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Resumen

Se ha demostrado que el estrés prenatal por inmovilizacidn causa
deficiencias en el aprendizaje. Estas deficiencias parecen ser debidas a la
exposicion del feto a los glucocorticoides maternos durante el estrés. Se ha
reportado ademas que la intensidad del estresor determina la cantidad de
glucocorticoides liberados durante el estrés. Por otro lado, se ha descrito que los
animales estresados prenatalmente, al ser manipulados durante la vida posnatal,
enfrentan de manera exitosa las situaciones estresantes. En este trabajo se
evaluo el aprendizaje y la memoria en ratas estresadas prenatalmente, asi como
en ratas de tres meses manipuladas en la vida posnatal.

Se utilizaron ratas hembra gestantes que fueron asignadas aleatoriamente
a dos grupos: control (CTR) y estrés prenatal (EP). Las hembras CTR fueron
mantenidas en sus cajas. Las hembras de EP fueron sometidas a 15 min de estrés
(IMS) desde el dia 15 hasta el 20 de gestacion. Al nacimiento, se homogenizaron
las camadas en cuanto a nimero de crias. Estas fueron destetadas a los 21 dias
posteriores al nacimiento y asignadas aleatoriamente a 16 diferentes grupos: CTR
y EP, hembras y machos de 1, 2 y 3 meses de edad (2x2x3). Otros cuatro grupos
(hembras y machos, CTR y EP) fueron manipulados de manera tactil (por 60s)
durante el registro diario de peso corporal, desde el nacimiento hasta la edad de 3
meses. Todos los animales fueron sometidos al Laberinto Acuatico de Morris
(LAM), con un periodo de aprendizaje de 4 dias consecutivos, con 4 sesiones por
dia, de 60s de duracion como tiempo maximo. Dos dias después del ultimo dia de

aprendizaje se realizd una sola sesion de prueba en el LAM. Ocho dias después




de la prueba de los 2 dias se llevdé a cabo una ultima sesién de prueba. Se
registraron las latencias de llegada a la plataforma en cada sesién. Tres dias
después del ultimo dia de aprendizaje se realizé una sesién sin plataforma en el
LAM vy se registro el tiempo de permanencia dentro del cuadrante donde se coloco
la plataforma durante la fase de aprendizaje, asi como el niumero de cruces sobre
la zona especifica de la plataforma.

En casi todas las sesiones, tanto de aprendizaje como de memoria, se
observo que las latencias de llegada de los animales EP, de todas las edades,
fueron significativamente mayores que las de los grupos CTR. Se observo
también que la manipulacion postnatal revirti6 los efectos del EP, ya que el
desempeiio de los animales EP fue igual al de los grupos CTR y CTR manipulado.
Estos datos muestran que el estrés prenatal de alta intensidad disminuye la
capacidad de aprendizaje y memoria en los individuos y que la manipulacion

postnatal es capaz de revertir este efecto.
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1. Introduccidon

1.1. Estrés

La vida existe gracias al mantenimiento de un equilibrio dinamico y
complejo, conocido como homeostasis, mediante el cual el medio interno mantiene
una condicién estable. Sin embargo, los organismos también pueden mantener su
estabilidad cambiando los niveles de referencia de los mecanismos
homeostéaticos, para asi poder responder a eventos tales como los cambios
circadicos o estacionales. Esto se conoce como alostasis, término que significa
“alcanzar la estabilidad a través del cambio”, y no pretende remplazar al término
homeostasis (Sterling y Eyer, 1988, Mc Ewen, 1998). La alostasis por lo tanto
permite que los organismos puedan hacer frente a las condiciones cambiantes del

medio donde viven.

El estrés se ha definido como un estado de homeostasis alterada, en la que
el organismo responde activando una serie de respuestas adaptativas centrales y
periféricas (Johnson et al., 1992; Chrousos, 2007; Charmandari et al., 2005).
Actualmente se considera que el estrés es una condicion del organismo en la que
las demandas ambientales, particularmente, situaciones que son impredecibles e
incontrolables, exceden la capacidad reguladora del organismo. Fisiolégicamente,

el estrés se caracteriza por la ausencia de una respuesta anticipatoria
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(impredecible) asi como por una baja recuperacion después de la reaccién

neuroendocrina (incontrolable) (Koolhaas, et al, 2011).

La respuesta de estrés es dirigida por estructuras del SNC y por érganos
periféricos. Los dos componentes principales del sistema de estrés son, el sistema
Locus Coeruleus (sistema-LC), nervioso simpatico (SNS)-médula adrenal y el eje
Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA). Ambos componentes interaccionan entre si
(Habib et al., 2001; Charmandari et al., 2005). El sistema de estrés recibe e integra
diversas sefiales cognitivas, emocionales, neurosensoriales y periféricas que
llegan a través de diferentes vias (Charmandari et al., 2005). La activacion del
sistema de estrés lleva a cambios conductuales (incremento en la vigilia, el estado
de alerta, la cognicion, el estado de vigilancia, en la atencion enfocada, también se
presenta euforia o disforia, incremento en la analgesia, supresion del apetito y del
eje reproductivo) y fisicos (redireccionamiento del oxigeno y nutrientes hacia el
SNC vy sitios estresados del cuerpo, incremento de la presion sanguinea, aumento
en el ritmo cardiaco, incremento en la tasa respiratoria, incremento en la
gluconeogénesis y lipolisis, inhibicién del crecimiento, la reproduccién, la digestidon
y de la estimulacién en la motilidad colénica) que son marcadamente consistentes
y en conjunto se definen como el sindrome de estrés. Estos cambios son
adaptativos y de duracién corta, y aumentan las probabilidades de supervivencia

del individuo (Charmandari et al., 2005).
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1.1.1. Sistema nervioso autbnomo

El sistema nervioso autbnomo responde rapidamente a los estresores y
controla un amplio rango de funciones cardiovasculares, respiratorias, enddcrinas.
Las neuronas del sistema Locus Coeruleus — sistema nervioso simpatico (LC-
SNS) se localizan en el tallo cerebral (Nauta y Feirtag, 1979). La activacion de
este sistema por diversos estresores, causa la liberacion de norepinefrina en
estructuras cerebrales como la corteza cerebral, el sistema limbico, el hipotdlamo
y el tallo cerebral (Stanford y Salmon, 1993; Ma y Morilak, 2005), aumentando el
estado de excitacion, la vigilancia y la ansiedad. Al mismo tiempo, el sistema LC-
SNS estimula la secrecion de epinefrina y norepinefrina desde la médula
suprarrenal, asi como la liberacion de norepinefrina en las terminales nerviosas
simpaticas. Lo cual causa el incremento en la frecuencia respiratoria y cardiaca,
asi como la movilizacion de glucosa hepética, todo ello para hacer frente a la
demanda energética que impone la inmediata respuesta a los estresores (Tilders y

Berkenbosh, 1986; Jezova et al., 1999).
1.1.2. Eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal

El eje HHA es un sistema que consta de tres estructuras: el hipotalamo, la
hipofisis y las glandulas suprarrenales, mismas que a su vez liberan diferentes
hormonas: la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona
adenocorticotropa (ACTH) y los glucocorticoides (GC), respectivamente. Durante
la respuesta de estrés, la activacion del eje HHA causa la liberacion de CRH. Este

es un péptido de 41 aminoéacidos, sintetizado y liberado por las neuronas

12

——
| —



parvocelulares del nacleo paraventricular (PVN) del hipotalamo (Bloom et al.,
1982). La CRH es liberada al sistema porta-hipofisiario, a través del cual es
transportada hacia la hipdfisis anterior. La CRH estimula en los corticotropos
adenohipofisiarios la sintesis y secrecion de ACTH, a través de la union a
receptores especificos en esas células (Rivier y Vale, 1983; Aguilera et al., 2008).
La ACTH liberada al torrente sanguineo se une a receptores de alta afinidad,
localizados en la membrana de las células de la corteza suprarrenal, donde

estimula la sintesis y liberacion de GC (de Kloet et al., 1998) (Figura 1).

1.1.3. Glucocorticoides

Los GC (cortisol en humanos y cortocosteroides en la rata) son hormonas
de naturaleza esteroidea sintetizadas en la zona fasciculata y reticularis de la
corteza suprarrenal (Ganong et al., 1974), a partir del colesterol y son liberados a
la circulacion en general. Una proporciéon alta, casi el 95%, del cortisol o
corticosterona que circula estd unida a una alfa globulina llamada “transcortina” o
globulina unidora de corticosteroides (CBG, por sus siglas en inglés) (Siiteri et al.,

1982).

Los corticosteroides (CORT) en el cerebro de la rata actian con otros
componentes del sistema de la respuesta de estrés, de esta forma muestra dos
modos de operacion. El primero, donde los CORT mantienen la actividad basal del
eje HHA y controla la sensibilidad del sistema de respuesta de estrés. Esta

hormona coordina eventos de caracter circadiano, tales como el ciclo suefio-vigilia,
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la ingesta de alimento y esta implicada en procesos que refuerzan la atencion

selectiva, integracion de la informacion sensorial y en la eleccion de la respuesta

Cortera Corstrsl

B
o |

Cerebro

Retroalimentacio
Negativa

Figura 1.-Componentes del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal en la rata y su posicion en un
corte sagital de rata (ACTH: Corticotropina, CRH: hormona liberadora de corticotropina) (Paxinos y
Watson, 1998)

14

——
| —



conductual del organismo. En segundo modo, el sistema de retroalimentacion de
los CORT ayuda a terminar con la activacién del eje HHA inducido por el estrés
(de Kloet et al., 1998). Los efectos agudos de los CORT son euforogénicos,
mientras que la elevacion de forma crénica de los mismos produce depresion en

un gran namero de sujetos (Bohus et al., 1983).

A nivel periférico, los GC actuan en el higado incrementando la sintesis de
las enzimas que favorecen la gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de
sustratos no glucosidicos, como los aminoéacidos, el lactato y el glicerol). Los GC
también estimulan la movilizacion de acidos grasos desde los adipositos. Estos
efectos metabdlicos de los GC aumentan la disponibilidad de energia, tanto para

el cerebro como para los tejidos periféricos (Yates et al., 1980).

1.1.4. Receptores de glucocorticoides

Los receptores de GC se encuentran en todo el cerebro, y su accién sobre el
sistema nervioso central (SNC) est4 mediada por dos tipos de receptores: receptores
de GC tipo | y tipo Il (Reul y de Kloet, 1985; Sapolsky et al., 1986, de Kloet et al.,
1998). Los receptores tipo | se encuentran principalmente en las neuronas del
hipocampo y del septum, pertenecientes al sistema limbico (Mc Ewen et al., 1968).
Estos receptores participan en la modulacion de la respuesta a los estimulos
ambientales y emocionales (miedo, ansiedad, ingesta de alimento, etc.). Los
receptores tipo | tienen una alta afinidad por la corticosterona (Reul y de Kloet 1985;
Sapolsky et al.,, 1986). En el sistema limbico, estos receptores tienen alta

especificidad por los agonistas de la corticosterona, mientras que los
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mineralocorticoides (MC), como la aldosterona, parecen ser antagonistas
competitivos (Moguilewsky y Raynaud, 1980; de Kloet et al., 1998). Los receptores
tipo | que se encuentran en los 6érganos circunventriculares y funcionan como
receptores a MC que responden a la aldosterona, y participan en la regulacién
homeostatica del sodio, el control cardiovascular, ademas de controlar el apetito por

la sal (Sapolsky et al., 1986).

Los receptores a GC tipo Il estan presentes en altas concentraciones en el
hipotalamo, particularmente en las neuronas CRH. Los receptores tipo Il también se
encuentran en areas del cerebro que contienen proopiomelanocortina (POMC),
como es el hipocampo, el septum lateral, la amigdala y el nucleo del tracto solitario
(Mc Ewen et al., 1968). Los GC ejercen un circuito de retroalimentacion negativa
para terminar la liberacion de la ACTH en respuesta al estrés y tienen efectos a largo
plazo sobre el comportamiento adaptativo, presumiblemente por la via de los
receptores tipo Il. Estos receptores tipo Il disminuyen con la edad, pero no son
afectados por la ACTH per se (Rigter et al., 1984; Sapolsky et al., 1983 a, b, 1986).
La reduccién de los receptores tipo Il esta asociada con la disminucion de la accién
de retroalimentacion negativa de los GC, que pueden resultar en la elevacion
persistente de los niveles de GC en el plasma por efecto del estrés (Sapolsky 1985;

Sapolsky y Pulsinelli 1985; Sapolsky et al., 1986).

El eje HHA es regulado por un mecanismo de retroalimentacion negativa, la
que consta de tres niveles: el hipocampo (Jacobson y Sapolsky, 1991) el ndcleo
para ventricular del hipotalamo y la adenohipdfisis, siendo la actividad del eje HHA

inhibida por los propios GC, a través de su unién a ambos tipos de receptores
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(Sapolsky et al., 1984, 1986). Los receptores de GC se localizan principalmente en el
citosol y el nudcleo de las neuronas y de los corticotropos, aunque también se

localizan en la membrana plasmatica de estas células (de Kloet, 1985)

Los GC ejercen retroalimentacion negativa, suprimiendo en la hipdfisis la
secrecion de ACTH vy, en el hipotadlamo, la secrecion de CRH, a través de receptores
tipo Il (Keller-Wood y Dallman, 1984). Estos mecanismos permiten al organismo

mantener estables los niveles circulantes de GC.

Durante el estrés, la ocupacion de los receptores tipo | cambia minimamente,
mientras que la ocupacion de los receptores tipo Il aumenta considerablemente
(Reul et al., 1985), lo que permite al eje HHA disminuir su actividad en respuesta al

estrés.
1.2. Neurobiologia del aprendizaje y la memoria

El aprendizaje es un proceso continuo por el cual los organismos modifican
su conducta. Este proceso, en el que intervienen factores internos y externos,
consiste en la adquisicion de conocimientos que permiten al individuo adaptarse
mejor al medio que lo rodea (Morgado, 2005). La memoria es la funcién cognitiva
qgue posibilita a un sujeto registrar, conservar y recuperar informacién o
experiencias (ideas, imagenes, acontecimientos, sentimientos, etc.), es decir,
mantiene los conocimientos adquiridos para que puedan ser recordados
posteriormente (Klauer et al., 2000). En consecuencia, el aprendizaje y la memoria
son procesos interrelacionados ya que sin aprendizaje no hay memoria (Morgado,

2005).
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Para entender lo anterior, es necesario considerar la plasticidad sinaptica,
que es la capacidad de las neuronas de modificar sus sinapsis (remplazandolas,
disminuyéndolas o aumentandolas) en respuesta a determinados estimulos
ambientales (Hebb, 1949; Hebb, 1976; Neves et al., 2008; Johansen et al., 2011).
Estos mecanismos se encuentran implicados en las funciones cognitivas
(aprendizaje y memoria), que dan como resultado cambios en el patrén de
conectividad sinaptica (Wood et al., 2001). Por lo anterior, se puede decir que los
recuerdos se almacenan gracias a los cambios en la plasticidad sindptica (Fletcher
et al., 1996). Una parte importante en la adquisicion de la informacién es su carga
emocional y la experiencia previa con la que cuente el individuo, los cuales
determinaran la intensidad con la que la informacion es adquirida y consolidada a

largo plazo (McGaugh y Cabhill, 1997; Cahill et al., 2001).

El estudio del aprendizaje es crucial para entender la conducta normal y
anormal en los humanos y los animales. Las técnicas conductuales basadas en el
aprendizaje son ampliamente utilizadas en la investigacién neurobiolédgica y clinica
para evaluar alteraciones en el funcionamiento cerebral, asi como los efectos de
diversos farmacos o drogas. El aprendizaje se evalla proporcionando a un sujeto
experiencias de aprendizaje de manera repetida, observando los cambios
progresivos en el desempefio. Esto da como resultado una curva de adquisicion
gue evalta la forma en que mejora el desempefio, en funcion del niamero de

repeticiones y el tiempo. (Kupfermann, 1991).

El aprendizaje puede ser no asociativo o asociativo. El aprendizaje no

asociativo produce un cambio en la conducta como resultados de la experiencia
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repetida a un Unico estimulo. Este procedimiento le permite al sujeto aprender
acerca de las propiedades del estimulo. Existen dos tipos de aprendizaje no
asociativo: la habituaciéon (disminucion de la respuesta conductual a un estimulo
repetido, no nocivo) y la sensibilizacion (aumento de la respuesta a un estimulo
repetido, nocivo o peligroso). En el aprendizaje asociativo se asocian dos 0 mas

estimulos relacionados (condicionamiento clasico) (Kupfermann, 1991).

1.2.1. Fases de la memoria

Lo que se aprende es retenido o almacenado en el cerebro y a esto se le
denomina memoria. La formacion de la memoria incluye dos estadios: la memoria
a corto plazo y la memoria a largo plazo. La memoria a corto plazo se refiere a la
entrada de informacion al cerebro, misma que persiste por unos cuantos segundos
0 minutos. Este tipo de memoria se basa en respuestas eléctricas o moleculares
efimeras en las redes neurales implicadas (Morgado, 2005). Si la experiencia
aprendida se repite, la maquinaria celular se activa, ocasionando que los cambios
anteriormente mencionados continlen y cambien la morfologia neuronal de
manera permanente (Engert y Bonhoeffer, 1999), incrementandose tanto el
namero de receptores, la cantidad de neurotransmisor liberado y el nimero de

contactos sinapticos. A este fendbmeno se le conoce como memoria a largo plazo.

1.2.2. Consolidacién de la memoria

La consolidacion de la memoria hace referencia a los procesos
neurobiolégicos que se producen desde el momento en que se inicia el

aprendizaje hasta que la informacion es almacenada (Cahill y McGaugh, 1996;
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Eichenbaum, 1997); pero si se interfiere la actividad cerebral inmediatamente
después de una experiencia de aprendizaje, esta experiencia no quedara
representada en el cerebro, es decir, se producira amnesia retrogada (Prado-
Alcald y Quirarte, 2007). Los GC (Castellano y Pluglisi-Allegra, 1983), los opiodes
enddégenos como son la B-endorfina y encefalina provocan un deterioro en la
formacion de la memoria (Zager y Black, 1985). Mientras que la epinefrina y la
norepinefrina incrementan la consolidacion de la memoria (Croiset et al., 2000) y la
serotonina pueden modular la formacion de la memoria después del aprendizaje
(Kruglikov et al., 1991). La serotonina facilita, de manera presinaptica, la liberacion

de otros neurotransmisores en el aprendizaje por sensibilizacion (Kandel, 1991).

1.2.3. Memoriay plasticidad neural

En 1949, Hebb propuso que, los cambios en las estructuras sinapticas,
determinan la fuerza con la que se almacena la informacion a largo plazo; estos
cambios de las estructuras singpticas son consecuencia de una continua
estimulacion. Dicha estimulacion es conocida como potenciacion a largo plazo

(LTP por sus siglas en inglés).

La LTP requiere de la activacion del receptor y la despolarizacion de la
neurona postsinaptica. Los dos eventos son inducidos por una fuerte estimulacion
de alta frecuencia de las fibras presinapticas. El glutamato liberado de las
terminales presinapticas por accion de la estimulacion continua, actia sobre varios
tipos de receptores: los ionotropicos NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a-

amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) y kainato. La activacion de los
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receptores NMDA permite la entrada de Ca®" a través de los canales ionicos
especificos, y permite un cambio persistente en la expresion de receptores
postsinapticos (AMPA), El aumento del Ca®" en la parte dendritica, activa a
cinasas dependientes de Ca®" como la proteina-cinasa dependiente de Ca**,
calmodulina y la proteina-cinasa C. Una isoforma de la proteina quinasa C, queda
persistentemente activa. Asi queda inducido el estado de LTP: por
despolarizacién, por entrada de Ca®" y también la por activaciéon por Ca?* de la
formacién de segundos mensajeros retrégrados (acido gamma aminobutirico
GABA, oxido nitrico NO, factor neurotréfico derivado del cerebro, BNDF). los
cuales son liberados por las neuronas postsinapticas. (Mc Donal et al., 2006;

Rodriguez, 2003)(Figura 2).

La entrada de Ca®" por la activacién de los receptores NMDA activa a
diferentes proteinas-cinasas que promueven cambios en el citoesqueleto, los que
generan cambios en la morfologia de la neurona y de esta forma, se crean nuevas
regiones sinapticas (Bailey y Kandel, 1993). Por otro lado, los factores de
transcripcion regulados dentro del ndcleo de la neurona postsinaptica, producen la
sintesis de ARNm orientado a transcribirse en nuevas proteinas que se destinan a
estabilizar los cambios morfoldgicos producidos (Casadio et al., 1999; Martin et al.,

1997).
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Figura 2.- Representacion esquematica de la potenciacion a largo plazo (LTP), La
liberacion de glutamato (Glu) activa los receptores NMDA permitiendo un incremento en la entrada
de calcio y produce diversos cambios en la neurona postsinaptica (Produccion de nuevos
receptores AMPA, creacion de una sefial retrograda que incrementa la liberacion de glutamato de
la neurona presinaptica y cambios morfoldgicos en la neurona postsinaptica) (NMDA: N-metil-D-
aspartato, AMPA: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico, NO: oxido nitrico, GABA:
acido y-amino-butirico)(adaptado de www.slideshare.net/jorge_p/neuroplasticidad-1312515).
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1.2.4. Papel del hipocampo en los procesos de aprendizaje y memoria

El hipocampo, es una estructura bilateral del I6bulo temporal medial, con
una importante conexién con la corteza entorrinal, tiene conexiones sinapticas con
distintas areas de la corteza. El hipocampo también tiene conexiones sinapticas
con estructuras profundas a través del fornix. Los cuerpos celulares y las
proyecciones de las neuronas piramidales se alinean en una sola capa; formacién
gue se conoce como Cuerno de Amén (CA), dividido en las regiones 1, 2y 3. Las
células granulares se alinean en el giro dentado (Figura 3). Se ha reportado que el
hipocampo (area CA 3 principalmente) participa en la formacién de la memoria
declarativa (o explicita) en humanos (Scoville et al., 1957; Squire y Zola-Morgan,
1991; Gabrielli, 1998; Eichenbaum, 2000). En roedores, esta implicada en la
formacion de la memoria de tipo espacial (o relacional). O’Keefe y Dostrovsky en
1971 descubrieron las “células de lugar” en el hipocampo, que se activan
preferentemente cuando el roedor se encuentra en una localizacion espacial
especifica y sus potenciales de acciéon fueron monitoreados de manera
extracelular en las regiones CA 1y CA 3 (Fox y Ranck, 1957; Muller, 1996; Shen

et al., 1997).

Por otro lado estudios en ratas, monos y humanos sugieren que,
contrariamente al sistema hipocampal, los ganglios basales median un particular
tipo de aprendizaje y memoria: el aprendizaje de estimulo-respuesta (S-R por sus
siglas en inglés), y se basa en la ejecucion de prueba y error (Packard y Mc
Gaugh, 1992; Mc Donald y White, 1994). Existen evidencias de que el caudado-

putamen (estriado dorsal) es necesario para la adquisicion y la expresion de las
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asociaciones S-R y para el aprendizaje y memoria de ganancia-estancia, en el
cual el animal repite una conducta que le otorga una recompensa. Esta conducta
difiere a la de ganancia-escapatoria, implicada en la memoria explicita (memoria
espacial) (Packard et al., 1989; Packard y Mc Gaugh 1992, 1996; Mc Donald y
White, 1994). Estas situaciones solo son un ejemplo de lo que difieren los ganglios
basales en su participacién dentro del aprendizaje. Aunque en algunos estudios
donde el roedor explicitamente mantiene asociaciones consientes (por ejemplo
aprendizaje de lugar) el hipocampo tiene una participaciébn importante en los
inicios del aprendizaje explicito, en el que posteriormente el estriado tomara el
control cuando la prueba pueda ser repetida al punto en la que el animal puede
ejecutar la prueba sin un conocimiento explicito (Mc Donald y Withe, 1994;
Packard y Mc Gaugh, 1996). Asi aunque se presente un dafio en el cuerpo
estriado, el conocimiento puede estar parcialmente intacto, por que las estrategias
basadas en el aprendizaje hipocampal pueden parcialmente compensar las

deficiencias de los ganglios basales (Packard y Knowlton, 2002).

1.2.5. Aprendizaje y memoria espacial

Las ratas son excelentes corredoras, nadadoras, cavadoras y trepadoras, y
mediante estas capacidades motoras encuentran su alimento y evitan la

predacién, por lo que su orientacion dentro de su medio es primordial.

El aprendizaje y memoria espacial es la capacidad que tiene el animal de
adquirir y retener asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo que le

permite desenvolverse en el espacio (Vicens et al., 2003). De esta forma la
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memoria espacial consiste en multiples mecanismos que se encargan de codificar,
almacenar y recuperar informacion de rutas, configuraciones y localizaciones

espaciales (Kessels et al., 2001).

Los roedores pueden adoptar cuatro formas principales de navegacion para
la resolucion de tareas espaciales: orientacion, guia, cartografica y de integracion
de ruta (Santin et al., 2000). En el aprendizaje de orientacidén los animales basan
su busqueda en movimientos aprendidos durante la ejecucion de la tarea; en el
aprendizaje de guia aprenden asociaciones entre estimulos sefial y la meta. Estas
dos formas de navegacion se explican mediante paradigmas asociativos de
condicionamiento. El aprendizaje cartografico implica el uso de sefales distales
con las que los roedores se forman una representacion del entorno (mapa
cognitivo) mediante el que localizan la meta. Y la ultima forma de navegacion es la
de integracién de ruta, que consiste en un proceso de actualizacion de la
informacion cuando las pistas ambientales no ofrecen la suficiente, mediante un
sistema interno de referencia basado en el lugar de salida antes de iniciar la
navegacion, para lo que el animal utiliza principalmente pistas cinestésicas y
sefales vestibulares (Santin et al., 2000). En el laberinto acuatico las ratas tienden
a aproximarse a la plataforma sumergida desde una direccién conocida, lo que
sugiere la utilizacibn de representaciones especificas para reconocer su
localizacion, lo que implica establecer relaciones entre distintos estimulos (Wang y

Spelke, 2002).

El laberinto acuatico (LAM) es uno de los modelos mas empleados en el

estudio de la memoria espacial en la rata. En este laberinto los animales tienen
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que nadar en una piscina circular hasta localizar una plataforma oculta. Los
animales se guian por claves extra laberinto que se localizan en torno al mismo;
se requiere de pocos ensayos para aprender la prueba (Vicens et al., 2003). Los
ensayos pueden distribuirse en distintas sesiones de aprendizaje y en dias
consecutivos. Con forme se repiten las pruebas, el tiempo empleado para
encontrar la plataforma (llamado latencia de escape) disminuye, observandose
una curva progresiva de aprendizaje, que se caracteriza por latencias

progresivamente menores.
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Figura 3.- Posicion del hipocampo en el cerebro de la rata y de las areas CA1, CA2 y CA3
en cortes coronales (Modificado de www.biomedcentral.com/1471-2202/6/36/figure/F3?highres=y).




1.2.6. Modelo del Laberinto Acuatico de Morris como paradigma conductual

de aprendizaje y memoria espacial en la rata

En el LAM no se necesita la privacion de agua o comida ni de la aplicacion
de una descarga eléctrica para motivar la conducta y se evita que los animales
usen claves no espaciales (como los olores) para resolver la tarea. Asimismo, con
esta prueba se pueden valorar los efectos de los farmacos sobre los procesos de
aprendizaje y memoria de forma mas efectiva que en otros laberintos de
adquisicibn mas lenta, como en el laberinto radial, en el que resulta mas dificil
distinguir entre los efectos agudos y crénicos (Vicens et al., 2003). Ademas la
confiabilidad de las pruebas en el LAM es adecuada, ya que, a diferencia de otras
pruebas conductuales, las latencias de escape durante los entrenamientos no se
modifica por cambios en la reubicacién de los aparatos, en los protocolos de
entrenamiento, en las condiciones de alojamiento, o por la edad de los animales

(Crabbe et al., 1999).
1.3. Estrés, aprendizaje y memoria

Diversos autores coinciden en que el estrés es un potente modulador del
aprendizaje y la memoria (Mc Ewen et al., 1968; de Kloet et al., 1999; Lupien y
Lepage, 2001; Diamond et al., 2005; Joél et al., 2006; Shors, 2006), ya que se
considera, deteriora las funciones cognitivas. Sin embargo, en otros estudios se ha
observado que las funciones neurales y la cognicién son facilitadas por el estrés
(de Kloet et al., 1999, Fujioka et al., 2001; Fujioka et al., 2006), lo que sugiere que

la interaccion entre las funciones cognitivas y el estrés son complejas. Estas
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diferencias en los efectos del estrés pueden ser explicadas por las caracteristicas
fisicas del estresor, tales como su “intensidad” y/o su duracion (Cordero et al.,
1998), asi como de las respuestas neuroendoécrinas durante el estrés (Baldi y

Bucherelli, 2005; Conrad, 2005; Joéls, 2006).

La forma en que se afectan los procesos cognitivos durante el estrés

depende de varios factores que acttian sobre el organismo:

1-.Intensidad del estresor: Niveles de hormonas en el organismo durante y
después de la situacién estresante. Los niveles elevados de las hormonas (CORT,
epinefrina y norepinefrina) liberadas durante el estrés inducen un efecto en forma
de U invertida sobre el aprendizaje, memoria y plasticidad; se refiere al hecho de
que los niveles hormonales presentes que aumentan debido al estrés ocasionan
que las funciones cognitivas (el aprendizaje y la memoria) se deterioren (Baldi y

Bucherelli, 2005; Conrad, 2005; Joéls, 2006).

2.-Duracion del estrés: Agudo (una sola exposicidn) o crénico (exposiciones
repetidas. Los efectos de la duracién del estrés pueden ser evaluados a nivel
cognitivo, pero también en funcion de las estructuras cerebrales involucradas en el
aprendizaje y la memoria (Sandi y Loscertales, 1999; Pinnock y Herbert, 2001;

Pecoraro et al., 2005; Joéls et al., 2006).

3.-Fase de la memoria en la que se presenta la situacion estresante: Si se
presenta durante la consolidacion (principalmente se facilita) o durante la
recuperacion de la informacion (principalmente se deteriora) (Roozendaal, 2002 y

2003).
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4.-Carga psicolégica: Si el estresor es incontrolable y/o impredecible
(Mineka y Hendersen, 1985). Existe evidencia experimental de que las
experiencias incontrolables en contraposicion a las controlables, tienen un efecto

nocivo sobre el procesamiento de la informacién (Maier y Watkins, 2005).

5.-Caracteristicas individuales de cada organismo: Edad o sexo del

individuo (Bowman et al., 2003; Shors, 2004).

6.-Contexto en el cual se presenta el estrés o bien las hormonas de estrés
gue son liberadas. Esto es: si la experiencia es considerada estresante o no (de

Kloet et al., 1999; Joéls et al., 2006; Sandi, 1998).

Los efectos del estrés en la rata macho adulta se pueden explicar de

acuerdo a los siguientes factores:

1.-La fuente del estrés: El estimulo estresante puede ser intrinseco, cuando
es originado por la misma prueba cognitiva o extrinseco, cuando es originado por
factores no relacionados con la prueba cognitiva, como son eventos del medio que
la rodean y que pueden presentarse antes o después de la misma) (Sandi y

Pinelo-Nava, 2007).

2.-La duracion del estrés: Agudo o crénico. Esto es importante cuando se
evalian los mecanismos neurales mediante el cual el estrés afecta la cognicion

(Sandi y Pinelo-Nava, 2007).

3.-La intensidad del estresor: Los estresores pueden variar a lo largo de una

amplia gama de intensidades: baja, media, alta y en ocasiones de muy alta
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intensidad. Por ejemplo: un estresor de baja intensidad es la exposicion a una
situaciéon novedosa por otro lado un estresor de alta intensidad es una clara
amenaza a la vida como la exposicion a un depredador (Cordero et al., 1998;

Joéls et al., 2006; Sandi y Pinelo-Nava, 2007).

4.-El estresor y las fases de la memoria (adquisicion, consolidacion y
recuperacion de la informacién): Dependiendo de la fase de la memoria en la que
el evento estresante es experimentado. El estrés y los mediadores del estrés
ejercen efectos opuestos: generalmente se facilita la consolidacion
(almacenamiento de la informacibn en la memoria) y b) la recuperacion
generalmente se deteriora; de esta forma no se tiene un acceso eficiente a la
informacion almacenada (Roozendaal, 2002 y 2003; de Kloet et al., 1999; Joéls et

al., 2006).

5.-El tipo de aprendizaje: Es importante el tipo de proceso de aprendizaje
que es evaluado (aprendizaje implicito/no declarativo, explicito/declarativo, no
asociativo, etc.) (Nelson et al., 1992; Squire y Zola, 1996; Verfaellie y Keane,
1997; Eichenbaum, 1999; Moscovitch et al., 2006). Las ratas son usadas como

modelos para los procesos de aprendizaje y memoria explicita.

1.3.1. Estrés, aprendizaje y memoria hipocampal

El hipocampo es una estructura cerebral implicada tanto en la memoria
como en la regulacién neuroendocrina de las hormonas del estrés. Asi mismo, es
un blanco de las hormonas del estrés, teniendo una de las mas altas

concentraciones de receptores de CORT en el cerebro. Una funcién importante del
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hipocampo es la de participar en la finalizacion de la respuesta de estrés por
medio de la retroalimentacion negativa, mediada por los receptores de GC que
inhiben al eje HHA (Sapolsky, 1992; McEwen y Sapolsky, 1995). Por otro lado, los
niveles elevados de corticosterona en el hipocampo, afectan el metabolismo, la
sobrevivencia, las funciones fisiol6gicas y la morfologia de sus neuronas (Kim y
Yoon, 1998; de Kloet et al., 1999; Mc Ewen, 2000; Mc Ewen y Sapolsky, 1995;
Sapolsky, 1992); asi como sus funciones relacionadas con el aprendizaje y la

memoria (Lemaire et al., 2000; Hosseini-sharifabad y Hadinedoushan, 2007).

Diferentes estudios muestran que, el estrés y las hormonas del estrés
deterioran la memoria dependiente del hipocampo, tanto en humanos como en
animales (Sapolsky, 1992; de Kloet et al., 1999; McEwen, 2000; Diamond et al.,
2001; Krischbaum et al., 1996; Diamond y Park 2000). Consistentemente con lo
reportado en humanos, la exposicidon de ratas a estrés, o bien la administracion de
corticosterona (en dosis comparables a las que se presentan en la respuesta de
estrés) causaron déficit en la memoria espacial acompafiado de modificaciones en
la estructura neuronal del hipocampo (disminuciébn de las ramificaciones
dendriticas de CA 1) (Luine et al., 1993; Diamond et al., 1999; Diamond et al.,

1996; de Quervain et al., 1998).

1.3.2. Estrés y plasticidad en el hipocampo

Los efectos del estrés sobre la plasticidad hipocampal se han observado en
paradigmas tales como la desesperanza aprendida. En este paradigma los

animales expuestos al estresor (por ejemplo, inmovilizacidon-choques eléctricos en
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la cola) no pueden escapar de la experiencia nociva, lo que provoca el aumento en
la liberacion de corticosterona que su vez ocasiona un aumento en la
concentracion de glutamato lo que permite la induccién de la LTD provocando el
deterioro en el aprendizaje y la memoria. Por otro lado, las ratas que si pueden
ejecutar alguna conducta para terminar con la condicion estresante (escape del
lugar), muestran una LTP mayor que los animales que no pueden escapar del
estresor (Maier y Seligman 1976; Shors et al., 1989). Se ha demostrado que otras
formas de estrés psicolégico (como la exposicion a un depredador, condiciones
inestables de alojamiento, inestabilidad social, etc.) disminuyen la LTP (Diamond y

Park 2000; Xu et al., 1997; Diamond et al., 1994, 1990).

1.3.2.1. Estrés y morfologia dendritica

Otro aspecto importante de los efectos del estrés sobre el hipocampo, es el
cambio en la morfologia dendritica de las neuronas. Se ha observado que la
exposicion diaria a estrés por inmovilizacion, o inyecciones de CORT por tres
semanas, causa atrofia de las dendritas apicales en las neuronas piramidales de
CA3 (McEwen, 2000). De esta misma forma, se han reportado cambios
morfologicos en las células del giro dentado y CA1l. En CALl se observa retraccion
dendritica en las células granulosas y en las neuronas en ratas adultas expuestas
a estrés impredecible durante un mes (Sousa et al., 2000). La atrofia de las
dendritas apicales en el hipocampo puede ser suprimida con drogas que reducen
la neurotransmision de aminoacidos excitatorios (aspartato y glutamato), o bien
que reducen los niveles extracelulares de 5-hidroxitriptamina (5-HT) o la

excitabilidad general, a través de la estimulacion GABAérgica (Brown et al., 1999).
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1.3.2.2. Estrés y neurogénesis

La formacién de nuevas células neuronales en el giro dentado adulto ha
sido documentada en diferentes especies, incluyendo la rata, los tities, los monos
Rhesus, las musarafias arboricolas y el humano (Gould y Gross 2002; Charil et al.,
2010; Lafenétre et al., 2010; Brandt et al., 2010). Se ha documentado que este
mecanismo esta relacionado con los procesos de aprendizaje y memoria. Por
ejemplo, bajo condiciones en las que se estimula aprendizaje explicito (en
humanos) o espacial (en la rata) en el que interviene el hipocampo, el nUmero de
células granulares y su sobrevivencia se incrementa (Gould et al., 1999; Gould y

Gross 2002).

El estrés o la administracion experimental de GC inhiben la formacion de
células en el hipocampo. El estrés agudo afecta la proliferacion de células
granulares en la rata adulta, en musarafias arboricolas y en los tities. En las
musarafias arboricolas estresadas de manera cronica, se ha demostrado la

disminucion en el numero de células granulares (Gould et al., 1997).
1.4. Estrés durante la etapa prenatal

Las situaciones estresantes experimentadas por la madre gestante pueden
provocar alteraciones en el ambiente del feto y ocasionar deterioro en el desarrollo
de la descendencia. En diferentes estudios se ha reportado que el estrés causado
por la violencia psicolégica, fisica y/o sexual durante la gestacion en las mujeres
mexicanas, tiene una prevalencia de entre el 9 y 34 por ciento (Castro et al., 2003;

Valdez-Santiago y Sanin-Aguirre, 1996; Diaz-Olavarrieta et al., 2005) En
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consecuencia, estas mujeres tienen tres veces mas complicaciones durante el
parto y cuatro veces mas probabilidades de que los recién nacidos presenten bajo
peso (Valdez-Santiago y Sanin-Aguirre, 1996). En Estados Unidos se ha reportado
que el 6 por ciento de las mujeres embarazadas estdn expuestas a estrés
psicosocial severo y violencia doméstica durante sus gestaciones, lo que les
ocasiona alteraciones tales como depresion y desérdenes de panico (Woods et al.,

2010).

En los humanos el estrés prenatal (EP) esta ligado al incremento en la
vulnerabilidad a desarrollar varios problemas psicosociales, mismos que se
pueden observar tanto en la nifiez como en la etapa adulta. Durante la nifiez, el
estrés prenatal (EP) esta asociado con problemas de cognicion, de conducta y de
desarrollo cerebral (King y Laplante, 2005; King et al., 2009; Laplante et al., 2004,
2008; Talge et al., 2007), tales como el autismo (Beversdof et al., 2005; Kinney et
al., 2008 a, b) y el trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (ADHD)
(Grizenko et al., 2008; Li et al., 2010; Linnet et al., 2003; Mc Intosh et al.,1995;
Rodriguez y Bohlin, 2005). En los adultos, el EP se ha asociado con depresion
(Watson et al., 1999) y esquizofrenia (Huttenen y Niskanen, 1978; Kinney et al.,
1999; Kinney, 2001; van Os y Selten, 1998) asi como con hipertension, diabetes
tipo 2 y enfermedad isquémica cardiaca en ciertas etapas de la vida posnatal

(Maccari y Morley-Fletcher, 2007).
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1.4.1. Efectos del estrés prenatal en el feto

La exposicion al estrés durante la gestacion, incrementa los niveles de
CORT vy catecolaminas maternos, los cuales llegan a la sangre del feto (Ward y
Weisz 1984; Takahashi et al., 1998; Weinstock et al., 1988; Rohde et al., 1983).
Asi, los CORT maternos que normalmente son reducidos a su forma inactiva por
la enzima placentaria 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo dos (11B-HSD2)
pasan hacia el feto, debido que la actividad y la expresion de esta enzima
placentaria se encuentran reducidas en las madres estresadas (Charil et al.,

2010).

Por otro lado, la liberacion de CRH de origen placentario se incrementa por
el exceso de CORT maternos, lo que permite que, progresivamente los niveles de
esta hormona aumenten en el plasma fetal y actien sobre el cerebro del feto
(Kastin y Akerstrom, 2002). Esta CRH puede entonces afectar la funcion y la
integridad del hipocampo en desarrollo, debido a la activacion de los receptores de
CRH presentes en el hipocampo fetal (Sandman et al., 1999; Wadhwa et al.,

2001).

1.4.2. Efectos del estrés prenatal en la descendencia

En los humanos, la exposicién al estrés durante la gestacion modifica el
desarrollo cerebral de los neonatos, ocasionando alteraciones permanentes que
incrementan la susceptibilidad de padecer desordenes cognitivos o psiquiatricos

en la vida posnatal. Se ha observado que el estrés prenatal ocasiona retardo en el
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crecimiento fetal, bajo peso al nacer (Cliver et al., 1992) y retraso en el desarrollo

motor (Huizink et al., 2003).

La exposicion al estrés prenatal en ratas, trae como consecuencia el
incremento de la respuesta del eje HHA ante situaciones estresantes durante la
vida posnatal (Henry et al., 1994; Maccari et al., 1995; Vallée et al., 1997; Morley-
Fletcher et al., 2003a, b) de las cuales se recuperan lentamente (Fride et al., 1986;
Maccari et al., 1995). Las ratas adultas de ambos sexos que han sido estresadas
prenatalmente presentan mayor secrecion de CORT al final del periodo de luz en
comparacion con las ratas control. Ademas las hembras estresadas prenatalmente
secretan mas CORT durante todo el ciclo diurno (Koehl et al., 1999) Estos efectos
son ocasionados en parte, por una reduccién de los receptores de GC tipo Iy Il en

el hipocampo (Koehl et al., 1997, 1999).

En los animales estresados prenatalmente, se presentan de forma
prematura cambios en el eje HHA que estan relacionados con la edad. En las
ratas recién nacidas, el periodo hiporresponsivo, en el cual los niveles de
esteroides adrenales se mantienen bajos durante las dos primeras semanas de
vida posnatal, se encuentra abolido en la descendencia (Henry et al., 1994). Las
ratas estresadas prenatalmente de mediana edad presentan aumento en los
niveles de GC circulantes en comparacion a los animales control (Vallée et al.,
1999). La hiperactividad del eje HHA observada tanto en machos como en
hembras, es acompafada por incremento en la conducta ansiosa en machos
frente a situaciones novedosas (Poltyrev et al., 1996; Vallée et al., 1997; Viltart et

al., 2006). Mas aun la respuesta conductual de ansiedad frente a situaciones
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novedosas aumenta en machos y hembras (Thompson, 1957; Fride et al., 1986;

Wakshlak and Weinstock, 1990; Vallée et al., 1997; Louvart et al., 2005).

Por otro lado, los estresores prenatales de mediana a mayor intensidad
han mostrado afectar la neurotransmision noradrenérgica y dopaminérgica. Se han
observado bajos niveles de norepinefrina en la corteza cerebral y en el locus
coeruleus junto con la dopamina (Takahashi et al., 1992). También, el estrés
prenatal afecta la neurotransmision glutamatérgica en la corteza prefrontal de la
rata macho, por lo que la neurotransmision se termina debido a la hiperactivacion
ocasionada por la excesiva presencia de GC (Fumagalli et al., 2009). De esta
misma manera, investigaciones han revelado disminucién de glutamato y cambios
en la expresion del receptor NMDA (reduccion en la expresion de la subunidad
NR2B) en el hipocampo durante situaciones estresantes en la etapa adulta

(Nakamura et al., 2005; Gilbert y Lasley, 2007; Yaka et al., 2007).

1.4.2.1. Efectos del estrés prenatal sobre el aprendizaje y la memoria

espacial

El estrés materno por inmovilizacion aplicado tres veces al dia por un
periodo de 20-30 minutos, o bien la aplicacion de choques eléctricos en las patas,
afecta la adquisicion de la informacion espacial en la descendencia cuando
realizan la prueba del laberinto acuatico de Morris (Weinstock 2007). Estas
deficiencias estan asociadas entre otras a la reduccion de la neurogénesis en el

hipocampo, la supresion de la LTP y el aumento de la depresion a largo plazo
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(LTD por sus siglas en inglés) (Ishiwata et al., 2005; Lemaire et al., 2000; Son et

al., 2006; Yang et al., 2006).

Por otro lado, deficiencias en el aprendizaje de ratones y ratas estresados
prenatalmente, estan asociadas con la reduccion en la densidad sinaptica de las
dendritas de las neuronas piramidales en la region CA3 (Ishiwata et al., 2005;
Hosseini-sharifabad y Hadinedoushan, 2007). Se ha reportado que el estrés
prenatal por inmovilizacion aplicado desde el dia 14 hasta el 20 de gestacidn
disminuye el aprendizaje espacial en los machos de la descendencia pero no en
las hembras (Zagron y Weinstock, 2006), lo que sugiere que el desarrollo cerebral
en los machos es mas sensible a los efectos de las hormonas de estrés de la

madre.

En contraste con lo anterior, existen reportes donde las hembras estresadas
prenatalmente por inmovilizacion presentan deterioro en el aprendizaje espacial
durante la etapa juvenil (Gue et al., 2004; Wu et al., 2007). Las hembras pero no
los machos estresados prenatalmente por inmovilizacion muestran deterioro en el
aprendizaje espacial (Li et al., 2008). En conjunto, los estudios anteriores sugieren
que las diferencias entre los machos y las hembras a los efectos del estrés
prenatal y sus repercusiones en el aprendizaje espacial, pueden deberse a las
diferencias estructurales del hipocampo y en la induccién de LTP (McEwen et al.,

1977; Andrade et al., 2000)
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1.5. Manipulacién y estrés

La manipulacion neonatal en ratas ha sido usada para investigar el impacto
de condiciones de vida que se presentan en etapas muy tempranas sobre el
desarrollo cerebral en especial de la plasticidad neuroconductual (Beane et al.,
2002). Existen evidencias que demuestran que en las ratas que experimentan
diferentes tipos de estimulos (manipulacion o ambientes enriquecidos) durante
etapas las tempranas de la vida, ello les permite enfrentar de manera exitosa
situaciones estresantes en la vida adulta (Champagne et al.,, 2009; DeNelsky y
Denenberg, 1967; Levine, 1957; Meaney et al., 1985; Plotsky et al., 2005). Estos
animales muestran reduccion en la conducta ansiosa. Asimismo, en respuesta a
un estresor leve, la secrecién de corticosterona, prolactina y adrenalina es menor
comparada con los animales que no fueron manipulados (Levine et al., 1967;
Meaney et al., 1985; Meerlo et al., 1999; Nunez et al., 1996). Por otro lado, los
animales manipulados tienen un incremento en los receptores de GC en el
hipocampo y la corteza prefrontal (Meaney y Aitken, 1985; Meaney et al., 1994;
Viau et al., 1993), asi como en la sensibilidad a los CORT en el del eje limbico-
hipotalamico-hipdfisis-adrenal, lo que permite la finalizacion de la respuesta de

estrés de manera rapida.

La manipulacién neonatal consiste al menos de tres tipos de manipulacion:
1) breve separacion maternal (hasta de 15 minutos); 2) estimulacién tactil por
parte del experimentador y 3) exposicibn a ambientes novedosos. La separacion

de la madre elimina el olor y la estimulacion tactil y al ser reunidos con la

39

——
| —



progenitora, los recompensa con un mayor contacto fisico (Pryce et al., 2001;
Villescas et al., 1977). La estimulacion tactil por parte del experimentador podria
estar simulando la estimulacion tactil por parte de la madre. Finalmente, los
ambientes enriquecidos ofrecen novedosas estimulaciones tanto olfativas como
visuales. En un modelo mixto de manipulacién posnatal, que incluye una breve
separacion de la madre con estimulacion tactil por parte del experimentador y
exposicién a un ambiente novedoso, mostré que, ratas macho en la etapa adulta
incrementaran la capacidad de aprender informacién espacial y no-espacial (Tang,
2001; Tang et al., 2006), también presentan incremento en la LTP hipocampal
(Tang y Zou, 2002). Por otro lado, la estimulacién tactil puede incrementar la

maduracién de neuronas corticales (Schapiro y Vukovich, 1970).

1.5.1. Efectos de la manipulacién en animales estresados prenatalmente

Lee y Rabe (1999) demostraron que las deficiencias en el aprendizaje y las
alteraciones en la respuesta de estrés durante la vida posnatal en ratas expuestas
a alcohol durante la etapa prenatal, pudieron ser revertidas con la estimulacién
posnatal diaria que consistid en separacion materna y estimulacion tactil por un
periodo de 3 semanas. En otro estudio donde los animales fueron estresados
prenatalmente por inmovilizacion y acompafiados de luz brillante durante la ultima
semana de gestacion; ninguno de los grupos experimentales (estresados
prenatalmente, estresados prenatalmente con manipulacion y control) mostraron
alteraciones en la ejecucion del laberinto acuatico de Morris; solo se observéd que
los animales estresados prenatalmente y manipulados con el método de

separacion breve maternal (desde el dia 1 del nacimiento hasta el destete dia 21),
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se recuperaban de una experiencia estresante igual que los animales control a
diferencia de los animales estresados prenatalmente y que no fueron manipulados
(Vallée et al., 1999). Por otro lado, la manipulacion posnatal puede revertir
completamente las deficiencias en la neurogénesis ocasionadas por el estrés
prenatal (Lemaire et al., 2006). Lo anterior podria contribuir a una mejor ejecucion

en las pruebas cognitivas.

2. Justificacion

A pesar de que existen investigaciones que evaltan el aprendizaje y la
formacion de la memoria en animales estresados prenatalmente, los resultados
obtenidos son poco claros, inconsistentes y contradictorios, debido en parte a los
diferentes esquemas de aplicacion del estrés, asi como a las distintas
intensidades de los estresores utilizados.Asimismo, en los estudios publicados
hasta la fecha no se ha evaluado la memoria a largo plazo en los animales
estresados prenatalmente. Por lo tanto, en este trabajo se evalué el efecto de un
estresor de alta intensidad (capaz de activar fuertemente al eje HHA) sobre el
aprendizaje y la memoria de tipo espacial, a diferentes edades de la vida posnatal.
De la misma forma, se evalud si estos dafios pueden ser revertidos mediante la

manipulacion posnatal.
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3. Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto del estrés prenatal en el aprendizaje y la memoria de
tipo espacial en diferentes edades de la vida posnatal de la rata, asi como el

efecto de la manipulacién posnatal en esos parametros.
Objetivos particulares

Evaluar el desempefio de las ratas hembras y macho estresadas
prenatalmente por inmersién en agua fria en laberinto acuatico de Morris a las

edades de 1, 2 y 3 meses de vida.

Determinar el efecto de la manipulacion posnatal sobre el aprendizaje y la
memoria de tipo espacial en ratas hembras y machos de 3 meses estresadas

prenatalmente por inmersién en agua fria.

Evaluar el efecto del estrés prenatal por inmersién en agua fria sobre el

peso corporal de las ratas hembras y machos en las edades de 1, 2 y 3 meses.
4. Hipotesis

La exposicion a un estresor de alta intensidad durante la etapa prenatal
ocasionara deficiencias en la capacidad de aprender y memorizar informacion de
tipo espacial en ratas hembras y machos en diferentes etapas de la vida posnatal,

mismas que seran revertidas por la manipulaciéon posnatal.
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5. Metodologia

5.1. Animales

En la figura 4 se muestran los procedimientos para este estudio. Se
utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (Ratus novergicus albinus) en estro de
250 gramos de peso y machos sexualmente expertos de aproximadamente 300g,
adquiridas del bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana unidad
Iztapalapa y que permanecieron dentro del mismo durante todos los
procedimientos experimentales. Los animales se mantuvieron separados por sexo
en grupos de 10 por caja jumbo de plexiglas transparente antes del inicio del
apareamiento, a temperatura constante (22+2°C), en ciclos de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad (con el comienzo de la fase de luz a las 9 pm (ciclo de
luz/oscuridad invertido), con agua y alimento ad libitum. El manejo de los animales
y los experimentos se sujetaron a las normas oficiales mexicanas (NOM-062-ZO0O-
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 Biolégicas y de la Salud” (Mayo

2010).
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Disefio Experimental

Obtencidon de Animales
Hembras y Machos
250 g de peso

3

Apareamiento de hembras receptivas y machos

I |
¥ ¥
Hembras gestantes
Estrés por inmersion en Hembras gestantes
, Control (CTR
agua fria (EP) ontrol (CTR)
| I ]
¥

Nacimiento de crias

& """"""""""""""""" &

Manipulacion, registro de peso
corporal desde el nacimiento hasta
los 3 meses de edad y evaluacion en

el LAM (CTRm vy EPm)

Evaluacién en el LAM de lo:
animales de 1, 2 y 3 meses
(CTRy EP)

Figura 4. Disefio experimental

Se permitio la libre copula a parejas conformadas por una hembra en estro
y un macho. Los machos eyacularon de 2 a 3 veces. Ese dia fue tomado como el
dia uno de gestacién; las hembras fueron asignadas al azar a los grupos control
(CTR), estrés prenatal (EP) y se colocaron individualmente en cajas de plexiglas
transparente, en las que transcurrié todo el proceso de gestacion, nacimiento y
crecimiento de las crias hasta el momento en que éstas fueron destetadas (dia 21
de vida posnatal) y separadas por sexo. Los grupos experimentales se formaron

de acuerdo a la edad y al sexo como se indica en la tabla 1:
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Tabla 1. Grupos experimentales y numero de sujetos en cada uno.

HEMBRAS MACHOS
CTR EP CTR EP
1 mes n=8 n=7 n=8 n=7
2 meses n=7 n=10 n=8 n=7
3 meses n=10 n=10 n=12 n=9
3 meses con n=8 n=8 n=5 n=5
Manipulacion

Todos los animales fueron colocados en cajas de plexiglas apropiadas al

ndmero de individuos y con alimento y agua ad libitum.

5.2. Estrés Prenatal

Durante la ultima semana de gestacion (dia 15 al 21), las hembras
gestantes asignadas al grupo de EP, fueron sometidas a una sola sesién de estrés
por inmersién en agua fria, La que consistié6 en colocar a las ratas de forma
individual en una caja de plexiglas con agua a 15°C y una profundidad de 15 cm la
misma, durante 15 minutos. La caja fue cubierta con una reja para evitar el escape
de las ratas. Procedimiento que se realizé en la ultima hora de la fase luz (Retana-
Marquez et al., 2003). Las hembras asignadas al grupo CTR se mantuvieron en

sus cajas y solamente recibieron la limpieza de rutina.
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5.3. Manipulacion y registro de peso corporal

La manipulacién consistio en tomar a las ratas del tronco y colocarlas en
una balanza para registrar su peso corporal. La manipulacién consistio en tocar a
las ratas durante 15 s continuos; posteriormente se depositaron en una caja
diferente a la de procedencia para evitar confusion y que fueran pesadas mas de
una vez. Al finalizar todas las crias regresaron a la caja con sus madres. El
procedimiento se realiz6 desde el momento del nacimiento hasta la edad de tres
meses. El tiempo total del procedimiento para cada animal fue de 30 s. La
obtencién del peso corporal de las ratas que no fueron manipuladas diariamente
se realizé el dia en que iniciaron las pruebas conductuales del laberinto acuatico

de Morris a la edad correspondiente.

5.4. Paradigma conductual del laberinto acuatico de Morris

(LAM)

5.4.1. Instrumentacioén

Las pruebas se realizaron en una piscina circular de color verde oscuro,
cuyas dimensiones: 170 cm de diametro y 50 cm de altura. Se llen6 parcialmente
de agua a una altura de 30 cm y se mantuvo a una temperatura de 21+2°C. La
piscina se dividié en cuatro cuadrantes imaginarios iguales a los que se les asigno
nombre de puntos cardinales (noreste NE, noroeste NO, sureste SE y suroeste
SO) tomando como referencia la zona de acceso al laberinto (unicel) y en tres

imagenes de colores llamativos que se colocaron en las paredes que también
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cumplieron la funciébn de pistas espaciales durante todas las pruebas. Una
plataforma de acrilico transparente (19cm x 22cm) permanecié sumergida por
debajo de la superficie del agua (2 cm) en el cuadrante NE y equidistante de la
pared y del centro de la piscina (Figura 5). Los parametros conductuales que se
analizaron fueron: Latencia de escape, que hace referencia al tiempo que tardan
las ratas en encontrar la plataforma sumergida durante la fase de aprendizaje y en

las memorias de corto y largo plazo.

En las sesiones en las que se retird la plataforma de la piscina se evalud:
el tiempo de permanencia en el cuadrante que es el tiempo que la rata se encontrd
dentro del cuadrante NE y el nimero de cruces del animal sobre la zona donde

anteriormente se encontro la plataforma durante la fase de aprendizaje.

|
suroeste| sureste

S B

B— | e— Ryt e—

Entrada

Figura 5.- Esquema de los componentes del laberinto acuético de Morris, la ubicacién de la
plataforma y de las pistas espaciales, asi como la division imaginaria de la piscina.
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5.4.2. Fase de aprendizaje

Todas las ratas iniciaron las pruebas en el LAM en el cuadrante asignado
como SE, cambiando de cuadrante en cada una de las pruebas. Se comenzo
situando a la rata dentro del agua con la cabeza apuntando hacia la pared de la
piscina. Las ratas que no encontraron la plataforma sumergida después de 60
segundos, fueron dirigidas por el experimentador hacia la misma sobre la
superficie del agua, dejandolos por un periodo de 30 segundos sobre la plataforma
(Kapoor et al., 2009), este procedimiento sdélo se realizé en la primera sesion. La
fase de aprendizaje consistid de cuatro sesiones para cada uno de los animales

por dia, durante cuatro dias consecutivos.

5.4.3. Fase de memoria corto y largo plazo

La memoria de corto plazo se evalué 48 horas después del ultimo dia de
la fase de aprendizaje, las ratas efectuaron un solo ensayo en el LAM, en cual se
registré la latencia de escape. Para analizar la capacidad de los animales de
recordar la prueba en un mayor periodo de tiempo (memoria de largo pazo), una
semana después se realizé un Gltimo ensayo; se evalud la latencia de escape, asi

como el niumero de individuos que olvidaron la prueba.

Tres dias y ocho dias después de la evaluacién de se realizaron sesiones
sin la plataforma; se evalué el tiempo de permanencia en el cuadrante donde
estuvo la plataforma (NE), asi como el niumero de cruces en ese cuadrante. Los
animales permanecieron en la piscina el tiempo maximo asignado (60 s) y fueron

videograbados; este procedimiento sélo se realizo una vez para cada animal.
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6. Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos se expresaron como la media + error
estandar de la media (M.E.E.). El registro de peso corporal, la permanencia en el
cuadrante y el numero de cruces fueron analizados con ANOVA de una via. Las
pruebas en el LAM se analizaron con ANOVA de medidas repetidas, seguidas por
el método de Newman-Keuls de comparaciones post hoc. Las latencias promedio
obtenidas en las pruebas de LAM se analizaron con t — student y con ANOVA de
una via. El andlisis del porcentaje de los animales que olvidaron la prueba en el
dia 13 se realiz6 con la prueba de Chi-Cuadrada. Se considerd diferencia

estadistica significativa cuando p < 0.05.

7. Resultados

7.1. Peso corporal

Los machos EP de un mes de edad tuvieron pesos corporales
significativamente menores que los machos CTR, CTR manipulado y EP
manipulado (F=4.80, p<0.01434, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p
< 0.05). A los 2 y 3 meses de edad no se encontraron diferencias estadisticas en

las hembras como en los machos (Figura 6).
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Figura 6.- En las gréficas se muestran los datos correspondientes a los registros del peso
corporales en los diferentes sexos y edades de 1, 2 Y 3 meses. Sélo los machos estresados
prenatalmente de un mes de edad mostraron menor peso corporal estadisticamente significativo
en comparacion a los grupos control (*), control manipulado (#) y estrés prenatal manipulados
(%) (F=4.32, p< 0.09522).




7.2. Efectos del estrés prenatal por inmersion en agua fria

sobre el aprendizaje y la memoria espacial

En estos experimentos, los grupos de las diferentes edades y de ambos

sexos fueron entrenados para encontrar la plataforma escondida dentro del LAM.

Las latencias de escape de las hembras EP de un mes de edad fueron
significativamente mayores que las de las hembras CTR en el dia 4 de aprendizaje
y en el dia 6 (A)(48 horas después de la ultima sesion de aprendizaje (F0)=4.82,
p<0.048622, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). El
tiempo promedio invertido en las pruebas fue estadisticamente mayor en las

hembras EP (t =-3.8703, p <0.000217, t-student)(Figura 7).

En lo que respecta a la evaluacion de la memoria de largo plazo, aunque
no se observaron diferencias estadisticas en la latencia de llegada en el dia 13, el
porcentaje de hembras EP que olvido la prueba, fue significativamente mayor que

el porcentaje de hembras CTR (X%.05,1=0.6025)(tabla 2).

Las latencias de llegada en los machos EP de un mes de edad (B) fue
estadisticamente mayor en los dias 1, 3, 4 y 13 (F5.65=6.89, p<0.021003, ANOVA
de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05), el tiempo promedio de
los EP fue estadisticamente mayor a los CTR (t =-3.9713, p<0.000146, t-student).

(Figura 7).
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Figura 7.- Las hembras EP de un mes de edad (A) mostraron incrementos significativos en sus
latencias de llegada en los dias 4 de la fase de aprendizaje y de evaluacién de memoria a las 48
horas (dia 6) (F(5_60)=4.82, p<0.048622, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc,
p<0.05) y en las latencias promedio (t =-3.8703, p <0.000217, t-student). Los machos EP de esta
misma edad (B) obtuvieron latencias de llegada significativamente mayores en comparacion a los
CTR en los dias 1, 3, y 4 de aprendizaje, y después de 8 dias (Dia 13)( Fs.65=6.89, p<0.021003,
ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). Las latencias promedio de los
machos EP es estadisticamente mayor a los CTR (t =-3.9713, p<0.000146, t-student).
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Sin embargo, el porcentaje de machos EP de un mes que olvidaron la
prueba después de 8 dias (dia 13) no fue diferente significativamente del grupo

CTR (tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de animales que olvidaron la prueba

HEMBRAS MACHOS
CTR EP CTR EP
1 mes 0% 42 .8%* 0% 28.5%
2 meses 0% 20% 0% 0%
3 meses 0% 60%* 0% 0%
*p<0.05

Las latencias de escape en las hembras EP de dos meses de edad (A)
fueron significativamente mayores en los dias 3 y 4 de la fase de aprendizaje, asi
como en los dias 6 y 13 de la fase de memoria (F.80=5.55, p<0.03152, ANOVA
de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). El tiempo promedio
invertido por las hembras EP fue estadisticamente mayor a las del grupo CTR (t=-

4.2937, p<0.000039, t-student) (Figura 8).

Por otro lado, los machos EP de dos meses de edad (B) presentaron
latencias de escape significativamente mayores que los machos CTR en los
primeros tres dias de la fase de aprendizaje (Fs.80=8.49, p<0.010142, ANOVA de

medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05).
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Figura 8.- Las latencias de llegada en los dias 3, 4 de aprendizaje, 6 y 13 de evaluacion de la
memoria del grupo EP fueron significativamente mayores que las CTR (F.50=5.55, p<0.03152,
ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). Las latencias promedio de las
hembras EP fue significativamente mayor a las de las CTR (t=-4.2937, p<0.000039, t-student) (A).
Los machos EP (B) mostraron latencias significativamente mayores a los CTR durante los primeros
tres dias de la fase de aprendizaje (Fs.50=8.49, p<0.010142, ANOVA de medidas repetidas,
Newman-Keuls post hoc, p<0.05) y latencias promedio mayores en toda la prueba (t=-3.9082,

p<0.000164, t-student).
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El tiempo promedio de llegada a la plataforma fue estadisticamente mayor

que el de los CTR (t=-3.9082, p<0.000164, t-student) (Figura 8).

No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de animales
gue olvidaron la prueba de los grupos CTR y EP tanto en hembras como machos

(tabla 2).

En la hembras de tres meses de edad (A), las hembras EP mostraron
mayores latencias de llegada en los dias 2, 3 y 4 de la fase de aprendizaje, asi
como en la fase de memoria, en los dias 6 y 13 en comparaciéon a las hembras
CTR (F(5-00)=14.20, p<0.001407, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls
post hoc, p<0.05). El tiempo promedio de llegada de las hembras EP fue mayor

gue el de las hembras CTR (t=-5.7410, p<0.000000, t-student) (Figura 9).

De manera similar, los machos EP mostraron latencias de llegada
significativamente mayores a las de los machos CTR desde el dia 3 de la fase de
aprendizaje hasta el ultimo dia de prueba en la fase de memoria en el LAM (F.
95=5.85, p<0.025740, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc,
p<0.05) (Figura 9). El tiempo promedio de los machos EP fue también

estadisticamente mayor que el de los CTR (t=-3.5122, p<0.000621, t-student).

El porcentaje de hembras EP de 3 meses de edad que olvidaron la prueba
en el dia 13 fue estadisticamente mayor que el porcentaje de hembras CTR que
olvidaron la prueba en ese dia (X20_05,1:8.5714). Los machos de ambos grupos no
mostraron diferencias en el porcentaje de animales que olvidaron la prueba (tabla

2).
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Figura 9.- Las hembras EP de tres meses (A) de edad obtuvieron latencias de llegada
significativamente mayores a las CTR desde el dia 2 de aprendizaje hasta el final de las pruebas
en el LAM (F90=14.20, p<0.001407, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc,
p<0.05). El tiempo promedio de llegada de las hembras EP fue mayor que las obtenidas por las
CTR (t=-5.7410, p<0.000000, t-student). Los machos EP (B) mostraron latencias de llegada
significativamente mayores desde el dia 3 de aprendizaje hasta el final de las pruebas en el LAM
(F(5.95=5.85, p<0.025740, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, * p < 0.05). El
tiempo promedio de llegada de los machos EP fue mayor que el de los CTR (t=-3.5122,
p<0.000621, t-student).
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7.3. Efectos del estrés prenatal por inmersion en agua fria en el

tiempo de permanencia en el cuadrante y numero de cruces

Con el fin de evaluar el grado en que los animales recordaron la ubicacion
de la plataforma, en la ultima sesion de la fase de memoria se realiz6 una prueba
en el LAM, pero sin la plataforma en el cuadrante NE. Durante esta sesion, la

prueba fue de una duracion maxima de 60 s.

Las hembras EP de las tres edades, presentaron menores tiempos de
permanencia en el cuadrante NE, donde estuvo la plataforma, en comparacién con
las hembras CTR. Sin embargo, éstos fueron significativamente menores solo en
las hembras de dos y tres meses de edad (Fi=4.99, p<0.001204, ANOVA de una
via, Newman-Keuls post-hoc, p < 0.05) (Figura 11 A). De igual manera, los
machos de dos y tres meses permanecieron significativamente menos tiempo
dentro del cuadrante NE (F=9.24, p<0.000004, ANOVA de una via, Newman-

Keuls post-hoc, p < 0.05) (Figura 11 B).

Por otro lado, las hembras EP de dos y tres meses de edad cruzaron
menor nimero de veces la zona donde se localiz6 la plataforma en comparacién a
las CTR (F)=5.28, p<0.000810, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p <
0.05) (Figura 12 A). Los machos EP de un mes y tres meses de edad cruzaron
menor numero de veces en comparacion a los CTR (Fx=10.07, p<0.000001,

ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p < 0.05) (Figura 12 B).
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Figura 11.- Hembras EP (A) (F=4.99, p<0.001204, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc,
p < 0.05) y machos EP (B) (F(5)=9.24, p<0.000004, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p
< 0.05.) a las edades de 2 y 3 meses permanecieron menos tiempo dentro del cuadrante NE en
comparacién a los CTR.
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Figura 12.- Las hembras de dos y tres meses de edad EP cruzaron un menor nimero de veces
sobre la zona de la plataforma (F=5.28, p<0.000810, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-
hoc, p < 0.05). Los machos EP (B) muestran una disminucién en el nimero de cruces en las
edades de uno y tres meses (Fi=10.07, p<0.000001, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-
hoc, p <0.05, ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p < 0.05).




7.4. Efectos de la manipulacién posnatal en animales
estresados prenatalmente por inmersion en agua fria sobre el

aprendizaje y la memoria espacial

Los datos conductuales obtenidos en los animales de tres meses de edad
fueron comparados con los animales que fueron manipulados durante registro de

su peso corporal.

Las latencias de llegada en el grupo de hembras EP (A) fueron
significativamente mayores a partir del dia 2 de la fase de aprendizaje, asi como
en los dias 6 y 13 de la fase de memoria (F(5.135=15.83, p<0.001307, ANOVA de
medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). Por tanto, el tiempo
promedio de llegada fue significativamente mayor en comparacioén con los demas
grupos experimentales, EP manipulado, CTR y CTR manipulado (F3)=15.44,

p<0.000000 , ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p < 0.05) (Figura 10).

De la misma manera, los machos EP manipulados (B) presentaron
latencias de llegada significativamente mayores a las de los otros grupos
experimentales (EP, CTR y CTR manipulado) en el dia 3 y 4 de la fase de
aprendizaje, asi como en los dias 6 y 13 de la fase de memoria (F(15-134)=55.30,
p<0.000000, ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). El
tiempo promedio de los machos EP fue estadisticamente mayor sélo con el grupo
de machos CTR (F)=3.54, p<0.015758 , ANOVA de una via, Newman-Keuls post-

hoc, * p < 0.05) (Figura 10).
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Figura 10.- Las hembras EP (A) obtuvieron latencias de llegada mayores desde el dia 2
de aprendizaje y en los dias 6 y 13 de memoria en comparacion a los otros grupos (*, CTR; %,
CTR manipulado y #, EP manipulado) (F(s5.135=15.83, p<0.001307, ANOVA de medidas repetidas,
Newman-Keuls post hoc, p<0.05). Las latencias promedio de las hembras EP fue mayor que las de
los otros grupos (F3=15.44, p<0.000000 , ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p < 0.05).
Los machos EP (B) mostraron diferencias significativas desde el dia 3 y 4 de aprendizaje y los dias
6 y 13 de memoria (*, CTR; %, CTR manipulado y #, EP manipulado) (Fs.134=55.30, p<0.000000,
ANOVA de medidas repetidas, Newman-Keuls post hoc, p<0.05). Las latencias promedio de los
machos EP solo fueron significativamente mayor al grupo de machos CTR (F(3=3.54, p<0.015758 ,
ANOVA de una via, Newman-Keuls post-hoc, p < 0.05).

61

——
| —



8. Discusion

De acuerdo con el registro de peso corporal de las ratas utilizadas en este
estudio, solo los machos EP de un mes de edad mostraron disminucién en el peso
corporal en comparacion a los animales de los grupos control del mismo sexo; las
hembras no mostraron diferencias en el peso corporal en ninguna de las edades
de registro, al igual que los machos de dos y tres meses de edad. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Bowman y colaboradores (2004), quienes
refieren, con base en el registro de peso corporal realizado diariamente desde el
dia 20 hasta el 80 de vida posnatal, que el estrés prenatal por inmovilizacion no
modifica el peso de la descendencia de ratas de ambos sexos. Los datos de este
trabajo sugieren que el estrés prenatal por inmersibn en agua fria y la
manipulacion no influye en los cuidados maternos y la alimentacién que reciben

las crias, por lo que su ganancia de peso corporal es similar a las crias control.

Con respecto al proceso de aprendizaje se observd que las latencias
llegada, tanto de los animales EP como de los CTR, disminuyeron con las
sesiones y las repeticiones. Sin embargo, las latencias de escape fueron
estadisticamente diferentes entre los grupos control y experimental, siendo
mayores las de los animales EP de todas las edades observadas (uno, dos y tres
meses) y en ambos sexos. Estos datos sugieren que las ratas estresadas
prenatalmente por inmersion en agua fria tienen deficiencias en el aprendizaje y la
memorizacién de la prueba en el laberinto acuatico, independientemente de la

edad y del sexo. Estos resultados difieren de lo reportado en otros estudios, en los
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que se observdO que soOlo las ratas macho estresadas prenatalmente por
inmovilizaciéon, mostraron deficiencias en el laberinto acuético. En contraste, las
hembras no castradas y estresadas prenatalmente mostraron un buen desempefio
en la realizacion de la misma (Nishio et al., 2001; Zagron y Weinstock 2006). Estos
autores sugieren que estas diferencias entre sexos podrian atribuirse a un efecto
neuroprotector de los estrogenos, los cuales podrian atenuar los efectos del estrés
prenatal. Se ha propuesto que las hembras son menos susceptibles a presentar
desdrdenes cognitivos, gracias a que los estrogenos le ofrecen una accion
protectora. Se ha observado que los estrégenos causan incremento en las espinas
dendriticas, la LTP y los receptores NMDA en el hipocampo, e influyen en la
transmision colinérgica en el cerebro anterior (Mc Ewen et al., 1997; Tanapat et
al., 1999). Sin embargo, otros reportes refieren que las hembras intactas
estresadas prenatalmente por inmovilizacion pero no los machos, muestran
deterioro en el aprendizaje espacial (Li et al., 2008). En principio, estos datos
contradictorios podrian atribuirse a posibles alteraciones hormonales durante el
ciclo estral de las hembras por efecto del estrés prenatal. Sin embargo, se ha
corroborado que el estrés prenatal por inmovilizaciéon no altera el ciclo estral de las
hembras (Beckhardt y Ward, 1983). Ademas, se ha demostrados que el estrés
prenatal por inmovilizacion no altera los niveles de estrogenos en la etapa adulta
(Walf y Frye, 2007). Sin embargo, en este trabajo se utilizdO un estresor de alta
intensidad, la inmersion en agua fria y es posible que este estresor pudiera haber
causado alteraciones en los niveles de estrégenos en la etapa juvenil y adulta,

evitandose asi sus efectos protectores, favoreciendo las deficiencias observadas
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en el aprendizaje, de manera similar a los machos. Ademas, la mayor respuesta
del eje HHA al estrés en las hembras ocasiona que los niveles elevados de
corticosteroides después de una situacién estresante no puedan regresar a los
niveles basales (Koehl et al.,, 1999). Esto favoreceria aun mas los efectos

adversos en el aprendizaje y la memoria en las hembras.

Por otra parte, es importante mencionar que el estresor utilizado en este
trabajo (inmersion en agua fria) causa una respuesta mas intensa, en términos de
activacion del eje adrenal, que el estrés por inmobilizacion (Retana-Marquez, et
al., 2003). Asi, las alteraciones en el desempefio en las pruebas de aprendizaje en
las ratas de ambos sexos pueden atribuirse a los efectos de los elevados niveles
de corticosterona causados por el estrés durante la gestacioén. Esto podria explicar
por qué se observa deterioro similar en la capacidad de aprendizaje de hembras y
machos. La menor capacidad de aprendizaje observada en las ratas estresadas
prenatalmente podria explicarse por una menor plasticidad en el hipocampo de
estos animales. Se sabe que el area CAl del hipocampo presenta disminucién en
la potenciacién de largo plazo y que dicho mal funcionamiento se mantiene y se

manifiesta hasta la edad adulta (Son et al., 2006).

Estos resultados permiten concluir que el estrés prenatal es capaz de
deteriorar la capacidad de aprendizaje en la etapa juvenil y adulta, independiente

de la condicién sexual y hormonal del individuo.

Un dato importante que aporta este estudio es el relacionado con la

memoria de largo plazo. Como muestran los resultados, al poner a prueba a las
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ratas en una situacion en la que debieron recordar la prueba 8 dias después de la
dltima exposicién al paradigma cognitivo, las ratas de ambos sexos, estresadas
prenatalmente, presentaron problemas al recordar la posicion de la plataforma.
Estos resultados indican que las ratas estresadas prenatalmente presentan
deficiencias en el almacenamiento de la informacién y su posterior recuerdo. Esta
inhabilidad utilizar las pistas espaciales disponibles para ubicarse de manera
exitosa en el laberinto y para poder encontrar la plataforma, concuerda con lo
reportados por Yang y colaboradores (2006). Las ratas macho estresadas
prenatalmente cruzan menor numero de veces sobre la zona donde se encontraba
la plataforma escondida durante la fase de aprendizaje. En el caso de las
hembras, no se encuentran datos en la literatura acerca de alteraciones en la
memoria de largo plazo, por lo que esta es una aportacién del presente trabajo.
Las ratas hembras también muestran deficiencia en la memoria espacial, ya que el
tiempo que permanecieron en el cuadrante donde se encontraba anteriormente la
plataforma, asi como el numero de cruces en ese cuadrante disminuyo

significativamente,

Las diferencias en el aprendizaje y la memoria encontradas en este
trabajo en comparacion con otros estudios, donde utiliza otro tipo de estresor,
podrian estar relacionadas con sus intensidades. Se sabe que, la inmovilizacién es
un estresor de mediana intensidad y que al aplicarlo de forma repetida causa
habituacién. El estresor de mediana intensidad aplicado en ratas, tiene como
resultado una robusta secrecién inicial de corticosterona, la que disminuye

gradualmente en el transcurso de los dias de exposicion al estresor (Natelson et
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al., 1988; Pitman et al., 1988; Retana-Marquez et al., 2003). La inmersién en agua
fria no ocasiona habituacion; Retana-Marquez y colaboradores (2003) han
demostrado que en las ratas expuestas durante 20 dias a este estresor los niveles
de corticosterona se incrementaron 3.7 veces por arriba de los niveles normales y
permanecen elevados durante todo el tiempo de exposicién al estresor. Con lo
anterior se puede proponer que, los altos niveles de corticosterona presentes en el
plasma de los fetos durante el Ultimo periodo de gestacion podrian estar afectando

su desarrollo cerebral.

De esta manera, los efectos del estrés prenatal sobre el aprendizaje y
memoria espacial en los animales de este estudio, puede ser el resultado de la
exposicion a altos niveles de corticosteroides durante su desarrollo fetal.
Considerando que el hipocampo es una estructura cerebral implicada en el
procesamiento de la informacién espacial, ésta es una de las principales
estructuras blanco de los corticosteroides durante el desarrollo cerebral. En
diferentes estudios se ha observado que los animales estresados prenatalmente
presentan disminucion en la arborizaciébn dendritica y en la densidad de las
espinas dendriticas y sinapsis (Hayashi et al., 1998; Ishiwata et al., 2005; Barros et
al., 2006), decremento en los segmentos dendriticos y ramificaciones de las
células granulosas y piramidales en CA3 (Hosseini-Shrifabad y Hadinedoushan,
2007), reduccion en la proliferacion celular, en el contenido del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) (Van Den Hove et al., 2006), en la neurogénesis y
volumen total del hipocampo (Lemaire et al., 2000; Coe et al., 2003). Por otro lado

se sabe que los receptores de corticosteroides disminuyen en la etapa adulta, y
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que esta disminucién esta implicada en la alteracién del mecanismo de regulacion

del eje HHA (Maccari et al., 1995; de Kloet et al., 1998, Van Waes et al., 2006).

En la construccion del aprendizaje y la memoria, no solo interviene una
sola estructura cerebral, sino, un conjunto estructuras cerebrales y procesos
conductuales que trabajan en conjunto durante el aprendizaje. La depresion, la
ansiedad, el miedo exacerbado a las situaciones novedosas y las alteraciones en
la reactividad del eje adrenal son caracteristicos de los individuos estresados
prenatalmente (Henry et al., 1994; Maccatri et al., 1995; Vallée et al., 1997; Morley-
Fletcher et al., 2003a, b) y tienen relaciobn de manera importante con los altos

niveles de corticosteroides en plasma.

Como se puede observar en este trabajo, tanto las hembras como los
machos se ven afectados por el estrés prenatal y las diferencias entre sexos no se
hacen presentes como en estudios anteriores, donde se menciona que los
problemas en el aprendizaje espacial en animales estresados prenatalmente estan
relacionados con las diferencias en la estructura hipocampal y en la induccién de
LTP de hembras y machos (Andrade et al.,, 2000; McEwen et al.,, 1977).
Posiblemente, las ratas estresadas prenatalmente en este trabajo, podrian tener
mayores dafios en el hipocampo y otras estructuras cerebrales implicadas en el
aprendizaje espacial, a diferencia de los animales estresados prenatalmente con

un estresor de mediana intensidad.

Se ha observado que la conducta ansiosa es caracteristica de los

animales estresados prenatalmente (Meerlo et al., 1999; Nunez et al., 1995; Vallée
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et al., 1997; Steimer et al.,, 1998) y en situaciones novedosas, como lo es una
prueba cognitiva, los animales experimentan estrés y ansiedad. Estas respuestas
van disminuyendo con la continua exposicidon a la prueba. Sin embargo, en los
animales estresados prenatalmente esto puede no ocurrir y el estrés ocasionado
por la prueba puede ser un continuo obstaculo para que el desempefio mejore
paulatinamente. La manipulacién postnatal puede revertir la hiperactividad del eje
HHA en los animales estresados prenatalmente y cambiar la forma en que
responden a los estimulos estresantes (Levine, 1957). Esto se debe al incremento
de los receptores a corticosteroides tipo Il (GR) en el hipocampo, de esta forma
aumenta la sensibilidad del sistema de retroalimentacion negativa (Meaney et al.,

1989), permitiendo que el estrés de la prueba no interfiera en el desempefio.

En este trabajo se observo que la manipulacion mejor6é el desempefio en
la prueba cognitiva de los animales estresados prenatalmente a la edad de tres
meses de edad de ambos sexos. Es probable que dicho desempefio se deba a un
regreso mas eficiente al estado basal del eje adrenal después de los estimulos
estresantes, de esta forma permitiendo que los niveles de corticosteroides
permanezcan por debajo del punto de toxicidad y no afecten a las neuronas en el
hipocampo y que el periodo hiporesponsivo durante las primeras semanas de vida
posnatal se presente de manera normal, lo que permite que la proliferacion
neuronal en el hipocampo se lleve a cabo de manera normal durante esta etapa
de la vida. Estos datos son acordes con lo reportado por otros autores, quienes
han demostrado que la manipulacion es capaz de mejorar el desempefio de los

sujetos en el aprendizaje y la memoria de tipo espacial (Stamatakis et al., 2008).
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En el presente trabajo, ademés de el desempefio en el aprendizaje y la memoria
de corto plazo, se evalu6 la memoria de largo plazo en los animales estresados
prenatalmente y manipulados postnatalmente. Los datos muestran que la
manipulacion mejora definitivamente el aprendizaje y la memoria en los animales
con estrés prenatal. Estos confirman que la manipulacion mejora sensiblemente el
aprendizaje y la memoria de corto y largo plazo en los animales estresados
prenatalmente. Es probable que la mejora en el aprendizaje y la memoria en los
animales manipulados postnatalmente estén relacionadas con la neurogénesis en
el hipocampo. Se ha demostrado que el estrés prenatal causa déficit en la
neurogénesis del hipocampo y que la estimulacién postnatal contrarresta dicho
déficit, manteniendo la neurogénesis en el giro del hipocampo al mismo nivel que

el control no estresado (Lemaire et al., 2006).

9. Conclusiones

El estrés prenatal causa deficiencias en el aprendizaje y memoria espacial
de corto y largo plazo en diferentes etapas de la vida posnatal. Los efectos del

estrés prenatal son similares en hembras y machos.

La manipulacion posnatal revierte los efectos nocivos del estrés prenatal

en el aprendizaje y la memoria espacial de corto y largo plazo.
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