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MISION

La Revista de Farmacologia de Chile es considerada el organo oficial de difusion cientifica y de opinion de la
Sociedad de Farmacologia de Chile. En un principio esta revista naci6 como un remozado libro de resimenes del
XVIII Congreso Latinoamericano de la Asociacién de Farmacologia realizado en Chile el afio 2008. Desde 2009 y
hasta ahora la Revista de Farmacologia de Chile ha recibido varios trabajos originales de investigacion y diversas
revisiones de temas farmacoldgicos relevantes.

La Revista de Farmacologia de Chile aborda temas relacionados con la farmacologia basica y experimental, asi como
investigaciones clinicas. Las areas tematicas principales son: farmacocinética, farmacodinamia, farmacologia
cardiovascular, farmacologia pulmonar, farmacologia endocrina, neurofarmacologia, farmacologia clinica, estudios
preclinicos, estrés oxidativo, fitofarmacologia, ciencias farmacéuticas, quimica-médica y toxicologia. También la
revista actualmente permite divulgar opiniones sobre los principales temas de salud relacionados con
medicamentos en Chile, la presentacion de lineas de investigacion de laboratorios nacionales en donde se realizan
investigaciones farmacoldgicas, informacion de curso y programas de postgrados nacionales en farmacologia y la
publicacion de resumenes cientificos del Congreso Anual SOFARCHI.

Audiencia:

La Revista de Farmacologia de Chile esta dirigida a farmacdlogos nacionales e internacionales interesados en la
divulgacion de la farmacologia. También esta dirigida a estudiantes de pregrado de carreras universitarias del area
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Periodicidad:
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e Informacién detallada de nuevos reportes de reacciones adversas reportadas a nivel internacional y nacional.

e Librosy revistas de los temas.

e Promocidn de actividades académicas, congresos y cursos nacionales e internacionales en farmacologia.

e Publicitar las ofertas de trabajo de insercion académica en Universidades Chilenas y extranjeras, asi como las
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EDITORIAL

Ramoén Sotomayor-Zarate, Pharm.D., Ph.D.
Editor en Jefe
Vice-Presidente de la Sociedad de Farmacologia de Chile

Este es el primer numero del afio 2014 de nuestra Revista de Farmacologia de Chile y esta focalizado en revisiones sobre el tema
de Farmacologia Endocrina.

En este nUmero encontraremos excelentes trabajos sobre la programacion fetal y neonatal con hormonas, y sus efectos en
enfermedades metabdlicas y a nivel del Sistema Nervioso Central. También encontraremos trabajos que nos muestran como la
exposicion temprana al estrés produce alteraciones neuroendocrinas a largo plazo sobre el funcionamiento del eje Hipotalamo-
Hipdfisis-Adrenal, y como el Sistema Endocanabinoide regula el control del apetito y las nuevas evidencias cientificas que
permiten establecer su potencial como blanco terapéutico para el tratamiento de la obesidad. También encontraremos una
excelente revision de la regulacidon nerviosa de la génada femenina durante el envejecimiento y como modificaciones
farmacolégicas pueden retrasar el desarrollo del periodo de infertilidad. Finalmente, hemos publicado un estudio clinico
desarrollado en nuestro pais por mas de 20 afios y que da cuenta de la farmacoepidemiologia del infarto agudo al miocardio.

Sin duda, todos los trabajos aceptados para publicacion en este nimero de la Revista de Farmacologia de Chile, nos ha
permitido generar un excelente volumen tematico que servird a académicos y estudiantes de universidades chilenas. Aprovecho
esta editorial para agradecer a cada uno de los autores que colaboraron con el desarrollo de este nimero y los dejamos
invitados para seguir enviandonos manuscritos originales.

Finalmente, solo me queda anunciar que nuestro préximo numero de Agosto de 2014 estara focalizado en la unidad tematica de
micro y nanofarmacologia, actuando como co-editor la Dra. Carolina Gémez Gaete de la Facultad de Farmacia de la Universidad

de Concepcidn.

Un cordial saludo y un gran abrazo

Dr. Ramoén Sotomayor-Zarate
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EDITORIAL: FARMACOLOGIA ENDOCRINA

Victor Domingo Ramirez, M.D.
Profesor Emerito en University of Illinois at Urbana-Champaign, Illinois, USA

En la presente edicion de la Revista de Farmacologia de Chile dedicada a la Farmacologia Endocrina se presentan trabajos de
revision que cubren importantes topicos relacionados con el efecto de las hormonas y las funciones cerebrales.

En el primer trabajo de Roxana Silva y cols. se revisa en forma resumida pero actualizada el rol de las hormonas sexuales sobre
circuitos dopaminérgicos cerebrales. La revision cita una serie de datos de actualidad con énfasis en la accion programatica del
valerato de estradiol suministrado a ratas neonatales y sus consecuencias en los niveles de dopamina de los circuitos
dopaminérgicos cerebrales de la rata adulta. Estas consecuencias a largo plazo estan relacionadas con la funcién motora y con el
comportamiento de recompensa. La revision presenta figuras relevantes que facilitan la discusién de los datos.

En la segunda revisidn los autores Angélica Rivarola y Georgina M. Renard discuten como el estrés de separacion de las crias de
sus madres durante el periodo postnatal de las ratas (estrés por separacidn materna: un modelo para estudiar el
funcionamiento del eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Adrenal durante la edad adulta). La fase llamada de hipo-respuesta del eje H-P-A
durante el periodo postnatal y probablemente debido a la interaccién materno-infantil, tiene gran relevancia clinica y los
autores revisan adecuadamente los datos experimentales presentados en la literatura. Los autores revisan como la separacién
materno-infantil de corto-tiempo es un evento fisiolégico y con beneficio en el desarrollo normal de las crias, y como la
separacion materno-infantil de largo-tiempo lleva a variadas alteraciones patoldgicas en el desarrollo. Los autores revisan
también el rol del sexo en la respuesta a la separacidn materno-infantil que explicarian las diferencias en las conductas de
machos y hembras en la edad adulta.

El trabajo de Carina Valenzuela y Gonzalo Cruz revisa la accion del Sistema Endocanabinoide (SEC) sobre el control de alimentos
a nivel central y su relacion con el metabolismo energético, con énfasis en el desarrollo de la Obesidad, el cual es un problema
de salud de importancia universal. La revision se enfoca en el posible uso farmacoldgico de antagonistas/agonistas inversos de
los receptores CB; y CB,, debido a los efectos orexigénicos que estos producen. Los autores hacen una excelente revisién del
efecto de varias manipulaciones experimentales que llevan a la obesidad o que suprimen el consumo de alimentos en relacion al
rol de los antagonistas/agonistas inversos de los receptores de endocanabinoides. Se concluye en esta revision que el SEC juega
un rol importante en el sindrome metabdlico y la importancia de desarrollar nuevos agentes farmacoldgicos selectivos para los
receptores de endocanabinoides, como una posible terapia farmacoldgica de la obesidad.

La revision sobre programacion fetal y sus efectos en la vida postnatal de Manuel Maliqueo y Barbara Echiburu, cubre factores
maternos, placentarios y fetales, los cuales juegan un rol crucial durante la gestacién y que pueden desencadenar desordenes
endocrino-metabdlicos en la edad adulta. Este articulo discute en detalle los tres elementos mencionados antes lo que hace facil
seleccionar aquellos de interés particular para investigaciones futuras. La seccién sobre mecanismos epigenéticos en la
programacion fetal y las diferencias sexuales en su respuesta, es excelente junto con la presentacion de figuras para resumir los
datos discutidos que son de gran utilidad.

El dltimo trabajo de Paredes y cols. revisan un tema de reciente investigacion en el drea reproductiva que es el cese de la
funcidn ovarica o envejecimiento reproductivo. El énfasis en esta revision es el rol del Sistema Nervioso Simpatico y la presencia
de varios de los componentes del Sistema Parasimpatico en el ovario murino, que ha sido empleado con bastante éxito
experimental por este grupo de investigadores para entender la funcidn ovdrica. Los resultados bdsicos presentados en esta
revisién son de importancia en la etiologia de los problemas reproductivos observados en la clinica.

En conclusidn uno no deja de entusiasmarse por la calidad de las revisiones de este nimero de la Revista de Farmacologia de

Chile, del uso de figuras y tablas que ayudan a la rdpida comprensién de los problemas neuroendocrinos de actualidad, que han
sido revisados criticamente en esta excelente edicion que los editores han preparado para este numero.
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ARTICULO DE REVISION

ROL DE LAS HORMONAS SEXUALES SOBRE CIRCUITOS DOPAMINERGICOS CEREBRALES
(Role of Sex hormones on brain dopaminergic circuits)

Roxana Silva*?, Pedro Espinosa*"’, Raul Riquelme*”, Nicole Sanguinetti’, Luis Gonzalez', Gonzalo
Cruz', Georgina M. Renard®' y Ramén Sotomayor-Zarate™?

Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, Centro de Neurobiologia y Plasticidad Cerebral, Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso. Ndicleo Milenio Estrés y Adiccién (NEDA), Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

RESUMEN

La investigacion en reprogramacion se ha centrado en el estudio de estimulos que afectan periodos sensibles del desarrollo,
como la etapa prenatal y neonatal. En este sentido, se ha demostrado que la exposicion neonatal a un estrégeno exégeno
(estradiol valerato) produce cambios en el contenido de catecolaminas en el drea tuberoinfundibular y en la via nigroestriatal de
la rata adulta. Esto ha sido un importante foco de atencion para nuestro laboratorio, ya que durante el dltimo tiempo nos hemos
centrado en la busqueda de cémo la administracion de hormonas sexuales durante la etapa neonatal pudiesen actuar como
factores de vulnerabilidad para conductas patoldgicas, como la adiccion a drogas de abuso.

El propdsito de esta revision es presentar el estado del arte en los efectos de las hormonas sexuales sobre la regulacion
neuroquimica en dreas dopaminérgicas cerebrales involucradas en recompensa y locomocion. Por otro lado, presentaremos
antecedentes que nos demuestran como el cerebro es susceptible a la reprogramacion por hormonas sexuales durante etapas

tempranas del desarrollo.

Palabras Claves: Dopamina, recompensa, tirosina hidroxilasa, transportador de dopamina, estradiol y testosterona

Publicado por la Sociedad de Farmacologia de Chile

INTRODUCCION

Recientemente en nuestro pais, el Servicio Nacional para la
prevencién de Drogas y Alcohol (SENDA) publicé el afio
2010 el 8° estudio nacional de uso de drogas en poblacion
escolar de Chile que incluyo una muestra representativa de
48.980 alumnos de 8° basico a 4to medio. En este estudio
se demostrd que durante el ultimo afio un 15,1%, un 3,4%
y un 2,6% de los encuestados consumieron marihuana,
cocaina y pasta base, respectivamente. Mientras que en el
ultimo mes un 35,5% y un 14,6% de los encuestados
consumié alcohol y fumé 20 cigarros de tabaco o mas por
dia, respectivamente. En este sentido en Chile y en el resto
del mundo el consumo de drogas de abuso ha aumentado
notablemente, en especial en poblaciones susceptibles,
como los jévenes.

Durante el dltimo tiempo una importante pregunta de
investigacion en el campo de la neurobiologia de la

adiccion ha sido determinar factores de vulnerabilidad que
predisponen a la adiccion a drogas de abuso. En este
sentido, en los Ultimos afios se ha demostrado que
contaminantes ambientales con actividad hormonal que
son administrados en etapas tempranas del desarrollo son
capaces de producir efectos a largo plazo en el cerebro.
Por ejemplo se ha observado, que algunos bifenilos
policlorados administrados en el periodo neonatal a través
de la lactancia produce déficit cognitivo y cambios en
tareas de orientacion espacial en monos y ratas adultas.

A nivel conductual, los disruptores endocrino (compuestos
derivados de la industria de plastico y farmacéutica)
producen a largo plazo un aumento de la actividad
locomotora espontdnea, asi como alteraciones en la
actividad locomotora inducida por drogas de abuso.

Correspondencia a: Dr. Ramdn Sotomayor-Zarate, Laboratorio de Neuroquimica y Neurofarmacologia, CNPC, Instituto de Fisiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso. Av. Gran Bretafia N° 1111 Playa-Ancha, Valparaiso. Teléfono: +56-32-2508050. Correo Electrénico: ramon.sotomayor@uv.cl

*Los tres autores colaboraron igualmente.
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A nivel neuroquimico la administracién neonatal de
estradiol en ratas hembras ha demostrado incrementar el
contenido catecolaminérgico en el sistema
tuberoinfundibular de la rata adulta (Sotomayor-Zarate et
al. 2011). Mientras que la administracion neonatal y
postnatal de Bisfenol-A en ratas produce un aumento en la
actividad locomotora espontanea, asociada a una
disminucion de la inmunoreactividad para tirosina
hidroxilasa (TH) en Sustancia Nigra pars compacta (SNpc) y
a una disminucion mesencefalica de la expresidn génica del
transportador de dopamina (DAT) (Ishido et al. 2007).

Sin duda la evidencia en la literatura demuestra que el
periodo neonatal es una ventana de sensibilidad, para la
accion de hormonas que puedan generar efectos a largo
plazo sobre el funcionamiento de circuitos neuronales.

1) DOPAMINA Y CIRCUITO MESOCORTICOLIMBICO

1.1) Sintesis de DA:

La dopamina (DA) es un neurotransmisor del tipo
catecolaminérgico sintetizado en el citoplasma de
terminales nerviosos de las neuronas dopaminérgicas, a
través de un aminodcido precursor que es la tirosina, la

cual proviene principalmente de la dieta o de |Ia
hidroxilacion de la fenilalanina. La tirosina es transportada
al cerebro y concentrada en neuronas catecolaminérgicas,
donde es hidroxilada en la posicién 3 del anillo bencilico
por la TH, para formar dihidroxifenilalanina (L-Dopa)
(Elsworth & Roth 1997). Finalmente, en neuronas
dopaminérgicas la enzima descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos, descarboxila la L-Dopa para formar DA (ver
figura 1). Cabe sefialar que en neuronas noradrenérgicas la
DA se transforma en noradrenalina (NA) por accion de la
DA-B-hidroxilasa y en células cromafines de la glandula
adrenal, la DA es precursor de la sintesis de NA y
adrenalina.

La DA se almacena en vesiculas especializadas que se
fusionan con la membrana del terminal y liberan su
contenido una vez llegado el potencial de accién. La DA
liberada y que no es degradada enzimaticamente por la
monoamino oxidasa (MAO) o por la catecol o-metil
transferasa (COMT), puede activar receptores especificos
para DA (ver figura 2) o ser reincorporada al terminal
dopaminérgico por el DAT (Elsworth & Roth 1997).

Figura 1: Biosintesis de Dopamina

O Fenilalanina Hidroxilasa o)
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OH OH
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2 /"_"\ HO 2
0, H.O
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1.2) Tirosina Hidroxilasa:

En neuronas catecolaminérgicas, la enzima limitante en la
sintesis de monoaminas es la TH. En este sentido, la
regulacion de TH y los genes involucrados en codificar esta
enzima ha sido un foco de investigacién de los ultimos
afos. Asi por ejemplo, una regulaciéon rapida de actividad
de TH ocurre a través de fosforilaciones vy
desfosforilaciones post-traduccionales en al menos cuatros
distintos residuos de Serina en el extremo N-terminal de la
proteina (Kumer & Vrana 1996, Haycock 1990, Dunkley et
al. 2004). Estos sitios pueden fosforilarse por al menos
nueve distintas proteinas quinasas, incluyendo proteina
quinasa A (PKA), proteina quinasa Il dependiente de ca*-
Calmodulina y la proteina quinasa C (PKC) (Zhang et al.
2007, Ahn et al. 2011). Estas fosforilaciones en la TH
inducen un cambio conformacional en la proteina que
resulta en un aumento de su actividad catalitica,
generando un incremento en la sintesis de DA (Zhang et al.
2007). Otro tipo de regulacion en la actividad de la TH es
debido a cambios a largo plazo que pueden ocurrir a través
de una regulacién transcripcional (activacion o represion)
del gen de la TH, por numerosos estimulos extracelulares
incluyendo neurotransmisores, hormonas sexuales vy
drogas de abuso. Algunos estimulos que generan una
regulacion a la alta (up-regulation) de la expresidon de TH

son el estrés cronico (Watanabe et al. 1995), los
glucocorticoides (Radcliffe et al. 2009) y las drogas de
abuso, como cafeina (Datta et al. 1996), nicotina (Radcliffe
et al. 2009) y morfina (Molnar et al. 1994). Mientras que
algunos farmacos, como los antidepresivos produce una
regulacion a la baja (down-regulation) en la expresion de la
TH (Nestler et al. 1990). Respecto a la regulaciéon de la
expresion de la TH por hormonas sexuales, esta sera
revisada en esta la seccidn 3 de este manuscrito.

1.3) Circuito Mesocorticolimbico:

El circuito de mesocorticolimbico o de la recompensa estd
formado por estructuras neuroanatémicas, como el Area
Tegmental Ventral (VTA), Ndcleo Accumbens (NAc) vy
regiones de la Corteza Prefrontal (CPF) (Hearing et al.
2012), que generan la percepcion del placer y el
reforzamiento positivo, ya sea por recompensantes
naturales (comida, sexo e interaccion social, entre otros) o
por drogas de abuso. A nivel neuroquimico, el NAcy la CPF
reciben inervaciones dopaminérgicas provenientes del
VTA, las cuales se activan y liberan dopamina (DA) en
respuesta al estimulo de los recompensantes naturales
(Bassareo & Di Chiara 1997, Pfaus et al. 1990) o por drogas
de abuso (Di Chiara & Imperato 1988) (ver figura 3)

Figura 2: Transduccion de senal de receptores dopaminérgicos
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En este ultimo caso, a pesar que la mayoria de las drogas
adictivas como la cocaina, la anfetamina, los opioides, la
nicotina y el etanol tienen distintos mecanismos de accion,
todas estas producen efectos placenteros a través del
aumento de los niveles extracelulares de DA en NAc (Di
Chiara & Imperato 1988). A nivel cortical, la exposicion
repetida a estas drogas de abuso, genera cambios
neuroplasticos en la CPF que afectan la conducta de los
individuos (toma de decisiones y la motivacién dirigida al
cumplimiento de objetivos) y llevan a favorecer la
conducta de consumo compulsivo que es caracteristica de
la adiccion.

2) FUNCION REPRODUCTIVA Y HORMONAS SEXUALES

2.1) Regulacién del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gonada:

Las funciones reproductivas se encuentran controladas por
el eje Hipotdlamo-Hipodfisis-Gonada (HHG), el cual
comienza con la activacidon de neuronas hipotalamicas que
expresan el factor liberador de gonadotrofinas (GnRH).

Estas neuronas liberan GnRH frente a estimulos
depolarizantes, como glutamato y noradrenalina (Maffucci
& Gore 2009) al sistema portal hipofisiario, que comunica
el Hipotalamo con la Hipodfisis anterior. A nivel de la
hipofisis la GnRH estimula a su receptor metabotrépico
acoplado a proteina Ggq en las células gonadotropas,
favoreciendo la sintesis y liberacion de las hormonas
Foliculo Estimulante (FSH) y Luteinizante (LH). Una vez que
las gonadotrofinas son liberadas a la circulacion general, en
la hembra LH estimula la ovulacién y las sintesis de
andrégenos en las células de la teca, mientras que FSH
estimula a su receptor en las células de la granulosa para
producir la activacion de la aromatasa que lleva a la
sintesis de estradiol. Ambos receptores de gonadotrofinas,
son receptores metabotrépicos acoplados a proteina Gs, lo
que lleva a un aumento del AMPc y a la subsecuente
activacion de la proteina quinasa A. Por otro lado, la
sintesis de progesterona en la hembra se produce
fundamentalmente en el cuerpo Luteo, que es el
remanente del foliculo que ha ovulado.

Figura 3: Circuito Mesocorticolimbico o de la Recompensa
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En los machos, la LH estimula la biosintesis de testosterona
en células Leydig y la FSH la espermatogénesis en las
células de Sertoli. La testosterona es metabolizada a través
de la citocromo P450 aromatasa a estradiol en las génadas
(células de sertoli en machos y células de la granulosa en la
hembra) y en tejidos no reproductivos como el adiposo,
vasos sanguineos, placenta y entre otros el cerebro. En
machos se produce otro metabolito activo de Ia
testosterona por accion de la citocromo P450 5a-reductasa
(Randall 1994) (ver figura 4). Este metabolito es la
dihidrotestosterona (DHT: andrégeno no aromatizable), la
cual tiene una afinidad tres veces mayor por los receptores
de andrégenos y en la periferia es producida
principalmente en la préstata, testiculos, foliculos pilosos y
glandula adrenal (Amory et al. 2008). Cabe sefialar, que en
hembras y machos la retroalimentacién negativa del eje
HHG es producida por el estradiol y la testosterona,
respectivamente.

2.2) Hormonas Sexuales y sus receptores:

Las hormonas sexuales producidas por las gdnadas tienen
efectos en diversos tejidos que son sensibles a su accion, a
través de la expresion de receptores especificos. Las
hormonas sexuales se caracterizan desde el punto de vista
fisicoquimico por su lipofilia que les permite cruzar por
difusidon simple la membrana celular. Por este motivo, la
localizacion celular de sus receptores es principalmente

citoplasmatica, produciendo diversos efectos fisioldgicos,
como crecimiento, diferenciacion y regulacidon de drganos
del sistema reproductor. Sin embargo, otros tejidos no
reproductivos como higado, hueso, musculo y cerebro son
sensibles a la accidn de las hormonas sexuales.

En la hembra, el estrégeno mas abundante y potente es el
17B-estradiol (E2) y sus acciones bioldgicas principales son
mediadas por receptores especificos del tipo alfa (ERa) y
beta (ERB) (Enmark & Gustafsson 1999). Ambos receptores
presentan una expresion diferencial en tejidos especificos
(Pfaffl et al. 2001) y una variable distribucién en érganos
reproductivos y no reproductivos (Kuiper et al. 1997,
Carley et al. 2003). Ambos ERs pertenecen a la superfamilia
de receptores nucleares esteroideos, que comparten una
arquitectura estructural comudn. Estos muestran un alto
grado de homologia en la secuencia primaria de
aminoacidos y una muy similar arquitectura terciaria. Sin
embargo, estos dos ERs difieren considerablemente en los
dominios de transactivacion que contienen los motivos de
funcion de activacion que pueden mostrar acciones
bioldgicas diferentes en tejidos especificos a través de
interacciones funcionales con diferentes reguladores
transcripcionales, incluyendo coactivadores, corepresores
y cointegradores (Enmark & Gustafsson 1999, McKenna et
al. 1999).

Figura 4: Metabolitos activos de la Testosterona
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Brevemente y como se puede observar en la figura 5, estos
receptores se han dividido en moédulos denominados con
las letras A a la F y que se conservan en diferentes familias
de receptores nucleares. Los dominios C y E, son los
dominios mas conservados y comparten en el ERa y ERB,
un 95% y un 55% de homologia, respectivamente. Por otro
lado los dominios A/B son los mas variables y el dominio C
es el responsable de la unién del complejo estrégeno-
receptor al DNA. El dominio E es muy importante para el
correcto funcionamiento de los ER, favoreciendo la
dimerizacion del receptor. En el Dominio E estan presentes
diversos sitios de unidn, por ejemplo los ligandos con
actividad estrogénica se unen a este sitio facilitando la
activacion del receptor por medio del sitio AF-2
(transactivacion inducible, dependiente de ligando). Por
otro lado, en este mismo sitio se une la proteina chaperona
Hsp90, manteniendo al receptor de estrégenos
secuestrado en el espacio citoplasmatico.

Ambos subtipos se han encontrado no solo en tejidos
reproductivos o periféricos, sino también a nivel cerebral
(Laflamme et al. 1998). En la ausencia de ligando, los ERs
existe como mondmeros (estado inactivado) y forman un
complejo multiproteico que comprende inmunofilinas y la
proteina de shock-térmico (Hsp90) (Pratt & Toft 1997,
Ratajczak et al. 1993). La activacion de los ERs por E2
produce la fosforilacién de varios residuos distintos de
serina/treonina que inducen la disociacion de la Hsp90.
Una vez activados los ERs por E2 pueden homo o

heterodimerizar y traslocar al ndcleo e interactiar con una
secuencia especifica del DNA (ERE: elemento de respuesta
a estrégeno) cercana al promotor de genes blancos (Kumar
& Chambon 1988, Sanchez et al. 2002). También se ha
observado que E2 al unirse a los ERs, puede inducir un
cambio conformacional que genera un espacio hidrofébico
que es reconocido por coactivadores transcripcionales,
como p160 y la proteina de unién a elemento de respuesta
de adenosin monofosfato ciclico (CREB). El complejo E2-ER-
coactivador facilita la transcripcion de genes de respuesta
a estrégeno por induccidon de un cambio en la estructura
de la cromatina de promotores blancos y por el
reclutamiento de componentes de la maquinaria
transcripcional del DNA (Kamei et al. 1996).
Alternativamente E2 puede regular la expresion de genes
via interacciones proteina-proteina, donde los ERs
activados por ligando actian como factores de
transcripcion que puede modular la expresidon de genes
blancos sin estar directamente en contacto con el DNA.
Esto es mediado por interacciones funcionales con otros
factores transcripcionales que se unen a sus elementos en
el DNA (ERE) y que son afines con el promotor de genes
blancos (Hall et al. 2001). Por ultimo, se ha descrito que E2
puede interactuar con receptores especificos en la
superficie celular que a través de la generacion de
segundos mensajeros que regulan indirectamente la
expresion de genes (Maharjan et al. 2005, Maharjan et al.
2010).

Figura 5: Organizacidn estructural y funcional de los receptores de estrégenos
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Otro esteroide sexual que activa receptores nucleares
ligando dependiente, corresponde a la testosterona (T). La
T induce la expresion de genes via activacion directa de su
receptor de andrégenos (AR) o interactuando con ERs
después de su aromatizacidn a E2. En este sentido, T puede
convertirse en E2 por accién de la enzima citocromo p450
aromatasa (Cyp19A1). Por otro lado, T puede convertirse
por accién de la 5a-reductasa en Dihidrotestosterona
(DHT), la cual es un andrégeno no-aromatizable y con
mayor potencia que la T sobre el AR (Celotti et al. 1992).
Cabe sefialar, que tanto los ERs (ERa y ERB), como el AR se
encuentran presentes en el cerebro de mamiferos (Ravizza
et al. 2003).

3) HORMONAS SEXUALES Y EFECTOS CEREBRALES

La lipofilia de las hormonas sexuales es una caracteristica
que les permiten cruzar por difusidon simple las membranas
celulares y acceder a través de la barrera hematoencefalica
al nivel del sistema nervioso central. Varios estudios han
demostrado que hormonas esteroidales, como la T
contribuyen en regular el ndmero de neuronas
dopaminérgicas en cerebro, a través de la regulacion de la
sobrevivencia celular o a través de la expresion de
fenotipos dopaminérgicos en SNpc y VTA (Johnson et al.
2010a). Por otro lado, en neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas, se ha demostrado que la
ovariectomizacion (OVX) de ratas y ratones hembras
adultas produce una disminucién de neuronas TH positivas
en SNpc y VTA (Johnson et al. 2010b). Los autores de este
estudio demostraron que el reemplazo con agentes
estrogénicos, como E2 (agonista no selectivo de ERa vy
ERPB), diarilpropionitrilo (DPN: agonista selectivo de ERB) y
propil-pirazol-triol (PPT: agonista selectivo de ERa) después
de la OVX, restablece los niveles normales la expresion de
TH en SNpc y VTA (Johnson et al. 2010b).
Interesantemente, los mismos autores usando un
protocolo similar al anterior observaron que en ratas y
ratones machos la castraciéon produce un aumento en el
nimero de neuronas TH positivas en SNpc y VTA (Johnson
et al. 2010a). Estos experimentos demostraron un efecto
modulador negativo de los andrégenos sobre la expresion
de TH en neuronas dopaminérgicas. Por otro lado, a nivel
periférico se ha demostrado que disruptores endocrinos
con actividad estrogénica, como p-nonilfenol y bisfenol-A
(BPA) aumentan la actividad de la TH, produciendo una
mayor sintesis de catecolaminas en células de médula
adrenal bovina (Yanagihara et al. 2006, Yanagihara et al.
2005).

A nivel conductual, se ha demostrado la influencia de los
estrégenos de la hembra sobre conductas asociadas a
drogas de abuso. Asi por ejemplo la administracion de
cocaina en ratas OVX no produce la conducta de actividad
locomotora inducida por cocaina que se observa en ratas
hembras control (Segarra et al. 2010). Otro test conductual

ampliamente utilizado en la neurobiologia de la adiccién es
la preferencia de lugar condicionado. Este test asocia los
efectos reforzantes de las drogas de abuso al contexto de
administracion de la misma. En este sentido, se ha
demostrado que la administracion de anfetamina en ratas
OVX no produce la preferencia de lugar condicionado que
se observa en ratas hembras control (Silverman & Koenig
2007). Sin embargo, el reemplazo hormonal con E2 o DPN
en las ratas OVX, produce la preferencia de lugar
condicionado a la administracion de la anfetamina
(Silverman & Koenig 2007).

No solo se ha observado que los estrégenos son capaces
de modular la expresién de TH, sino también se ha
demostrado que los estrégenos son importantes
moduladores de otras importantes proteinas que regulan
el sistema dopaminérgico. En este sentido, la OVX de ratas
de 3 meses de edad demostré por la técnica de
autoradiografia una reduccién significativamente de los
niveles de DAT en el NAc (Chavez et al. 2010), mientras el
reemplazo con E2 en ratas OVX restituye a nivel normal la
expresion del transportador (Chavez et al. 2010).

El ratas machos el rol de T en neuronas dopaminérgicas y
en conductas inducidas por drogas de abuso ha sido menos
estudiado. Recientemente se ha demostrado a nivel
conductual que la administracién de cocaina en machos
castrados produce un incremento significativo en la
actividad locomotora inducida por cocaina al compararlo
con ratas machos control (Menendez-Delmestre & Segarra
2011).

4) REPROGRAMACION NEONATAL CON HORMONAS
SEXUALES

El concepto de programming o reprogramacion fue
acuiiado por Lucas (Lucas 1991) y corresponde a la
redireccion fisioldgica de un érgano o tejido por efecto de
un estimulo o dafio en un periodo sensible del desarrollo
fetal o neonatal y que provoca cambios funcionales
adversos a largo plazo. Esta definiciéon involucra la
existencia de periodos criticos de vulnerabilidad (también
llamado como “ventanas especificas de sensibilidad”) para
condiciones adversas o insultos que lleven a la instauracion
de efectos deletéreos en la vida adulta de los individuos.
Asi por ejemplo, se ha evidenciado efectos de Ia
reprogramacion neonatal con hormonas sexuales sobre
neurotransmisores monoaminérgicos de ratas hembras
(Sotomayor-Zarate et al. 2011, Sundblad & Eriksson 1997)
y machos adultos (Dominguez et al. 2003). La evidencia
antes descrita demostré que la administracidon neonatal de
estradiol valerato (EV) produce un incremento de
neurotransmisores monoaminérgicos, como DA,
noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT) en areas
hipotalamicas tuberales, como Hipotdlamo Ventromedial y
Nucleo Arcuato (Sotomayor-Zarate et al. 2011). En este
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sentido, recientemente nuestro laboratorio demostré que
la administracién neonatal de EV en ratas hembras
produce también un aumento en el contenido de NA y DA
en SNpc-VTA y Cuerpo Estriado (CE) al dia post-natal 60
(Cruz et al. Accepted). Interesantemente, en este trabajo
se observd que a pesar de existir un mayor contenido de
DA, la administracién de una dosis aguda de anfetamina no
produce un aumento en la actividad locomotora de las
ratas estrogenizadas (Cruz et al. Accepted). Posiblemente
otras proteinas claves en la regulacion dopaminérgica
estén en este modelo desreguladas.

Respecto a los efectos de los andrégenos durante las
etapas del desarrollo, se ha observado que la maxima
sensibilidad al efecto de estas hormonas es el periodo
gestacional, la nifiez y la pubertad (Lenz et al. 2012). La
razén de esta alta sensibilidad se debe a que el cerebro
expresa receptores de andrégenos en diversas dreas
(Sheridan 1984) que son capaces de regular la expresion de
diversas proteinas y afectar la conducta (Matsuda et al.
2008). Considerando que la etapa neonatal es muy sensible
a la accién de andrégenos, Sundblad y Eriksson (Sundblad
& Eriksson 1997) demostraron que la androgenizacion
neonatal en ratas hembras produce la disminucién de los
niveles extracelulares de serotonina (5-HT) en la amigdala.
Mientras que a nivel conductual, la exposicidn neonatal a
testosterona produce una disminucién de la memoria
espacial y de neuronas TH positivas en CPF, en un modelo
animal de déficit atencional con hiperactividad (King et al.
2000).

Del punto de vista de la reprogramacion, se ha visto que la
exposicion prenatal a glucocorticoides produce una
disminucion sérica de los niveles de testosterona, un
incremento del mRNA del AR en hipotalamo (Oliveira et al.
2011). Respecto, a la relaciéon entre andrégenos y
conductas adictivas, se ha establecido que un exceso de
andrégenos (testosterona) en la adolescencia, podrian
tener un rol en el desarrollo y la mantencién de la
dependencia al alcohol (Lenz et al. 2012).

CONCLUSIONES

Tras lo expuesto anteriormente, existe evidencia en la
literatura sobre los efectos producidos por las hormonas
sexuales en diversas estructuras cerebrales, sin embargo
las implicancias de la administracion neonatal de estas
hormonas sobre estructuras cerebrales relacionadas con
recompensa (areas mesolimbicas) y movimiento (via
nigroestriatal) han sido muy poco estudiadas. Se ha
demostrado que la exposicidn a hormonas sexuales en
periodos especificos de vulnerabilidad tiene un rol en el
desarrollo del sistema nervioso central y otros érganos,
produciendo alteraciones a largo plazo. Referente a las
alteraciones cerebrales, nuestro laboratorio, ha propuesto
que el sistema mesocorticolimbico es sensible a estos

efectos, especificamente las neuronas dopaminérgicas, las
cuales sintetizan mayores niveles de DA en nucleos como
SN-VTA y el CE frente a la exposicidon de Estradiol Valerato
(EV) y Testosterona Propionato (TP), lo que se podria
traducir en una mayor susceptibilidad al desarrollo de una
conducta adictiva, ya que una mayor liberacién de DA
repercute en la activacion de nucleos cerebrales
relacionados con el placer, la motivacion y la recompensa.
Sin embargo los efectos conductuales que observamos son
contradictorios por lo que se plantea que existen otros
mecanismos involucrados que son regulados por la
exposicion neonatal a hormonas sexuales. Nuestro equipo
se encuentra actualmente trabajando sobre las
implicancias de la administracion neonatal de hormonas
sexuales como EV y TP, ademas de la Dihidrotestosterona
(DHT) y disruptores endocrinos como BPA en los cambios
en los niveles de expresion de mRNA de TH y DAT en
estructuras cerebrales como VTA y NAc (circuito
mesolimbico) en ratas adultas. De esta manera
pretendemos dilucidar el rol de la exposicién temprana a
hormonas sexuales sobre los efectos de las drogas de
abuso en la vida adulta y comprender si estas son un factor
de vulnerabilidad para el desarrollo de la adiccidn.
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ABSTRACT

Adverse conditions during early life are a risk factor for stress-related diseases. How this early adversity induce long-term effects
is not well understood, however there are several evidence that the stress hormones play a determining role. Here we will focus
on evidence obtained from the long-term consequences of prolonged maternal separation procedures.

The purpose of this article is to review the literature about the influence of early experiences on the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis function and endocrine stress responses in rodents. Early experiences have long-term influences on the
behavioral and endocrine responses to stress and the alterations depend mostly on environment conditions and the interaction
between mother and offspring. In the rodent, brief periods of separation result in an attenuated adrenal response to stress
(reduced secretion of corticosterone). In contrast, longer periods of separation result in an exaggerated response. Besides, it is
known that the prevalence of affective and anxiety disorders are significantly higher in women than in men. Emotional reactivity
to stress and abnormalities in HPA axis activity have been implicated in the etiology of both depression and anxiety disorders.
Therefore sexually dimorphic effects of maternal separation on the HPA axis function are discussed since gender is an important
factor influencing the response to stress.

The literature clearly demonstrates that early experiences trigger long-term changes in the stress system that may permanently
alter brain and behaviour.

Keywords: maternal separation, stress, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, corticosterone, sex differences.
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INTRODUCTION

The accumulation of stressful life events has been reported
to be a particularly efficient factor to precipite pathological
outcomes. Separation from parents and maltreatment
during childhood is associated with increased prevalence
of adult psychiatric illness, including depression and
anxiety disorders (De Bellis 2005, Nemeroff 2004) and
alterations in neuroendocrine response to stress (McEwen
2003).

Maternal separation in rodents is an animal model used to
study different childhood experiences that could induce

psychiatric illness during life. Neonatal rats and mice go
through a period of time during which the absence of
stress is crucial for the normal development of the nervous
and endocrine system. This period has been termed the
“Stress hyporesponsive period” (SHRP) and the
characteristics are discussed below. A substantial part of
brain development happens after birth, and consequently
is subject to environmental influences, such as maternal
separation (MS), hypothermia or food deprivation, some of
which may negatively affect brain maturation (Kuhn and
Schanberg, 1998; Zhang et al., 2002).
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The present article focuses on rodent models of prolonged
MS during postnatal period that induced changes in
neuroendocrine parameters. Several lines of evidence from
rodent MS studies support the notion that the early-life
rearing conditions have long-term consequences for stress
response as adults. The emphasis is on the alterations in
the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis and
neuropeptides as CRF and AVP and alterations in extra
hypothalamic areas of the brain that regulate the HPA axis.
The article provides a mini review that is focused on data
from experimental studies that investigated the impact of
early-life conditions on neuroendocrine parameters. The
neuroendocrine parameters are known to be crucial for
normal social, emotional, and neurobiological
development.

HYPOTHALAMIC-PITUITARY-ADRENAL AXIS

The major neuroendocrine axis mediating the hormonal
stress response is the HPA axis. The HPA axis activation is
triggered by a cascade of signals beginning with the release
into the hypophyseal-portal system of the neuropeptides
corticotropin-releasing factor (CRF) along with a second
secretagogue, arginine vasopressin (AVP), from the
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN). During
stress response CRF and AVP bring about the release of
adrenocorticotropic hormone (ACTH) from the anterior
pituitary.  Circulating ACTH is the key regulator of
glucocorticoid secretion by the adrenal gland (cortisol in
primates and corticosterone (CORT) in rodent). The
hormones secreted by the HPA axis control their own
secretion through a neuroendocrine negative feedback
loop by acting not only at the hypothalamus and the
pituitary gland but also at extrahypothalamic centers (i.e.
hippocampus, amygdala and prefrontal cortex), to inhibit
the further release of hypothalamic CRF and AVP (Fig. 1)
(Herman et al. 2003, Tsigos & Chrousos 2002, Romeo 2010,
De Kloet et al. 1998).

GLUCOCORTICOID RECEPTORS

The actions of glucocorticoids in the central nervous
system are mediated by two receptors: the
mineralocorticoid receptor (MR) and the glucocorticoid
receptor (GR) which are abundantly expressed and
colocalized in neurons from several areas of the brain.
These steroid receptors are found in relatively high
concentrations throughout the neural-pituitary network
that controls both negative feedback and activation of the
HPA axis (Sapolsky 2000, Romero & Buttler 2007).
Corticoids receptors act as transcription factors activated
by ligand, altering, by various mechanisms, the expression
of genes. Inactivated receptors reside in the cytosol as
multimeric protein complexes. After ligand binding, the
receptors dissociate from the rest of the complex, dimerize
and translocate to the nucleus. In nucleus, they exert their

action on DNA by binding to specific sequences of bases
called glucocorticoids response element (GRE) and recruite
co-repressors or co-activators. Activated receptors activate
or inhibit the transcriptional activity of certain genes (Fig.
2) (Chrousos 1998; de Kloet et al. 2005). The affinity of MR
for corticosteroids is high and is typically saturated under
basal glucocorticoid levels, while the low-affinity GR are
activated with high plasma corticosteroid levels (de Kloet
et al. 1998). Therefore, when glucocorticoid levels rise
during the peak ultradian pulses and in response to
stressors, the negative feedback on the HPA axis is
primarily mediated by the GR (Fig.1) (de Kloet et al. 1998),
having an established function in the response to and
recovery from stress. However, the MR also appears to
play a role in glucocorticoid-mediated negative feedback
under mildly stressful conditions (Pace & Spencer, 2005).
The balance between MR and GR mediated actions is
thought to determine the stress responsiveness of an
individual. Disturbance of this balance can dysregulate the
stress system and enhance vulnerability to stress-related
disorders (de Kloet et al. 2005, Oitzl et al. 2010, Harris et al.
2013).

Figure 1

o

Simplified representation of the integrated stress response
emphasizing in HPA axis activation and glucocorticoid-mediated
feedback. CRF: corticotrophin realising factor; AVP: arginine-
vasopressin; ACTH: adrenocorticotrophin; CORT: corticosterone;
GR: glucocorticoid receptor.
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Figure 2
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Representation of the mechanism of action of corticoids
receptors. GRE: glucocorticoid responsive element, GR:
glucocorticoid receptor; MR: mineralocorticoid receptor.

THE STRESS HYPORESPONSIVE PERIOD

As alluded above, the HPA axis during the early
development is remarkably different from the adult, both
in structure and function. A large body of evidence has
accumulating supporting that during the first 2 weeks of
the early postnatal development in rats and mice, the
pituitary-adrenal axis of the pups is hyporesponsive to
most stimuli. This period has been termed the stress
hyporesponsive period (SHRP) and extends from postnatal
day 4 to 14 approximately. The main characteristics of this
period are very low basal CORT levels and an inability of
many stressors to elicit a CORT response (Levine et al.
2007, Sapolsky & Meaney 1986, Walker et al. 2001). Data
indicate that maternal factors are responsible for actively
inhibiting the endocrine responses to stress postnatally.
Thus, during development, most of the peripheral and
central stress-responsive systems are capable of being
activated. However, under conditions of normal dam-pup
interactions, these responses are mostly suppressed by the
dam's behavioral interaction with the pups. It has been
suggested that this is an important mechanism in
protecting the neonatal rat from prolonged episodes of
glucocorticoid secretion during this critical period of brain
development (Faturi et al. 2010). High levels of
glucocorticoids in this period can have damaging effects on
the brain, since it is a period of major axonal growth,
synaptogenesis and myelinitation of the main brain circuit
(Lehmann & Feldon 2000). The mother influences as
diverse physiological responses such as heart rate, the
sleep-wake cycle and the production of growth hormone
(Levine 1994).

MATERNAL SEPARATION

Adverse events in early life affect wide physiologic and
behavioral responses and contribute to the development
of different kinds of disease in adult life.

In laboratory rats, the chronic effects of postnatal
manipulation of the infant-mother relationship have been
studied experimentally for more than 50 years. The
alterations depend mostly on environment conditions and
the interaction between mother and offspring. In order to
study the effects and possible alterations by adverse
experiences in early life was developed an animal model of
early life stress called maternal separation (MS). There is a
large number of MS procedures, however is well known
that, either 24h or repeated shorter periods of neonatal
MS, is considered one of the most potent stressors during
development.

In the literature, there are major the inconsistencies and
contradictory findings for almost all parameters
investigated. Even subtle variations in methodological
procedures such as differences in frequency, duration, age,
gender could account for these discrepancies (Lehman &
Feldom 2000).

Although results are not consistent within the MS
paradigm, it has been shown that the MS manipulation
affects a large number of behavioral and neurobiological
variables in the offspring that persist into adulthood.

It has been shown that generally short-term MS (usually 15
min or less) appeared to reduce anxiety-like behaviors,
decreased HPA-axis tone and reduced the response to
stress (Plotsky et al. 2005, Ladd et al. 2005, Levine 2005) in
adulthood. These short-term separation periods, called
early-handled (EH), could emulate the natural period of
time in which the mother leaves her pups for short periods
of time to collect food. Thus, short-term MS might be
considered as a more natural environment (Nishi et al.
2013). Whereas the effects of EH have been well
documented and replicated, the long-term effects of
prolonged MS are more controversial. This could be due in
part to the different procedures of maternal separation
that the laboratories used. However, several works have
demonstrated that separation of pups from their mother
during prolonged periods could lead hyper reactivity of the
HPA axis to stress at the adult stage (Aisa et al. 2008,
Lippmann et al. 2007, Milde et al. 2004, Ladd et al. 2004).

In the next section we discussed more in detail the

different responses of the HPA axis among the different
protocols of prolonged MS used between laboratories.
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MATERNAL SEPARATION AND THE HPA AXIS

The response of an organism to stress involves various
systems such as the nervous, endocrine and immune.
Indeed, the connections between brain circuits and
peripheral systems form the basis of adaptive or
maladaptive responses of an organism to stressful stimuli.
One of the major pathways that are activated against
stress is the HPA axis.

Usually, different protocols of maternal separation did not
produce any change in the basal plasma levels of CORT or
ACTH. Following daily 4.5 and 3 h MS in the first 3 weeks of
life, no significant differences in basal plasma CORT and
ACTH levels were observed (Ogawa et al. 1994, Ladd et al.
2005). However, it has been shown in female rats that MS
from postnatal day (PND) 1 to 21 during 4,5 h decreased
ACTH levels and increased CORT plasma levels in adulthood
(Sudrez et al. 2001).

As stated above, MS increase the risk to develop different
disease as adult. It has been demostrated that MS increase
adulthood vulnerability to stress and produce a heightened
HPA axis hormonal response (Plotsky & Meaney 1993,
Suchecki et al. 1995, Ladd et al. 2004, Milde et al. 2004).
However, different results it has been shown.

MS during 180 min from PND 2 to 14 produced an
augmented plasma ACTH and CORT concentrations
following an acute stressor, compared to EH animals that
were maternally separated during 15 min from PND 2 to 14
(Lippmann et al. 2007). Also, MS during 180 min from PND
1 to 14 produced enhanced stress reactivity responses as
shown by elevated CORT levels following the exposure to
shock stress. But this response was not observed in rats EH
that was maternally separated during 10 min (Milde et al.
2004). MS from PND 2 to 14 during 3 h produced an
increase in ACTH levels after different stressors (Liu et al.
2000, Ladd et al., 2004) and produced an increase in CORT
levels after exposure to a brief mild handling stress
compared to EH (15 min) rats (Kalinichev et al. 2002).

However, contrary response was found, Roman et al.
(2006) have been shown that a separation from PND 1 to
21 during 15 minutes increase CORT release after
immobilization, but a separation during 6 h did not
produce alteration in CORT release induced by stress.

With regards the neuropeptides that regulate the HPA axis
it has been found that MS, 3 h daily on PND 1 to 14 showed
higher AVP mRNA expression in the PVN and the bed
nucleus of the stria terminalis compared with control rats
(Veenema & Neumann 2009). Aisa et al 2008 found that
MS (180 min/day from PND 2-21) in females produce an
increase in CRF mRNA expression in the PVN. Besides,
following chronic homotipyc stress, CRF mRNA expression
was significantly increased in maternally separated rats

(180 min/day during PND 2-14), compared to controls
(Babygirija et al. 2012).

The stress peptide CRF by binding to CRF1 and 2 receptors
(CRFR1 and CRFR2) is key to persistent changes in central
stress circuits induced by MS. In this sense, O’Malley et al
(2011) showed that MS during 3 h from PND 2 to 12
produced an increase in the CRFR1 in the hypothalamus.

These studies illustrate that early life perturbations induce
persistent changes in the HPA axis function and increased
sensitivity to stress, which may contribute to different
disease and behavioral changes in adulthood. Most of the
data found suggests that the maladaptation in stress
response in neonatal maternally separated rats could be
due to alterations in the central nervous system, like an
upregulated CRF system. In the next section, the discussion
is focused in the alterations induced by MS in other brain
structures that regulate the HPA axis.

MATERNAL  SEPARATION EFFECTS ON EXTRA
HYPOTHALAMIC AREAS

Hippocampus: The activity of the HPA axis is controlled by
different limbic and cortical areas. The hippocampus is a
brain region that has an inhibitory influence over the HPA
response (Fig. 1) (Jacobson & Sapolsky 1991). This
structure is particularly vulnerable to early life adverse
experiences for different reasons, in the first place it
continues to develop after birth, secondly it shows a
remarkable degree of structural and functional plasticity
and finally, it contains a high number of GR which makes it
susceptible to changes in glucocorticod levels. MS affect a
number of structural, molecular and physiological aspects
of the hippocampus. For instance, prolonged MS (360
min/day, PND 1-21) alters glutamate receptor expression
in the hippocampus (Pickering et al. 2006). Decrease
neurogenesis has also been found in adult hippocampus of
maternally separated rats, specifically a decrease in cell
proliferation and immature neuron production in the
dentate gyrus (Mirescu et al. 2004, Huot et al. 2002).
Concentrations of neurotrophin also decrease in the
hippocampus of the maternally separated rats (Marais et
al. 2008). MS leads to a deregulated HPA activity with
down-regulation of GR in the hippocampus. This reduced
capacity to detect glucocorticoids leads to inefficient
negative feedback on the HPA axis and an extended stress
response (Meaney 2001).

Extended Amygdala: Various stressors activate different
sources of CRF, such as the central nucleus of the amygdala
(CeA) and the paraventricular nucleus of the hypothalamus
(PVN). Amygdalar CRF may stimulate the hypothalamic CRF
release through a feed-forward effect; this represents the
limbic activation of the HPA axis (Fig. 1) (Herman et al.
2005, Jankord & Herman 2008).
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Maternally separated rats for 180 min daily from PND 2 to
14 showed significantly elevated levels of CRF expression
and CRF mRNA in the CeA, in bed nucleus of the stria
terminalis and locus coeruleus, compared with EH animals
(15 min). Therefore, early rearing conditions can
permanently alter the developmental set-point of central
CRF systems (Plotsky et al. 2005). Besides, Troakes and
Ingram (2009) showed that MS from PND 5 to 21 for 6 h
induced a significantly increase in c-fos mMRNA expression,
after the exposure to the elevated plus maze, in specific
brain areas, including medial amygdala. The MS rats
displayed greater anxiety behaviour compared to controls
undisturbed rats. The region-specific increase in c-fos
mRNA reflects activation of neural circuits associated with
anxiogenic stress response (Troakes & Ingram 2009). Also,
rats that were separated from the dams for 3 h per day
from PND 1 to 14 had significantly more restraint stress-
induced Fos positive cells, an estimate of neuronal
activation, in the central nucleus of the amygdala (CeA),
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN), and
the bed nucleus of the stria terminalis (BNST), each of
which plays an important role in organizing the
biobehavioral response to stress (Sanders & Anticevic
2007).

The CRF receptors (CRFR) 1 and 2 are distributed in a
region-specific and species-typical pattern, including
various cortical laminae, subcortical, limbic, and brainstem
structures such as amygdala, bed nucleus of the stria
terminalis, raphe nuclei, and locus ceruleus (Chalmers et al.
1996, Wong et al. 1994). CRF mRNA expression has been
studied in the PVN in context of maternal separation
paradigm, and it has been revealed that there is a rapid
induction of heteronuclear and mature mRNA for CRF in
both deprived and nondeprived animals within 15 min of
an isotonic saline injection (Dent et al. 2000). These
findings indicate that during the SHRP, central brain
elements are clearly responsive to environmental events,
even though adrenal responses may be limited. The
expression and distribution of brain CRF receptors changes
across animal development (Avishai-Eliner et al. 1996,
Eghbal-Ahmadi et al. 1998). Eghbal-Ahmadi et al. (1997)
demonstrated that 24-h of MS induced a downregulation
of CRFR2 in ventromedial hypothalamus and the
basomedial amygdala. On the other hand, MS during 3 h
from PND 2 to 12 produced an increase in CRFR2 in the
amygdala following acute psycological stressor (O’Malley
et al 2011). However little is known about the impact of
maternal separation on CRF receptor expression in the
brain.

This indicates that the alterations induced by maternal
separation in structures that regulate the behavioral
response to stress and the HPA axis could be part of the
cause of emotional disorders in adulthood.

GENDER DEPENDENT EFFECTS IN MATERNAL SEPARATION
MODELS

Sexually dimorphic responses in mammals can be
considered as the final outcome of the mutual influences
between genes, sex hormones, organizers and activators
effects of hormones on the brain, learning, social
influences and other environmental influences (Kelly et al.
1999, Palanza 2001). Sex differences have referred, for a
long time, only to mating behaviors, sex hormones and the
hypothalamus. However, this view has changed because a
lot of findings highlight the influence of sex on several
brain areas, on different types of behavior, memory,
emotions, vision, face processing, perception of fear levels
of neurotransmitters and the brain's response to stress
hormones (Cahill 2006).

While stress is a common experience to all organisms,
many stress responses are sexually dimorphic. It is known
that the prevalence of affective and anxiety disorders are
significantly higher in women than in men. Emotional
reactivity to stress and abnormalities in HPA axis activity
have been implicated in the etiology of both depression
and anxiety disorders (Gold & Chrousos 2002). Besides,
there is a wide body of evidence indicating that sex
hormones are involved in the control of the HPA axis. In
general, estrogen has excitatory effects, and androgen has
inhibitory effects on HPA function (McCormick et al. 2002,
Lund et al. 2006).

On the other hand, as stated earlier, the behavior of the
mother plays a critical role in the development of the
stress response. There is evidence that maternal care is
different in males and females (Moore et al.,, 1997),
therefore the offspring of the opposite sex would be
exposed to different patterns of maternal care, which
could also contribute to sex differences in the
development of behavior and stress response.

Wigger and Neumann (1999) found that periodic maternal
separation (180 min/day on postnatal day 3-10; PND)
induced higher plasma ACTH and CORT concentrations in
female than in male rats. This difference might be due in
part to a direct stimulatory effect of estrogen on CRH gene
expression by interaction with estrogen responsive
elements in the promotor area of the gene coding for CRH.
Slotten et al. (2006) reported decreased CORT levels for
daily 3 h (PND 3-15) maternally separated females
compared with non-handled rats. They showed that
females had higher corticosterone and ACTH basal levels
than males (Slotten et al. 2006). On the other hand, it has
been shown that 4.5 h maternal separation during the first
3 weeks of life (PND1-21) did not produce alterations in
basal CORT or in basal ACTH levels neither in males nor in
females (Renard et al. 2007). However, in front of a stress
situation (variable chronic stress) the pituitary-adrenal axis
is less active in maternally separated males showing a
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decrease in ACTH and CORT levels (Renard et al 2007). This
trait is not observed in female rats. The diminutions in
plasma ACTH and CORT only in males might be due to a
lower sensitivity of the HPA axis to stress in animals
subjected to maternal separation. In accordance, Ladd et
al. (2005) demonstrated that chronic variable stress
decreased the neuroendocrine stress response in
prolonged maternally separated (180 min/day, PND 2-14)
male rats. Chronic stress may dampen the pituitary-adrenal
response in maternally separated rats by enhancing
transcription of glucocorticoid receptor in the cortex.
Alternatively, they proposed that variable chronic stress
may increase regional GABAergic tone, thereby dampening
stress responsiveness in maternally separated animals. In
contrast, neonatal handling (15 min/day, 1h) during the
first 3 weeks of life increase CORT response to stress in
male but not in female rats (Papaioannou et al. 2002).
Furthermore, it has been found that the medial
parvocellular portion of the paraventricular hypothalamic
nucleus has a vasopressinergic activity that is dependent
on the animal’s sex. Female rats showed higher activity in
the AVP neurons than males (Renard et al 2010).
Furthermore, the combination of early-life stress and
variable chronic stress as adults produced a neuronal
activity pattern in vasopressinergic neurons that is
opposite in males and females. In males, the activity of
AVP neurons turned back to baseline, whereas in females
the exposure to both protocols caused a marked increase
in such activity (Renard et al. 2010). Since AVP is a
hypothalamic hormone that, together with the CRF,
stimulates ACTH release from the pituitary gland, a higher
activity in AVP neurons in females is in accordance with
results showing that female rats exhibited elevated ACTH
levels compared to males, evidencing a sexual dimorphism
(Renard et al. 2007).

Regarding GR, Xu et al. (2011) found that GRs in the
hippocampus were more abundant in females than in
males and maternal separation from PND 2 to PND 14
during 3 h increase GR levels only in males. On the other
hand, it has been shown that there were no gender-
dependent effects in the PVN or in the dorsal hippocampus
in animals subjected to maternal separation (4.5 h/day
from PND1-21) and males and females showed an increase
in GR expression in the CA1, CA2 and CA3 subfields of the
hippocampus, when they were subjected to early maternal
separation and variable chronic stress as adults (Renard et
al 2010). Other investigators have found an increase in GR
mRNA density in the frontal cortex of maternally separated
male rats subjected to variable chronic stress, but they
have not found changes in the hippocampus of males with
the same treatment (Ladd et al. 2005). Desbonnet et al.
(2008) showed that neonatal maternal separation (3 h/day
from PND 2-14) increase CRF expression and the activity of
CRF neurons in the PVN after an acute swim stress only in
female rats. They did not found differences in CRF in the

hypothalamus of maternally separated males, however,
maternal separation produce a decrease in AVP expression
in the PVN of males. It has also been shown that early
postnatal environment affects the differentiation of
hippocampal neurons; this effect involves alterations in GR
expression in the rat brain, resulting in changes in the
sensitivity of the system to the inhibitory effects of
glucocorticoids on the synthesis of CRF and AVP in
hypothalamic neurons (Meaney et al., 1996). Moreover,
these effects of maternal separation have also been shown
to be gender-dependent, with greater decreases in GR
levels in the PVN of males compared to females, following
24 h of maternal separation (Avishai- Eliner et al. 1999).
Aisa et al. 2008 found that maternal separation (180
min/day from PND2 - 21) in females produce an increase in
CORT levels and CRF mRNA expression in the PVN. They
also showed a decrease in GR expression in the
hippocampus and suggest that the altered HPA axis
function may be associated to behavioral and cognitive
deficits in maternally separated females (Aisa et al. 2007,
2008).

The sexually dimorphic effects of maternal separation on
the HPA axis function indicate that gender is an important
factor influencing the response to stress. In general, the
enhanced response to stress in maternally separated
female rats relative to males suggests that maternal
separation results in a more reactive
neuroendocrinological stress system in females, than in
males. The mechanism of this differential gender-specific
vulnerability to the same perinatal environment may be
related to the perinatal sex steroid milieu (Yoshimura et al.
2003).

CONCLUSIONS

Traumatic experiences in early life or in adulthood alter the
ability of an individual to adapt. If coping mechanisms fail a
state of distress appear, which is reflected in an altered
HPA axis and limbic system function. Evidence shows that
stressful events, particularly those occurring during the
postnatal period, may cause changes in the development
of the nervous system and behavior of animals. These
studies all support the notion that prolonged periods of MS
are associated with risk to develop different disease
associated with alterations in the neuroendocrine response
to stress. However, there are several models of MS and
they generate different results and the experimental
conditions have to be chosen accordingly.

Besides existing sex differences in neuroendocrine
responses to stressful situations in early postnatal life and
in adulthood could underlie the predisposition of either sex
for various disorders such as depression and anxiety.
However, still much remains unknown about the different
neural mechanisms and functional brain processes that
operate in different sexes in situations of stress.
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RESUMEN

El sistema endocannabinoide ha sido implicado en diversas funciones del organismo y tradicionalmente se ha estudiado como el
responsable de los efectos psicotropicos de la marihuana en su utilizacion como droga de abuso. Sin embargo, existen variadas
evidencias que colocan a los endocanabinoides como reguladores del apetito y del metabolismo energético. Inicialmente se
utilizé un antagonista de los RCB1 de canabinoides (Rimonabant) para el tratamiento de la obesidad, debido a su efecto de
disminucion de la ingesta de alimentos y control metabdlico, con buenos resultados. Lamentablemente, los efectos adversos de
este farmaco a nivel central, entre ellos depresion e intentos suicidas, fueron causantes de su retiro del mercado. Intensa
investigacion ha seguido aconteciendo en el drea de los canabinoides y su relacion con la obesidad, buscando una mayor
especificidad de fdrmacos antagonistas o agonistas inversos que actuen sobretodo en tejidos periféricos como el higado o el
tejido adiposo, con el fin de mejorar los pardmetros metabdlicos de individuos con obesidad o sindrome metabdlico. En este
articulo hacemos una breve revision de los principales efectos de los endocanabinoides sobre el control de la ingesta de
alimentos a nivel central y ademds su rol en el metabolismo energético en tejidos periféricos.

Palabras Claves: Obesidad, Sistema endocanabinoide, anandamida, 2AG, dcido linoleico, hipotdlamo, ingesta de alimentos
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INTRODUCCION

OBESIDAD Y SISTEMA ENDOCANABINOIDE

La obesidad es un problema de salud publica a nivel
mundial, con una prevalencia en aumento tanto en paises
desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo
(Malik et al. 2013). En Chile el 67% de la poblacion adulta
presenta algun grado de malnutriciéon por exceso (ENS
2010), mientras que este afio es primera vez que la
prevalencia de obesidad en menores de 6 afios tiene 2
digitos, con un 10.3% (MINSAL 2013). Se ha demostrado
que la obesidad tiene un profundo impacto en la morbi-
mortalidad de la poblacion, en los costos de salud y en la
calidad de vida personal y profesional (Kopelman 2000).
Actualmente, la modificacién de los estilos de vida, la
farmacoterapia complementaria y las intervenciones
quirdrgicas son parte del tratamiento contra la obesidad y
sus secuelas (Padwal et al. 2011). Aunque la modificacién
de los estilos de vida sigue siendo la piedra angular de la
intervencion contra la obesidad, sélo produce una pérdida

de peso a corto plazo dada su baja adherencia,
observandose un significativo aumento de peso después
de sdlo dos afios (Rossner et al. 2000).

En consecuencia, se recomienda el uso de farmacoterapia
complementaria para ayudar y mantener la pérdida de
peso, sobretodo en presencia de comorbilidades de la
obesidad  (hipertension,  dislipidemia, enfermedad
coronaria, diabetes tipo 2, apnea del suefio, higado graso)
(NICE 2006).

Los medicamentos antiobesidad en uso actual o reciente
pueden ser categorizados de acuerdo con uno de los tres
mecanismos de accién: a) inhibidores de la absorcion de
grasa, b) inhibidores del sistema endocanabinoide c)
modificadores de la neurotransmisién en sistema nervioso
central de norepinefrina, dopamina y serotonina (Padwal
et al. 2004).
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El sistema endocanabinoide (SEC) estd constituido dos
receptores para canabinoides, RCB1 y RCB2 (Devane et al.
1988), sus ligandos endogenos denominados
endocanabinoides, siendo la anandamida (ADA) y el 2-
araquidonilglicerol (2-AG) (Devane et al. 1992) los mas
estudiados, y las enzimas responsables de su formacién y
degradacion. Los endocanabinoides, ADA y 2-AG, son
biosintetizados a partir de fosfolipidos de membrana.
Luego de ejercer su acciébn, ADA es degradada
especificamente por la accidon de la enzima 4acido graso
amido hidrolasa (AGAH), mientras que el 2-AG es
inactivado por la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL)
(Muccioli 2010).

Los RCB1 y RCB2 son receptores de membrana acoplados a
proteina G que al ser activados producen una serie de
respuestas  bioquimicas célula-especifica, como Ia
inhibicién de diversos canales de Ca®* dependientes de
voltaje y de la actividad adenilato ciclasa, resultando en
una disminuciéon de los niveles de AMPc, la activacion de
canales de K, fosfolipasas, de la via de las proteinas
quinasa activadas por mitégeno (MAPK) y aumento de la
sefializacion de oxido nitrico (Mackie & Hille 1992). EI RCB1
se expresa tanto a nivel central como periférico (tracto
gastrointestinal, higado, pdancreas, musculo esquelético,
tejido adiposo, etc.) (Matias et al. 2008), mientras que el
RCB2 se expresa principalmente en las células del sistema
hematopoyético e inmune (Graham et al. 2010) y en
menor medida en cerebro (Callen et al. 2012)y en otros
tejidos periféricos tales como pancreas e higado (Batkai et
al. 2007, Juan-Pico et al. 2006). Actualmente, el SEC es
reconocido como un sistema clave en aspectos
relacionados con la homeostasis de energia ya que tiene
un rol en la ingesta alimentaria, la lipogénesis hepatica, la
adipogénesis y lipogénesis del tejido adiposo, asi como en
el metabolismo de la glucosa (Valenzuela et al. 2010).

La asociacion entre las alteraciones metabdlicas de la
obesidad con el SEC se demostrd con la administracion del
antagonista RCB1, Rimonabant (SR141716A) a ratas Zucker
(fa/fa), resultando en la reduccién del peso y un aumento
de los niveles de adiponectina(Bensaid et al. 2003). Los
ratones knock-out para RCB1 son resistentes a la obesidad
inducida por dieta y presentan niveles plasmaticos
reducidos de insulina y leptina y, mas aun, presentan una
regulacion normal del apetito al compararlos con ratones
nativos obesos (Alvheim et al. 2013b). Los efectos positivos
del bloqueo de RCB1 han sido replicados en humanos con
ensayos clinicos a larga escala, demostrando una
disminucion de los depdsitos viscerales de grasa y de otros
parametros metabdlicos (Despres et al. 2005, Pi-Sunyer et
al. 2006, Scheen et al. 2006, Van Gaal et al. 2005). En
conjunto, estos estudios demuestran que el SEC, y
particularmente el RCB1, esta involucrado en la
modulacion del fenotipo de obesidad, lo que explica el

interés existente en el desarrollo de farmacos para
bloguear la activacion de este sistema.

EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL SISTEMA
ENDOCANABINOIDE

Tradicionalmente se ha considerado a los cannabinoides
exégenos como estimuladores del apetito, entre ellos el
mas conocido, el tetrahidrocanabinol (THC) proveniente de
la marihuana. Sin embargo, una conducta de ingesta
alimentaria excesiva puede deberse a un incremento de la
sefial enddgena de los endocanabinoides, entre ellos ADA
0 2AG. Recientes estudios han demostrado que dietas ricas
en el acido graso acido linoléico (w-6), el precursor del
acido araquiddnico, puede llevar a un incremento de la
sintesis de endocanabinoides(Alvheim et al. 2012, Alvheim
et al. 2013a, Alvheim et al. 2013b) lo que conduce al
desarrollo de obesidad. Estas evidencias claramente
muestran que nuestra conducta alimentaria puede
modificar la sintesis de endocanabinoides enddgenos y
llevar a un exceso de peso debido al conocido efecto
orexigeno de los canabinoides. De forma interesante, la
administracion de los endocanabinoides ADA o 2-AG
incrementa la actividad eléctrica de células receptoras del
gusto y nervios gustatorios, incrementando la percepcién
de los sabores dulces (Yoshida et al. 2010). Esto puede
desencadenar un circulo vicioso en que ciertos alimentos
generan un incremento en la concentraciéon de
endocanabinoides en el sistema nervioso central y estos
endocanabinoides  incrementan tanto la  ingesta
alimentaria como también la preferencia por alimentos
poco saludables (Higuchi et al. 2011).

Estos hechos colocan al SEC como un posible blanco de la
terapia nutricional o farmacoldgica. Recientemente se ha
planteado que si se privilegia el consumo de acidos grasos
w-3 por sobre el consumo de acidos grasos w-6 disminuye
la sintesis de endocanabinoides (Alvheim et al. 2012,
Alvheim et al. 2013a, Watkins et al. 2010), lo que
terminaria con este circulo vicioso, y favoreceria una
menor ingesta de alimentos. Mas interesante aun son los
efectos de una dieta rica en acidos grasos w-3 sobre el
desbalance de endocanabinoides a nivel periférico, en que
esta disminucion de los endocanabinoides produce una
mayor sensibilidad a la insulina y menor acumulacién grasa
en los adipocitos y reduccién de la inflamacion (Kim et al.
2011, Banni & Di Marzo 2010). Lamentablemente, las
terapias nutricionales han demostrado una baja
adherencia debido probablemente a la inmensa oferta de
alimentos poco saludables y a su vez mas sabrosos que
existe en el mercado de los alimentos. Estos alimentos
intervienen en el componente heddnico de la conducta
alimentaria. Este hecho, muestra la importancia de la
busqueda de farmacos que actien en el SEC con
selectividad, eficacia y seguridad, para contribuir al
tratamiento de la obesidad.
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SISTEMA ENDOCANABINOIDE Y CONTROL DE LA INGESTA
DE ALIMENTOS

El control de la ingesta de alimentos involucra multiples
mecanismos que son finalmente integrados en el sistema
nervioso central y dan origen a la conducta alimentaria. El
apetito esta sujeto en general a 2 tipos de control: 1) el
homeostdtico o referido al hambre o saciedad en
respuesta al balance energético del organismo en un
momento dado y 2) el heddnico, en el cual se activa el
circuito del placer y la recompensa ante el consumo de un
alimento (Harrold et al. 2012). La alteracion en alguno de
estos mecanismos de control puede llevar a un consumo
excesivo de alimentos y conducir al desarrollo de obesidad.
Existen diversas evidencias que colocan al SEC como
participe de estas 2 vias de control del apetito (Cota et al.
2006, Harrold & Williams 2003, De Luca et al. 2012), por lo
que la modulacién farmacolégica de este sistema a nivel
central se considera uno de los blancos terapéuticos
promisorios del tratamiento de la obesidad.

Dentro de las areas del sistema nervioso central que
ejercen un control homeostatico de la ingesta de alimentos
y el gasto energético, el hipotalamo juega un rol
fundamental. El nucleo arqueado (ARC) del hipotdlamo
contiene poblaciones neuronales que coliberan el péptido
relacionado con la proteina agouti (AgRP) y el
Neuropéptido Y (NPY) siendo ambos neuropéptidos
orexigenos. Por otra parte, un grupo de neuronas del ARC
que coexpresan pro-opiomelanocortina (POMC), precursor
del neurotransmisor o-MSH, y también el transcrito
inducido por cocaina y anfetamina (CART), generan un
efecto anorexigeno (Harrold et al. 2012). Los 2 tipos de
neuronas proyectan sus terminales nerviosas a diversas
dreas cerebrales, incluidas neuronas CRH-érgicas, de
caracteristicas anorexigenas, ubicadas en el nucleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN). Estas neuronas,
consideradas de segundo orden, integran diversas sefiales
y finalmente proyectan sus terminales nerviosas hacia el
nucleo del tracto solitario (NTS). EI NTS recibe informacion
tanto periférica como central y comienza la respuesta
efectora del consumo de alimento, funcionando como un
centro de la saciedad (Harrold et al. 2012). Por otra parte,
proyecciones del hipotdlamo lateral (LH) que liberan
péptidos llamados orexinas poseen un potente rol
orexigeno al estimular tanto neuronas NPY/AgRP como
inhibir las neuronas POMC/CART del ARC. El rol de los
endocanabinoides sobre el control hipotaldmico de Ia
ingesta de alimentos ha sido extensamente estudiado.
Ratones knock-out para el receptor RCB1 de
endocannabinoides tienen una ingesta menor de alimento
que ratones wild-type (Di Marzo et al. 2001) después de
ser sometidos a deprivacién de alimento. De igual forma,
el bloqueo farmacoldgico del receptor RCB1 previene la
hiperfagia inducida por anandamida (Jamshidi & Taylor
2001, Williams & Kirkham 1999). Es claro entonces que los

endocanabinoides son sustancias orexigenas, de hecho, los
niveles de 2-AG incrementan en hipotalamo durante el
ayuno y disminuyen rdpidamente en respuesta a la ingesta
de alimentos (Kirkham et al. 2002). Los RCB1l de
cannabinoides, son receptores de membrana acoplados a
proteina Gi/o y por lo tanto poseen caracteristicas
inhibitorias como disminucion del AMPc, disminucion de la
apertura de canales de calcio y apertura de canales de
potasio, que llevan finalmente a la disminucién de la
liberacion de neurotransmisores (Piomelli 2003). Los RCB1
pueden encontrarse en las terminales presinapticas que
arriban al ARC y mas aun, los endocanabinoides
anandamida y 2AG pueden ser sintetizados por neuronas
postsinapticas de este nucleo hipotaldmico funcionando
como neuromoduladores retrégrados, que disminuyen la
liberacion de neurotransmisores anorexigenos en el ARC.
Un ejemplo de esto es la presencia del RCB1 en terminales
nerviosas serotoninérgicas que arriban al ARC, inhibiendo
la liberacion de serotonina. La serotonina tiene un efecto
anorexigeno al activar las neuronas POMC/CART a través
de receptores 5HT2c (Berglund et al. 2013, Nonogaki et al.
2003), de ahi el efecto farmacoldgico obtenido por
inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina
como la Sibutramina (Nisoli & Carruba 2000) o el efecto
mas leve obtenido por inhibidores selectivos de Ia
recaptura de serotonina como la Fluoxetina. También
terminales serotoninérgicas arriban al PVN donde dicho
neurotransmisor produce activacion de neuronas CRH-
ergicas con un efecto orexigeno (Currie & Coscina 1996,
Arevalo et al. 2001). De esta forma, los endocanabinoides
podrian disminuir la liberacidn de serotonina en PVN y
ARC, como se ha observado en otras dreas (Nakazi et al.
2000), siendo el efecto final una disminucién de la ingesta
de alimentos.

Otro neurotransmisor blanco de inhibicién por medio de
los endocanabinoides es el neuropéptido anorexigeno
CART. En efecto, ratones que carecen de la enzima FAAH
muestran niveles disminuidos de CART que son revertidos
con la administracién del antagonista RCB1 Rimonabant
(Osei-Hyiaman et al. 2005a). Esta Disminucion de CART
lleva a una hiporactividad de las neuronas CRH-érgicas del
PVN conduciendo a un incremento del consumo de
alimentos. Por otra parte, neuronas orexinérgicas del LH
que estimulan a las neuronas NPY/AgRP e inhiben a las
neuronas POMC/CART (Tsujino & Sakurai 2009), poseen la
magquinaria completa para sintetizar y degradar
endocanabinoides. De esta forma, estas neuronas
orexinérgicas regulan de forma retrégrada a terminales
presindpticas que contienen RCB1 y facilitan la activacidn
de ellas mismas. Es muy interesante que en ratones obesos
ob/ob o en ratones que consumen una dieta alta en grasa,
exista una remodelacion de la accién del SEC que lleve a un
incremento de la inhibicion de terminales GABA-érgicas
que controlan a las neuronas orexinérgicas del LH (Cristino
etal. 2013).
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El control heddnico de la ingesta de alimentos esta dado
principalmente por el sistema mesocorticolimbico, en que
neuronas dopaminérgicas ubicadas en el area tegmental
ventral (VTA) proyectan hacia el Nucleous accumbens
(NAc) o la corteza prefrontal (PFC), de forma que el
consumo de algun alimento sabroso y apetecible producira
la sensacion de placer y al mismo tiempo que incrementara
la liberacion de dopamina en el NAc (Vucetic & Reyes
2010). La administracion de THC en ratones incrementa el
gusto por una comida sabrosa y a su vez incrementa la
liberacion de dopamina, lo que sitia a los
endocanabinoides como moduladores de la respuesta
hedédnica ante un alimento sabroso (De Luca et al. 2012).
Los canabinoides parecen incrementar la preferencia por
una comida sabrosa (Cota et al. 2006, De Luca et al. 2012,
Harrold & Williams 2003) y ademds muestran un efecto
sinérgico con los agonistas opioides sobre la liberacidn de
dopamina en el NAc (Cota et al. 2006).

ACCIONES PERIFERICAS DE LOS ENDOCANABINOIDES

Estudios en modelos animales de alimentacién pareada y
obesidad inducida por dieta en ratones demostraron que el
efecto de los bloqueadores CB1 sobre la disminucién de la
ingesta de alimentos era transitorio, mientras que la
disminucion de peso se mantenia en el tiempo (Vickers et
al. 2003). Se observé ademas que el tratamiento croénico
con un bloqueador del RCB1 producia una reduccion
significativa de la masa grasa en relacion a la magra, y una
mejora de diversos parametros metabdlicos, como niveles
de insulina, leptina y colesterol, entre otros (Ravinet Trillou
et al. 2003, Hildebrandt et al. 2003, Poirier et al. 2005). Por
otro lado, los ratones knockout para CB1, presentan un
fenotipo magro al compararlos a ratones nativos con
alimentacién pareada (Cota et al. 2003). Mas aun, con una
dieta alta en grasas, los ratones CB1” no desarrollan
obesidad ni resistencia a la insulina, aunque consumen
cantidades similares de alimento que sus pares nativos
(Ravinet Trillou et al. 2004). En conjunto, estas evidencias
demuestran que la reduccién de peso y masa grasa
producto del tratamiento con antagonistas CB1, se deben a
su accion anoréxica inicial y posteriormente a un efecto
periférico sobre la lipogénesis y/o gasto energético.

El exceso de peso se asocia a un aumento de los depdsitos
de triglicéridos en higado, derivando en la alteracion de la
funcién hepatica y finalmente en esteatosis hepatica (Gary-
Bobo et al. 2007). Se ha observado que la exposicién a una
dieta alta en grasa estimula la expresién del RCB1 tanto en
higado como en tejido adiposo en ratones, mientras que el
tratamiento posterior con Rimonabant logra normalizar la
expresion del receptor y revertir sustancialmente la
esteatosis hepatica (Jourdan et al. 2010). La activacidn de
RCB1 en hepatocitos estimula la expresién de la proteina
de unién del elemento regulatorio de esteroles 1c (SREBP-
1c), un factor de transcripcion lipogénico, y de sus genes

blanco, las enzimas acetil-CoA-carboxilasa-1 (ACC1) y la
sintetasa de 4cidos grasos (FAS)4. Esto explicaria los
efectos de agonistas para RCB1 en la estimulacion de la
sintesis de 4cidos grasos “de novo” y lipogénesis en células
hepaticas (Osei-Hyiaman et al. 2005b). La ausencia de
respuesta lipogénica hepatica en ratones RCB17 y la
inhibicion de esta en ratones nativos al bloquear el RCB1
con SR141716A, dan mayor respaldo a la funcién
lipogénica de RCB1 hepaticos. El estudio de un modelo de
ratones “knockout” higado-especifico para el RCB1
alimentados con una dieta alta en grasa, demuestra que
estos animales presentan menos esteatosis, hiperglicemia,
dislipidemia y resistencia a insulina vy leptina, al
compararlos con los ratones nativos alimentados con la
misma dieta hipergrasa. Estos resultados indican que la
activacion de RCB1 hepaticos contribuye al desarrollo de
esteatosis inducida por la dieta y a las alteraciones
hormonales y metabdlicas asociadas (Osei-Hyiaman et al.
2008).

El tejido adiposo en un odrgano endocrino con un
importante rol en el desarrollo de la obesidad y sus
comorbilidades (Fain et al. 2004). Se ha sugerido que el SEC
contribuye a la acumulacion de triglicéridos, independiente
de la cantidad de alimento consumido y actuando
directamente en tejido adiposo. En este sentido, la
activacién de los RCB1, en tejido adiposo blanco, esta
acoplada a la estimulacion de la actividad lipasa
lipoproteica de superficie (Cota et al. 2003). Por otro lado,
tanto en estudios en animales como en humanos se ha
demostrado que el tejido adiposo expresa RCB1 (Bluher et
al. 2006, Cota et al. 2003). De forma concordante, la
obesidad se asocia a mayores niveles de ADA y 2-AG en
tejido adiposo visceral en humanos (Matias et al. 2008).
Por otra parte, ratas obesas Zucker (fa/fa) presentan una
mayor expresién de RCB1 al compararlas con ratas control
(Bensaid et al. 2003) y el tratamiento con Rimonabant
estimula la expresion de adiponectina, hormona
sintetizada en tejido adiposo que promueve la oxidacién
muscular de acidos grasos y la reduccién de peso (Fruebis
et al. 2001). Otros estudios demuestran ademas que
Rimonabant disminuye la hiperglicemia, la
hiperinsulinemia y la acumulacién de grasa visceral en
modelos animales de estrés, diabetes y obesidad (Matias
et al. 2006, Valenzuela et al. 2011, Yamauchi et al. 2001).

También hay antecedentes que indican que el SEC participa
en la regulacidn de la secrecion de insulina en el pancreas,
y por tanto, en el metabolismo de hidratos de carbono. En
este sentido, se ha demostrado la expresién de RCB1 y
RCB2 en pancreas endocrino (Juan-Pico et al. 2006). El
mismo estudio sugiere que la hiperactivacién del SEC
durante periodos de hiperglicemia podria contribuir a la
hiperinsulinemia caracteristica de la obesidad, mientras
que en otro trabajo se demostré que la produccidon de
endocanabinoides esta regulada negativamente por
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insulina en células pancreaticas (Matias et al. 2006).Por
otra parte, se ha observado que el musculo esquelético
humano y de ratones expresa RCB1 y que esta expresion
aumenta al exponerlos a una dieta obesogénica (Cavuoto
et al. 2007, Pagotto et al. 2006). Al respecto, ratones
“knockout” para RCB1 tienden a presentar un mayor gasto
energético (Cota et al. 2003) al compararlos con sus pares
nativos, mientras que el bloqueo de los RCB1 con
Rimonabant por una semana aumenta el consumo de
oxigeno en un 37% en ratones genéticamente obesos,
produciendo ademas un incremento significativo de la
captacion de glucosa en el musculo (Liu et al. 2005).

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

El SEC es uno de los principales blancos de estudio para el
tratamiento de la obesidad y el sindrome metabdlico,
debido a la participacién de sus componentes tanto en la
ingesta de alimentos como en el control del
almacenamiento y gasto energético a nivel central y
periférico. La posibilidad de encontrar
antagonistas/agonistas inversos de canabinoides o de
modular su sintesis es una alternativa real para el
tratamiento de la obesidad. Sin embargo, debido a la
amplia distribucién y funciones del receptor RCB1 de
endocanabinoides, la probabilidad de efectos adversos es
elevada, lo que dificulta la obtencion de un farmaco
clinicamente relevante. Un ejemplo de esto fue el retiro
del mercado europeo del primer antagonista/agonista
inverso del receptor RCB1 utilizado en ensayos clinicos,
Rimonabant. En estudios de Fase Ill demostré un gran
efecto en la baja de peso, y mejoramiento de pardmetros
cardiometabdlicos, sin embargo, se pesquisd6 que
conjuntamente, incrementaba la  probabilidad de
transtornos psiquidtricos incluidos depresion e intentos
suicidas (Jones 2008).

El disefio de farmacos antagonistas del receptor RCBlde
endocanabinoides que no atraviesen la barrera
hematoencéfalica parece ser un buen punto de partida
para la obtencidon de nuevos farmacos avocados al SEC,
debido a las acciones que presentan los antagonistas de
endocanabinoides sobre el mejoramiento en la sensibilidad
a la insulina, disminucién de la acumulacién grasa y otros
efectos metabdlicos positivos a nivel periférico, evidencia
prometedora para apoyar el antagonismo del RCB1
periférico como un objetivo viable para el tratamiento de
la obesidad y sus comorbilidades asociadas.
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RESUMEN

En la mayoria de los mamiferos, incluyendo el ser humano, los érganos y los sistemas homeostdticos se desarrollan durante la
vida prenatal. Esta es una etapa de gran plasticidad, y por ende de alta susceptibilidad a los cambios ambientales. Por lo tanto,
eventos adversos durante la gestacion pueden traer consecuencias a largo plazo en un fenomeno que se conoce como
"programacion fetal". Alteraciones durante el gestacion, tales como la desnutricion, obesidad, hipoxia o bien la presencia de
patologias del embarazo pueden conducir a cambios en los perfiles metabdlicos y hormonales de la madre y el feto, modificando
el ambiente intrauterino. En este proceso la funcion de la placenta es fundamental, debido a que ella se encarga de la
transferencia de nutrientes, oxigeno y de la metabolizacion de hormonas y drogas que afectan el desarrollo fetal. Los efectos a
largo plazo de la programacion estdan determinados por multiples factores que involucran el medio ambiente postnatal y las
caracteristicas propias de los individuos. El dimorfismo sexual es de gran relevancia dado que los fetos masculinos y femeninos
tienen diferentes grados de susceptibilidad a los cambios en el ambiente prenatal y postnatal temprano. Los mecanismos
intrinsecos por medio de los cuales la programacion fetal se hace evidente en la vida postnatal involucran modificaciones en los
patrones de la expresion de genes en ciertos drganos y tejidos, lo que sumado a ambientes y estilos de vida desfavorables en la
vida postnatal, se podria traducir en la aparicion de desdrdenes endocrino-metabdlicos.

Palabras Claves: Programacion fetal, enfermedad metabdlica, placenta, dimorfismo sexual.
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INTRODUCCION

En biologia el término "programacion" postula que Barker et al., describieron, en 16.000 sujetos en Inglaterra,

estimulos o insultos durante periodos criticos del
desarrollo pueden tener un impacto a lo largo de la vida de
los individuos (Lucas 1991). En este sentido, la vida fetal es
una de las etapas de mayor plasticidad, ya que en esta se
forman y maduran la mayoria de los érganos y tejidos. Las
evidencias experimentales y epidemioldgicas han
demostrado que las modificaciones del ambiente
intrauterino pueden acarrear consecuencias deletéreas
para los individuos, expresadas como un mayor riesgo de
padecer patologias no transmisibles en la vida adulta, lo
que se conoce como hipodtesis del origen temprano de las
enfermedades o programacion fetal (Bateson et al. 2004).

Estudios observacionales y de cohorte en Inglaterra,
Escandinavia e India fueron los primeros que mostraron la
estrecha asociacién entre el bajo peso al nacer y el
desarrollo posterior de enfermedades crénicas (Koupilova
et al. 1999, Stein et al. 1996, Barker & Osmond 1986).

que las tasas de muerte por enfermedad cardiovascular
disminuian a la mitad en aquellos que habian nacido con
un peso normal en comparacién con aquellos que habian
nacidos pequefios para la edad gestacional (Osmond et al.
1993).

Ademas, esta asociaciéon se mantuvo después de ajustar
por multiples variables como, nivel socioecondmico,
historia familiar y el peso al momento del estudio.
Interesantemente, un mayor indice de masa corporal en la
vida adulta aumentd la fuerza de esta asociacion (Barker
2006). Otros indicadores antropométricos de un alterado
crecimiento fetal, por ejemplo, peso, talla, baja
circunferencia abdominal y una elevada relacion feto-
placenta han sido asociados con el desarrollo de
enfermedad crénica en la vida adulta (Barker et al. 1993,
Campbell et al. 1996).
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En general, son multiples los factores que pueden alterar el
peso al nacer, los que incluyen factores maternos,
placentarios y fetales (Tabla 1).

Es importante indicar que esta asociacion se extiende,
también, a aquellos nifios nacidos por sobre el percentil 90
de la curva de crecimiento o nifios grandes para la edad
gestacional, produciéndose una distribucion "tipo U" en el
riesgo de desarrollar patologias en la vida adulta (Rogers &
Group 2003, Gluckman & Hanson 2004). Las principales
causas de macrosomia fetal incluyen diabetes gestacional,
obesidad y una sobrenutricion materna (Ju et al. 2009).

La placenta es un dérgano fundamental durante Ia
gestacidn, pues participa en el transporte de nutrientes, en
la respuesta inmunoldgica, en la sintesis de hormonas
esteroidales y peptidicas, y en la detoxificacion de
sustancias nocivas para el feto. Por lo tanto, una alterada o
deficiente funcién placentaria podria constituir un
elemento central en el establecimiento de un patrén
alterado de desarrollo fetal (Fowden et al. 2008).

Tabla 1. Factores maternos que modifican el peso de los recién nacidos.

Factores maternos

. Desnutricion

. Obesidad

. Deficiencia de nutrientes

. Hipertension arterial y Preeclampsia

. Diabetes Gestacicnal

. Sindrome de ovario poliguistico

. Asma

. Enfermedad periodontal

. Tabaquismo

. Consumo de alcohol

. Consumo de drogas
Factores placentarios

. Alteraciones de la circulacion utero-placentario

. Alteraciones en la transferencia de nutrientes

. Infarto o anormal desarrollo placentario
Factores fetales

. Anomalias cromosdmicas.

El concepto de programacion fetal involucra una serie de
modificaciones en la estructura y funcion de diferentes
tejidos y organos, entre los que se encuentran una
reduccién o redistribucién de diferentes poblaciones
celulares o bien una anormal sensibilidad de los tejidos a la
regulacion hormonal (Vo & Hardy 2012). Por otro lado,
cambios en los patrones de expresion génica a través de
modificaciones epigenéticas, como metilaciones en el ADN,
modificaciones post traduccionales en las histonas y micro
ARN, pueden ser la base del mantenimiento a largo plazo
de los efectos de la programacién fetal (Burdge et al.
2007a, O'Sullivan et al. 2012). Dada la complejidad de estos
procesos, es muy probable que existan multiples variables

que afecten el resultado final de la programacion fetal. El
dimorfismo sexual podria ser uno de sus principales
modificadores debido a que los fetos masculinos se
adaptan de manera diferente a los fetos femeninos frente
a condiciones desfavorables durante la gestacion.

Por lo tanto, en la presente revision nos focalizaremos en
las evidencias que sustentan la hipotesis de que un
ambiente intrauterino alterado conduce a programacién
fetal, debido a una alterada funcién placentaria y a una
respuesta fetal individual determinada principalmente por
el dimorfismo sexual. Estas modificaciones llevarian a
modificaciones epigenéticas, las cuales mantienen los
efectos a largo plazo de la programacion fetal (Figura 1).

Figura 1: Factores que intervienen en la programacion
fetal.
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Los factores que inducen programacion fetal son variados y
aun no completamente conocidos. La nutricién materna, la
exposicion a hormonas esteroidales, el estrés o la
presencia de patologias durante el embarazo, como
diabetes gestacional y pre-eclampsia han demostrado
tener efectos a largo plazo en la funcién metabdlica,
cardiovascular, reproductiva y neuroldgica en la vida
postnatal.

Factores nutricionales
Desnutricion: Desde los estudios de R.A. McCance en
Cambridge durante la década de los 60 hasta nuestros dias

la evidencia experimental basada en modelos animales,
indica que modificaciones nutricionales en las hembras
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prefiadas afectan el peso fetal y el crecimiento de las crias
en el largo plazo (Mccance & Widdowson 1962).

Los primeros antecedentes en humanos de la asociaciéon de
una pobre nutricion materna y sus efectos en la vida
postnatal provienen de estudios clinicos en sujetos que
padecieron la hambruna holandesa de finales de la
segunda guerra mundial, entre los inviernos de 1944 a
1945 (Roseboom et al. 2006). Lo relevante de esta
poblaciéon es que corresponde a un grupo con una
nutricién normal que repentinamente fue afectado por una
restriccion caldrica extrema. En esta cohorte se demostrd
que hombres jovenes que estuvieron sometidos a la
hambruna en su vida prenatal o postnatal temprana
presentaron una menor tasa de obesidad en la vida adulta
en comparacion con aquellos expuestos durante la primera
mitad del embarazo. De lo anterior se infirié que existian
periodos criticos durante la gestacion que afectan el
desarrollo del tejido adiposo y de los centros hipotalamicos
que regulan la ingesta caldrica y el crecimiento (Ravelli et
al. 1976). Estas observaciones han sido corroboradas en
modelos experimentales en ratas, los cuales han
demostrado que la restriccion caldrica durante la gestacion
induce el desarrollo de obesidad, diabetes e hipertension
arterial en las crias (Vickers et al. 2000, Garofano et al.
1998, Ozaki et al. 2001). Este efecto es potenciado por una
dieta rica en grasas en la vida postnatal y se encuentra
asociado con una mayor resistencia a la leptina y a una
anormal expresion hipotalamica de moléculas que regulan
la ingesta de alimentos, tales como proopiomelanocortina,
neuropéptido Y, proteina r-Agouti y receptor de leptina
(Krechowec et al. 2006, lkenasio-Thorpe et al. 2007).
Ademas, estos animales presentan un menor nimero de
células B-pancredticas lo que conduce al desarrollo de
diabetes tipo 2 (Garofano et al. 1998). Interesantemente,
aquellos animales que son sometidos a restriccion caldrica
en etapas tardias de la gestacion presentan alteraciones
cardiovasculares pero no desarrollan hipertensién, lo que
pone de manifiesto el concepto de etapas criticas en el
establecimiento de la programacion fetal (Holemans et al.
1999).

Es muy probable que el efecto de la pobre nutricidn
materna sea mediado por la disminuciéon de nutrientes
especificos. Los modelos animales de deficiencia proteica
durante la gestacion han mostrado alteraciones en la
funcién B-pancreatica (Desai et al. 1996) y resistencia a la
insulina debido a una menor expresiéon de PKC-{, en el
musculo esquelético (Fernandez-Twinn et al. 2005).
Ademas, se produce una mayor expresion hepatica de
acetil-coA carboxilasa y acido graso sintasa, enzimas que
favorecen la acumulacién de tejido graso (Maloney et al.
2003). Por otro lado, deficiencia de micronutrientes y
minerales en roedores han mostrado efectos similares a los
observados en la restriccidn caldrica. Una baja ingesta de
vitamina A durante la gestacidn conduce a hipertension

arterial debido a una reduccién en el nimero de nefronas
(Lelievre-Pegorier et al. 1998) y a intolerancia a la glucosa
por disminuciéon de células B-pancreaticas en las crias
(Matthews et al. 2004); mientras que la deficiencia de
calcio y zinc afectan la presién arterial debido a una
reduccion del area glomerular, ademas de una posible
alteracion del transporte del calcio lo que podria afectar la
regulacion hormonal de la presion sanguinea (Bergel &
Belizan 2002, Tomat et al. 2008).

Sobrealimentacion: La exposicion materna a dietas ricas en
carbohidratos o grasas, también conducen a hipertensién y
sindrome metabdlico en las crias. Modelos en roedores
alimentados con dietas ricas en sacarosa han mostrado
que las crias desarrollan obesidad, higado graso y un
aumento en los niveles de lipoproteinas de baja densidad,
paraddjicamente estos animales presentaron una mayor
sensibilidad a la insulina a nivel muscular, con una
tolerancia a la glucosa normal (Sedova et al. 2007). Por
otro lado, dietas ricas en fructosa durante la gestacion
inducen obesidad, aumentando los niveles circulantes de
glucosa, insulina y leptina (Rawana et al. 1993, Vickers et
al. 2011).

Por su parte, dietas de alto contenido en grasa durante la
gestacién inducen una reduccion del peso fetal (Hartil et al.
2009). A largo plazo, estos animales desarrollan obesidad,
hipercolesterolemia, resistencia a la insulina e hipertension
(Chechi & Cheema 2006, Samuelsson et al. 2008, Bruce et
al. 2009). Se ha sugerido que un mayor estrés oxidativo
podria explicar los efectos deletéreos de las dietas ricas en
grasas durante la gestacién en modelos de primates no
humanos (McCurdy et al. 2009). Por otro lado, a nivel
hepatico se produce una disminucion de la actividad
transcripcional del coactivador 1 del receptor gamma
activado por la proliferacion de peroxisoma (PPARgcl)
mitocondrial el cual se asocia a insulina resistencia
(Burgueno et al. 2013).

Hipoxia prenatal: La disminucién en el suministro de
oxigeno al feto, también, puede conducir a programacion
fetal. En este sentido, el ligamiento de las arterias uterinas
conduce a hipoxia y restringe el crecimiento fetal (Gilbert
& Leturque 1982). Interesantemente, en seres humanos
los embarazos en zonas de elevada altitud se asocian con
un menor peso al nacer (Giussani et al. 2001).

La hipoxia materna conduce a aterosclerosis a edades
tempranas en las crias (Wang et al. 2009). Ademas,
produce una disminucion de la densidad glomerular
asociados con una mayor reactividad B2-adrenérgica en las
arterias renales (Sanders et al. 2004). Otras alteraciones
observadas en estos modelos incluyen, una hipoxia
permanente, hiperglicemia y un alterado desarrollo
cerebral (Lafeber et al. 1984, Jones et al. 1984, Rehn et al.
2004). En condiciones de hipoxia se produce un aumento
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de la expresion y actividad de la isoforma endotelial de la
oxido nitrico sintasa (NOS) en la vena umbilical de los fetos
restringidos in utero probablemente con el fin de
contrarrestar el efecto de la hipoxia (Pisaneschi et al.
2012). No esta claro si la mayor produccién de dxido nitrico
pueda tener consecuencias postnatales en los nifios
pequeios para la edad gestacional. Sin embargo, esto
podria regular negativamente la actividad de NOS en los
neonatos, llevando a una mayor produccion de radicales
libres (Pisaneschi et al. 2013).

Crecimiento compensatorio: En la mayoria de los casos la
programaciéon actia favoreciendo los mecanismos
adaptativos en la vida postnatal, sélo en situaciones de
mistmatch esto llevaria a la generacion de enfermedad en
la vida adulta (Bateson et al. 2004). Por ejemplo, es bien
sabido que los fetos restringidos recuperan rapidamente el
peso normal en la vida postnatal, lo que se conoce como
crecimiento compensatorio. Numerosas evidencias
muestran que estos nifios acumulan rapidamente grasa y
este excesivo y rapido crecimiento se ha asociado a
obesidad, resistencia a la insulina, sindrome metabdlico y
diabetes tipo 2 (Ong et al. 2000, Cianfarani et al. 1999). Los
nifios con restriccion de crecimiento intrauterino
presentan bajas concentraciones de insulina y de factores
de crecimiento; los que se normalizan rdpidamente en la
vida postnatal, este fenédmeno podria llevar a que los
tejidos periféricos desarrollen resistencia a la insulina con
el fin de evitar la hipoglicemia debido al repentino cambio
en los niveles de insulina lo que llevaria, finalmente, al
resto de las alteraciones metabdlicas observadas en la vida
adulta (Cianfarani et al. 1999). Interesantemente, si la
restriccion de crecimiento in utero no es seguida por
crecimiento compensatorio, algunas de las condiciones
deletéreas observadas en la vida adulta son prevenidas,
como ha sido demostrado en ratas (Howie et al. 2012).

Patologias del embarazo

Preeclampsia: Una placentacidn anormal puede conducir a
defectos en la remodelacion de las arterias uterinas, lo que
reduce el flujo utero-placentario, llevando al desarrollo de
preeclampsia. Esta patologia se caracteriza por
hipertension arterial materna, albuminuria y puede o no
estar asociada a restriccion del crecimiento fetal (Khong &
Brosens 2011). Al igual que en los modelos animales de
restriccidon del suministro de oxigenos, los hijos de mujeres
con preeclampsia desarrollan hipertensidn arterial y tienen
el doble del riesgo de sufrir infartos en la vida adulta
(Kajantie et al. 2010, Kajantie et al. 2009). Mas aun, el
incremento en la presién sanguinea esta presente desde la
adolescencia y es independiente del peso al nacer (Davis et
al. 2012).

Obesidad: En los humanos la obesidad materna durante la
gestacidn incrementa el riesgo de obesidad, diabetes tipo

2, enfermedad cardiovascular y cancer en su descendencia
(Thangaratinam & Jolly 2010, Gunderson et al. 2000). Es
interesante notar que los hijos de madres obesas acumulan
una mayor cantidad de tejido adiposo, desarrollan insulino
resistencia 'y presentan elevadas concentraciones
plasmaticas de citoquinas proinflamatorias desde el
nacimiento (Catalano et al. 2009). Ademads, un reciente
estudio realizado en 3074 madres obesas durante la
gestacién demostré que sus hijos presentaban obesidad e
hipertension arterial desde la nifiez (Gademan et al. 2013).
Estas alteraciones observadas en las primera generacién de
hijos nacidos de madres obesas, también puede tener
repercusiones en las siguientes generaciones dado que
estudios animales han mostrados una mayor propensién a
obesidad y sindrome metabdlico en la segunda generacion
de animales expuestos a obesidad materna (King et al.
2013).

Diabetes gestacional: En la diabetes gestacional la
hiperglicemia materna, principalmente en el tercer
trimestre de embarazo, conduce a hiperglicemia e
hiperinsulinemia fetal lo que propicia un mayor
crecimiento debido a acumulacion de tejido adiposo
(Gilmartin et al. 2008). La hiperglicemia aumenta los
niveles de marcadores de estrés oxidativo y disminuye los
niveles circulantes de vitamina A y D en las embarazadas
(Peuchant et al. 2004). En un estudio realizado en mujeres
entre 18 a 27 afios nacidas de madres con diabetes
gestacional, mostré que ellas tenian dos a cuatro veces
mayor riesgo de desarrollar obesidad y sindrome
metabdlico que mujeres nacidas de embarazos normales.
Ademas este riesgo se incrementaba a medida que
aumentaban los niveles de glucosa materna en ayunas y 2
horas post-carga de glucosa (Green et al. 1990).

Exposicion a hormonas

Glucocorticoides: La elevacion de los niveles de cortisol al
final del embarazo parece ser esencial para la maduracion
de diferentes o6rganos fetales (Challis et al. 2001). Sin
embargo, la sobreexposicidon a glucocorticoides en etapas
previas conduce a restriccion del crecimiento fetal con
efectos deletéreos en el sistema cardiovascular, morfologia
renal, alteraciones del eje renina-angiotensina y en la
glicogeneogénesis por modulacion de enzimas hepaticas.
(Reynolds 2013).

Los niveles de glucocorticoides fetales son regulados por la
enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1y tipo 2
(11B-HSD1 y 11B-HSD2). Los glucocorticoides activos
(cortisol en humanos, corticosterona en roedores) son
oxidados por 11B-HSD2 a esteroides inactivos (cortisona,
11-dehidrocorticosterona respectivamente), para reducir
los niveles de glucocorticoides intracelulares. Por otro lado,
la conversidn a esteroides activos puede ocurrir mediante
la accion de la enzima 11B-HSD1 (Cottrell et al. 2013).
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Figura 2: Interaccidn entre factores maternos, placentarios y fetales que conducen a la programacion fetal. 113-HSD: 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa; 33-HSD: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; O,: Oxigeno.
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En ratas, la inactivacion experimental de la 11B-HSD2 o la
administracién de glucocorticoides exdgenos durante la
gestacion reducen el peso de las crias e inducen la
aparicion de anormalidades metabdlicas en la vida adulta
(Nyirenda et al. 1998, Tang et al. 2011). Ratones knock out
para 11B-HSD2 muestran alteraciones cardiovasculares
que incluyen hipertension, hipokalemia, poliuria
(Kotelevtsev et al. 1999), ademdas de alteraciones
conductuales, que incluyen mayores niveles de ansiedad y
depresion (Holmes et al. 2006).

Esteroides sexuales: Los esteroides sexuales producidos
por la madre, por la placenta o por el feto durante la
gestacidon son importantes para el normal desarrollo fetal.
Aunque, la excesiva produccidon de ellos o su menor
metabolizacién acarrea consecuencias deletéreas como se
ha demostrado en modelos animales. La exposicidn
prenatal a testosterona en ovejas conduce a restriccion del
crecimiento intrauterino y crecimiento compensatorio lo
cual es mas evidente en hembras que en machos
(Manikkam et al. 2004). Ademas, induce alteraciones en la
secrecién insulinica y en la expresién génica de enzimas
relacionadas con el metabolismo hepatico, junto con la
presencia de higado graso a edades tempranas en las
hembras (Hogg et al. 2011).
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En monos Rhesus, la exposicion a andrégenos durante la
primera mitad del embarazo reduce la actividad B-
pancredtica e induce resistencia a la insulina en machos y
hembras (Eisner et al. 2003, Bruns et al. 2004, Eisner et al.
2000). Ademas, las hembras presentan mayor cantidad de
grasa abdominal y visceral en comparacién a las hembras
no expuestas (Bruns et al. 2007). Estas anormalidades
forman parte de las caracteristicas metabdlicas de las
mujeres con sindrome de ovario poliquistico, por lo que se
ha sugerido que este sindrome podria ser, en parte,
mediado por una exposiciéon temprana a andrdégenos
(Witchel et al. 2012).

La exposicion prenatal a compuestos con actividad
estrogénica podria conducir al desarrollo de obesidad en la
vida adulta tal como ha sido demostrado en ratones
(Newbold et al. 2005). En general, los estrégenos son
importantes reguladores del metabolismo hepdtico vy
adiposo. Por lo tanto, cambios en la sensibilidad de estos
tejidos frente a la accion estrogénica podrian llevar al
desarrollo de sindrome metabdlico (Mauvais-Jarvis et al.
2013).
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PLACENTA Y PROGRAMACION FETAL

La funcidn placentaria es regulada principalmente por
sefiales maternas y fetales, lo que en conjunto forman lo
que se conoce como unidad feto-placentaria. A través de la
placenta, el feto recibe oxigeno y nutrientes (glucosa,
aminodcidos, lipidos, vitaminas, minerales y agua) desde la
circulacién materna y elimina los desechos producidos por
su metabolismo. Ademas, la placenta produce hormonas
gue son necesarias para el mantenimiento del embarazo y
el desarrollo fetal, tales como factores de crecimiento que
estimulan la transferencia de nutrientes e inducen el
desarrollo placentario, hormonas que regulan el
metabolismo materno y fetal como citoquinas, hormonas
esteroidales como progesterona que mantiene la
quiescencia uterina y evita el rechazo inmunoldgico de la
madre hacia el feto, estrégenos que favorecen Ia
circulacién sanguinea en la placenta y cumplen multiples
funciones en el crecimiento fetal y glucocorticoides que
estimulan el desarrollo del pulmdn, higado, estomago,
musculo esquelético y tejido adiposo fetal (John &
Hemberger 2012).

En cierta forma, el feto se comunica con la madre y el
medio que la rodea a través de procesos que ocurren en la
placenta y que se manifiestan como cambios en la
produccién y respuesta del tejido placentario a las
hormonas del embarazo. En este mismo sentido, la
placenta puede metabolizar muchos factores maternos
que afectan el desarrollo fetal, manteniendo aislado al feto
de los grandes cambios que suceden en el medio
ambiente. En la placenta existen una serie de enzimas que
degradan sustancias nocivas tales como drogas, farmacos o
bien contaminantes medioambientales, asi como el exceso
de hormonas maternas (Syme et al. 2004). Sin embargo,
esta capacidad es limitada y si es sobrepasada afecta al
desarrollo fetal.

Las células trofoblasticas son el primer linaje celular que se
diferencia en el desarrollo de los mamiferos, estas células
permiten la implantacién y a partir de ella se generan la
mayoria de los tejidos extraembrionarios. Al inicio de la
implantacion, las células citotrofoblasticas nutren al
embrién por medio de la fagocitosis de las células
endometriales. Luego invaden arterias uterinas, con lo cual
asegura el suministro de oxigeno. Hacia el final de la
segunda semana de gestacion se inicia la circulacion utero-
placentaria. La fusién de los citotrofoblastos forma el
sinciciotrofoblasto que delimita la circulacion materna vy
fetal. Este epitelio es funcionalmente activo ya que a través
de él se produce el transporte de nutrientes, se sintetizan
hormonas y expresa multiples grupos enzimaticos
encargados de detoxificacidn celular.

El crecimiento fetal conlleva una mayor demanda de
nutrientes, por lo tanto la superficie del sinciciotrofoblasto

debe incrementarse para asegurar un suministro de
nutrientes adecuados. En general, el sinciciotrofoblasto
estd en continua renovacion, y muchos cuerpos
apoptoticos son eliminados periddicamente a la circulacion
materna. Sin embargo, ellos poseen una baja actividad
transcripcional, por lo que su mantencién depende de la
proliferacién,  diferenciacion y  fusion de los
citotrofoblastos. Es por ello, que la tasa de proliferacién del
citotrofoblasto es muy alta sobre todo durante el primer
trimestre del embarazo. Por lo tanto, un aumento o
disminucién en la tasa de recambio ha sido asociada con
diferentes patologias que estan ligadas a aumentado
crecimiento o macrosomia o bien a restriccion de
crecimiento intrauterino (Jansson & Powell 2006).

Ademas, la actividad endocrina de la placenta es central en
los mecanismos que llevan a la programacion fetal (Figura
2). La ausencia de actividad 11B-HSD2 en la placenta no
solo repercute en el metabolismo de los glucocorticoides,
también afecta la morfologia placentaria debido a una
reduccion de su peso y de la angiogénesis.
Interesantemente, ratones 11B-HSD2-/- presentan una
disminucion en el peso de la placenta, pero un mayor
transporte de aminodcidos y de la expresion génica de
transportadores de aminoacidos Slc38a2 and SIc38a4 en el
dia gestacional (DG) 15 manteniendo un peso fetal normal,
a diferencia de los que sucede en DG18 cuando el
transporte de glucosa disminuye asociado a una pobre
vascularizacion del laberinto, afectando el crecimiento
fetal y conduciendo a restriccion de crecimiento
intrauterino (Wyrwoll et al. 2009). Sin embargo, utilizando
el modelo de apareamiento de ratones 11B-HSD2-/+ vy
dieta baja en proteinas, se ha observado que estd ultima
disminuye el peso de los fetos y la expresion del gen de
IGF2 en la placenta y en el higado fetal,
independientemente de la presencia de 11B-HSD2 (Cottrell
et al. 2012). Sin embargo, la dieta baja en proteinas activa
el eje el eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal (Cottrell et al.
2012). Lo que sugiere, que la dieta podria afectar la sintesis
de glucocorticoides fetales afectando el crecimiento fetal
sin pasar por cambios a nivel de la placenta.

Por otro lado, embarazos patolégicos de mujeres con
diabetes gestacional, preeclampsia o sindrome de ovario
poliquistico, presentan una alterada expresion de enzimas
que metabolizan esteroides sexuales, como 3pB-
hidroxisteroide  deshidrogenasa  (3B-HSD) 'y P450
aromatasa, las cuales estan asociada al metabolismo de
andrégenos y estrégenos placentarios (Uzelac et al. 2010,
Sathishkumar et al. 2012, Maliqueo et al. 2013).

Por lo tanto, es muy probable que los eventos que llevan a
programacioén fetal sean mediados, en parte, por cambios
en la actividad de enzimas que metabolizan
glucocorticoides o esteroides en la placenta.
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EFECTO DEL DIMORFISMO SEXUAL

El dimorfismo sexual es un factor central en los efectos a
largo plazo de la programacién fetal. Dado que los nifios
crecen mas rapido que las nifas desde etapas tempranas
de la gestacidn, ellos se encuentran mas comprometidos
frente a cambios en la nutricidn materna (<biblio>). Se ha
postulado que el rapido crecimiento de los fetos
masculinos involucra una mayor demanda energética, lo
que implica una menor inversidn energética para el
crecimiento placentario haciéndolos mas susceptibles a
ambientes intrauterinos adversos (Eriksson et al. 2010). En
este sentido, en la hambruna holandesa de la segunda
guerra mundial nacieron menos varones que mujeres
(Ravelli et al. 1999). La evidencia clinica muestra que los
fetos masculinos tienen mayor riesgo de mortalidad peri y
postnatal en comparacion con los fetos femeninos, las
cuales se adaptan mejor a la vida extrauterina (Bracero et
al. 1996, Bekedam et al. 2002, Zeitlin et al. 2004, Stark et
al. 2008). Ademas, los recién nacidos varones provenientes
de embarazos patoldgicos o expuestos a contaminantes
ambientales tienen peor prondstico que las nifias (Di Renzo
et al. 2007, Engel et al. 2008, Sakamoto et al. 2001).

Si consideramos el dimorfismo sexual en las respuestas a
largo plazo de la programacion fetal, los antecedentes
apuntan a que los mecanismos prenatales que median
entre el ambiente materno y la sensibilidad fetal deberian
ser dependientes del sexo de los fetos. En este sentido, es
muy probable que los andrégenos y sus metabolitos sean,
en parte, responsables de esta respuesta diferencial. Sin
embargo, el dimorfismo sexual no sélo se puede explicar
debido a las diferencias en los niveles de esteroides
sexuales, ya que los embriones presentan patrones de
expresién génica dependientes del sexo desde etapas
previas a la diferenciacion gonadal (Bermejo-Alvarez et al.
2010). En este sentido, pueden tener mucha importancia
los cromosomas sexuales. En ratones se inactiva
preferencialmente el cromosoma X paterno (Reik & Lewis
2005), sin embargo, en humanos la inactivacién parece ser
aleatoria (Looijenga et al. 1999, Zeng & Yankowitz 2003).
Ademas, estudios en ratones y ratas han demostrado que
al menos 150 locis escapan de este proceso lo cual podrian
dar cuenta de diferencias de acuerdo al sexo (Carrel &
Willard 2005).

Ademas, algunas hormonas peptidicas también pueden
presentar diferencias entre los sexo. Los factores de
crecimiento (IGFs) y sus proteinas transportadoras
(IGFBPs), los cuales son centrales en la inducciéon del
crecimiento fetal difieren entre varones y mujeres. Un
estudio en 987 embarazos sanos y de fetos Unicos mostré
que la concentracion de IGF-1 y IGFBP3 en sangre de
corddn son mayores en fetos femeninos en comparacion
con feto masculino (Geary et al. 2003). Por otro lado, los
fetos masculinos tienen mayores concentraciones de

hormona de crecimiento (Geary et al. 2003). Ninguna
diferencia entre los sexos fue observada para IGF-2 (Geary
et al. 2003). Estas diferencias podrian dar cuenta de la
respuesta diferencial dependiente del sexo en los
fendmenos de programacion fetal.

PLACENTA Y DIMORFISMO SEXUAL

Durante décadas se ha considerado a la placenta como un
drgano asexuado. Sin embargo, hoy en dia sabemos que en
humanos como en roedores, la placenta presenta
dimorfismo sexual. Sood y col. observaron una mayor
expresion de genes asociados a la respuesta inmune tales
como JAK1, IL2RB, clusterina, LTPB, CXCL1, IL1RL1 vy
receptor de TNF en placenta de fetos femeninos en
comparacién a la de fetos masculinos (Sood et al. 2006).
Por otro lado, la placenta responde a la inflamacién de una
manera sexo dependiente (Scott et al. 2009). Las células
endoteliales de placentas de sexo femenino presentan un
mayor numero de genes influenciados por el sexo fetal, a
diferencia de lo observado en placentas de fetos
masculinos donde el mayor nimero de genes regulados
por el sexo se encuentran en las células del sincicio y del
citotrofoblasto (Cvitic et al. 2013). Este estudio también
mostré que los genes que presentan dimorfismo sexual se
relacionan con migracion celular, metabolismo lipidico,
muerte celular y presentacién de antigenos en células
trofoblasticas, mientras que en células endoteliales estos
genes se asocian mayormente con migracion celular vy
trafico intracelular (Cvitic et al. 2013).

En embarazos de mujeres con asma tratadas con
glucocorticoides, la expresion génica de TNF a, IL1b, IL-6,
IL-5 y IL-8 varia de acuerdo al sexo del feto y a la severidad
del asma. En placentas de feto femenino, los niveles de
ARN mensajero de estas citoquinas son mayores en
embarazadas con asma en comparacién a las sin esta
patologia. Sin embargo, ninguna diferencia fue observada
en los fetos masculinos (Scott et al. 2009). En este mismo
grupo de mujeres embarazadas, la reduccion en el peso de
los fetos femeninos se asocid con elevados niveles de
cortisol y una baja actividad 11B-HSD2 placentaria.
Contrariamente, en los fetos masculinos el peso de
nacimiento no fue afectado a pesar de haber sido
igualmente expuesto a altos niveles de cortisol, lo que
siguiere que la respuesta de cortisol de la unidad feto-
placentaria también depende del sexo fetal (Clifton &
Murphy 2004). Por otro lado, las concentraciones de
cortisol se correlacionaron positivamente con la expresion
génica de citoquinas sélo en placentas de fetos femenino
(Scott et al. 2009). En este sentido, si se considera que el
sistema inmune placentario es central en la regulacidon de
la apoptosis, sintesis de prostaglandinas, permeabilidad
vascular y programacién del sistema inmune fetal, es muy
probable que estas funciones sean también dependientes
del sexo fetal. Interesantemente, en placentas de mujeres
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preeclampticas, los fetos masculinos presentan mayores
niveles de citoquinas y apoptosis en comparacién con la
placentas de fetos femeninos (Muralimanoharan et al.
2013). Estas diferencias pueden ser atribuidas a diferencias
en los niveles de esteroides sexuales dado que mujeres con
preeclampsia tienen mayores niveles de testosterona y
menor expresion de P450 aromatasa cuando presentan un
feto masculino en comparacién a uno femenino
(Sathishkumar et al. 2012).

La dieta es capaz de modificar la expresion y actividad de
diferentes transportadores de aminoacidos y
probablemente de enzimas que metabolizan lipidos en la
placenta en diferentes modelos animales (Figura 2)
(Kavitha et al. 2013, Jones et al. 2009, Lin et al. 2012,
Mazzucco et al. 2013, Herrera et al. 2006). Ademds, en
placenta de ratones, dietas de bajo y alto contenido graso
modifican el transcriptoma placentario en ambos sexos
(Mao et al. 2010). Sin embargo, al parecer las placentas de
fetos femeninos son mas sensibles a los cambios dietarios,
ya que modifican un mayor nuimero de genes en
comparacion con los fetos masculinos frente a ambos tipos
de dieta lo que puede indicar que en hembras la placenta
presentd una mayor plasticidad y por ende adaptacion a
los cambios en el ambiente intrauterino (Mao et al. 2010).
Algunas observaciones basadas en estudios
epidemioldgicos sustentan un posible efecto del
dimorfismo sexual en la funcion placentaria en condiciones
adversas durante la gestacidn. Por ejemplo, en varones, la
hipertension arterial producto de la hambruna holandesa
de 1944 estuvo asociada con placentas de mayor tamafio
debido a una expansion compensatoria de la superficie
placentaria; a diferencia de lo observado para hipertension
arterial en hombres no expuestos a la hambruna la cual
estd mas asociada con placentas pequeias debido a una
alterada implantacion (van Abeelen et al. 2011). Por otro
lado, en mujeres no se observd ninguna asociacion entre
morfologia placentaria y desarrollo de hipertension
arterial, lo que sugiere que cambios en la dieta afectan la
relacion placenta e hipertension sélo en hombres.
Consistentemente, la restriccién de la funcién placentaria
altera el desarrollo del corazén e induce restriccion de
crecimiento con mas componentes del sindrome
metabdlico en machos que en hembras en modelos ovinos
(Morrison et al. 2007, Owens et al. 2007).

Los factores que determinan el dimorfismo sexual en la
placenta no son conocidos, aunque los andrégenos podrian
ser relevantes en este fendmeno. El receptor de
andrégenos se expresa en la placenta (Hsu et al. 2009), al
igual que las dos isoformas de la enzima 5a-reductasa, la
cual varia de acuerdo a al sexo y a la edad gestacional (Vu
et al. 2009). El exceso en los niveles de testosterona
durante el embarazo disminuyen el peso fetal y de la
placenta (Carlsen et al. 2006, Sun et al. 2012), lo que puede
ser atribuido en parte a una disminucion de la expresion y

actividad de transportadores de aminoacidos como ha sido
demostrado en ratas (Sathishkumar et al. 2012).
Interesantemente, al final de la gestacidn, la placenta de
fetos femeninos expresan mas 5a-reductasa tipo | que la
placenta de fetos masculinos (Vu et al. 2009). Lo que
sugiere que al final del embarazo las placentas de fetos
femeninos podrian estar mas expuestas a la accién
androgénica que la placenta de fetos masculinos. Por otro
lado, se ha observado que la placenta tiene la capacidad de
reactivar el cromosoma X inactivo (Migeon et al. 2005). Lo
que apunta a la posibilidad que la placenta humana en
fetos femeninos podria modificar de manera no aleatoria
el estado de inactivacidon del cromosoma X, lo que puede
contribuir al dimorfismo sexual en la placenta.

MECANISMOS EPIGENETICOS EN LA PROGRAMACION
FETAL

Décadas atras, gran parte de la investigacion cientifica en
la fisiopatologia de las enfermedades crénicas no
transmisible estuvo enfocada en el papel de variantes
génicas que estuviesen relacionadas con una alterada
expresion génica. Sin embargo, los estudios de
polimorfismos genéticos no fueron capaces de dar cuenta
de la diversidad de fenotipos relacionados con las
enfermedades complejas. Hoy es bien sabido que la
regulacion génica es un proceso que va mas alla del
genoma, lo que se conoce como regulacion epigenética, la
cual podria dar cuenta de la memoria génica que se
establece desde etapas tempranas del desarrollo (Probst et
al. 2009). A diferencia de la informacién genética la cual es
altamente estable, los eventos epigenéticos son reversibles
y responden a multiples sefiales endogenas y exdgenas,
por lo tanto, aquellos eventos que llevan a los efectos a
largo plazo de la programacion fetal podrian ser mediados
por cambios epigenéticos (Gluckman et al. 2009).

La metilacidn del ADN y modificaciones en las histonas son
importantes mecanismos que participan en la regulacion
epigenética (Wolffe & Matzke 1999). La metilacién del ADN
ocurre principalmente en las citosinas de regiones ricas en
citosinas o islas (CpG), la hipo o hipermetilacion de
multiples genes estan asociados a diferentes condiciones
de salud y enfermedades (Jaenisch & Bird 2003). En
mamiferos, la metilacién del ADN es catalizada por ADN
metiltransferasas de mantenimiento (DNMT1) y las de
novo (DNMT3A y DNMT3B) (Bestor 2000). Por su parte, las
modificaciones en las histonas, las proteinas encargadas de
mantener el ADN compactado, son mediadas por
fosforilaciones, sumoilaciones, ubiquitinaciones,
metilaciones, desaminaciones y acetilaciones, que
conducen a cambios conformacionales que alteran la
expresion génica (Margueron & Reinberg 2010). Por otro
lado, el ARN no codificante, principalmente los micro ARNs
(miARN), ARN largo no codificante, ARN pequefio de
interferencia y PiwiARN pueden ser inducidos por sefiales
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ambientales y han sido asociados con regulacion
epigenética (Ferguson 2011).

Las enzimas involucradas en la regulacién epigenética
presentan dimorfismo sexual incluso desde etapas muy
tempranas del desarrollo. Por ejemplo, los embriones
bovinos presentan una expresion similar de Dnmtl entre
machos y hembras. Sin embargo, Dnmt3a y Dnmt3b son
producidas en menor cantidad en embriones femeninos
(Bermejo-Alvarez et al. 2008). Ademas, los niveles de
metilacion del cromosoma X es menor en embriones XX
que en embriones XY o XO, lo cual parece estar asociado
con los niveles de expresion de Dnmt3a y Dnmt3b
(Zvetkova et al. 2005).

Las ratas expuestas a restriccion caldrica durante la
gestacién presentan a nivel hepatico una disminucién en
metilacion de los promotores y en la expresion génica de
PPAR-a y del receptor de glucocorticoides (Burdge et al.
2007b), mientras que el promotor del receptor hepatico X -
o estd hipermetilado y sobreexpresado en higado de
ratones restringidos in utero (van Straten et al. 2010).
Interesantemente, PPAR-a y receptor hepatico X -a estan
involucrados en el metabolismo lipidico. Las
modificaciones en PPAR-a y el receptor de glucocorticoides
se mantienen en la segunda generacion de estos animales
lo que sugiere que mecanismos epigenéticos darian cuenta
de la transmisién inter-generacional de los efectos
metabdlicos a largo plazo de la restriccion de crecimiento
intrauterino (Burdge et al. 2007b).

A su vez, la insuficiencia placentaria promueve en las crias
después del nacimiento, un patron de hipometilacion del
ADN y una mayor acetilacion de histonas H3 a nivel
hepdtico (MacLennan et al. 2004). A nivel renal, se ha
observado una disminucién de la metilacion en sitios CpG
del promotor de p53 y una relativa hipometilacion del gen
de DNMT1, lo que podria conducir a una mayor apoptosis y
reduccién del niumero de nefronas (Pham et al. 2003).
Dietas ricas en grasa durante la gestacién producen un
incremento en los niveles de ARN para IGF-2, PPAR-a y
CPT-1a junto con una expresion alterada en 5.7% de los
miARN hepaticos de las crias, lo que tal como sucede con
los animales restringidos in utero, podrian conducir a
alteraciones en el metabolismo de lipidos a nivel hepatico
(Zhang et al. 2009). Ademas, la excesiva ingesta de grasas
durante la gestacidon conduce a una disminucién del
contenido de ADN mitocondrial en células renales vy
adrticas, lo que podria estar relacionado con una
disminucién global del ADN mitocondrial y disfuncidn de
las células B-pancreaticas (Taylor et al. 2005).

En ratones se ha demostrado que dietas altas en grasas
producen una desregulacion de genes improntados, que
incluyen cluster para |Igf2r, lo cual podria tener
consecuencias en la funcién metabdlica de la placenta
(Gallou-Kabani et al. 2010). Ademas, cambios en los

patrones de metilacién del gen IGF2/H19 en el genoma de
la placenta se asocia con variaciones en el peso de los
recién nacidos (St-Pierre et al. 2012).

La expresion de micro-ARNs ha demostrado estar alterada
en placentas de mujeres con preeclampsia y en nifos
nacidos pequefios para la edad gestacional (Pineles et al.
2007, Maccani & Marsit 2011). Un estudio preliminar
mostré6 que mujeres con diabetes gestacional vy
preeclampsia presentaban un menor patrén de metilacion
global en placenta y en sangre de corddn, mientras que en
mujeres obesas el patron de metilacion fue mayor en
comparacién con mujeres sanas (Nomura et al. 2014). Un
analisis mas exhaustivo, en mujeres con diabetes
gestacional detecté alrededor de 3500 genes que
presentan patrones de metilacién diferentes a los de
mujeres no diabéticas. De estos genes, 326 en placenta y
228 en sangre de cordon estan asociados con el peso del
recién nacidos y con vias metabdlicas (Ruchat et al. 2013).
Por lo tanto, la evidencia experimental apunta a que
mecanismos epigenéticos estan relacionados con la
expresidn 'y mantenimiento de los efectos de Ila
programacién fetal. Aunque la informacion en humanos es
escasa la evidencia de cambios en los patrones de
metilacion en la placenta y en sangre corddn sugieren que
estos mecanismos también se expresan en humanos tal
como sucede en los modelos animales. Aunque evaluar su
efecto a largo plazo es una tarea dificil dado que los
patrones de metilacion se modifican por diferentes senales
ambientales que podrian estar presentes en la vida
postnatal.

CONCLUSION

La evidencia epidemioldgica y experimental muestra que
individuos expuestos a ambientes intrauterinos adversos
durante la gestacién presentan un mayor riesgo de
desarrollar enfermedades crdonicas no transmisibles, entre
ellas obesidad, dislipidemia, diabetes tipo 2 e hipertensién
arterial. Los mecanismos que subyacen a este fendémeno
estan determinados por multiples factores. En este
sentido, la placenta es el érgano por excelencia que media
entre el ambiente materno y fetal. Por lo tanto,
alteraciones en su funcion metabdlica y endocrina
impactan directamente en el desarrollo fetal. A su vez,
factores propios del feto como el dimorfismo sexual
afectan el resultado final de la programacion fetal debido a
la diferencial expresidn génica y respuesta a los esteroides
sexuales de los fetos masculinos y femeninos que les
confieren diferentes grados de susceptibilidad a los
estimulos ambientales. Finalmente, la perpetuacion de los
efectos a largo plazo, y muy probablemente
intergeneracionales, de la programacion fetal parece ser
mediada por modificaciones epigenéticas que modulan la
expresion de genes que impactan en vias endocrinas y
metabdlicas en diversos 6rganos y tejidos.
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RESUMEN

Cémo funciona el reloj bioldgico que establece el cese de la funcion ovdrica o el envejecimiento reproductivo es hasta ahora
desconocido, si bien hay bastante informacion en la literatura sobre la regulacion endocrina poco o nada se sabe sobre la
regulacion nerviosa del ovario durante el envejecimiento. La comprension de este proceso es muy relevante ya que por motivos
econdmicos, sociales educacionales etc, la mujer tanto en chile como en paises en desarrollo ha decidido posponer la maternidad
hasta después de los 30 afios de edad. EI mayor nivel educacional alcanzado por la mujer ha acrecentado su participacion en el
campo laboral, logrando independencia econémica y social, lo que lleva a la postergacion de la maternidad hacia el periodo de
subfertilidad, después de los 32 afios de edad. Justo cuando disminuye la tasa de fertilidad y el éxito de los programas de
fertilizacion in vitro. Por lo tanto, resulta importante no solo comprender el proceso del envejecimiento reproductivo, sino
también los mecanismos que establecen el cese de la funcion ovdrica, particularmente, la participacion del sistema nervioso
simpadtico en la regulacion del desarrollo folicular. Para ello, hemos recurrido a técnicas de biologia molecular, farmacoldgicas y
estudios in vitro, andlisis morfoldgico etc., en el modelo murido que ha demostrado ser muy util en el estudio de los mecanismos
neuroendocrinos de la funcion ovdrica y han permitido conocer los mecanismos de regulacion que participan en el sistema
reproductivo humano.

Palabras Claves: Envejecimiento ovdrico, sistema nervioso simpdtico, quistes foliculares, desarrollo folicular, subfertilidad.
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INTRODUCCION

Periodo de fertilidad 6ptimo

La reserva de foliculos primordiales en el ovario determina
la duracion del periodo fértil en la mujer. La edad dptima
de fertilidad en la mujer se ha establecido entre los 18 y 31
afios (te Velde 1998), periodo después del cual la fertilidad
comienza a decrecer, hasta llegar al periodo critico de
subfertilidad que se establece alrededor de los 37.5 afios
de edad (Faddy et al. 1992, te Velde & Pearson 2002). En
este periodo, el contenido de foliculos primordiales en el
ovario disminuye aproximadamente a 25.000 desde los 1,5
millones que existen en el ovario a momento del
nacimiento. Cuando la reserva folicular disminuye hasta
aproximadamente 1000 foliculos, (alrededor de los 50,5
afios de edad) el ovario es inactivo, no puede establecer el

mecanismo de retroalimentacion del control hipotalamico
y se establece la menopausia (te Velde & Pearson 2002). Es
decir, la perdida de la reserva folicular se relaciona
directamente con el envejecimiento reproductivo (Ford
2013).

Estos eventos coinciden con el aumento de abortos
espontaneos y anormalidades cromosdmicas en los fetos
(Munne et al. 1994), confirmando un cambio en la calidad
de los ultimos foliculos de la reserva folicular, lo que va
acompafiado de una disminucion en el reclutamiento
folicular con la edad, es decir, menos foliculos responden a
la  hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
favoreciendo la atresia folicular (Gougeon & Testart 1990).
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Recientemente, se ha descrito que los ovarios de mujeres
pre y posmenopausicas presentan caracteristicas del
desarrollo folicular similar al del ovario poliquistico (PCO)
(Birdsall & Farquhar 1996, Margolin et al. 2005). Se detiene
el desarrollo folicular, el ovario presenta un menor nimero
de foliculos antrales y permanecen las estructuras quisticas
tipicas de la condicion PCO. Esto también se da en
roedores, ya que estudios realizados en ratdn demuestran
que, al igual que lo que ocurre en humanos, existe un
aumento en la apariciéon de quistes de inclusion con la
edad (Clow et al. 2002, Tan et al. 2005), en ratas, también
se produce una aumento de quistes foliculares que
perduran durante el periodo de subfertilidad hasta que el
ovario se hace afuncional, haciendo que la formacion y
mantencion de quistes, y la disminucion acelerada de la
reserva folicular sean una caracteristica del envejecimiento
reproductivo (Acuna et al. 2009, Fernandois et al. 2012).

Infertilidad versus edad

La edad de la mujer es un factor determinante en el
prondstico de infertilidad, La que comienza a aumentar a
partir de los 32 afios, periodo durante el cual se observa un
acortamiento constante del ciclo menstrual (debido a una
fase folicular mdas corta), un incremento leve pero
significativo de la FSH y una disminucidon de los niveles de
inhibina (Lenton et al. 1991b), efectos que se reflejan en
un crecimiento folicular acelerado y agotamiento de la
reserva folicular. Los estudios de fertilizacion in vitro (FIV) y
de otras técnicas de reproduccidén asistida han permitido
relacionar la infertilidad con la edad (Piette et al. 1990, Dua
et al. , Romeu et al. 1987). Muchos programas de
reproduccion asistida han establecido una edad limite para
ingresar al programa, debido a que las mujeres de 40 afios
0 mas presentan baja tasa de embarazo y un incremento
en el riesgo de abortos espontaneos (Romeu et al. 1987).

Dinamica del desarrollo folicular

En mamiferos, tanto en rata como en humano, la
proliferacion de ovogonios ocurre durante el periodo
prenatal. Los ovogonios entran en profase meiotica dando
término a la proliferacion de las células germinales, dando
origen a los ovocitos, los cuales contintan con la meiosis |,
para detenerse en el estado diploteno. Los ovocitos son
rodeados de células pregranulosa de origen epitelial para
formar los foliculos primordiales (ver figura 1). Este evento
ocurre en la etapa prenatal en humano y durante los
primeros dias postnatales en caso de rata y raton (McNatty
et al. 1999). Los foliculos primordiales, asi formados
constituyen el pool de reserva folicular ovarica (Gougeon
2010).

El nimero de foliculos que forman la reserva folicular
disminuye drdsticamente con la edad y en el humano
comienza en la etapa fetal en donde muchos ovocitos

degeneran por apoptosis (Reynaud & Driancourt 2000).
Después del nacimiento soélo el 20% del total de los
ovocitos iniciales forman parte de la reserva folicular. Una
vez que se inicia el periodo reproductivo ocurre la
seleccion de foliculos primordiales para iniciar su
crecimiento y desarrollo folicular en cada ciclo durante el
periodo reproductivo. El foliculo primordial inicia su
desarrollo con un cambio morfolégico de las células de la
granulosa de una forma aplanada pasan a una cuboidal lo
que forma el foliculo primario. Este foliculo se caracteriza
porque las células de la granulosa proliferan y el ovocito
comienza a crecer. Cuando el numero de capas de células
de granulosa que rodea al ovocito es mayor o igual a dos
constituye foliculo secundario. Estos foliculos expresan el
receptor a FSH, lo que permite responder a los niveles de
gonadotropinas circulantes y continuar su crecimiento para
formar foliculos con cavidad antral (foliculos antrales). La
mayoria de estos foliculos antrales van a experimentar
atresia, evento que comienza con la muerte de las células
de la granulosa mediante procesos apoptoticos (McGee &
Hsueh 2000). Los foliculos que permanecen sanos
contindan su crecimiento hasta formar el foliculo
preovulatorio, el cual una vez que se produce el alza de LH
liberan el ovocito para una posible fecundacion. Uno de los
problemas del desarrollo folicular ocurre cuando los
foliculos no logra romperse para liberar el évulo durante el
proceso de ovulacion y permanecen en el ovario por un
tiempo prolongado. Esta estructura folicular da origen a los
quistes ovdricos. Hay de dos tipos, los quistes ovaricos
funcionales (no relacionados con una enfermedad) que
desaparecen espontaneamente y los quistes fisiologicos
relacionados con alguna patologia que requiere
tratamiento, como son los tumores ovaricos (Dumesic &
Lobo 2013) o bien trastornos hormonales como el ovario
poliquistico (Dumesic & Richards 2013, Dissen et al. 2009).

Inervacion ovarica

Sistema extrinseco: El ovario tanto de ratas como mujeres,
posee regulacidn nerviosa simpdtica, para ello, el ovario
esta inervado extrinsecamente por las proyecciones de las
vias nerviosas simpdticas y sensoriales. Las vias nerviosas
simpaticas estdn compuestas por neuronas que contienen
norepinefrina (NE) y neuropéptido-Y (NPY) y las vias
sensoriales por fibras que contienen sustancia P (SP) y
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP).
Ambos vias poseen fibras nerviosas que contienen,
ademads, VIP (Lawrence & Burden 1980, Klein et al. 1989,
Klein & Burden 1988).

La inervacién extrinseca posee dos rutas de entrada: el
plexo nervioso y el nervio ovarico superior (SON). El plexo
nervioso viaja junto a los vasos sanguineos, lleva la mayoria
de las fibras sensoriales, los nervios con NPY y el grueso de
la inervacién noradrenérgica que controla la vasculatura
(Baljet & Drukker 1979, Burden et al. 1985, Klein & Burden
1988).
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Figura 1

Secundario Preovulatorio

Primario

Primordial

prequistes
(Foliculo Tipo Ill)

Quiste

Desarrollo follicular durante el envejecimiento ovarico en rata. El cese de la funcién ovarica estd dado principalmente por la pérdida de
foliculos y aparicion de quistes folicuares. El desarrollo folicular se inicia con el crecimiento de una cohorte de foliculos primordiales. El primer
signo visible de seleccién de foliculos para iniciar el crecimiento es el aumento de tamafio del ovocito, seguido de la transformacion de las
células de pregranulosa de forma plana a una cuboidal, convirtiéndose de tal manera en foliculos primarios. Cuando estos foliculos comienzan a
crecer y las células de la granulosa proliferan y la teca comienza a organizarse, pasan a formar los foliculos secundarios. Las células foliculares
producen liquido que contiene proteinas, electrolitos y hormonas, el que se acumula en los espacios intercelulares de la granulosa, formando un
antro, razén por la cual, los foliculos adquieren el nombre de antrales, de ellos, existird un foliculo dominante que aumenta de tamafio para
denominarse foliculo preovulatorio y sélo uno de todos los reclutados (en el caso humano), libera el ovocito hacia el oviducto, fenémeno
conocido como ovulacién. Las células de la granulosa de dicho foliculo se diferencian y luteinizan, formando el cuerpo liteo, que secreta
activamente progesterona. El resto de los foliculos reclutados, se degeneran en un proceso llamado atresia (fol atrésicos), que involucra
apoptosis o muerte celular programada A veces este proceso no ocurre correctamente, y algunos foliculos persisten, llenandose de liquido y
ocupando un volumen considerable dentro del ovario, dichas estructuras son denominadas estructuras quisticas (En ratas, foliculos tipo Ill, pre-
quistes y quistes), las que impiden el funcionamiento normal del ovario).

El SON estd asociado al ligamento suspensorio y similares a las que presentan los cuerpos neuronales,
compromete la mayoria de las fibras noradrenérgicas que siendo independientes de la inervaciéon simpatica o
inervan los foliculos y toda la inervacién VIPérgica de la extrinseca descrita anteriormente. Esta poblacion de
glandula (Ahmed et al. 1986). cuerpos neuronales se ha observado también en ovarios

humanos fetales y de primer afio de desarrollo postnatal
Sistema_intrinseco: De manera conjunta a la inervacién (Anesetti et al. 2001). Otra fuente de catecolaminas
simpatica cldsica, se ha descrito la presencia de células intraovaricas esta dada por los ovocitos. En mono se ha
intraovaricas que podrian participar paralelamente en la observado que son capaces de sintetizar NE (Mayerhofer
homeostasis catecolaminérgica del ovario, regulando asi su et al. 1998). Estos ovocitos no poseen ni mRNA ni proteina
funcién. En ovario de algunas especies de mamiferos como tirosina hidroxilasa (TH), indicando que son incapaces de
mono Rhesus (Dees et al. 1995) y rata Wistar (D'Albora et sintetizar dopamina (DA, el precursor de NA), sin embargo,
al. 2000), se ha observado la presencia de estructuras poseen el gen para el transportador de dopamina (DAT), el
celulares con caracteristicas morfoldgicas y moleculares que presenta idéntica homologia con el de cerebro

humano. La existencia de este transportador sugiere que la
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internalizacién de DA por esta via es la forma en que los
ovocitos obtienen sustrato para la sintesis de NE. Esto
permite pensar que la existencia de células que darian
cuenta de un sistema nervioso intrinseco, podria estar
participando de manera activa junto con el sistema
nervioso simpatico extrinseco en el control de la funcion
ovarica.

A esto se suma el sistema colinérgico (Mayerhofer & Kunz
2005). Si bien el ovario carece del sistema nervioso
parasimpatico, se ha descrito que el ovario contiene varios
de los elementos para ejercer un efecto andlogo a este
sistema, acetilcolina ( ACh ), receptor de ACh (Batra et al.
1993) y las enzimas que la sintetizan (Fritz et al. 2001). En
el ovario, la ACh no tiene un origen neuronal, es producida
por las células de la granulosa, donde tendria un rol
importante en los foliculos en crecimiento, debido a que la
enzima que sintetiza ACh, la colina acetiltransferasa, se
expresa solo en foliculos antrales en crecimiento. Es decir
foliculos que estan bajo el efecto de la hormona foliculo
estimulante (FSH ), Mayerhofer y colaboradores sugieren
que la ACh y la FSH podrian estar relacionadas para
permitir el crecimiento de los foliculos vy las
esteroidogenesis (Mayerhofer & Kunz 2005). La via de
sefializacion de ACh es mediada por receptores
mucarinicos en el ovario. La activacion de estos receptores
aumenta el calcio intracelular y activan un canal de potasio
que resulta en la hiperpolarizacién de la membrana, lo que
a su vez, permite la activacion de otros canales idnicos
dependientes de voltaje (Kunz et al. 2007). Por otro lado,
estudios en granulosa humana mostraron que ACh
participa en la fosforilacion de conexina 43, una proteina
que mantiene la union entre las células de granulosa. La
fosforilacién de conexina 43 permitiria la interrupcién de
la comunicacion intercelular, lo que facilitaria que Ia
granulosa entre en proliferacién y el foliculo antral
continue su crecimiento (Mayerhofer & Kunz 2005).

Sistema nervioso simpatico regula la funcion ovarica

El ovario de los mamiferos no sélo estd bajo el control
hormonal hipotalamo- pituitaria, también estd bajo un
control autondmico neuronal (figura 2) ejercida por las
neuronas que inervan los diferentes componentes
celulares de ovario (McGee EA & Hsueh AJ 2000; Dumesic
& Lobo 2013; Dumesic & Richards 2013; Dissen et al.
2009), tales como vasos sanguineos, tejido conectivo, y los
foliculos en diferentes etapas de desarrollo. Aunque la
mayor parte de la informacion sobre el control nervioso
del ovario se ha obtenido en modelos animales,
especialmente en roedores, el ovario humano también
presenta una red bien desarrollada de los nervios
simpaticos alrededor de los foliculos ovaricos (Stefenson et
al. 1981) (Semenova 1969) y la actividad de estos nervios
esta acoplado a fisioldgicamente al receptor B-adrenérgico,
que media el reclutamiento folicular (Greiner et al. 2005),

el proceso de ovulacién y la estimulacion de la secrecion
de progesterona y andrégenos (Hernandez et al. 1988, Ricu
et al. 2008). La inervacion simpatica estd presente desde el
inicio del desarrollo folicular y estan asociadas a los
foliculos y a la ovulacidon para continuar su asociacién con
las células de la teca de la glandula intersticial y acoplados
a los andrdgenos biosintesis (Burden HW et al. 1985). El
sistema simpatico del ovario presenta un alto grado de
plasticidad. El ovario es reinervado rapidamente después
del trasplante (Lara et al. 1991) y los nervios incrementan
tanto en el nimero de fibras como en la actividad del
nervio durante la etapa peribuberal (Schultea et al. 1992).
Estas y otras evidencias sugieren fuertemente que, ademas
del efecto estimulador en la esteroidogenesis (Kawakami
et al. 1981), la inervacion de ovario tiene un efecto
facilitador sobre el desarrollo folicular (Dumesic & Richards
2013). Esta inervacion podria ser parte de un sistema de
regulacion mas compleja aun, teniendo en cuenta las
ultimas evidencias que sugieren la presencia de células
neuronales intrinsecas al ovario (Anesetti et al. 2001,
D'Albora et al. 2000, Dees et al. 1995) y mas recientemente
evidencias de nuestro laboratorio, sugieren que estas
células tienen la capacidad de almacenamiento y liberacién
de norepinefrina bajo estimulacion eléctrica (Greiner et al.
2008), sugiriendo que el sistema instrinseco del ovario
podria participar también en la esteroidogénesis ovarica
(Adashi & Hsueh 1981).

Actividad del sistema simpatico durante el
envejecimiento reproductivo

La disminucion de la reserva folicular representa el
envejecimiento fisiolégico del ovario, por lo tanto, un
aumento en la pérdida de la reserva folicular, lleva a una
disminucién del periodo de la fertilidad 6ptima (Menken et
al. 1986, Weeg et al. 2012). El envejecimiento reproductivo
en las mujeres comienza con ciclos menstruales cortos,
pequefio aumento de FSH y de inhibina (Lenton et al.
1991a), lo que resulta en el aumento acelerado de la
perdida folicular y agotamiento de la reserva de foliculos.
Por otro lado, se ha demostrado que después de la
menopausia (después de los 51 afios de edad), los ovarios
de mujeres tienen una mayor densidad de fibras nerviosas
simpdticas en comparacién con el control de las mujeres
en edad fértil (Semenova 1969, Heider et al. 2001). Esto se
relaciona con el estudio en roedores donde hemos
demostrado que a medida que la rata envejece
espontaneamente, hay un aumento progresivo de la
concentracion de noradrenalina en el ovario y aumenta la
actividad nerviosa simpatica (Acuna et al. 2009), la que
alcanza su maximo cuando se establece el cese de la
funcién ovdrica y la infertilidad. Esto debido a que no hay
desarrollo folicular, ni ovulacion, no se observa presencia
de cuerpos lGteos y aumenta el nimero de estructuras
quisticas en el ovario de rata (Acuna et al. 2009, Chavez-
Genaro et al. 2007).
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Regulacién neuroendocrina del ovario. La funcidn ovdrica es regulada a través de dos vias: a) el tradicional eje hormonal, que comienza en el
hipotdlamo, desde donde se secreta la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH), la que actta sobre la hipodfisis anterior para inducir la
liberacion de gonadotrofinas, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH). La otra via reguladora es de origen nervioso. El
ovario recibe inervacion desde el hipotdlamo, desde donde presenta varios relevos neuronales hasta llegar al ganglio celiaco, donde se
encuentra las neuronas simpaticos que proyectan sus axones a través del nervio ovarico superior (SON) para inervar distintos componentes
estructurales del ovario, incluyendo tejido intersticial y los foliculos en desarrollo. Ambas vias estimulan las células del ovario, para regular los
procesos de desarrollo folicular y esteroidogenesis. NA: noradrenalina, P4: Progesterona, A4: testosterona, E2: estradiol.

La administracion de un antagonista beta-adrenérgico
recupera la funcion ovarica durante el envejecimiento
reproductivo

Los receptores adrenérgicos en el ovario son en su mayoria
del subtipo B2 y la NA actia sobre estos receptores,
modificando el desarrollo folicular y estimulando Ia
secrecion de esteroides (Adashi & Hsueh 1981), la sobre
activaciéon de estos receptores, se podria asociar con el
desarrollo y mantenimiento de estructuras quisticas,
principalmente durante el envejecimiento (Acuna et al.
2009). En el laboratorio hemos demostrado que al
bloquear el efecto de la actividad simpdtica durante el
periodo de subfertilidad. a través de la administracion in
vivo de propanolol, un antagonista de los receptores -
adrenérgicos, durante 2 meses en ratas en periodo de
subfertilidad, esta recupera la funcién ovdrica y retrasa el
envejecimiento ovdrico, debido a que el bloqueo de la
actividad simpatica induce una disminucién de la
formacién de quistes y mejora el desarrollo folicular,
favoreciendo la ovulacién 'y la esteroidogénesis
(Fernandois et al. 2012 , Luna et al. 2012 , Nugent et al.
2012). Estos resultados nos siguieren que el bloqueo de la
actividad simpatica en esta etapa reproductiva podria

servir de ayuda para favorecer la maternidad, ya que el
farmaco permite una expansién de la ventana
reproductiva. Esto abre la perspectiva del uso de este
farmaco para favorecer el éxito de los programas de
fertilizacion in vitro. Lo que necesariamente requiere ser
evaluado.

La desnervacion simpatica recupera la funcion ovarica
durante el envejecimiento reproductivo. La administracion
de guanetidina en ratas durante los primeros siete dias de
vida postnatal, provoca una simpatectomia mediante una
respuesta inmunoldgica contra las fibras simpaticas, y de
esta forma, permite estudiar el funcionamiento ovarico, sin
la influencia del SNS (Lara et al. 1990, Chavez-Genaro et al.
2007, Riboni 2002a, Riboni 2002b).

La simpatectomia quimica inducida en la primera semana
de vida, no afecta el crecimiento del ovario, pero si induce
un retraso significativo en la llegada de la pubertad,
indicando un cambio en la fisiologia reproductiva de la
rata. Sin embargo, la determinacion del contenido de NE el
ovario no mostré cambios entre el periodo éptimo de
fertilidad, determinado a los 6 meses de edad y el de
subfertilidad, sugiriendo la participacion de un mecanismo
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Desarrollo folicular al final del periodo reproductivo. El aumento normal de la actividad del sistema nervioso simpdtico de ovario durante el
periodo de subfertilidad y antes de cese de las funciones ovdricas participa en la formacion de foliculos quisticos, alterando el desarrollo
folicular y la inhibicién de proceso de ovulacion (adaptado de Nunget y colaboradores 2012).

que permite una respuesta adaptativa a la simpatectomia,
después de los 6 meses, ya que a los 4 meses de edad el
contenido de NE esta disminuido solo en un 50% en ovario
de rata tratadas con guanetidina (Venegas tesis
Bioquimica). Si a los 6 meses de edad el contenido de NE
intraovarico no cambia, puede indicar que esta
recuperacion en el contenido de NE puede participar la via
de inervacion intrinseca del ovario, lo que requiere ser
estudiado. El analisis morfologico del ovario de ratas
desnervadas resulté en una alteracidon en el desarrollo
folicular, disminuyd el tamafio de los foliculos antrales, y
aumento el numero de estructuras quisticas, siendo éstos
ultimos también, de menor tamafio en ovario de rata de 10
meses de edad., lo que podria estar relacionado con la
recuperacidon de la inervacién noradrenérgica. Por otro
lado, la simpatectomia neonatal inducida al seccionar el
nervio ovarico superior en ovario de rata adulta joven
muestra una disminucion en el tamafio y numero de
foliculos antrales, aumenta la atresia folicular por aumento
de apoptosis de la granulosa y una disminucion en la
proliferacion de esta. (Zhang et al. 2010, Morales-Ledesma
et al. 2012), los autores no cuantificaron el contenido de
NE para establecer si el ovarios recupera el contenido de
NE a los 90 dias de edad, lo que resulta importante de
considerar ya que se ha demostrado que el ovario de una
rata adulta se reinerva a los 21 dias. (Lara et al. 2002).

DISCUSION Y CONCLUSION

El sistema nervioso autondmico regula la funcion ovarica,
por un lado el sistema nervioso simpatico regula el
reclutamiento y desarrollo folicular, participa en el proceso
de ovulacion y en la esteroidogenesis; y por otro lado, el
sistema colinérgico, de origen no neuronal podria estar
relacionado con la respuesta de las células de la granulosa
y la proliferacion celular en los foliculos antrales.

Durante el envejecimiento ovdrico, caracterizado por la
disminucion de la poblaciéon folicular, por una alteracion
en el desarrollo folicular y un aumento en el nimero de
quistes foliculares, se produce también un aumento en el
tono noradrenérgico del ovario, lo que nos lleva a
hipotetizar que este aumento en la actividad simpatica
durante el periodo de subfertilidad es la causa del
aumento de los quistes, como ha sido demostrado
previamente en rata adulta joven (Lara et al. 2002, Paredes
et al. 1998, Dorfman et al. 2003, Bernuci et al. 2008,
Greiner et al. 2005, Lara et al. 1993). Esto se evidencia
porque al bloquear los receptores beta-adrenérgico se
recupera parcialmente la funcién ovarica en este periodo
de subfertilidad (Fernandois et al. 2012, Nugent et al.
2012), lo que no es tan evidente al desnervar
guimicamente el ovario en la infancia, ya que la plasticidad
del ovario permite recuperar el contenido de
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noradrenalina a los 6 meses de edad. No se ha
determinado aun, si esta recuperacion se debe a que el
ovario se reinerva (Rosa et al. 2003), como lo hace un
ovario de rata joven o bien el componente intrinseco del
ovario tiene un rol importante durante la simpatectomia.
El mecanismo por el cual el sistema simpatico participa en
el envejecimiento ovarico es desconocido y requiere ser
estudiado.

En conclusién, los cambios en la actividad nerviosa
simpatica que ocurren en el ovario de rata durante el
periodo de subfertilidad altera la funcién ovarica. El
bloqueo B-adrenérgico produce una expansion de la
ventana de la subfertilidad en estos animales. Esta
estrategia experimental podria promover el éxito en la
fertiidad y en los programas de fertilizacion,
principalmente ahora que la mujer estd posponiendo la
maternidad a una etapa donde la funcidn ovarica esta
disminuida.
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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en Chile. En los ultimos 20 afios se han identificado los
medicamentos que segun la evidencia cientifica aumentan la sobrevida en el Infarto Agudo al Miocardio (IAM). En nuestro pars,
la Sociedad Chilena de Cardiologia ha editado y difundido ampliamente pautas para el manejo del IAM.

El objetivo de este trabajo es analizar la variacion en el tratamiento farmacoldgico del IAM en el lapso de 20 afios de registro en
el Hospital Clinico de la Universidad de Chile (HCUCh), como parte del Registro GEMI, y la comparacion entre hombres y mujeres
del tratamiento y evolucion clinica. Se utilizé la base de datos del GEMI del HCUCh entre 1993 y 2012, que incluyd una poblacion
de 1.152 pacientes con diagndstico de IAM. La muestra se dividio en 5 periodos y se compararon variables como edad, sexo,
prevalencia de factores de riesgo, frecuencia de uso de medicamentos que mejoran la sobrevida. Ademds, se analizaron los
procedimientos de reperfusion y mortalidad intrahospitalaria. La distribucion total segun sexo fue de 282 mujeres (24,5%) y de
870 hombres (75,5%). Los factores de riesgo no evidenciaron una tendencia clara de evolucion. Existié un empleo elevado de
aspirina durante todo el registro y un aumento sostenido de estatinas hacia el periodo final del registro, sin diferencias entre
sexos. Aumentd la utilizacion de betabloqueadores, IECA, ARA Il y clopidogrel. Disminuyd el uso de antagonistas de calcio.
Existieron cambios en el uso de tromboliticos (de 30,3% a 6,8%) y angioplastia primaria (de 6,4% a 62,1%). A medida que pasa el
tiempo, las diferencias en el tratamiento segun género tiende a disminuir y se reduce la mortalidad intrahospitalaria.

Como conclusion, en el HCUCh, gracias al manejo estandarizado y el tratamiento farmacoldgico recomendado, se evidencia una
disminucion de las diferencias en los tratamientos segun género, que se ha traducido en una disminucion global de la mortalidad
intrahospitalaria.

Palabras Claves: Infarto del Miocardio, Epidemiologia, Tratamiento, Guias de Prdctica Clinica, Mortalidad Hospitalaria.

Publicado por la Sociedad de Farmacologia de Chile

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa destinadas al diagnéstico y tratamiento del IAM,

de muerte en Chile, similar a lo que ocurre a nivel mundial
(MINSAL, 2010).

Organizaciones tales como American College of
Cardiology/American Heart Association y la European
Society of Cardiology, han publicado guias de manejo del
Infarto Agudo al Miocardio (IAM) (Anderson JL, 2007) (Van
De Werf F, 2008). Asimismo, en nuestro pais se han
editado “Pautas para el manejo intrahospitalario del IAM”

preparadas por la Sociedad Chilena de Cardiologia y Cirugia
Cardiovascular (SOCHICAR) (Guarda E, 2009). La primera
versidon de estas pautas fue publicada por la SOCHICAR el
afio 1998, la que se ha actualizado constantemente. En
nuestro pais se utiliza la Guia Clinica 2009, actualizada
segun avances cientificos, estudios internacionales vy
aparicion de nuevos medicamentos que aumentan la
sobrevida.
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El Ministerio de Salud, generd sus propias guias, que
detallan con rigor los tiempos en que se debe diagnosticar
y tratar un 1AM, dado que corresponde a una patologia
GES.

En los ultimos afios, se han identificado los medicamentos
que segun la evidencia cientifica aumentan la sobrevida en
el IAM (Chen ZM, 2005) (ISIS-1, 1986) (ISIS-2, 1988) (ISIS-4,
1995) (Pedersen PR, 1994) (Sabatine MS, 2005). Estos son:
aspirina, tromboliticos, clopidogrel, beta bloqueadores,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA), antagonistas del receptor de angiotensina Il (ARA
Il), y estatinas. Otros farmacos no han demostrado
aumentar la sobrevida, como es el caso de los antagonistas
del calcio (Yusuf S, 1991).

El objetivo de este trabajo es describir los cambios en el
tratamiento farmacolédgico en el IAM en un lapso de 20
afios de registro (1993 — 2012) en el Hospital Clinico de la
Universidad de Chile (HCUCh), como parte del Registro del
Grupo de Estudios Multicéntricos del Infarto (GEMI), y la
comparacion de la evoluciéon clinica y tratamiento entre
hombres y mujeres.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizd la base de datos GEMI del HCUCh entre 1993 y
2012. La poblacidn estudiada fue de 1152 pacientes. Para
realizar el andlisis, el registro se dividid en 5 periodos
(Periodo 1: 1993-1995; Periodo 2: 1997-1999; Periodo 3:
2000-2003; Periodo 4: 2005-2007; Periodo 5: 2008-2012),
de manera de obtener periodos con cantidades similares
de pacientes. Cabe destacar que en los aifos 1996 y 2004
no hubo actividad de registro en este hospital.

Los pacientes fueron incluidos si cumplian dos de los
siguientes criterios: 1) sintomas compatibles con IAM por
lo menos de 30 minutos de evolucién, 2) cambios
electrocardiograficos en dos derivadas continuas con
elevacion o depresién del segmento ST o cambios
isquémicos en la repolarizacién ventricular y 3) elevacién
de marcadores séricos de necrosis miocardica (troponina T
o |, CK total, CK- MB).

Variables analizadas:
a) Antecedentes demograficos: distribucién por edad y
sexo.

b) Factores de riesgo coronario: hipertension arterial,
dislipidemia y diabetes. Se consideré tanto el dato
aportado por el paciente como antecedentes de
tratamiento con farmacos especificos para estas
patologias. El tabaquismo se consideré como positivo en
los pacientes que fumaban al momento del ingreso y
también si el paciente era ex fumador.

c) Se analizaron los medicamentos empleados: aspirina,
clopidogrel, beta bloqueadores, inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina (IECA), antagonistas del
receptor de angiotensina Il (ARA IlI), estatinas vy
antagonistas del calcio.

d) Se analizaron los procedimientos de reperfusion:
Angioplastia Primaria y Trombolisis en el contexto de un
paciente con IAM con Supradesnivel del segmento ST
(SDST).

e) Se analizé la mortalidad intrahospitalaria por periodo,
global y segln sexo.

Estadistica:

Los andlisis se efectuaron mediante el programa
estadistico STATA version 11.2. Las variables cuantitativas
(edad) fueron descritas a través del promedio y su
desviacidn estandar. Las variables categodricas (prevalencia
de factores de riesgo, frecuencia de uso de los
medicamentos, procedimientos de reperfusion y
mortalidad intrahospitalaria) se expresaron en porcentaje
y se analizaron por sexo y por periodo de registro
mediante el test de chi cuadrado. Se consider¢ significativo
un valor de p < 0,05.

El proyecto, una vez visado por el director del
Departamento Cardiovascular, fue aprobado por el Comité
de Etica de Investigacion del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y factores de riesgo se
muestran en la Tabla 1; la distribucion total segun sexo fue
de 282 mujeres (24,5%) y de 870 hombres (75,5%). En el
andlisis por sexo, la edad promedio fue significativamente
mayor en las mujeres con respecto a los hombres (65,5 +
13,5 vs 59 + 12,2; p<0,00001). Al analizar los factores de
riesgo no se observd una tendencia clara de cambio a
través de los periodos.

Con respecto al empleo de los medicamentos, los
resultados se muestran en la Tabla 2. En relacién a la
aspirina, los datos muestran un empleo superior al 90% en
todos los periodos, sin diferencias significativas entre
hombres y mujeres, mientras que los betabloqueadores
presentaron diferencias significativas en el periodo 1
(67,5% hombres vs 39,2% mujeres, p<0,0001) y en el
periodo 3 (83,9% hombres vs 67,2% mujeres, p<0,006), con
una propension global al aumento en la frecuencia de uso.

El uso de inhibidores de la ECA aumentd, encontrandose
diferencias significativas entre sexos en el periodo 4 (46,4%
hombres vs 32,4% mujeres, p<0,04). El uso de ARA Il
comenzd en el periodo 4, existiendo diferencias
significativas entre sexos (0% hombres vs 2,82% mujeres,
p<0,018), en el periodo 5 aumentd su uso y no existieron
diferencias significativas entre sexos.
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Tabla 1.

Periodo 1 2
Afos 1993 - 1995 1997 - 1999
n 214 211
Edad (afios) 62,4+11,9 61,3+12,4
Hombres (%) 76,6 75,0
Factores de riesgo (%)
Tabaquismo 33 60,2
Dislipidemia 14,9 51,2
Diabetes 29,3 29,5
HTA 43,3 54,3

3 4 5

2000 - 2003 2005 - 2007 2008 - 2012  pvalor
238 267 222

59,6+13,4  59,7+13,2  60,4+12,8 ns
75,4 73,2 77,6
39,8 33 56 <0,05
31,8 45,8 48,8 <0,05
17,4 23,3 30,9 <0,05
53,2 55,9 67,2 <0,05

Caracteristicas demograficas y factores de riesgo de pacientes con IAM. Comparacion entre periodos.

El clopidogrel comenzé a registrarse desde el periodo 2, y
es utilizado con menor frecuencia en mujeres en el periodo
2 (28,3% hombres vs 9,6% mujeres, p<0,006), periodo 3
(67,8% hombres vs 39,7% mujeres, p<0,0001) y periodo 4
(62,8% hombres vs 49,3% mujeres, p<0,048). En el ultimo
periodo no existieron diferencias significativas entre sexos.
En relacién a las estatinas, son registradas desde el periodo
3, con un incremento paulatino en su uso, llegando a un
97,8% en el periodo 5. No se observaron diferencias
significativas entre géneros. En cuanto a los antagonistas
del calcio, se observd una marcada tendencia a la
disminucion de su administracién, encontrandose
diferencias significativas en su uso entre géneros sélo en el
periodo 3 (6,1% en hombres vs 17,2% en mujeres,
p<0,009).

En relacién a los procedimientos de reperfusién, los
resultados se muestran en la Figura 1 donde se observa
que el empleo de  tromboliticos disminuyd
progresivamente, y a partir del afio 2000 aumenta la
angioplastia coronaria percutdnea transluminal como
procedimiento preferente de reperfusién. Por ultimo, el
analisis de la mortalidad intrahospitalaria (Figura 2) mostré
una tendencia a la disminucion a lo largo de los periodos.
Entre hombres y mujeres se aprecian diferencias
significativas en el periodo 1 (9,2% hombres vs 27,4%
mujeres; p< 0.001) y en el periodo 3 (2,8% hombres vs
12,1% mujeres; p< 0.005).

DISCUSION

El IAM, como primera causa de muerte en Chile, ha
merecido especial atencidon en su manejo, como se refleja
en su inclusion precoz como patologia GES. Los datos
muestran que la edad promedio de presentacion del IAM
no se modificd durante los 20 afios de registro. En relaciéon

a los factores de riesgo, las diferencias encontradas
podrian explicarse por cambios en la definicion del factor
de riesgo en el registro GEMI a través de los afios. La
definicién de tabaquismo pasé desde mas de 10 cigarrillos
al dia, a estar fumando 1 cigarro al momento del ingreso o
ser ex fumador. Lo mismo ocurrid con la definicion de
dislipidemia, incluyéndose en los dultimos periodos la
presencia de HDL bajo dentro de esta categoria. Ademas,
es posible que en los ultimos afios haya aumentado el
numero de pacientes que tienen conocimiento de la
presencia de estos factores de riesgo.

El principal hallazgo de esta investigacion radica en el
aumento del uso de los farmacos que aumentan la
sobrevida en el IAM vy la reduccion significativa de los
antagonistas del calcio, que son los Unicos, entre los
medicamentos analizados, que no han mostrado beneficio
(Yusuf S, 1991). Tanto hombres como mujeres, recibieron
aspirina como parte del tratamiento intrahospitalario en el
IAM, durante todos los periodos registrados. Esto
concuerda con lo que ocurre a nivel nacional con el
registro GEMI, donde se sefiala que la amplia utilizacidn de
este antiagregante plaquetario en nuestro pais, es reflejo
de una adecuada utilizacion de un medicamento de
eficacia probada en la disminucién de la mortalidad en el
IAM. Su empleo era en los afios 90, uno de los mas altos a
nivel mundial (Prieto JC, 2001).

La prescripcion de betabloqueadores se incrementd
progresivamente, existiendo diferencias en su utilizacion
entre hombres y mujeres en los primeros periodos de
registro, no encontrando diferencias significativas hacia los
dos ultimos periodos. Este hallazgo tiene importancia dado
el beneficio en el aumento de la sobrevida que produce
este farmaco al disminuir el consumo de oxigeno del
miocardio y la incidencia de arritmias (ISIS-1, 1986).
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CHI
Tabla 2.
Periodos
Farmaco 1 2 3 4 5
Anos 1993 -1995 1997-1999 2000-2003 2005-2007 2008 - 2012

Aspirina TOTAL 93,9 95,7 98,3 97 98,7
Hombres 95,7 95 97,8 98 98,3
Mujeres 88,2 98,1 100 94,4 100
Clopidogrel TOTAL - 23,7 60,9 59,2 78,8
Hombres - 28,3* 67,8* 62,8* 79,7
Mujeres - 9,6 39,7 49,3 76,0
Betabloqueadores | TOTAL 60,8 72 79,8 74,2 83,3
Hombres 67,5* 73 83,9* 74 81,4

Mujeres 39,2 69,2 67,2 74,7 90
IECA TOTAL 28 53,1 68,9 42,7 66,2
Hombres 30,7 52,8 69,4 46,4* 68,6

Mujeres 19,6 53,8 67,2 32,4 58
ARA I TOTAL - - - 0,8 13,1
Hombres - - - 0 12,8

Mujeres - - - 2,8% 14
Estatinas TOTAL ; ; 64,7 58,4 97,8
Hombres - - 66,7 57,7 97,7

Mujeres - - 58,3 60,6 98

Antagonistas del | TOTAL 30,4 26,5 8,8 1,9 9,5
Calcio Hombres 32,5 28,3 6,1* 15 9,3
Mujeres 23,5 21,2 17,2 2,8 10

Prevalencia de uso intrahospitalario de medicamentos en el IAM, segun sexo y periodo.
*Diferencia significativa entre hombres y mujeres p<0,05. IECA: Inhibidor Enzima Convertidora de Angiotensina. ARA II: Antagonista del receptor
de Angiotensina Il.

Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
reducen la morbimortalidad postinfarto, especialmente de
aquellos pacientes con disfunciéon ventricular izquierda
(MINSAL, 2010). Los resultados muestran un aumento
progresivo de su uso.

Una revision sistematica de los estudios que han utilizado
IECA de forma precoz en pacientes con IAM con
supradesnivel del ST, ha indicado que este tratamiento es
seguro, bien tolerado y se asocia a una reduccién pequefia
pero significativa de la mortalidad a 30 dias, produciéndose
la mayor parte del beneficio en la primera semana (ISIS-4,
1995). Las opiniones siguen siendo divergentes sobre si hay
que administrar IECA a todos los pacientes o sélo a los de
alto riesgo.

Los pacientes que no toleran el tratamiento con IECA
utilizan un ARA Il (Dickstein K, 2002) (MINSAL, 2010), los
cuales aparecen registrados desde el cuarto periodo, con
un aumento creciente hacia el quinto periodo, sin
diferencias significativas entre hombres y mujeres. El uso

de un IECA o un ARA Il alcanza al 74,8% en los pacientes en
el periodo 5, lo que refleja un aumento sostenido a través
de los afios.

Figura 1.
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El clopidogrel ha demostrado eficacia en la disminucion de
la mortalidad junto a la aspirina (Chen ZM, 2005) (Sabatine
MS, 2005). La asociacién entre aspirina y clopidogrel se
recomienda en pacientes con IAM con SDST, ya que reduce
el riesgo de trombosis intra-stent, reinfarto y mortalidad
en pacientes sometidos a angioplastia (Mehta SR, 2001) y
la doble anti agregacion plaquetaria se asocia a mayores
beneficios clinicos post-IAM de cualquier tipo (James SK,
2011) (Wallentin L, 2009) (Wiviott SD, 2007). El empleo de
clopidogrel, se registré desde el periodo 2, pero presenté
diferencias significativas entre ambos sexos hasta el cuarto
periodo, alcanzando en el periodo 5 una frecuencia de uso
similar entre mujeres y hombres. Esto puede deberse a
que no existe una recomendacion de uso de este
medicamento hasta el 2009, donde se incluye clopidogrel
como parte del tratamiento intrahospitalario en las guias
clinicas del MINSAL y de la SOCHICAR (Guarda E, 2009).

Las estatinas tienen como objetivo principal reducir el
colesterol LDL, que junto a sus efectos pleiotréopicos son
fundamentales en la prevencién secundaria del IAM. Su
administracion comienza habitualmente en la fase
intrahospitalaria (Pedersen TR, 1994), de forma precoz e
intensiva, administrandose a altas dosis a todos los
pacientes (Cannon CP, 2004) (Schwartz GG, 2001). Desde el
afio 2000 se registr6 su empleo en el HCUCh, en
concomitancia con la recomendacion en las Guias Clinicas
de la SOCHICAR y MINSAL (MINSAL, 2005). Las estatinas y
la aspirina fueron empleados con la misma frecuencia en
hombres y mujeres para cada uno de los periodos
analizados.

Con respecto a los antagonistas del calcio, no han
demostrado ser de beneficio en pacientes con IAM y son
de riesgo en pacientes con falla ventricular izquierda.
Ademas, se puede argumentar que el uso de estos
medicamentos se limita a casos en que coexiste
hipertension arterial (MINSAL, 2010) o alguna evidencia de
espasmo coronario (Alpert JS, 1994) (Kardasz |, 2007). En el
presente registro, en el periodo 1 se utilizé en el 30,2% de
los pacientes, hasta llegar al 1,9% en el cuarto periodo. En
el periodo 2008-2012 se observa un leve aumento de su
utilizacién, que podria explicarse por el aumento de las
angioplastias efectuadas por via radial, donde de rutina se
emplea verapamilo en dosis Unica, para prevencion de
espasmo de esta arteria durante el procedimiento.

En el caso de los tromboliticos, existid6 una tendencia
marcada a la disminucion de su uso en el HCUCh desde el
tercer periodo (2000-2003), la que se explica por la
implementacién tecnoldgica y profesional de este centro,
lo que permite realizar angioplastia primaria como método
preferente de reperfusion desde el afio 2000. Esto
concuerda con la recomendacién de la Guia 1998 de la
SOCHICAR, donde se menciona que la angioplastia
coronaria percutanea, es el método de eleccién en centros

que cuenten con capacidad de cardiologia intervencional
de urgencia. De este modo, la angioplastia primaria se
efectud en el 62,1% de los pacientes con IAM y SD del ST
en el ultimo periodo de registro, dejando para casos
excepcionales el uso de tromboliticos. La decisién de
extender el empleo de la angioplastia, se fundamenta en la
menor mortalidad reportada en la literatura en estos
pacientes, comparado con los sometidos a trombolisis
(Guarda E, 2009).
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Como mencionamos anteriormente, la prevalencia de
factores de riesgo no presentd una tendencia clara de
cambios a través de los afios y la edad promedio fue similar
en todos los periodos en estudio. Por lo tanto, es posible
suponer que el cambio en el tratamiento farmacolégico a
través de los afios de registro junto al mayor empleo de
angioplastia primaria, sean los principales determinantes
de la disminucién de la mortalidad intrahospitalaria.
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Dentro de las limitaciones para la realizaciéon de este
trabajo podemos sefialar que la informacion GEMI
recolectada en el HCUCh no fue intensiva durante todos los
periodos. Ademas, al obtener los datos a través de una
encuesta, puede presentar sesgos de informacion.

CONCLUSION

Podemos aceptar que el registro GEMI del HCUCh muestra
a través del tiempo, una disminucién de las diferencias
entre hombres y mujeres en la aplicacion de terapias
farmacolégicas que aumentan la sobrevida. Esto puede
relacionarse a la aplicacion de pautas de manejo
intrahospitalario que existen en Chile, lo que favorece un
tratamiento estandarizado del IAM.

Si existen Guias Clinicas para el manejo del IAM, un plan
AUGE que estandariza el tratamiento farmacolégico y los
procedimientos, sumado a la mantencion de las
caracteristicas demograficas de los pacientes, podriamos
suponer que a nivel pais, deberia esperarse una mortalidad
intrahospitalaria cada vez menor. Lo anterior puede ser
dificil de lograr en el mediano plazo, ya que no sélo se
requiere de un buen tratamiento farmacoldgico, sino
también de las tecnologias y recursos necesarios para
realizar esta labor en cada centro que reciba un IAM en el
pais.
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INTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

i) Tipos de Manuscritos:

(a) Investigaciones Originales (Full papers): Trabajos que reportan investigaciones originales realizadas con procedimientos experimentales
adecuados y segun las guias nacionales e internacionales para el uso de sujetos de experimentacién seran revisados para eventual
publicacion en la revista (ver preparacion del manuscrito).

(b) Comunicaciones Cortas (Short Communications): Reportes cientificos originales cuyo tamafio debe ser de 1000 a 4000 palabras como
maximo de extension, incluyendo la leyenda de la figura (no se incluyen las referencias). Estos trabajos solo pueden incluir 1 figura y 1 tabla
de resultados. En situaciones especiales se consideraran 2 figuras o 2 tablas. No deben ser usadas mas de 15 referencias en el manuscrito

(c) Revisiones (Reviews): Revisiones sobre temas relevantes de la Farmacologia seran solicitados por el Editor en jefe o el comité editorial, a
través de invitacion escrita. Estas revisiones no requeriran una exhaustiva revision editorial y serdn publicadas en volimenes tematicos de la
Revista de Farmacologia de Chile.

(d) Columnas de Opinidn u otras Publicaciones: Columnas de opinidn sobre temas de contingencia nacional que involucren politicas publicas
de medicamentos, correcto uso de medicamentos por parte de la poblacidn o la aparicién y/o retirada de medicamentos en el mercado
nacional, seran solicitadas por el Editor en jefe o el comité editorial, a través de invitacion escrita.

i) Detalles para el envio de Manuscritos:
El envio de manuscritos a la Revista de Farmacologia de Chile para revision (Full papers, Short Communications o Reviews) o solicitudes de
columnas de opinién deben ser enviados a los siguientes correos electronicos (ramon.sotomayor@uv.cl cc: pablo.jara@uv.cl ). Se solicita
colocar en el asunto del correo electrénico la siguiente frase: Manuscrito para Rev.Farmacol.Chile

iii) Preparaciéon del Manuscrito:

* Se recomienda el uso del programa para procesar texto Word de Microsoft Office. Cuando guarde el manuscrito que ha elaborado se
solicita que la opcién de guardado sea: Guardar como: “Documento de Word 97-2003".
El manuscrito debe ser escrito en formato “Times New Roman” tamafio 12, doble espacio y a una columna. Las paginas del manuscrito
deben ser enumeradas en el borde inferior derecho con nimeros arabigos.
Cualquier figura inserta en el manuscrito debe ser en formato TIFF, JPEG o BMP de alta resolucion (600 dpi) y en caso de usar tablas se debe
usar la opcidn insertar tablas de Word. No se recomiendan tablas hechas con la opcidn de insertar lineas.
Fotografias y graficos a color son aceptadas para la version digital, sin embargo en la version impresa de la revista se utilizara la impresion
en escala de grises. Ademds se recomienda verificar la calidad de la figura reduciéndola al tamafio de 1 columna de ancho, es decir 8 cm.
La Revista de Farmacologia de Chile acepta trabajos en espafiol, sin embargo previa autorizacion del comité editorial se podran revisar
trabajos en inglés o portugués.

*

*

*

iv) Estructura del Articulo:
iv.1) Investigaciones Originales y Comunicaciones Cortas:
Cada una de las secciones del manuscrito debe ser enumerada con niimeros arabigos y cada subdivisiéon con la nomenclatura (X.1). No se
considera en la enumeracion el resumen (abstract).

Primera pdgina:

Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero arabigo en superindice que relacionard al autor con su
respectiva filiacién.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccidn Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electrénico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propésito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusion del trabajo. El resumen debe ser escrito en espafiol e inglés.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccidn al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extension superior a las 750 palabras.

e Materiales y Métodos: Se debe detallar claramente todos los materiales y metodologias utilizadas en el desarrollo del trabajo. Ademas se
debe explicitar en consentimiento bioético de la institucion donde fue realizada la investigacidn. Los trabajos realizados en humanos
deben incluir el apego experimental a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial, considerando consentimiendo
informado y aprobacion de comité de ética.

Resultados: Se debe incluir en detalle los principales resultados obtenidos, con sus respectivos andlisis estadisticos. No se aceptaran
trabajos para publicar que no tengan un adecuado tratamiento estadistico. La expresion grafica de resultados puede ser realizada a través
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de graficos de 1 columna de ancho (8 cm) o agrupaciones de graficos con un ancho maximo de dos columnas (16 cm). También se pueden
incluir tablas que detallen resultados relevantes para el trabajo, incluyendo nimero de casos y valor de la significancia p.

Discusion de los Resultados: La discusion de resultados debe ser objetiva y se debe evitar una excesiva discusion bibliografica que reste
valor a los resultados presentados en el manuscrito. Es recomendado una conclusion final que indique las proyecciones de la
investigacion.

Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revision del manuscrito. En esta seccion se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccién URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacién. En la seccion
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:

Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

iv.2) Revisiones:

Las revisiones de unidades temadticas seran solicitadas por el editor en jefe o por el co-editor, sin embargo para aquellas unidades
tematicas especificas oficiara como co-editor algiin miembro del comité editorial que sea especialista en el tema

Primera pdgina:

Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero arabigo en superindice que relacionard al autor con su
respectiva filiacién.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccidn Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electronico.

Segunda pdgina:

Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacidn,
los principales resultados y principal conclusion del trabajo.

Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves.

Tercera y mds pdginas:

Introduccidn: La introduccidn al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extension superior a las 750 palabras.

Temas a Desarrollar: Por cada tema que se pretenda desarrollar se debe entregar una vision objetiva que destaque los avances mas
importantes en la investigacidn cientifica. Se pueden desarrollar subtemas, destacando claramente a que unidad temdtica corresponde.
Se recomienda si se revisa algun procedimiento experimental mencionar las ventajas y desventajas de su aplicacion. Es recomendado una
conclusién final que integre la informacion entregada en la revision.

Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revisién del manuscrito. En esta seccidn se debe declarar si existié conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccién URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacién. En la seccion
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:

Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(1): 64



Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

Leyendas para las Figuras

Los titulos y leyendas de las Figuras deben presentarse en forma clara y corta. Se debe identificar y explicar todo simbolo, como flecha, nimero
o letra que haya empleado para sefialar alguna parte de las ilustraciones. En la reproduccidon de preparaciones microscopicas, explicite la
ampliacion y los métodos de tincidon empleados.

Unidades de Medida y Nomenclaturas.

Use unidades correspondientes al sistema métrico decimal. Las abreviaturas deben ser definidas la primera vez que aparecen en el texto. El
listado de abreviaturas debe ser de acuerdo a la siguiente publicacion Biochem. J. (1978) 169, 1-27. Al finalizar este instructivo se mencionan las
abreviaturas que no deberian ser definidas (el listado esta en idioma inglés).

La nomenclatura que se refiere a drogas y sustancias quimicas no terapéuticas deben nombrarse de acuerdo a la nomenclatura IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Mientras que para farmacos solo se acepta el nombre genérico INN (DCl). Respecto a los
nombres de fantasia solo pueden ser nombrados entre paréntesis con el signo ® siempre que esté registrada la patente y que no exista un
conflicto de interés evidente con el laboratorio fabricante del farmaco.

Publicacién de Articulos:

. Los articulos originales de investigacion o de revision seradn evaluados por un comité especializado. Sin embargo para aquellos trabajos de
revision agrupados por unidades tematicas especificas, el editor en jefe de la revista y el co-editor del nimero, antes de aceptar los
manuscritos revisaran que se cumplan a cabalidad las instrucciones antes detalladas.

. Los articulos originales de investigacién que no se agrupen en unidades temadticas especificas y que sean aceptados para publicacion,
seran publicados en el volumen y niumero del congreso anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile. La fecha aproximada de
publicacién sera comunicada a los autores con suficiente antelacion.

. Respecto a la revisién de articulos originales los revisores enviaran al Editor en Jefe, los cambios propuestos, sus opiniones, sus
proposiciones, rechazos, etcétera, las cuales seran comunicadas a los autores con absoluta confidencia.
. Las publicaciones de articulos originales tendran un costo de UF 0,3 por pagina que serviran para la manutencién de la Revista.

Abreviaciones Permitidas:

ADP, CDP, GDP, IDP, UDP, 5(pyro)-diphosphates of adenosine, cytidine, guanosine, inosine, and uridine AMP, etc.-5-phosphates of adenosine,
etc. ANOVA, analysis of variance ATP, etc.-5'(pyro)-triphosphates of adenosine, etc. ATPase, adenosine triphosphatase bp, base pair Ci, curie
CoA and acyl-CoA-coenzyme A and its acyl derivatives (e.g., acetyl-CoA) cpm, counts per minute CNS, central nervous systemCSF, cerebrospinal
fluid Cyclic AMP, 3,5-cyclic adenosine monophosphate Cyclic GMP-3,5-cyclic guanosine monophosphate DNA, deoxyribonucleic acid DNase,
deoxyribonuclease DOPA, 3,4-dihydroxyphenylalanine dpm, dps-disintegrations per minute, disintegrations per second EDTA, ethylene-
diaminetetraacetate EEG, electroencephalogramiGTA, ethyleneglycol bis(aminoethylether)tetraacetate ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay FAD, FADH2, flavin-adenine dinucleotide and its reduced form FMN, flavin mononucleotide g, average gravity GABA, gamma-aminobutyric
acid (not Gaba) GLC, gas-liquid chromatography GSSG, GSH, glutathione, oxidized and reduced forms h, hour HEPES, N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid HPLC, high performance liquid chromatography Ig, immunoglobulin IR, infrared kb, kilobase
kDa, kilodalton im, micron min, minute MPP+, 1-methyl-4-phenylpyridinium MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine NAD+, NADH-
oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine dinucleotide NADP+, NADPH-oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine
dinucleotide phosphate NAD, NADP may be used when the oxidation state need not be indicated NMDA, N-methyl-D-aspartate NMN,
nicotinamide mononucleotide NMR, nuclear magnetic resonance PCR, polymerase chain reaction Pi, orthophosphate (inorganic) PNS, peripheral
nervous system PPi, pyrophosphate (inorganic) rpm, revolutions per minute RNA, ribonucleic acid RNase, ribonuclease RT, reverse transcription
s, second SEM, standard error of mean SD, standard deviation TLC, thin-layer chromatography Tris, 2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3-diol
UV, ultraviolet
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