con el tratamiento estrés sobre el IP.
El IP de las RE fue significativamente menor con respecto a las RC (figura 30).

En el dia 17 de gestacion hubo interaccion entre la zona glomerular, fascicular y
reticular con el tratamiento estrés sobre el IP. El IP de las RE fue
significativamente menor con respecto a las RC (figura 31).

En el dia 21 de la gestacién no hubo interaccion entre las zonas de la corteza

adrenal con el tratamiento estrés sobre el IP (figura 32).
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EXPERIMENTO 3: EFECTOS DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA
PROLIFERACION EN LA CORTEZA ADRENAL DE RATAS GESTAN TES
MEDIANTE LA TECNICA DE BrDU.

Analisis Cualitativo

Teniendo en cuenta que en material y métodos se propuso dos grupos (uno estres
y otro control sin inyeccion de BrDU); se realiz6 una prueba de dos preparados de
cada grupo con la aplicacion del anticuerpo anti-BrDU para determinar si la
inyeccion provocaba alguna alteracion ocasionada por el estrés, dando ambos
resultados negativos.

Los ndcleos marcados con BrDU se presentaron en mayor proporcion en las
zonas glomerular y fascicular, siendo mas escasos en la zona reticular en los tres
dias de la gestacion estudiados, y al igual que con PCNA, su distribucion fue
menor en las RE.

= &

‘:'r*f-;-.

@

Figura 33. Microfotografia 6ptica d e las zonas glomerular y fascicular de la corteza
adrenal de rata control de 12 dias de gestacién con BrDU y verde de metilo (400x).

Las flechas indican nlcleos inmunomarcados con BRdU.
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Figura 34. Microfotografia 6ptica de |

as zonas glomerular y fascicular de la corteza

adrenal de rata estresada de 12 dias d e gestacion con BrDU y verde de metilo (400x).

Las flechas indican nicleos inmunomarcados con BRdU.

Resultados estadisticos

9. indice de proliferacion en la corteza adrenal de
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Figura 36. indice proliferativo en la corteza adrenal de ratas estresadas.
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Figura 37. Interaccién del tratamiento y dia de gestacién sobr e el indice proliferativo.

Los resultados obtenidos evidenciaron que el IP en las RC no presenté diferencias

significativas en ninguno de los tres dias de la gestacion (figura 35). Mientras que
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en las RE el IP presento diferencias significativas en los tres dias de la gestacion.
En el dia 17 se encontrd los menores valores de IP y en el dia 21 se presentaron
los valores mas elevados (figura 36).

Se presenté interaccion entre el tratamiento y el dia de la gestacion, siendo
significativa (p<0.001) en los dias 12 y 17. Mientras que en el dia 21 no hubo

interaccion (figura 37).

10. indice proliferativo en cada zona de la corteza  adrenal de ratas gestantes.
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Figura 38. indice proliferativo en  la zona glomerular de ratas gestantes.
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Figura 39. indice proliferativo  en la zona fascicular de ratas gestantes.
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Figura 40. indice proliferativo  en la zona reticular de ratas gestantes.
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Los resultados obtenidos evidenciaron que a los 12 y 21 dias no hubo diferencias
en la zona glomerular de las RC y las RE. Mientras que a los 17 dias el IP de las
RE presentd una disminucion significativa con respecto a las RC (figura 38).

El IP se comport6é de diferente manera a lo largo de la gestacion, a los 12 y 17
dias presenté una disminucion significativa en la zona fascicular de las RE con
respecto a las RC, mientras que a los 21 dias no hubo diferencias entre ambos
grupos (figura 39).

El IP de la zona reticular no present6 diferencias significativas entre las RC y las

RE en ninguno de los tres dias de la gestacion estudiados (figura 40).

11. indice proliferativo en las diferentes zonas de la corteza adrenal de ratas

gestantes.
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Figura 41. indice proliferativo en cort  eza adrenal de ratas controles gestantes.
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Figura 42. indice proliferativo en corteza  adrenal de ratas estresadas gestantes.

Los resultados obtenidos evidenciaron que en las RC en el dia 12 el IP presentd
diferencias significativas entre las tres zonas de la corteza adrenal. Mientras que
en el dia 17 y 21 el IP de la zona reticular fue significativamente menor (p<0.001)
con respecto a las zonas glomerular y fascicular. Estas dos ultimas zonas no
presentaron diferencias significativas entre si (figura 41).

En las RE el IP de la zona reticular presentd una disminucion significativa
(p<0.001) con respecto a las zonas glomerular y fascicular de la corteza adrenal

en los tres dias de la gestacion estudiados (figura 42).
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12. Interaccion de la zona y el tratamiento sobre e | indice proliferativo en 12,

17 y 21 dias de gestacion.
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Figura 43. indice proliferativo en la corteza adre  nal de ratas de 12 dias de gestacion.
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Figura 44. indice proliferativo en la corteza adre  nal de ratas de 17 dias de gestacion.
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Figura 45. indice proliferativo en la corteza adren  al de ratas de 21 dias de gestacion.

Los resultados obtenidos evidenciaron que en el dia 12 de la gestacion hubo
interaccion entre la zona fascicular con el tratamiento estrés sobre el IP. El IP de
las RE fue significativamente menor con respecto a las RC. En las zonas
glomerular y reticular no se presenté interaccion con el tratamiento (figura 43).

En el dia 17 de la gestacion hubo interaccion entre las zonas glomerular y
fascicular con el tratamiento estrés sobre el IP. El IP de las RE fue
significativamente menor con respecto a las RC. En la zona reticular no se
presento interaccion con el tratamiento (figura 44).

En el dia 21 de la gestacion no hubo interaccion entre las zonas de la corteza

adrenal y el tratamiento sobre el IP (figura 45).
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EXPERIMENTO 4: EFECTOS DEL ESTRES CRONICO SOBRE LA APOPTOSIS
EN LA CORTEZA ADRENAL DE RATAS GESTANTES CON LA TEC NICA DE
MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Como resultados de la realizacion del tercer objetivo se obtuvieron las siguientes

microfotografias Opticas y electronicas:
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Figura 46. Microfotografia 6ptica de un  corte grueso (1 um) de la corteza adrenal
de rata control de 12 dias de gestacion  con Azul de Toluidina (750x).

Flechas continuas: nlcleos apoptéticos.

Flechas discontinuas: ndcleos normales.

Esta microfotografia éptica corresponde a un campo de la corteza adrenal en una
region de transicion entre las zonas fasciculada y reticular, que muestra las
caracteristicas morfolégicas de nucleos celulares normales con distribucién
homogénea de la eucromatina y heterocromatina, y presencia de nucléolos como
asi también, ndcleos apoptoticos con condensacion y fragmentacion de la

cromatina y picnosis.
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mi

Figura 47. Microfotografia electrénica de un  ndcleo con caracteristicas normales
de la zona fasciculada de la corteza adre nal de rata control de 17 dias.
Barra: 1 ym. (8.000x).

REL: reticulo endoplasmaético liso
mi: mitocondrias

Microfotografia electronica de un ndcleo normal de una célula de la zona
fasciculada de la corteza adrenal, donde se observa distribucion hétero y
eucromatica caracteristica, con integridad de la membrana nuclear y presencia de
un nucléolo. El citoplasma es tipico de una célula con activa sintesis de

esteroides, con abundante reticulo endoplasmaético liso y mitocondrias.
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Figura 48. Microfotografia el ectrénica de un nucleo apoptdético de la zona
fascicular de la corteza adre nal de rata estresada. Barra: 1 pm. (8.000Xx).

P: pérdida de integridad de la membrana nuclea r
REL: reticulo endoplasmatico liso

Microfotografia electronica de un nudcleo apoptético de una célula de la zona
fasciculada de la corteza adrenal, donde se observa fragmentacion de la
cromatina, con pérdida de la integridad y de la morfologia de la membrana
nuclear. El citoplasma es tipico de una célula en activa sintesis de esteroides, con
abundante reticulo endoplasmaético liso y vacuolas de inclusion lipidicas, pero

muestra signos de condensacion y desorganizacion general.
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Figura 49. Microfotografia electrénic  a de un nicleo apoptético de la zona
reticular de la corteza adrenal de ra ta estresada. Barra: 1 pm. (8.000x).

mi: mitocondrias

VL: vacuolas lipidicas

En esta microfotografia electrénica se observa un ndcleo apoptético de una célula
de la zona reticular que presenta invaginaciones en la membrana nuclear, con
areas de fragmentacion de la cromatina. El citoplasma presenta abundantes

mitocondrias y vacuolas lipidicas.
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Figura 50. Microfotografia electrénica de macré  fago fagocitando cuerpos

apoptéticos en la zona reticular d e la corteza adrenal de rata control.
Barra: 1 pm. (8.000x).

mi: mitocondrias

En esta microfotografia electronica se evidencia un macrofago fagocitando
cuerpos apoptoticos citoplasmaticos de una célula de la zona reticular de la
corteza adrenal. Se observan diferentes organelas y restos nucleares en proceso
de autofagocitosis, con integridad de la membrana plasmatica. También se

observan mitocondrias con vacuolizaciones en su interior.
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Capitulo 4

DISCUSION

Respuesta del eje hipotdlamo-hipofiso-adrenal en si tuaciones de estrés.

A lo largo de la vida del individuo, la glandula adrenal responde continuamente a
estimulos repetidos y transitorios como las situaciones de estrés. Esta bien
establecido que las consecuencias fisiologicas y patoldgicas de la exposicion al
estrés dependen de las caracteristicas de la situacion estresante, pero también de
las diferencias individuales. Entre las primeras, la intensidad de la situacion, su
duracion, los niveles de imprevisibilidad y el grado de control sobre la situacién
juegan un papel critico. De este modo, la exposicion a eventos de estrés cronico
durante periodos como la gestacion, pueden desencadenar trastornos de
ansiedad, depresion, déficits de atencion y desequilibrios hormonales y/o
metabdlicos; muchos de los cuales estan asociados con alteraciones del eje
hipotalamo-hipoéfiso-adrenal (111).

El repertorio de respuestas de la adrenal comprende cambios no sélo en la
actividad secretoria de las células existentes, sino también en la actividad tréfica.
Tal situacion se ve reflejada en una disminucion de los procesos de apoptosis y de
proliferacién celular en la corteza adrenal, lo que indicaria que hay un menor grado
de recambio celular basal de la glandula. Sin duda, la exposicion cronica a
elevados niveles plasméaticos de CORT altera la plasticidad celular de la adrenal y
de varias areas cerebrales incluyendo el hipotdlamo, provocando alteraciones
neuroendocrinas (zu).

La respuesta al estrés comprende una amplia gama de modificaciones fisiologicas,
adquiriendo mayor relevancia las metabdlicas y neuroenddécrinas. Entre ellas se
destacan la activacion del eje SMA que da lugar a cambios cardiovasculares y a la
liberacion de CA; y la activacion del eje HHA, responsable de la liberacién de GC
al torrente sanguineo. Dado que la activacion de estos dos sistemas estd en
intima relacibn con muchas alteraciones fisiol6gicas y psicologicas, son los

sistemas fisiol6gicos mejores caracterizados (111).
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Respecto al eje HHA, el procesamiento de la informacidon concerniente a un
estimulo estresante particular converge en el PVN donde se localizan neuronas
que envian sus axones al sistema portal-hipofisario situado en la eminencia media.
Las sefiales nerviosas promueven la sintesis de CRH y de otros péptidos como la
AVP vy su liberacion al sistema portal-hipofisario, desde donde son conducidos a la
adenohipdfisis. La CRH estimula la sintesis y la liberacion de la ACTH y moléculas
derivadas de la POMC, aunque también factores hipotalamicos liberados durante
el estrés contribuyen a la liberacion de la ACTH. Dentro de los secretagogos de la
ACTH, la AVP adquiere especial relevancia, ya que es co-expresada en un
subconjunto de neuronas CRH en el PVN y su rol en la induccién de la liberacion
de la ACTH adquiere importancia después de la estimulacion sostenida del eje
HHA (119).

La activacion del eje culmina con la liberacion de CORT en la rata y de cortisol en
mamiferos, los cuales ejercen una potente retroalimentacion negativa sobre la
hipofisis, en el PVN y en areas del hipocampo para inhibir la liberacion inicial de
hormonas del eje HHA (¢7).

La exposicion a modelos de estrés cronico como la inmovilizacion provoca
incrementos del c-fos en el LC (locus coeruleus) y en el PVN del hipotalamo. Es
acompafado por una fuerte respuesta del eje HA con progresivos retornos a la
normalidad de los niveles plasmaticos de la ACTH a pesar de la persistencia de la
exposicion del estresor, mientras que bajo las mismas condiciones, la CORT se
mantiene elevada a pesar de los niveles plasmaticos basales de la ACTH. La
causa de la disociacion entre CORT y ACTH no es conocida, pero mecanismos
similares operan después de la aplicacion del mismo estresor en forma cronica
intermitente (109), COMO sucede en nuestro modelo experimental.

Los efectos de la exposicion a estresores cronicos intermitentes como la IMO en
plancha estan relacionados con la intensidad y la duracion de las exposiciones
diarias al estresor. En funcion de los resultados obtenidos en animales de
laboratorio, existen cambios fisiol6gicos en la regulacion del eje HHA como:

1) reduccion de la ingesta y de la ganancia de peso (147).
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2) Incremento de peso adrenal y mayor respuesta adrenocortical reforzada a la
ACTH, como se demostré en trabajos previos con un aumento de peso en las
adrenales de las RE a los 17 dias de la gestacion, sin mostrar diferencias en los
periodos finales de la misma @47. Esta situacion permite postular que las
funciones hormonales placentarias realizan un esfuerzo adaptativo en situaciones
de estrés intenso para permitir concluir con éxito la gestacion.

3) Incremento de la expresion de CRH y AVP en el PVN y enmascaramiento de
los receptores de GC en el hipocampo, PVN y la glandula adrenal (160).

4) Mayor respuesta “in vivo” de la ACTH a la administracion exégena de CRH (111).
5) Incrementos de los niveles plasmaticos de CORT, con niveles plasmaticos
normales de ACTH. En los trabajos realizados en nuestro laboratorio no pudimos
comprobar los niveles plasméaticos de ACTH para determinar si hubo disociacién
entre los niveles de CORT y de ACTH como demuestran otros autores (i0) pero
comprobamos aumentos de CORT en las RE en la segunda mitad de la gestacion
(135)-

6) Resistencia a la supresion del eje HHA por la administraciéon exégena de GC
(dexametasona). De hecho la prueba de supresién con dexametasona o la
combinacién de dexametasona con CRH son pruebas clasicas en el estudio de la
depresion, patologia que se caracteriza por resistencia a la retroinhibicion del eje
HHA (111)-

7) Incrementos en los niveles plasmaticos de PRL en el dia 17 de la gestacién en
las RE con respecto a las RC (146).

8) Incrementos en los niveles plasmaticos de estrégenos en el dia 17 de la
gestacion en las RE con respecto a sus controles (146).

Hasta el momento no se conoce si el aumento de los niveles de CORT vy el
reforzamiento de la respuesta adrenocortical a la ACTH en animales estresados
cronicamente es una consecuencia de la hipertrofia o la hiperplasia adrenal o, un
reflejo de modificaciones en los mecanismos fisiologicos que controlan la
secrecion adrenocortical. Se postula que la influencia de la secrecidn
adrenocortical sin modificacion en los niveles plasmaticos de la ACTH podria estar

en relacion a la inervacion adrenal (134).
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Remodelacion y homeostasis del tejido adrenal.

La subdivision histologica de la corteza adrenal en tres zonas diferentes
(glomerular, fascicular y reticular) reflejan las caracteristicas funcionales y de
desarrollo de la glandula. La corteza adrenal adulta es un 6rgano dindmico en el
cual las células senescentes son constantemente remplazadas por células que
proliferan y se diferencian en adrenocitos (142).

Si bien se conoce que la glandula adrenal adulta tiene capacidad regenerativa, el
origen de las células proliferantes es controvertido, por lo que se han postulado
distintas teorias que han proporcionado avances en los mecanismos involucrados
en la zonacién de la corteza adrenal. A la luz de estas teorias es posible dilucidar
la relacion existente entre la proliferacion celular, la diferenciacién funcional y la
apoptosis en la corteza adrenal (gg).

La teoria de la migracién propone que las células proliferantes se originan del
tejido mesenquimatico subcapsular, bajo el concepto de células madre que actian
como fuente de células indiferenciadas y colonizan la glandula. En base a estudios
citolégicos de marcacion que conducen al seguimiento del linaje celular y de la
ruta migratoria, numerosas investigaciones realizadas en ratas han demostrado la
presencia de células subcapsulares en fase S marcadas con PCNA o con BrDU,
sugiriendo que esta poblacion celular provee una fuente de células madre
progenitoras que se diferencian en las distintas zonas de la corteza adrenal y
eventualmente migran hacia el centro de la glandula (174).

Basado en la determinacion de las zonas con altos IPC, tres direcciones de
migracion alternativas han sido propuestas. Un camino de migracion unidireccional
desde la zona glomerular a la reticular; un camino bidireccional comenzando en la
zona intermedia con direccién hacia la glomerular y hacia la reticular y la
posibilidad de cordones de células formando lazos originados en la zona
intermedia y pasando por la zona glomerular hasta la médula (gg).

Todas estas alternativas de migracién determinan un alto IPC en las zonas

glomerular y fascicular y un IA elevado en la zona reticular (o).
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Asimismo, en la corteza adrenal se han establecido diferentes subpoblaciones de
células con distintas propiedades funcionales. Las células adrenocorticales que
proliferan se caracterizan por la incorporacion de BrDU en la fase S y por la falta
de expresion de enzimas esteroidogénicas tal como 33-HSD (3B hidroxiesteroide
deshidrogenasa). Contrariamente, las células que no tienen capacidad proliferante
y producen esteroides, expresan 3B-HSD como asi también el receptor de
melanocortina (MC2R). Sin embargo, en la actualidad la definicion fenotipica de
las células madre es afectada por la falta de moléculas marcadoras. De este
modo, la ausencia de marcadores de diferenciacion tal como 3B-HSD vy
posiblemente MCR-2, estd en concordancia con el concepto que en la corteza
adrenal también se encuentra una poblacion de células madre pluripotencial pero
menos diferenciadas (142).

Por otro lado, la teoria de la transformacién, la cual es compatible con la anterior,
se basa en la existencia de dos regiones de remplazo celular por medio de los
procesos de proliferacion, crecimiento y apoptosis. De acuerdo a esta teoria, una
region se localiza en el &rea de transicion entre la zona glomerular y fascicular y la
otra entre la zona fascicular y reticular. El proceso de zonacion tiene lugar en
estas regiones de transformacién, posiblemente incluyendo la totalidad de la zona
fascicular. Asi este proceso podria estar gobernado por la zona fascicular y sus
mecanismos reguladores (ieg).

Se han postulado dos procesos de transformacién: una transformacion progresiva
y una regresiva. La progresiva produce incrementos en el numero celular por
proliferacion y replicacion de células fasciculares, procesos que son activados por
mecanismos fisioldgicos; y la transformacion regresiva involucra la disminucion del
numero celular por apoptosis en estas regiones (gg).

Se ha sugerido que las células proliferantes derivan de un mismo linaje celular y el
fenotipo celular especifico de cada zona es determinado por el ambiente inmediato
a través de mecanismos paracrinos (126).

Por dltimo, la teoria zonal esta basada en la existencia de distintas zonas
funcionales y postula que cada zona adrenal se comporta en forma independiente

de las otras y mantiene su propia poblacién celular a través de células
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proliferantes, utilizando sus propios mecanismos reguladores. No se establece
ningun patron en la direccién de la proliferacion y migracion entre las zonas. De
este modo, la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y regulacion funcional se
producen “zonalmente” (gg).

Sin embargo, experimentos realizados con la enucleacion de la corteza adrenal y
posterior regeneracion cortical sugieren que no es posible que cada zona tenga
autonomia para mantener su homeostasis (24, s1).

Los resultados obtenidos en este trabajo estan en concordancia con la teoria de la
migracion celular, dado que la ocurrencia de la proliferacion es predominante en la
zona glomerular y fascicular, mientras que en la zona reticular hay un alto 1A y se
encuentran escasas células proliferantes.

Si bien la zona glomerular ha sido clasicamente definida como una zona
productora de aldosterona, en la actualidad hay evidencias que sugieren que
también desempeifia un rol fundamental en mantenimiento de la homeostasis de la
corteza adrenal.

Experimentos en ratas realizados con timidina radiactiva, pulsos de BrDU vy
marcacion con PCNA; demostraron que en la zona glomerular se encuentran
células progenitoras que proveen una reserva celular a partir de la cual se originan
células hijas que posteriormente se diferencian y migran a las diferentes zonas de
la corteza, y permiten de este modo mantener la capacidad funcional

corticoadrenal (gy).

Influencia de la regulacion hormonal sobre la vascu latura y remodelacion de
la corteza adrenal.

La corteza adrenal es uno de los 6rganos mas vascularizados del organismo.
Como otros tejidos endocrinos, esta formada por células esteroidogénicas,
nerviosas, endoteliales y de musculo liso que interactian para formar una
organizada red de capilares sanguineos que eficientemente vierten las
secreciones corticoesteroidales (11s).

Este tejido es estrictamente dependiente de la ACTH para su desarrollo,

crecimiento y mantenimiento de la homeostasis del tejido adulto. Aunque el
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mecanismo de esta hormona para ejercer esta dependencia no ha sido adn
dilucidado, se ha postulado que la ACTH directamente interactia con las células
esteroidogénicas y controla su apoptosis y proliferacion (sg). Sin embargo, también
es conocido que la ACTH inhibe | la proliferacion de células adrenocorticales
esteroidogénicas de varias especies, a través de procesos mediados por CAMP.
Por lo tanto, el efecto trofico de la ACTH podria ser indirecto y mediado por la
secrecion de factores de crecimiento que actdan en forma autécrina y paracrina,
ya que se demostré que la ACTH estimula la expresion y secrecion del VEFG
(factor de crecimiento endotelial vascular). El VEFG es un miembro de la familia
de factores angiogénicos que participa en la induccién de procesos tales como la
proliferacién, diferenciacion, migracion y supervivencia de las células endoteliales
(154)-

Un posible paradigma para explicar el control hormonal de la ACTH sobre el
crecimiento adrenocortical es que el VEFG es sintetizado por las células
enddcrinas bajo el control de la ACTH y estimula la neovascularizacion, la cual por
su parte, controla el tamafio del tejido endocrino (2g).

En un estudio con ratas tratadas con Dexametasona para comprobar el efecto de
la ACTH y de esta manera mimetizar las concentraciones plasméaticas de estas
hormonas en condiciones de estrés crénico, se comprob6 que la infusion de
Dexametasona produjo un marcado descenso de la ACTH plasmatica en las
primeras 24 horas, que fue acompafado progresivamente por la disminucion de la
proliferacion en las zonas fascicular y reticular de la corteza adrenal (en un lapso
de 14 dias), disminucion de la expresion del VEFG y presencia de células
apoptéticas durante los primeros 4 dias. Después del 4° dia no se detectaron
células apoptoticas, pero la disminucion de la red vascular y de la expresion del
VEFG fue méas acentuada. Se puede concluir que la ACTH es requerida para el
mantenimiento de la vasculatura de la corteza adrenal adulta y que la
remodelacién observada después de la deprivacion de la ACTH es causada por
cambios coordinados de los compartimentos endoteliales y esteroidogénicos.

Asimismo, la regresion de la vasculatura causada por la disminucion de la
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expresion del VEFG es un efecto secundario producido por la deprivacion de la
ACTH (154).

Caracterizacion morfoldgica del proceso apoptotico.

Segun Elmore, S. @4 la apoptosis puede ser definida como: “un proceso
coordinado, dependiente de energia, que involucra la activacion de un grupo de
proteasas denominadas caspasas y una compleja cascada de eventos que unen
el estimulo inicial con la desaparicion definitiva de la célula”.

Dentro de este proceso hay una gran cantidad de interacciones proteicas como
entrecruzamientos, rupturas y sintesis de estructuras celulares que incrementan
significativamente el consumo de energia por parte de la célula, para lograr su
efectiva degradacion y finalmente ser “reciclada” por parte de otras células (ss).

De esta forma, la muerte celular apoptoética es ejecutada en etapas organizadas lo
que refleja la presencia de vias moleculares altamente preservadas. Este proceso
se caracteriza por una serie de eventos morfologicos tipicos como el encogimiento
celular, la fragmentacion en cuerpos apoptéticos rodeados por membrana y una
rapida fagocitosis por las células vecinas (13g).

Durante muchos afios se consideré la fragmentacion internucleosomal del DNA
como el marcador principal de la apoptosis, pero con el tiempo se ha demostrado
que no todas las células que mueren por apoptosis presentan este tipo de
degradacion en el DNA (175. Actualmente la proteolisis selectiva de sustratos
celulares vitales es sefalada como el mecanismo molecular responsable de los
cambios apoptoéticos (137). Asi, la determinacion de la activacion de las moléculas
que disparan el proceso de apoptosis ha adquirido gran importancia en la
deteccion de la apoptosis. Tal es el caso de la activacion de la caspasa 3 que es
utilizada como marcador temprano de este proceso (19). Este método presenta la
gran ventaja que es un evento que tiene una alta correlacion con la induccién de la
apoptosis, por lo que no existe la incertidumbre presente con otros marcadores en
los que su presencia 0 ausencia no son determinantes en el proceso de muerte

celular programada (iss).
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Bajo condiciones fisiologicas la ocurrencia de la apoptosis es un evento
tipicamente aislado. Asi, s6lo un pequefio nimero de células apoptéticas pueden
visualizarse al mismo tiempo. La naturaleza asincronica de la muerte apoptotica
en la poblacion celular de un tejido determinado se debe principalmente a la
variabilidad en la duracién de la fase de iniciacién. La duracion de la muerte por
apoptosis en la célula ha sido estimada entre 6 y 24 horas, aunque esto puede
variar dependiendo del tipo celular . Como resultado del corto tiempo en el que
se lleva a cabo este proceso, pocas células apoptéticas estan presentes en el
mismo momento y por esta razon la importancia cuantitativa de la apoptosis puede
ser subestimada (139).

Las primeras evidencias morfologicas del inicio de la apoptosis se observan a nivel
del nacleo. Este sufre cambios dramaticos y el primero de ellos es la
condensacién de la cromatina nuclear y la formacion de masas con textura
granular y uniforme que se marginan en la superficie interna de la membrana
nuclear. La proporcion del nucleo que es ocupado por la cromatina condensada
varia segun el tipo celular, pero generalmente es menor en las células que poseen
escasa heterocromatina. Posteriormente, el nacleo se fragmenta (cariorrexis) y el
nucléolo se desintegra en particulas osmiodfilas (7g).

La fragmentacion nuclear es llevada a cabo por nucleasas enddégenas que rompen
el DNA en fragmentos oligonucleosomales de entre 180-200 pb. Esto produce el
caracteristico patron del DNA en escalera cuando se analiza por electroforesis. Sin
embargo, este patron no es visible en todos los tipos celulares ya que depende de
que la ruptura se produzca en las dos cadenas y del grado de fragmentacion (13g).
A nivel del citoplasma, una serie de eventos se producen en forma concomitante
con los cambios nucleares descriptos. En células que poseen abundante
citoplasma se produce una condensacion total del mismo. Este evento esta
usualmente asociado con la extensiva protrusion o formacion de burbujas en la
superficie celular, fenémeno que es frecuente visualizar en algunos tipos celulares
como linfocitos y timocitos. También, se pueden encontrar numerosas vacuolas
claras en el citoplasma condensado y a veces se puede observar la descarga de

su contenido por exocitosis (7).
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Las cisternas del reticulo endoplasmatico se dilatan y pueden fusionarse con la
membrana plasmatica, pero el resto de las organelas celulares permanecen
intactas en el citoplasma (43. Se produce una gran activacion de
transglutaminasas, las cuales provocan el entrecruzamiento de proteinas
citoplasmaticas que van formando polimeros (g).

La expresion de marcadores en la superficie externa de la membrana plasmatica
es un hecho caracteristico en células apoptéticas. Es conocido que la apoptosis es
un proceso de muerte en el que la integridad de la membrana se mantiene pero se
presentan cambios en su simetria. La fosfatidilserina se transloca desde la cara
interna de la membrana hacia la externa por la accion de proteinas de membrana
denominadas translocasas, facilitando el reconocimento por las células fagociticas
(162)-

Asimismo, se evidencia disminucion del tamafio celular, pérdida de elementos de
superficie como microvellosidades y de uniones celulares. Se han descripto
reducciones del volumen celular de incluso un 30%. Esto es provocado por el
movimiento de fluidos fuera de la célula debido a la inhibicion del sistema de
cotransporte de sodio, potasio y cloro (ss).

La membrana plasméatica presenta circunvoluciones y adquiere una apariencia
vesicular caracteristica. Como resultado de estas grandes invaginaciones se
forman los cuerpos apoptoéticos de tamafio y composicion variable. En algunos
casos, la célula es convertida en numerosos y pequefios cuerpos apoptoticos,
mientras que en otras, se observa uno de mayor tamafio que el resto. Estos
presentan integridad de sus membranas (son impermeables a los colorantes
vitales), mantienen sus mitocondrias intactas y contienen cuerpos densos
granulares que corresponden a restos nucleares, los cuales, también se producen
por las grandes invaginaciones de la membrana nuclear. El nUmero de fragmentos
nucleares en cada cuerpo apoptético varia ampliamente, y la presencia del
componente nuclear no es consistente con el tamafio del cuerpo apoptotico. Estos
cuerpos apoptéticos pueden ser reconocidos y rapidamente fagocitados por
células vecinas incluyendo macréfagos y células del parénquima. En cambio, los

cuerpos apoptoéticos formados en cultivo frecuentemente escapan de la fagocitosis
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y en pocas horas degeneran espontaneamente. Usualmente se hinchan y sus
membranas y organelas se destruyen, conociéndose como apoptosis secundaria o
falsa necrosis (7g).

La frecuencia con la que cada una de las fases de la apoptosis descripta puede
ser observada al microscopio electronico bajo una serie de circunstancias
particulares, dependera de la cinética del proceso y en el caso de que haya un
escaso nivel de apoptosis en el tejido, de la forma de tomar la muestra (137).

Para confirmar la apoptosis se puede observar pequefas secciones de tejidos con
la coloracion de hematoxilina/eosina (H/E) en un microscopio de luz y determinar
la presencia de células apoptéticas segun criterios morfoldégicos generales y
diferenciarlas de las células necréticas. Este es un método rapido y econémico
pero tiene la desventaja que so6lo puede detectar estados tardios de apoptosis,
ademas de ser un método altamente cualitativo y subjetivo a las capacidades del
investigador en cuanto a observacion y deteccién. A pesar de esto, la observacion
de caracteristicas morfolégicas se mantiene como un parametro clave, pues su
reconocimiento en un microscopio electrénico de transmision (TEM) es
considerado el método “estandar de oro” para confirmar el estado apoptotico en
una célula ).

Algunas de las caracteristicas que deben estar presentes en la observacion,
segun Elmore, S. 4g) son: nacleo electrodenso, fragmentacion nuclear, membrana
celular intacta, desorganizacion de organelas citoplasmaticas, vacuolas
claramente alargadas y protuberancias irregulares en la superficie celular.
Igualmente, se ha reportado que por medio de la técnica TEM es posible visualizar
la fagocitosis de cuerpos apoptoticos (ss).

En este estudio se utilizo la deteccion morfologica de la apoptosis en la corteza
adrenal, no con fines cuantitativos sino Unicamente cualitativos. Asi en las
fotografias electrénicas de las figuras 48, 49 y 50, se observaron los siguientes
cambios morfologicos tipicos de una muerte por apoptosis:

A nivel nuclear: nucleos apoptéticos con condensacion y fragmentacion de la

cromatina, pérdida de la integridad y morfologia de la membrana nuclear.
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A nivel citoplasmatico: condensacion, vacuolas de inclusion y desorganizacion
general de las organelas. También se visualizaron mitocondrias con
vacuolizaciones en su interior y cuerpos apoptoéticos citoplasmaticos con diferentes

organelas y restos nucleares en proceso de autofagocitosis.

Efectos del estrés crénico sobre la apoptosis celul ar.

Efecto del dia de gestacion sobre el IA.

Los resultados obtenidos permiten establecer como perfil de normalidad durante la
segunda mitad de la gestaciéon que el IA presenté una disminucion progresiva en
la corteza adrenal desde el dia 12 al 21 de la gestacion, lo que evidenciaria que
esta marcadamente influenciado por el dia de la gestacién. Este perfil se mantuvo

en condiciones de estrés.

Efecto de la zona sobre la apoptosis celular.

Al hacer un analisis del proceso apoptético en cada una de las zonas de la corteza
adrenal, se presentan resultados controvertidos. Blanco y col. (23, en glandulas
adrenales bajo condiciones normales de experimentacion, hallaron nudcleos
apoptoticos en las tres zonas adrenocorticales pero el mayor nimero se obtuvo en
la zona reticular. Por otro lado, Carsia y col. 35 encontraron nuicleos apoptoticos
solamente en las zonas fasciculada y reticular. Wolkersdorfer y col. (173) detectaron
nacleos apoptoéticos en las tres zonas de la corteza adrenal, pero el mayor 1A fue
hallado en la zona glomerular, seguido en orden decreciente por la zona
fasciculada y el menor IA fue detectado en la zona reticular.

En nuestro experimento se encontraron tanto en RC como en RE nucleos
apoptoticos en las tres zonas adrenocorticales, pero el IA fue mayor en la zona
reticular, disminuyo parcialmente en la zona fascicular y en la zona glomerular se
encontraron los valores mas bajos. Estos hallazgos estan en concordancia con la
Teoria de la migracion celular que describe la proliferacion de células corticales en
la parte externa de la corteza, migracion y diferenciacion de células de la zona
glomerular a células de la zona fascicular y éstas a células reticulares, donde

estas Ultimas degeneran y mueren (ies).
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De esta forma la muerte celular controlada por la glandula adrenal es esencial
para el mantenimiento de la arquitectura zonal funcional. Las células bajo el
proceso de apoptosis se encuentran principalmente en la zona reticular, por lo que

esta zona fue definida como una zona de envejecimiento y muerte celular (17,).

Relacién entre MEC y apoptosis

Se han descripto algunas funciones bioldgicas en la corteza adrenal que son
potencialmente reguladas por componentes de la matriz extracelular; actuar sobre
las células progenitoras en la via de diferenciacion celular adrenocitica, colaborar
en la migracion centripeta, participar en la formacion de la red capilar y el bloqueo
de la apoptosis tanto en el desarrollo embrionario como en la homeostasis del
tejido adulto (119).

La fibronectina y la laminina son dos proteinas que tienen propiedades de
adhesividad y quimiotaxis sobre las células adrenales, sugiriendo un rol fisiolégico
en la migracion de los adrenocitos q. Su distribucion en la corteza adrenal es
dependiente de la zona. La laminina se presenta en forma uniforme en las células
esteroidogénicas de las tres zonas; en cambio, la fibronectina es abundante en las
estructuras fibrovasculares de la capsula y la corteza (17q).

La sintesis de fibronectina producida en las células adrenocorticales es estimulada
por la ACTH, pero esta Ultima no tiene efecto en la sintesis de laminina, la cual es
estimulada por el factor de crecimiento transformante Beta (TGFB), TGFp-1,
TGFB-2 y factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2), pero no es modificada por
el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1), ni por la Ang Il (169).

La ACTH induce la expresion y secrecidon de la trombospondina 2 que se dispone
en las zonas glomerular y fascicular y esta ausente en la zona reticular, la cual
tiene a su cargo la funcion de promover la adhesion celular e inhibir el proceso
apoptotico en las zonas de la corteza adrenal donde se encuentra localizada. Por
esta razén se ha sugerido que la trombospondina 2 podria desempefiar una
accion antiapoptotica inducida por la ACTH (sg).

Efectos de la PRL y los estrégenos sobre la apoptos  is celular.
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La PRL es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada principalmente por
células de la adenohipdfisis denominadas lactotropas. Las investigaciones clinicas
sobre la accion de esta hormona, han puesto de manifiesto otras funciones
ademas de participar en el desarrollo de la glandula mamaria y la produccion de
las proteinas de la leche en la prefiez y en el posparto. Actualmente, se conocen
mas de 300 acciones biologicas vinculadas con la homeostasis del organismo. La
PRL desempefia un papel preponderante en la regulacion de otros ejes
hormonales (tiroideo, gonadotréfico), en la respuesta inmunolégica y en las
conductas de afrontamiento del estrés (s).

La PRL es regulada por el hipotdlamo mediante la accion de neurohormonas,
neurotransmisores y neuromoduladores. El eje prolactinico es el Unico que posee
en su modulacion un predominio del tono inhibitorio ). Durante mucho tiempo se
afirmo que la inhibicion se producia por la accion del factor inhibidor de PRL (PIF)
pero actualmente se conoce que la dopamina realiza el papel inhibitorio a nivel del
hipotdlamo, mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa sobre los
receptores de neuronas dopaminérgicas del nulcleo arcuato en la via
tuberoinfundibular, el cual aumenta la liberacion y el recambio de dopamina (o).

La PRL puede ser sintetizada en cualquiera de los 6rganos que poseen receptores
especificos. Sin embargo, una parte importante de la sintesis se lleva a cabo en
las células lactotropas. Ante el estimulo central, las células de la adenohipdfisis
sintetizan la PRL que viaja por el plasma hacia sus receptores especificos
localizados en casi todos los o6rganos, como hipotalamo, hipdfisis, plexos
coroideos, glandula mamaria, placenta, utero, ovario, testiculo, vesicula seminal,
tejido adiposo, musculo, rifién, higado, bazo, ganglios linfaticos, timo, médula
0sea, celulas inmunes, glandulas sudoriparas y glandula adrenal. Se ha descripto
que la glandula adrenal presenta receptores especificos para PRL en las tres
zonas de la corteza ).

Este hecho permite pensar que la PRL es una hormona que no posee un érgano
blanco especifico, pero si una heterogeneidad funcional cuyos mecanismos de

accion enddcrinos, paracrinos y autécrinos, le permiten actuar no s6lo como una
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hormona sino también como un factor de crecimiento, un inmunomodulador y/o un
neurotransmisor (os).

Esta hormona es muy labil al estrés, sus concentraciones plasmaticas se elevan
en el estrés agudo (procesos quirdrgicos, presencia de un depredador) mediante
la accion de los factores estimulantes, accion que no puede ser compensada por
los factores inhibitorios. Asimismo, se observo un aumento en las concentraciones
plasméticas de PRL durante las conductas de afrontamiento o “coping” pasivo,
pero no en los comportamientos de “coping” activo lo cual permite sospechar una
relacién de la PRL con los comportamientos pasivos ante situaciones de crisis, del
tipo de retirada, sumision y pasividad (g).

En trabajos previos se demostr6 que los valores en los niveles plasmaticos de
PRL obtenidos por radioinmunoensayo (RIA) se incrementaron significativamente
en las RE alos 17 dias de la gestacion con respecto a las RC (146).

De esta forma, el incremento de la PRL en el dia 17 de la gestacion en las RE
podria ser un factor que disminuye la apoptosis, reflejado por el menor IA hallado
en las zonas fascicular y reticular, con respecto a las RC.

Estos hallazgos se sustentan al haberse comprobado que la PRL promueve la
diferenciacién celular y disminuye la apoptosis al estimular la expresiéon de la
proteina bcl-2 antiapoptética (171). Asimismo, se demostro que la activacion de la
caspasa 3 es una caracteristica fundamental de la apoptosis inducida por GC y
que la apoptosis era inhibida en presencia de niveles plasmaéticos elevados de
PRL ().

Con respecto a los estrogenos, clasicamente han sido caracterizados como un
factor enddcrino, pero actualmente se conoce que son producidos en varios tejidos
extragonadales y que actlan localmente en forma paracrina y autocrina. Ellos
tienen un rol clave en el crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis
ejerciendo su accion en diversos tejidos como hueso, higado, glandula adrenal,
SNC y sistema reproductivo (o).

La accion de los estrogenos incluye diferentes mecanismos como efectos
genomicos clasicos asociados a receptores de estrégenos (ER) y efectos no

gendmicos que involucran sistemas de segundos mensajeros.
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Se ha establecido que las diferentes respuestas a los estrogenos son debidas a la
diversidad de receptores (de membrana y nucleares), a la variedad de sefiales que
éstos pueden activar, asi como a la naturaleza de sus células blanco ).

Los receptores de estrogenos pertenecen a una familia de proteinas que actdan
como reguladores de la transcripcion de genes por unién a secuencias especificas
del DNA. Asi, la accion de los esteroides en el genoma puede representar un
mecanismo de control especifico de la transcripcion que es utilizado por la célula
para diferentes propositos ademas de mediar la respuesta hormonal (ise).

Los ER residen en el nucleo de las células blanco y la unién del esteroide al
receptor induce un cambio conformacional del receptor que mejora su afinidad
para secuencias especificas en el DNA denominadas elementos de respuesta a
los esteroides. A su vez, esta reaccion induce cambios en la expresion de genes
que finalmente generan la sintesis de proteinas y la respuesta celular.

La expresion de ER ha sido demostrada en la glandula adrenal de monos (7q) Yy
roedores (gg). Se describieron dos tipos de receptores (a y B), los cuales son
codificados por dos genes diferentes. ERa se expresa mayormente en el tejido
reproductivo de la hembra y en la placenta, mientras que ERB se localiza en
testiculo, ovario, hipdfisis, glandula adrenal y bazo. Estos subtipos de ER difieren
no solamente en las sefiales basadas en el ligando y el elemento de respuesta,
sino que también tienen un rol diferente en la regulacion génica ().

Los efectos gendmicos involucran la sintesis de nuevas proteinas y los ER
nucleares pueden regular la transcripcion de genes mediante la modulacion de
factores de transcripcion por participar en la interaccion proteina-proteina y activar
o inhibir proteinas especificas (11s).

Con respecto a los efectos no gendmicos, los estrégenos ejercen acciones
rapidas sobre la excitabilidad de la membrana, la apertura de canales idnicos y la
sefalizaciébn de neurotransmisores con receptores acoplados a proteina G. Los
estrogenos y otros esteroides son capaces de unirse a receptores especificos en
la membrana plasmatica y estimular diferentes mecanismos de sefalizacion

intracelular .

88|



Discusion

En trabajos previos los niveles plasmaticos de estrogenos se presentaron en
mayor concentracion en el dia 17 de la gestacion en las RE con respecto a las RC
a46)- Estos datos sugieren que los estrogenos podrian causar un importante efecto
antiapoptotico en la corteza adrenal dado que en el dia 17 de la gestacion en las
zonas fascicular y reticular se presenté un menor IA en las RE con respecto a las
RC, lo que podria contribuir al aumento de peso de la glandula.

Asimismo, se comprob6 que los estrégenos disminuyen los niveles de la proteina
proapoptodtica Bax en la corteza adrenal y la fragmentacion del DNA al 50% con
respecto a su control (isg).

Es conocido que Bcl-2 es una proteina que inhibe la apoptosis y ha sido
fuertemente vinculada con la inhibicion de la muerte celular apoptética por
prevenir la pérdida de citocromo ¢ de las mitocondrias. El estradiol regula la
produccién de Bcl-2 en varios tejidos, entre los cuales se encuentra la corteza
adrenal. Existen mudltiples vias mediante las cuales los estrogenos pueden
incrementar la expresion de Bcl-2 y la regulacién del producto de este gen prueba
la existencia de una convergencia entre los efectos de sefalizacién rapida y los
clasicos. Se demostrd que el tratamiento con estradiol aumento la expresion de
ER, activd los receptores de membrana y disminuyd las actividades de las

proteasas proapoptoticas como calpaina y caspasas 3y 9 (iss).

Efectos del estrés crénico sobre la proliferacion c elular.

La modulacion de la proliferacion y la diferenciacion celular estd en intima relacion
con la regulacion de la progresion del ciclo celular. Las sefales que conducen a
las células a entrar en mitosis convergen en la regulacion de CDKs. La actividad
de las CDK esta regulada por multiples mecanismos, los cuales incluyen
incrementos de ciclinas y ensamble del complejo CDK- ciclina, fosforilacion de
quinasas Yy la presencia de inhibidores de CDK entre los que se encuentran
p27kipl y pS7Kip2 (gs).

Para caracterizar la proliferacion celular en su magnitud y distribucion en las
diferentes zonas de la corteza adrenal, se utilizo6 PCNA y BrDU como marcadores

de proliferacion celular. Al realizar la comparaciébn entre ambas técnicas
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inmunocitoquimicas, los resultados estadisticos fueron concordantes, aunque el
IPC obtenido con PCNA fue mayor que el hallado con BrDU. Esta diferencia se
debe a que la fraccion de nucleos de células marcadas con PCNA corresponde a
la poblacién de células en periodo de interfase G1 tardio, fase S temprana y en
periodo de sintesis de DNA. En cambio, la BrDU es incorporada en las células
solamente durante la sintesis y eventualmente en la reparacion del DNA,
ofreciendo aproximaciones mas certeras (ss, ss).

Si bien ambas técnicas son efectivas para evaluar el IPC hay que tener en cuenta
que los indices obtenidos con cada una de ellas no pueden emplearse como

SinGNiIMos (sg).

Efecto del dia de gestacion sobre el IPC.

El estrés cronico por IMO intermitente y repetido aplicado en la segunda mitad de
la gestacion provocé una disminucién del IPC en los dias 12 y 17, mientras que en
el dia 21 no presento diferencias significativas.

La disminucién del IPC en las RE podria estar en relacion con los resultados
obtenidos por nuestro grupo de investigacion al realizar las determinaciones de los
niveles plasmaticos de CORT luego de 24 horas de exposicién al estrés por IMO,
en los dias 12, 15, 17, 19 y 21 de la gestacion. Las RE tuvieron mayores niveles
de CORT plasmatica que los controles del mismo dia de la prefiez en todos los
tiempos estudiados (13s).

Estos resultados son explicados por el efecto que ejercen los GC sobre los IGF;
ya que se ha establecido que los tipo | se expresan en la glandula adrenal adulta,
mientras que los tipo Il se localizan en la adrenal durante la etapa fetal. Los IGF
son polipéptidos de cadena simple estructuralmente homologos a la proinsulina
que promueven el crecimiento y funcion de gran cantidad de tipos celulares de
manera autécrina, paracrina o enddécrina. El receptor de IGFI se relaciona
estructuralmente al receptor de insulina y se ha descripto que la insulina actla
como un importante regulador de su sintesis (sg).

Estos factores de crecimiento son capaces de activar o reprimir genes

determinantes especificos que promueven la supervivencia de las células, la
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proliferacion y la muerte celular cuando interaccionan con moléculas hidrofobicas
pequefias como los GC y la hormona tiroidea 1.

Se demostré que los niveles de IGF-lI estan disminuidos en respuesta a la
restriccion de nutrientes y/o hipoinsulinemia. En relacion a la hipoinsulinemia y el
estrés, es conocido que la activacion metabdlica provocada por los sistemas SMA
e HA es opuesta a los efectos de la insulina, por lo que en situaciones de estrés se
inhibiria la secrecion de esta hormona, al parecer mediante un efecto a-
adrenérgico directo a nivel de las células B del pancreas (129).

Asimismo, se ha descripto que los GC producen enmascaramiento de los IGF,
provocando una disminucion en el crecimiento celular (377 que podria verse
reflejado en la disminucion del IPC a nivel de la corteza adrenal.

Este hecho pone en evidencia el efecto perjudicial que ejerce el estrés a través de
cambios metabdlicos y hormonales maternos que incidirian en la sintesis o
expresion de los IGF, que podria deberse directamente a través de los GC
maternos y/o fetales liberados en respuesta al estrés. Al respecto, se demostro
que la CORT atraviesa la barrera placentaria en ratas (177. Los valores de los
niveles plasmaticos de CORT (135 reflejan una clara evidencia de que el estrés es
cronico, que la rata se acerca al momento de la paricion y que la IMO representa
para la rata prefiada un estimulo estresdégeno intenso aun hasta el final de la
gestacion que no posibilita el fendmeno de adaptacion o habituacion.

En situaciones de estrés se produce la activacion del eje HHA que es
caracterizada por una rapida liberacion de la ACTH, la cual estimula a su vez la
sintesis de GC en la zona fascicular de la corteza adrenal 6. Cuando el estimulo
persiste, incluso si es de alta intensidad, los niveles de hormonas HA regresan
paulatinamente a la normalidad. Sin embargo, este patrén es respetado por la
ACTH pero no por los GC, los cuales permanecen elevados (74).

La reduccién progresiva de la ACTH es debida en parte a la retroalimentacion
negativa ejercida por los GC, y por otro lado, por una disminucion del contenido de
la ACTH de la hipdfisis. Aunque Sofiez y col. (2001) sugieren que las RE
presentarian un aumento paulatino de las poblaciones corticotropas ante la

reiteracion del estresor homotipico con un aumento comprobado del contenido
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pero no necesariamente de la secrecion, justificando de esta manera la progresiva
disminucion de la respuesta de la ACTH.

De este modo, la disminucion en los niveles de la ACTH y el aumento sostenido
en las concentraciones de los GC podrian actuar inhibiendo el IPC en las zonas
fascicular y reticular en los dias 12 y 17 de la gestacion.

Se comprobd que las concentraciones plasmaticas elevadas de CORT de manera
prolongada como sucede en nuestro modelo experimental en el dia 21 de la
gestacion producen un enmascaramiento de los receptores de GC (109) y de esta

manera no se evidencia disminuciéon del IPC en las RE.

Efecto de la zona sobre la proliferacion celular.

En ratas adultas se ha descripto una regién de células madres ubicada entre las
zonas glomerular y fascicular, especialmente en ratas Sprague-Dawley,
denominada zona intermedia, cuya proliferacion esta en relacion con los niveles
plasmaticos de la ACTH (168 108). LOS resultados obtenidos en este trabajo son
parcialmente compartidos con estos antecedentes, ya que la proliferacion celular
se presentd principalmente en la zona glomerular, en menor grado en la zona
fascicular y en forma escasa y/o nula (dependiendo de la técnica
inmunocitoquimica empleada) en la zona reticular, pero no se encontro
circunscripta a una zona especifica.

Al analizar el IPC en las diferentes zonas de la corteza adrenal, se obtuvo una
disminucion significativa en la zona reticular de las RC y las RE con respecto a las
zonas glomerular y fascicular en los tres dias de la gestacion estudiados.

Estos resultados estan intimamente relacionados con los obtenidos en el 1A, ya
que se demostré que en las RC y RE es mayor en la zona reticular, disminuye
parcialmente en la zona fascicular y en la zona glomerular se encuentran los
valores mas bajos, concordando de este modo con la Teoria de la migracion
celular (174). La misma sostiene que la proliferacion de las células progenitoras esta
limitada a la parte externa de la corteza y luego de esta fase inicial de
proliferacion, los adrenocitos se desplazan en direccién centripeta hacia la parte

interna de la corteza en su limite con la médula. Este proceso tiene una duracion
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aproximada de 100 dias en la rata, donde la mitad de las células mueren en el
camino y un gran namero son eliminadas en la zona reticular por apoptosis (7s).
Durante este desplazamiento los adrenocitos adquieren distintos fenotipos
morfologicos y funcionales caracterizados por diferentes patrones de expresion de
enzimas esteroidogénicas. Las células proliferantes se diferencian al fenotipo
glomerular y adquieren la capacidad para sintetizar aldosterona bajo el control del
sistema renina-angiotensina. En el camino, otra poblacion de adrenocitos adquiere
el fenotipo fascicular y producen cortisol en humanos o CORT en roedores bajo el
control de la ACTH; y por ultimo en la parte mas interna de la corteza, la zona
reticular, los adrenocitos adquieren el fenotipo reticular, caracterizado por
sintetizar esteroides (o).

Sin embargo, se han determinado variaciones de especie en estas zonas a nivel
morfologico y funcional. Por ejemplo, se ha demostrado que los niveles de
expresion de enzimas esteroidogénicas en las zonas corticales presentan
variaciones considerables en humanos y ratas (6. Asimismo, niveles similares
son expresados en las tres zonas de la corteza adrenal en humanos, mientras que
en ratas la expresion es principalmente en las zonas glomerular y fascicular.

Los mecanismos y las moléculas implicadas en la migracién celular adrenocortical
son poco conocidos. Se establecidé que los adrenocitos se mueven en masa hacia
la médula adrenal y durante este proceso, las células van avanzando y mantienen
su microambiente. Por esta razon, la utilizacion del término “migracion” resulta
inapropiado para definir el desplazamiento de las células adrenocorticales en la
glandula, porque este proceso es claramente distinto de la migracion observada
durante la organogénesis embrionaria, donde las células van migrando y
modificando sus posiciones relativas. De este modo, es mas adecuado mencionar
este proceso como desplazamiento celular orientado (124).

El mecanismo por el cual las células se diferencian y mantienen la arquitectura de
la glandula no esta dilucidado. Algunos investigadores proponen que localmente
se liberan organizadores o morfdogenos que alcanzan diferentes concentraciones
segun la zona cortical y producen la activacion de genes involucrados en la

diferenciacién celular. Por lo tanto, la arquitectura del tejido queda determinada
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por la posicion celular en relacion al gradiente morfégeno. Sin embargo, esta
hipotesis es compleja y ofrece dificultades para definir con precision cuéles son las
sustancias que actian como morfégenos; y por otro lado, los cambios en las
concentraciones pueden ser criticas y el contacto célula-célula adquirir una
importancia fundamental (167).

En relacion con la fuerza motora que conduce a las células de la corteza adrenal a
desplazarse se han formulado dos hipétesis. Por un lado, que la presion mitética
ocurre en la region subcapsular e impulsa a las células a desplazarse hacia la
zona reticular. La segunda posibilidad es que las células migren por un gradiente
quimico de atraccion secretado por las distintas zonas de la corteza adrenal ;).
Asimismo, se ha propuesto que los componentes del tejido conectivo de la capsula
0 las células de la zona glomerular producen organizadores quimicos en
gradientes que determinan la polaridad de la glandula. Las células glomerulares
podrian adquirir su fenotipo cerca de la cdpsula donde la concentracion de los
morfégenos es alta, en cambio para el fenotipo fascicular seria necesaria una
concentracion menos elevada. Por otro lado, un gradiente quimico seria
configurado por la médula, y su secrecion determinaria la transformacion de
células fasciculares a reticulares y posiblemente, la apoptosis caracteristica de
esta region (167).

Como organizadores quimicos o morfogénos se han propuesto al neuropeptido Y
(NPY), FGF, IGF-I, neurotensina, sustancia P, y péptido intestinal vasoactivo
(VIP), los cuales son conocidos por estimular la proliferacion de las células
adrenocorticales (i66).

Es conocido que diferentes procesos (proliferacion, diferenciacion fenotipica,
apoptosis y migracion) son controlados por la ACTH y que los componentes de la
matriz extracelular pueden inducir sefiales intracelulares o interactuar con la
transduccion de sefiales de hormonas o de factores de crecimiento (124).

Asi, la laminina y en menor grado la fibronectina, son considerados agentes
quimiotacticos para las células adrenocorticales. Aunque no se puede excluir la
posibilidad que este efecto no sea inducido por la laminina, sino que sea debido a

la asociacion de ésta con péptidos quimiotacticos como por ejemplo, FGF-2 (13).
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La ACTH es esencial en este proceso, como se demostré en experimentos con
animales hipofisectomizados que presentaron atrofia adrenal reversible.

Esto lleva a especular que la laminina es una proteina quimiotactica inducida por
la ACTH que participa en el proceso de migracion centripeta. Aunque teniendo en
cuenta que la distribucion de la laminina es uniforme en las tres zonas de la
corteza adrenal, esta proteina podria considerarse como parte de un
microambiente favorable que posibilita el desplazamiento celular adrenocortical y
que la presion mitética resultante de la division celular en la zona glomerular

actuaria como la fuerza que impulsa a las células a desplazarse (124).

Efectos de la ACTH sobre la proliferacion celular.

La ACTH actta como regulador primario tanto del desarrollo fetal adrenal como de
la homeostasis de la corteza adrenal adulta y la funcidon esteroidogénica. Esta
hormona ejerce su efecto a través de su receptor (ACTHR) localizado en la
membrana plasmatica de las células adrenocorticales (17, 35).

Teniendo en cuenta la variedad de eventos bioldgicos estimulados por la ACTH en
la glandula adrenal, pareceria que estos efectos son inducidos por una variedad
de proteinas relacionadas, sintetizadas y segregadas por las diferentes zonas de
la corteza, y/o que los factores producidos localmente pueden sinergizar o
antagonizar los efectos biolégicos directos de la ACTH y generar respuestas
combinadas en las diferentes poblaciones celulares (105, 71).

Las vias y sefiales que regulan el tamafio y el nUmero de células en respuesta a la
estimulacion de la ACTH son complejas y son el motivo de multiples
investigaciones. Diferentes autores han establecido que la ACTH es una hormona
proliferativa que regula la homeostasis de la glandula adrenal adulta por la
correlacion existente entre los niveles de la ACTH circulante y el tamafio de la
corteza adrenal (114, s5. En contraste, trabajos “in vitro” indican que la ACTH es una
hormona débilmente mitogénica en la linea celular de tumor adrenocortical Y-1y
una hormona antimitdgena en lineas celulares y cultivos primarios
adrenocorticales de rata, raton y humanos (102). EStas observaciones sugieren que

“in vivo” la ACTH es una hormona mitégena indirecta, posiblemente mediada por
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otros factores paracrinos como IGF, FGF, VEFG (factor de crecimiento vascular
endotelial) los cuales ejercen una accion proliferativa en las células
adrenocorticales (167).

Bajo estimulacién con ACTH se encontraron células inmunomarcadas con PCNA
en las tres zonas de la corteza adrenal, lo que implica que el sitio de accion de la
ACTH no esta limitado a la zona glomerular. Por otro lado, la presencia de estas
células no es el resultado de la migracion de las células glomerulares, ya que las
células proliferantes tardan al menos diez dias para comenzar a migrar
centripetamente a las otras zonas corticales (107. Estos resultados ponen en
evidencia que la ACTH promueve la progresion de varios tipos de células en la
adrenal, y se comprobo el efecto de esta hormona con la marcada disminucion de
células que expresaban PCNA en la corteza adrenal al ser tratadas con
Dexametasona gs).

También se demostré que altos niveles plasmaticos de ACTH producen hipertrofia
en las células adrenocorticales. Este efecto fue observado en ratas y ratones
tratados con ACTH y en modelos genéticos que presentaban elevadas
concentraciones de ACTH, tal como ratones knockout para receptores de GC (124).
Tratamientos prolongados con ACTH estimularon la proliferacion de células de la
corteza adrenal, aunque no es claro si fue un efecto directo de la ACTH o
secundario a la hipertrofia y/o a la activacion de algun otro factor de crecimiento
@3). Contrariamente, bajos niveles de ACTH en ratones knockout para CRH vy
POMC, o en ratas hipofisectomizadas, provocd la regresion del tejido
adrenocortical con desaparicion de las células de las zonas fascicular y reticular
por apoptosis, mientras que la zona glomerular persistio y siguié secretando
aldosterona 5. En animales adrenalectomizados, la infusion de ACTH provoco
regeneracion y diferenciacién de las zonas corticales, indicando que los fenotipos
fascicular y reticular podrian ser derivados de las células glomerulares (sg).

Se comprob6 que la ACTH bloquea la progresion de las células adrenocorticales
en la fase G1 del ciclo celular e inhibe la sintesis de DNA en fase S, aun en
presencia de factores de crecimiento sg). Después de este efecto inhibitorio sobre

el crecimiento, la ACTH induce la expresion de genes asociados con la progresion
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del ciclo celular como c-fos y c-jun (g3, 163). ESte efecto dual de la ACTH es debido a
que cortos pulsos de ACTH, antes del punto de arranque en G; inducen la
progresion del ciclo celular por promover la transicion de la fase G; a la S,
incrementando la proliferacion celular (15, ¢3. Por el contrario, la exposicion
prolongada a la ACTH durante G; arresta el crecimiento celular por bloquear la
transicion de G; a lafase S (4.

Al respecto, se ha investigado el efecto de la ACTH sobre la expresion de genes
de respuesta temprana para las proteinas Jun y Fos, las cuales desempefian un
rol importante en la proliferacién adrenocortical. Se demostré que la administracion
de dosis farmacoldgicas de ACTH “in vivo”, estimulé en las zonas fascicular y
reticular un incremento en la sintesis de DNA y la expresion de c-Jun y c-Fos, que
estan asociados con la progresion del ciclo 16g). Este efecto fue inhibido en los
animales que previamente habian sido tratados con Dexametasona (17).

En condiciones de estrés crénico los altos niveles de CORT podrian actuar a nivel
de la adrenal provocando una disminucion de la proliferacion celular al bloquear la
expresion de genes involucrados en la progresion del ciclo celular.

También se estudid la regulacion de la ACTH sobre la expresion del inhibidor de
CDK, p27kipl, ya que esta involucrado en la regulacion de la diferenciacion y el
crecimiento celular adrenal gs). Las células que expresaban PCNA en la corteza
adrenal, disminuyeron al ser tratadas con Dexametasona, concomitantemente con
la expresion de p27kipl. La administracion posterior de ACTH, suprimio
rapidamente la expresion de p27kipl. Estos resultados demuestran que en
ausencia de ACTH las células pueden retirarse del ciclo celular por expresar
p27Kipl. En cambio en presencia de ACTH, la supresion de p27Kipl puede
desencadenar la progresion del ciclo celular gs).

Otro factor importante en el crecimiento adrenocortical es el FGF, que bajo la
estimulacion de ACTH, favorece la progresion de las células de la fase G; a la S,
ya que induce la expresion de c-fos y c-jun. De esta forma la ACTH y el FGF,
emplean una via de sefiales intracelulares comunes para promover la progresion

del ciclo celular (24).
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En nuestro modelo experimental, la disminucion en los niveles de la ACTH vy el
aumento sostenido en las concentraciones de los GC podrian ser los factores
responsables de la disminucion del IPC en la corteza adrenal en los dias 12 y 17

de la gestacion.

Principales factores involucrados en la proliferaci on celular.

En la zona glomerular se producen una multitud de factores que pueden actuar de
forma paracrina o autécrina. Entre estos factores se ha identificado a la
serinproteasa secretora adrenal (ASP) que actla sobre la pro-y- MSH y forma un
componente mitdgeno que favorece la proliferacion en la zona glomerular (27).

Hay muchas moléculas que intervienen en la proliferaciéon glomerular entre las
cuales se encuentran factores de crecimiento, neurotransmisores, citoquinas, pero
principalmente la Ang Il 'y la ACTH (119).

Durante la dltima década, numerosos investigadores han contribuido a dilucidar el
rol de los factores de crecimiento en la regulacion de las funciones adrenales.
Estos péptidos biologicos son multifuncionales y actian como reguladores
autocrinos o paracrinos de funciones diferenciadas s0). Recientemente, se
establecié el rol enddcrino, paracrino y autdcrino del IGF en la proliferacion de las
células adrenocorticales. La hormona de crecimiento regula los niveles de IGF-1;
con PCR se demostré que IGF-1 y 2 y sus receptores son expresados en la
glandula adrenal. IGF-1 tiene efecto en la glandula adrenal adulta, mientras que
IGF-2 es el responsable del crecimiento y desarrollo de la glandula adrenal fetal
aos). En células adrenocorticales de bovino se demostré que IGF-1 incrementa el
efecto de la ACTH sobre estas células, al producir un incremento en el nUmero de
receptores de ACTH; y por otro lado, que la ACTH incrementa la expresion del
IGF-1. Otros estudios han demostrado que el IGF-1 conjuntamente con la ACTH y
los estrogenos favorecen la proliferacion de las células de la corteza adrenal (104.
El FGF2 tiene efectos proliferativos sobre las células glomerulares pero no
presenta este efecto sobre las células fasciculares o reticulares (107). Este hallazgo
estaria en concordancia en el contexto de proponer a la zona glomerular como

sitio primario de proliferacion celular y con la teoria de la migracion en la cual las
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células adrenales pluripotenciales migran centripetamente y se diferencian en los
diferentes tipos de células adrenocorticales (1g. Sin embargo, las sefiales que
estimulan el crecimiento de la zona glomerular podrian derivar de la médula. Se
demostré6 que la Adrenomedulina es sintetizada en una variedad de tejidos
incluyendo la médula adrenal, y actia activando a MAPK 1y 2 y esto produce la
estimulacion de la proliferacion en las células glomerulares . Asimismo, se
comprobo que la Grelina y su receptor se expresan abundantemente en las zonas
corticales, sugiriendo una regulacion paracrina y autocrina de la proliferacion
adrenal (7).

NPY y proliferacion celular.

El NPY se caracteriza por actuar en la regulacién de las funciones cerebrales y en
distintos procesos fisiologicos tales como la regulacion neuroendocrina de la
emocionalidad incluyendo el estrés, la ansiedad y la depresién, la modulacion de
la liberacion de GnRH desde el hipotalamo y de LH, ACTH, vasopresina y GH
desde la hipofisis (153, 157, 161)-

Es conocido que el estrés por IMO causa incrementos en las concentraciones de
NPY a nivel de la corteza y de la médula adrenal (97, 112, 69). Sin embargo, la
mayoria de los trabajos que investigan la regulacion de NPY en esta glandula, no
discriminan entre péptido de origen cortical y medular y en otros se asume que el
origen es UOnicamente medular. Hay estudios que demostraron fibras
inmunorreactivas para NPY en la corteza adrenal de ratas, siendo mayor la
proporcion en las zonas fascicular y reticular (134).

Experimentos “in vivo” con dosis intraperitoneal de NPY administradas por un
tiempo prolongado o por perfusion continua han obtenido una disminucion de la
proliferacibn a nivel de las zonas glomerular y fascicular, acompafiado de
hipertrofia glomerular (137).

Se comprobé que la perfusién de NPY en la adrenal, produce una disminucién del
flujp sanguineo local en forma dosis dependiente, posiblemente por
vasoconstriccion arteriolar g. Esta disminucion del flujo sanguineo podria

ocasionar menor disponibilidad de factores de crecimiento que actian en la
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corteza adrenal, provocando un descenso en la proliferacibn en las células
corticoadrenales bajo situaciones de estrés.

Aunque varios estresores incrementan el NPY adrenal, no se comprobd que esto
tenga influencia en las concentraciones plasméaticas de NPY, por lo que este
péptido podria considerarse como un agente paracrino de la glandula adrenal mas

que un producto hormonal (y).

Efectos del estrés cronico sobre el crecimiento y p eso adrenal.

En la glandula adrenal adulta el crecimiento es controlado por el principio de
accion y reaccion. Se demostré que una serie de factores exégenos o endégenos
como el medio ambiente psicosocial, el sistema inmunolégico y citoquinas solubles
afectan tanto su crecimiento como su funcion (a9, es).

De esta forma, el crecimiento y la funcion pueden ser interpretados como un
concepto integrador (120), ya que el nimero y el tamafio de las células adrenales
tienen un impacto directo en su funcién. Este concepto tiene en cuenta que la
glandula adrenal es un tejido muy dinamico y que los mecanismos de crecimiento
dependen de la integracién de multiples factores, incluyendo sexo, edad, ubicacion
dentro de la corteza adrenal y también de un gran numero de condiciones
fisiologicas o psicosociales a las que puede estar sometido el individuo (gy).

Asi, de acuerdo a los diferentes estimulos que recibe, la adrenal es capaz de
actuar como un potente efector de respuestas celulares para regular su
homeostasis mediante la proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis (72).

La adrenal tiene una asombrosa capacidad para adaptarse a diferentes tipos de
estrés agudo y cronico (116). Después de la activacion central del eje HHA, la ACTH
desencadena una respuesta fisiologica y morfolégica en la corteza adrenal. Esto
produce la liberacion de GC y modificaciones estructurales en la glandula, que se
caracterizan por cambios en la vascularizacion y por la hipertrofia e hiperplasia
celular (7). Estos cambios morfologicos se reflejan a nivel ultraestructural: las
células adrenocorticales incrementan el nimero de sus mitocondrias, mientras que

las membranas internas forman un patron vesicular denso (6, 115). Ademas, hay
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incremento del reticulo endoplasmatico liso y disminucion en los liposomas que
almacenan el colesterol ().

Hay evidencias que en las ratas sometidas a estrés cronico se produce una
disociacion entre la activacion central del eje HHA y la corteza adrenal (47, 125. De
esta forma, es frecuente que los niveles de la ACTH no estén en relacidén con las
concentraciones elevadas cronicamente de los GC ni con la hiperplasia o
hipertrofia de la glandula adrenal (»5). Esta disociacion no puede ser explicada por
la cinética de las hormonas hipofisarias y adrenales y sugiere un restablecimiento
del eje HHA y/o de la presencia de mecanismos extrahipofisarios de regulacién
adrenal (17s).

Ademés de la ACTH, los péptidos derivados de la POMC vy la inervacién adrenal
han sido implicados en mediar el crecimiento adrenal s, 159) Y también podrian
estar implicados en la regulacion de los efectos del estrés cronico.

Se ha observado que el incremento de la respuesta maxima de la CORT a la
ACTH se asocia con un aumento proporcional de la masa adrenal. El
ensanchamiento de la corteza adrenal ha sido descripto después de varios tipos
de estreés cronico «, e2, 140, 141, 152). Mas especificamente, en la zona fascicular; la
hipertrofia celular ocurre después de la exposicion cronica con tolueno g3 y la
hipertrofia e hiperplasia se producen como resultado de la diabetes inducida con
Streptozotocina (13z).

Estos datos apoyan la idea que el estrés cronico induce el crecimiento adrenal de
una forma especifica dependiendo de la zona de la corteza; por lo tanto el
crecimiento y la funcidén de la adrenal pueden variar de acuerdo a cada zona en
particular (160).

Sofiez, C.A (147) evidencié que en condiciones de estrés cronico por IMO, el peso
total de las glandulas adrenales de las RE mostro una curva similar a las RC, pero
se manifesté un aumento significativo de peso a favor de las RE en el dia 17 de la
gestacion. Sin embargo, se desconocia si el mecanismo involucrado era la
hipertrofia, la hiperplasia, o la disminucion de la apoptosis celular.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede inferir que el 1A se relaciona con

el peso de las glandulas adrenales dado que en el dia 17 de la gestacién se
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presentd en las zonas fascicular y reticular un menor IA en las RE con respecto a
las RC, lo que podria contribuir al aumento de peso de la glandula.

La disminucion del IA en las RE en este dia de la gestacion, puede ser ocasionada
por el incremento en los niveles plasméticos de estrogenos y de la PRL, ya que se
comprob6 que ambas hormonas ejercen una accion antiapoptotica (iss, 171).
Asimismo, se demostré que la hiperprolactinemia produce incrementos del peso
adrenal como consecuencia de la hipertrofia celular (14s).

Ademés, en un estudio realizado en glandulas adrenales de individuos que
tuvieron como causa de muerte el suicidio, se observé un incremento significativo
del peso adrenal y un ensanchamiento a nivel de la corteza que estaba restringido
a las zonas fascicular y reticular. Con técnicas inmunocitoquimicas se comprobo
que el incremento en el tamafio adrenocortical se correlacionaba con una
disminucion en el nimero de las células apoptoticas en estas zonas (172).

Estos resultados evidencian cambios estructurales en las glandulas adrenales de
victimas de suicidio, dado que la adrenal actia como un espejo reflejando los
cambios funcionales del proceso de estrés, los cuales dejan una marca sobre la
morfologia de la glandula (17y).

Con respecto a la proliferacién, el IPC presentd una disminucién significativa en
los dias 12 y 17 de la gestacion en las zonas fascicular y reticular de las RE,
mientras que a los 21 dias no hubo diferencias entre ambos grupos.
Recientemente se ha identificado a Spexina, un polipéptido que esta involucrado
en la respuesta al estrés en la corteza adrenocortical de la rata. Si bien se expresa
en las tres zonas de la corteza, se ha evidenciado las mayores concentraciones en
las zonas fascicular y reticular. Asimismo se demostrd0 que Spexina tiene un
potente efecto inhibidor sobre la actividad proliferativa en la corteza adrenal bajo
situaciones de estrés (i)

En nuestro trabajo, el estrés crénico provocd una disminucién de los procesos de
proliferacién y apoptosis de la corteza adrenal por lo que se podria inferir que el
aumento de peso de la glandula es debido a la hipertrofia celular.

En concordancia con todos estos eventos, es posible imaginar la homeostasis

como un proceso regulador de la integridad del tejido que le posibilita al organismo
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afrontar situaciones estresantes, como asi también las demandas funcionales que
dan lugar a la replicacion, diferenciacion, migracion celular y apoptosis. Asi, la
ocurrencia de la apoptosis y la proliferacion celular en la corteza adrenal con sus
productos especificos, permiten garantizar la regulacion de todos los estadios del
desarrollo celular en las diferentes situaciones citofisiopatoldgicas a las que puede

estar sometida esta glandula.
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CONCLUSIONES

A) Con relacion al proceso de apoptosis:
Se establece como perfil de cambios inducidos por el estrés cronico durante

la segunda mitad de la gestacion que:

-El indice apoptotico total disminuye a medida que progresa la gestacion, por lo
gue estd marcadamente influenciado por el dia de la gestacion.

-El indice apoptoético total presenta una disminucion significativa en la corteza
adrenal en el dia 17 con respecto a las RC, mientras que en el dia 12 y 21 no se

presentan diferencias entre ambos grupos.

-El indice apoptotico se incrementa desde la zona glomerular a la reticular, donde
presenta los valores mas elevados. Hecho que estaria en concordancia con la

teoria de la migracion celular.

-En el dia 12 de la gestacion el indice apoptético no presenta diferencias

significativas entre las tres zonas.

-En el dia 17 y 21 de la gestacion el indice apoptético de la zona glomerular es

significativamente menor con respecto a las dos zonas restantes.

-En el dia 17 de la gestacion se presenta interaccion entre las zonas fascicular y
reticular, el tratamiento y el indice apoptotico. El indice apoptdtico de las ratas
estresadas es significativamente menor con respecto a las ratas controles, por lo
gue se puede inferir que el indice apoptotico se relaciona con el peso adrenal,
dado que en este dia se presenta un incremento del peso de la glandula

conjuntamente con un menor indice apoptotico en las zonas fascicular y reticular.
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-En los dias 12 y 21 no se presenta interaccion entre el indice apoptético, las

zonas y el tratamiento.

B) Con relacion al proceso de proliferacion celular
Se establece como perfil de cambios inducidos por el estrés cronico durante

la segunda mitad de la gestacion que:

-El indice de proliferacion celular total presenta diferencias significativas entre los
tres dias de la gestacion estudiados. Presentando los menores valores en el dia

17; mientras que en el 21 se encuentran los valores mas elevados.

Se evidencia interaccién entre el tratamiento y el dia de la gestacién. El indice de
proliferacién celular total presenta una disminucién significativa en la corteza
adrenal en los dias 12 y 17 de la gestacion, mientras que a los 21 dias no se

encuentran diferencias.

-A los 12 dias se presenta una disminucion del indice de proliferacion celular en

las zonas fascicular y reticular con PCNA; y en la zona fascicular con BrDU.

-A los 17 dias se presenta una disminucion del indice de proliferacion celular en
las tres zonas con PCNA y en las zonas glomerular y fascicular con BrDU.

-La disminucion del indice de proliferacion celular podria deberse al incremento en
los niveles plasmaticos de corticosterona los cuales actuarian inhibiendo la

expresion de genes involucrados en la progresion del ciclo celular.

C) Con respecto a los procesos de apoptosis y proli feracion celular se

concluye que:

-Los resultados obtenidos son concordantes con la teoria de la migracién celular,

dado que la ocurrencia de la proliferacion es predominante en las zonas
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glomerular y fascicular, mientras que en la zona reticular hay un alto indice

apoptotico y se encuentran escasas células proliferantes.

-El aumento de peso adrenal acompafiado de incrementos en los niveles
plasméticos de la prolactina y disminucion en los procesos de apoptosis y de
proliferacion celular permiten inferir que el mecanismo involucrado en el aumento
de peso adrenal es la hipertrofia. Por otro lado, el aumento en las concentraciones
plasméticas de estrégenos podria actuar disminuyendo el indice apoptotico y de
este modo, contribuir al incremento de peso de la glandula.
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PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta que existen complejos mecanismos de regulacion fisiolégica
gue son alterados por el estrés cronico provocando modificaciones metabdlicas y
hormonales, los cuales se ven reflejados a nivel celular disminuyendo la apoptosis
y la proliferacion celular; y en relacion a los diferentes mecanismos propuestos en
este trabajo como responsables de tales cambios, algunas de las posibilidades de
continuacion de nuestro trabajo serian determinar en la glandula adrenal:

1) factores troficos tal como IGF-1, VEFG y FGF, con el propésito de comprobar si
el estrés provoca una disminucién de los mismos.

2) NPY en la corteza adrenal para verificar si el estrés provoca un incremento del
mismo.

3) Expresion de c-fos y c-jun para comprobar si estan disminuidos en ratas
estresadas.

4) Receptores de estrégenos y expresion de bcl-2 para verificar si estan
implicados en la disminucion de la apoptosis.

5) Niveles plasmaticos de ACTH para comprobar si se presenta disociacion de la
ACTH y los GC en ratas estresadas cronicamente.

6) Relacion nucleo/citoplasma en las células de las diferentes zonas de la corteza
adrenal para comprobar la hipertrofia celular como responsable del aumento de

peso adrenal.
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Chronic Stress Effects on Adrenal Cortex Cellular
Proliferation in Pregnant Rats

Efectos del Estrés Cronico sobre la Proliferacion Celular
en la Corteza Suprarrenal en Ratas Prefiadas
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BOZZO,A.A.; SONEZ, C.A.; COBETA, I. A.; AVILA, R.; ROLANDO, A. N.; ROMANINI, M. C.; LAZARTE, M.; GAUNA, H.
F. & MUGNAINI, M. T. Chronic stress effects on adrenal cortex cellular proliferation in pregnant rats. Int. J. Morphol., 29(4):1148-
1157, 2011.

SUMMARY: Chronic stress by immobilization during pregnancy may cause alterations in mechanisms maintaining homeostasis
in the adrenal gland. The objective of this study was to quantify cellular proliferation index in the adrenal cortex during pregnancy second
half and assess the effects of chronic stress on it. Adrenal cortex proliferation index in stressed rats showed a significant decrease at 12
and 17 days of gestation, while at day 21 it did not show differences with the control treatments. Moreover, proliferation index of reticular
zones in control and experimental rats, exhibited a significant reduction in comparison to glomerular and fascicular zones of adrenal
cortex during the three gestation days studied. In conclusion, chronic stress by immobilization produces a decrease in cellular proliferation
index at 12 and 17 gestation days, which may be related to changes in plasmatic concentrations of corticosterone and prolactin and, to the
reduction of specific growth factors. Furthermore, the observed proliferation diminishment in reticular zone regarding the other cortical
zones would be consistent with the migration theory of adrenal cells.

KEY WORDS: Chronic stress; Cellular proliferation; Adrenal cortex; Pregnancy.

INTRODUCTION

Appropriate physiological responses are necessary for
the survival of every organism. Hypothalamus-pituitary-
adrenal and sympathetic adreno-medullar axes are the systems
mainly involved in maintaining homeostasis during the stress
response, and the adrenal gland is an essential organ common
to both systems (Ulrich-Lai et al., 2006). This latter gland is
subject to dynamic structural changes including cellular
proliferation and death. These two processes must be balanced
to ensure integrity and functionality of the adrenal gland
(Nussdorfer, 1986).

Several theories have been proposed to explain cellular
replacement in the different zones of the adrenal cortex. On
the one hand, migration theory describes cell proliferation in
the external part of the cortex, their migration and
differentiation from glomerular zone to fascicular zone and

from there to reticular zone where they end up degenerating
and dying (Idelman, 1978; Wolkersdorfer & Bornstein, 1998).
On the other hand, transformation theory suggests two
transformation directions considering the replacement of zonal
tissue by proliferative cells from the intermediate zone. This
latter zone is placed between glomerular and fascicular zones
and the cell migration occurs in two opposite directions:
towards the medulla and towards the capsule. The
transformation may occur locally either between glomerular
and fascicular zones or between fascicular and reticular zones
(Wolkersdorfer & Bornstein). Last but not least, zonal theory
sustains that both cellular proliferation and apoptosis occur
independently in each cortical zone. Therefore, each zone
might be locally regulated with no effects on the others
functional behavior (Swann, 1940). All these hypothesis are
based upon mammals histological observations under experi-
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mental conditions such as pharmacologic manipulation,
castration or unilateral adrenalectomy. Such experimental
conditions are needed to induce an increase of cellular
proliferation in adrenal cortex, since in normal conditions
cellular replacement in adult mammals adrenal cortex is quite
slow. However, despite the numerous studies on this topic,
there is still limited knowledge of adrenocortical cellular
kinetics (Kataoka et al., 1996).

When chronic intermittent stress of enough intensity
such as immobilization is applied, an increase in adrenal
gland size is observed. This size increase is much more
evident in relative weight due to animal loss of body mass
(Pastorino et al., 1998). This may be related to a maximum
increase in corticosterone (CORT) levels as a consequence
of the trophic effect of adrenocorticotrophine (ACTH)
hormone liberation. It is likely, although, that some other
factors may be contributing to the observed response. The
adrenal gland size increase is accompanied by an increase
of in vivo and in vitro adrenal cortex response to ACTH
(Armario & Jolin, 1989).

In clinical studies in humans and animals it was proven
that circulating levels of ACTH are positively correlated to
adrenal size and that the ACTH chronic hypersecretion indu-
ces diffuse bilateral hyperplasia of the adrenal gland
(Kobayashi et al., 2006).

ACTH is known to have a proliferative effect on
adrenal gland. It was demonstrated that its chronic liberation
induces extracellular signal regulated kinases (ERKs)
activation and that these latter play an crucial role in cellular
proliferation induction (Ferreira et al., 2007).

Under chronic stress conditions, it has not been possible
to determine neither if the increased weight in adrenal gland
is produced by hypertrophy or hyperplasia, if cellular growth
occurs everywhere in the cortex or if it is localized in only
some zones (Ulrich-Lai et al.).

The aim of this work was to determine cellular
proliferation index at the adrenal cortex of pregnant rats using
two immunocytochemical techniques: proliferating cell nu-
clear antigen and bromodeoxiuridine at 12, 17 and 21 days of
gestation, and to assess whether chronic stress is able to change
or not, the adrenal cellular proliferation.

MATERIALY METHOD

Animals used and laboratory conditions. Wistar female
rats of three to four months of age were used for the

experiment. They weighted 200 to 300 g at the beginning of
the experiment. They were maintained under controlled
laboratory conditions with food and water ad libitum,
controlled photoperiod (12/12 h. light/darkness from 7.30
AM to 7.30 PM) and temperature 20 + 2 °C (Laboratory
installations met the requirements of 6344/96 disposition
of the Administracion Nacional de Medicamentos, Alimen-
tos y Tecnologia Médica, Argentina). The Conclusions and
Recommendation on the Reduction, Refinement and
Replacement of Laboratory Animals Procedure of
Declaration of Bologna were followed for animal
experimentation. All experiments were conducted
according to the principles and procedures of the NIH Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH
publication n° 85-23, reviewed 1985; http://www.nih.gov/
sigs/bioethics).

Rats were cycled with colpocytograms and they were
mated during the proestrous with a same strain male. For
the purpose of programmed sacrifice, the pregnant day zero
was stated when spermatozoid presence in vaginal fluid was
verified. Pregnant rats were split into two groups that
remained physically separated: control (CR) and experimen-
tal (ER) rats.

Experimental Treatment. From the fourth gestation day
ER group was subject to 45 minute sessions of
immobilization (IMO) stress on boards, every other day, until
the day before sacrifice (Michajlovskij et al., 1988). CR and
ER were sacrificed by decapitation at 12, 17 and 21 days of
gestation. For Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
determination, five (5) rats per gestation age group were
used as CR and ER. For Bromodeoxiuridine (BrDU)
determination, on the other hand, four groups were formed:
control rats injected with physiological solution (C-F), con-
trol rats injected with BrDU (C-BrDU), stressed rats injected
with physiological solution (E-F) and stressed rats injected
with BrDU (E-BrDU). There was a minimum of 5 individuals
per group. In pertinent groups, an intraperitoneal injection
of 5-bromine-2’deoxiuridine (100 mg/kg; Sigma) was
applied 24 hours before sacrifice.

The adrenal glands of each pregnant rat from CR
and ER groups were extracted. They were fixed in buffered
formaldehyde and processed according to the conventional
histological technique. Alternate sections of Smm were
obtained from adrenal cortex by means of a Reichert-Young
2065 microtome and they were mounted in each slide
previously treated with Vectabond adhesive (Vector
Laboratories, Inc, Burlingame, USA). Glomerular,
fascicular and reticular zones of the adrenal cortex were
identified according to their classical histological
characteristics.
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Immunocytochemical Techniques. PCNA detection.
An indirect immunocytochemical method (Vectastain ABC
elite kit- 6200, Vector) was used in 360 sections; 180 from
CR and 180 from ER. Sections were deparaffinized and
hydrated in saline phosphate buffer (PBS) pH 7.4. Then,
endogen peroxidases were blocked with a 20% hydrogen
peroxide solution for 30 minutes. Unspecific antibodies were
neutralized with blotto (5 gr of skim milk powder solved in
100ml of PBS + 1ml of triton). Mice monoclonal antibody
(Enzo Diagnostic) diluted 1:50 in PBS (pH 7.4) for 24 hours
at 4 °C was used as primary anti-PCNA antibody. Sections
were then incubated with second and third antibodies
(Vectastain ABC elite kit- 6200, Vector) for 60 minutes at
room temperature. They were revealed with a
diaminobenzidine 3-3" tetrahydrochloride (DAB) (Vector)
solution for 3 minutes and nuclear contrast staining was
performed with 1% methyl green in sodium acetate. Finally,
sections were dehydrated, cleared and mounted with Entellan
(Merck).

BrDU detection. A direct immunocytochemical method
(Dako, LSAB + System- HRP) was used in 360 sections;
180 from CR and 180 from ER. Sections were deparaffinized
and hydrated in PBS, pH 7.4. For endogen peroxidases
blocking they were put in a 30% hydrogen peroxide solution
for 30 minutes. DNA was denaturalized with 2N
hydrochloric acid at 37 °C for 30 minutes. Unspecific
antibodies were blocked with horse serum (Vector) for 30
minutes. Mice monoclonal antibody (NCL-BrDU.
Novocastra) diluted 1:200 in PBS pH 7.4 for 24 hours at 4
°C was used as primary anti-BrDU antibody. Second and
third antibodies (Dako, LSAB + System- HRP) were
incubated for 30 minutes at room temperature. Antigen-
antibody complex was then revealed with DAB (from the
kitused) for 5 minutes. Finally, after nuclear contrast staining
with 1% green methyl in sodium acetate, sections were
dehydrated, cleared and mounted with Entellan (Merck).

For both immunocytochemical techniques, adrenal
cortex tissue without the pertinent primary antibody was used
as negative control and small intestine sections as positive
control.

Images Stereological Analysis. From each adrenal cortex
histological section 10 to 12 images from glomerular,
fascicular and reticular zones were scanned to build a raw
image data base for CR and ER. A Zeiss Axiophot
microscope with a built in AxioVision Zeiss digital camera
and associated softwares (video-Printer Sony 3000 and Scion
stereological image analysis software) was used. For each
image, the number of positively marked cells either with
anti-PCNA antibody or with anti-BrDU antibody (in
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proliferation process) was quantified. Number of unmarked
cells (contrasted with green methyl) was also quantified for
each image. Cellular proliferation index (PI) was estimated
as the ratio between proliferating and normal cells multiplied
by 100. Data obtained were transferred to a data base in
Excell software for further statistical analysis.

Statistical analysis. An exploratory and descriptive analysis
was performed to study PI behavior. One and three ways
ANOVAs were applied. A logarithmic linear model with
Poisson distribution and including, group and time effects
as well as their interactions was also applied. Differences
were considered significant at p<0.05. All statistical analyses
were performed using InfoStat y SAS 9.1 softwares.

RESULTS

Considering that in materials and methods section
the conformation of two groups was proposed (stress and
control without BrDU injection), a test was performed with
several histological slides from each group with the
application of anti-BrDU antibody in order to determine if
the injection caused any alteration by stress. Results for this
test were negative for both groups.

Qualitative analysis of adrenal cortex cellular
proliferation. PCNA marked nuclei were distributed in the
three zones of adrenal cortex, but they were more abundant
in CR than in ER at 12 and 17 days of gestation. BrDU
marked nuclei, on the other hand, were more frequently
observed in glomerular and fascicular zones and scarcer in
the reticular zone for the three gestation days studied. Simi-
lar to PCNA treatment, BrDU marked nuclei were less
frequent in ER (Figs. 1, 2, 3 and 4).

Quantitative analysis of adrenal cortex cellular
proliferation.

A. Total PI in adrenal cortex of pregnant rats.

PCNA and BrDU. A significant (p<0.001) interaction
between treatment and gestation day was observed for days
12 and 17, while no interaction was recorded for day 21
(Figs. 5 and 6).

B. PI in the different adrenal cortex zones of pregnant rats.

PCNA: Both in CR and ER, PI showed a significant
(p<0.001) decrease in reticular zone for the three gestation
days studied compared to glomerular and fascicular adrenal
cortex zones (Figs. 7 and 8).
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Fig. 1. Optic micrograph of the adrenal cortex of a control ratat 17~ Fig. 2. Optic micrograph of the adrenal cortex of a stressed rat at
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Fig. 3. Optic micrograph of the adrenal cortex of a control ratat 12 Fig. 4. Optic micrograph of the adrenal cortex of a stressed rat at

days of pregnancy treated with BrDU and stained using green 12 days of pregnancy treated with BrDU and stained using green
methyl (400x). methyl (400x).
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BrDU: PI of CR at gestation day 12 yielded significant
differences among the three adrenal cortex zones, while PI
at gestation days 17 and 21 was significantly (p<0.001) lower
in reticular zone than in glomerular and fascicular zones,
which did not show differences from each other (Fig. 9).
The reticular zone PI in ER showed a significant (p<0.001)
decrease regarding glomerular and fascicular zones for the
three gestation days studied (Fig. 10).

C. Zone-Treatment interaction effect on Pl at 12, 17 and 21
days of gestation.

PCNA: Gestation day 12: fascicular and reticular zones
showed interaction with treatment and PI. ER PI was
significantly lower than CR PI (Fig. 11).
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Fig. 13. Proliferation index with PCNA for adrenal cortex of
pregnant rats at 21 days of gestation.
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Fig. 14. Proliferation index with BrDU for adrenal cortex of
pregnant rats at 12 days of gestation.

Gestation day 17: all adrenal cortex zones showed interaction
with treatment and PI. As in gestation day 12, ER PI was
significantly lower than CR PI (Fig. 12).

Gestation day 21: no interaction was observed between
adrenal cortex zones and treatment or PI (Fig. 13).

BrDU: Gestation day 12: fascicular zone showed interaction
with treatment and PI. ER PI was significantly lower than
CR PI (Fig. 14).

Gestation day 17: glomerular and fascicular zones presented
interaction with treatment and PI. Again, ER PI was lower
than that of CR (Fig 15).

Gestation day 21: there was no evident interaction of adrenal
cortex zones neither with treatment nor with PI (Fig. 16).
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Fig. 15. Proliferation index with BrDU for adrenal cortex of
pregnant rats at 17 days of gestation.
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Fig. 16. Proliferation index with BrDU for adrenal cortex of
pregnant rats at 21 days of gestation.
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DISCUSSION

Results obtained in this study demonstrate that
chronic stress produced by repeated intermittent
immobilization applied during the second half of gestation
period causes a decrease in PI at days 12 and 17, while it has
no apparent effect at day 21. Statistical results obtained with
PCNA and BrDU techniques are consistent, although PI
estimated with PCNA is higher than the PI obtained by
BrDU. This observed difference between techniques may
be due to different marked cell populations. The fraction of
cell nuclei marked with PCNA is the cell population in late
G1, early S phase and DNA synthesis period, while BrDU
is only incorporated in cells during DNA synthesis and
repairing, offering more precise estimations (Connolly &
Bogdanfty, 1993; Baccaro et al., 2007).

The decrease in ER PI might be related to plasmatic
levels of CORT 24 hours after immobilization stress exposure
at gestation days 12, 15, 17, 19 and 21, given that stressed
pregnant rats had higher plasmatic CORT levels than con-
trol rats of the corresponding gestation day (Romanini et
al., 1999).

These results could be explained by the effect of
glucocorticoids (GC) on insulin-like growth factors, mainly
type 1 (IGF-1). These growth factors are able to activate or
repress specific genes promoting cell survival, proliferation
and death when they interact with little hydrophobic
molecules such as GC (Czech, 1989).

It has been demonstrated that IGF-1 levels diminish
in response to nutrient restriction and/or hypoinsulinemia.
Regarding hypoinsulinemia and stress, it is well known that
metabolic activation caused by sympathetic adreno-medullar
and pituitary-adrenal systems is opposite to insulin effects.
That is why in stress situations insulin secretions would be
inhibited most likely by a a-adrenergic direct effect on
pancreas b cells (Porte & Robertson, 1973).

Furthermore, it has been described that GC mask IGF
receptors, causing a decrease in cell growth (Collins et al.,
1994) that might be reflected in the observed PI reduction at
the adrenal cortex. This shows the harmful effect produced
by stress through maternal metabolic and hormonal changes
that would influence IGF synthesis and/or expression via
maternal GC and/or fetal GC liberated in response to stress.
Plasmatic levels of CORT constitute a clear evidence of
chronic stress: rat approaches delivery time and
immobilization represents an intense stressogenic stimulus
until the end of gestation, precluding adaptation or
habituation.
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In stress situations, the hypothalamus-pituitary-
adrenal axis is activated and a rapid liberation of ACTH
occurs. ACTH stimulates GC synthesis in the fascicular zone
ofthe adrenal cortex. When the stimulus persists, even when
it is highly intense, pituitary-adrenal hormones gradually
return to normal levels. However, only ACTH displays this
pattern, but not GC which remains in high levels (Marti &
Armario, 1998).

Progressive reduction of ACTH is partially due to
the negative feedback of GC and to the decrease in pituitary
ACTH content. Pathways and signals regulating cell number
and size in response to ACTH stimulation are very complex
and they are the focus of multiple current research. Several
authors have suggested that ACTH is a proliferative hormone
that acts as a primary homeostasis regulator in adult adrenal
gland, after finding a correlation between ACTH circulating
levels and adrenal cortex size. On the contrary, “in vitro”
studies have indicated that ACTH is a weakly mitogenic
hormone in adrenocortical Y-1 tumor cells and anti-
mitogenic hormone in cell lines and primary adrenocortical
cultures from rats, mice and humans (Mattos & Lotfi, 2005).
These observations suggest that “in vivo”, ACTH is an
indirect mitogenic hormone, likely mediated by other
paracrine factors such as IGF and fibroblastic growth factor
(FGF), which have a proliferative effect on adrenocortical
cells (Vinson & Ho, 1998).

ACTH blocks progression of adrenocortical cells in
G1 phase and inhibits DNA synthesis in S phase, even in
presence of growth factors. After this inhibiting effect, ACTH
induces expression of genes associated with cell cycle
progression such as c-fos and c-jun. However, it is not clear
yet whether the latter is a direct effect of ACTH or ifitis a
consequence of the hypertrophy and/or activation of some
growth factor (Viard et al., 1994).

It was also demonstrated that high ACTH plasmatic
levels cause hypertrophy in adrenocortical cells (Vinson,
2003). This was observed in rats and mice treated with ACTH
and, in genetic models with high concentrations of ACTH
like knockout mice for GC receptors. In contrast, low
plasmatic levels of ACTH in knockout mice for CRH and
POMC or, in hypophysectomized rats, cause adrenocortical
tissue regression with persistence of glomerular zone cells
and disappearance of fascicular and reticular zone cells by
apoptosis (Bland et al., 2003).

ACTH exhibits this dual effect since in short inputs
before the onset point in G1, it induces cell cycle progression
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by promoting transition from G1 to S phase increasing
cellular proliferation. On the contrary, a prolonged exposure
to ACTH during G1 arrests cell growth by blocking transition
to S phase (Bland et al.)

Another important factor in adrenocortical growth is
FGF, which under ACTH stimulation, favors cells
progression from G1 to S phase, since it induces c-fos and
c-jun expression. Therefore, ACTH and FGF employ a
common pathway of intracellular signals to promote cell
cycle progression (Bland et al.). In our experimental model,
the decrease in ACTH levels and the sustained increase in
GC concentrations could be responsible for PI diminishment
in adrenal cortex at 12 and 17 days of gestation. It was also
proven, that prolonged high plasmatic concentrations of
CORT as it occurs at gestation day 21, mask GC (Mizoguchi
et al., 2001) receptors and that would be the reason why
there were no evident PI changes in ER at this point.

CR and ER reticular PI showed a significant decrease
regarding glomerular and fascicular zones of adrenal cortex
at the three gestation days studied. These results would be
related to those obtained for apoptotic index (Al) both in
CR and ER, since it was demonstrated that the latter shows
high values in reticular zone, followed by fascicular zone
and lastly by glomerular zone, where the lowest values are
observed (unpublished data). These findings would be in
agreement with migration theory of adrenal cells.

It was proven that parental cells proliferation is
limited to the outer part of the cortex and that then adrenal
cells move in centripetal direction towards the cortex inner
part limiting the medulla. This process lasts approximately
100 days in rats. Approximately a half of cells dies during
migration and a large number of them are eliminated by
apoptosis in the reticular zone (Feige et al., 1998).

PI at gestation day 12 in fascicular and reticular zones
with PCNA and in fascicular zone with BrDU showed a
significant reduction in ER compared to CR, while at
gestation day 17 the three adrenocortical zones with PCNA
and the glomerular and fascicular zones with BrDU showed
a significant decrease in ER. Baccaro et al. demonstrated
that when administrating pharmacological doses of ACTH
in vivo, fascicular and reticular zones showed an increase in
DNA synthesis and in the expression of early response genes
for Jun and Fos proteins related to cycle progression.
However, this effect was inhibited when animals were
previously treated with dexametasone (Baccaro ef al.). In
chronic stress conditions, high CORT levels may act in the
adrenal gland causing a decrease in cellular proliferation by
blocking the expression of genes involved in cell cycle
progression.

Immobilization stress produces an increase in Y
neuropeptide (NPY) concentrations at adrenal cortex and
medulla. Most studies about adrenal NPY regulation do not
differentiate cortical from medullar peptide. Others assume
that the origin is only medullar. Some authors however, have
found immunoreactive fibers for NPY at the adrenal cortex
of rats with higher proportions in fascicular and reticular
zones (Renshaw & Hinson, 2001).

In vivo experiments with intraperitoneal doses of NPY
administrated for a prolonged time or by continuous
perfusion have obtained a proliferation reduction at
glomerular and fascicular zones accompanied by glomerular
hypertrophy (Renshaw & Hinson). It was demonstrated that
NPY perfusion into the adrenal gland diminishes local blood
flow in a dose-dependent way, probably through arteriolar
vasoconstriction (Renshaw & Hinson). This diminishment
of blood flow may cause a lower availability of growth
factors acting at the adrenal cortex and producing a decrease
in adrenocortical cellular proliferation under stress
conditions.

Although several stress factors increase adrenal NPY,
it still has not been proven that this may influence NPY
plasmatic concentrations, so this peptide may be considered
a paracrine agent of adrenal gland instead of a hormonal
product (Bernet ef al., 1998).

Spexine, a polipeptide involved in stress response in
adrenocortical rat cortex, was recently identified. Although
it is expressed in the three zones of adrenal cortex, it has
been found in higher concentrations in both fascicular and
reticular zones. Moreover, it has been demonstrated that
Spexine has a strong inhibiting effect upon proliferative
activity at the adrenal cortex under stress conditions
(Rucinski ef al., 2010).

In previous studies it was demonstrated that adrenal
glands total weight in ER showed a similar curve to that of
CR, but there was a significant weight increase in ER at
gestation day 17 (Sofiez, 2001). However, if the mechanism
responsible for that weight increase was hypertrophy,
hyperplasia or decreased cellular apoptosis remained
unknown.

It could be inferred that Al is related to adrenal glands
weight given that at gestation day 17 a lower Al was observed
in fascicular and reticular zones in ER (unpublished data).

Regarding cellular proliferation, PI was higher in
glomerular and fascicular zones and lower in the reticular
zone. Chronic stress caused a reduction in adrenal cortex
proliferation and apoptosis processes, therefore it could be
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inferred that the gland increased weight would be due to
cellular hypertrophy.

Besides, prolactin plasmatic levels significantly
increased in ER at gestation day 17 (Sofiez et al., 1996).
This might be a factor inhibiting apoptosis and inducing
adrenal hypertrophy, since hyperprolactinemia causes
increased adrenal weight as a consequence of cellular

In conclusion, chronic stress by immobilization pro-
duces a decrease in cellular proliferation index at gestation
days 12 and 17, which may be related to changes in plasmatic
concentrations of corticosterone and prolactin and, to the
reduction of specific grow factors. Furthermore, the observed
proliferation diminishment in reticular zone regarding the
other cortical zones would be consistent with the migration
theory of adrenal cells.

hypertrophy (Silva et al., 2004).

BOZZO0,A.A.; SONEZ, C.A.; COBETA, I. A.; AVILA, R.; ROLANDO, A. N.; ROMANINI, M. C.; LAZARTE, M.; GAUNA, H.
F. & MUGNAINI, M. T. Efectos del estrés cronico sobre la proliferacion celular en la corteza suprarrenal en ratas prefiadas. Int. J.
Morphol., 29(4):1148-1157, 2011.

RESUMEN: El estrés cronico por inmovilizacion durante la gestacion puede provocar alteraciones de los mecanismos que
mantienen la homeostasis en la glandula adrenal. El objetivo de este trabajo fue cuantificar el indice de proliferacion en la corteza adrenal
durante la segunda mitad de la gestacion y comprobar los efectos que produce el estrés cronico sobre el mismo. El indice de proliferacion
en la corteza adrenal de ratas estresadas presentd una disminucion significativa a los 12 y 17 dias de gestacion, mientras que en el dia 21
no presentd modificaciones con respecto a sus controles. Por otro lado, el indice de proliferacion de la zona reticular en ratas controles y
experimentales, presentd una disminucion significativa con respecto a las zonas glomerular y fascicular de la corteza adrenal en los tres
dias de la gestacion estudiados. Se puede concluir que el estrés cronico por inmovilizacion produce disminucion del indice de prolifera-
cion celular a los 12 y 17 dias de la gestacion que podria estar en relacion con las variaciones de las concentraciones plasmaticas de
corticosterona, prolactina, y con la disminucion de factores de crecimiento especificos. Asimismo, la disminucion de la proliferacion en

la zona reticular en relacion con las otras zonas corticales estaria en concordancia con la teoria de la migracion celular adrenal.

PALABRAS CLAVE: Estrés cronico; Proliferacion celular; Corteza adrenal; Gestacion.
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Abreviaturas y Siglas

ABREVIATURAS Y SIGLAS

a-MSH: hormona a-melanocitoestimulante
ACTH: hormona adrenocorticotrofina

ACTHR: receptor de ACTH

AlF: factor activador de proteinas apoptoticas
AlP: proteinas inhibidoras de la apoptosis

AG: angiotensina

ANOVA: andlisis de la varianza

APAF: factor activador de proteasas apoptoticas
ASP: serinproteasa secretora adrenal

ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated

ATP: adenosin trifosfato

AVP: arginina-vasopresina

B-HSD: beta hidroxiesteroide deshidrogenasa
BrdU: bromodeoxyuridina

CA: catecolaminas

CBrDU: grupo control inyectado con BrdU

CF: grupo control inyectado con solucion fisiol6gica
CARD: dominio de reclutamiento de las caspasas
CDK: quinasas dependientes de ciclinas

CKI: Inhibidores de ciclinas

CORT: corticosterona

CRH: hormona liberadora de ACTH

DAB: diaminobenzidina

DD: dominio de muerte

DED: dominios efectores de muerte.

DISC: complejo de sefializacion de muerte

DNA: acido desoxiribonucleico

DNA-PK: proteinquinasa dependiente de DNA:
EBrdU: grupo estrés inyectado con BrdU

EF: grupo estrés inyectado con solucién fisiol6gica
ER: receptor de estrégeno
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ERKSs: gquinasas reguladas por sefiales extracelulares
FADD: proteina adaptadora de FAS

FASL: ligando de FAS

FGF: factor de crecimiento fibroblastico

GC: glucocorticoides

GnRH: hormona hipotalamica liberadora de gonadotrofinas
GR: receptor de GC

HA (eje): eje hipofisiario-adrenal

H/E: hematoxilina/eosina

HHA (eje): eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal
IA: indice apoptético

IAP: inhibidor de proteinas apoptéticas

IGF: factor de crecimiento insulinico

IPC: indice de proliferacién celular

LH: hormona luteinizante

IMO: inmovilizacion

LC: locus coeruleus

MAPK: quinasas activadas por mitdgenos
MC2R: receptor de melanocortina

MEC: matriz extracelular

MR: receptor de mineralocorticoides

MSH: hormona melanocito estimulante

NA: noradrenalina

NPY: neuropéptido Y

OX: oxitocina

PARP: poli ADP ribosa polimerasa

PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular
PIF: factor inhibidor de PRL

POMC: pro-opiomelanocortina

pRB: proteina del retinoblastoma

PRL: prolactina

PVN: nucleo paraventricular del hipotalamo
RIA: radioinmunoensayo

RC: ratas madres controles

Abreviaturas y Siglas
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RE: ratas madres estresadas

ROS: especies reactivas de oxigeno
SMA: sistema simpatico-médulo-adrenal
SNC: sistema nervioso central

TEM: microscopio electronico de transmisién

TGFB: factor de crecimiento transformante beta.

TNF: factor de necrosis tumoral
TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral
VEFG: factor de crecimiento endotelial vascular

VIP: péptido intestinal vasoactivo

Abreviaturas y Siglas
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