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A breviaturas mds comunes

ACTH: Hormona Corticotropina

COP: Contaminantes Organicos Persistentes
CRH: Hormona Liberadora de Corticotropina
DPN: Dia Postnatal

Eje HPA: Eje Hipotalamo-Hipofisiario-Adrenal
PFC: Productos Quimicos Perfluorados

FOB: Bateria de Observacién Funcional

DG: Dia de Gestacion

NOAEL: Nivel sin Efectos Adversos Observados
PFOS: Sulfonato de Perfluorooctano

SNC: Sistema Nervioso Central

TSH: Hormona Estimulante de la Tiroides
T3: Triyodotironina

T4: Tiroxina

WM: Watermaze (laberinto acuatico de Morris)

* La nomenclatura utilizada en referencia al sulfonato de perfluorooctano (PFOS) esta
extraida del Proyecto de evaluacion de la gestion de riesgos: sulfonato de perfluoroctano
(UNEP 2007).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes de Frutos

ISBN:978-84-691-9745-5/DL: T-1260-2008



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes de Frutos

ISBN:978-84-691-9745-5/DL: T-1260-2008

(PFOS)

1. Introduccion




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes de Frutos

ISBN:978-84-691-9745-5/DL: T-1260-2008



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)

Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes de Frutos s
ISBN:978-84-691-9745-5/DL: T-1260-2008 Introduccion

1. El Sulfonato de Perfluorooctano (PFOS)

El sulfonato de perfluorooctano (PFOS) es un compuesto organico
ampliamente utilizado en la industria como agente surfactante por sus
propiedades como repelente del agua y de los lipidos y por su estabilidad
(UNEP 2006).

La produccién de PFOS se inicidé en el ano 1948 (Seacat y cols., 2002).
Desde entonces, y hasta el afo 2000, este compuesto se estuvo utilizando
en cantidades cada vez mayores para generar liquidos inertes con baja
tension superficial (muy extensibles) o superficies sdlidas con propiedades
especificas (por lo general, antiadherentes) (CESE 2006).

El PFOS es muy resistente a la degradacion, y por ello es muy util en
procesos en los que se utilizan altas temperaturas y en procesos en los
gue se entra en contacto con bases o acidos fuertes. De hecho, el PFOS ha
demostrado ser extremadamente persistente (UNEP 2006). No se
hidroliza, fotoliza ni biodegrada en ninguna de las condiciones ambientales
sometidas a ensayo en diferentes experimentos (OECD 2002). La Unica
condicién conocida por la cual el PFOS se degrada es a través de la
incineracion a altas temperaturas, en condiciones operativas adecuadas
(3M 2003). Es precisamente la persistencia de este compuesto la

responsable de su peligrosidad a nivel medioambiental.

El PFOS ha sido desarrollado por empresas como 3M para proporcionar
resistencia a la grasa, el aceite, el agua y la suciedad a una serie de

materiales como:
e |os productos textiles
e alfombras/tapiceria
e cuero/indumentaria
e papeles/embalajes

e revestimientos y aditivos para revestimientos
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Efectas Jigurosonductuales del PFOS
e productos de limpieza de uso industrial/doméstico
e plaguicidas e insecticidas

Se emplea también, en menor volumen, en cromado, fotografia, espumas
antiincendio y fluidos hidraulicos para la aviacién (UNEP 2006). En el afo
2000 se estaban fabricando y comercializando a escala mundial 4.500
toneladas anuales de PFOS en productos como el acondicionador de
alfombras y tejidos Scotchgard™ de 3M. De acuerdo con una estimacion
del Comité Econdmico y Social Europeo de 2004, el uso total de sustancias
relacionadas con los PFOS en la Unién Europea en el afio 2000 fue de
aproximadamente 500 toneladas (CESE 2006).

Varios estudios ambientales llevados a cabo en la presente década han
mostrado que el PFOS es un contaminante global, persistente vy
bioacumulativo, cuyos niveles pueden llegar a ser ambientalmente
preocupantes en un futuro préximo (Giesy y Kannan 2001; Kannan y cols.,
2002a; Kannan y cols., 2001; Kannan y cols., 2002b). Asimismo, se ha
demostrado la presencia de PFOS en la poblacién y en el medio ambiente,
hecho que ha generado preocupacién en la comunidad y ha puesto en

alerta a las agencias reguladoras (Lau y cols., 2004).

En gran parte debido a la amplia distribuciéon y a la persistencia del PFOS
en humanos y en el medio ambiente, la empresa norteamericana 3M,
principal productor PFOS mundial, anuncid el cese voluntario de la
produccion de este contaminante en mayo del 2000. El cese de la
produccion se convirtid en efectivo hacia finales del afio 2002 (Ericson y
cols., 2007).

La Unidn Europea adoptd recientemente restricciones sobre la
comercializacion y el uso del PFOS. Las medidas se aplican al acido del
PFOS, sus sales y derivados, incluidos los polimeros de PFOS. En concreto,
prohibe la comercializacion o utilizacién como sustancia o componente de
preparados en concentraciones iguales o superiores al 0.005% en masa.
Ademads, se prohiben los articulos y productos semiacabados, si la

concentracion de PFOS es igual o superior al 0.1% en masa. Existen algunas

10
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excepciones, como por ejemplo, algunos usos en procesos de tratamiento de
peliculas fotograficas (UNEP 2006).

A raiz de la retirada del PFOS vy sustancias relacionadas, se han reformulado
estos productos tomando como base otros compuestos quimicos fluorados
con propiedades surfactantes similares, pero con un impacto mas reducido
sobre la salud y el medio ambiente (CESE 2006).

El cese gradual voluntario de la produccion de PFOS, por parte del principal
productor de los E.E.U.U., ha llevado a una disminucién en el uso actual de
sustancias relacionadas con el PFOS. Sin embargo, tal y como reveld la
Agencia de Proteccién Ambiental de los E.E.U.U. (EPA), aln existen
compafiias proveedoras de sustancias relacionadas con el PFOS en el
mercado mundial. De estas, seis estan ubicadas en Europa, seis en Asia
(cuatro de ellas en Japodn) y una en Latinoamérica (OECD 2002). Es posible
que esta lista no esté actualizada ni sea exhaustiva. Ademas, el PFOS se

sigue utilizando en muchos paises (UNEP 2006).
1.1 Quimica del PFOS

El sulfonato de perfluorooctano puede formarse (por degradacion microbiana
ambiental o metabolismo en organismos de mayor tamafio) a partir de un
grupo mas amplio de sustancias, llamadas sustancias relacionadas con el
sulfonato de perfluorooctano (UNEP 2006).

Todas estas sustancias forman parte de un gran conjunto de sulfonatos de
perfluoroalquilo. La mayoria de sustancias relacionadas con el PFOS son
polimeros de elevado peso molecular en los cuales el PFOS es sélo una
fracciéon del polimero y el producto final (UNEP 2005, 2006). Las sustancias
relacionadas con los PFOS se fabrican mediante un proceso especifico

denominado ‘fluoracion electroquimica’ (CESE 2006).

El 14 de julio de 2005, el gobierno de Suecia presentd una propuesta para la
inclusion del sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y 96 sustancias
relacionadas con este en el Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes
Organicos Persistentes (COP) (UNEP 2006).

1
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Los PFOS son productos en los que todos los atomos de hidrogeno de una
cadena de ocho atomos de carbono han sido reemplazados por atomos de
flior y por un grupo SOs- para formar una estructura anidnica estable, que,
a su vez, puede formar una sal hidrosoluble y cristalina con metales como el
litio, el sodio o el potasio, o con otros grupos catidnicos como el NH,* (CESE
2006).

La combinacién de propiedades organicas (basadas en el carbono, solubles
en aceite) e inorganicas (sal metalica, hidrosoluble) hace que las sustancias
relacionadas con los PFOS sean altamente eficaces como agentes activos
sobre las superficies (surfactantes) en wuna gama de aplicaciones
especializadas (CESE 2006). Ademas, resisten la oxidacién y son inertes,
incombustibles y estables a cualquier otro tipo de descomposicién, por lo
tanto, una vez liberados al medio ambiente son persistentes. Por otro lado,
debido a su solubilidad tanto en aceite como agua, son también
bioacumulables (CESE 2006).

0
§ °
Figura 1: Estructura quimica del PFOS

1.2 Emisiones al medioambiente

La presencia de PFOS en el medio ambiente es el resultado de su
fabricacion y uso por parte de los humanos, ya que no es una sustancia
gue se produzca de forma espontanea (UNEP 2006). Es probable que las
emisiones del PFOS y sustancias relacionadas se produzcan a lo largo de
todo su ciclo de vida. Estas sustancias pueden liberarse durante su
produccion, incorporaciéon a un producto comercial, distribucién y uso
comercial o individual, asi como desde vertederos y plantas de tratamiento
de aguas residuales tras su utilizacién (3M 2000). Los procesos de
fabricacion constituyen una de las principales fuentes de emisiones de

PFOS al medio ambiente. Durante estos procesos es posible que se liberen

12
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a la atmodsfera sustancias volatiles relacionadas con el PFOS. A través de
las aguas residuales también podrian emitirse PFOS y sustancias
relacionadas (3M 2000).

La dispersion del PFOS en el medio ambiente se produce a través del
transporte en las aguas superficiales o las corrientes oceanicas (Yamashita
y cols., 2005), el transporte en el aire (sustancias volatiles relacionadas
con el PFOS), la adsorcidon en particulas (en agua, sedimentos o aire) y a
través de organismos vivos (3M 2003). Existen datos que muestran
niveles muy elevados de PFOS en diversas partes del hemisferio norte,
lejos de la presencia del hombre. La presencia de PFOS en areas remotas
ha sido originada por su transporte a gran distancia en el medio ambiente
(UNEP 2006).

Por lo tanto, nos encontramos ante un contaminante global que, sin
embargo, muestra un patrén de presencia variable en animales en funcién
del area de procedencia de los mismos, siendo los animales procedentes
de zonas mas industrializadas (regidon de los grandes lagos en América del
Norte, mar Baltico y mar mediterrdneo) los que presentan mayores

concentraciones de PFOS (Giesy y Kannan 2001).

Por otra parte, varios estudios realizados en peces han demostrado que el
PFOS tiene capacidad de bioconcentracion. Ademas, los datos muestran
gue los animales en los niveles tréficos mas altos tienen mayores
concentraciones de PFOS que los animales en los niveles mas bajos, lo que
indica que se produce biomagnificacion. A modo de ejemplo, se han
encontrado concentraciones muy elevadas de este contaminante en
superdepredadores como el oso polar, la foca, el aguila calva o el visén en
diversos lugares (UNEP 2006).

Asi, nos encontramos ante un contaminante organico persistente con

capacidad de bioconcentracion ampliamente distribuido en el planeta.

13
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1.3 Vias de exposicion humana al PFOS

Los mecanismos que conducen a la presencia de PFOS en sangre humana
no han sido aun bien caracterizados, pero probablemente tengan que ver
con la exposicion medioambiental al PFOS o a moléculas precursoras y
niveles residuales de PFOS, asi como con la exposicion a precursores del
PFOS en los productos comerciales e industriales. Las fuentes potenciales
de exposicidon humana a PFOS incluirian su produccion y el deshecho de
productos o articulos que contienen este contaminante, asi como el uso o
la degradaciéon de algunos productos comerciales y de consumo una vez
utilizados, incluyendo los contenedores de comida (3M 2003). Otras
fuentes potenciales pueden incluir la exposicién a través del aire, aguas
superficiales, sedimentos y lodo, aire en espacios cerrados y polvo
(Butenhoff y cols., 2006).

Dado que el PFOS se libera al medio ambiente desde las plantas de
tratamiento de las aguas residuales, es decir, a través del agua, una de las
principales vias de ingreso de PFOS a las cadenas alimenticias locales
podria ser a través de los peces (UNEP 2006). Esta hipdtesis podria verse
corroborada por un estudio realizado en la poblacion sueca, en el que se
observaron niveles superiores de PFOS en sangre de mujeres que
mantenian un consumo elevado de pescado (27.2 ng/g) (Berglund 2004),
en comparacién con las mujeres de la poblacién general (17.8 ng/qg)

(Karrman vy cols., 2004).

Varios estudios han revelado la existencia de PFOS en suero y tejidos de
personas expuestas y no expuestas laboralmente a este contaminante, en
varias especies animales y en aguas superficiales y otros compartimientos
medioambientales en diversos paises (Ericson y cols., 2007; Giesy vy
Kannan 2001; Hansen y cols., 2002; So y cols., 2004).
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1.3.1 Estudios de exposiciéon ocupacional

Las concentraciones mas elevadas de PFOS en humanos se han hallado en
personas expuestas laboralmente a dicho compuesto. Los niveles mas bajos
de PFOS en sangre de trabajadores expuestos laboralmente a este
compuesto difieren en gran medida de los niveles hallados en la poblacion

general, siendo los primeros mucho mas elevados (Alexander y Olsen 2007).

Segun los resultados de un estudio que analizd los niveles de PFOS en
sangre de 263 trabajadores de la planta de fabricacion de PFOS de 3M en
Decatur, E.E.U.U., la concentracion media de este compuesto fue de 1.32
partes por millén (ppm); los valores oscilaron de 0.06 a 10.6 ppm. Este
mismo estudio analizé también las concentraciones de PFOS en sangre de
255 trabajadores de la planta de 3M en Antwerp, Bélgica, las cuales
mostraron ser aproximadamente un 50% inferiores a las halladas entre los
trabajadores en Decatur (Olsen y cols., 2003a; UNEP 2006).

En general, la investigacion indica que la media de concentracién de PFOS en
sangre de personas que trabajan en la produccion de fluoroquimicos
depende de la tarea realizada dentro de la planta, las concentraciones se
hallan entre 500 y 2000 ng/ml. Sin embargo, los diferentes andlisis
transversales y longitudinales, llevados a cabo con trabajadores en la
produccién de sustancias fluoroquimicas, no han revelado cambios en los
parametros hematoldgicos, lipidicos, hepaticos, tiroideos o urinarios
estudiados (Alexander y Olsen 2007).

Un estudio realizado con trabajadores de una planta de PFOS y sustancias
relacionadas reveld6 que no existia una mayor prevalencia de
enfermedades hepaticas (incluyendo tumores), cancer de Vvejiga,
trastornos en el metabolismo tiroideo y lipidico y trastornos en la
reproduccion entre estos trabajadores. En cambio, si se observd una
mayor incidencia de trastornos en el tracto biliar, cistitis, pélipos benignos
en el colon, tumores malignos colorectales, y melanoma maligno (Olsen y
cols., 2004a).
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1.3.2 Estudios de exposicidon en poblaciéon general

Con respecto al grado de impregnacion en la poblacién general, una serie de
estudios ha mostrado la existencia de concentraciones de PFOS en muestras
de sangre de personas no expuestas laboralmente a dicho compuesto
(Ericson y cols., 2007). Estas muestras incluyen sangre del cordon umbilical
y sangre materna (Inoue y cols., 2004; Midasch y cols., 2007). Se han
encontrado también concentraciones de PFOS en leche materna (Kérrman y
cols., 2007) y plasma (Guruge y cols., 2005), asi como en higado de
cadaveres (Olsen y cols., 2003c).

La gran mayoria de los datos existentes sobre las concentraciones de PFOS
en sangre humana provienen de estudios realizados en Estados Unidos y
Japén (Butenhoff y cols., 2006). En Estados Unidos, se ha cifrado la
concentracion media de PFOS en sangre humana en aproximadamente 20-
40 ng/ml, las muestras analizadas para llevar a cabo tal estimacion fueron
recogidas entre participantes del “Nutrition and Health Examination Survey”
(NHANES), donantes de la Cruz Roja y nifos (Alexander y Olsen 2007).

En un estudio basado en el analisis de muestras de sangre provenientes de
473 donantes de diferentes paises (Estados Unidos, Colombia, Brasil,
Bélgica, Italia, Polonia, India, Malasia y Corea) se observaron diferencias
en los niveles de PFOS y componentes relacionados dependiendo del pais
de procedencia de las muestras. En concreto, se hallaron concentraciones
mas elevadas de PFOS en las muestras recogidas en Estados Unidos vy
Polonia (>30 ng/ml) y concentraciones moderadas en las muestras
recogidas en Corea, Bélgica, Malasia, Brasil, Italia y Colombia (3 a 29
ng/ml), las concentraciones mas bajas de PFOS en sangre se observaron
en la sangre proveniente de la India. Estos datos sugieren la existencia de
diferencias en los patrones de exposicion humana a este contaminante

dependiendo del pais de residencia (Kannan y cols., 2004).

En lo referente a las concentraciones de PFOS en sangre en funcion del
sexo, los resultados publicados hasta la fecha son poco congruentes. Por
una parte, se ha sugerido que las concentraciones de PFOS son mas

elevadas en hombres que en mujeres (Harada y cols., 2004). No obstante,
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existen otros estudios que muestran que no hay diferencias entre sexos en
los niveles del PFOS en sangre (Corsolini y Kannan 2004; Kubwabo y cols.,
2004; Olsen y cols., 2004b; Olsen y cols., 2003b).

La falta de diferencias claras entre sexos difiere de la tendencia observada
en otros contaminantes lipofilicos, como los PCB (policlorobifenilos). Las
concentraciones de PCB suelen ser mas elevadas entre los hombres
adultos que entre las mujeres en edad adulta (Ericson y cols., 2007).
Kannan y otros (2004) sugerieron que este hecho podria deberse a la
transferencia de estos contaminantes hacia la descendencia, a través del
parto y la lactancia, por parte de la mujer adulta, algo que no ocurriria en
el caso de los PFC (Kannan y cols., 2004). Sin embargo, estudios recientes
muestran que los PFOS traspasan la barrera de la placenta (Midasch y
cols., 2006) y que a través de la lactancia se transfiere una cantidad

importante de PFOS al neonato (Karrman y cols., 2007).

A dia de hoy sodlo existe un estudio en el que se hayan evaluado los niveles
de PFOS en sangre entre la poblacion catalana, en él se describen niveles
mas bajos de PFOS en sangre que los descritos con anterioridad en otros
paises (hombres: 8.47 = 3.90 ng/ml, mujeres: 6.81 £ 2.98 ng/ml). Estos
resultados estarian en consonancia con los aportados por otros trabajos
realizados con muestras de sangre de europeos, ya que describen niveles

mas bajos que los observados en Norte América (Ericson y cols., 2007).
1.4 Toxicocinética del PFOS

Estudios toxicocinéticos realizados en animales indican que el PFOS es
rapidamente absorbido, distribuido y acumulado en plasma e higado. Las
concentraciones de PFOS en higado pueden ser varias veces mas elevadas
que en sangre (Johnson y Ober 1979; Seacat y cols., 2003; Seacat y cols.,
2002). De hecho, el higado parece ser el 6rgano diana de esta sustancia
(Butenhoff y cols., 2006).

A diferencia de otros COP clorados y bromados, el PFOS no se acumula en
grasas (Lau y cols., 2004). La razén de este fendmeno es que el PFOS es al
mismo tiempo hidrofébico y lipofébico. EI PFOS se une preferentemente a

poteinas en el plasma, como la albumina (Kerstner-Wood y cols., 2003), y a
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las proteinas hepaticas transportadoras de acidos grasos en el higado
(Luebker y cols., 2002a).

Ademas de acumularse en plasma e higado, un estudio llevado a cabo con
ratas describe concentraciones de PFOS en tejidos como el corazén, los
rifones, el bazo, los ovarios y las glandulas suprarrenales. Se observo
también una acumulacién de PFOS en varias partes del cerebro: cortex,
hipocampo, hipotalamo, tronco cerebral y cerebelo, presentando el
hipotalamo niveles de PFOS 3 veces superiores a los de las otras estructuras

encefalicas (Austin y cols., 2003).
1.4.1 Estudios de vida media

Diversos estudios indican que el PFOS es un compuesto quimico pobremente
eliminado. Se ha estimado que la vida media para la eliminacién del mismo a
través de la orina y las heces es de mas de 90 dias en ratas macho
(Johnson y cols., 1984; Johnson y Ober 1979; Seacat y cols., 2003). Su vida
media plasmatica se estima en 7.5 dias en ratas, tras un tratamiento via
oral con este contaminante (Johnson y Ober 1979), y en aproximadamente
100 - 200 dias en monos Cynomolgus, tanto machos como hembras,
después de un tratamiento con una duracién de 6 meses (Noker y Gorman
2003; Seacat y cols., 2002).

Andlisis realizados con suero de antiguos trabajadores en una planta de
producciéon de PFOS mostraron que este contaminante cuenta con una vida
media de aproximadamente 5 afios en humanos (Olsen y cols., 2007). Estos
datos sugieren que existen grandes diferencias en la cinética de la

eliminacion del PFOS entre especies (Harada y cols., 2005a).
1.5 Estudios de toxicidad en animales

A pesar de que los efectos toxicos del PFOS no estan aun bien
establecidos, existen pruebas de toxicidad en mamiferos a raiz de
exposiciones agudas, crdénicas y subcrdnicas en ratas, exposiciones
subcrdnicas en monos, y un estudio de dos generaciones en ratas. Hay
resultados disponibles de estudios reproductivos y de teratogenicidad en

roedores y conejos (UNEP 2006).
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1.5.1.1 Toxicidad materna y prenatal

Se han llevado a cabo estudios en rata, ratdn y conejo para determinar la
toxicidad materna y los efectos teratoldgicos del PFOS. Los hallazgos de
dichos experimentos parecen coincidir entre laboratorios y especies

examinadas (Lau y cols., 2004).

Toxicidad materna

Diversos estudios experimentales realizados en roedores muestran que las
madres expuestas a dosis elevadas de PFOS (2-10 mg/kg/dia en rata y 20
mg/kg/dia en ratdn) presentaron reducciones significativas en el incremento
de peso corporal y una disminucion en el consumo de comida durante la

gestacién (Lau y cols., 2004).

También en roedor, se han observado concentraciones de PFOS en sangre e
higado maternos directamente proporcionales a las dosis de tratamiento
utilizadas. Los niveles hallados en higado materno fueron como minimo tres
veces superiores a los encontrados en sangre (Luebker y cols., 2005b;
Thibodeaux y cols., 2003). Ademas, en ratén, las madres tratadas con las
dosis de PFOS mas elevadas (10-20 mg/kg/dia) presentaron
hepatomegalia (Thibodeaux y cols., 2003).

Por otra parte, se ha descrito que el tratamiento con PFOS a dosis de 0.4,
0.8, 1, 1.2, 1.6 y 2 mg/kg/dia redujo los niveles de colesterol en sangre de
rata gestante. Dentro del mismo estudio, la administracion de 2 mg/kg/dia
de PFOS redujo, ademas, la concentracién de glucosa en sangre (Luebker y
cols., 2005b). Los niveles de triglicéridos se vieron también disminuidos en
sangre e higado de ratas tratadas con dosis de 1.6 y 2 mg/kg/dia (Luebker y
cols., 2005b) y en sangre de ratas tratadas con 10 mg/kg/dia (Thibodeaux y
cols., 2003), asi como en ratones gestantes expuestos a 5 y 20 mg/kg/dia
(Thibodeaux y cols., 2003). Estos cambios resultaron particularmente
evidentes en los grupos tratados con dosis mas elevadas. Los datos aqui
expuestos sugieren que los PFOS interfieren en el metabolismo de los

lipidos.
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Se han descrito, ademas, variaciones en los niveles de determinadas
hormonas en suero materno en rata y ratdn tras la exposicién a PFOS. Los
niveles de tiroxina (T4) libre y total y triyodotironina (T3) total en ratas
gestantes tratadas con PFOS durante los dias de gestacién (GD) 2-20 se
vieron reducidos en todas las dosis de tratamiento con este compuesto (1, 2,
3, 5 y 10 mg/kg/dia), incluso desde la primera semana de tratamiento en
algunos grupos (Thibodeaux y cols., 2003). En ratén, las madres tratadas
con 20 mg/kg/dia presentaron niveles mas bajos de T4 total. Los efectos
adversos del PFOS sobre las hormonas tiroideas parecen ser menos
pronunciados en ratén que en rata (Thibodeaux y cols., 2003). En ningun
caso se observd respuesta de retroalimentacién por parte de la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) (Luebker y cols., 2005b; Thibodeaux y cols.,
2003).

En un estudio, en el cual se administré PFOS a ratas durante las 6 semanas
previas al cruce, el periodo de cruce, la gestacion y la lactancia, se
observaron niveles de T4 total disminuidos en las madres tratadas con 0.4,
0.8, 1, 1.2, 1.6 y 2 mg/kg/dia, a su vez los grupos tratados con dosis
superiores o iguales a 1.2 mg/kg/dia mostraron también niveles reducidos
de T3 total. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de T4
libre ni en los niveles de TSH. La determinacién de dichas hormonas se llevo

a cabo durante el quinto dia de lactancia (Luebker y cols., 2005b).

La falta de respuesta hipofisaria y la disminucion de hormonas tiroideas en
madres gestantes expuestas a PFOS es un tema complejo que se sigue
estudiando. Los cambios hormonales producidos durante la gestacion y el
aumento del volumen plasmatico, que se produce al final de la gestacion, asi
como la posible induccion enzimatica producida por los PFOS, junto con el
cambio en los niveles de proteinas plasmaticas circulantes, son variables que
podrian influir en los resultados obtenidos en relacién a la funcién tiroidea.
Por otra parte, un estudio reciente muestra que el PFOS en suero interfiere
en la deteccion de hormonas tiroideas con la mayoria de los métodos
utilizados (Chang y cols., 2008; Chang y cols., 2007).

El estudio de seguimiento de dos generaciones en rata, en el que las ratas

de la FO y la F1 fueron tratadas antes del apareamiento, durante la
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gestacion y la lactancia a dosis de 0, 0,1, 0.4, 1.6 y 3.2 mg/kg/dia, que
evalla los efectos del PFOS sobre el apareamiento, fertilidad y desarrollo
tras la lactancia, describe areas de alopecia parcial entre las hembras
tratadas con PFOS de la generacién 0 (“F 0”). No se observd ningun efecto
de este compuesto, entre las hembras de la generacion 0, sobre el
apareamiento o la fertilidad, los indices valorados incluyeron el estro, el
namero de embarazos en relacién con el nimero de apareamientos y el
nimero de apareamientos durante la primera semana de cohabitacidn. Los
datos provenientes de las cesareas, realizadas durante el dia de gestacion
10, tampoco revelaron diferencias estadisticamente significativas, entre las
madres de la generacion 0, en la media de cuerpos liteos por camada,
implantaciones, embriones viables o embriones no viables. Sin embargo, si
se observd una disminucién en la duracidn de la gestacién y en el nUmero de
implantaciones, asi como un aumento en el nimero de madres con crias
muertas en el parto o durante los primeros 4 dias de la lactancia, entre las
madres de la generacion 0 expuestas a 3.2 mg/kg/dia (Luebker y cols.,
2005a). Estos datos sugieren que los efectos del PFOS se producen

mayoritariamente en fases tardias de la gestacién.

Este mismo estudio establecié el NOAEL (nivel sin efectos adversos
observados) para la toxicidad materna en 0.1 mg/kg/dia en la generacion 0
y = 0.4 mg/kg/dia en la generacion 1. Respecto a la funcidn reproductora
del PFOS, su NOAEL se estim6é en = 3.2 mg/kg/dia en la generacion 0 y en

> 0.4 mg/kg/dia en la primera generacién (Luebker y cols., 2005a).

Toxicidad prenatal

Los hallazgos de los estudios realizados revelan que el PFOS posee efectos
sobre el desarrollo que incluyen una reduccién del peso fetal, una mayor
incidencia en la aparicion de paladar hendido, anasarca (edema), retrasos
en la osificacion (esterndn y falanges) y anormalidades cardiacas (defecto
ventricular septal y dilatacion de la auricula derecha). Es importante
recalcar que la mayoria de estas anormalidades estructurales se ha
observado en los animales expuestos a las dosis mas elevadas de PFOS

dentro de los diferentes estudios (Lau y cols., 2004).
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A pesar de que se han descrito abortos en conejos tratados con dosis de
2.5 mg/kg/dia de PFOS y superiores (Luebker y cols., 2005a), ningun

estudio ha descrito abortos en rata o raton.

Por otra parte, se han hallado concentraciones de PFOS en higado de los
fetos expuestos a este compuesto (Luebker y cols., 2005b; Thibodeaux y
cols., 2003) y en sangre (Luebker vy cols., 2005b) directamente

proporcionales a la dosis maternas de tratamiento.

Grasty y otros (2003) llevaron a cabo un estudio para determinar los
periodos criticos de toxicidad del PFOS durante la gestacién, administrando
PFOS via gastrica a ratas gestantes durante periodos de 4 dias consecutivos
en diferentes momentos temporales a lo largo de la gestacion. Se observé
mortalidad neonatal tras la exposicion a PFOS en todos los periodos de
administracién, pero la incidencia de muerte neonatal incrementé a medida
que el periodo de exposicidbn se acercaba al final de la gestacion. La
exposicion de ratas gestantes a 25 mg/kg/dia de PFOS durante los dias de
gestacion 17-20 6 a 50 mg/kg/dia de PFOS durante los dias de gestacién 19
y 20 fue suficiente para inducir la mortalidad del 100% de las crias durante

los primeros 4 dias de vida (Grasty y cols., 2003).

Por lo tanto, los datos existentes hasta la fecha sugieren que el PFOS
provoca mas efectos tdxicos durante las fases tardias de la gestacion y el
periodo perinatal. Las causas que explican esta mayor toxicidad durante este

periodo pueden ser multiples, sin embargo, estas son aun desconocidas.

Al respecto, los resultados del estudio realizado por Grasty y otros (2003)
sugieren que los érganos que se desarrollan durante la fase tardia de la
gestacion podrian verse especialmente afectados por la accion del PFOS en
el organismo (Grasty y cols., 2003). Esta ultima hipdtesis seria consistente
con la falta de efectos teratoldgicos de importancia hallada en los

diferentes trabajos (Lau y cols., 2004).
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1.5.1.2 Toxicidad postnatal

Los estudios basados en los efectos del PFOS sobre el desarrollo postnatal
describen efectos similares de este compuesto en animales a pesar de

utilizar paradigmas experimentales diferentes (Lau y cols., 2004).

En el estudio llevado a cabo por Lau y otros (2003), el PFOS produjo
efectos nocivos dependientes de la dosis en crias de rata y ratén. En rata,
todas las crias del estudio nacieron vivas y activas, pero en el transcurso
de 30-60 min, todas las crias de las madres tratadas con la dosis mas
elevada del estudio (10 mg/kg/dia) murieron. La mayoria de las crias
expuestas a la segunda dosis mas alta dentro del estudio (5 mg/kg/dia)
murieron también, tan sélo unas cuantas llegaron vivas a la pubertad. El
periodo de tratamiento en rata gestante se inicié el DG 2 y se finaliz6 el
DG 21. Cuando se hizo que las madres del grupo control cuidaran de las
crias de las madres tratadas con 5 mg/kg de PFOS (Cross-fostering), no se
observé ninguna diferencia en la tasa de supervivencia de las crias,
descartando asi la hipdtesis de que este compuesto hubiese producido
comportamientos maternos inadecuados en las madres (Lau y cols.,
2003).

En ratéon se observd un patrén similar de mortalidad postnatal al de la
rata, con la excepcidon de que las dosis maternas requeridas para producir
este efecto fueron mas elevadas. La mayoria de las crias expuestas a 15 6
20 mg/kg de PFOS, durante el periodo de tratamiento DG 1-18, no
sobrevivido 24 horas después del nacimiento. La dosis letal 50 (DL50) se

establecido en 3mg/kg en rata y en 10 en raton (Lau y cols., 2003).

Estudios realizados por otros autores, siguiendo protocolos experimentales
diferentes, sugieren resultados similares respecto a la viabilidad de las
crias de roedores tratados con PFOS a dosis elevadas. Un importante
porcentaje de crias expuestas a dosis altas de este compuesto muere dias
después del parto (Butenhoff y cols., 2002; Chrisitan y cols., 1999;
Luebker y cols., 2005a; Luebker y cols., 2005b), los estudios de Cross-
fostering no logran reducir la tasa de mortalidad (Case y cols., 2001).
Luebker y otros (2005) estimaron el NOAEL para la mortalidad postnatal
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en su estudio de seguimiento de dos generaciones en rata, esta se
establecié en 1.6 mg/kg/dia en la generacién 0 y en = 0.4 mg/kg/dia en la

generaciéon 1 (Luebker y cols., 2005a).

Respecto al peso corporal, se han descrito pesos mas bajos en crias de
roedor expuestas a PFOS prenatalmente, este efecto persiste, en
ocasiones, hasta mas alld de la lactancia (Butenhoff y cols., 2002;
Chrisitan y cols., 1999; Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005a).
Ademads, tal y como se ha observado en madres gestantes, se ha
detectado un aumento del peso del higado en crias de rata y ratdn
expuestas prenatalmente a PFOS, este efecto resulta particularmente
evidente en crias de ratén (Lau y cols., 2003). Por otra parte, las
concentraciones de PFOS en sangre e higado mas altas se dieron en las
crias expuestas a las dosis mas elevadas, como ocurre también entre las

madres tratadas con este contaminante (Luebker y cols., 2005b).

Existe también acuerdo entre los diferentes estudios respecto al retraso
observado en la maduracién fisica en crias de roedor expuestas a PFOS
prenatalmente. Se han descrito retrasos en parametros fisicos como la
apertura de los ojos (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005a) y el
desplegamiento del pabelldn auditivo (Luebker y cols., 2005a), asi como
en variables de maduracion neuromotora como el reflejo de
enderezamiento superficial (“surface righting”) y el reflejo de
enderezamiento en el aire (“air righting”) (Luebker y cols., 2005a). Se
entiende como “surface righting” la habilidad que muestra el animal para
volver a la posicién dorso-ventral después de ser colocado boca para
arriba sobre una superficie, mientras que como “air righting” se entiende
la capacidad mostrada por el animal para girarse hacia abajo desde una

posicion supina durante una caida.

Por otra parte, se han mostrado niveles reducidos de hormonas tiroideas
en suero de neonatos expuestos a PFOS por via materna, observandose
una disminucidn en los niveles de tiroxina (T4) total, pero no en los niveles
de triyodotironina (T3). Los niveles en la hormona estimulante de la
tiroides (TSH), o bien no se vieron afectados, o presentaron un ligero

aumento (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005b).
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Aunque diversos estudios han analizado los niveles hormonales en
animales expuestos a PFOS, existen problemas en la deteccién de los
mismos derivados de la técnica. Un estudio reciente ha podido demostrar
qgue los PFOS en suero compiten con la T4 por la unién a proteinas
transportadoras plasmaticas e interfieren en la deteccién de estas
hormonas segun el método utilizado (Chang y cols., 2007). En este
sentido, se ha podido demostrar que los PFOS aumentan el recambio de
T4 total, facilitando el paso de esta a T4 libre. Ademas, también aumentan
la excrecion de T4. Este hecho explica que los resultados muestren una
disminucidn de T4 total pero no hallen modificaciones en los niveles de
TSH, ya que los niveles de T3 y T4 libres, que serian los responsables de
inducir una respuesta compensatoria incrementando la concentraciéon de
TSH, son practicamente normales. Por otro lado, en este mismo estudio se
demuestra que el eje hipotalamo-hipofisiario no se ve afectado por la
exposicion a PFOS (Chang y cols., 2008). Con todo, la importancia que
poseen las hormonas tiroideas sobre el desarrollo del SNC y la posibilidad
de que los PFOS provoquen ligeros déficits en los niveles de hormonas
tiroideas durante el desarrollo son motivos suficientemente importantes

que justifican que se siga estudiando este tema.

Las hormonas tiroideas poseen multiples funciones fisioldgicas. En esencia,
estas modulan las vias metabdlicas en el organismo a través de cambios
en el metabolismo de las proteinas, lipidos, carbohidratos y vitaminas.
Ademas, las hormonas tiroideas poseen efectos sobre la sintesis y
degradacion de otras muchas hormonas y factores de crecimiento,
influyendo indirectamente sobre la senalizacidon endocrina (Smith y cols.,
2002). Muchas investigaciones recientes se centran en la actividad de
estas hormonas en el sistema nervioso central. Se ha demostrado, en
rata, que un déficit de de hormonas tiroideas durante el desarrollo fetal
afecta la maduracion de la glia en el hipocampo, alterando, en
consecuencia, la migracion celular dentro de esta regién del cerebro
(Smith y cols., 2002). El desarrollo adecuado del cerebro, en general, y el
funcionamiento correcto del sistema colinérgico, en particular, dependen
en gran medida de las hormonas tiroideas (Gould y Butcher 1989; Rami y
cols., 1989).
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No obstante, la patofisiologia que subyace bajo la mortalidad neonatal
derivada de la exposicion a PFOS es aun desconocida. Luebker y otros
(2005) concluyen en su estudio de toxicidad reproductiva en dos
generaciones, en rata, que esta no se debe a la reduccidn en los niveles de

lipidos, glucosa u hormonas tiroideas (Luebker y cols., 2005b).

En general, los efectos del PFOS sobre el desarrollo postnatal descritos en
estos estudios (peso corporal reducido, retraso en la maduracién fisica y
neuromotora, aumento en el peso del higado y reduccién en los niveles de
las hormonas tiroideas) son consistentes entre si. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que estos efectos han sido observados a dosis que
también son tdxicas para las madres. Su importancia, por lo tanto, queda
un poco mitigada por el hecho de darse en presencia de déficits en el
aumento de peso y consumo de alimento en la madre (Butenhoff y cols.,
2006). Por otra parte, la malnutricion maternal no parece ser el Unico
factor responsable de estos efectos nocivos sobre el desarrollo (Lau y
cols., 2004).

1.5.2 Estudios en adultos

Varios estudios de dosis repetidas subcroénicas llevados a cabo en primates
no humanos y en roedores adultos demuestran que el PFOS tiene efectos
adversos. En general, se ha mostrado que el tratamiento con PFOS reduce el
peso corporal, aumenta el peso del higado y reduce los niveles de colesterol

y hormonas tiroideas en suero (Butenhoff y cols., 2006; Lau y cols., 2004).

Estudios realizados en primates muestran casos de mortalidad elevada
tras la administracion de PFOS a dosis altas. En un estudio de 90 dias
realizado en monos Rhesus, expuestos a sal de potasio de PFOS mediante
sonda gastrica, se observd que la exposicidon a 4.5 mg/kg/dia produjo la
mortalidad de todos los animales (n=4). No se observd ninguna muerte a
dosis de 0.5 6 1.5 mg/kg/dia, sin embargo estos animales presentaron
signos de toxicidad gastrointestinal (Goldenthal y cols., 1978). Seacat y
otros (2002) demostraron mortalidad entre monos Cynomolgus (2 de 6
machos) a dosis mas bajas (0.75 mg/kg/dia durante 182 dias de
tratamiento) (Seacat y cols., 2002).
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Otros efectos observados en primates adultos, tras la exposicién a este
contaminante, son la atrofia del timo en hembras y una reducciéon de
lipoproteinas de alta densidad, colesterol, triyodotironina y niveles de
bilirrubina total en machos (Covance 2002). Ademas, en el estudio llevado
a cabo por Seacat y otros (2002), se detectaron una disminuciéon del peso
corporal, un incremento en el peso del higado y concentraciones reducidas
de colesterol, triyodotironina y estradiol en suero. Cabe resaltar que estos
efectos fueron soélo observables en los animales tratados con la dosis mas
alta dentro del estudio (0.75 mg/kg/dia) (Seacat y cols., 2002).

Los efectos del PFOS en estudios realizados en roedores adultos no
difieren en gran medida de los hallados en primates no humanos, aunque
existe un mayor numero de trabajos y variables estudiadas en

comparacién con los estudios realizados en primates.

En un estudio de 90 dias de exposicién a PFOS en ratas se alimenté a los
animales con dietas con 0, 30, 100, 300, 1000 y 3000 mg/kg/dia. Debido
a que se trataba de dosis muy elevadas, todas las ratas tratadas con las
dosis de 300 mg/kg/dia y superiores murieron. A niveles de 100
mg/kg/dia murié el 50% de los animales. Todas las ratas que recibieron
dietas con 30 mg/kg/dia sobrevivieron hasta el final del estudio, pero se
observaron pequenos cambios en el peso de érganos y cuerpo (Goldenthal
y cols., 1978).

Se han descrito efectos que incluyen niveles reducidos de glucosa en suero
y un aumento de la alanina aminotransferasa (ALT) en hembras. Estos
animales habian sido previamente tratados con 20 ppm de PFOS en dieta
durante 4 semanas. Tras 14 semanas de exposicién a 20 ppm de PFOS en
la dieta, se observaron los siguientes efectos en machos: niveles reducidos
de colesterol, un nivel incrementado de neutrofilos no segmentados y un
aumento en los niveles de ALT. Se detectaron un incremento del peso
relativo del higado y un incremento en los niveles de nitrogeno ureico en
ambos sexos tras 14 semanas de tratamiento con la misma dosis. Por
ultimo, se describieron alteraciones hepaticas, que incluian hipertrofia de
los hepatocitos y vacuolizacion citoplasmatica, en los grupos de machos

tratados con 5 0 20 ppm y en el grupo de hembras tratado con 20 ppm.
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Los niveles de PFOS hallados en estos animales, tanto en suero como en
higado, fueron proporcionales a la dosis administrada. En general, las
concentraciones fueron mas elevadas en hembras que en machos (Seacat
y cols., 2003).

Austin y otros (2003) realizaron un estudio con ratas hembra, a las que se
les inyectd 0, 1 6 10 mg/kg/dia de PFOS intraperitonealmente durante 2
semanas. Estos autores describieron acumulaciones de PFOS dependientes
de la dosis en varios tejidos corporales, incluyendo el cerebro. La exposicion
a PFOS redujo el peso corporal y el consumo de comida en el grupo
expuesto a la dosis de PFOS mas elevada. Ademas, el tratamiento con PFOS
afectd el ciclo del estro, aumentd los niveles de corticosterona en suero e
incremento las concentraciones de norepinefrina en el nucleo paraventricular
del hipotalamo, mientras que disminuyd la concentracidn de leptina en
suero. A partir de los resultados obtenidos en el estudio, el autor arguye que
la exposicion a PFOS puede afectar el sistema neuroendocrino en rata
(Austin y cols., 2003).

Se han descrito las siguientes vias como posibles mecanismos de accion
del PFOS: la activacién de los receptores nucleares (Shipley y cols., 2004),
la interferencia en el metabolismo lipidico y la disminucion del colesterol
en sangre (Haughom y Spydevold 1992; Luebker y cols., 2002a; Luebker
y cols., 2002b), el retraso de la maduracién de los pulmones y la funcion
pulmonar (Grasty y cols., 2003), la interferencia con las funciones
mitocondriales (Berthiaume y Wallace 2002; Starkov y Wallace 2002), la
inhibicion de los procesos de comunicacién intercelulares por alteracion de
las zonas de unidn entre células “gap junctions” (Hu y cols., 2002), las
interacciones con las proteinas transportadoras de acidos grasos (Luebker
y cols., 2002a), hepatotoxicidad (proliferacién de peroxisomas) (Sohlenius
y cols., 1993), alteraciones en los canales de calcio (Harada y cols.,
2005b) y alteraciones en los niveles maternos y fetales de las hormonas
tiroideas (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005b; Thibodeaux y cols.,
2003). Sin embargo, hasta la fecha, los mecanismos de toxicidad del PFOS

siguen sin ser entendidos (Butenhoff y cols., 2006).
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1.5.3 Estudios neuroconductuales

La informacion referente al desarrollo neuroconductual de las crias
expuestas prenatalmente a PFOS es muy limitada. Por otra parte, hasta la
fecha, no se han llevado a cabo estudios de neurocomportamiento con

adultos expuestos a dosis repetidas subcronicas de PFOS.

Tan soélo dos estudios han evaluado los efectos de este compuesto sobre la
conducta de roedores. En orden cronoldgico, en el primer de ellos se
evalud el aprendizaje en crias de ratas expuestas a dosisde 0, 1, 2, 3,56
10 mg/kg/dia de PFOS via sonda gastrica durante los dias de gestacion 2-
21 y en ratones expuestos prenatalmente a PFOS a dosis de O, 1, 5, 10,
15 y 20 mg/kg/dia durante los dias de gestacion 1-18. Los animales
fueron evaluados durante el periodo de lactancia con la prueba del
laberinto-T para la evaluacién del aprendizaje. No se hallaron diferencias
en la ejecucidon de esta prueba segun dosis de tratamiento (Lau y cols.,
2003).

El segundo estudio es el trabajo de toxicidad reproductiva en dos
generaciones llevado a cabo por Luebker y otros (2005). En él se
administré PFOS via sonda gastrica a ratas a dosis de 0, 0.1, 0.4, 1.6 y
3.2 mg/kg/dia. Con el objeto de examinar los efectos del PFOS a nivel de
conducta, se realizé una evaluacion del aprendizaje, la retenciéon a corto
plazo y la memoria, en un paradigma de evitacion pasiva en los animales
de la generacion 1 (“F1”), cuando contaban con 24 dias de edad.
Aproximadamente 70 dias después del parto, los animales fueron
evaluados en un laberinto acuatico de Morris para observar posibles
deficiencias en la coordinaciéon neuromuscular, la habilidad para nadar, el
aprendizaje y la memoria espacial. Ninguna de las dos pruebas efectuadas
mostré efectos del PFOS (Luebker y cols., 2005a).

Como se ha descrito con anterioridad, diversos estudios muestran que la
exposicion a PFOS, durante el desarrollo en roedores (Luebker y cols.,
2005a) y en la edad adulta en roedores (Lau y cols., 2004) y en primates
(Seacat y cols., 2002), reduce los niveles de hormonas tiroideas en

sangre. En este sentido, cabe destacar que las hormonas tiroideas poseen
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muchas funciones fisioldgicas y son esenciales para el desarrollo
neuroldgico, intelectual y del comportamiento. Estas poseen un amplio
espectro de efectos sobre el cerebro en desarrollo y median en
operaciones importantes dentro del sistema nervioso central a lo largo de

la vida.

La aportacidon insuficiente de yodo durante la gestacion y la deficiencia de
hormonas tiroideas durante el desarrollo se asocian con alteraciones
patoldgicas como el cretinismo y el retraso mental. En la edad adulta, la
disfuncidn de las tiroides esta relacionada con anormalidades neuroldgicas
y de comportamiento, incluyendo problemas de memoria. Diferentes
modelos animales experimentales sugieren que la mayoria de efectos
sobre la cognicién provocados por la disfuncion de las tiroides resultan en
modificaciones del hipocampo. Los niveles deficientes de THS durante el
desarrollo alteran la funcidon sindptica en esta estructura, afectando
negativamente las tareas de aprendizaje y memoria dependientes del
hipocampo. Estos efectos sobre el aprendizaje, por parte de las hormonas

tiroideas, persisten en animales adultos (Rivas y Naranjo 2007).

Como hemos mencionado con anterioridad, se ha sugerido recientemente
gue los PFOS no afectan al eje hipotalamo-hipofisario-tiroideo, aunque si
parece que los niveles de T4 totales estan alterados tras la exposicion a
este contaminante. Parece también que los niveles de T3 y T4 libres,
fracciones activas de esta hormona, son normales o presentan déficits
ligeros, tras la exposicién a PFOS. Desconocemos aun hasta qué punto
pueden ser estos déficits responsables de algunos de los retrasos

observados durante el desarrollo de sujetos expuestos a PFOS.
2. El estrés

La palabra estrés deriva del termino griego “stringere”, que significa
“provocar tensién”. A principios del siglo XX, William Osler equipard el
término “estrés” con “trabajo duro” y “tensidén”, relacionando asi el
concepto fisico de estrés con diversas conductas humanas y respuestas del
organismo ante situaciones de demanda excesiva. Continuando con la

investigacion de los efectos del estrés sobre el organismo, Walter Cannon
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(1929) mostré que la respuesta ante el estrés constituye una conducta
adaptativa que prepara al organismo para atacar o huir ante una
amenaza. Esta respuesta automatica se produce de forma refleja, a través
de la estimulacion del sistema nervioso simpatico y la secrecion de
adrenalina por las glandulas suprarrenales. Sin embargo, el origen del
concepto estrés, tal y como se entiende actualmente, fue desarrollado en
la década de 1930 por el fisiblogo Hans Selye (1907-1982) (Sandi y cols.,
2001).

Selye observo, a través de sus experimentos, que tanto las ratas tratadas
como las del grupo control, a las que les habia inyectado un concentrado
de hormonas, acababan presentando sintomas de enfermedad (Sapolsky

1995). Este autor observod 3 grupos diferentes de signos:
1. Hipertrofia de la corteza de las glandulas suprarrenales.

2. Atrofia de diversos 6rganos del sistema inmunoldgico, como el timo, el

bazo, o los nddulos linfaticos.
3. Ulceras profundas y sangrantes en el estémago y los intestinos.

Seyle tildo estos cambios como “la triada del estrés”. Este autor llegd a la
conclusion de que las ratas presentaban este conjunto de alteraciones
debido a su inexperiencia personal en las técnicas experimentales de
manejo de animales. Sometid a prueba la hipoétesis y observd los mismos
signos en ratas expuestas a ambientes demasiado calurosos o demasiado

frios, a toxinas patdgenas y a ruidos muy intensos (Sapolsky 1995).

Segun Selye, el término “estrés” se refiere a un estado o situacion del
cuerpo producido por diversos agentes nocivos (que varian en los distintos
sujetos y en el mismo individuo segin los momentos), manifestado por un
conjunto de cambios que dan a conocer la presencia del estrés en el
cuerpo (Seyle 1936). A este conjunto de cambios lo denomindé Sindrome

General de Adaptacion.
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Otras definiciones mas actuales del concepto son:

- “Definimos estrés como un estado de no armonia, o homeostasis
amenazada. La respuesta adaptativa puede ser especifica o

generalizada y no especifica” (Chrousos y Gold 1992).

- “Se puede definir el estrés como una amenaza, real o interpretada,
hacia la integridad fisica y psicoldgica de una persona que resulta en
respuestas fisioldgicas y/o de comportamiento. En biomedicina, estrés
se refiere a situaciones en las que los niveles de glucocorticoides y
catecolaminas se muestran elevados debido a una experiencia”
(McEwen 2000).

Sin embargo, estas definiciones, asi como la mayoria de definiciones
propuestas para definir este concepto, son problematicas. Resulta dificil
consensuar una definicion del estrés que englobe todos los elementos

relacionados (Levine 2005).
2.1 Fisiologia del estrés

A grandes rasgos, la respuesta de estrés ayuda al organismo a la hora de
movilizar las reservas energéticas del cuerpo para preparar la conducta de
“lucha” o “huida” (“fight” or “fly” en inglés) (Sapolsky y cols., 1990).
Ademads, pueden darse otras respuestas cognitivas y conductuales

asociadas (Nieto y cols., 2004).

Las situaciones de estrés produciran un aumento general de la activacion
fisioldgica del organismo. Se pueden distinguir tres ejes de actuacion del
estrés (Nieto y cols., 2004):

I. Eje neural

Este eje parece activarse de manera inmediata ante la presencia de un
estresor, provocando una activaciéon simpatica y, en casos excepcionales,
parasimpatica, asi como un incremento en la estimulacién del sistema
nervioso somatico. Sélo en respuesta a una activacion inicial excesivamente
intensa, al estado precario de alguno de los 6rganos o a ambas causas, se

podria producir un trastorno (p.ej., infarto de miocardio u otra alteracién
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vascular). Esta estimulacién se ird reduciendo de forma lenta (de quince a

treinta minutos) si la situacidon de estrés desaparece.
I1. Eje neuroendocrino

Implica la activacidon de la médula de las glandulas suprarrenales, con la
consiguiente secrecidn de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina). La
activaciéon de este eje tiene gran importancia para la supervivencia, pues
prepara al organismo para una intensa actividad corporal con la que
enfrentarse a cualquier amenaza externa, bien haciéndole frente (luchando),
bien escapando de ella. Se considera, pues, el eje mas directamente
relacionado con la puesta en marcha de las conductas de afrontamiento a las
demandas del medio, siempre que impliqguen alguna actividad. Una
activacion mantenida de este eje facilitard la aparicion de problemas
cardiovasculares (infartos de miocardio, angina de pecho, hipertensidn,

etc.).
II1. Eje endocrino

Activacion del eje Hipotdlamo- Hipofisario- Adrenal (HPA)

Este eje responde a su activacion provocando la liberacién de las

siguientes hormonas:

e Factor u hormona liberadora de corticotropina (CRH), antidiurética o
arginina vasopresina (AVP), oxitocina y otros neuropéptidos por parte

del hipotadlamo.

e Hormona corticotropina (ACTH) liberada desde la hipdfisis junto con

opiaceos enddgenos (endorfinas).

e Glucocorticoides (cortisol y corticosterona), asi como mineralcorticoides
(aldosterona y deoxicorticosterona), secretados por la corteza adrenal
(Lightman 1994).

Las distintas vias involucradas en la informaciéon de la situacién de estrés
convergen en el hipotadlamo. Esta estructura cerebral es la encargada de

coordinar y modular la rapida respuesta del sistema simpatico junto con la
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activacion del eje HPA, si bien esta ultima es mas lenta, ya que se necesita
al menos de varios minutos para que llegue a producirse la liberacién de los
glucocorticoides, productos finales de la activaciéon del eje HPA (Sandi y
cols., 2001).

Inicialmente, en respuesta a los distintos agentes estresantes, se producen
seflales de activacion que convergen en un grupo de neuronas
parvocelulares del nucleo paraventricular del hipotdlamo. Estas neuronas
sintetizan la hormona liberadora de corticotropina (CRH), cuando estas
neuronas son activadas, liberan CRH en la eminencia media, donde hay
una serie de capilares que forman un sistema de vasos portales. Junto con
la liberacion de CRH, también se puede producir la activacion de neuronas
magnocelulares del hipotdlamo y la sintesis de otras hormonas como la
vasopresina (AVP) y la oxitocina, estas hormonas son liberadas
directamente en el lobulo posterior de la hipdfisis (neurohipdfisis). Los
vasos portales de la eminencia media ponen en comunicacién al
hipotdlamo con la hipdfisis anterior o adenohipodfisis. Al llegar a la
adenohipofisis, la CRH estimula la secrecién de hormona corticotropina
(ACTH), asi como de B-endorfina, un péptido opidceo responsable de la

analgesia asociada al estrés (Kofman 2002; Teague y cols., 2007).

Ademas de ejercer estas funciones, la CRH juega un papel importante en
la inhibicion de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) durante la
respuesta de estrés. También inhibe la secrecién de la hormona del
crecimiento (GH, somatotropina), de la hormona liberadora de tirotropina
(TRH) y de la tirotropina (TSH). De este modo, la CRH actuaria
suprimiendo la reproduccion, el crecimiento y las funciones tiroideas
(Tsigos y Chrousos 2002).

Una vez secretada la ACTH a la circulacién sanguinea, esta hormona activa
la captacidén de glucosa en el musculo esquelético y, al llegar las glandulas
adrenales, estimula la produccion y liberacién de los glucocorticoides a la
sangre, en donde la maxima concentracién de estas hormonas suele
observarse a los 30 minutos de haber comenzado la situacidon estresante
(Sandi y cols., 2001).
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Los glucocorticoides

Los glucocorticoides son un tipo de hormonas esteroides que se sintetizan,
principalmente en la capa fascicular de la corteza de las glandulas adrenales,
a partir del colesterol (White 1994). En humanos, el principal glucocorticoide
secretado es el cortisol, mientras que en distintos animales de

experimentacion (ratén, rata, pollos) lo es la corticosterona (Kofman 2002).

Los glucocorticoides ejercen una gran variedad de efectos, tanto en los
tejidos periféricos como en el sistema nervioso central. EI mecanismo
principal por el que actian estas hormonas tiene lugar mediante la union a

sus receptores especificos (Mc Master y Ray 2007).
Existen dos tipos de receptores para los glucocorticoides.

Tipo I (MR) Es un receptor de alta afinidad que también puede unir
mineralcorticoides. Este receptor se encuentra mayoritariamente ocupado en
condiciones de actividad basal del eje HPA (De Kloet 1991). Se encuentra
localizado, principalmente, en las neuronas piramidales y granulares del
hipocampo, el ndcleo olfativo, la amigdala, el estriado, el septum y algunos

nucleos hipotaldamicos (Sandi y cols., 2001).

Tipo II (GR) Une glucocorticoides como el cortisol, la corticosterona o la
dexametasona (un glucocorticoide sintético). Sélo se encuentra ocupado en
situaciones en las que aumentan mucho los niveles circulantes de
glucocorticoides, como ocurre en una situacién de estrés o durante los picos
de secrecién circadianos (Ferguson y Sapolsky 2007). Este receptor se halla
ampliamente distribuido por todo el cerebro, si bien existe una densidad de
ellos particularmente alta en el hipocampo y el hipotadlamo, y una densidad
moderada en la corteza frontal, parietal y entorrinal, la amigdala, el estriado,

el nucleo accumbens y algunos nucleos del talamo (Sandi y cols., 2001).

Los receptores MR y GR tienen un papel muy importante en el mecanismo
de autorregulacion de la liberacién, llamado retroalimentacidn negativa
(feedback negativo), que se ejerce principalmente a nivel del hipotdlamo. La
ocupacion de estos en el hipotdlamo, hipocampo, amigdala y otras

estructuras limbicas provoca la inhibicion de la liberacion de CRH por parte
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del hipotalamo y, por tanto, una disminucién en los niveles de ACTH y

glucocorticoides (McEwen 1994).

Los glucocorticoides pueden atravesar facilmente la membrana plasmatica
de la célula y unirse a sus receptores intracelulares, formando un complejo
“Hormona-Receptor” que es capaz de regular la trascripcion de

determinados genes (Herman y Spencer 1998).

Estos esteroides son necesarios para que nuestro organismo responda de
forma eficaz al estrés, pero un exceso de estos de manera mantenida
puede ser perjudicial para el individuo (McEwen 1994; Sapolsky 1994a;
Stout y Nemeroff 1994).

Los efectos generales de estas hormonas son:

= Aumento de los niveles de glucosa en sangre. Para ello los
glucocorticoides recurren a la conversion de proteinas en carbohidratos
y a la glucogendlisis. Ademas, con el mismo objetivo, dificultan la

glucogénesis y aumentan la lipdlisis.

» FEfectos sobre el SNC. Principalmente en el hipotalamo, el hipocampo, la
amigdala, el cortex prefrontal y el tronco del cerebro. En general,

podemos afirmar que,

- Introducen una respuesta periférica en el cerebro.

- Controlan a largo plazo la excitabilidad de algunos grupos neuronales.
- Modulan las funciones cognitivas durante el estrés (Joéls 1997).

Las respuestas fisioldgicas activadas y los drganos implicados en la
respuesta al estrés dependen del tipo de estimulo estresor y de la
valoracion que hace la persona, asi como de la busqueda de una solucidn.
Si la respuesta de estrés provoca una activacidén fisioldgica excesivamente
intensa, repetida o duradera, se produce un agotamiento de los recursos y
un desgaste excesivo de los 6rganos diana, y se propicia la aparicion de

trastornos psicofisioldgicos o psicosomaticos asociados, mediados por la
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predisposicién o vulnerabilidad de tipo constitucional de la persona
(Labrador 1992).

> RECEPTORES <
MR y GR

NUCLEO

- P ARAVENTRICULAR (CRH)

!

HIPOFISIS
(ACTH)

Figura 2: Esquema de liberacion de los glucocorticoides
2.1.1 Diferencias individuales en la respuesta al estrés

Los organismos difieren en gran medida en su vulnerabilidad ante el
estrés. Tanto los estresores fisicos como los psicolégicos afectan de
manera diferente a los sujetos. Ademas, la vulnerabilidad de un individuo
ante el estrés puede variar considerablemente en distintos momentos de

la vida.

Cabe destacar que algunos autores han puesto énfasis en el rol de la
genética y otros en las diferentes experiencias perinatales o durante la
infancia para explicar el aumento de las diferencias en la respuesta del

adulto ante el estrés (Sapolsky 1994b).

La idea de que ciertos factores genéticos pueden determinar la existencia
de diferencias en las respuestas fisioldgicas y psicoldgicas al estrés viene
avalada por un numero importante de investigaciones, realizadas
fundamentalmente en animales (Stead y cols., 2006; Steimer y Driscoll
2003). Estudios llevados a cabo en monos de la misma especie arrojan

evidencia sobre la importancia de la carga genética en el comportamiento.
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Estos animales, a pesar de haber crecido en un entorno de crianza
equivalente o idéntico, mostraron considerables diferencias individuales en
parametros como la tasa cardiaca exhibida en respuesta a diversas
circunstancias estresantes, su nivel de agresividad y sus tendencias

filiativas (Kaplan y cols., 1985).

En humanos, también se ha comprobado que, frente a individuos mas
resistentes, otros dan muestras de una reduccidon o sobreactivacion en la
funcionalidad de diversos sistemas, lo cual conduce a un desajuste en la
regulacion de las respuestas neuroendocrinas, autondémicas e
inmunoldgicas, que aumenta su vulnerabilidad a padecer diversas
enfermedades (Steptoe 1989).

De hecho, los estudios realizados tanto en animales como en humanos
apoyan la idea de que el funcionamiento y la capacidad reactiva del eje
HPA se encuentra, al menos, bajo influencia genética. Asi, por ejemplo,
algunas investigaciones han encontrado mayor concordancia en los niveles
basales del cortisol entre hermanos gemelos univitelinos que entre

hermanos bivitelinos (Kirschbaum y cols., 1992).

Por otra parte, se ha descrito que las diferencias en la vulnerabilidad ante
el estrés de los sujetos, observadas en la edad adulta, podrian formarse al
inicio de la vida. Estudios realizados en animales sugieren que el cuidado
materno, las interacciones entre la madre y la cria y los componentes
hormonales de la leche materna podrian contribuir al respecto. Se cree
gue la estimulacion de las crias al inicio de la vida puede reducir los
niveles de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de arginina
vasopresina (AVP) en el nucleo paraventricular del hipocampo (Anisman y
cols., 1998). Ademas, se ha observado que el manejo (“handling”) de los
animales recién nacidos resulta en un incremento en el numero de
receptores GR en el hipocampo y en el cértex frontal (Meaney y cols.,
1985; Meaney y cols., 1996).

Sin embargo, los efectos de las primeras experiencias acontecidas en la
vida dependen de la carga genética del sujeto. Asi, tan s6lo se observaron

consecuencias adversas derivadas de la falta de cuidado materno en cepas
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de ratones vulnerables, pero no en cepas mas resistentes (Anisman y
cols., 1998).

El género parece influir también considerablemente en la respuesta
fisioldgica y conductual emitida por los individuos ante situaciones
estresantes (Kirschbaum y cols., 1995). Ademas, se ha descrito que las
caracteristicas de personalidad del individuo (Kobasa 1979), sus
estrategias de afrontamiento ante situaciones de estrés (Carver y cols.,
1989) y el apoyo social con el que cuenta (Cohen 1988) son también

factores que inciden en la susceptibilidad ante el estrés.

Todo ello, en relacion con las diversas experiencias vividas,
fundamentalmente, en periodos de maxima vulnerabilidad de los sujetos
(infancia y adolescencia), asi como con el contexto social y cultural en que
acontecen estas experiencias (donde variables como estatus social,
situacion laboral... cobran especial relevancia) se ha propuesto como el
conjunto de factores que determina la evaluacidn cognitiva que un

individuo realiza de una situacion de amenaza (Sandi y cols., 2001).

Y es que las situaciones de amenaza se perciben y evalluan de diferente
manera por los individuos y, a su vez, las respuestas dadas ante tales

situaciones presentan notables diferencias (Buendia 1993).
2.2 Modelos de estrés en la experimentacion animal

La utilizacién de modelos animales, para estudiar tanto las respuestas
como las consecuencias fisioldgicas y conductuales del estrés, permite
abordar numerosas cuestiones cuyo planteamiento en humanos seria de

dificil o imposible ejecucion.

En general, con el desarrollo de modelos animales para emular
experimentalmente problemas presentes en humanos, se pretende
generar en los animales un sindrome, o conjunto de respuestas, que se
asemejen a las que presentan los humanos ante determinadas situaciones
(Sandi y cols., 2001).

Los modelos animales permiten el estudio de los mecanismos que

subyacen a comportamientos especificos y a su patofisiologia. Estos
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pueden ayudar a desarrollar y predecir respuestas terapéuticas a agentes

farmacoldgicos (Redei y cols., 2001).

Existen muchos y variados modelos animales de estrés. De acuerdo con el
criterio de la naturaleza del estresor, podemos distinguir entre (Sandi y
cols., 2001):

» Modelos centrados en estresores de tipo fisico

En estos modelos se somete al animal a choques eléctricos, aislamiento,
ruido, temperaturas extremas, estrés quirlrgico o a inmovilizacion. Estos
estresores pueden ser aplicados durante periodos que oscilan entre 1-2 min.
y 6-8 h. Esta bien establecido que estos estresores producen efectos a corto
plazo sobre la conducta, fisiologia y funcidon inmune. Si el estrés agudo no
cesa apropiadamente, este puede conducir a cambios persistentes que son

caracteristicos de un estado de estrés crénico (Ottenweller 2000).

» Modelos centrados en estresores de tipo biolégico

Estos estudios manipulan el estado fisioldgico del organismo, incluyendo
para ello estresores de naturaleza biolégica como la privaciéon de alimento,
bebida o sueno. Su finalidad no suele ser el estudio del estrés, sino el de la
motivacion, los ritmos bioldgicos, el envejecimiento u otro tipo de procesos

asociados con ellos (Masoro 2005).

» Modelos centrados en estresores psicologicos

Se trata de modelos que, a modo de ejemplo, utilizan un ambiente
novedoso (“novelty”), se basan en el paradigma del condicionamiento
clasico o utilizan situaciones de conflicto para el estudio del estrés
(Clement y cols., 2007).

> Modelos centrados en estresores sociales

En animales, los modos de estrés social se basan tanto en las tendencias
innatas de sus conductas, como en los modos de organizacion

caracteristicos de cada especie. Por ejemplo, se utilizan modelos de
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agresividad, especialmente ente machos, o de aislamiento (Douglas y
cols., 2007; Redei y cols., 2001).

Ademas, los animales estan también sometidos a otros tipos estresores,
derivados de la rutina del laboratorio, entre ellos se incluyen el ruido y la
vibracion, el traslado y las jaulas metabdlicas. Los efectos de estos
estresores han sido estudiados por diferentes autores (Golub y cols.,
2004).

2.2.1 Estrés por inmovilizacién

El uso de la inmovilizacion para la investigacion de la fisiologia, patologia y
farmacologia animal tiene una extensa historia. Ya en 1936 Selye realizd
un trabajo sobre la influencia del estrés por inmovilizaciéon en el sindrome

por él descrito (Pare y Glavin 1986).

El estrés por inmovilizacién (“restraint”) se utiliza para inducir respuestas
fisioldgicas en el animal a través de la restriccion de su movimiento libre.
Una de las caracteristicas de este método es que se considera un modelo
mixto de estrés fisico moderado y estrés psicologico. Ademads, su
popularidad es atribuible a su relativamente bajo coste econdmico y a la

facilidad para llevarla a cabo (Servatius y cols., 2000).

Se ha descrito que, en ratdn, la aplicacidon del estrés por inmovilizacion en la
madre durante el periodo de peri-implantacién produce fallos en la
implantacion. Cuando este método se aplica durante periodos concretos de
la organogénesis, se observa la presencia de paladar hendido, costillas
supernumerarias y reabsorciones. En rata, existe la evidencia de fallos en la
implantacion, pero no de anomalias morfoldgicas. El estrés por
inmovilizacion la durante Ultima etapa de la gestacion altera el
comportamiento de sexual de las ratas macho en la edad adulta (Golub y
cols., 2004).

Estd establecido que esta técnica es muy util para estudiar los mecanismos
centrales y periféricos del SNC en los trastornos relacionados con el estrés
(Pare y Glavin 1986). Aunque debemos puntualizar que el efecto del estrés

por inmovilizacion depende del grado de inmovilizacién del animal o la
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duracion del procedimiento, existiendo resultados muy variables

dependiendo de las variaciones en el método.
2.3 Efectos del estrés sobre el desarrollo

Estudios realizados en humanos demuestran que los acontecimientos
adversos y/o los estados de ansiedad durante la gestacidn se asocian con
un peso bajo al nacer (menos de 2.5 kg) y/o una mayor incidencia de
partos prematuros (parto antes de la semana 37) (Hedegaard y cols.,
1993; Hedegaard y cols., 1996; Mutale y cols., 1991; Steer y cols., 1992;
Wadhwa y cols., 1993; Zambrana y cols., 1999). Tanto los partos
prematuros como el peso bajo al nacer son factores de riesgo para el
desarrollo de alteraciones neuroldgicas y de comportamiento en el nifio
(Holst y cols., 1989; Taylor y cols., 1985).

Otros trabajos, llevados a cabo en niflos de hasta 15 afios de edad,
describen un retraso en la locomocién, el habla y el control de esfinteres,
ademas de signos de trastornos emocionales que incluyen: lloro,
hiperactividad, umbral bajo para la frustracion y comportamiento no
sociable (Meijer 1985; Stott 1973; Ward y Stehm 1991).

Por su parte, la investigacion en animales de experimentacion sugiere que
el estrés prenatal afecta al control hormonal y al desarrollo del
comportamiento en la descendencia (Kofman 2002). Estudios realizados
con roedores y primates no humanos muestran que el estrés prenatal, o la
administracion de glucocorticoides durante la gestacidon, provoca efectos
estructurales, farmacoldgicos y de comportamiento en la descendencia.
En cambio, existe poca informacion referente a los efectos a largo plazo
del estrés prenatal sobre el comportamiento tras la infancia (Weinstock
1997).

Efectos del estrés prenatal sobre el eje HPA

La activacion del eje HPA en respuesta al estrés psicoldégico durante el
embarazo podria jugar un papel importante en la regulacion de la
respuesta ante el estrés en la descendencia a lo largo de la vida
(Weinstock 2001).
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En humanos

El estrés y la ansiedad durante el embarazo resultan en una activacién del
eje HPA materno y un aumento de los niveles de ACTH, B-endorfina y
cortisol en plasma, particularmente en casos de estrés crénico (Wadhwa y
cols., 1996).

El estrés materno también puede causar un aumento en la liberacién de
CRH desde la placenta a través de las catecolaminas y glucocorticoides
(Petraglia y cols., 1996). Por su parte, la CRH puede causar la liberacién
de B-endorfina desde la placenta. Se ha descrito que este péptido podria
influir sobre la actividad opioide en el feto (Chrousos y cols., 1998) y sobre

el desarrollo motor (Weinstock 2005).

Ademas, los niveles de proteinas de unién de la CRH caen hasta un 60%
durante el Gltimo mes de la gestacién en un embarazo normal, resultando
en niveles de CHR circulante mas elevados (Weinstock 2001). Se ha
encontrado una clara asociacién entre la presencia de niveles elevados de
hormonas hipotaldmicas, pituitarias y de la placenta y la ocurrencia de

partos prematuros (Mc Clean y cols., 1995; Wadhwa y cols., 1998).

Por otra parte, diferentes estudios han mostrado una regulacién anormal
del eje HPA, en trastornos de ansiedad generalizada y depresion
(Arborelius y cols., 1999), reflejada por niveles de cortisol mas elevados
en orina y saliva en personas que cursaban estos trastornos en
comparacién con individuos sanos (Nemeroff y cols., 1984). Ademas,
algunos sujetos con depresion mostraron una supresidén menor y por un
periodo mas corto de tiempo de los niveles de ACTH, pB-endorfina y cortisol
en plasma en respuesta a una Unica dosis de dexametasona que los

sujetos control (Heim y cols., 2000).

Aunque aun no se conoce con exactitud el modo en que la activacion
materna del eje HPA afecta al comportamiento del nifno, parece estar claro
que la probabilidad de sufrir estados de ansiedad o sintomas de depresion

a lo largo de su vida puede verse incrementada por este factor.
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En animales

La evidencia que apoya una regulacién anormal del eje HPA en el adulto
estresado prenatalmente se ha obtenido en roedores y primates no

humanos usando diferentes tipos de estrés durante la gestacion.

Diversos estudios han descrito niveles basales de cortisol en monos Resus
estresados prenatalmente mas elevados que en sus controles (Clarke y
cols., 1994), lo mismo ocurrié en el caso de la corticosterona en ratas
(Fride y cols., 1986; Peters 1982; Ward y cols., 2000). Otros autores han
hallado hipertrofia adrenal en ratas estresadas prenatalmente, lo que
quizds sea resultado de la sobreestimulacion crénica de las glandulas
adrenales por parte de la ACTH (Ward y cols., 2000).

Se ha demostrado que tanto la corticosterona como la B-endorfina pueden
cruzar la barrera placentaria e influir en el desarrollo del feto. Sin
embargo, la ACTH actua indirectamente, incrementando los niveles de

hormonas adrenales circulante en la madre (Weinstock 2005).

Ademads, un incremento en los niveles de corticosterona y CRH en el
cerebro en desarrollo puede alterar el desarrollo sinaptico y de la actividad
neurotransmisora (Weinstock 2005), y provocar alteraciones estructurales
y cambios en la expresidon génica en la amigdala y en hipocampo (Yaka y
cols., 2007).

No obstante, no todos los estudios describen diferencias en los niveles de
corticosterona entre ratas sujetas a estrés prenatalmente y ratas que no lo
han estado. La razén de esta aparente incongruencia entre resultados
puede deberse al momento del dia en el que se ha llevado a cabo la
extraccion sanguinea, ya que el estrés prenatal ha mostrado causar
alteraciones en el ritmo circadiano de la corticosterona (Koehl y cols.,
1999), o a si las ratas han sido sometidas a alguna condicidn estresante
que conlleve la activacidon del eje HPA antes de realizar la extraccidon de
sangre (Weinstock 2001).

Por otra parte, se he sugerido que la respuesta del eje HPA en animales es

sexualmente dimoérfica (Schneider y cols., 1998; Szuran y cols., 2000).
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Existen datos que muestran que los niveles basales de ACTH vy
corticosterona difieren entre sexos (Takahashi y cols., 1992b). Ademas, se
dan también diferencias en el funcionamiento de dicho eje entre machos y
hembras expuestos prenatalmente a estrés, tales diferencias persisten
hasta la edad adulta. Las hembras expuestas prenatalmente a estrés
mostraron niveles mas elevados de ACTH como respuesta al estrés por
inmovilizacién que las hembras no expuestas a estrés. Los machos
expuestos a estrés prenatalmente mostraron una recuperacién mas rapida
en los niveles basales de ACTH, tras una situacién de estrés, que los
animales no expuestos (McCormick y cols., 1995; Weinstock y cols.,
1992).

El comportamiento anxiogénico y depresivo, asi como las alteraciones en
la regulacion del eje HPA derivadas del estrés prenatal, se perciben con
mas facilidad en hembras que en machos. Estos hallazgos apuntarian
hacia una mayor sensibilidad de las hembras al estrés prenatal (Zagron vy
Weinstock 2006).

Efectos sobre la conducta

La mayoria de estudios que valoran los efectos del estrés prenatal sobre la

conducta se ha realizado en ratas.

En las diferentes investigaciones, estos animales han sido expuestos a
distintos tipos de estresores durante diferentes momentos de la gestacion.
Como procedimiento para generar estrés se ha recurrido al entrenamiento
de la evitacién condicionada (Thompson 1957), ruido y a destellos de luz
(Fride y Weinstock 1984), privacion del suefio, inmersion en agua fria
(Velazquez-Moctezuma y cols., 1993), inmovilizacion (Alonso y cols.,
1991; Vallee y cols., 1997), inmovilizacién con calor y agitacién, una o tres
veces al dia (Ward 1972; Ward y Stehm 1991), choques eléctricos
repetidos en la cola (Takahashi y cols., 1992a), o inyecciones salinas
(Drago y cols., 1999).

Existen estudios, realizados en rata, que sugieren que el eje HPA es
funcional en el feto durante la Ultima etapa de la gestacion y que su

funcién se suprime al inicio del periodo postnatal, alcanzando el nivel de

45



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes
ISBN:978-84-69

é@;@égﬁégfoggp%c%@s del PFOS

funcionamiento adulto a los 15 dias de vida (Sapolsky y Meaney 1986). De
hecho, en la mayoria de los estudios que describen cambios en el
comportamiento de la descendencia y/o en la actividad del eje HPA, las
madres fueron expuestas a estrés durante los dias de gestacion 15-21,
cuando el eje HPA del feto empieza a liberar su propia ACTH vy

corticosterona (Boudouresque y cols., 1988).

Se ha observado que el estrés prenatal posee efectos, principalmente,
sobre el desarrollo motor, el peso corporal y variables del desarrollo fisico,
el sistema inmune, la funcién cardiovascular, el desarrollo sexual y el

comportamiento (Clark 1998; Weinstock y cols., 1988).

A pesar de que, en funcion del tipo e intensidad del estresor y del periodo
de aplicacion durante la gestacidon, el estrés prenatal parece afectar de
manera diversa al desarrollo de la descendencia, la gran mayoria de
estudios describe que el estrés prenatal produce alteraciones sobre el

desarrollo a varios niveles.

Desarrollo motor y locomocion

Los resultados de los diferentes estudios que evallan los efectos del estrés
prenatal sobre el desarrollo de la locomocién y de la conducta exploratoria
parecen ser inconsistentes. Factores como sensibilidades diferentes entre
las distintas especies y cepas utilizadas, el método empleado para medir la
locomocién, el tipo e intensidad de estrés prenatal y el momento de
aplicacion del mismo durante la gestacidon, podrian explicar la diversidad

de los resultados observados (Weinstock 1997).

La gran mayoria de los efectos obtenidos, en lo referente a la linea base
de actividad, se observan cuando la madre ha sido sometida a estrés
durante la tercera semana de gestacién. Otros estudios, que aplican el
estrés durante etapas anteriores de la gestacion, no encuentran

diferencias en esta variable (Kofman 2002).

Se ha descrito que el estrés prenatal, aplicado desde el DG 5 hasta el
ultimo dia de la gestacidon, retrasa el desarrollo de los reflejos

sesorimotores en ratas macho (Drago y cols., 1999) y el desarrollo del
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comportamiento espontdneo de alternancia en ratas hembra, tras haberse
aplicado de manera aleatoria durante todo el periodo de la gestacion (Fride
y Weinstock 1989).

Los estudios que aplican estrés prenatal severo tienden a no encontrar
diferencias importantes en la linea base de locomocién entre ratas macho
estresadas prenatalmente y ratas no estresadas (Henry y cols., 1995;
Kisilevsky y Low 1998; Lehmann y cols., 2000; Nishio y cols., 2001; Ward
y cols., 2000). Sin embargo, describen un numero reducido de
levantamientos verticales (“rearings”) en los machos estresados (Fujioka y
cols., 2001; Ward y cols., 2000).

Respecto a la respuesta hormonal en un ambiente nuevo como es el
campo abierto (Mopenfield”), el aumento en los niveles de corticosterona
en crias de madres expuestas a estrés de manera impredecible fue mas
acentuado que el observado en crias de madres expuestas a estrés de
manera predecible (Weinstock y cols., 1988). El estrés prenatal produce
alteraciones a largo plazo en la regulacion del eje HPA, que no tienen
porqué manifestarse en condiciones basales o no estresantes. Asi por
ejemplo, la ejecucion de una tarea estresante para el sujeto, como la
exploracion del campo abierto, puede revelar déficits, en el sistema de
retroalimentacién de dicho eje, que conlleven a conductas de ansiedad o
miedo. Por otra parte, se sabe que estas alteraciones son mas facilmente

apreciables en hembras que en machos.

Aprendizaje

Los desajustes en la funcién del eje HPA se presuponen ligados a cambios
en las tareas de aprendizaje que son dependientes del hipocampo (de
Quervain y cols., 1998). Los efectos del estrés prenatal en el aprendizaje

espacial se han evaluado principalmente en ratas macho.

A pesar de la existencia de estudios que indican que el estrés prenatal por
inmovilizaciéon dificulta el aprendizaje de una tarea espacial y disminuye la
neurogénesis en el hipocampo y la potenciacién a largo plazo (LTP), otros
estudios no hallan tales déficits. La razdn de esta discrepancia entre

resultados puede deberse a la intensidad y a la duracion del estrés
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materno, a la edad de las ratas cuando realizan las pruebas y al método
para evaluar el aprendizaje y la memoria (Yaka y cols., 2007; Zagron y
Weinstock 2006).

Estudios realizados tanto en machos como en hembras revelan un efecto
diferencial en funcién del sexo. Se ha descrito que el estrés prenatal
retrasa el aprendizaje espacial en el laberinto de agua (“water maze”) en
machos, pero no en hembras (Lemaire y cols., 2000; Nishio y cols., 2001;
Szuran y cols., 2000). Sin embargo, se ha descrito que cuando el estrés
prenatal es moderado, este mejora la adquisicién, facilita el
comportamiento exploratorio y reduce la emocionalidad (Cannizzaro y
cols., 2006; Fujioka y cols., 2001).

Este hallazgo estaria en consonancia con la teoria que defiende que el
efecto del estrés en el aprendizaje sigue un patrén de “U invertida”, es
decir que el estrés moderado lo facilitaria, en cambio, en casos de estrés
severo, el aprendizaje se veria perjudicado (Arnsten 1999; de Quervain y
cols., 1998).

No obstante, debe tenerse también en cuenta la variabilidad existente
entre individuos. En concreto, la interaccién entre la carga genética y las
experiencias vividas (en especial neo y perinatales) parecen determinar la
actuacién del eje HPA en situaciones de estrés, lo que influiria, de manera

indirecta, sobre la capacidad de aprendizaje del individuo.
2.4 Estrés y funcion cognitiva

Los efectos del estrés sobre la funcién cognitiva han generado gran
interés. Se han efectuado estudios para valorar diferentes aspectos
asociados. Los trabajos realizados proporcionan, en ocasiones, resultados

controvertidos.

La exposicion a niveles de glucocorticoides elevados produce efectos que
perjudican la potenciacién a largo plazo (long term potentiation, LTP) y/o
la potenciacion a largo plazo de bajo umbral (primed burst potentiation,
PBP) en el hipocampo. Sin embargo, la exposicion a niveles moderados de

estrés o glucocorticoides puede facilitar la plasticidad en dicha estructura

48



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes de Frutos

ISBN:978-84-691-9745-5/DL: T-1260-2008 Introduccion

(McEwen y Sapolsky 1995). Los efectos beneficiosos del incremento
moderado de los niveles de glucocorticoides estan mediados por los
receptores MR (o tipo I), que se hallan ocupados por los niveles basales
de glucocorticoides durante el ciclo diurno. Por otra parte, los efectos
negativos estan controlados por los receptores GR (o tipo II), que sdlo
estan ocupados en situaciones de estrés elevado y niveles altos de

glucocorticoides (de Kloet y cols., 1993; McEwen y Sapolsky 1995).

Ademads, se sabe, desde hace tiempo, que los niveles elevados de
glucocorticoides decrecen la excitabilidad en el hipocampo (Joéls y de
Kloet 1992) debido a que prolongan el periodo refractario de las neuronas

hipocampales (McEwen y Sapolsky 1995).

Por otro lado, existen estudios, llevados a cabo con primates y roedores,
gue describen degeneracidon y pérdida neuronal causadas por la exposicion
prolongada a estrés o a glucocorticoides. Se han observado zonas
extensas de dafio cerebral en la regién CA3 del hipocampo en los animales
expuestos a condiciones de estrés severo (McEwen 2005; Watanabe y
cols., 1992; Woolley y cols., 1990). Se apuntd hacia el hipercortisolismo
como causa del deterioro observado en el hipocampo (Sapolsky y cols.,
1990). El hipocampo media la retroalimentacién negativa de liberacion de
cortisol. Por lo tanto, una falta o deficiencia en las neuronas del hipocampo
atenuaria esta retroalimentacién, resultando en hipercortisolismo (Uno y
cols., 1989).

Existe una via bien definida a través de la cual los glucocorticoides participan
en la pérdida neuronal manifestada en la isquemia, excitotoxicidad y
posiblemente el envejecimiento, este mecanismo se basa en la inhibicién del
transporte y la utilizacion de la glucosa en el cerebro en general y en el
hipocampo en particular (Reagan y McEwen 1997). Varios estudios muestran
que los glucocorticoides inhiben la captacion de glucosa tanto en neuronas
del hipocampo como en glia (Horner y cols., 1990; Virgin y cols., 1991). La
inhibicién del transporte de glucosa causada por los glucocorticoides y la
vulnerabilidad energética resultante dificultan la recaptacién del glutamato.
Una de las consecuencias del incremento de los niveles glutaminérgicos en la

sinapsis seria el aumento de los niveles de calcio (Ca®*) intracelular a través
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de los receptores NMDA, y posiblemente también a través de los canales de
calcio (Ca**) dependientes del voltaje (Reagan y McEwen 1997). Un
incremento excesivo en los niveles de (Ca®*) intracelular puede provocar la
sobreactivacion de proteasas, lipasas, fosfatos y endonucleasas, que
dafiarian directamente la estructura de la célula o inducirian la formacién de

radicales libres que median la muerte celular (Arundine y Tymianski 2003).

Los efectos de la administraciéon aguda de glucocorticoides se aprecian en
un periodo de tiempo que abarca desde las pocas horas hasta al dia, estos
son generalmente reversibles y se evidencian en tareas selectivas o en
una situacion particular (Lupien y McEwen 1997). Respecto al estrés
crénico, se ha descrito, en personas con una actividad exacerbada del eje
HPA durante 3 o 4 anos, una afectacion de la memoria espacial y
episddica, funciones cognitivas relacionadas con el hipocampo (McEwen
1999). Los individuos que mostraron un mayor deterioro en estas
funciones presentaron un volumen de hipocampo reducido en comparacion

con los individuos menos afectados (Lupien y McEwen 1997).

Por otra parte, esta bien documentado que el estrés prenatal modifica la
regulacion de la respuesta de retroalimentacion del eje HPA en la
descendencia (Zagron y Weinstock 2006). En este sentido, se observé que
los animales expuestos a estrés materno predecible presentaron niveles mas
bajos de corticosterona que los animales expuestos a estrés prenatal
impredecible en la prueba del campo abierto, prueba que evalla la conducta

del animal en un ambiente novedoso.

Ademas, se ha descrito que el estrés prenatal posee efectos sobre la
conducta de la descendencia en animales, aunque los resultados a este
respecto son controvertidos (Kofman 2002). Por lo tanto, las modificaciones
en el mecanismo de retroalimentacién del eje HPA podrian alterar el
desarrollo emocional en la descendencia, lo que podria acarrear efectos

sobre la cognicién y el comportamiento a largo plazo.
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2.5 Estrés y toxicos

El conocimiento actual que se posee acerca de los efectos de los téxicos
presentes a escala medioambiental y en el ambito ocupacional proviene de
estudios que han evaluado los efectos de los diferentes contaminantes de
manera aislada. Estos estudios han sido y son utiles para comprender los
mecanismos bioldgicos a través de los cuales los téxicos ejercen sus
efectos (Cory-Slechta 2005).

Sin embargo, la exposicion humana a contaminantes raramente sucede de
manera aislada. De hecho, la mayoria de veces estamos expuestos a una
mezcla de contaminantes (Simmons 1995). Por otra parte, toda exposicidon
a un contaminante ocurre en un contexto que incluye otros factores de
riesgo para la salud humana, como la base genética, la dieta,
enfermedades, nivel socioecondmico, el tabaco y el alcohol. Estos factores
pueden potenciar el riesgo que comporta la exposicién a un contaminante
o mitigarlo (Cory-Slechta 2005; Gordon 2003).

El estrés se ha propuesto como un factor que puede interactuar con ciertos
toxicos. En concreto, el estrés prenatal podria potenciar la toxicidad de
algunas sustancias quimicas, en especial cuando estas son administradas a
dosis altas (Colomina y cols., 1995, 1997; Colomina y cols., 1998;
Colomina y cols., 1999; Domingo y cols., 2004).

Ademads, se ha descrito que el estrés puede afectar a la absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminaciéon de drogas o toxinas (Vogel 1987),
incrementar o disminuir la interaccién toxina-receptor y modificar los
efectos téxicos de drogas particulares (Vogel 1993), influir en el
metabolismo y eliminacidn de ciertos xenobidticos (Pollack y cols., 1991) o
aumentar la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica (Barber y cols.,
2005).

A modo de ejemplo, la exposicién a plomo durante el desarrollo, a través de
la madre, puede modular los efectos del estrés materno y, al contrario, el
estrés puede modificar los efectos del plomo. Ademas, los efectos derivados

de la interaccidon entre el plomo y el estrés pueden detectarse, incluso en
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ausencia de efectos del plomo y el estrés aisladamente. Por otra parte, los
efectos del plomo como factor aislado difieren notablemente de los efectos

de la interaccién entre el plomo y el estrés (Cory-Slechta y cols., 2004).

Se ha descrito que el estudio de la interaccion de ciertos tdxicos con el
estrés revela efectos que no se pueden replicar cuando se evallan las
acciones de los toxicos o del estrés como factores aislados (Cory-Slechta
2005).

Por lo tanto, el sujeto estresado estaria a la vez expuesto a una serie de
toxicos que podrian compartir mecanismos de accién con los procesos de
estrés, potenciando o modificando sus efectos. Evaluar los efectos del
estrés y toéxicos por separado podria conllevar a la imposibilidad de
recopilar informacién necesaria para entender con claridad las

consecuencias del estrés y elaborar el perfil téxico de ciertas sustancias.

En este sentido, existen evidencias de una reduccidon en los niveles de
hormonas tiroideas en sangre tras el tratamiento con PFOS en primates no
humanos adultos (Seacat y cols., 2002), en roedores gestantes (Luebker y
cols., 2005b; Thibodeaux y cols., 2003) y en roedores tratados
prenatalmente con este téxico (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005b)
y de un aumento en los niveles de corticosterona en ratas adultas (Austin
y cols., 2003). Estd bien establecido que la respuesta ante el estrés
incluye un aumento de los niveles de corticosterona vy alteraciones en
varios parametros relacionados con las hormonas tiroideas, lo que se
conoce con el nombre de “sindrome de T3 baja”. Los cambios en la
actividad de las hormonas tiroideas producidos por el estrés resultan en
una supresion de la funcion tiroidea y en una inhibicion de la conversion de
la prohormona T4 a la hormona activa T3. Ambas acciones vienen

mediadas por los niveles elevados de cortisol (Visser y Fliers 2000).

Por lo tanto, el estrés y el PFOS podrian compartir mecanismos de accién
comunes, lo que podria incrementar el riesgo de interacciones toxicoldgicas
entre estos dos factores. Sin embargo, hasta hoy, ningln estudio habia
evaluado de forma conjunta la exposicion a PFOS y a estrés durante el

periodo prenatal.
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Teniendo en cuenta que el estrés y los PFOS afectan a dianas comunes, que
hoy en dia, tanto los adultos de ambos sexos como las mujeres
embarazadas podrian estar expuestos al PFOS de manera ocupacional y/o
ambiental, y que el estrés forma parte, en mayor o menor grado, de nuestro
estilo de vida, es importante el estudio conjunto de ambos factores y sus
posibles efectos sobre el desarrollo.
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Si bien los efectos de la exposicién a PFOS durante el desarrollo han sido
testados en algunos trabajos, mediante la evaluacién de la maduracion
fisica y neuromotora, asi como de ciertos aspectos conductuales en la
descendencia, no queda claro que este compuesto tenga efectos sobre el
sistema HPA. Actualmente, tampoco existen datos que evalien una posible
interaccion entre el estrés prenatal y la toxicidad de este compuesto en la
madre gestante o sobre el desarrollo pre y postnatal de las crias.
Asimismo, es especialmente escasa la informacién relativa a los posibles

efectos conductuales derivados de estas exposiciones en sujetos adultos.
1. Objetivo general

En este contexto, el objetivo general de la presente tesis es evaluar los
efectos del PFOS, del estrés prenatal y de una posible interaccion entre
ambos factores sobre la toxicidad materna, el desarrollo pre y postnatal y
la conducta de la descendencia, ademas de valorar la conducta en sujetos

adultos tras la exposicién a PFOS.

2. Objetivos concretos

2.1 Fase Experimental I. Efectos maternotdxicos y embriofetales
2.1.1 Objetivo general

Evaluar los efectos de la administracion de PFOS y estrés materno durante
la fase de organogénesis y final de la gestacion sobre la toxicidad materna

y embriofetal y valorar si existen interacciones entre ambos factores.
2.1.2 Objetivos especificos

1. Determinar los efectos materno téxicos derivados de la exposicién a
PFOS vy estrés por inmovilizacion durante la gestacion (Dias de
Gestacion 6-18).

2. Estudiar las posibles variaciones en los niveles de corticosterona y
hormonas tiroideas en madres gestantes expuestas a PFOS y estrés por

inmovilizaciéon durante la gestacion (DG 6-18).

57



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes
ISBN:978-84-69

é@;@égﬁégfoggp%c%@s del PFOS

3. Explorar posibles malformaciones y variaciones externas, internas y
esqueléticas en fetos expuestos a PFOS y estrés por inmovilizacion

durante la gestacién (DG 6-18).

2.2 Fase experimental I1. Efectos postnatales y a largo plazo

2.2.1 Objetivo general

Evaluar los efectos postnatales derivados de la exposicién a PFOS y estrés
por inmovilizacién durante la fase final de la gestacion (DG 12-18) sobre la
maduracion fisica y motora y sobre la locomocién, la coordinacion motora
y el aprendizaje espacial. Valorar si existen interacciones entre ambos

factores.
2.2.2 Objetivos especificos

1. Explorar los efectos de la exposicibn a PFOS vy estrés por
inmovilizacion durante el periodo prenatal sobre determinados

parametros de la maduraciodn fisica, funcional y neuromotora.

2. Analizar los efectos de la exposicion a PFOS vy estrés por
inmovilizacion durante el periodo prenatal sobre la locomocion y la
exploracidon en un campo abierto y sobre el equilibrio y la coordinacion

motora.

3. Valorar posibles alteraciones en los patrones de mielinizacién
derivadas de la exposicidon a PFOS y estrés por inmovilizacidon durante el

periodo prenatal.

4. Observar los efectos a largo plazo provocados por la exposicion a
PFOS y estrés por inmovilizacion durante el periodo prenatal sobre la
locomocién y la exploracién en un campo abierto y sobre el aprendizaje

y la memoria espacial en un laberinto de agua.

5. Valorar posibles alteraciones a largo plazo en los niveles de
corticosterona derivadas de la exposicion a PFOS y estrés por

inmovilizacion durante el periodo prenatal.
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2.3 Fase Experimental II1. Efectos en la edad adulta

2.3.1 Objetivo general

Evaluar los efectos conductuales derivados de la administracién de PFOS
por via oral a dosis de 0, 3 6 6 mg/kg/dia durante un mes en el sujeto

adulto.
2.3.2 Objetivos especificos

1. Valorar los efectos de la exposicién a PFOS en la edad adulta sobre la
actividad y excitabilidad del sistema nervioso central, los efectos
neuromosculares y auténomos y la reactividad sensorimotora a partir de

una bateria de observacion funcional.

2. Explorar los efectos de la exposicion a PFOS en la edad adulta sobre
la locomocién y la exploracién en un campo abierto y sobre el

aprendizaje y la memoria espacial en un laberinto de agua.

3. Valorar posibles alteraciones en los niveles de corticosterona

derivadas de la exposicidon a PFOS durante la edad adulta.
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Para conseguir los objetivos propuestos se han utilizado los materiales y

la metodologia que se describe a continuacion.
3.1 Materiales generales
3.1.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones albinos, cepa CD1 (Criffa, Barcelona, Espafia), con un
peso promedio de 28-32 g. Los animales fueron acomodados en el
estabulario en jaulas de plastico, bajo unas condiciones constantes de
temperatura (22 £2 C), de humedad relativa (50 £10%) y un ciclo luz-
oscuridad de 12 horas diarias (luz 08:00-20:00). En todo momento los
animales recibieron comida (dieta standard Panlab para roedores,

Barcelona, Espafa) y agua ad libitum.

Los procedimientos relativos a la utilizacién de los animals y al protocolo
de experimentacion fueron aprobados por el Comité Etico de Cuidado y

Uso animal de la Universidad Rovira i Virgili.
3.1.2 Reactivos y agentes quimicos

Se utilizaron los siguientes reactivos:

Sulfonato de perfluorooctano (PFOS, sal de potasio), Fluka Chemical
(Suiza).

e Tween 20, Bio-Rad (USA).
e Tribromoetanol al 2%, Sigma-Aldrich (Alemania).

e Paraformaldehido al 4%, Quimica clinica aplicada (Espafia).
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3.1.3 Material accesorio
e Jaulas de inmovilizacion

Con el fin de inmovilizar a los animales, se utilizaron pequefias jaulas en
forma de tubo cilindrico fabricadas con alambre de acero inoxidable. Las
utilizadas en fase de organogénesis (dias 7-10 de gestacién) tienen unas
dimensiones de 10 x 3 cm, mientras que las utilizadas en la fase final de

gestacion (dias 15-18) son de 10 x 4 cm.

Figura 3: Inmovilizacién de los animales (Restraint).
3.2 Métodos generales
3.2.1 Apareamiento e identificacion de los animales

Tras un periodo de aclimatacién de 7 dias, se aparearon hembras con
machos (2:1) hasta evidenciar la presencia de tapon vaginal. El dia en el
cual se detectd el tapdn vaginal fue asignado como dia 0 de gestacion (GD
0). Las hembras supuestamente positivas se separaron del resto y fueron

distribuidas de forma aleatoria entre los distintos grupos de tratamiento.
3.2.2 Preparacion y administracion de las disoluciones

Preparacion del tratamiento El Tween 20 fue disuelto al 0.5% en un volumen

de agua destilada calculado segun el nUmero de ratones previsto a tratar. La
cantidad de PFOS disuelta en Tween 20 al 0.5% dependid de las dosis
administradas en cada experimento. Las disoluciones se prepararon
semanalmente. El volumen que recibié cada raton fue de 0.30 ml por cada
30 g de peso. La eleccion de las dosis de tratamiento se basé en las dosis

utilizadas en estudios previos (Lau y cols., 2003). La administracion del
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tratamiento se realizd por intubacion mediante sonda gastrica rigida
acoplada a una jeringa desechable de insulina de 1 ml. Tanto las dosis
administradas como el periodo de administracién quedan detallados en cada

uno de los trabajos.

Figura 4: Administracion del tratamiento mediante sonda gastrica (Gavage).

Preparacion del anestésico El tribromoetanol fue disuelto al 2% en un

volumen de agua destilada calculado segun el nimero de ratones que se
tuvieran que anestesiar. El volumen que recibié cada ratéon fue de 0.30 ml
por cada 30 g de peso. Se inyectd el anestésico intraperitonealmente

mediante jeringas desechables de insulina de 1 ml.

Se disolvid el paraformaldehido al 4% en un volumen de tampdn fosfato

(PBS) calculado segun el nUmero de ratones a perfundir.
3.3 Procedimiento: Variables evaluadas y recogida de datos

Todos los protocolos utilizados para llevar a cabo las diferentes
valoraciones estan explicados detalladamente en los diversos trabajos

realizados, adjuntos en el apartado de Resultados.

En todos los casos se llevd a cabo un seguimiento del estado fisico de los
animales, para valorar posibles anomalias, se incluyd el registro del peso.
Cuando se valoré la toxicidad materna y el desarrollo postnatal, este

seguimiento fue diario.
a) Toxicidad materna y embrio/fetal

Con el objeto de evaluar la toxicidad materna durante toda la gestacion, se

motorizo diariamente:
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Ingesta de comida y bebida durante los dias 0-18 de gestacion

(g/madre)

NUumero de muertes

Numero de abortos

Duracién de la gestacion

Dia en el que se produce el parto

Cuando se realizaron las cesareas, con el objetivo de evaluar la toxicidad
materna, se extrajo el Utero gravido y se registraron los parametros que
se detallan en el primer trabajo, ademas se valoraron los niveles maternos

de hormonas tiroideas y corticosterona.

Para contabilizar las malformaciones externas de los fetos vivos, se
destinaron aproximadamente la mitad de los fetos disponibles al estudio

visceral y la otra mitad al examen esquelético.
b) Toxicidad del desarrollo postnatal

Siempre que fue posible, y, de forma aleatoria, se mantuvieron con la
madre a 4 hembras y 4 machos de cada camada. El desarrollo fisico y
funcional durante el periodo postnatal se controlé a través del registro de
diversos parametros del desarrollo fisico, de la aplicacion una serie de
pruebas para valorar la funcién sensitiva, la maduracién neuromotora y la
conducta y a través de la determinacion de los niveles de corticosterona en
suero. Ademads, se llevaron a cabo pruebas neurohistolégicas para

completar la evaluacion del desarrollo.
c) Toxicidad en adultos

Los efectos téxicos en adultos se evaluaron en machos a partir de una
bateria de observacién funcional (FOB), destinada a detectar la actividad y
excitabilidad del sistema nervioso central, los efectos neuromosculares y
auténomos y la reactividad sensorimotora. También se realizaron las

siguientes pruebas de conducta: prueba del campo abierto (Open-field),
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laberinto de agua (Water-maze) y Rotarod. Ademas, se llevd a cabo el

analisis de los niveles de corticosterona en suero.
Valoracion de la conducta

Prueba del campo abierto (Open-field)

La actividad general motora y la conducta exploratoria se evaluaron
mediante un test de campo abierto. La prueba se realizd en una caja
cuadrada de madera 1 x 1 rodeada por una pared de color oscuro de 47 cm.
Se trazo un cuadrado en el centro del aparato para delimitar el area central.
Durante la prueba, los ratones se movieron libremente durante un tiempo
determinado (15 - 30 min.).

La trayectoria y el movimiento de los animales fueron registrados por una
camara (Sony CCD-IRIS) situada por encima del cuadrado. Se utilizé la
ayuda de un programa informatico Etho-Vision (Noldus Information
Technologies, Wageningen, Holanda) para medir la distancia total recorrida y
el numero de levantamientos verticales (rearings) en el centro y la periferia

del aparato.

Figura 5: Exploracion de un ambiente novedoso
en una campo abierto (Open-field).
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Prueba del laberinto de agua (Water-maze)

Se valor6 el aprendizaje espacial y la memoria en una version de
plataforma oculta del laberinto de agua. El laberinto de agua o Water-
maze fue diseflado por R.G. Morris para evaluar la memoria espacial en
ratas (Morris, 1984). En nuestro trabajo, el laberinto consiste en un
depédsito circular (1 m de didmetro y 60 cm de altura) dividido en cuatro
cuadrantes. Se situé una plataforma de escape en el centro del cuadrante
objetivo. Se colocaron pistas extra-laberinto alrededor de la piscina, para

proporcionar una configuracién espacial de la tarea.

Al inicio de cada intento, el ratén fue introducido en la piscina, mirando
hacia la pared, desde una de las 4 posiciones de salida. Las posiciones de
salida fueron cambiadas diariamente de manera pseudoaleatoria. La
duraciéon maxima de cada intento fue de 60 segundos. Los animales que
no lograron alcanzar la plataforma durante los 60 s fueron situados por el
experimentador encima de la misma y permanecieron alli durante 30 s.
Tras el periodo entre intentos (30 s), el ratén fue situado en la siguiente
posicion de salida. Los animales realizaron 4 intentos durante 5 dias

consecutivos (adquisicién).

Al finalizar el ultimo dia de adquisicién, 4 horas después de la ultima
sesion de entrenamiento, se valord la retencion de la tarea mediante una
prueba de retencion (probe), la cual consiste en dejar nadar al animal
libremente durante 60 s, sin que plataforma esté en la piscina. La
actuacién del animal fue registrada por una camara de video situada por
encima de la piscina, los datos se analizaron con el programa informatico
Etho-Vision.

Se analizaron la distancia recorrida y el tiempo que tardaron los animales
en encontrar la plataforma de escape (latencia) durante las sesiones de
entrenamiento, asi como la velocidad de nado, el tiempo total y el
porcentaje de tiempo que pasé cada animal en el cuadrante objetivo
durante el intento de prueba. Con el objeto de analizar los datos
provenientes de la fase de entrenamiento o adquisicidn, se realizé la

media de los diferentes intentos por dia y por animal.
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Figura 6: Los ratones fueron entrenados para encontrar una plataforma
sumergida en una posicion fija en una piscina (Water-maze).

Prueba de coordinacion motora (Rotarod)

Se evaluaron la coordinacién motora y el equilibrio con un rodillo giratorio
(UGO Basile Accelerating Rotarod). La prueba del rotarod se realizd
colocando al animal sobre un rodillo giratorio y anotando cada vez que el
animal no era capaz de mantener el equilibrio. También se registrd las veces
que el animal daba la vuelta entera sobre si mismo (“flips”) y el tiempo
transcurrido desde el inicio de la prueba hasta la primera caida. Se repitid el
mismo procedimiento 3 veces (2 sesiones de entrenamiento y una sesion de
prueba). Durante las dos primeras sesiones, se realizdé la prueba a una
velocidad constante de 16 rpm, se increment6 la velocidad a 24 rpm en la
sesion de prueba. En cada sesion, se coloco al animal sobre el rodillo durante
120 segundos. Cada vez que el ratdn se caia, era colocado de nuevo sobre el

rodillo.

Figura 7: Coordinacién motora en un rodillo giratorio (Rotarod).
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Analisis hormonales

Los animales destinados al estudio hormonal fueron anestesiados con
tribromoetanol. Antes del sacrificio, se procedié a la extraccidn sanguinea
desde la vena cava, se recogid la sangre con tubos con EDTA (BD
Vacutainer, Inglaterra). Las muestras de sangre se centrifugaron durante
10 minutos y fueron guardadas a -20° C para los analisis posteriores de

corticosterona y de hormonas tiroides (T3 y T4 totales y libres) en suero.

Determinacion de hormonas tiroideas

Los niveles de hormonas tiroideas en suero fueron determinados por
duplicado con el kit BLK para ELISA (Biolink 2000, Barcelona, Espana),

segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

Determinacion de corticosterona

Las concentraciones de corticosterona fueron medidas por duplicado usando
un kit para RIA (ICN Biomedical Inc., CostaMesa, CA, USA), segun las

instrucciones del fabricador. La sensibilidad del ensayo fue 25-1000 ng/ml.
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4. 1 Fase Experimental I

Efectos maternotodxicos y embriofetales

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de la administracion
conjunta de sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y estrés materno por

inmovilizacion sobre la madre y el desarrollo embriofetal en raton.

Durante los DG 6-18, se administré 0, 1.5, 3 6 6 mg/kg/dia de PFOS via
oral a 4 grupos de hembras que mostraron presencia de tapdn vaginal. Se
anadieron al estudio 4 grupos de hembras con tapdn vaginal que
recibieron las mismas dosis de PFOS, a la vez, estos grupos fueron
expuestos a estrés por inmovilizacion 30 minutos, 3 veces al dia. Ademas,

se incluy6 también un grupo control.

El DG 18 se realizd una cesarea a las madres y se pesd y examind a los
fetos con el objeto de detectar malformaciones internas, externas vy
variaciones. Justo antes de sacrificar a las madres, se les extrajo sangre y
se prepararon las muestras de suero para realizar los posteriores andlisis

de hormonas tiroideas (T3 y T4 totales y libres) y corticosterona.

Los resultados del presente estudio muestran que tanto el PFOS como el
estrés por inmovilizacion produjeron efectos maternotoxicos. En lo
referente a la toxicidad fetal, el PFOS incrementd la tasa de mortalidad
prenatal y el estrés por inmovilizacidn redujo el peso corporal e
incrementd la mortalidad prenatal en fetos expuestos simultdneamente a
1.5 mg/kg/dia de PFOS y estrés por inmovilizacién. Los efectos adversos
del PFOS sobre la madre y el desarrollo embriofetal, aqui citados, se
observarona a dosis mas bajas que las descritas con anterioridad en la

bibliografia.
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4. 2 Fase experimental II

Efectos postnatales y a largo plazo

En el presente estudio se evaluaron los efectos derivados de la
administracion materna conjunta de sulfonato de perfluorooctano (PFOS) y
estrés por inmovilizacién sobre el desarrollo postnatal y el comportamiento

en raton.

Se dividieron, de manera aleatoria, 34 hembras con tapdén vaginal en dos
grupos y se les administrd via oral 0 y 6 mg/kg/dia durante los DG 12-18.
La mitad de animales de cada grupo fue sujeta, a la vez, a estrés por
inmovilizacion durante 30 minutos, 3 veces al dia, el mismo periodo de

dias.

Se dejé que las madres parieran y amamantasen a sus crias. En el
momento del nacimiento, se registrd la duracion de la gestacion, el peso
materno, el nimero de crias vivas y muertas y el peso y sexo de cada cria.
Se mantuvieron 4 machos y 4 hembras de cada camada. Con estos
animales, se llevaron a cabo una serie de observaciones y pruebas con el
objeto de evaluar el desarrollo fisico y funcional y la maduracion
neuromotora. Cuando los animales contaron con 3 meses, se evalud su
actividad general y comportamiento exploratorio en un test de campo
abierto, aprendizaje y memoria espacial en un laberinto acuatico de Morris
y coordinacién motora en la prueba del rotarod. Tras finalizar las pruebas
de comportamiento, se extrajo sangre a los animales y se prepararon las

muestras de suero para realizar los posteriores analisis de corticosterona.

Ni el estrés por inmovilizacién ni la administracion de PFOS modificaron
significativamente el consumo materno de agua y comida. Las crias de las
madres expuestas a 6 mg/kg/dia de PFOS mostraron un peso corporal
reducido durante los dias postnatales 4 y 8. Ademas, la exposicidon
prenatal a PFOS retrasé el desarrollo fisico y la maduracién neuromotora.
Los presentes resultados indican que la exposicion simultdnea a PFOS y
estrés por inmovilizacion durante la gestacién produce efectos opuestos

sobre el desarrollo de la descendencia. Estos efectos consisiten en una
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tendencia hacia un retraso general en la maduracion, por parte del PFOS,
y un patron de maduracion general acelerada, por parte del estrés
prenatal. En lo referente al comportamiento de la descendencia a los 3
meses de edad, se observd que el grupo expuesto prenatalmente a PFOS vy
estrés por inmovilizacion presenté una movilidad reducida en la prueba del
campo abierto. Ademas, en el laberinto acuatico de Morris, se detectd una
interaccion entre el factor sexo y el estrés prenatal por inmovilizaciéon; las
hembras expuestas a estrés y PFOS mostraron un retraso en el
aprendizaje de la tarea. Por otra parte, se observd un efecto general del
estrés por inmovilizacion sobre la retencién de la tarea, fueron los
animales expuestos a estrés los que presentaron una mejor retencion. Los
resultados mostraron que los grupos de machos expuestos a estrés
prenatal presentaron una coordinacion motora mas pobre en la prueba del
rotarod. Por ultimo, los niveles de corticosterona fueron mas bajos en las
hembras expuestas a estrés prenatal. Los resultados del presente trabajo
sugieren la presencia de efectos interactivos entre ambos factores en el

comportamiento de la descendencia a los 3 meses de edad.
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4. 3 Fase Experimental III

Efectos en la edad adulta

En el presente estudio se evaluaron los efectos derivados de Ia
administracién de PFOS durante 1 mes sobre el comportamiento de

ratones macho de 3 meses de edad.

Se dividieron 34 ratones adlultos en tres grupos. Los animales fueron
tratados con 0, 3 y 6 mg/kg/dia de PFOS via oral durante 4 semanas

consecutivas.

Tras el periodo de tratamiento, los animales fueron evaluados con una
bateria de observacion funcional (FOB), con el objetivo de detectar
disfunciones en el sistema nervioso central, autondmico o periférico, con la
prueba del campo abierto, para explorar la actividad general y el
comportamiento exploratorio, con la prueba del laberinto acuatico de
Morris, con el objeto de detectar anomalias en el aprendizaje y la memoria
espacial y con la prueba de rotarod, destinada a explorar la coordinacién
motora. Por Ultimo, se extrajo sangre de los animales y se prepararon las

muestras de suero para realizar los posteriores analisis de corticosterona.

En lo referente a los resultados, no se observaron diferencias en la bateria
de observacién funcional. En términos generales, la actividad observada en
la prueba del campo abierto fue similar en todos los grupos, sin embargo
se observd una reduccion en el tiempo transcurrido en el centro del
aparato, por parte del grupo tratado con 3 mg/kg/dia de PFOS y una
disminucidn en la conducta exploratoria en el grupo expuesto a 6
mg/kg/dia de PFOS. Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas durante la fase de adquisicion de la tarea en el laberinto
acuatico de Morris, aunque si se detectdé un efecto perjudicial del PFOS
sobre la retencién de la tarea. Finalmente, no se observaron diferencias en
los niveles de corticosterona en suero. Los resultados del presente estudio
indican que el efecto mas remarcable, producido tras la administracién de
PFOS a ratones adultos, fue el deterioro en la retencion de una tarea

espacial.
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El sulfonato de perfluorooctano (PFOS) es un compuesto organico
ampliamente utilizado en la industria como agente surfactante. Varios
estudios ambientales han mostrado que el PFOS es un contaminante
persistente y bioacumulativo, cuyos niveles en la poblacién y en el medio
ambiente a nivel global son en la actualidad un riesgo potencial. Sin
embargo, existen pocos datos toxicolégicos en general vy
neurotoxicoldgicos, en particular, que permitan realizar estimaciones de
riesgo para la poblacion. Los efectos téxicos del PFOS no estdn aun bien
caracterizados. Se considera que este compuesto es un posible disruptor
endocrino, con efectos sobre los niveles de hormonas tiroideas vy
glucocorticoides. Algunos trabajos experimentales han mostrado que la
administracion de PFOS produce efectos maternotéxicos y sobre el
desarrollo, pero los datos existentes sobre las posibles repercusiones a
largo plazo de estas exposiciones, asi como de los efectos sobre los

sujetos adultos expuestos, son practicamente inexistentes.

Siguiendo con la linea de trabajo del Laboratori de Toxicologia i Salut
Mediambiental (URV), y debido a los posibles efectos del PFOS sobre el
sistema endocrino, nuestro interés se centré en estudiar las posibles
interacciones de este téxico con el estrés maternal y sus efectos sobre el
desarrollo, a corto y a largo plazo, centrandonos principalmente en el
estudio de los efectos conductuales como reflejo del funcionamiento del
SNC y las modificaciones sobre los niveles de glucocorticoides. Ademas,
nos interesé explorar los posibles efectos conductuales, derivados de la

exposicion a esta sustancia, en sujetos adultos.

Efectos maternotoxicos del PFOS y el estrés por inmovilizacion

En nuestros estudios de exposicibon materna a PFOS y estrés por
inmovilizacidon, no observamos cambios sobre el peso corporal, la ingesta o
la conducta derivados del tratamiento con PFOS. Sin embargo, constatamos
un incremento en el peso del higado en las madres expuestas a este
contaminante durante los DG 6-18, el estrés por inmovilizacién tendié a
enmascarar este efecto. Ademas, se observd una disminuciéon en el peso
corporal, la ingesta y el peso del higado en las madres expuestas a estrés

por inmovilizacidon durante este mismo periodo.
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Por otra parte, las madres expuestas a estrés por inmovilizacion, durante los
DG 12-18, permanecieron mas tiempo con sus crias, efecto que podria ser
beneficioso para las mismas. A diferencia con nuestro primer estudio, en
este trabajo no observamos diferencias significativas entre grupos debidas al
estrés por inmovilizacion, en lo que concierne a la ingesta o al peso materno.
Tampoco se observd ningun efecto materno derivado del tratamiento con

PFOS o a la interaccidon entre ambos factores en las variables analizadas.

Trabajos previos referentes a los efectos del estrés materno por
inmovilizacién, en madres y en crias, muestran diferencias importantes en
funcién de la intensidad y de la duracion del estrés, asi como del periodo de
la gestacion en el que se aplique (Kofman 2002). En este sentido, en nuestro
primer trabajo el estrés materno se administré durante un periodo mas

prolongado de tiempo (DG 6-18).

Nuestros resultados mostraron que la exposicién a estrés por inmovilizacién
durante los dias de gestaciéon 6-18 produjo efectos adversos sobre el peso
corporal materno durante la gestacion. El estrés materno por inmovilizacion
redujo el aumento del peso durante el periodo de tratamiento, el peso en el
DG18, el peso corporal corregido y el cambio en el peso corporal. A la vez,
se observé también que el estrés por inmovilizacién condujo a un efecto
general sobre la ingesta, hecho que podria ser responsable, en parte, del

efecto observado sobre el peso corporal en las madres estresadas.

Varios estudios han constatado que el estrés provoca una reduccion en el
peso corporal (Albina y cols., 2002; Colomina y cols., 1997; Kinsley y Svare
1986) y la ingesta (Albina y cols., 2005; Colomina y cols., 1999) durante la
gestacion. Sin embargo, los efectos del estrés materno dependen en gran
medida del procedimiento seguido para generar estrés y del periodo de
aplicacion dentro de la gestacion. Los resultados de estudios previos
realizados en nuestro laboratorio muestran que el estrés prenatal aplicado
durante el periodo de organogénesis y gestacion tardia es mas propicio a
provocar cambios en el peso corporal materno (Albina y cols., 2002;
Colomina y cols., 1997) que su aplicacion aguda o durante fases iniciales de
la gestacién (Albina y cols., 1997; Colomina y cols., 1997). Ademas, la

exposicion a hidrocortisona a dosis de 5 mg/kg durante los dias de gestacion
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6-18 provocod también reducciones en el peso corporal materno (Torrente y
cols., 2000).

Por otro lado, los resultados de nuestro trabajo muestran que el tratamiento
con PFOS, durante los DG 6-18, incremento el peso del higado materno de
manera dependiente de la dosis (0, 1.5, 3 0 6 mg/kg/dia). Este efecto sobre
el higado fue la Unica consecuencia observada en la madre, tras la
administracién de PFOS. Son varios los estudios que previamente habian
descrito la toxicidad de este compuesto sobre el higado en ratas y ratones
gestantes (Thibodeaux y cols., 2003) y en ratones, ratas y monos adultos
(Seacat y cols., 2003; Seacat y cols., 2002; Sohlenius y cols., 1993). Seacat
y otros demostraron en su estudio que el PFOS se acumula en el higado y
provoca hipertrofia hepatocelular (Seacat y cols., 2003). De hecho, el higado

parece ser el 6rgano diana de esta sustancia (Butenhoff y cols., 2006).

A diferencia con el efecto producido por el PFOS sobre el peso del higado, el
estrés por inmovilizacién aplicado durante los DG 6-18 redujo el mismo en
las madres. Tal efecto se observd también tras la exposicidon diaria a 6 horas
de estrés materno por inmovilizacién durante los dias de gestacién 6-15 (Tyl
y cols., 1994). Se describié un efecto similar en un estudio que administré 2
horas diarias de estrés materno durante todo el periodo de gestacién
(Albina y cols., 2002). No obstante, no existen muchos resultados referentes
al efecto del estrés materno sobre el peso del higado, y estos no apuntan
siempre hacia la existencia de diferencias en este parametro, como

consecuencia del estrés, en madres gestantes (Colomina y cols., 1998).

Ademas, seria plausible que la reduccion en el peso del higado observada
en este estudio estuviese ligada a la reduccion en el peso corporal, ya que
no se observaron diferencias significativas en el peso relativo del higado
entre los controles estresados y no estresados. Las madres tratadas con
PFOS y estrés tampoco mostraron diferencias respecto al peso relativo del
higado en comparacion con los controles estresados o con los controles no

estresados.

Nuestros datos revelaron que las madres estresadas recogieron y juntaron a

sus crias, tras ser separadas por el experimentador, en menos tiempo que
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las madres no estresadas. Se ha descrito que el estrés durante la gestacion
puede alterar el comportamiento materno, lo que, a su vez, podria producir

cambios en el comportamiento de la descendencia (Smith y cols., 2004).

Los resultados del presentre trabajo estan en consonancia con los
presentados en el estudio de Maestripieri y otros (1991), donde se muestra
que las madres estresadas pasan mas tiempo con las crias (Maestripieri y
cols., 1991). No obstante, otros estudios apuntan hacia un comportamiento
materno inadecuado en madres expuestas a estrés durante la gestacidon
(Pardon y cols., 2000). Las diferencias en el procedimiento utilizado para
generar estrés en las madres podrian ser las responsables de la variabilidad

de resultados observada en su comportamiento con la descendencia.

Existen evidencias de que el cuidado materno al inicio de la vida modifica
permanentemente la actividad del eje HPA, asi como el desarrollo cognitivo y
emocional en la descendencia (Fish y cols., 2004; Lai y cols., 2006). El
cuidado materno parece mejorar la eficacia en la regulacion de la
retroalimentacidon negativa del eje HPA. Se ha observado que el cuidado de
las crias puede reducir los niveles de CRH mRNA en el nucleo paraventricular
del hipotdlamo y de CRH y arginina vasopresina (AVP) en la eminencia
media. Ademas, la manipulaciéon (“handling”) de los animales recién nacidos
resulta en un incremento en el nimero de receptores GR en el hipocampo vy
en la expresién génica de GR (Levine 2000). Por lo tanto, la mejora en la
regulacion del eje HPA, debida al cuidado materno, podria ayudar a aminorar

los efectos perjudiciales producidos del estrés prenatal durante el desarrollo.

Con relacién a la funcién hormonal, determinada en ratones gestantes
expuestos a 0, 1.5, 3 6 6 mg/kg/dia de PFOS y a estrés por inmovilizaciéon
durante los DG 6-18, nuestros datos no revelaron cambios
estadisticamente significativos en la funcidon tiroidea durante el final de la

gestacion.

Sin embargo, si se observd que los niveles de la T3 total tendieron a
disminuir y los niveles de la T4 total a aumentar en los sujetos expuestos
a PFOS. En la circulacién sanguinea, la T4 se metaboliza a T3. Nuestros

resultados podrian estar indicando que la conversion de T4 a T3, la forma
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bioldgicamente activa, se vio alterada o enlentecida por los efectos del
PFOS. Como ya se ha comentado, no se dieron diferencias significativas
entre grupos en los niveles de hormonas tiroideas, sin embargo, resultaria
interesante evaluar los niveles de estas hormonas, tras la exposicion a

PFOS, en un numero mas elevado de madres gestantes.

Existen estudios previos que constatan efectos del PFOS sobre estas
hormonas. Se ha descrito que el PFOS tiende a disminuir los niveles de
hormonas tiroideas en mamiferos adultos (Lau y cols., 2003; Seacat y
cols., 2002; Thibodeaux y cols., 2003).

Por otra parte, cabe destacar el hecho de que Thibodeaux y otros (2003)
hallaran cambios en los niveles de hormonas tiroideas en el dia de gestacién
6, pero no en el periodo final de la gestacién. Este hallazgo podria estar
indicando que los cambios hormonales acontecidos durante la gestacidon
enmascaran los efectos del tratamiento sobre las hormonas tiroideas
(Thibodeaux y cols., 2003).

Debido a que las hormonas tiroideas ejercen un papel importante en el
desarrollo, se requiere mas investigacion para elucidar cambios sutiles que
podrian producirse en dicho sistema como consecuencia de la exposicidon a
PFOS.

Ni el PFOS a 0, 1.5, 3 6 6 mg/kg/dia ni el estrés por inmovilizacion (DG 6-
18) modificaron los niveles diurnos de corticosterona en la madre. Este
hecho podria deberse a una respuesta atenuada del eje hipotalamico-
pituitario-adrenal ante el estrés durante el periodo final de la gestacidn.
Johnstone y otros (2000) describieron respuestas reducidas en los niveles de
adrenocorticotropina (ACTH) y corticotropina como respuesta al estrés por

inmovilizacidon durante la gestacién (Johnstone y cols., 2000).

Efectos del PFOS y el estrés por inmovilizacion sobre el desarrollo

Los efectos mas destacables sobre el desarrollo, producidos como
consecuencia de la exposicidn materna a PFOS y estrés por inmovilizacién,
fueron el aumento de la mortalidad prenatal en fetos expuestos a PFOS

durante los DG 6-18, el retraso en la maduracién fisica y neuromotora de
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las crias expuestas a PFOS durante los DG 12-18 y, en contraste, la
aceleracion de la maduracién por parte del estrés materno por inmovilizacion

aplicado durante el mismo periodo de la gestacion.

En lo referente a la toxicidad fetal, se observd un aumento de la mortalidad
prenatal en el grupo expuesto a 6 mg/kg/dia durante el periodo de
organogénesis y final de la gestacion (DG 6-18). Ademas, los datos
revelaron que la mortalidad prenatal en el grupo expuesto simultdneamente
a 1.5 mg/kg/dia de PFOS y a estrés fue mas elevada que en el grupo

expuesto a 1.5 mg/kg/dia de PFOS no estresado.

Lau y otros (2003) describieron en su estudio una tasa elevada de
mortalidad postnatal en ratones expuestos a 10 mg/kg/dia o a dosis
superiores desde el dia de gestaciéon 1 al 17 (Lau y cols., 2003). Del mismo
modo, Luebker y otros (2005) hallaron en su estudio una tasa elevada de
mortalidad postnatal en ratas expuestas a dosis superiores a 0.8 mg/kg/dia
(Luebker y cols., 2005b). Sin embargo, hasta a la fecha, ningun estudio
habia descrito un incremento en la tasa de mortalidad prenatal en roedores

expuestos a PFOS.

Los resultados del presente estudio no revelan diferencias en la duracién de
la gestacion o en la viabilidad de crias expuestas prenatalmente a 0 6 6
mg/kg/dia de PFOS y a estrés prenatal durante el periodo final de la
gestacién (DG 12-18). Estos resultados difieren de los observados en
estudios que utilizan un periodo de exposicion al PFOS mas prolongado. En
este sentido, Lau y otros (2003) describieron una tasa elevada de mortalidad
postnatal en ratones expuestos a dosis equivalentes a 10 mg/kg/dia o
superiores durante los DG 1-17 (Lau y cols., 2003). Mas recientemente,
Luebker y otros (2005) constataron efectos adversos del PFOS sobre el
desarrollo en ratas, estos incluian una duracién reducida de la gestacion (a
3.2 mg/kg/dia) y una reduccién de la viabilidad y del incremento del peso

corporal a dosis de 1.6 mg/kg/dia y superiores (Luebker y cols., 2005a).

En dicho experimento, tanto los machos como las hembras fueron tratados
con PFOS antes y durante el periodo de cruce, ademas, las hembras

recibieron tratamiento a lo largo de la gestacién y el periodo de lactancia.
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Por lo tanto, la exposicidn mas prolongada a este compuesto durante la
gestacién podria influir sobre la concentracion de PFOS en los fetos,
provocando una tasa de mortalidad mas elevada que la observada en este

estudio.

En un segundo experimento se pudo constatar que el peso corporal de las
crias expuestas a PFOS a 6 mg/kg/dia (DG 12-18) fue inferior al observado
en el grupo control desde el dia postnatal (DPN) 4 al DPN 8, esta diferencia
desaparecié el DPN 12. Las crias expuestas a estrés prenatal mostraron un

aumento de peso en el DPN 21.

Debido a que el PFOS se acumula en el organismo y se ha descrito como via
de excrecidn la leche materna (Kérrman y cols., 2007; So y cols., 2006), la
posible explicacion de por qué se observan diferencias de peso el dia 4, pero
no el dia 0, podria estar relacionada con la exposicién a PFOS a través de la
leche materna. Otras posibles hipdtesis, como que se trate de un efecto
prenatal retardado que se hace evidente el dia 4, parecen menos plausibles,

pero no se pueden descartar.

En lo referente al estrés, el estrés prenatal por inmovilizacién, aplicado
desde el DG 12 al 18, provocd un aumento en el peso corporal de las crias el
DPN 21, lo que podria estar relacionado, o bien con una maduracién
acelerada y una buena habilidad para alimentarse auténomamente, o bien
con cambios en la homeostasis energética provocados por el estrés prenatal
aplicado durante las Ultimas fases de la gestacién, tal y como se ha

demostrado recientemente (Mueller y Bale 2006).

Se ha descrito que el estrés durante la gestacién aumenta el riesgo de
padecer alteraciones en el peso corporal en el momento del nacimiento
(Wadhwa vy cols., 1993). Mas alla, hay estudios que revelan una conexién
entre el peso anormal al nacer y una predisposicién futura a desarrollar

sobrepeso u obesidad (Ong 2007).

Una vez mas, existen datos que revelan efectos diferenciales del estrés
materno en la descendencia dependiendo de la intensidad y del momento
temporal dentro de la gestacion en el cual se administra. Asi, se ha

mostrado que la administracion de estrés durante la etapa media vy final de
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la gestacién produce un aumento del peso corporal que persiste a largo
plazo, sin embargo, el aumento del peso observado en la descendencia
expuesta a estrés prenatal durante la etapa final de la gestacién desaparece

poco después del nacimiento (Mueller y Bale 2006).

Sorprendentemente, el estrés prenatal por inmovlilizacién pudo enmascarar
los efectos del PFOS observados sobre el peso corporal durante los dias
postnatales 4 y 8, ya que el grupo expuesto a PFOS y estrés prenatal no se
vio afectado por la disminucién de peso corporal durante este paréntesis de

tiempo.

La exposicion a 6 mg/kg/dia de PFOS durante los dias de gestacién 12-18
provocd retrasos en la apertura ocular y en el deplegamiento del pabellén
auditivo (efecto enmascarado por la inmovilizacidn materna), pero no
mostro efectos sobre la maduracidn sexual. Esta misma relacion de efectos
del PFOS sobre el desarrollo fisico habia sido descrita con anterioridad en

articulos previos (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005a).

Respecto a la maduracion neuromotora de ratones expuestos prenatalmente
a 0 6 6 mg/kg/dia de PFOS y a estrés por inmovilizacién durante los dias de
gestacidon 12-18, el grupo expuesto a PFOS presentd una habilidad reducida
en la prueba de enderezamiento superficial (“surface righting”) en
comparacion con el grupo control estresado. Luebker y otros (2005)
describieron en su estudio que las ratas expuestas a 1.6 mg/kg/dia de PFOS
mostraron un retraso en el desarrollo de tal capacidad (Luebker y cols.,
2005a).

En nuestro estudio, el PFOS también dificultd el desarrollo de otras
habilidades neuromotoras como el reflejo de resistencia al estiramiento y la
habilidad para escalar una rejilla inclinada, asi como la fuerza en las
extremidades superiores. Se trata de datos que, en su conjunto, parecen
indicar que la exposicion prenatal a PFOS retrasa la maduracion

neuromotora.

En cambio, el estrés por inmovilizacién, aplicado en la madre desde el dia de
gestacidon 12 al 18, parece acelerar la maduracion de ciertos parametros

fisicos y neuromotores. En nuestro estudio, el estrés materno por
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inmovilizacidon provocd una erupcién de los incisivos mas temprana y una
rapida maduracién sexual en los machos. Sin embargo, Meek y otros (2000)
describieron retrasos en la erupciéon de los incisivos en crias expuestas a
estrés prenatal durante la Ultima semana de gestacion. En dicho estudio, el
procedimiento seguido para generar estrés en las madres consistid en la
exposicion a diferentes tipos de estresores (calor, ruido y manipulacion)
(Meek y cols., 2000). Este paradigma de estrés variable produce una
respuesta ante el estrés mas elevada que la derivada del procedimieto de

estrés aplicado en este estudio.

Nuestros resultados muestran que el estrés materno también favorecié el
desarrollo de ciertas habilidades como el enderezamiento superficial “surface
righting” y enmascardé o redujo los efectos adversos producidos por este
contaminante sobre el reflejo de resistencia al estiramiento y la habilidad de

escalar.

Estos resultados concuerdan con aquellos hallados en estudios que utilizan
periodos de estrés por inmovilizacién cortos durante el periodo final de la
gestaciéon (Fujioka y cols., 2001; Ward y Wainwright 1989), en los que se

describen efectos positivos del estrés sobre el desarrollo.

No conocemos los mecanismos por los cuales el estrés ha favorecido, en
nuestro estudio, la maduracién fisica y neuromotora de la descendencia,
ademas de aminorar, hasta llegar a enmascarar, los efectos negativos del
PFOS sobre la misma. El hecho de que las madres estresadas hayan
mostrado un cuidado materno mas favorable podria haber contribuido a la
aceleracion en la maduracion observada. Otros efectos hormonales en las
crias, como consecuencia de la exposicidon a estrés prenatal, podrian haber
contribuido a propiciar la maduracion. A modo de ejemplo, se ha hallado que
la expresion de CHR y vasopresina arginina (AVP) se ve alterada en animales

expuestos a estrés prenatal.

No obstante, el patron de efectos sobre el desarrollo derivados de la
exposicion a estrés durante la gestacion depende, en gran medida, del
procedimiento y de los dias de exposicion durante la gestacion (Colomina y

cols., 1997; Colomina y cols., 2001; Fujioka y cols., 2001; Golub y cols.,
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2004). En definitiva, ya sea a través de la mejoria producida sobre la
conducta materna, o por otros mecanismos no evaluados en este trabajo,
los efectos del estrés parecen haber acelerado la aparicién de determinados
parametros de la maduracion fisica y neuromotora o haber enmascarado los
efectos perjudiciales que el tratamiento con PFOS parece haber ejercido

sobre los mismos.

Nuestros resultados no mostraron interacciones adversas entre la
administracién de PFOS (0 6 6 mg/kg/dia) y la exposicidén a estrés materno
por inmovilizacion durante los DG 12-18 sobre el desarrollo fisico o
neuromotor. El estrés materno puede potenciar la toxicidad de algunos
compuestos quimicos sobre el desarrollo cuando estos se administran a dosis
claramente perjudiciales para la madre (Domingo et al., 2004), pero estos
efectos dependeran de la intensidad y duracion del estrés asi como de las

caracteristicas del propio téxico.

Efectos conductuales a largo plazo de la exposicion prenatal a PFOS y estrés

A pesar de que la interaccion entre el PFOS (0 y 6 mg/kg/dia) y el estrés
materno por inmovilizacion durante los DG 12-18 no produjo efectos
adversos sobre la maduracion fisica o el desarrollo neuromotor, esta causo

efectos negativos sobre la conducta de la descendencia en la edad adulta.

A los tres meses de edad, el grupo expuesto simultdneamente a PFOS vy
estrés prenatal recorri®6 menos distancia en la prueba de campo abierto
(“open-field”) en comparacién con el grupo tratado con PFOS sin estrés y el

grupo control sin estrés.

La prueba de campo abierto tiene como objeto valorar la conducta de
exploracion en un ambiente novedoso. Ademas, puede medir también la
ansiedad o el miedo a los espacios abiertos. Se considera que una actividad
baja en el centro del aparato esta relacionada con un nivel alto de ansiedad
del animal (Bouwknecht y cols., 2007). Por otra parte, las condiciones
ansiogénicas parecen conllevar una disminucion en el numero de

levantamiento verticales (Orito y cols., 2007).
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En este sentido, los resultados de nuestro estudio apuntarian hacia un nivel
de ansiedad mas elevado en los animales expuestos a PFOS y estrés por
inmovilizacion prenatalmente. A pesar de que no se alcanzé el nivel de
significacion estadistica, los resultados indicaron una clara tendencia hacia
una interacciéon entre ambos factores (p=0.051). Tal interacciéon podria ser
responsable de la baja actividad horizontal observada en la descendencia

expuesta prenatalmente a PFOS y estrés prenatal.

Son pocos los estudios que, a fecha de hoy, han evaluado los efectos de la
exposicion prenatal a PFOS sobre la conducta de la descendencia. Ninguno
de ellos describe efectos por parte de este contaminante sobre el
comportamiento (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005a). La especie
animal utilizada, el periodo y dosis de tratamiento, la conducta evaluada, y/o
el tipo de test utilizado podrian explicar la aparente discrepancia entre

resultados.

Tampoco se habia evaluado, hasta la fecha, la existencia de interacciones
toxicas entre la administracion de PFOS y de estrés durante el desarrollo.
Quedaria por averiguar si los efectos interactivos entre ambos factores,
observados en la prueba del campo abierto, tienden a reproducirse en otro

tipo de prueba conductual que valore la conducta de ansiedad en ratén.

Por otra parte, en lo referente al estrés, el grupo control expuesto a estrés
prenatal recorri6 una mayor distancia en el centro del aparato, en
comparacion con el resto de los grupos y realizd mas levantamientos
verticales, en comparacién con los grupos PFOS sin estrés y grupo control
sin estrés. A pesar de que la interaccién entre la administracion de PFOS y
estrés prenatal parece haber provocado una disminuciéon en la distancia
recorrida, el estrés prenatal como factor aislado incrementd la tasa de
actividad horizontal y vertical de los animales. En este sentido, los animales

expuestos a estrés prenatal habrian mostrado niveles de ansiedad reducidos.

Son varios los estudios que indican que el estrés prenatal posee efectos
sobre la locomocién y el comportamiento exploratorio (Kofman 2002).
Diversos trabajos han descrito un incremento en el ndmero de

levantamientos verticales (“rearings”) en ratas macho expuestas a estrés

91



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)
Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes
ISBN:978-84-69

é@;@égﬁégfoggp%c%@s del PFOS

materno durante el periodo final de la gestacién (Fonseca y cols., 2002;
Kofman 2002). Sin embargo, existen trabajos que no describen diferencias
en la linea base de locomocion en animales expuestos a estrés prenatal
severo (Lehmann y cols., 2000; Nishio y cols., 2001). La variabilidad de la
cepa, el método utilizado para medir la locomocién y el tipo de estrés
prenatal pueden conducir a resultados inconsistentes respecto a la actividad
motora de las crias expuestas a estrés materno (Kofman 2002). Ademas, el
hecho de que, en nuestro trabajo, las descendencia de las madres expuestas
a estrés hayan recibido un cuidado materno mas adecuado, tal y como se ha
venido comentando, puede haber colaborado a la reduccién en los niveles

de ansiedad ante un nuevo entorno.

Los resultados en la prueba de la rueda giratoria (rotarod test) indicaron un
efecto dependiente del sexo del estrés materno en la ejecucion de esta
tarea. Ambos grupos de machos expuestos a estrés presentaron una peor
ejecucion durante el primer dia de la prueba en comparacién con los
animales expuestos a PFOS. Ademas, se observaron fallos en la
coordinacién, durante la tercera sesidon, en los machos expuestos

prenatalmente a estrés en comparacién con las hembras.

A pesar de que el estrés parece haber propiciado la maduracién en nuestro
trabajo, la exposicidn materna a estrés no parece mejorar la coordinacion
motora a largo plazo. Este hecho podria sugerir que la precocidad en la
maduracion fisica y neuromotora no implica forzosamente una mejora

funcional.

Debido a que la coordinacion motora no suele evaluarse en los estudios de
estrés prenatal, no existen datos con los que poder comparar nuestros
resultados. Se ha demostrado recientemente que el estrés prenatal altera la
proporcién entre células granulares-y células de -Purkinje en el cerebelo de
la rata (Ulupinar y Yucel 2005; Ulupinar y cols., 2006). Sin embargo, con los
resultados observados en nuestro trabajo, no podemos establecer si los
cambios observados al nivel de coordinacion motora pueden estar
relacionados con tal alteracién celular o con modificaciones en otros sistemas

neuronales.

92



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A SULFONATO DE PERFLUOROOCTANO (PFOS)

Y SU INTERACCION CON EL ESTRES PRENATAL

Silvia Fuentes de Frutos . s
ISBN:978-84-691-9745-5/DL: T-1260-2008 Discusion

Por utimo, en nuestro trabajo evaluamos también el aprendizaje espacial y
la memoria con una version de plataforma oculta del laberinto de agua de
Morris en animales de 3 meses de edad expuestos prenatalmente a PFOS (0
y 6 mg/kg/dia) y estrés prenatal (DG 12-18).

Aunque todos los animales aprendieron la tarea en el transcurso de los dias,
se observd una interaccidén entre el sexo y el estrés por inmovilizacion. Las
hembras expuestas prenatalmente a PFOS a 6 mg/kg/dia y a estrés por
inmovilizacion mostraron una peor tasa de aprendizaje en comparaciéon con
las hembras control expuestas y no expuestas prenatalmente a estrés. En
este sentido, la ejecucién de las hembras expuestas, de manera prenatal, a
PFOS vy estrés por inmovilizacidon se vio afectada por ambos factores. Asi, se
mostré que, en comparacion con los machos, las hembras expuestas a PFOS
y estrés por inmovilizacién prenatal fueron mas sensibles a los efectos del

tratamiento.

Se evalud la retencidn de la tarea dos veces tras el periodo de adquisicidn.
Cuatro horas después de la fase de entrenamiento, detectamos un efecto
general del estrés por inmovilizacién, tanto en machos como en hembras,
los grupos expuestos a estrés (expuestos y no expuestos a PFOS)
recordaron mejor la tarea. Sin embargo, esta diferencia tan sélo alcanzé el

nivel de significacion en el caso de los machos.

A pesar de que el estrés prenatal por inmovlilizacibn no modificé
significativamente la adquisicion de la tarea en el laberinto de agua, este
parece haber mejorado su retencién, especialmente entre machos. Catalani
y otros (2000) demostraron que la administracién de corticosterona a las
madres durante la lactancia mejord la ejecucion de la tarea en una prueba

de memoria espacial en machos de tres meses (Catalani y cols., 2000).

Catorce dias después de la fase de adquisicién, no se observaron diferencias

significativas entre grupos, todos los animales recordaban aun la tarea.

En nuestro estudio, no observamos efectos significativos producidos por el
PFOS sobre el aprendizaje y la memoria espacial. Estos resultados
concuerdan con los resultados de un trabajo, en el que se evalud la

administracién prenatal de PFOS sobre el aprendizaje de crias de 22-23 dias
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en el laberinto-T (Lau y cols., 2003), y con los resultados del trabajo llevado
a cabo por Luebker y otros (2005), en el que se evaluaron los efectos del
PFOS sobre el aprendizaje, la retencién a corto plazo y la memoria en un
paradigma de evitacion pasiva, a los 24 dias de edad, y la coordinacién
neuromuscular, la habilidad para nadar, el aprendizaje y la memoria espacial
en el laberinto acuatico de Morris a los 70 dias (Luebker y cols., 2005a). En
niguna prueba se observaron efectos derivados de la exposicidon prenatal a

este contaminante (Lau y cols., 2003; Luebker y cols., 2005a).

La ontogénesis del comportamiento correlaciona con el desarrollo de las
estructuras del sistema nervioso. Depende también de las condiciones

medioambientales durante la primera época de la vida.

Se han descrito niveles de corticosterona elevados en la descendencia de
ratas expuestas a diferentes tipos de estrés materno, a pesar de que los
resultados son bastante controvertidos (Kay y cols., 1998; Peters 1982;
Takahashi y cols., 1992a; Ward y cols., 2000; Weinstock 2001).

En nuestro estudio, los niveles de corticosterona presentaron un patrén
diferente en machos y hembras, las hembras del grupo expuesto a estrés
prenatal sin PFOS mostraron niveles de corticosterona mas reducidos que las
hembras del grupo control. En cambio, no se observaron diferencias entre
los grupos de machos. Por otra parte, se observaron diferencias entre sexos
en los niveles de corticosterona. Tanto las hembras del grupo control como
del grupo PFOS con estrés presentaron niveles de corticosterona mas
elevados que los machos de los mismos grupos. Los resultados de estudios
previos indican una respuesta sexualmente dimoérfica por parte del eje
hipotaldmico pituitario adrenal (HPA) ante el estrés prenatal (Kofman 2002).
Ademads, estd bien documentado que el estrés prenatal modifica la
regulacion de la respuesta de retroalimentacion del eje HPA. Tal alteraciéon
se percibe mas facilmente en hembras que en machos (Zagron y Weinstock
2006). También la duracién, la intensidad del estrés y los cuidados maternos
postnatales influirdn en los efectos que el estrés prenatal pueda ejercer en la

regulacion de la respuesta de retroalimentacion del eje HPA.
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Efectos del PFOS en adultos

La administracion de PFOS a sujetos adultos mostrd, como efectos mas
destacables, la alteracién del comportamiento en el campo abierto y el

deterioro de la memoria en el laberinto acuatico.

La administracion de PFOS (0, 3 6 6 mg/kg/dia) a ratones macho adultos,
durante 4 semanas consecutivas, no causé diferencias significativas en el
peso corporal durante el periodo de tratamiento. No obstante, un estudio
previo realizado en rata hallé una reducciéon dependiente de la dosis en el
incremento del peso corporal, tras 4 semanas de tratamiento, con dosis
similares a las estudiadas en nuestro trabajo (Seacat y cols., 2003). Tal
diferencia entre estudios podria deberse a diferencias en la sensibilidad hacia
el PFOS entre rata y ratén, diferencias que también existen durante la fase

del desarrollo.

Los resultados del presente trabajo sugeririan que el ratéon en desarrollo es
mas sensible a los efectos del PFOS sobre el peso corporal que en la edad

adulta.

La bateria de observacién funcional (FOB) utilizada en nuestro trabajo
consistié en 31 puntos disefiados para evaluar comportamiento anormal, lo
que podria indicar disfunciones en el sistema nervioso central, autondmico o

periférico.

El dnico efecto observado en dicha prueba fue una reduccién en la
resistencia ofrecida por los animales expuestos a 3 mg/kg/dia al ser
extraidos de sus jaulas. Esta Unica anormalidad no seria determinante para

asumir efectos adversos del PFOS a este nivel.

Ademas, no se observaron efectos en la prueba del rotarod (rueda giratoria),
lo que indicaria que el PFOS no posee efectos sobre la coordinacién motora y

el equilibrio en el raton adulto.

Respecto a la actividad observada en el test de campo abierto, nuestros
datos muestran algunos efectos limitados en el tiempo por parte del

contaminante aqui estudiado.
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Se considera que un aumento en el tiempo transcurrido en el centro del
aparato es signo de ansiodlisis (Prut y Belzung 2003). Por otra parte, respecto
a la conducta exploratoria, las condiciones ansiogénicas parecen conllevar
una disminucidon en el nimero de levantamiento verticales (Orito y cols.,
2007).

Los resultados del presente estudio reflejarian niveles elevados de ansiedad
como resultado del tratamiento con PFOS. Los animales expuestos a 3
mg/kg/dia transcurrieron menos tiempo en el centro del aparato, mientras
qgue los animales expuestos a 6 mg/kg/dia realizaron un nimero menor de
levantamientos verticales. Es importante recalcar que estas diferencias tan
s6lo se observaron durante ciertas fracciones de tiempo, no durante toda la

prueba.

Los efectos mas remarcables producidos tras la administracién de PFOS (0, 3
6 6 mg/kd/dia) a ratones adultos se observaron en una tarea clasica para

valorar el aprendizaje y la memoria espacial, el laberinto de agua de Morris.

A pesar de que durante la fase de adquisicidn no se observaron diferencias
entre grupos, si que se dieron diferencias en la retencién de la tarea. El
grupo expuesto a 3 mg/kg/dia de PFOS recordd peor la tarea, lo que

indicaria un déficit en la memoria espacial en estos animales.

Curiosamente, los animales expuestos a 6 mg/kg/dia de PFOS recorrieron
una mayor distancia en el mismo cuadrante, hecho que podria deberse a la

velocidad de nado de los animales de este grupo.

Se ha descrito que la reduccién de la velocidad de nado es un indicador de
reconocimiento de la localizacidon de la plataforma en ratas (Hollup y cols.,
2001). Los resultados del presente trabajo sugieren un deterioro en la
retencion en ratones expuestos a PFOS. En cambio, no se pudo establecer

que este efecto sea lineal dependiente de la dosis.

En cualquier caso, este efecto sobre el aprendizaje deberia ser valorado mas
detalladamente, aumentando el numero de animales a evaluar e
incrementado la dificultad de la prueba, con el objeto de poner en evidencia

la existencia los posibles déficits aqui descritos.
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Discusidn
Los resultados de nuestro estudio no mostraron efectos del PFOS (@ 0, 36 6
mg/kg/dia) en los niveles de corticosterona, determinados en suero de raton
adulto tras 4 semanas de tratamiento. Este dato no estaria en consonancia
con los resultados de un estudio previo, en el cual se inyectd
intraperitonealmente 10 mg PFOS/kg de peso corporal a ratas hembras
adultas durante 2 semanas. Estos animales mostraron niveles de

corticosterona elevados (Austin y cols., 2003).

El tiempo transcurrido desde la exposicion a PFOS hasta el momento de
extraccion sanguinea, asi como las diferencias en la cepa del animal, el sexo,
la dosis, la ruta y el periodo de administracién podrian ser responsables de

las diferencias en los resultados observadas entre ambos estudios.
5.1 Discusion general

A pesar de que los resultados del presente estudio muestran efectos
maternotdxicos tanto del PFOS como del estrés por inmovilizacién (DG 6-
18), no se observaron interacciones toxicas entre estos dos factores en el

ratén gestante.

Por otra parte, la administracién de PFOS a 6 mg/kg/dia durante los dias
de gestacion 6-18 produjo mortalidad prenatal. Los efectos maternotoxicos
y sobre el desarrollo de este compuesto presentados en nuestro trabajo se
observaron a dosis mas bajas que las utilizadas en otros estudios en

ratones (Thibodeaux y cols., 2003).

A pesar de la ausencia de efectos embriofetales derivados de la exposicidn
a estrés por inmovilizacion, el aumento en la mortalidad prenatal
observado en el grupo estresado expuesto a 1.5 mg/kg/dia de PFOS,
sugiere la necesidad de llevar a cabo mas estudios que evallen posibles
interacciones toxicas entre el PFOS y el estrés durante el desarrollo

embriofetal.

Por otra parte, la exposicion prenatal a PFOS (6 mg/kg/dia), durante los dias
de gestacion 12-18, produjo retrasos ligeros en el desarrollo de ciertos
parametros fisicos y en la maduracién neuromotora de la descendencia. El

estrés prenatal por inmovilizacién aplicado entre los DG 12-18 tendié a
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enmascarar tales retrasos. La interaccidén entre estos dos factores no causdé
efectos negativos sobre el desarrollo fisico o neuromotor, pero provoco

alteraciones sobre la conducta de la descendencia en la edad adulta.

Se detectd una disminucion en la movilidad del grupo expuesto
simultdaneamente a PFOS y estrés prenatal por inmovilizacidon, mientras
que los ratones expuestos prenatalmente a estrés presentaron una
actividad exploratoria incrementada y una coordinacién motora pobre mas

evidente en machos.

En conclusién, los datos del presente estudio muestran cambios
funcionales duraderos sobre el desarrollo, como resultado de la exposicion
prenatal a PFOS, estrés y a su interaccidn, que requieren mas

investigacion.

En cuanto a los efectos derivados de la exposicion a PFOS en adultos,
punto que, hasta la fecha, habia recibido una atencién limitada, uno de los
efectos mas relevantes fue la alteracion de la memoria espacial. Este
efecto no habia sido descrito con anterioridad, y abre un nuevo campo de

estudio en relacién a este compuesto.
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1. La exposicion a PFOS y a estrés por inmovilizacién durante la fase de
organogénesis y final de la gestacidn produce efectos maternotdxicos en
ratones gestantes. No existen efectos de potenciacién entre estos dos

factores.

2. La exposicion prenatal a 6 mg/kg/dia de PFOS durante el periodo de

organogénesis y final de la gestacion produce mortalidad prenatal.

3. La exposicién a estrés prenatal por inmovilizacién durante el periodo de
organogénesis y final de la gestacion disminuyd el peso corporal de los fetos
e incrementd la mortalidad prenatal en fetos expuestos a dosis iguales a 1.5
mg/kg/dia de PFOS.

4. La exposicidon prenatal a 6 mg/kg/dia de PFOS durante el periodo final de
la gestacidn provocd retrasos ligeros en la maduracién fisica y neuromotora,
estos efectos quedaron enmascarados por la exposicion prenatal a estrés

por inmovilizacidon durante el mismo periodo.

5. La exposicidon simultdanea a 6 mg/kg/dia de PFOS y estrés prenatal por
inmovilizacion durante el final de la gestacién produjo una reduccién en la

movilidad en la prueba del campo abierto a los tres meses.

6. Se observd una interaccion entre la exposicidn a estrés prenatal por
inmovilizacidon durante el periodo final de la gestacion y el sexo a los tres
meses. Las hembras expuestas a estrés y a PFOS mostraron un retraso en el

aprendizaje de la tarea en el laberinto de agua.

7. La exposicidn prenatal a estrés por inmovilizacién durante el periodo final
de la gestacion provocd una mejor retencion de la tarea en el laberinto de

agua y una disminucidn en los niveles de corticosterona a los tres meses.

8. La administracién de 3 mg/kg/dia de PFOS a ratones adultos provocd
una reduccién en la distancia recorrida en el centro del campo abierto,

mientras que su administracion a 6 mg/kg/dia redujo la actividad vertical.

9. La administracion de PFOS a 3 mg/kg/dia de PFOS a ratones adultos
provoco efectos adversos sobre el recuerdo de la tarea en el laberinto de

agua.
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