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Resumen

El estrés prenatal modifica el sistema serotoninérgico en diferentes regiones del
encéfalo y altera su sintesis, el metabolismo, los receptores y el contenido de
serotonina (5HT) en estructuras como el hipocampo. Sin embargo, actualmente se
desconoce si la concentracion extracelular de 5-HT se modifica en el hipocampo
ventral por efecto del estrés prenatal. En este trabajo se evaluo el contenido y la
concentracion extracelular de 5-HT y de su metabolito, el acido 5-Hidroxiindolacético
(5-HIIA), en el hipocampo ventral y su relacion con conductas depresivas en la edad
adulta en animales estresados prenatalmente, a los tres meses de edad mediante
las pruebas de nado forzado (FST) y la ingesta de sacarosa. Asi mismo, se evalué
la concentracién sérica de corticosterona, como indicador de la actividad del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal. La preferencia de sacarosa fue diferente en lo
animales estresados prenatalmente: el 69% mostré menor consumo de sacarosay
se les consider6 anhedonicos; el 31% restante, tuvo un consumo de sacarosa
similar al grupo control, por lo que se les consider6 no anheddnicas. Después de la
prueba de sacarosa, el contenido y la concentracion extracelular de 5-HT en los
animales estresados prenatalmente fueron similares a los del grupo control, pero
con mayor nivel del metabolito en los controles. Durante la FST, el tiempo de
inmovilidad fue mayor y el nado fue menor en los animales estresados
prenatalmente. Después de la FST, el contenido de 5-HT disminuyé
significativamente en el grupo control, incrementandose su concentracion

extracelular.



En las ratas anheddnicas, el contenido de 5-HT aumenté significativamente y su
concentracion extracelular aumenté ligeramente, en el grupo control. Las ratas
anhedodnicas y no anhedonicas mostraron menor concentracién extracelular del
metabolito. La concentracibn de corticosterona en las ratas estresadas
prenatalmente fue significativamente mayor en comparacién con el grupo control,
después de la prueba de sacarosa y los niveles de corticosterona se incrementan
en todos los grupos después de FST, pero en mayor proporcion en los animales
anhedodnicos. Estos datos muestran que el estrés prenatal genera conductas tipo
depresivas en la descendencia adulta, las cuales estan relacionadas con una baja
concentracion extracelular y menor metabolismo de la 5-HT en el hipocampo
ventral, asi como con la hiperactividad e hiperreactividad del eje hipotalamo-

hipofisis-adrenal.



Abstract

Prenatal stress modifies the serotonergic system in different regions of the brain and
alters the synthesis, metabolism, receptors and content of serotonin in structures
such as the hippocampus. However, it is currently unknown if extracellular
concentration of serotonin is modified in the ventral hippocampus as a result of
prenatal stress. In this work, the content and extracellular concentration of 5-HT and
its metabolite, 5-Hidroxyindolacetic acid (5-HIAA) in the ventral hippocampus and its
relationship with depressive behaviors in adulthood in prenatally stressed animals,
at three months of age, using forced swimming test (FST) and sucrose intake was
evaluated. Serum corticosterone concentration was also evaluated, as an indicator
of the activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Sucrose preference was
different in prenatally stressed animals: 69% had lower sucrose consumption; the
remaining 31% had sucrose consumption similar to the control group, so they were
considered as non-anhedonic. After sucrose test, the content and extracellular
concentration of serotonin in prenatally stressed animals were similar to those of the
control group, but with a higher level of the metabolite in control animals. During the
FST, immobility was longer, and swimming was shorter in prenatally stressed
animals. After FST, serotonin content decreased in the control group, with increased
extracellular concentration. In the anhedonic rats, serotonin content increased, and
its extracellular concentration increased only slightly, to a lesser extent than in the
control group. The anhedonic and non-anhedonic rats showed lower extracellular

concentration if the metabolite.
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Corticosterone concentration in prenatally stressed rats was higher, compared to the
control group after sucrose test, and increased in all groups after FST, but a greater
extent in anhedonic animals. These data show that prenatal stress generates
depressive behaviors in adult offspring, which are related to a low extracellular
concentration and lower serotonin metabolism in the ventral hippocampus, as well

as hyperactivity and hiper-reactivity of the hypothalamic-pituitary adrenal axis.
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1 Introduccién

A través del tiempo, los organismos han desarrollado estrategias para sobrevivir en
el medio ambiente, a pesar de factores adversos como la falta de alimento y agua
o la presencia de diversos depredadores que ponen en peligro su vida. Como
consecuencia, la respuesta del estrés les ha permitido afrontar estos cambios y
sobrevivir. Actualmente los humanos estan expuestos a factores estresantes, como
la pérdida de un familiar, el desempleo, ambientes de abusos en el trabajo o0 en una
relacion sentimental que, si bien no amenazan la existencia, si pueden activar
mecanismos de supervivencia de manera cronica y causar problemas en el estado
de salud al presentarse enfermedades en la edad adulta (Johnson et al., 1992;

Charmandari et al., 2005; Nicolaides et al., 2015).

1.1 Estrés

El estrés es una respuesta fisioldégica en donde las condiciones medioambientales
exceden la capacidad natural reguladora de un organismo en situaciones que son
impredecibles e incontrolables (Koolhaas et al.,, 2011). Los organismos estan
expuestos a diferentes estimulos, denominados estresores, los cuales pueden ser
intrinsecos o extrinsecos, que alteran el equilibrio interno del organismo, estado

conocido como homeostasis (Cannon, 1929; Cooper, 2008).

La respuesta del estrés depende de la calidad del estresor, que puede ser fisico o
emocional, asi como de la intensidad y de la duracion; sobre esta ultima, existen
dos tipos: el agudo y el crénico (Johnson et al., 1992). Los estresores fisicos

incluyen cambios en el medio interno, como la anoxia y la hipoglucemia. Los



cambios en el medio externo pueden ser, por ejemplo, la variacion extrema de la
temperatura. Los estresores psicologicos, que tienen repercusion en las emociones
y desencadenan miedo, angustia o frustracion, son los activadores mas potentes
del eje hipotalamo hipofisis adrenal (Porter y Knight, 1972). La respuesta del estrés
es llevada a cabo por el sistema de estrés, el cual tiene componentes del sistema
nervioso central y componentes periféricos; sus componentes principales son el
Locus Coeruleus, el Sistema Nervioso Simpético, la Médula Adrenal y el eje
hipotalamo hipdfisis adrenal (HHA).

1.1.2 Sistema locus coeruleus-sistema nervioso simpatico-médula
adrenal

La activacion del sistema locus coeruleus-sistema nervioso simpético-médula
adrenal (LC-SNS) permite la liberacién de norepinefrina en una densa red de
terminales neuronales noradrenérgicas distribuidas por todo el cerebro, lo que
resulta en el incremento del estado de alerta y ansiedad. La adrenalina y la
noradrenalina también se liberan desde la médula adrenal hacia la circulacion
general (Figura 1). Es ampliamente aceptado que la activacion de este sistema se
asocia con ventajas adaptativas durante las situaciones de estrés (Johnson et al.,
1992). Este sistema responde rapidamente a diversos estresores y controla una
gran variedad de sistemas, como son el cardiovascular, el respiratorio, el

gastrointestinal, el renal, y el endocrino (Charmandari et al., 2005).
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Figura 1. Representacion esquematica del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y del
sistema locus coeruleus-sistema nervioso simpatico-médula adrenal. Estos dos
sistemas son los dos principales mecanismos de la respuesta de estrés. NE:
noradrenalina; CRH: hormona liberadora de corticotropina; LC: Locus coeruleus;
SS: sistema simpatico y simpatoadrenomedular (Modificado de Johnson et al.,
1992).

1.1.3 Eje hipotalamo hipofisis adrenal

El eje HHA es un regulador de la homeostasis en los animales. La respuesta del
estrés esta integrada por componentes conductuales, endocrinos y autonémicos,

los cuales se coordinan para neutralizar los efectos negativos de los estresores en



la homeostasis (Johnson et al., 1992). El eje HHA regula su actividad mediante la
liberacion de glucocorticoides (GC) de la glandula adrenal, y estos mismos finalizan
la actividad del eje adrenal mediante la interaccion con sus receptores a nivel del

hipocampo, la hipdfisis y en la glandula adrenal, (Figura 2).

Diversos estresores cronicos, como la inmersion en agua fria, la inmovilizacién y los
choques eléctricos, inducen la sintesis y secrecion de la Hormona Liberadora de
Corticotropina (CRH), péptido de 41 aminoacidos, asi como de la arginina
vasopresina (AVP), péptido de 9 aminoacidos con un puente de disulfuro entre dos
cisteinas (Holt y Haspel, 2010), desde un grupo de neuronas localizadas en el
nacleo paraventricular (PVN) del hipotalamo (Flier et al., 1995). La CRH se desplaza
por el sistema porta hipofisiario, llega a la adenohipodfisis y se une con sus
receptores, ubicados en la membrana de los corticotropos hipofisiarios, de esta
forma estimulan la sintesis y la liberacién de la hormona Adrenocorticotropica

(ACTH) hacia la circulacion sanguinea periférica.

La ACTH interactia con sus receptores que se encuentran en las células de la
corteza de la glandula adrenal, la cual en los mamiferos esta constituida por tres
zonas: la zona glomerulosa, que es la externa; la zona fasciculata, la intermedia; y
la zona reticularis, la interna. En la zona fasciculata se sintetizan los GC en
respuesta a la ACTH (Mitani, 2014). Los GC se liberan de la glandula adrenal hacia
la circulacién sanguinea, donde el 95% de cortisol circula unido a una alfa globulina
llamada transcortina o globulina fijadora de corticosteroides (CBG). La fraccién
unida al cortisol se considera fisiolégicamente inactiva. La pequefia fraccion libre de

cortisol en el plasma representa la fraccion activa de la hormona que ejerce



retroalimentacion negativa sobre la liberacion de la CRH hipotalamica y de la ACTH
hipofisiaria (Siiteri et al., 1982; Johnson et al., 1992). Los receptores para GC se

localizan en casi todos los tipos de tejidos y 6rganos (Kadmiel y Cidlowski, 2013).
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Figura 2. Eje hipotalamo hipofisis adrenal. La exposicion a estresores cronicos
activa algunas neuronas del nucleo paraventricular, promoviendo la liberacion de
CRH hacia el sistema porta-hipofisiario para llegar a los corticotropos en la
adenohipofisis. La CRH, promueve la sintesis y liberacion de la ACTH hacia el
torrente sanguineo. La union de la ACTH con sus receptores en las células
fasciculares de la corteza adrenal promueve la sintesis y liberacion de GC. Los GC
se unen con sus receptores MR y GR para detener la respuesta del eje adrenal
durante la respuesta de estrés (Modificado de Paul et al., 2015).



En el hipocampo se encuentran especificamente dos tipos de receptores: los
receptores para glucocorticoides (GR) y los receptores para mineralocorticoides
(MR). Los GC tienen un papel muy importante en la regulacion de la actividad basal
del eje HHA, asi como al término de la respuesta del estrés. Los GC interactdan con
sus receptores y actian al nivel de centros extra-hipotalamicos, en el hipotdlamo y
en la hipdfisis. La retroalimentacion negativa de los GC en la secrecion de la CRH
y de la ACTH limita la duracién de la exposicion del organismo a los GC; minimiza
los efectos negativos de estas hormonas sobre el metabolismo, la lipogénesis, la
reproduccion, asi como sus efectos inmunosupresores. Durante el estrés, la
interaccion de los GC con los MR cambia en menor medida, mientras que GR
cambia considerablemente (Johnson et al., 1992). Los MR tienen alta afinidad por
los GCy se activan con concentraciones bajas de GC sin |la presencia de estresores.
Mientras que los GR tienen menor afinidad por los GC, se activan después de la
exposicibn a estresores o0 durante los picos circadianos y ultradianos. La
retroalimentacion negativa en la secrecion de la CRH y ACTH es regulada mediante
los GR, reestableciéndose los niveles de GC a través de la inhibicion del eje HHA

(Groeneweg et al., 2011).

Los GC pueden atravesar la membrana celular y unirse a los GR y MR en el citosol.
Esto ocasiona cambios conformacionales que provoca que los receptores se
transloquen al nucleo y se unan al ADN, que activan o reprimen genes blancos
(Scheschowitsch et al., 2017). En su estado inactivo, los GR y MR se encuentran
predominantemente en el citosol, unidos a proteinas chaperonas, incluidas las de

choque térmico hsp90, hsp70, hsp23 y las inmunofilinas pertenecientes a la familia



de proteinas de union FK506, incluidas FKBP51 y FKBP52 (codificadas por los
genes fkbp5 y fkbp4, respectivamente (Echeverria et al., 2009; Riggs et al., 2003).
Las proteinas de choque térmico estan involucradas en el tréfico intracelular,
plegamiento y activacion de GR y MR (Pratt et al., 2004), mientras que FKBP51 y
FKBP52 regulan la afinidad de GR y MR por la corticosterona y la translocacion
nuclear (Kirschke et al.,, 2014; Vandevyver et al., 2012). Los cambios
conformacionales por la unién de la corticosterona a los MR y GR hacen que
FKBP51 se disocie y FKBP52 se una. Esto permite que los receptores se unan al
transportador nuclear dineina y se transloquen al ndcleo (Echeverria et al., 2009;
Riggs et al., 2003). Ademas de su papel en la translocacion de GR y MR, FKBP51
también participa en la regulacion de cinasas, incluidas AKT (cinasa serina/treonina)
(Fabian et al., 2013) y GSK3p (glucégeno sintasa cinasa 3) (Gassen et al., 2016),
ambas involucradas en la regulacién de la actividad de GR (Rogatsky et al., 1998;

Stechschulte et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos hipotéticos de la retroalimentacion negativa de los GC sobre
la actividad del eje HHA. El GR normalmente se localiza en el citosol con un conjunto
de proteinas chaperonas que incluyen FKBP51. El aumento de corticosterona
durante el estrés o en el pico circadiano induce el desprendimiento de GR de
FKBP51 y su union a FKBP52, lo que lleva a la translocacion nuclear de GR y la
unién al ADN. El GR expresado en la hipdfisis anterior y en el PVN regula la
retroalimentacion negativa de corticosterona al reducir la sintesis de POMC y CRH.
El tratamiento con FKBP51 facilitara la union de GR a FKBP52, por lo tanto, el efecto
genomico del GR y la inhibicion por retroalimentacion negativa. Esto finalmente dara
como resultado una disminucion de la secrecién de corticosterona y cambios en los
ritmos ultradianos (Modificado de Gjerstad et al., 2018).



Los mecanismos no gendmicos o respuesta rapida a los GC son mediados por
receptores membranales acoplados a proteina G y difieren entre las areas del
cerebro. En el PVN hay una supresion rapida de la transmision glutamatérgica (Hill
y Tasker, 2012). En el hipocampo, en la regién de CAl y en las neuronas del giro

dentado incrementa rapidamente la sefalizacion de glutamato (Karst et al., 2005).

Los efectos provocados por los GC en sus células blanco pueden ser mediados por
mecanismos gendmicos y no gendmicos. El mecanismo gendmico consiste en lo
siguiente: cuando los receptores se encuentran inactivos, estan unidos a proteinas
de choque térmico, como HSP90 y HSP70, y a las co-chaperonas, como FKBP5 y
BAGL1. Cuando los GC atraviesan la membrana celular y se unen a sus receptores
citosdlicos, las proteinas chaperonas se disocian, el receptor se dimeriza y se
transloca al nicleo, en donde se unen a elementos de respuesta para GC y permiten
el reclutamiento de factores de transcripcion y de la RNA polimerasa, asi da inicio
la transcripcion de genes especificos (Gray et al., 2017) (Figura 4). Algunos de los
genes que los GC regulan de manera positiva son GILZ (Cremallera de leucina
regulada por GC) y SGK1 (cinasa regulada por suero y GC 1) y de manera negativa,

la B-arrestina 2 (Kadmiel y Cidlowski, 2013).
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(GR)

Figura 4. Mecanismo gendmico de los glucocorticoides (GC). HSP: proteinas de
choque térmico; FKBP: inmunofilinas; p160: coactivadores del receptor nuclear 160;
SWI/SNF: Complejo regulador del nucleosoma de levaduras; DRIP/TRAP =
Proteinas que interactian con el receptor de la vitamina D / Complejo de proteinas
asociadas con los receptores de hormonas de la tiroides.; MAPK: cinasas de
proteina activada por mitégenos; cPLA2a: fosfolipasa citosdlica alfa A2; PI3K:
fosfatidilinositol 3 cinasa; eNOS: Oxido nitrico sintetasa endotelial; NO: 0xido nitrico
(Modificado de Nicolaides et al., 2015) .

1.4 Depresion

La depresion se define como un trastorno psiquiatrico que se caracteriza por la
combinacion de sintomas a nivel psicoldgico, fisiologico y conductual (Lolak et al.,
2014). Existen diversos tipos de depresién y para diagnosticar una depresion mayor

se deben presentar sintomas durante un periodo de dos semanas; por ejemplo,
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siempre esté presente el estado animico deprimido o la pérdida de interés y placer
en realizar actividades. De acuerdo con el Manual Diagnéstico y Estadistica de los
Trastornos Mentales 5 (DSM-5) (American Psychological Association (APA), 2013),
también se manifiestan la pérdida o ganancia de peso, insomnio o hipersomnia,
agitacion psicomotora o enlentecimiento, fatiga o pérdida de energia, sentimientos
de inutilidad, inapropiada o excesiva culpabilidad, disminucion en la capacidad para

pensar, falta de concentracion, indecision y pensamientos recurrentes de suicidio.

De acuerdo con el manual DSM5, los tipos de depresidon que se pueden presentar

en las diversas etapas de la vida son:

El trastorno de desregulacion disruptiva del estado de animo, describe a los
nifios con problemas graves conductuales y emocionales, cuya caracteristica
prominente es la irritabilidad no episddica o crénica.

e Trastorno depresivo persistente o distimia: es una forma de depresion
continua y de largo plazo (cronica).

e Trastorno disférico premenstrual, es una afeccién en la cual las mujeres
presentan sintomas graves de depresion, irritabilidad y tension antes de la
menstruacion.

e Depresion inducida por farmacos, se produce cuando los medicamentos

beta-bloqueadores se utilizan para tratar problemas cardiacos y la presion

arterial alta.

Se han desarrollado diversos modelos en roedores para medir las conductas tipo
depresivas y explicar los mecanismos conductuales, celulares y moleculares que

afectan a los humanos por esta enfermedad psiquiatrica (Harro, 2019). Por ejemplo,
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se realizan las siguientes mediciones, la anhedonia se evalia por medio de la
prueba de preferencia de sacarosa, ademas de la auto estimulacién craneal, el
monitoreo del peso corporal, la duracion de las fases de suefio y sus posibles
alteraciones, estas Ultimas mediante electroencefalogramas; la actividad
locomotora se mide con la prueba de campo abierto; la prueba de nado forzado
(FST) o la prueba de la suspension de la cola para observar la falta de energia en
el roedor; y, por ultimo, la prueba de laberinto acuatico de Morris para analizar las

deficiencias cognitivas (Czéh et al., 2016).
1.4.1 Hipotesis de la génesis de la depresion

Se han relacionado diversos neurotransmisores con la generacion de la depresion
mayor como la noradrenalina, el acido gama aminobutirico (GABA) y la 5-HT.
Existen diversos farmacos que modifican la concentracibn de estos
neurotransmisores en el sistema nervioso y contrarrestan los sintomas depresivos

en las personas.

1.4.2 Hipd6tesis noradrenérgica

Los niveles de noradrenalina y su metabolito el 3-metoxi-4-hidroxi-fenilglicol
(MHPG) disminuyen en pacientes con depresion; sin embargo, otros autores han
observado aumento del MHPG en el plasma y disminuye en la orina de pacientes
con depresion (Potter et al., 1993). Otros estudios indican aumento en el nUmero de
receptores a-2 (Meana et al., 1992) y B-adrenérgicos (Mann, 1999) en el hipotalamo

y la corteza prefrontal de tejido post mortem de victimas de suicidio que fueron
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diagnosticadas con depresion mayor. Asimismo, en modelos animales de
depresion, se encontré disminucion de las células del Locus Coeruleus. El
tratamiento con antagonistas para los receptores adrenérgicos a2 provoca un efecto
antidepresivo en roedores, que probablemente ocurre mediante el bloqueo de los
receptores adrenérgicos postsinapticos a2 (Yanpallewar et al., 2011). La
administracion de BRL44408, antagonista selectivo de los receptores alfa-2A, tiene
un efecto antidepresivo y disminuye el tiempo de inmovilidad en la FST (Dwyer et
al., 2010). A pesar de que se ha demostrado la efectividad de los farmacos
antidepresivos dirigidos al sistema noradrenérgico, el uso de farmacos

antidepresivos dirigidos al sistema serotoninérgico es mayor (Nelson, 1999).
1.4.3 Hipodtesis GABAérgica

Los hallazgos mas importantes que respaldan la hipétesis gabaérgica de la
depresion provienen de estudios clinicos que reportan niveles bajos de GABA en el
plasma (Petty y Sherman, 1984), en el liquido cefalorraquideo (Gerner y Hare, 1981)
y en el tejido cortical de pacientes con depresion (Honig et al., 1988); y que la
concentracion de GABA disminuye en las cortezas occipital, dorsomedial y
prefrontal (Frederick y Petty, 1995). Esta disminucion de niveles GABA sobresale
en pacientes con depresion resistentes a los tratamientos (Price et al., 2009). En
modelos animales de depresion se encuentra una disminucion en la cantidad de
receptores GABAs en la corteza prefrontal (Martin et al., 1989) y en la subunidad
GABAB1 (Mombereau et al., 2004). En contraste, la densidad de receptores GABAAa
se incrementa en el septum (Kram et al., 2000). El sistema GABAérgico contribuye

a la patogénesis de la depresion, sin embargo, no se sabe exactamente cémo
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participa este neurotransmisor en la generacion de la depresidbn mayor. La
disminucién de GABA en diversas areas cerebrales refleja, probablemente, la
disminucién en su sintesis y la disminucion de la actividad de la enzima la

descarboxilasa del 4cido glutdmico (GAD) (Sanacora y Saricicek, 2008).
1.4.4 Hipdtesis serotoninérgica

La hipétesis serotoninérgica de la depresion mayor propone que la disminucién de
la concentracion de 5-HT en el encéfalo tiene un papel muy importante en la
aparicion de esta enfermedad (Coppen, 1967). La mayoria de los farmacos para
tratar la depresion mayor se enfocan principalmente en el sistema serotoninérgico
(Artigas, 2013), su principal objetivo es incrementar los niveles de 5-HT mediante el
bloqueo del transportador de 5-HT. También existen los inhibidores selectivos de la
recaptura de 5-HT (SSRI), que son farmacos de ultima generacion que provocan

menos efectos secundarios en los pacientes (Serretti y Kato, 2008).

Sin embargo, la hipétesis serotoninérgica de la depresibn no cuenta con
fundamentos explicitos, debido a la poca claridad de los resultados obtenidos en
trabajos clinicos con pacientes y en animales de laboratorio. Algunos autores
proponen que solo se utiliza la hipotesis serotoninérgica como sustento para que
las grandes empresas farmacéuticas puedan vender farmacos como los SSRI
(Cowen, 2008). Hay evidencia en pacientes depresivos que muestran que hay una
disminucion en el transporte de 5-HT en las plaquetas (Coppen et al., 1978) y en los
bajos niveles plasmaticos del aminoacido triptéfano, que es el precursor para la

sintesis de 5-HT (Cowen et al., 1989). Trabajos mas recientes utilizan la técnica de
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tomografia de emision de positrones (PET) y de tomografia de emisién de foton

Unico (SPECT) para estudiar el cerebro humano.

En pacientes depresivos, la union del ligando [carbonyl-11C] WAY-100635 con los
receptores 5HT1A disminuye (Drevets et al.,, 2007). En cambio, en pacientes
depresivos con tratamiento farmacoldgico la union del ligando [11C] DASB con el
receptor 5SHT2A se incrementa, mientras que, en pacientes sin tratamiento
farmacoldgico, es decir, personas que se recuperaron de la depresion y personas
sanas, la capacidad de union del ligando [11C] DASB con el receptor no se modifica
(Bhagwagar et al., 2006). Como consecuencia, estos resultados no apoyan la
hipétesis donde se menciona que el déficit del transportador de 5-HT participa en la

generacion de la depresiéon mayor (Bhagwagar et al., 2007).

1.4.5 Modelos animales de depresién

Los modelos animales son instrumentos desarrollados para el estudio de
enfermedades como la depresion; no obstante, es dificil que un modelo animal
replique todos los sintomas de esta enfermedad. Estos modelos se han producido
para medir alteraciones fisioldgicas, endocrinas, neuroanatomicas y conductuales
(Deussing, 2006). Asi como la conducta anhedonica, la pérdida o ganancia de peso,
alteraciones en la locomocion, modificacion del ciclo suefio vigilia, déficit cognitivo
(problemas en el aprendizaje y la memoria), alteraciones en la conducta social, la
actividad del eje adrenal y alteraciones en estructuras cerebrales, como el

hipocampo (Czéh et al., 2016).
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Se pueden emplear tres criterios para aceptar que un modelo animal de depresion
es valido: (1) Los modelos animales deben parecerse a la condicion humana en
varios aspectos, incluyendo la similitud entre el fenotipo conductual y el perfil de
sintomas clinicos (validez de apariencia). (2) El modelo animal se basa en
mecanismos neurobioldgicos similares a los encontrados en pacientes depresivos
que son importantes en la etiologia y en su patogénesis (validez de construccion).
(3) Mejoramiento o atenuacion de los sintomas depresivos por tratamientos
clinicamente efectivos y a la inversa y la ausencia de cambios por tratamientos
ineficaces del trastorno humano (validez predictiva) (Czéh et al., 2016) (Hao et al.,

2019).
1.4.6 Animales anheddnicos y no anhedonicos

En modelos animales, se ha observado que las ratas que son sometidas a
estresores tienen una respuesta de estrés diferente en comparacion con ratas
control, esta respuesta se puede medir después de pruebas conductuales, como la
ingesta de sacarosa. Las ratas anheddnicas disminuyen el consumo de agua con
sacarosa, esto se asocia con la incapacidad de sentir placer. Mientras que las ratas
no anhedonicas, también denominadas resilientes, no modifican la ingesta de
sacarosa y su consumo es similar al de las ratas del grupo control. La separacion
del grupo de estrés en dos subgrupos permite observar con mas claridad los efectos

del estrés en los animales.

La anhedonia y la motivaciéon implican muchas regiones cerebrales, pero se
restringe principalmente a las regiones limbicas del cerebro y se asocia con una

actividad reducida en la via de recompensa mesolimbica, que son en especifico las
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proyecciones dopaminérgicas desde el Area Ventral Tegmental (VTA), en el
mesenceéfalo, hasta el Nucleo Accumbens (NAc), en el Estriado Ventral (Treadway
y Zald, 2011). Cuando las ratas son expuestas a estrés cronico leve, muestran
conducta anhedodnica y son menos sensibles a las recompensas naturales y a las
drogas, liberando menos dopamina en el NAc como respuesta a las recompensas

(Di Chiara et al., 1999).

La variabilidad en la respuesta de las ratas sometidas a estrés en la prueba de
sacarosa se debe al control del medio ambiente y su interaccion con la madre
durante el desarrollo. Las crias comparten el mismo espacio intrauterino, su posicion
en el utero tiene efectos significativos en el desarrollo del feto (Ryan y Vandenbergh,
2002), pues depende de la posicion intrauterina que las crias reciban mayor o menor
concentracion de hormonas y nutrientes de la circulacion sanguinea (Vom Saal y
Bronson, 1980). Por ejemplo, la concentracion de hormonas liberadas en la madre
durante el estrés prenatal en la circulacién sanguinea, como la corticosterona no es
la misma a la que los fetos estan expuestos y la menor exposicién podria influir en
el desarrollo de la conducta anheddnica después de la exposicion a estresores en

la vida adulta.

El desarrollo de pruebas conductuales en roedores como la FST, la ingesta de
sacarosa y la suspensién de la cola han permitido medir la conducta tipo depresiva
en ratas y ratones. El estrés por inmovilizacién durante toda la gestacion incrementa
el tiempo de inmovilidad en las crias macho en comparacién con las hembras
(Alonso et al., 1991). El aumento en el tiempo de inmovilidad en la FST se ha

replicado en otros trabajos, entre ellos, donde se utiliza el estrés por inmovilizacién
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desde el dia 14 de la gestacion hasta el nacimiento de las crias, asi se incrementa
el tiempo de inmovilidad en las ratas estresadas en comparacion con los animales
control (Morley-Fletcher et al., 2003). Posteriormente, se ha demostrado que la
exposicion al estrés solamente por inmovilizacion en el dia 21 de la gestacion
incrementa el tiempo de inmovilidad en las ratas estresadas prenatalmente (Bernal

et al., 2009).

A pesar de que la FST ha sido utilizada por muchos afios para verificar el
funcionamiento de farmacos antidepresivos y medir la conducta de inmovilidad
(Kara et al., 2018), ademas de analizar que el estrés prenatal aplicado en diferentes
etapas de la gestacion provoca la manifestacion de estas conductas tipo depresivas
en los animales, algunos autores proponen que la inmovilidad es solo una respuesta
adaptativa y que los roedores se mantienen inmoviles para conservar su energia y

sobrevivir mas tiempo (Molendijk y De Kloet, 2015).
1.5. Hipocampo

El hipocampo es una regién cerebral que forma parte de un grupo de estructuras
del sistema limbico llamada formacién hipocampal, la cual incluye al giro dentado,
el hipocampo, el subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y la corteza entorrinal

(Freemon, 1980) (Figura 5).
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Figura 5. Formacion hipocampal. Corte coronal del hipocampo ventral de rata, se
muestran las estructuras cerebrales sombreadas en diferentes colores que sefalan
a las estructuras que componen a la formacién hipocampal (Mofificado de Cappaert
et al., 2015).

El hipocampo esta formado principalmente por neuronas piramidales, distribuidas
en capas, la cuales se dividen en tres regiones: cuerno de Amén 1 (CA1), cuerno
de Amo6n 2 (CA2) y cuerno de Amon 3 (CA3); esta clasificacion se basa en el tamafio
y forma de las neuronas (Cappaert et al., 2015) (Figura 6). A su vez, el hipocampo
se divide en hipocampo ventral e hipocampo dorsal, el ventral tiene conexiones mas
densas con la amigdala y ndcleos autonémicos e hipotaldmicos en comparacion

con el dorsal.

20



¥/ Dendritas
R/ .
2 apicales

Soma

Dendritas

Capallylll  CapaV CA3 CAl Subiculum

Figura 6. Estructura de las neuronas piramidales. La capa V de las neuronas
piramidales tiene dendritas apicales mas largas que la capa Il y Ill en la corteza
entorrinal. Las ramificaciones de las dendritas apicales las neuronas piramidales de
CA3 estan mas cercanas al soma en comparacion con las neuronas piramidales de
CA1 en el hipocampo (Modificado de Spruston, 2008).

El hipocampo ventral envia proyecciones hacia los nucleos medial, intercalado y
basomedial de la amigdala y al area de transicion entre el hipocampo y la amigdala;
en cambio, el hipocampo dorsal distribuye sus eferencias en las regiones laterales
de la amigdala. Las proyecciones de las areas cinguladas (la corteza infralimbicas
y prelimbica), involucradas en la regulacidbn de las emociones, alcanzan el
hipocampo ventral a través de la entrada a las regiones ventromediales de la corteza
entorrinal; mientras que la corteza cingulada anterior y el area retroesplenial,
involucradas en el procesamiento espacial, se proyectan principalmente al
hipocampo dorsal a través de la region lateral y dorsal de la corteza entorrinal
(Figura 7). Las proyecciones del hipocampo hacia la corteza entorrinal se originan
en la region CALl y en el subiculum, y de esta forma muestran una organizacion
similar a las entradas entre la corteza entorrinal y el hipocampo (Cappaert et al.,

2015).

21



A36

Figura 7. Seccion horizontal adyacente del hipocampo. Se muestran las estructuras
cerebrales de la formacién hipocampal. Giro dentado GD, Cuerno de Amoén CA,
Subiculum Sub, presubiculum PrS, parasubiculum PaS, corteza entorrinal medial
MEC y corteza entorrinal lateral LEC (Modificado de Cappaert et al., 2015).

1.5.1 Participacion del hipocampo ventral en la depresion

Se ha sugerido que el hipocampo no actia como una estructura unitaria, ya que en
trabajos previos se observa que la entrada y salida de conexiones del hipocampo
dorsal y ventral son distintos (Grigoryan y Segal, 2016) (Figura 8). La memoria

espacial parece depender del hipocampo dorsal (Hock y Bunsey, 1998; Pittenger et
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al., 2002). En cambio, las lesiones en el hipocampo ventral alteran la respuesta de

estrés y el comportamiento emocional (Henke, 1990; Kjelstrup et al., 2002).
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Figura 8. El hipocampo dorsal y ventral tienen diferentes conexiones con estructuras
cerebrales corticales y subcorticales, pero en la region intermedia del hipocampo
comparten ciertas conexiones. El hipocampo ventral tiene conexiones mas densas
con la amigdala, el hipotdlamo y nicleos autonémicos en comparacion con el
hipocampo dorsal. Hipocampo ventral HV, hipocampo dorsal HD (Modificado de
Grigoryan y Segal, 2016).

23



1.6 Neurotransmisores involucrados en la depresion

En la depresion mayor participan numerosos neurotransmisores como la 5-HT, la
noradrenalina, la dopamina, el GABA, el glutamato y la acetilcolina. En la depresion
mayor la actividad de las neuronas serotoninérgicas y noradrenérgicas en el tallo
cerebral estd disminuida; en el nucleo del rafé dorsal, la tasa de disparo de las
neuronas serotoninérgicas se reduce (Kinney et al.,, 1997) (Werner y Covenas,
2011); también baja la tasa de disparo de la noradrenalina en el tallo cerebral y la
activacion de los receptores alfa 1 adrenérgicos (Nutt et al., 2007). En el caso de la
dopamina, hay una concentracion minima en el sistema extrapiramidal y en el
hipocampo, esta descompensacion es regulada por los receptores dopaminérgicos

D2 (Nutt et al., 2007).

La participacion de la acetilcolina es importante en la depresion, ya que incrementa
la liberacion de 5-HT mediante la activacion de los receptores colinérgicos. Este
efecto es observado en el hipocampo dorsal y en la corteza prefrontal medial. En
este sentido, la activacion de los receptores colinérgicos alfa 7 pueden tener un
efecto antidepresivo (Kornum et al., 2006). El neurotransmisor GABA tiene también
participacion en la depresion a través de los receptores GABAa y GABAs. En el
nacleo dorsal del rafe, las neuronas GABAEérgicas pueden ejercer inhibicion de las

neuronas noradrenérgicas a través de los receptores GABAB.

El glutamato es un neurotransmisor excitatorio y parcialmente presenta actividad

presinaptica inhibitoria y ejerce su efecto mediante los receptores ionotropicos
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(NMDA) vy los receptores metabotrépicos glutaminérgicos. En la depresion mayor
hay disminucion o incremento del glutamato que se encuentra en ciertas regiones
cerebrales. Los antagonistas para NMDA incrementan los niveles de 5-HT (Palucha,

2006) (Sanacora et al., 2007).

1.7 Serotonina (5-HT)

La 5-HT es una monoamina o indolamina compuesta por un anillo indol, sustituido
en el carbono tres por una cadena de dos carbonos con un grupo amino (Nichols y
Nichols, 2008). Se localiza en el sistema nervioso central, en el tracto

gastrointestinal y en las plaquetas (Muck-Seler y Pivac, 2011).

En el cerebro hay diversos nucleos formados por somas de neuronas
serotoninérgicas localizados en el tallo cerebral cerca de la linea media y pueden
dividirse en nucleos superiores e inferiores dependiendo de su ubicacién. El grupo
superior consiste en cuatro nucleos: el nucleo caudado linear B8, los nucleos del
rafe medial B8 y B5, las neuronas laterales que se localizan en posicion dorsal a la
estructura Lemniscus Medialis B9, los nucleos del rafe dorsal B7 y B6. El grupo
inferior consiste en cinco nucleos: el Nucleo del Rafe oscuro B2, el Nucleo del Rafe
palido B1 y B4, el Nucleo del Rafe magno B3, las neuronas en la médula
ventrolateral y el Nucleo reticular intermedio B1 y B3 (Jacobs y Azmitia, 1992)

(Figura 9).
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Figura 9. Representacion de la localizacion de los nacleos serotoninérgicos del rafe.
Se muestra un esquema de cerebro de rata en una seccién sagital y las principales
proyecciones de los nucleos del rafe hacia otras estructuras cerebrales (Modificado
de Brady et al., 2012).

La taza de sintesis de la 5-HT en el cerebro esta vinculada a la concentracién del
aminoacido precursor de la 5-HT el L-triptéfano, en las neuronas (Fernstrom, 1983).
La sintesis de 5-HT se lleva a cabo en los somas neuronales, después es
empaquetada en el Aparato de Golgi y transportada por el axén hacia la terminal
axonica, donde es almacenada y liberada en la hendidura sinaptica en respuesta a
la propagacion del potencial de accion y despolarizacion de la terminal axénica; una
vez liberada, se une con sus receptores en la membrana de la neurona

postsinaptica.
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La primera enzima en participar en la sintesis de 5-HT es la Triptéfano Hidroxilasa
2 (TPH2); esta enzima cataliza la reaccion de hidroxilacion y forma al 5-
hidroxitriptéfano. La enzima TPH2 se considera la enzima limitante en la sintesis de
5-HT. Después, la enzima Tripto6fano Descarboxilasa elimina un grupo carboxilo
para sintetizar la 5-HT; inmediatamente se empaqueta en el transportador vesicular
de monoaminas (VMAT2), el cual es movilizado mediante transporte axonal hacia

la terminal axdénica.

La liberacién de la 5-HT requiere la fusion de la membrana de la vesicula sinaptica
con la membrana de la neurona presinaptica, para permitir la liberacion de la 5-HT
hacia la hendidura sinaptica. La 5-HT interactlia con sus receptores, localizados
tanto en la neurona presinaptica como en la postsinaptica. Los mecanismos de
inactivacion de la 5-HT son la recaptura hacia la neurona presinaptica mediante el
transportador de 5-HT, transportados por el transportador vesicular de monoaminas
(VMAT2), para ser reutilizados o bien metabolizados por la monoamina oxidasa A
(MAOA), que se encuentran en la membrana interna de la mitocondria de la neurona

presinaptica.

27



2 Antecedentes

Durante el embarazo se pueden presentar situaciones estresantes tanto para la
madre como para el feto, como enfermedades cronicas o problemas familiares.
Estos estresores pueden ocasionar abortos espontaneos, malformaciones en el feto
y preclamsia en las mujeres, por lo que el recién nacido puede presentar bajo peso
(Mulder et al., 2002). EI estrés prenatal afecta al sistema nervioso del feto, esto
ocasiona que en la amigdala se incrementen el nimero de receptores para CRH
(Ward et al., 2000), como consecuencia, se expande el nlcleo lateral, en el que se
procesa el miedo (Salm et al., 2004). En la corteza prefrontal ocasiona disminucion
en el tamafo y la complejidad de las dendritas apicales (Murmu et al., 2006); en el
hipocampo de los primates disminuye la neurogénesis (Coe et al., 2003), la
proliferacion de células en el giro dentado y la densidad de espinas dendriticas y
sinapsis en células piramidales en la region de CA3 (Lemaire et al., 2000). Lo
anterior se ha relacionado con la generacién de enfermedades psiquiatricas como
la ansiedad, la esquizofrenia, y la depresion en la edad adulta (Watson et al., 1999).
La utilizacion de modelos experimentales en roedores sometidos a estrés prenatal
permite obtener informacion acerca de los efectos del estrés prenatal en el sistema

nervioso y en el eje adrenal de la descendencia.

2.1 Estrés prenatal y el Eje HHA

El desarrollo del eje adrenal es diferente entre las especies. La hipodtesis de la

programacion fetal fue descrita por primera vez hace tres décadas (Barker et al.,
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1989) y sugiere que el medio ambiente intrauterino puede alterar permanentemente
la estructura de los 6rganos y su funcién durante periodos criticos de la
organogenesis y el crecimiento de los tejidos (Charil et al., 2010). En especies como
las ratas, los ratones y los conejos la maduracion neuroendocrina ocurre en la etapa
postnatal (Kapoor et al., 2006). En el dia 13 de la gestacion de una rata, las
glandulas adrenales de los fetos sintetizan y secretan corticosterona; del dia 16 al
dia 19 de la gestacion, los niveles de corticosterona en el plasma se incrementan y
disminuyen progresivamente. En la rata el RNA mensajero (RNAm) de los GR es
detectado en el hipocampo, en el hipotalamo y en la hipdfisis en el dia 13 de la
gestacion (Cintra et al., 1993). En el caso de los MR el RNAm aparece en el dia 16

de la gestacion (Diaz et al., 1998).

Existe una conexién muy importante entre la placenta y el desarrollo fetal cerebral,
ya que el estrés materno cambia la funcion de la placenta y esto tiene efectos
negativos durante la gestacién en el desarrollo fetal (Uno et al., 1994). En la
gestaciéon de humanos, el estrés prenatal activa el eje adrenal de la madre y se
incrementa la produccion y liberacion de la CRH de la placenta. En modelos
animales, la aplicacion de diversos estresores de forma crénica como choques
eléctricos, inmovilizacidn y estrés por inmersion en agua fria, estimula el eje adrenal
de la madre gestante. La estimulacién crénica del eje adrenal ocasiona el
incremento de los niveles de corticosterona en la circulacion sanguinea de la madre

(Guerrero et al., 2016).

En la placenta, la CRH se incrementa por los GC, en contraste con la produccién de

la CRH en el hipotalamo, la cual es suprimida por el cortisol y los niveles de CRH

29



se elevan en el plasma fetal debido al estrés prenatal. La CRH placentaria interactta
con el cerebro fetal y puede influenciar al hipocampo fetal (Kastin y Akerstrom,
2002). Los niveles de GC maternos se incrementan y su interaccion con la placenta
y el feto aumenta (Mairesse et al., 2007). Debido a su estructura quimica y
naturaleza lipofilica, los GC pueden atravesar la membrana de fosfolipidos de la
célula y la barrera placentaria (Kino y Chrousos, 2004). La enzima 11B-hidroxilasa-
2 es la enzima placentaria encargada de metabolizar a la corticosterona activa y
evita que incremente su concentracion en el feto. Sin embargo, la exposicion a
estresores y la activacion del eje HHA disminuye la expresion de la enzima 11pB-
hidroxilasa-2 y facilita el incremento e interaccion de la corticosterona con el feto

(Mairesse et al., 2007).

El patron de los niveles de la ACTH es paralelo a la corticosterona, esto indica que
la hiperactividad durante la dltima etapa de la gestaciéon es regulada por un
incremento en la secrecion de la ACTH en los corticotropos. En la adenohipdfisis, el
RNA mensajero de la proopiomelanocortina es detectado en el dia 15 de la
gestacion, se incrementa entre el dia 17 y 21; mientras que el contenido de ACTH
en la glandula adrenal aumenta entre el dia 17 y 19 y disminuye el dia 20. La CRH
y la arginina vasopresina estimulan la liberacion de ACTH de la glandula hipofisis
en los dias 17, 19 y 21. La CRH se puede detectar en los fetos en el dia 17 de la
gestacion en el area que probablemente sera el nucleo paraventricular. Desde ese
dia, el RNA mensajero de CRH se incrementa progresivamente hasta el dia 15 de
la etapa postnatal, pero ademas es detectable desde el dia 18 de la gestaciéon y se

incrementa a partir de ese momento (Baram y Lerner, 1991).
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El estrés aplicado a las madres durante la gestacion afecta a diversos componentes
del eje HHA de las crias después de nacimiento. La aplicacidon de estresores durante
la gestacion disminuye los GR y MR en el hipocampo en el dia 21 y 90 de la etapa
postnatal (Henry et al., 1994). El estrés prenatal provoca cambios en la secrecion
de corticosterona regulada por ritmos circadianos e incrementa la concentracion de
esta misma hormona en la fase de luz en machos y hembras (Koehl et al., 1999),
ademas de modificar la funcién del eje adrenal a largo plazo. Las crias nacidas de
madres estresadas secretan mas corticosterona, en comparacion con las crias de
madres no estresadas, a los 4, 16 y 24 meses de la etapa postnatal. Los niveles de
corticosterona basales son mas elevados en las ratas estresadas prenatalmente a
los 16 meses en comparacién con las no estresadas (Vallée et al., 1999). El estrés
prenatal también causa incremento del RNA mensajero para CRH en las hembras
y eleva la concentracién de ACTH en los machos en el dia 90 de vida posnatal

(McCormick et al., 1995).
2.2 Ontogenia del hipocampo

En los embriones de las ratas, el neuroepitelio, que constituye al primordio
hipocampal, tiene tres componentes. De uno de estos se desarrollan las células
piramidales del cuerno de Ammoén, las células granulares en el giro dentado y la
glia, ubicada en la fimbria (red de neuronas que se localizan en el hipocampo)
(Bayer y Altman, 1974). El lugar putativo de la fuente de células piramidales del
Cuerno de Ammén se detecta el dia 14 de la gestacion y se considera el
neuroepitelio hipocampal. En el dia 20 las neuronas piramidales son generadas y

partir de ese momento se considera como hipocampo. Desde el dia 19 de la
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gestacion hasta el nacimiento, las células proliferativas migran al giro dentado,
siguen una via curva entre la fimbria y rodean el borde del Cuerno de Ammon
(Bayer, 1980). La matriz secundaria produce neuronas granulares maduras que
forman el borde superficial de la capa granular; también produce la matriz germinal
dentada terciaria que se dispersa a través del hilus del giro dentado durante el
periodo perinatal. Entre el dia 20 y 30 postnatal, la matriz terciaria desaparece del
hilus, pero permanece un remanente (Bayer et al., 1993).

2.3 Glucocorticoides (GC) y su efecto en la neurogénesis en el
hipocampo.

La concentracion elevada de GC afecta a la neurogénesis, proceso por el cual
nuevas neuronas son generadas e integradas en el sistema nervioso central (Akins
y Garcia, 2016). El estrés disminuye la proliferaciéon de células progenitoras en el
giro dentado del hipocampo, este proceso es general y no depende de la especie,
del tipo de estresor o la etapa de la vida (Mirescu y Gould, 2006). En el hipocampo
se localizan los GR y MR y se activan de acuerdo con la concentracion de GC. En
el primer caso, la activacion de GR se lleva a cabo a través de las altas
concentraciones de cortisol, la disminucion de la proliferacion de células
progenitoras y la diferenciacion neural sin afectar la diferenciacion de la astroglia.
Por el contrario, en el segundo caso, a través de los MR se presenta una baja
concentracion de cortisol, se promueve la proliferacion de células progenitoras en

el hipocampo y la diferenciacion de neuronas en astroglia (Anacker et al., 2013).

Resultan poco conocidos los efectos de los GC que se regulan a través de los MR

y GR por la via no gendémica y el impacto en las células progenitoras. La activacion
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del GR en un cultivo de células progenitoras estimula a ERK1/2 (proteinas cinasas
1 y 2 reguladas por sefales extracelulares) después del tratamiento con
dexametasona y promueve la fosforilacion de la conexina 43 (proteinas integrales
de la membrana que forman hexameros llamados conexomas) para disminuir la

comunicacion intercelular (Samarasinghe et al., 2011).
2.4 Serotoninay estrés prenatal

El estrés prenatal disminuye los niveles de 5-HT en todo el cerebro en el dia 56
postnatal (Plaut et al., 1972), la unién de [3H] 5HT en el hipocampo y la sintesis de
5-HT en el dia 60 postnatal (Peters, 1986). La aplicacion de estresores en hembras
gestantes, a partir del dia 15 hasta el 21 de la gestacion, disminuye el contenido de
5-HT y aumentan su metabolito, asi como la tasa metabdlica en el hipocampo de
las crias en el dia 35 posnatal (Hayashi et al., 1998). Ademas, en el dia 21 posnatal,
se incrementa la concentracidén del metabolito de la 5-HT y su tasa metabdlica en el
hipocampo (Ishiwata et al., 2005), lo que causa un fenotipo tipo-depresivo (Mueller
y Bale, 2008). Otros estudios, sin embargo, no reportan diferencias en el contenido
de 5-HT en el destete (Gemmel et al., 2016) o en la edad adulta (Ishiwata et al.,
2005; Van den Hove et al., 2014) El estrés prenatal también causa aumento en el
transportador de 5-HT (Bielas et al., 2014), disminuye la unién de la 5-HT con el
receptor 5-HT1A (Van den Hove et al., 2006), asi como la expresion de este ultimo
(Huang et al., 2012) en el hipocampo ventral de la descendencia masculina y
femenina en el dia 28 posnatal. Ademas, la inmunorreactividad de la enzima
triptéfano hidroxilasa en el nucleo del rafe se incrementa (Miyagawa et al., 2011,

Van den Hove et al., 2014).
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2.5 Conducta depresivay estrés prenatal

El estrés prenatal durante la gestacion tiene efectos negativos en las ratas adultas
y marca la tendencia a desarrollar conductas depresivas en diferentes etapas de la
vida. La conducta anhedodnica de las ratas se mide por medio de la prueba de
ingesta de sacarosa, esto permite observar la conducta tipo depresiva causada por
estresores como la inmovilizacién y la exposicion a luz muy brillante. Se ha
reportado que en las ratas hembra el consumo de sacarosa disminuye (Behan et
al., 2011); sin embargo, en la mayoria de los trabajos, se utilizan solo a los machos
en los cuales se observa que el consumo de sacarosa también disminuye (Basta-
Kaim et al., 2014; Glombik et al., 2015; Slusarczyk et al., 2015). En asociacién con
la disminucién en el contenido de 5-HT en el hipocampo, el estrés prenatal causa
conductas tipo ansiosas Y tipo depresivas en las hembras y los machos (Soares-
Cunha et al.,, 2018). Asimismo, las ratas estresadas prenatalmente presentan
disminucién en el consumo de sacarosa como conducta anheddnica (Basta-Kaim et
al., 2014; Glombik et al., 2015; Slusarczyk et al., 2015), ademas de la conducta de
desesperanza aprendida, con mayor tiempo de inmovilidad en la FST (Alonso et al.,
1991; Morley-Fletcher et al., 2004; Soares-Cunha et al., 2018). Sin embargo, no es
claro si estas conductas estan relacionadas con cambios en el contenido y/o la

liberacion de 5-HT en el hipocampo ventral de los animales estresados.
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2 Planteamiento del problema

Los estresores aplicados durante la gestacion tienen efectos negativos en las crias
parecen alterar la funcion del sistema nervioso y favorecer el desarrollo de
enfermedades psiquiatricas, pues afectan la funcidn de estructuras cerebrales como
el hipocampo y el sistema serotoninérgico, esto se relaciona directamente con
enfermedades como la depresidn y las conductas tipo depresivas en la edad adulta.
A pesar de que se han estudiado los efectos negativos del estrés sobre esta
estructura, la pérdida de neuronas en la region de CA1 Y CAS3, la disminucion el
tamafio de las dendritas, la densidad de receptores serotoninérgicos y el contenido
de 5-HT, se desconoce el efecto que provoca el estrés prenatal en la concentracion
extracelular de 5-HT después de la prueba la ingesta de sacarosay de la FST en el

hipocampo ventral y su relacién con las conductas tipo depresivas.
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3 Justificacion

El estrés prenatal interfiere con el desarrollo del cerebro fetal, ocasionando menor
tamafo del hipocampo, la disminucion en la densidad de las dendritas de las
neuronas piramidales y del contenido de neurotransmisores como la 5-HT. Por esto,
es importante evaluar como el estrés prenatal afecta las aferencias serotoninérgicas
presentes en el hipocampo ventral y si tienen relacion con las conductas tipo
depresivas. Si bien se sabe que el contenido de 5-HT se modifica en el hipocampo
por efecto del estrés prenatal, la técnica de microdialisis puede proporcionar
informacion mas exacta sobre como se afecta la liberacion de 5-HT en el hipocampo

ventral en la relacion con las conductas tipo depresivas.

4 Pregunta de investigacion

¢,De qué manera el estrés prenatal afecta al sistema serotoninérgico a nivel de la
liberacion de 5-HT, asi como su transportador en el hipocampo ventral en relacion

con las conductas tipo depresivas?
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5 Hipotesis

Las conductas tipo depresivas, generadas por el estrés prenatal, estan
relacionadas con la disminuciéon en la concentracion extracelular de 5-HT en el

hipocampo ventral de la descendencia masculina.

6 Objetivo General

Determinar los efectos causados por el estrés prenatal en la liberacion de 5-HT y su
metabolismo en el hipocampo ventral, ademas de la relacion con conductas tipo

depresivas en la edad adulta.

7 Objetivos Particulares

. Evaluar las conductas tipo depresivas en la descendencia adulta estresada

prenatalmente.

. Determinar la concentracion extracelular de 5-HT en el hipocampo ventral

de las ratas estresadas prenatalmente y su relacién con conductas tipo

depresivas.
. Evaluar los cambios en el transportador de 5-HT.
. Evaluar la actividad y reactividad del eje adrenal y su correlacion con la

concentracion extracelular de 5-HT y las conductas tipo depresivas en los machos

estresadas prenatalmente.
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8 Materiales y métodos
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8.1. Declaracion ética

El manejo de los animales y los experimentos se apegaron a las normas oficiales
mexicanas (NOM-062-Z0O0-1999), asi como a la reglamentacion de animales
domésticos y de laboratorio, publicado en los lineamientos para la conduccion ética
de la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y

de la Salud (mayo, 2010).

8.2. Animales

Se utilizaron (n = 20) ratas de la cepa Wistar con un peso de 250 gramos, de dos
meses y medio de edad, proporcionadas por el bioterio de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones
estandar de laboratorio bajo un ciclo invertido de luz/oscuridad, temperatura de 23°
C % 1, con alimento y agua a libre demanda. Se permitié la cépula entre hembras
(n = 12) machos (n = 12) y se consider6 ese dia como el dia cero de la gestacion.
Las ratas control (n = 12) se colocaron en cajas de acrilico individuales, donde se
llevé a cabo todo el proceso de gestacion. Las ratas del grupo de estrés (n = 12)

fueron sometidas a estrés por inmersion en agua fria.
8.2.2 Estrés prenatal

Durante la ultima semana de gestacion (dia 15 al 21) las hembras gestantes del
grupo de estrés se colocaron individualmente en un tanque de agua a una

temperatura de 15° C, a una altura de 15 cm, en donde las ratas permanecieron
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durante periodos de 15 minutos, dos veces al dia (9:00 am y 3:00 pm) (Figura 10).
Las hembras del grupo control se mantuvieron en sus cajas con cuidados rutinarios
de bioterio. Después del nacimiento, las crias de cada grupo experimental fueron
sexadas, pesadas y se homogenizaron las camadas de cada grupo. Las crias fueron
destetadas en el dia 22 postnatal. Los machos fueron separados de las hembras y
sélo se utilizaron a los machos para llevar a cabo las pruebas experimentales de

este trabajo.

— 15cm

Figura 10. Estrés por inmersién en agua fria. Las ratas se introdujeron a las jaulas
de acrilico y permanecieron en el agua (15 °C) por un periodo de 15 minutos, dos
veces al dia.

8.2.3 Consumo de sacarosa

Las ratas macho de dos meses, tanto del grupo control como del de estrés prenatal,
se sometieron a la prueba de sacarosa para evaluar la conducta anheddnica en las

ratas. A las ratas se les colocé un bebedero con una solucion de sacarosa al 3%.
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En diferentes trabajos el porcentaje concentracién de sacarosa cambia 1% (Muscat
y Willner, 1992), 2% (Amchova et al., 2014), 2.5% (Tang et al., 2013), 3% (Kalueff
et al., 2006), 4% (Barr y Phillips, 1999) y 7% (Vollmayr et al., 2004). En este trabajo
se utilizé una concentracion de 3%, la solucién de sacarosa se preparé un dia antes,
se almacen6 en el mismo cuarto donde la prueba de sacarosa se llevo a cabo, para
equilibrar la temperatura de los bebederos y evitar fuga de liquido, debido al cambio
de temperatura y presion interna de los bebederos, cuando el liquido es més frio
que el aire del cuarto en donde se hace la prueba. Primero, las ratas tuvieron acceso
a los bebederos que contenian sacarosa al 3% por un tiempo de 2 dias continuos,
en lugar de agua. En los siguientes 3 dias, se realizaron pruebas de 1h; las ratas
tuvieron acceso a dos bebederos, uno con agua y el otro con sacarosa al 3%. Los
bebederos se intercambiaron a los 30 min, para evitar la preferencia de lugar. Antes
del ultimo dia de la prueba de ingesta de sacarosa, las ratas fueron privadas de
agua y alimento por 21 h. En el sexto dia, al inicio de la fase oscura, las ratas
tuvieron acceso a ambos bebederos con 50 mL de cada liquido (Figura 11). Se
evalu6 el consumo de cada uno en mL y se expresé en porcentaje (Tang et al.,
2013). De acuerdo con el consumo de sacarosa, las ratas se clasificaron en
anhedonicas (aquellas que consumieron menos de 32 mL, < 65%) y en no
anhedonicas (aquellas que consumieron la solucion de sacarosa en una proporcion
similar al consumo en las ratas control, mas de 32 mL (265%), como ha sido definido
previamente por varios autores (Bergstrom et al., 2007; Strekalova et al., 2011).
Después de la prueba de sacarosa, los machos fueron eutanizados por
decapitacion, se obtuvo el hipocampo ventral, se pesé y se almaceno a -80°C, hasta

la evaluacion del contenido o liberacién de 5-HT y de su metabolito, el acido 5-
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hidroxiindolacético, por cromatografia de liquidos con deteccion electroquimica

(HPLC-ED).

Consumo de sacarosa

5 3%
oy

al

St

Agug /\ /\

Figura 11. Representacion esquematica de la prueba de ingesta de sacarosa. Las
ratas tuvieron acceso a dos cilindros de agua de 50 ml, uno con sacarosa al 3%,
después de media hora se cambio el cilindro de posicion en la jaula y evitar la
preferencia por un solo lugar.

8.2.4 Prueba de nado forzado (FST)

En otros machos de 2.5 meses de edad, control (n=15) y estresados prenatalmente
(n=15), se efectud la FST (Porsolt et al., 1977) después de la prueba de consumo
de sacarosa. Las pruebas se realizaron durante la etapa oscura del ciclo de
luz/oscuridad. Las ratas se colocaron de manera individual en un cilindro acrilico de
60 cm de alto por 30 cm de diametro lleno con agua a una altura de 25 cm. a una
temperatura de 25+1 °C, (Sunal et al., 1994) (Figura 12). Se realizdé una primera

sesion de 15 minutos, al dia siguiente se hizo una sesion experimental de 5 min.
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Una vez dentro del cilindro se cuantificé la inmovilidad (considerada cuando la rata
flota pasivamente de manera horizontal en el agua y s6lo hace los movimientos
necesarios para mantener la cabeza por arriba del agua), el tiempo que pasaron
nadando y el escalamiento. La conducta de la rata se grabd durante las pruebas
con una cdmara de video para su posterior analisis. Después de la prueba, las ratas
fueron sacrificadas por decapitacion para obtener muestras de sangre, se
disecciond el hipocampo ventral para evaluar el contenido de 5-HT. También se

colect6 sangre del tronco para la evaluacion de corticosterona.

Figura 12. Prueba de nado forzado (FST). Se colocan a las ratas en un cilindro lleno
con agua a 25° C. Se lleva a cabo una pre-prueba de 15 minutos, al otro dia se lleva
a cabo la prueba de 5 minutos en donde se cuantifica el tiempo de inmovilidad, nado
y escalamiento.
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8.2.5 Contenido de 5-HT

Al final de la prueba de 5 minutos de FST las ratas fueron sacrificadas, se removio
el hipocampo ventral y se almaceno a una temperatura de -80°C. Posteriormente
las muestras se descongelaron, se agregaron 300 puL de acido perclorico y se
homogenizo el tejido, se colocd en todo momento en hielo y se mantuvo cubierto,
después se centrifugaron por 15 minutos a una temperatura de 4°C a 8000
revoluciones por minuto. El sobrenadante se filtré con una membrana de 0.45 pL
(Sigma) y se inyectaron 10 pL de la muestra filtrada al sistema cromatografico

(HPLC) para la cuantificacion de 5-HT y de su metabolito.

8.2.6 Microdialisis

Se utilizaron ratas del grupo control (n =10), anhedédnicas (n = 10) y no anheddnicas
(n = 5) con un peso inicial de aproximadamente 250 a 350 g. de acuerdo con el
manual de coordenadas estereotaxicas (Paxinos et al., 1980) del cerebro de rata es
el peso ideal para evitar errores de colocacion de la canula guia. Se anestesi6 a la
rata con ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilazina (20 mg/kg, i.m.). Se utilizé un aparato
estereotaxico para fijar a la rata, se utilizaron las coordenadas con respecto a la
sutura craneal bregma: anteroposterior -5.3 mm, lateral -5.2mm y profundidad de -
7.5 mm (Paxinos et al., 1980). Se coloc6 la canula guia y tornillos, los cuales se
fijaron con acrilico dental. Después de 7 dias de recuperacion se inicid la
microdialisis, (Figura 13). Se introdujo una canula de microdialisis la cual sobresale

3 mm por debajo de la canula guia y se orient6 hacia el hipocampo ventral, después
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se fij6 la canula al craneo con acrilico dental. La parte activa de la canula de
microdialisis (3mm) consistié en una membrana de poliacrilonitrilo cuyo tamafio de
poro es de 40,000 D. Esta membrana permiti6 la difusién de los compuestos a través
de ella por medio de la difusion pasiva, lo cual hace posible la recuperacion del
contenido intracelular y estimar con exactitud la liberacion de neurotransmisores y
la concentracion de sus metabolitos. Una vez que se introdujo la cénula de
microdialisis en la canula guia se dej6 un periodo de dos horas para permitir la
estabilizacion de ambiente celular en el hipocampo ventral. Se tomaron 2 muestras
cada hora (10 pL cada muestra) y se inyectaron al sistema cromatogréafico (HPLC-
ED). En otro grupo de ratas control (n=10) y de estrés prenatal (n=15), se sometieron
a la prueba de ingesta de sacarosa y se clasificaron en ratas anheddnicas y no
anhedodnicas. Posteriormente a las ratas de ambos grupos de les colocé canulas
dirigidas hacia el hipocampo ventral para posteriormente llevar a cabo la
microdialisis. Después de un periodo de 10 dias de recuperacion, las ratas de los
dos grupos se sometieron a una sesion FST de 15 minutos. Al dia siguiente se hizo
una sesién de FST de 5 minutos, se colocdé una canula de microdialisis
sobresaliendo 3 mm de la canula guia en el hipocampo ventral y fue asegurada con
acrilico dental, se tomaron dos muestras cada hora. Después de la sesion de 5
minutos de FST, dos muestras fueron colectadas cada hora y 10 pyL de cada

muestra fue inyectado en el sistema de cromatografia.
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Figura 13. Microdialisis. Las ratas se anestesiaron y se fijaron en el aparto
estereotaxico siguiendo las coordenadas del manual de Paxinos (A). Se retiro la piel
y el tejido del craneo (B) y se hizo una trepanaciéon para colocar la canula guia
dirigida hacia el hipocampo ventral (C). La canula se fij6 al craneo mediante tornillos
y acrilico dental colocados en el craneo (D).

8.2.7 Evaluacion del contenido y la concentracion extracelular de
5-HT

La evaluacion del contenido y la concentracién extracelular de 5-HT se realiz6
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion electroquimica

(HPLC-ED). Para ello se utiliz6 una bomba marca Waters modelo 515, acoplada a
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un detector electroquimico Waters modelo 2465, un inyector manual Rheodyne. Se
emple6 una columna symmetry C18, tamafio de particula 2.5 m x 25 mm; Waters
Corp., Milford, MA, USA. Se utiliz6 una fase movil de fosfatos a un pH de 3.1 a un
flujo de 0.3 ml/minuto, a una sensibilidad de 2 nA, potencial +800 mV. Los resultados

fueron analizados usando el programa Milenium 32, (Waters Milford, MA, USA).
8.3. Contenido del transportador de 5-HT

El tejido del hipocampo ventral del grupo control (n=3), anhedonicas (n=3) y no
anhedonicas (n=3) se homogeneizé en un buffer de lisis (50mM Tris-HCL, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, pH 7.5). El contenido de proteina en los homogenados se
determind de acuerdo con el método de Bradford. Se utilizaron geles de
poliacrilamida al 12 % y se llevo a cabo la electroforesis a 120 V durante 90 minutos.
Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 2 horas a
350 miliampers. Después, la membrana se bloqueé en PBS-Tween que contenia
leche Svelty al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion suave.
Después de los lavados, las membranas fueron incubadas durante toda la noche
con anticuerpos policlonales (Genetex) para el transportador de 5-HT a una dilucion
final de 1:1000. Después de la incubacién con el anticuerpo primario, las
membranas se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario 1: 2000 (Vector
Laboratories Inc.) durante dos horas. Las proteinas se detectaron mediante
guimioluminiscencia mediante la solucibn HRP -Luminata Crescendo Western
(WBLURO5S00 Merck), las bandas se analizaron con el fotodocumentador
(Molecular Imager Fusion FX, Vilber, France). La densitometria se realizé con el

programa Western Blot Image Studio.
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8.4 Extraccion de corticosterona

La corticosterona sérica se evalud en las ratas antes y después de la FST en las
ratas control, en las anheddnicas y en las no anheddnicas. Para la extraccion de la
hormona, el suero (1ml) se mezclé con 100 pl de una solucion de 19-nortestosterona
(5 pg/ml en metanol) como control interno. La corticosterona se extrajo en 5 ml de
dietil éter-diclorometano (60:40 v/v) y se centrifugo por 5 minutos a 8000
revoluciones por minuto. La fase organica fue centrifugada por un minuto con 1 mi
de agua grado HPLC. Después de la segunda centrifugacion, la fase organica (3
ml) se evapor6 a temperatura ambiente. Los residuos fueron disueltos en 100 pl de
metanol-agua (60:40 v/v). La precolumna (Symmetry C18, tamafio de particula 3.5
m, 2.1 10 mm; Waters Corp., Milford, MA, USA) y la columna fue calibrada usando
agua y acetonitrilo grado HPLC (65:35 v/v) a un flujo de 0.4 ml/min. La separacion
fue hecha a 40°C en una columna Waters Symmetry C18 (tamafio de particula 5
pm; tamafno de columna de 2.0 x 150 mm; Waters Corp., Milford, MA, USA). Se
utilizé un sistema controlador 600-MS para transportar la fase mévil y los esteroides
usando un detector UV Waters 486 (250 nm). Los resultados fueron analizados

usando el programa Milenium 32 (Waters Corp., Milford, MA, USA).

9. Analisis estadistico

El peso de las ratas gestantes se analiz6 mediante regresion lineal y comparacion

de las pendientes de las curvas. El peso de las crias al nacimiento se evalu6 con
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una t-Student. La ingesta, la preferencia y el consumo de sacarosa en relacion con
el peso, la prueba de la FST se evalu6 con un analisis de varianza (ANOVA) de una
via, seguida de una prueba post hoc de comparaciones multiples de Tukey. Las
concentraciones de corticosterona, el contenido y concentracion extracelular de 5-
HT y de su metabolito, asi como las tasas metabdlicas, se evaluaron con una
ANOVA de dos vias, con la condicién y el tiempo como factores. Se utilizé6 una
correlacion de Pearson para la corticosterona vs el contenido y la concentraciéon
extracelular de 5-HT, asi como con la ingesta de sacarosa; también se evalué la
correlacion entre el contenido y la concentracién extracelular de 5-HT vs la
inmovilidad, el nado y la ingesta de sacarosa. Las diferencias se consideraron
significativas cuando p < 0.05. Se utiliz6 el programa estadistico GraphPad PRISM

version 6.01 (GraphPad Software Inc. USA).
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10 Resultados

10.1 Ganancia de peso de las hembras gestantes

Las hembras gestantes que se sometieron a estrés por inmersion en agua fria
mostraron menor ganancia de peso en comparacion con las hembras gestantes del
grupo control. La pendiente de la curva del grupo control 10.66 + 0.8477, fue
diferente en comparacion con la pendiente de la curva del grupo de estrés materno
7.784 £ 0.6725 (p = 0.018). La ganancia de peso en gramos a traves de los dias de
la gestacion fue menor en las ratas del grupo de estrés en comparacioén con las
hembras control y el coeficiente de correlacion (r2) para el grupo control fue de

0.9816 y para el grupo de estrés prenatal 0.9749 (Figura 14).
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Figura 14. Ganancia de peso de las ratas gestantes del dia 15 al 23. El estrés por
inmersion en agua fria causd6 menor ganancia de peso durante la gestacion. El
coeficiente de correlacion del grupo control fue de 0.9898. El coeficiente de
correlacion para el grupo de estrés prenatal fue de 0.9749. La pendiente del grupo
de estrés fue menor en comparacion con el grupo control, p = 0.018. n = 10 por

grupo.
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10.2 Peso de las crias al nacimiento

El peso al nacimiento de las crias machos estresadas prenatalmente fue menor al
de las ratas control, p = 0.0033. (Figura 15). No se observaron diferencias en la

duracion de la gestacion ni en el nimero de crias machos y entre los grupos.
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Figura 15. Peso de las crias macho en el nacimiento. El peso de los machos
estresados prenatalmente (EP) (n = 15) fue menor que el de los machos control
(CTRL) (n = 15). Los datos se muestran como la media + E.E. Los resultados se
analizaron con la prueba de t-Student. *p = 0.0033 respecto al grupo control.

10.3 Consumo y preferencia de sacarosa

Se llevo a cabo la prueba de sacarosa en las ratas del grupo control y de estrés
prenatal para medir la conducta de anheddnica en las ratas. Como resultado de la
prueba del consumo de sacarosa, se observo que el 69% de las ratas estresadas

prenatalmente eran anheddnicas, ya que tuvieron un menor consumo de sacarosa.

51



El 31% restante se consider6 no anheddnicas, ya que su consumo y preferencia de
sacarosa fue similar al de las ratas control (Figura 16A). El consumo total de la
solucion con sacarosa en las ratas anhedonicas fue menor en comparacion con el
grupo control y con las ratas no anhedénicas (Figura 16B). El consumo de sacarosa
se reporta en mililitros; sin embargo, una gran cantidad de trabajos recomienda la
preferencia de sacarosa para medir la conducta anheddnica, ya que el consumo de
sacarosa puede ser influenciado por la restriccion de alimento y de agua, asi como
por de la intensidad de los estresores utilizados. Al evaluar el porcentaje de
preferencia de sacarosa, se observo que éste también fue menor en las ratas
anhedodnicas (Figura 16C). También se ha observado que hay una variacibn mayor
en los valores obtenidos del consumo de sacarosa en comparacion con la
preferencia de sacarosa, por lo que el uso de la preferencia de sacarosa como
parametro para evaluar la conducta anheddnica disminuye la variacién observada
en el consumo de sacarosa individual de cada animal (Strekalova et al., 2011). En
este trabajo, se observé que el porcentaje de la preferencia de sacarosa en las ratas
control y no anheddnicas fue de 60%, mientras que la preferencia de sacarosa en
las ratas anhedonicas fue del 30% aproximadamente. También se midié el consumo
de sacarosa respecto al peso ya que algunos autores proponen que el estrés no
provoca la disminucion en el consumo de sacarosa cuando se calcula el total de la
sacarosa consumida por gramo de peso (Matthews et al., 1995). En este estudio se
observo que el consumo de sacarosa respecto al peso también fue menor en las
ratas anhedonicas, en comparacion con el grupo control (ANOVA p = 0.0001)

(Figura 16D).
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Figura 16. A) Porcentaje de ratas estresadas prenatalmente, anheddnicas y no
anhedonicas. B) Ingesta de sacarosa. El consumo de sacarosa en mililitros fue
menor en las ratas anhedodnicas y fue similar entre los machos control y las ratas no
anhedonicas. C) La preferencia de sacarosa fue menor en las ratas anhedonicas.
D) El consumo de sacarosa por peso también fue menor en las ratas anheddnicas,
en comparacion con las no anhedodnicas y con los controles. Control (n = 15),
Anhedonicas (n = 10) y no anheddnicas (n= 5). Los datos se muestran como la
media + E.E. Los datos se analizaron con ANOVA seguida de Tukey. * p = 0.0001,

comparado con el control y con las no anheddnicas.
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10.4 Prueba de nado forzado (FST)

Se llevé a cabo la FST en las ratas de los grupos control, anheddnicas y no
anhedonicas, se contabilizé en segundos el tiempo que pasaban las ratas inmoviles,
nadando o tratando de escapar (escalamiento). El tiempo de inmovilidad en las ratas
estresadas prenatalmente, tanto anheddnicas como no anheddnicas, se incremento
significativamente con respecto a las del grupo control (Figura 17A). En contraste,
el tiempo de nado disminuyé en las ratas anhedonicas y no anhedonicas (Figura
17B), pero la conducta de escalamiento no se modifico durante la prueba de 5

minutos (ANOVA p = 0.001) (Figura 17C).
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Figura 17. Parametros evaluados en la prueba de nado forzado (FST). A) La
inmovilidad se incremento en las ratas estresadas prenatalmente anhedonicas y no
anhedédnicas. B) El tiempo de nado fue menor en las ratas estresadas
prenatalmente. C) El tiempo de escalamiento fue similar en los grupos control y el
grupo de ratas estresadas prenatalmente. Control (n= 15), Anhedoénicas (n = 10) y
no anhedodnicas (n= 5). Los datos se muestran como la media + E.E. Cada
pardmetro se analiz6 con ANOVA de una via, seguida de Tukey. * p = 0.0001,
comparado con el control.
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10.5 Contenido de 5-HT y 5HIAA en el hipocampo ventral

El contenido de 5-HT se midié en el hipocampo ventral, en las ratas de los grupos
control, anheddnicas y no anhedonicas, después de las pruebas de sacarosa y de
la FST para determinar los cambios en esta estructura cerebral. El contenido de 5-
HT después de la prueba de sacarosa en el hipocampo ventral fue similar en las
ratas de los tres grupos: control, anhedonicas y no anhedonicas. Después de la
FST, el contenido de 5-HT disminuydé en el hipocampo ventral de las ratas control,
pero no en las ratas anhedodnicas (en las cuales incluso se incrementd) y en las no
anhedonicas (Figura 18A). El contenido del metabolito 5-HIAA después de la prueba
de sacarosa fue mayor en el hipocampo ventral de las ratas anheddnicas, con
respecto al control y las no anhedonicas. Después de la FST, el contenido del
metabolito aumentd en las ratas control, pero no hubo cambios en las ratas
anhedodnicas y no anhedodnicas, con respecto a los niveles después de la prueba de
sacarosa (Figura 18B). ANOVA p = 0.0001. El contenido hipocampal de 5-HT en las
ratas anheddnicas correlacion6 positivamente con la mayor inmovilidad en estos

animales (r=.08398, p = 0.0364).
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Figura 18. (A) Contenido de serotonina (5-HT) después de la prueba de sacarosay
después de la prueba de nado forzado (FST). El contenido de 5-HT disminuyé en el
grupo control después de la FST, pero en las ratas anheddnicas y no anheddnicas
no se modificd. B) Contenido tisular de 5-HIAA después de la prueba de sacarosay
después de la prueba de FST. La concentracion del metabolito aumento en el grupo
control después de la prueba de FST, pero no se modifico en los grupos de animales
estresados prenatalmente. Control (n= 15), Anhedodnicas (n = 10) y no anhedonicas
(n=5). Los datos se muestran como la media + E.E. ANOVA de dos vias, seguida
de Tukey. * p = 0.01, comparado con el control después de la prueba de sacarosa;
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Q p = 0.0001 comparado con los niveles después de FST. # p = 0.01 comparado
con el control y las ratas no anhedonicas, después de la prueba de sacarosa.

10.6 Tasa metabdlica (5HIAA/5HT)

La tasa metabolica del contenido de 5-HT en el hipocampo ventral de los animales
control se incremento después de FST. En los animales estresados prenatalmente,
anhedonicos, la tasa metabolica después de la prueba de sacarosa fue mayor que
en los controles, pero disminuy6 significativamente después de la prueba de FST.
En los animales no anhedonicos, la tasa metabdlica de 5-HT también fue menor que

en los controles después de la FST. ANOVA de dos vias p = 0.0001 (Tabla 1).

Tabla 1. Tasas metabdlicas de 5-HT en el hipocampo ventral, después de la

prueba de sacarosay después de la prueba de nado forzado

SHIAA/5HT
Contenido Microdidlisis

Después de la Después de la Después de la Después de la

prueba de prueba de nado prueba de prueba de nado
sacarosa forzado sacarosa forzado

Control 0.44+0.07 2.18+0.35* 3.91+0.410 0.68+0.01*
Anhedénicas 0.85+0.21* 0.35+0.0408 9.11+1.75%* 1.13+0.1208
No 0.60+0.07 0.39+0.03B 4.74+1.420 1.56+0.150B

anheddnicas

Los datos se muestran como media + EEM. ANOVA de dos vias. Control (n= 15),
Anhedonicas (n = 10) y no anhedoénicas (n= 5). * p = 0.0001, comparado con el
control después de la prueba de sacarosa; Q p = 0.0001 comparado con el
anhedodnico después de la prueba de sacarosa. f p = 0.0001 comparado con el
control después de FST. © p = 0.01 comparado con las anheddnicas después de la
prueba de sacarosa.
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10.7 Concentracion extracelular de 5-HT en el hipocampo ventral

La concentracion extracelular de 5-HT en el hipocampo ventral se midié después de
las pruebas de sacarosa y de la FST en las ratas de los grupos control, anhedonicas
y no anhedodnicas y se determind si la concentracion correlaciona con en el
desemperfio en las pruebas conductuales. La concentracién extracelular de 5-HT
después de la prueba de sacarosa en el hipocampo ventral fue similar entre las ratas
de los grupos control y anhedonicas, pero mayor en las ratas no anhedodnicas.
Después de la FST, la concentracion extracelular de 5-HT aumento en el hipocampo
ventral de las ratas del grupo control, aumentd ligeramente en las ratas
anhedonicas, pero no se modifico en las ratas anhedonicas (Figura 19A). Con
respecto a la concentracion del metabolito después de la prueba de sacarosa, ésta
fue mayor en el hipocampo ventral de las ratas estresadas prenatalmente en
comparacién con las ratas control. Sin embargo, después de la FST, la
concentracion extracelular de 5HIAA en el grupo control aumenté con respecto a la
concentracion después de la prueba de sacarosa. En contraste, la concentracion
del metabolito en el hipocampo de las ratas estresadas prenatalmente disminuyé
con respecto al nivel después de la prueba de sacarosa y fue menor que en el
control después de FST (Figura 19B). p = 0.0001. En el grupo control, el aumento
en la concentracién extracelular de 5-HT después de la FST se correlaciond
negativamente con la menor inmovilidad (r=-0.8651, p = 0.0119) y positivamente
con el aumento en el nado (r=0.9702, p = 0.0003). En las ratas anhedodnicas, la baja

concentracion extracelular de 5-HT se correlaciond negativamente con la mayor
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inmovilidad en la FST (r=-0.8066, p = 0.0284) y positivamente con el menor tiempo
de nado durante la prueba conductual (r= 0.8226, p = 0.0231). En el caso de las
ratas no anhedodnicas, también se encontré correlacidbn negativa entre la baja
concentracion extracelular con una mayor inmovilidad (r=-0.9295, p = 0.0024) y el

nado (r=0.7729, p = 0.0416).
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Figura 19. (A) Concentracion extracelular de serotonina (5-HT) después de la
prueba de sacarosa y de la prueba de nado forzado (FST) en el hipocampo ventral.
En las ratas control la concentracion extracelular de 5-HT aumenté después de la
prueba de la FST, pero no en las ratas estresadas prenatalmente. (B) Concentracion
de 5-HIAA en el hipocampo ventral en ratas control y estresadas prenatalmente.
Después de la prueba de la FST, la concentracion del metabolito fue mayor en ratas
control en comparacion las ratas anhedénicas y no anheddnicas. Control (n= 15),
Anhedonicas (n = 10) y no anhedonicas (n=5). Los datos se muestran como media
+ EE. ANOVA de dos vias, seguida de Tukey. * p=0.01, comparado con los niveles
después de la prueba de preferencia de sacarosa; 3 p=0.01 comparado con el grupo
control después de la prueba de sacarosa; Q p=0.01, comparado con el grupo
control después de la FST.

10.8 Transportador de 5-HT

La evaluacion del contenido del transportador en el hipocampo ventral de las ratas
en los grupos control, anhedoénicas y no anheddnicas, mostrd que el transportador

fue similar en los tres grupos después de la prueba de sacarosa. Después de la
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FST, el contenido del transportador aumenté en el grupo control, pero no se modificé

en las ratas anhedonicas y no anhedonicas (Figura 20).
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Figura 20. Concentracion del transportador de serotonina en el hipocampo ventral
en ratas control y estresadas prenatalmente. El contenido del transportador de
serotonina en hipocampo ventral aumenté en las ratas control después de la prueba
de nado forzado (FST). Control (n= 3), Anhedbnicas (n = 3) y no anhedonicas (n=
3) Los datos se muestran como la media = E.E. ANOVA de dos vias, seguida de
Tukey. * p = 0.0001, comparado con el control después de la prueba de sacarosa,

anhedonicas y no anhedonicas.

10.9 Concentracion sérica de corticosterona

La concentracion de corticosterona se midio en los grupos control anhedonicas y no
anhedonicas para evaluar la actividad del eje adrenal después de la prueba de

sacarosa y de la FST. Las concentraciones de corticosterona después de la prueba
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de sacarosa en el plasma de los machos estresados prenatalmente, anhedoénicos,
fueron significativamente mayores que las de los machos control. Después de la
FST, la concentracion de corticosterona se incrementé en todas las ratas, siendo
mayores los niveles en las ratas anhedodnicas que en las ratas control. Las
concentraciones séricas de corticosterona en el grupo de las ratas no anhedonicas
fue similar a las del grupo control después de la FST (Figura 21) (ANOVA p =
0.0001). El mayor aumento de corticosterona en las ratas anhedonicas correlacion6
positivamente con el incremento en la inmovilidad, en la FST (r=0.9578, p =0.0001),
asi como correlaciébn negativa con la disminucién en el nado (r=- 0.9645, p =
0.0001). En los animales no anhedonicos, no se observd correlacion entre los
parametros anteriores. La elevada concentracion de corticosterona en los animales
anhedodnicos también correlacioné de manera negativa con su consumo de

sacarosa (r=-0.9463, p = 0.0001).
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Figura 21. Concentracion sérica de corticosterona después de la prueba de
sacarosa y posterior a la FST (prueba de nado forzado). Control (n= 15),
Anhedoénicas (n = 10) y no anheddnicas (n=5). Después de la prueba de la FST, la
corticosterona se incremento en las ratas anhedonicas en comparacion con las ratas
control. Las ratas no anhedoénicas no mostraron cambios significativos. Los datos
se muestran como la media + E.E. ANOVA de dos vias seguida de Tukey. * p =
0.0018 comparado con el control después de la prueba de sacarosa; Q p = 0.0004,
comparado con los niveles después de la prueba de sacarosa en las Anhedonicas;
B p = 0.0008 comparado con el control después de la FST.
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11 Discusioén

Los datos de este trabajo sugieren que el estrés prenatal no modifica los niveles de
5-HT y de su metabolito después de la prueba de ingesta de sacarosa, pero
incrementa el metabolismo en las ratas anhedonicas. El estrés prenatal causa el
desarrollo de conductas tipo depresivas en las ratas y dichas conductas estan
relacionadas con alteraciones en el contenido, la concentracion extracelular de 5-
HT y el metabolismo en el hipocampo ventral. Estos efectos estan relacionados con
los elevados niveles de corticosterona en la descendencia anheddnica, pero no en

la no anheddnica (Amugongo y Hlusko, 2014).
11.1 Ganancia de peso en las hembras gestantes

En el caso de las hembras gestantes, las que fueron sometidas a estrés tuvieron
menor ganancia de peso corporal durante la ultima semana de gestacion. Estos
resultados coinciden con los de otros trabajos, en los que la aplicacién de estresores
como la inmovilizacién de las ratas por 45 minutos tres veces al dia (Amugongo y
Hlusko, 2014) y la exposicién a luz muy brillante (Van den Hove et al., 2014) produjo
menor ganancia de peso en la ultima semana de gestacion. De manera similar, la
inyeccion de solucion salina del dia 15 al 19 de la gestacién, también disminuyd la
ganancia de peso de las hembras gestantes (Franko et al., 2017). Estos resultados
podrian explicarse por la disminucién en la ingesta de alimento y agua, como se ha
reportado anteriormente en hembras gestantes sometidas a estrés (Ward y

Wainwright, 1988). La activacion del eje HHA durante el estrés puede interferir con

66



ganancia de peso corporal debido a que la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), ademés de estimular la liberacion de ACTH en la hipdfisis, actia también
como un péptido anorexigénico en el hipotalamo, suprimiendo el apetito y la ingesta
de alimento en los sujetos estresados (Charmandari et al., 2005). Ademas, la CRH
esta relacionada con la leptina que es una hormona producida por el tejido adiposo,
la cual reduce el consumo de alimento y reduce el peso corporal (Rahmouni y
Haynes, 2001). Esta hormona se incrementa en repuesta al estrés por inmersion
(Konishi et al., 2006), con lo que el efecto anorexigénico de ambas hormonas se ve

potenciado.

11.2 Peso de las crias al nacimiento

El menor peso al nacimiento observado en las crias estresadas prenatalmente es
consistente con otros protocolos de estrés que se han reportado anteriormente (Van
den Hove et al., 2014). Otros trabajos, sin embargo, no observaron cambios en el
peso de las crias al nacimiento, utilizando estresores como choques eléctricos en
las patas (Abe et al., 2007), inmovilizacion de la FST y colocacion del roedor en una
plataforma elevada (Zohar y Weinstock, 2011) o administrando inyecciones de
solucion salina (Amugongo y Hlusko, 2014). Las diferencias en los resultados
probablemente se deben al tipo de estresor utilizado en cada estudio. Durante el
desarrollo fetal, la placenta provee de oxigeno y nutrientes al feto: mediante difusiéon
y otros tipos de transporte regulado y estos procesos pueden ser influenciados por
los GC (Burton et al., 2010). El estrés por inmersién en agua fria incrementa de
manera significativa el nivel de los GC hasta en un 200 % durante la gestacion

(Guerrero et al., 2016; Garcia-Vargas et al., 2019), probablemente este exceso de
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GC modificé la funcionalidad de la placenta, lo que puede disminuir el transporte de
nutrientes hacia los fetos. Los elevados niveles de GC maternos durante el estrés
gestacional podrian inducir un menor transporte de nutrientes hacia los fetos, a
través de disminuir el transportador de glucosa GLUT1 y, consecuentemente, el
transporte de glucosa a los fetos (Villart y Vabesien-Mailliot, 2007). Esto podria
explicar el menor peso al nacimiento observado en los machos estresados
prenatalmente. El bajo peso al nacimiento también podria relacionarse con el bajo
consumo de alimento por parte de la madre durante el estrés gestacional, lo que
contribuye a la disminucion en el transporte de nutrientes a los fetos, debido a los

GC maternos.
11.3 Consumo de sacarosay conducta anheddnica

El bajo consumo de sacarosa observado en los animales anheddonicos concuerda
con lo reportado en otros trabajos (Alonso et al., 1991; Zhang et al., 2017). En otros
estudios, sin embargo, no se hizo la diferenciacion entre las ratas anhedodnicas y las
no anheddnicas. En el presente trabajo, el 69% de las ratas estresadas
prenatalmente presentd menor preferencia de sacarosa, en comparacion con las
ratas control, por lo que se les considerd anheddnicas. El 31% restante de las ratas
estresadas prenatalmente, mostraron un consumo de sacarosa similar al de los
machos control, por lo que se les consider6 no anhedonicas (Bergstrom et al., 2007;
Strekalova et al., 2011). Diversos trabajos sugieren que cuando se utilizan modelos
animales de depresién por estrés, hay una importante variacién en la respuesta al
estrés entre los individuos (Scharf y Schmidt, 2012; Schmidt et al., 2010). Las ratas

gue se someten a un protocolo de estrés prenatal, pueden separarse en dos grupos,
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los animales que son vulnerables (anhedonicos) y los resilientes (no anheddnicos)
(Krishnan y Nestler, 2011). Esta separacién permite un analisis mas preciso de la
conducta tipo depresiva generada por el estrés prenatal. Esta diferencia podria
explicarse por la expresion diferencial de genes en el hipocampo de las ratas
anhedodnicas y las no anhedonicas (Strekalova et al., 2011). El hecho de que no
todos los individuos expuestos a estrés prenatal desarrollen problemas relacionados
con el estrés indica resiliencia, por lo que muestran mejor desempefio, a pesar de
su exposicion al estrés (Russo et al., 2012). La metilacion del ADN es un mecanismo
epigenético en la reprogramacion del genoma después de la exposicion a estrés en
la vida temprana, como el desarrollo fetal. Recientemente se ha reportado que el
estrés prenatal en los nifios puede moldear epigenéticamente la resiliencia
mediante la metilacion de genes que codifican el GR (NR3C1) y su represor
(FKBP41). La metilacién de estos genes indica un aumento en la capacidad para
terminar la respuesta de estrés en nifios estresados prenatalmente. Mas aun, se ha
observado mayor metilacion del DNA en regiones de la heterocromatina asociadas
con la resiliencia al estrés y la enfermedad (Serpeloni et al., 2019). Esto podria
explicar la menor hiperactividad e hiperreactividad del eje HHA observadas en las
ratas no anhedonicas después de la FST en comparacion con las ratas
anhedonicas. La conducta anhedonica esta asociada con la disminucion en la
actividad del sistema de recompensa (placer); las areas cerebrales involucradas en
la generacion de la conducta anhedodnica se encuentran en el sistema mesolimbico.
Las principales proyecciones son las dopaminérgicas, que van del area tegmental
ventral hacia el nicleo accumbens, en el estriado ventral (Wise, 2008). La conducta

anhedodnica, mostrada por la disminucion de la respuesta a los estimulos de
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recompensa, estd asociada con menor liberacion de dopamina en el ndcleo
accumbens (Di Chiara et al., 1999) y en el nicleo basal de la estria terminal (Soares-
Cunha et al, 2018), lo que explicaria la conducta anhedodnica de las ratas
anhedonicas, estresadas prenatalmente. La 5-HT modula la liberacion de dopamina
(Yan, 2000) y podria ser un regulador en el proceso de recompensay en la conducta
anhedodnica (Der-Avakian y Markou, 2012). El tratamiento cronico con inhibidores
selectivos de la recaptura de 5-HT incrementa la preferencia de sacarosa en ratones
(El Yacoubi et al., 2011) y el bloqueo de la sintesis de 5-HT causa una deficiencia
parcial en la respuesta de recompensa (Liu et al., 2014). El ligero aumento en la
concentracion extracelular de 5-HT en el hipocampo ventral de las ratas no
anhedonicas, después de la prueba de ingesta de sacarosa, en comparacién con el
grupo control, es consistente con la evidencia anterior. En las ratas anhedonicas, la
baja ingesta de sacarosa se ha intentado explicar por otros mecanismos, como la
disminucién del transportador de 5-HT, que se ha asociado con el estado
anhedodnico inducido por estrés, mientras que el incremento del transportador se ha
asociado con un estado no-anhedonico inducido por estrés (Tang et al, 2013). Sin
embargo, los datos obtenidos sobre el contenido del transportador de 5-HT no
confirman esta posibilidad, ya que no se observaron cambios en esa proteina ni
después de la prueba de sacarosa ni después de la FST en las ratas anhedonicas

y en las no-anhedonicas.

La correlaciéon negativa observada entre la concentracién de corticosterona y el
consumo de sacarosa en los animales anheddnicos sugiere que esa hormona

también estar involucrada en las alteraciones del sistema de recompensa.
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11.4 Prueba de nado forzado (FST)

Los mayores tiempos de inmovilidad y menores tiempos de nado son observados
en las ratas anhedonicas y no anhedonicas en la FST, son consistentes con otros
estudios, a pesar de las diferencias en los protocolos de estrés, como es la
inmovilizacién y exposicion a luz intensa (Maccari et al., 2003; Morley-Fletcher et
al., 2004). Otros estudios han reportado que el estrés prenatal solo afecta la
inmovilidad en las hembras pero no en los machos (Alonso et al., 2000; Frye y
Wawrzycki, 2003). Las discrepancias podrian explicarse por el protocolo de estrés
utilizado. En esos reportes se empled restriccion bajo luz solamente en el dia 18 de
la gestacion. En contraste, en este trabajo, el estresor se aplicé en los dias 15 al 21
de gestacién y consistié en la inmersion en agua fria, el cual es mas intenso que
otros estresores, ya que provoca una drastica elevacién de corticosterona en la
gestacion (Guerrero et al., 2016) y no causa habituacién al estresor (Retana-
Marquez et al., 2003). En muchos estudios, la inmovilidad es la variable que se
cuantifica en la FST para confirmar una conducta tipo depresiva, como es la
desesperanza aprendida (Porsolt et al., 1977; 1979). Esta es una conducta que
presentan las personas que experimentan situaciones estresantes de manera
repetida, llegando a creer que son incapaces de controlar la situacion y no tratan de
cambiarla, aun cuando tienen la posibilidad de hacerlo (Nuvvula, 2016). En los
modelos animales, debido a que no pueden escapar, dejan de intentarlo y
permanecen inmoviles, lo cual se ha interpretado antropomorficamente como
“‘desesperanza”, un fenotipo similar a la depresion. A pesar de que la FST se ha

considerado como una conducta tipo depresiva, se considera mas una adaptacion
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para la supervivencia (Porsolt et al, 1978; Cryan y Mombereau, 2004; Molendijk y
Kloet, 2015; Campus et al, 2015; De Kloet y Moledijk, 2016) y es una prueba
conductual util para la evaluacion de la respuesta serotoninérgica y del eje HHA al
estrés agudo, ya que esta prueba evalla las estrategias para enfrentar un estresor
agudo del que no se puede escapar (Commons et al, 2017). Los resultados de este
trabajo sugieren que el estrés prenatal altera la funcionalidad del sistema
serotoninérgico y esto se ve reflejado en el incremento de la inmovilidad y la
disminucién del nado en la FST. Estos datos son consistentes con evidencia que
indica que el estrés durante la gestacién causa cambios neuroquimicos que afectan
al sistema serotoninérgico hipocampal (Charil et al, 2010) modificando el contenido
de 5-HT (Hayashi et al, 1998). El contenido elevado de 5-HT, y su baja liberacién
en las ratas anheddnicas observadas en este trabajo, correlacionan negativamente

con la duracioén de la inmovilidad y el menor tiempo de nado.
11.5 Contenido de 5-HT y su metabolito.

En contraste con otros trabajos que reportan bajo contenido de 5-HT y alta
concentracion de 5-HIAA en el hipocampo ventral de ratas estresadas
prenatalmente (Hayashi et al., 1998; Soares-Cunha et al., 2018), en este trabajo no
se observaron cambios en el contenido de 5-HT después de la prueba de sacarosa,
pero si en el contenido de 5-HIAA, el cual se increment6 después de la prueba de
ingesta de sacarosa. Después de la FST se incrementé el contenido de 5-HT, sin

cambios en el 5-HIAA.

Estas diferencias podrian deberse al tipo de estresor utilizado: hacinamiento e

inyeccion de solucién salina (Hayashi et al, 1998) o estrés cronico leve impredecible
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(Sohares-Cunha et al., 2018), contra estrés por inmersién en agua fria en este
estudio, por lo que los diferentes estresores podrian activar al eje HHA de manera
distinta, causando diferente liberacion de corticosteroides maternos y, por lo tanto,
distintas alteraciones en el sistema de la 5-HT. Otras diferencias son la diferencia
de edad a la cual se evalu6 la 5-HT: tres semanas (Hayashi et al, 1998), dos meses
(Soares-Cunha, et al, 2016) y tres meses en este estudio, por lo que es probable
que la tasa metabdlica de la 5-HT difiera con la edad. En este estudio se observo
una mayor tasa metabdlica después de la prueba de sacarosa en las ratas
anhedodnicas que en las ratas control. A pesar de que el contenido de 5-HT después
de la prueba de preferencia de sacarosa fue similar en los animales control y
anhedonicos, el contenido de 5-HIAA fue mayor en las ratas anhedonicas que en
las ratas control. De la misma forma, en el estudio de microdialisis se observo una
mayor tasa metabdlica en los animales anheddnicos que en los controles y en los
no anhedonicos después de las pruebas de preferencia de sacarosa. Estos datos
son consistentes con lo reportado previamente (Hayashi et la, 1998), donde se
observd una mayor tasa metabdlica basal en los animales estresados
prenatalmente en comparacién con los controles. Después de la FST, la tasa
metabdlica en los animales control se incremento, a diferencia de los estresados
prenatalmente, en los cuales la tasa metabdlica disminuy0, lo que sugiere que los
niveles de 5-HT no se modificaron con la FST en los animales anhedodnicos y no

anhedonicas, lo cual fue comprobado con la microdialisis.
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11.6 Concentracion extracelular de 5-HT

Los resultados de la microdialisis mostraron que la concentracion extracelular de 5-
HT y de su metabolito se incrementaron en respuesta a FST en los animales control,
lo que indica que, en condiciones normales, la 5-HT se libera en respuesta a dicha
prueba. Las conductas de inmovilidad y nado se han relacionado con la liberacion
de 5-HT (Porsolt et al, 1979), por lo que el incremento en los niveles de 5-HT en las
ratas control explica su menor inmovilidad y mayor tiempo de nado. En
comparacion, en las ratas anhedodnicas, so6lo se observo un ligero, pero significativo
incremento en la 5-HT después de la FST. En las ratas no-anhedodnicas no se
observaron cambios en el neurotransmisor, pero si una disminucion en su
metabolito después de la FST. Estos resultados muestran que el estrés prenatal
altera al sistema serotoninérgico, ya que la inmovilidad y la 5-HT en las ratas
estresadas prenatalmente correlacionaron negativamente. Ademas de la baja
liberacibn de 5-HT, podria ser que el transportador de 5-HT incrementara la
recaptura de 5-HT en las ratas estresadas prenatalmente, ya que su contenido se
incrementa (Bielas et al., 2014). Sin embargo, en este trabajo se observé que el
transportador aumenta en las ratas control después de la FST, pero no en las ratas
estresadas prenatalmente. Hasta donde sabemos, éste es el primer trabajo que
reporta la concentracion extracelular de 5-HT en el hipocampo ventral y sus cambios

después de la FST en animales estresados prenatalmente.
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11.7 Contenido del transportador de 5-HT

El contenido del transportador de 5-HT fue similar las ratas control y en las
estresadas prenatalmente después de la prueba de ingesta de sacarosa. Después
de la FST, el transportador de 5-HT se incremento en las ratas control, pero no en
las estresadas prenatalmente, lo que indica que la recaptura de 5-HT se incrementa,
junto con el aumento en la liberacibn y metabolismo de 5-HT en condiciones
normales. En contraste, en las ratas estresadas prenatalmente, ademas de no
incrementarse la liberacion ni el metabolismo de la 5-HT después de la FST, el
transportador tampoco se incrementa. Estos resultados difieren de lo reportado en
otros estudios, en los que el estrés prenatal causa aumento en el transportador de
serotonina en ratones (Bielas et al., 2014). Estos resultados indican que, al liberarse
poca 5-HT en las ratas anhedonicas, su metabolismo también es bajo y el
transportador no se incrementa, al menos en su contenido. Estos resultados indican
que el estrés prenatal altera aspectos de la transmision serotoninérgica en el
hipocampo ventral, como son la liberacion y el metabolismo de la 5-HT, pero no la
recaptura. Sin embargo, son necesarios mas estudios en los que se evalle la

actividad del transportador de serotonina o bien la expresion de su RNAm.
11.8 Concentracion de corticosterona

La naturaleza estresante de la FST, dado su componente de agua, permite la
evaluacion de la respuesta del eje HHA. Los altos niveles de corticosterona
observados en las ratas anheddnicas, después de la prueba de sacarosa y después

de la FST, confirman que el estrés prenatal causa hiperactividad (elevados niveles
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basales de corticosterona) e hiperreactividad (alta respuesta al estresor) en dicho
eje, lo que es similar a lo reportado previamente (Koehl et al, 1999). Se ha
demostrado que las altas concentraciones del esteroide interfieren con la
transmision serotoninérgica, causando mayor tiempo de inmovilidad y menor tiempo
de nado (Mitchel y Meaney, 1991; Morley-Fletcher et al., 2003). La elevada actividad
y reactividad del eje HHA ha sido atribuida a una menor cantidad de GR en el
hipocampo ventral, causando altas concentraciones de corticosterona en los
animales estresados prenatalmente (JOels et al, 2008). En este estudio, las ratas
no-anhedonicas o resilientes mostraron una respuesta del eje adrenal similar a los
animales control, lo que podria tener relaciobn con cambios epigenéticos en la
expresion del gen para MR (Serpeloni et al, 2019), lo que confirma las diferencias
en la respuesta de estrés entre los individuos (Huizink et al., 2004; Bergstrom et al.,
2007; Schmidt et al., 2008). Es probable que los MR y GR no estén disminuidos en
los animales no-anhedonicos, permitiendo una respuesta del eje adrenal similar a

la de los animales control. Esto queda por ser demostrado en estudios posteriores.

12 Conclusiones

Los resultados de este trabajo confirman que el estrés prenatal causa conducta
anhedonica en el 69% de los animales estresados prenatalmente y conducta no-
anhedonica o resiliencia en el 31% de ellos. Asimismo, el estrés prenatal causa
alteracion en las conductas de inmovilidad y de nado en la FST, las cuales se han
considerado como un tipo de conducta depresiva, aunque podria ser también una
estrategia para hacer frente a un estresor del que no pueden escapar. Estas

alteraciones conductuales correlacionan con el bajo contenido y liberacién de 5-HT,
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menor metabolismo y alteraciones en su recaptura en el hipocampo ventral, lo que
muestra una perturbacion del sistema serotoninérgico. Estas alteraciones
neuroquimicas correlacionan también con la hiperactividad e hiperreactividad del

eje adrenal.
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Prenatal stress modifies the serotonergic system by altering the synthesis, metabolism, receptors and serotonin content in the
hippocampus. However, it is currently unknown whether serotonin release in the ventral hippocampus of prenatally stressed
rats is altered. In this study, serotonin (5-HT) and its metabolite, 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) levels were analysed in
dialysates (in vivo) and in homogenates (in vitro) of the ventral hippocampus. This was made after the sucrose preference test
and after forced swim test (FST) in male adult progeny from mothers that were stressed by immersion in cold water during
the last week of gestation. Serum concentration of corticosterone was also evaluated in control and in prenatally stressed
males. Sucrose preference was differently affected in prenatally stressed males: 69% showed decreased sucrose consumption,
and were considered anhedonic; 31% exhibited sucrose consumption similar to control and were considered non-anhedonic.
During the FST, increased immobility and decreased swimming were observed in prenatally stressed males. After sucrose test,
content and release of 5-HT in prenatally stressed rats were similar to those in the control group, with higher metabolite. After
the FST, 5-HT content increased, but its release increased slightly in anhedonic rats and did not change in non-anhedonic rats,
with lower metabolite. The response of the adrenal axis to the FST was larger in anhedonic prenatally stressed males, than
in control and non-anhedonic males. These data show that behavioural disruption caused by prenatal stress is related to low
release and lower metabolism of serotonin in the ventral hippocampus in adult male offspring, as well as to hyperactivity and
hyperreactivity of the adrenal axis.

Key words: prenatal stress, serotonin, depression, ventral hippocampus, corticosterone

INTRODUCTION

Prenatal brain development is critical for shaping
adult behavior (Pallarés and Antonelli, 2017), with
growth and differentiation of major brain structures
occurring during fetal development (Entringer et al.,
2015). Many environmental factors, such as prenatal
maternal stress can alter brain structure development,
which has been associated to cognitive, behavioral

Received 20 February 2020, accepted 17 August 2020

and psychosocial disturbances, in both animals and
humans (St-Pierre et al., 2016). One of the alterations
caused in prenatally stressed offspring in animal
models is the low capacity to coping with stress due
to the de-regulation of the HPA axis, thus increasing
susceptibility to adult disorders, such as hyperactiv-
ity and hyperreactivity of HPA axis (Fan et al., 2009),
metabolic diseases (Tamashiro et al., 2009), cognitive
deficits (Guerrero et al., 2016), anxiety-like behavior
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(Brunton and Russel, 2010) or depressive-like behav-
ior (Brunton, 2013). The ventral hippocampus is re-
lated to the stress response (Herman et al., 2005) and
emotional behavior (Fanselow and Dong, 2010; Lee et
al., 2017). CA1 ventral hippocampal projections to the
bed nuclei of the stria terminalis (BST) are important
for neuroendocrine dysfunctions associated with psy-
chiatric disorders, such as depression, anxiety, and
post-traumatic stress disorder (PTSD) (Fanselow and
Dong, 2010; Sheline et al., 2019). The ventral hippo-
campus in the rat receives projections from the me-
dian raphe nucleus, predominantly innervating CA1
and CA3 regions and the dentate gyrus (Mamounas et
al., 1991; Vertes, 1991; Berumen et al., 2012), with the
highest density of serotonergic axons in CA3 (Hensler,
2006). Prenatal stress disrupts the hippocampal sero-
tonergic system by decreasing 5-HT content at wean-
ing (Ishiwata et al., 2005) or at day 35 of age (Hayashi
et al.,, 1998) and increasing the concentration of its
metabolite, 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), thus
increasing its metabolic rate (Ishiwata et al., 2005),
leading to a depressive-like phenotype (Mueller and
Bale, 2008). Other studies however, did not find dif-
ferences in 5-HT content at weaning (Gemmel et al.,
2016) or in adulthood (Ishiwata et al., 2005; Van den
Hove et al., 2014). Prenatal stress also increases sero-
tonin transporter (SERT) (Bielas et al., 2014), decreas-
es 5-HT1A receptor binding (Van den Hove et al., 2006)
and its expression (Huang et al., 2012) in the ventral
hippocampus of male offspring. In contrast, the im-
munoreactivity of tryptophan hydroxylase in the ra-
phe nucleus increases (Miyagawa et al., 2011; Van del
Hove et al., 2014). In association with decreased 5-HT
content in the hippocampus, prenatal stress causes
anxious- and depressive-like behavior in male and fe-
male rats (Soares-Cunha et al., 2018). Similarly, prena-
tally stressed rats show decreased sucrose consump-
tion, which is known as anhedonic behavior (Bas-
ta-Kaim et al., 2014; Glombik et al., 2015; Slusarczyk
et al.,, 2015), together with what has been defined as
learned helplessness behavior, with a longer time of
immobility in the forced swim test (FST) (Alonso et al.,
1991; Morley-Fletcher et al., 2003; Morley-Fletcher et
al., 2004; Soares-Cunha et al., 2018). However, it is not
clear whether these behaviors are related to chang-
es in 5-HT release, rather than to its content in the
ventral hippocampus of prenatally stressed animals.
Therefore, the aim of this study was to investigate the
effects of prenatal stress on 5-HT and 5HIAA levels
in dialysates (in vivo), and in homogenates (in vitro)
of ventral hippocampus, and its possible correlation
with sucrose preference and the FST in adulthood. Se-
rum corticosterone concentration was also evaluated
in order to assess adrenal response to the FST.

Acta Neurobiol Exp 2020, 80: 331-343

METHODS
Subjects

Three-month-old female Wistar rats weighing 250
grams were provided by the vivarium of the Autono-
mous Metropolitan University, Iztapalapa. Rats were
kept under standard laboratory conditions, under an
inverted light/dark cycle (lights off at 09: 00), tempera-
ture 23°C 1, food and water ad libitum. Animal handling
and the experimental protocols were in accordance
with Mexican official standards (NOM-062-Z00-1999),
as well as the guidelines for ethical research, teach-
ing and information dissemination at the Biology and
Health Sciences Division of Autonomous Metropolitan
University (2010). This study was approved by the Eth-
ics Commission of the Biology and Health Sciences Di-
vision of Autonomous Metropolitan University.

Experimental design

Experimental design is shown in Fig. 1. Female rats
bred with sexually experienced males. Pregnancy was
confirmed by the presence of sperm in females’ vagi-
na. That day was considered as day zero of gestation.
Pregnant females were placed in individual acrylic
boxes and weighed daily throughout gestation. Control
pregnant females (n=12) were kept in their boxes with
routine care by the vivarium staff and were weighed.
Pregnant females in the maternal stress group (n=12)
were exposed to stress by immersion in cold water.

Gestational stress procedure

During the last week of gestation (day 15 to 21),
pregnant females from the stress group were taken to
another room and placed individually in a tank filled
with water to a 15 cm height. Water temperature was
15°C. The rats remained there for 15-min; this process
was performed twice a day (09:00 AM and 15:00 PM)
(Garcia-Vargas et al., 2019). At birth, litters from each
experimental group were sexed, weighed, and stan-
dardized in number by cross-fostering within each ex-
perimental group. Pups were weaned at postnatal day
22, and males were separated from the females. Male
descendants only were used for this study. One male
from each of ten litters per group was tested in each ex-
periment, as is appropriate for studies using mammals
that have litters (Holson and Pearce, 1992; Williams et
al., 2017). Hence, 10 (non-siblings) prenatally stressed
or control males were used separately in the behavioral
tests at 3 months of age.
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Behavioral tests
Sucrose preference

Sucrose intake was assessed in males from the con-
trol and prenatal stress groups (n=15, each group). Su-
crose concentration used are variable in several stud-
ies, 1% (Muscat and Willner, 1992); 2% (Amchova et al.,
2014); 2.5% (Tang et al., 2013); 3% (Kalueff et al., 2006);
4% (Barr and Phillips, 1999); 7% (Vollmayr et al., 2004).
In this study, an average concentration of 3% sucrose
was used. First, rats had access to a 50 mL drinking bot-
tle containing a 3% sucrose solution for 2 days contin-
uously, instead of water. For the next 3 days, one-hour
daily tests were done: rats had access to two drinking
bottles, one containing water, and the other contain-
ing a 3% sucrose solution. The bottles were exchanged
after 30 min to prevent place preference. Before the
lastday of sucrose intake test, rats were food and water
deprived for 21 h. On the 6" day, at the beginning of
the dark phase, rats had access to bottles containing
50 mL of the sucrose solution. The volume consumed
in millilitres was evaluated and expressed as a percent-
age (Tang et al., 2013). According to the endpoint su-
crose intake, rats from the prenatal stress group were
classified into anhedonic (those which consumed less
than 32 mL, <65%), and non-anhedonic (those which
consumed sucrose in a similar way to the control rats,
more than 33mL, = 65%), as has been previously defined
by other authors (Bergstrém et al., 2007; Strekalova et
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al., 2011). After the sucrose test, males were euthanized
by decapitation, the ventral hippocampus was dissect-
ed, weighed and stored at -80°C until 5-HT and 5-HIAA
content evaluation by HPLC-ED. Trunk blood was also
collected for corticosterone assessment.

Forced swim test (FST)

In other control (n=15) and prenatally stressed males
(n=15), the FST was performed (Porsolt et al., 1977) 24 h
after the sucrose test. Tests were done during the dark
phase of the light-dark cycle. Rats were individually
placed in an acrylic cylinder (60 cm height, 30 cm di-
ameter) containing water (40 cm height, 25°C) (Sunal
et al., 1994). Before the test, each rat received a first
session, during which they were placed in the cylinder
for 15 min. 24 h after the pre-test, a 5 min experimen-
tal session was done. Rats were individually placed in
the cylinder, immobility (rat remained floating making
only movements necessary to keep its head above wa-
ter) was scored, as well as the time it spent swimming
and climbing. Rat behavior was video-recorded for fur-
ther analysis. All tests were carried out by an experi-
menter blinded to treatment.

Tissue preparation for serotonin and metabolite
concentrations in homogenates

At the end of the 5-min FST session, rats were euth-
anized by decapitation. The right ventral hippocampus

Daily weighing of dams during pregnancy

Adult males
1. Sucrose consumption
followed by SHT and 5-

Stress by HIAA content in ventral
ICW hippocampus
Mating homogenates.
2. FST followed by SHT
// | ] ‘ // | // | g and 5-HIAA content in
tral hi
GD GD GD GD pgirth PND PND \r/]en ra ippocampus
omogenates
0 15 18 21 ¢ 21 90
-Sexing Weaning
-Body Adult males
Weight 1. Sucrose consumption

followed by SHTand 5-HIAA
release in ventral
hippocampus by microdialysis
2. FST followed by 5HT and
5-HIAA releasein ventral
hippocampus by microdialysis

Fig. 1. Timeline of experimental design. GD: Gestational day; ICW: Immersionin cold water; PND: Postnatal day; 5-HT: Serotonin; 5-HIAA: 5-Hidroxiindoleacetic

acid; FST: Forced swim test.
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was dissected, weighed and stored at a temperature of
-80°C until the samples were evaluated. Weights from
ventral hippocampus were 35 mg on average. Subse-
quently, the samples were thawed and 300 uL of per-
chloric acid were added, the tissue was homogenized
in ice and centrifuged for 15 min at 8000 rpm at 4°C.
The supernatant was filtered with a 0.45 um membrane
(Sigma), and 10 pL of the filtered sample was injected
into the chromatographic system (HPLC-ED) for quan-
tification of tissue serotonin and its metabolite. Also,
trunk blood samples were obtained for corticosterone
evaluation.

Microdialysis procedure

In other rats the sucrose test was performed. Af-
ter identifying anhedonic and non-anhedonic rats,
cannulas directed toward the right ventral hippocam-
pus were implanted to perform microdialysis in order
to quantify 5-HT release and its metabolite, 5-HIAA.
Control (n=10), anhedonic (n=10), and non-anhedonic
(n=5) males were anesthetized with a single dose of
ketamine (PISA) (80 mg/kg, i.p) and xylazine (PISA)
(20 mg/kg, i.m). A stereotaxic apparatus (Stoelting,
51600, Wood Dale, IL, USA) was used to secure the head
of the rat. The guide cannula was placed toward the
ventral hippocampus with the following coordinates:
antero/posterior (A/P) -5.3 mm from bregma, medi-
al/lateral to midline (M/L) -5.2 mm, and dorsal/ven-
tral from dura (D/V) -7.5 mm (Paxinos et al., 1980). It
was secured with screws and dental acrylic. A scheme
presenting the section of the brain with the probe
positioning, as well as a photomicrograph are shown
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in Fig. 2. After a 10-day recovery period, the micro-
dialysis probe (polyacrylonitrile membrane, pore size
40,000 D) was introduced, protruding 3 mm below the
guide cannula to the ventral hippocampus, then the
cannula was secured to the skull with dental acryl-
ic. A period of two hours allowed for stabilization of
the cellular environment in the ventral hippocampus.
Then, two samples were taken every h (10 pL each)
and were injected to HPLC-ED system. In other con-
trol (n=10) and prenatally stressed males (n=15), the
sucrose test was performed and prenatally stressed
males were identified as anhedonic or non-anhedon-
ic. Subsequently, cannulas directed toward the ventral
hippocampus were implanted to perform microdialy-
sis. After a 10-day recovery period, a 15 min session of
the FST was carried out in all animals. The following
day, two hours before a 5 min session, a microdialy-
sis cannula was introduced, protruding 3 mm below
the guide cannula to the ventral hippocampus, and
secured to the skull with dental acrylic; two samples
were obtained every h. Immediately after the 5 min
session of FST, two samples were collected every h,
and 10 pL from each sample were injected into the
chromatographic system.

Biochemical procedures
Corticosterone quantification
The steroids extraction was performed according to

the method reported by Woodward and Emery (1987).
Serum (1 mL) was mixed with 100 ul of a 19-nortestos-

! M/L-5.2 mm

DN -7.5

Fig. 2. Scheme and photomicrograph presenting the section of the brain with probe positioning. Coordinates: Antero/Posterior (A/P) -5.3 mm from bregma,
Medial/Lateral to midline (M/L) -5.2 mm, and Dorsal/Ventral from dura (D/V) -7.5 mm. Magnification of coronal cut of brain: 4x.
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terone (5 ug/mL in methanol) solution as an internal
control. Corticosterone was extracted in 5 mL of dieth-
yl ether-dichloromethane (60:40 v/v) and centrifuged
for 5 min at 8,000 rpm. The organic phase was obtained
and mixed with HPLC-grade water and centrifuged
for five min. The organic phase (3 mL) was obtained
and evaporated at room temperature. The residue
was dissolved in 100 ul of methanol-water (60:40 v/v).
Corticosterone was evaluated in a HPLC system with
a precolumn (Symmetry C18, particle size 3.5 um, 2.1
x 10 mm, Waters Corp., Milford, MA, USA). Separation
of the analytes was done at 40°C, in a Waters Symme-
try C18 column (particle size 5 um, column size 2.0 x
150 mm, Waters Corp., Milford, Ma, USA), with wa-
ter-acetonitrile HPLC grade (65:35 v/v) at a flow of
0.4 mL/min. A 600-MS controller system was used for
the mobile phase and the steroids were detected with
a Waters 486 UV detector (250 nm). The results were
analysed using the Millennium 32 program (Waters
Corp., Milford, MA, USA).

Serotonin assessment

A Waters pump model 515 (Waters Corp., Milford,
MA, USA) was used for delivery of the mobile phase
of phosphates, pH 3.1, at a 0.3 mL/min flow rate. The
samples were injected with a Rheodyne manual injec-
tor (Waters Corp., Milford, MA, USA). Separation of the
analytes was done on a Symmetry C18 column, particle
size 2.5 mm x 25 mm (Waters Corp., Milford, MA, USA).
The analytes were detected by an electrochemical de-
tector, model 2476 (Waters Corp., Milford, MA, USA) at
+ 800 mV and a sensitivity of 2 nA. The results were an-
alysed using the Millennium 32 program (Waters Corp.,
Milford, MA, USA).

Statistical analysis

Body weight gain in pregnant dams was analysed by
linear regression and the slope of the curves was com-
pared. Length of pregnancy, number in litters, male
pups, and body weight at birth were analysed with Stu-
dent’s t-test. The percentage of sucrose preference was
analysed by Chi square test. Forced swimming test was
analysed using a one-way analysis of variance (ANOVA),
followed by a post hoc multiple comparison Tukey test.
Corticosterone concentrations, serotonin and its me-
tabolite content and release after sucrose preference
test and after FST, as well as the metabolic rates, were
analysed by repeated measures two-way ANOVA, fol-
lowed by a post hoc multiple comparison Tukey-Kram-
er test. Pearson correlation test was used to analyze
the correlation between corticosterone vs. serotonin
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content and release, as well as vs. sucrose intake. The
correlation between content and release of serotonin
vs. immobility, swimming and sucrose intake was also
evaluated. The differences were considered significant
when P<0.05. The statistical analysis was performed
by a GraphPad PRISM version 6.01 statistical software
(GraphPad Software Inc., USA).

RESULTS

Body weight gain in pregnant females
and offspring birth weight

Stressed pregnant mothers showed lower body
weight gain compared to control pregnant females.
The slopes were different for control (10.66:0.8477)
and maternal stress (7.784:0.6725) groups (P=0.018).
Body weight gain was lower in stressed pregnant moth-
ers during the last week of pregnancy compared to
non-stressed mothers. The correlation coefficient (r?)
for the control group was 0.9816 and for the prenatal
stress group it was 0.9749. (Fig. 3). No differences were
found in the length of pregnancy in control (22.62£0.17
d) and stressed dams (23.37+0.17 d).

Regarding offspring, there were no differences in the
litter size between control (10.62+0.34) and prenatally
stressed rats (9.87¢1.56), nor in the number of males
in the control (5.5£0.99) and prenatally stressed off-
spring (4.62:+1.08). Birth weight of prenatally stressed
males was lower (6.03+0.07 g) than that of control males
(6.8420.13 g), [t,;=5.407, P=0.0001].
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Fig. 3. Body weight gain in pregnant rats from gestational days 15 to 23.
Stressed mothers had less body weight gain during pregnancy. Correlation
coefficient for control line: 0.9898; Correlation coefficient for stress line:
0.9749. The slopes indicate the average increase in body weight per day,
which were significantly lower in stressed dams compared to control dams
(P=0.01). n=12 per group.
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Sucrose preference test

The sucrose consumption test showed that 69% of
the prenatally stressed rats were anhedonic, as shown
by lower sucrose consumption; 31% were considered
non-anhedonic, as their sucrose consumption and pref-
erence were similar to that of control rats. Anhedonic
rats showed lower sucrose preference (30%) than con-
trol and non-anhedonic rats (70%) [X*,=38.84, P=0.003]
(Fig. 4).

Forced swim test

The duration of immobility observed in prenatal-
ly stressed rats (both anhedonic and non-anhedonic)
during FST was significantly higher than that of con-
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Fig. 4. Sucrose preference in control, anhedonic, and non-anhedonic rats.
Percentage of preference was similar in control and non-anhedonic rats.
*P=0.01, compared to control and non-anhedonic males. Control group:
n=15; Anhedonic: n=10; Non-anhedonic: n=5.
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Fig. 5. Forced swim test (FST) parameters. (A) Immobility increased in prenatally stressed anhedonic and non-anhedonic rats. (B) Swim time was shorter in
prenatally stressed rats. (C) Climbing time was similar in all groups. Data shown as Mean + S.E.M. *P=0.01, compared to the control group. Control group:

n=15; Anhedonic: n=10; Non-anhedonic: n=5.
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trol males [F,,,=70.09, P=0.0001] (Fig. 5A). In contrast,
time spent swimming decreased in the anhedonic and
non-anhedonic rats [F,,,=18.02, P=0.0001] (Fig. 5B). No
differences were observed in the time for climbing
behavior during the 5-min FST [F,,,=0.760, P=0.476]
(Fig. 5C).

Serotonin release and 5-HIAA

After sucrose preference test, 5-HT release in the
ventral hippocampus was similar among control, an-
hedonic and non-anhedonic males. After FST, 5-HT re-
lease increased in the ventral hippocampus of control
rats (F,,=713.33, P=0.0001). In anhedonic rats, a slight
but significant increase was observed, whereas no
change in 5-HT release was observed in non-anhedonic
rats (Fig. 6A). After sucrose preference test, extracel-
lular 5-HIAA in the ventral hippocampus of prenatally
stressed rats was higher, compared to control rats. Af-
ter FST, extracellular 5-HIAA in the control group in-
creased with respect to extracellular concentration af-
ter sucrose preference test. In comparison, the metabo-
lite decreased in the ventral hippocampus of anhedonic
and non-anhedonic rats, being lower than in control
rats after the FST [F,,=31.17, P=0.001] (Fig. 6B). In the
control group, 5-HT release correlated negatively with
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immobility duration in the FST (r=-0.8651, P=0.0119)
and positively with swim duration (r=0.9702, P=0.0003).
In contrast to controls, low 5-HT release correlated neg-
atively with immobility duration (r=-0.8066, P=0.0284)
and positively with swim duration during the FST in
anhedonic rats (r=0.8226, P=0.0231). In a similar way to
anhedonic males, a negative correlation between 5-HT
release and immobility duration (r=-0.9295, P=0.0024)
and positive correlation with swim duration (r=0.7729,
P=0.0416) were observed in non-anhedonic rats. 5-HT
metabolic rate, obtained of dialysates from microdi-
alysis, showed higher 5-HT metabolism in the ventral
hippocampus of anhedonic rats, compared to control
and non-anhedonic rats, after sucrose preference test
(F,4:5=9.77; P=0.001). After FST, however, metabolic rate
decreased in all groups, but was higher in prenatally
stressed males compared to controls (Table I).

Content of 5-HT and 5HIAA
in the ventral hippocampus

5-HT content in ventral hippocampus was similar
in the rats of all three groups: control, anhedonic and
non-anhedonic after sucrose preference test. After
FST, 5-HT content decreased in the ventral hippocam-
pus of control rats, while in anhedonic rats it increased
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Fig. 6. (A) Serotonin (5-HT) levels in dialysates of ventral hippocampus after sucrose preference test and after the forced swim test (FST). 5-HT release
increased in control rats after the FST, but in anhedonic rats a slight increase was observed. 5-HT levels did not modify in non-anhedonic rats.
(B) Extracellular 5-HIAA in dialysates of ventral hippocampus. After sucrose preference test, the metabolite was higher in prenatally stressed rats. After
the FST, metabolite concentration in anhedonic and non-anhedonic males decreased and were lower than in control males. Data shown as mean + S.E.M.
*P=0.01 compared to levels after sucrose preference test; #P=0.01 compared to control group after sucrose preference test; ® P=0.01, compared to control

group after FST. Control group: n=10; Anhedonic: n=10; Non-anhedonic: n=5.
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Table 1. Serotonin (5-HT) metabolic rates in the ventral hippocampus after sucrose preference test (SPT) and after forced swimming test (FST).

SHIAA/SHT
Homogenates Dialysates
After SPT After FST After SPT After FST
Control 0.44+0.07 2.18+0.35* 3.91:0.41° 0.68+0.01*
Anhedonic 0.85+0.21% 0.35+0.04%# 9.11+1.75% 1.13+0.127¢
Non-anhedonic 0.60+0.07 0.39+0.03#8 4.74+1.429 1.56+0.1598

Data shown as mean + S.E.M. Repeated measures ANOVA. *P=0.01, compared to control after SPT; @ P=0.01 compared to anhedonic after SPT; ® P=0.01 compared to anhedonic

or non-anhedonic after SPT; # P=0.01 compared to control after FST.

significantly; in non-anhedonic rats 5-HT did not mod-
ified after FST [F,,,=44.10; P=0.0001], (Fig. 7A). 5-HIAA
content in the ventral hippocampus of anhedonic rats
was higher than in control rats after sucrose prefer-
ence test, whereas metabolite content in non-anhe-
donic rats was similar to controls. After FST, metab-
olite content increased significantly in control rats
(F,55=10.59, P=0.001); in anhedonic and non-anhedonic
rats, however, there were no changes after FST with
respect to their values after sucrose preference test
(Fig. 7B). Hippocampal serotonin content in anhedonic
rats after sucrose preference test correlated positively
with longer immobility times in these rats (r=0.8398,

Metabolic rate (5HIAA / 5HT)

5-HT metabolic rate in homogenates from ventral
hippocampus of control animals increased after the
FST. In prenatally stressed, anhedonic rats, the meta-
bolic rate was higher than in control rats after sucrose
preference test, but decreased significantly after FST
[F.5=51.36, P=0.0001] (Table I).

Serum corticosterone

Corticosterone  concentrations in  prenatal-
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Fig. 7. (A) Serotonin (5-HT) content in homogenates from ventral hippocampus after sucrose preference test and after FST conditions. 5-HT content after
sucrose preference test was similar in control and prenatally stressed rat. After the FST, 5-HT levels decreased in control males, but in anhedonic males
5-HT content increased. No changes were observed in non-anhedonic rats. (B) 5-Hidroxiindoleacetic acid (5-HIAA) content in homogenates from ventral
hippocampus. Metabolite concentration increased after the forced swim test (FST) in the control group, but it did not change in prenatally stressed
rats. Data shown as Mean + S.E.M. * P=0.01, compared with levels after the sucrose preference test; # P=0.01 compared to control group after sucrose
preference test; ®P=0.01 compared to control group after the FST. Control group: n=5; Anhedonic: n= 0; Non-anhedonic: n=5.
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higher than those of control male rats after sucrose
preference test. Corticosterone levels increased in
all groups after FST, with the highest adrenal axis re-
sponse in anhedonic rats compared to control rats.
[F,45=102.90, P=0.0001]. Anhedonic and non-anhedonic
males showed higher corticosterone levels than con-
trol males, after sucrose preference test and after FST
(Fig. 8). Corticosterone levels in anhedonic rats after
the FST correlated positively with immobility duration
(r=0.9578, P=0.0001), and negatively with swim dura-
tion (r=- 0.9645, P=0.0001). In non-anhedonic animals,
no correlation was observed between the above-men-
tioned parameters. Corticosterone concentration in
anhedonic rats also correlated negatively with sucrose
consumption (r=-0.9463, P=0.0001).

DISCUSSION

The results of the present study show that prena-
tal stress does not modify 5HT and 5-HIAA levels after
sucrose preference test, but it increases serotonin me-
tabolism in anhedonic rats. Behavioral alterations in
sucrose preference test and FST in prenatally stressed
rats are related to alterations in the content, release,
and metabolism of serotonin in the ventral hippocam-
pus. These effects corelate to the high levels of corti-
costerone in anhedonic offspring, but not in non-an-
hedonic offspring.

The lower body weight gain observed in stressed
mothers during the last week of gestation (Fig. 3) is
similar to that reported in other studies (Amugongo
and Hlusko 2014; Van den Hove et al., 2014; Franko et
al., 2017). This result could be explained by the de-
crease in food intake, as has been previously report-
ed in pregnant females submitted to stress (Ward and
Wainwright, 1988). Activation of the HPA axis during
stress can interfere with body weight gain since, in
addition to stimulating the release of ACTH in the
pituitary gland, corticotropin-releasing hormone
(CRH), also acts as an anorexigenic peptide in the hy-
pothalamus, suppressing appetite and food intake in
stressed subjects (Charmandari et al., 2005).

The lower birth weight observed in prenatally
stressed males compared to control males (6.03+0.07 g
vs. 6.84£0.13 g), is consistent with other stress pro-
tocols that have been previously reported (Van den
Hove et al., 2014). Other studies, however, did not find
changes in offspring birth weight (Abe et al., 2007;
Zohar and Weinstock, 2011; Amugongo and Hlus-
ko 2014). The differences in this result could be ex-
plained by the type of stressor used. During fetal de-
velopment, the placenta provides oxygen and nutri-
ents to the fetus through diffusion and other types of
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Fig. 8. Serum corticosterone levels after sucrose preference test and
after forced swim test (FST). Hormone levels after sucrose preference
test were higher in anhedonic and non-anhedonic rats compared to
controls. After FST, corticosterone increased to a greater extent in
anhedonic rats than in control and non-anhedonic rats. Non-anhedonic
rats showed a slight increase in corticosterone after FST. Data shown
as Mean + S.EIM. * P=0.01 compared to corticosterone levels after
sucrose preference test; # P=0.01 compared to control after the sucrose
preference test; 2P=0.01, compared to levels in control and anhedonic
rats after FST. Control group: n=15; Anhedonic: n=10; Non-anhedonic:
n=>5.

regulated transport, and these processes can be dis-
turbed by glucocorticoids (Brunton et al., 2010). Cold
water immersion stress significantly increases the
level of glucocorticoids during pregnancy by 200%,
compared with non-stressed dams (Guerrero et al.,
2016; Garcia-Vargas et al., 2019), modifying placental
functionality. High maternal glucocorticoids during
gestational stress might lead to decreased nutrient
transport to the fetus, decreasing glucose transporter
GLUT1, and consequently, glucose transport to the fe-
tus (Viltart and Vanbesien-Mailliot, 2007).

The lower sucrose preference observed in prena-
tally stressed rats (Fig. 4) is in agreement with that
reported in other studies (Alonso et al., 1991; Zhang
et al., 2017). In those studies, however, no differentia-
tion was made between anhedonic and non-anhedon-
ic rats. In this study, 69% of prenatally stressed rats
were considered anhedonic due to their low sucrose
preference. The remaining 31% of prenatally stressed
males showed sucrose consumption and preference
similar to control males, thus being considered as
non-anhedonic (Bergstrém et al., 2007; Strekalova et
al., 2011). Several studies indicate that in animal mod-
els, there is a significant variation, among individu-
als, in their response to stress (Schmidt et al., 2010;
Scharf and Schmidt, 2012). Rats that have experienced
prenatal stress can be separated in those that are
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vulnerable (anhedonic) and those that are resilient
(non-anhedonic) (Krishnan and Nestler, 2011), allow-
ing a more precise analysis of depression-like behav-
ior generated by prenatal stress. Probably, this differ-
ence can be explained by differential gene expression
in the hippocampus of anhedonic and non-anhedonic
rats (Strekalova et al., 2011). The fact that not all the
individuals exposed to stress develop stress-related
problems indicates resilience, showing better out-
comes despite severe stress exposure (Russo et al.,
2012). DNA methylation is an epigenetic mechanism
for reprogramming the genome after early life stress.
Recently, it has been reported in children that pre-
natal stress may epigenetically shape resilience by
methylating genes such as those encoding the gluco-
corticoid receptor (NR3C1) and its repressor (FKBP41).
The methylation of these genes indicates an enhanced
ability to terminate hormonal stress responses in pre-
natally stressed children, and more DNA methylation
have been observed in heterochromatin regions as-
sociated with stress/disease resilience (Serpeloni et
al., 2019). This may explain the lower hyperactivity
and hyperreactivity of the adrenal axis observed in
non-anhedonic rats after the FST, compared to an-
hedonic rats. Anhedonic behavior is associated with
a decrease in the activity of the reward system (plea-
sure), and brain areas involved in anhedonic behavior
are found in the mesolimbic system. The main pro-
jections are dopaminergic, which go from the ventral
tegmental area to the nucleus accumbens (NAc), in
the ventral striatum (Wise, 2008). Anhedonic behav-
ior, shown by decreased response to reward stimuli, is
associated with a lower release of dopamine in the nu-
cleus accumbens (Di Chiara et al., 1999) and in the bed
nucleus of the stria terminalis (Soares-Cunha et al.,
2018). Serotonin modulates dopamine release (Yan,
2000), and could have a regulatory role in the reward
process and in anhedonic behavior (Der-Avakian and
Markou, 2012). Chronic treatment with Selective Se-
rotonin Reuptake Inhibitor (SSRI) antidepressants in-
creases sucrose preference in mice (El Yacoubi et al.,
2011), and 5-HT synthesis blockage results in partial
impairment in reward experiments (Liu et al., 2014).
The light 5-HT release in the ventral hippocampus
of non-anhedonic rats after sucrose preference test,
compared to control group, is consistent with that
evidence, since they had a sucrose preference simi-
lar to control rats. In anhedonic rats, the low sucrose
preference could be explained by other mechanisms.
For example, it has been reported that a decrease in
5-HT transporter (5-HTT) expression is associated
with a stress-induced anhedonic state, whereas an in-
crease in the transporter is associated with stress-in-
duced non-anhedonic state (Tang et al., 2013). Thus,
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studies on 5-HTT expression should be done in prena-
tally stressed animals, anhedonic and non-anhedonic.

The longer duration of immobility observed in
adult prenatally stressed, anhedonic and non-anhe-
donic rats, as well as shorter swimming durations in
the FST, are consistent with other studies despite dif-
ferences in the protocol of prenatal stress: immobili-
zation and exposure to intense light (Morley-Fletch-
er et al., 2003; 2004). Other studies report effects of
prenatal stress in females, but not in males (Alonso et
al., 2000; Frye and Wawrzycki, 2003). The discrepan-
cies could be explained by the stress protocol used. In
those reports, stress was caused by exposure to bright
light while immobilization was used only on day 18 of
gestation. In contrast, in this study, the stressor was
applied from day 15 to day 21 of gestation and consist-
ed in cold-water immersion, which is a more intense
stressor than others, as it causes a drastic elevation
of corticosterone in pregnancy (Guerrero et al., 2016;
Garcia-Vargas et al., 2019), and it does not allow habit-
uation to the stressor (Retana-Mdarquez et al., 2003). In
many studies, immobility is the variable that is quan-
tified in the FST to confirm depression-like behavior
(learned helplessness) (Porsolt et al., 1977; 1979), since
the animal cannot escape, it stops trying and remains
immobile, which has been anthropomorphically inter-
preted as “despair”, a depression-like phenotype. In
spite of the FST has been considered a depression-like
behavior, it is rather a behavioral adaptation for sur-
vival (Porsolt et al., 1978; Cryan and Mombereau, 2004;
Molendijk and Kloet, 2015; Campus et al., 2015; De
Kloet and Molendijk, 2016), and it is a useful behavior-
al test for the assessment of adrenal and serotonergic
response to acute stress, since this test assess coping
strategies to an acute inescapable stressor (Commons
et al., 2017). The results of the present study indicate
that prenatal stress alters the functionality of the se-
rotonergic system, which is consistent with evidence
indicating that stress during pregnancy causes neu-
rochemical changes that affect the hippocampal se-
rotonergic system (Charil et al., 2016), modifying the
content of serotonin (Hayashi et al., 1998). The high
content and low release of serotonin in anhedonic rats
correlated negatively with immobility durations and
shorter swim durations observed in the FST.

In contrast to other studies reporting low 5-HT and
high 5-HIAA content in ventral hippocampus of prena-
tally stressed rats (Hayashi et al., 1998; Soares-Cunha
et al., 2018), no changes were observed in 5-HT, but
higher 5-HIAA content was found after the sucrose
preference test in our study. After the FST, 5-HT con-
tent increased, without changes in 5-HIAA. These
differences can be due to differences in the type of
stressor used: crowding and saline injection (Hayashi
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vulnerable (anhedonic) and those that are resilient
(non-anhedonic) (Krishnan and Nestler, 2011), allow-
ing a more precise analysis of depression-like behav-
ior generated by prenatal stress. Probably, this differ-
ence can be explained by differential gene expression
in the hippocampus of anhedonic and non-anhedonic
rats (Strekalova et al., 2011). The fact that not all the
individuals exposed to stress develop stress-related
problems indicates resilience, showing better out-
comes despite severe stress exposure (Russo et al.,
2012). DNA methylation is an epigenetic mechanism
for reprogramming the genome after early life stress.
Recently, it has been reported in children that pre-
natal stress may epigenetically shape resilience by
methylating genes such as those encoding the gluco-
corticoid receptor (NR3C1) and its repressor (FKBP41).
The methylation of these genes indicates an enhanced
ability to terminate hormonal stress responses in pre-
natally stressed children, and more DNA methylation
have been observed in heterochromatin regions as-
sociated with stress/disease resilience (Serpeloni et
al., 2019). This may explain the lower hyperactivity
and hyperreactivity of the adrenal axis observed in
non-anhedonic rats after the FST, compared to an-
hedonic rats. Anhedonic behavior is associated with
a decrease in the activity of the reward system (plea-
sure), and brain areas involved in anhedonic behavior
are found in the mesolimbic system. The main pro-
jections are dopaminergic, which go from the ventral
tegmental area to the nucleus accumbens (NAc), in
the ventral striatum (Wise, 2008). Anhedonic behav-
ior, shown by decreased response to reward stimuli, is
associated with a lower release of dopamine in the nu-
cleus accumbens (Di Chiara et al., 1999) and in the bed
nucleus of the stria terminalis (Soares-Cunha et al.,
2018). Serotonin modulates dopamine release (Yan,
2000), and could have a regulatory role in the reward
process and in anhedonic behavior (Der-Avakian and
Markou, 2012). Chronic treatment with Selective Se-
rotonin Reuptake Inhibitor (SSRI) antidepressants in-
creases sucrose preference in mice (El Yacoubi et al.,
2011), and 5-HT synthesis blockage results in partial
impairment in reward experiments (Liu et al., 2014).
The light 5-HT release in the ventral hippocampus
of non-anhedonic rats after sucrose preference test,
compared to control group, is consistent with that
evidence, since they had a sucrose preference simi-
lar to control rats. In anhedonic rats, the low sucrose
preference could be explained by other mechanisms.
For example, it has been reported that a decrease in
5-HT transporter (5-HTT) expression is associated
with a stress-induced anhedonic state, whereas an in-
crease in the transporter is associated with stress-in-
duced non-anhedonic state (Tang et al., 2013). Thus,
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studies on 5-HTT expression should be done in prena-
tally stressed animals, anhedonic and non-anhedonic.

The longer duration of immobility observed in
adult prenatally stressed, anhedonic and non-anhe-
donic rats, as well as shorter swimming durations in
the FST, are consistent with other studies despite dif-
ferences in the protocol of prenatal stress: immobili-
zation and exposure to intense light (Morley-Fletch-
er et al., 2003; 2004). Other studies report effects of
prenatal stress in females, but not in males (Alonso et
al., 2000; Frye and Wawrzycki, 2003). The discrepan-
cies could be explained by the stress protocol used. In
those reports, stress was caused by exposure to bright
light while immobilization was used only on day 18 of
gestation. In contrast, in this study, the stressor was
applied from day 15 to day 21 of gestation and consist-
ed in cold-water immersion, which is a more intense
stressor than others, as it causes a drastic elevation
of corticosterone in pregnancy (Guerrero et al., 2016;
Garcia-Vargas et al., 2019), and it does not allow habit-
uation to the stressor (Retana-Mdarquez et al., 2003). In
many studies, immobility is the variable that is quan-
tified in the FST to confirm depression-like behavior
(learned helplessness) (Porsolt et al., 1977; 1979), since
the animal cannot escape, it stops trying and remains
immobile, which has been anthropomorphically inter-
preted as “despair”, a depression-like phenotype. In
spite of the FST has been considered a depression-like
behavior, it is rather a behavioral adaptation for sur-
vival (Porsolt et al., 1978; Cryan and Mombereau, 2004;
Molendijk and Kloet, 2015; Campus et al., 2015; De
Kloet and Molendijk, 2016), and it is a useful behavior-
al test for the assessment of adrenal and serotonergic
response to acute stress, since this test assess coping
strategies to an acute inescapable stressor (Commons
et al., 2017). The results of the present study indicate
that prenatal stress alters the functionality of the se-
rotonergic system, which is consistent with evidence
indicating that stress during pregnancy causes neu-
rochemical changes that affect the hippocampal se-
rotonergic system (Charil et al., 2016), modifying the
content of serotonin (Hayashi et al., 1998). The high
content and low release of serotonin in anhedonic rats
correlated negatively with immobility durations and
shorter swim durations observed in the FST.

In contrast to other studies reporting low 5-HT and
high 5-HIAA content in ventral hippocampus of prena-
tally stressed rats (Hayashi et al., 1998; Soares-Cunha
et al., 2018), no changes were observed in 5-HT, but
higher 5-HIAA content was found after the sucrose
preference test in our study. After the FST, 5-HT con-
tent increased, without changes in 5-HIAA. These
differences can be due to differences in the type of
stressor used: crowding and saline injection (Hayashi
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et al.,, 1998) or chronic unpredictable mild stress
(Soares-Cunha et al., 2018) in those studies vs. immer-
sion in cold water in the present study, which might
activate the HPA axis differently, causing different
maternal corticosteroid release. Another difference is
the age of rats at which 5-HT was evaluated: 3 weeks
(Hayashi et al., 1998) or 2 months (Soares-Cunha et
al., 2018), and 3 months in the present study. Possi-
bly, 5-HT turnover rate differs with age. In our study,
we observed that the metabolic rate of serotonin was
higher (0.85+0.21) in prenatally stressed anhedonic
rats than in control male rats (0.44£0.07). Although the
content of 5-HT after the sucrose preference test was
similar in anhedonic and control rats, higher 5-HIAA
content in anhedonic males, compared to controls
(491.55¢39.82 ng/10 uL, and 319.9655.02 ng/10 uL,
respectively) were observed. In microdialysis study,
higher metabolic rate was observed in anhedonic
males (9.11£1.75), compared to controls (3.91£0.41)
and non-anhedonic rats (4.74+1.42) after sucrose pref-
erence test. These results are consistent with previous
reports studying histological 5-HT and its metabolite
(Hayashi et al., 1998), in which a higher baseline met-
abolic rate was reported in prenatally stressed rats
compared to their controls. In the current work, the
metabolic rate in control males increased, contrasting
with prenatally stressed animals, in which metabolic
rate decreased, suggesting that serotonin levels were
not modified by the FST. This was confirmed by the
microdialysis study.

Microdialysis results show that 5-HT release and
extracellular concentration of 5-HIAA increased in
response to the FST in control males. These data indi-
cate that, under normal conditions, 5-HT is released
in response to the FST. Immobility and swimming be-
haviors have been related to serotonin release (Por-
solt et al., 1979). The increase in 5-HT levels in control
rats after FST explains the shorter immobility and
longer swim durations. In comparison, only a slight
increase in 5-HT levels was observed in anhedonic
rats, after FST. In non-anhedonic rats, no change was
observed in 5-HT, with decreased levels of 5-HIAA af-
ter the FST. These results indicate that prenatal stress
disrupts the serotonergic system, as shown by neg-
ative correlation between immobility and serotonin
release in anhedonic and non-anhedonic rats. In ad-
dition to low 5-HT release, it is possible that SERT
increases 5-HT recapture in prenatally stressed rats,
since an increase in SERT expression has been report-
ed in other studies (Bielas et al., 2014). As far as we
know, this is the first study that reports the in vivo
basal serotonin metabolism in the ventral hippocam-
pus and how it changes after the FST in prenatally
stressed rats.
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The stressful nature of the FST, due to its water
component, allows us to evaluate the adrenal re-
sponse. High corticosterone levels observed in pre-
natally stressed, anhedonic males with no FST and
after the FST, compared with control animals, con-
firm that prenatal stress causes adrenal axis hyper-
activity (high baseline corticosterone levels) and
hyperreactivity (increased response to stressors),
which is consistent with what was previously re-
ported with other stressors (Koehl et al., 1999). The
high concentration of the steroid interferes with
serotonergic transmission, causing longer immo-
bility durations and less time swimming (Mitchel
and Meaney, 1991; Morley-Fletcher et al., 2003). The
higher activity and reactivity of adrenal axis have
been attributed to a lower number of GR in the ven-
tral hippocampus, leading to higher corticosterone
concentration in prenatally stressed animals (Joéls
et al., 2008). As mentioned before, non-anhedonic or
resilient rats showing corticosterone response to the
FST, similar to that of controls, might be related with
epigenetic changes in the expression of the MR gene
(Serpeloni et al., 2019). This confirms the differenc-
es in the stress response among individuals (Huizink
et al., 2004; Bergstrom et al., 2007; Schmidt et al.,
2008). It is likely that GR and MR are not diminished
in non-anhedonic animals, allowing an adrenal axis
response similar to control animals. This remains to
be proven in later studies.

CONCLUSION

The results of this work show that prenatal stress
causes anhedonic behavior, shown as low sucrose
preference in 69% of the male offspring, and 31%
were non-anhedonic rats. Also, longer immobility
durations and less swimming behavior in the FST are
observed in prenatally stressed males. These behav-
ioral alterations correlate with low 5-HT content and
release in the ventral hippocampus, suggesting that
disruption of the serotonergic system contributes to
anhedonic behavior and lower swimming durations.
Hyperactivity (higher basal levels of corticosterone)
and hyperreactivity (increased levels of corticoste-
rone in response to FST) of the adrenal axis in anhe-
donic rats seem to be involved in the disturbances in
5-HT metabolism.
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