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RESUMEN

El estrés se define como un estado de homeostasis alterada, en el que el organismo
responde activando una serie de respuestas adaptativas centrales y periféricas a
través del llamado sistema de estrés, constituido por el locus coeruleus-sistema
nervioso simpéatico (SNS)-médula adrenal y el eje hipotalamo hipofisis adrenal (HHA).
El estrés se puede presentar en diferentes etapas de la vida, incluso en el periodo
gestacional. El estrés prenatal (EP) modifica las respuestas del cerebro adulto,
incluyendo la del eje HHA por efecto de los glucocorticoides (GC). El hipocampo esta
implicado en el procesamiento de la informacion espacial, ademas presenta una gran
cantidad de receptores para GC. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
si el contenido y la liberacion de 5-HT y NA disminuyen en el hipocampo dorsal de la
descendencia adulta estresada prenatalmente y si esos cambios estan asociados
con alteraciones en el aprendizaje y la memoria de tipo espacial. Se utilizaron
hembras gestantes de la cepa Wistar que fueron asignadas al grupo control o al de
estrés por inmersion en agua del dia 15 al 21 de gestacion. En las crias de 2 %
meses de edad se implantaron canulas dirigidas al hipocampo dorsal de los machos.
El contenido tisular de serotonina y noradrenalina se cuantificaron mediante HPLC-
ED (cromatografia liquida de alta resolucidén con deteccion electroquimica). En otros
machos se realizaron pruebas conductuales en el Laberinto acuatico de Morris (LAM)
para determinar el desempefio en tareas de aprendizaje y memoria de tipo espacial.
Del dia 1 al 4 del LAM se evalué el aprendizaje y en los dias 7 y 13 la memoria de

corto y largo plazo respectivamente. Los resultados del LAM muestran que las



latencias de escape en el grupo de EP fueron mayores a las del grupo control, lo que
significa que el EP causa deficiencias en su capacidad de aprender y recordar la
prueba, a diferencia del control que mostré latencias de llegada progresivamente
menores cada dia. En cuanto a la liberacion basal de neurotransmisores se observo
mayor liberacion de serotonina y noradrenalina en el grupo EP en comparacién con
el control. Esto indica un aumento en la neurotransmisién en los animales EP en la
etapa adulta. El contenido de serotonina en el hipocampo dorsal aumento en los dias
1 y 4 de la prueba de aprendizaje mientras que en los dias 7 y 13 disminuyo
significativamente. Esto indica que la serotonina participa en el aprendizaje. Por otra
parte, la noradrenalina no se modifica en los primeros dias pero en el dia 13, esta se
incrementd en el grupo control, pero no en el EP, lo que indica que este
neurotransmisor participa en los procesos de memoria a largo plazo, la cual se ve
afectada por el EP. Por lo anterior, se confirma que el estrés prenatal causa
deficiencias en el aprendizaje y la memoria espacial. La deficiencia en la memoria de
largo plazo parece deberse a la disminucion de noradrenalina, mientras que la
serotonina parece no tener relacion al no modificarse en los dias de aprendizaje

después del LAM.



ABSTRACT

Stress is defined as a state of altered homeostasis, in which the body responds by
activating a number of central and peripheral adaptive responses through the so-
called stress system, consisting of the locus coeruleus-, sympathetic nervous system
(SNS)-adrenal medulla and the hypothalamic pituitary adrenal (HPA) axis. Stress can
occur in different stages of life, even in the gestational period. Prenatal stress (PS)
can modify the response of the adult brain, including that of HPA axis due to the
effects of glucocorticoids (GC). The hippocampus is involved in the processing of
spatial information and its great number of GC receptors. Therefore, the aim of this
work was to assess whether the release and content of serotonin and noradrenalin
decrease in dorsal hippocampus of adult offspring prenatally stressed and whether
those changes are associated with alterations in learning and memory. Pregnant
female Wistar rats were assigned to control group or stress by immersion in cold
water groups from day 15 to 21 of the gestational period. In offspring of 2 2 months
of age, cannula were stereotacticaly directed toward dorsal hippocampus of males.
The analysis of tissue content was carried out by HPLC-ED. In other males,
behavioral tests were performed using the Morris water maze (MWM) to determine
the performance on tasks of spatial learning and memory. Short- and long-term
memory were evaluated on day 7 and 13, respectively. The results of MWM show
longer scape latencies in PS males compared to the control, indicating deficiencies in
their ability to learn and remember the test, unlike the control group, which displayed

scape latencies progressively smaller each day. Concerning basal neurotransmitter
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release, greater release of Serotonin and Noradrenaline was observed in PS group.
This suggests an increase in neurotransmission caused by PS. Serotonin content in
the dorsal hippocampus increased on days 1 and 4 of the MWM test, while the
content decreases significantly on days 7 and 13 Noradrenaline content decreased
only on day 13, when long term memory was assessed, indicating a participation of
this neurotransmitter in long term spatial memory. Therefore, it is confirmed that
prenatal stress causes deficiencies in learning and spatial memory. Deficiency in
long-term memory appears to be due to decreased noradrenaline, while serotonin

appears unrelated to no change in learning days after LAM.
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ABREVIACIONES

A

ADN
ACTH
ARNmM
AMPA
ANOVA
CRH
CaMK-II
CA1
DLP
EDTA
EP
GABA
GC
HHA
HPLC
IUSDEC
LAM
LC
MAPK
MAO-A
NA
NMDA
PLP
pCRH
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:Locus Coeruleus

:Proteinas cinasas activadas por mitdgenos
:Monoamina oxidasa A

:Noradrenalina
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5-HT
11-BHSD2
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1. INTRODUCCION

1.1 ESTRES

El estrés se define como un estado de homeostasis alterada en la que el organismo
responde activando una serie de respuestas adaptativas centrales y periféricas (1),
La homeostasis es el mantenimiento de un equilibrio dinamico y complejo, mediante
el cual el medio interno se mantiene en condiciones estables. Sin embargo, los
organismos también pueden mantener su estabilidad cambiando los niveles basales
de los mecanismos homeostaticos, para poder responder a eventos tales como los
cambios circadianos o estacionales. Esto se conoce como alostasis, la cual tiene
como significado alcanzar la estabilidad a través del cambio (2), la alostasis por lo
tanto, permite que los organismos puedan hacer frente a las condiciones cambiantes
del medio donde viven. Actualmente se considera que el estrés es una condicién del
organismo en la que las demandas ambientales, particularmente, situaciones que
son impredecibles e incontrolables, exceden la capacidad reguladora del organismo.
Fisiologicamente, el estrés se caracteriza por la ausencia de una respuesta
anticipatoria (impredecible), asi como por una baja recuperacién después de la
reacciéon neuroendocrina (3). La respuesta de estrés es dirigida por estructuras del
sistema nervioso central (SNC) y por regiones periféricas (4). Los dos componentes
principales del sistema de estrés son, el Locus Coeruleus (LC)-sistema nervioso
simpatico (SNS)-médula adrenal (LC-NE/SNS) y el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal

(HHA) (Vvéase figura 1). En el hipocampo los receptores a glucocorticoides (GC) se



incrementan en respuesta al estrés, proporcionando una influencia inhibidora sobre
el eje HHA, ademas los GC llevan a cabo cambios conductuales tales como el
incremento en la vigilia, el estado de alerta, la cognicion, en la atencion enfocada,
euforia o disforia, incremento en la analgesia, supresién del apetito y del eje
reproductivo (1, 5). El nucleo paraventricular del hipotdlamo (NPV) es el integrador
final de la respuesta de estrés cronico. Las neuronas de este nucleo producen la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) que estimula la produccion hipofisiaria
de adrenocorticotropina (ACTH); esta hormona estimula la produccion de cortisol (en
humanos) o corticosterona (en ratas) por las glandulas suprarrenales. En
contraposicion, el cortisol inhibe su propia sintesis inhibiendo la sintesis y la
liberacion de ACTH y de CRH. En este sentido el cortisol es una hormona anti estres
gue apaga los procesos bioldgicos provocados por el estrés cuando el individuo ha
encontrado una buena respuesta adaptativa (6). Estas moléculas regulan la actividad
basal del eje HHA y terminan la respuesta al estrés, actuando principalmente en el
hipotalamo y la glandula hipofisiaria, formando de ese modo asas de
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de CRH y de ACTH, respectivamente
(7). La activacion del sistema de estrés causa cambios en el estado de alerta, la
cognicion, redireccionamiento del oxigeno y nutrientes hacia el SNC, incremento de
la presion sanguinea, aumento en el ritmo cardiaco, incremento en la tasa
respiratoria, los cuales son marcadamente consistentes y en conjunto se definen
como el sindrome de estrés (1). Los GC son los productos finales del eje HHA, son

hormonas esteroides con efectos pleiotropicos en casi todos los tejidos y érganos (8).
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Figura 1. Respuesta de estrés. El cual es dirigido por el sistema de estrés a través de dos
componentes (1) el sistema Locus Coeruleus (LC), sistema nervioso simpatico (SNS), médula
adrenal (LC-NE/SNS) el cual se activa en el estrés agudo y (2) el eje Hipotalamo-Hipd&fisis-Adrenal
(HHA) el cual aparece en el estrés crénico. Modificado de Charmandari, et al., 2005.

El estrés se puede presentar en diferentes etapas de la vida ya sea en la edad

adulta, en la juventud, en la nifiez o incluso en el periodo gestacional. El estrés

prenatal modifica las respuestas del cerebro adulto, incluyendo el eje HHA por efecto

de los GC (9). De hecho, los GC tienen un fuerte impacto en la programacion fetal

siendo el cerebro especialmente sensible a este fendmeno y en particular el

hipocampo debido a que posee una gran cantidad de receptores para GC.



1.2 EL MECANISMO MOLECULAR DE LOS GLUCOCORTICOIDES

Se sabe que los GC tienen dos vias principales para producir sus efectos:
Mecanismos no genodmicos a dosis altas y de manera rapida, como la alteracién de
membranas celulares y mecanismos genomicos los cuales son generados a dosis
bajas y de manera lenta; por ejemplo: sintesis de proteinas antiinflamatorias
inhibidoras de citocinas. En el espacio extracelular los GC se encuentran unidos a las
proteinas ligadoras de los GC; al lograr pasar el glucocorticoide al interior de la célula
en el citoplasma se une a su receptor especifico para activarse posteriormente se
une a proteinas de choque térmico que secuestran a el complejo receptor-
glucocorticoide este sufre un cambio conformacional donde las proteinas chaperonas
se disocian y el receptor es fosforilado s6lo asi el complejo hormona-receptor se
trasloca al nucleo ya en este sitio el complejo forma dimeros y se une a secuencias
nucleotidicas especificas del ADN (10), denominadas elementos de respuesta a GC,
de esta manera los GC actlan sobre el gen promotor e inducen la sintesis de ARNm,
el cual, es transportado al citoplasma donde se lleva a cabo la traduccion de la
secuencia de sus nucleétidos por los ribosomas para la sintesis de proteinas que

posteriormente generaran una respuesta fisiologica (11) (Véase figura 2).



@—1—*@ RESPUESTA

00
‘-—
Q OO  Traduccisn
QBC/' Proteinas AN
— RNA mensajero  Transcripcién

Citoplasma

e

Figura 2. Mecanismo molecular de accion de los GC. En el espacio extracelular los GC se encuentran
unidos a las proteinas ligadoras de GC al lograr pasar estos al citoplasma se unen a su receptor especifico
para activarse, posteriormente se une a proteinas de choque térmico y forman el complejo receptor-GC
este sufre un cambio conformacional de las proteinas chaperonas que se disocian y el receptor es
fosforilado solo asi el complejo se trasloca al nucleo formando dimeros que se unen a secuencias
especificas de ADN denominadas elementos de respuesta a GC para su traduccién de proteinas que

generaran una respuesta. Modificado a partir de Gémez, et al., 2007; Rojas, et al., 2011.

1.3 RECEPTORES A GLUCOCORTICOIDES

Los GC actian a nivel de diferentes estructuras y Organos en el cuerpo para
mantener la homeostasis, también participan en el cerebro para modificar el
comportamiento y el aprendizaje, debido al efecto neurotdéxico de la exposicion

prolongada a los GC, la cual esta regulada por el eje adrenal.



Ademas de la retroalimentacién negativa de los GC la cual se lleva a cabo mediante
la union a los receptores de mineralocorticoides y glucorticoides en el sistema limbico
con las hormonas del estrés; asi mismo, también a nivel de hipotalamo e hipdfisis, lo
cual ayuda a regular el eje adrenal provocando que se sinteticen y secreten mas GC

y por ende que no lleguen al torrente sanguineo en grandes cantidades (12).

Los receptores a GC estan localizados en todo el cerebro, incluyendo las neuronas
CRH del hipotdlamo. Existen dos tipos de receptores tipo | y I
El tipo | o Receptor para Mineralocorticoides, se encuentra en estructuras limbicas,
como el hipocampo y el septum. Estos receptores participan en la modulacién de la
respuesta a estimulos emocionales y medioambientales, con cambios consecuentes
en la conducta y la actividad del eje HHA (13). Tienen gran afinidad por los GC (el
cortisol y la corticosterona). En el sistema limbico, estos receptores tienen alta
especificidad para la corticosterona como agonista, mientras que la aldosterona
parece ser un antagonista competitivo. Se encuentran en érganos circunventriculares
y funcionan como receptores a mineralocorticoides que responden a la aldosterona y
regulan la homeostasis del sodio, control cardiovascular y el apetito de sal (14). Con
la edad el hipocampo pierde 50% de los sitios de union tipo | (15). ACTH revierte
esta disminucién (16). El tipo Il o receptor a GC esta presente en altas
concentraciones en el hipotalamo, particularmente en neuronas de CRH. También se
encuentran en areas donde hay proopiomelanocortina (POMC), como el hipocampo,
septum lateral, amigdala y el nucleo del tracto solitario (9). Durante la respuesta de

estrés, el receptor tipo Il cambia considerablemente (17). Los GC ejercen una



retroalimentacion negativa para terminar la liberacion de ACTH en repuesta al estrés
y tiene efecto a largo plazo sobre la conducta, probablemente esto se lleva a cabo
por la participacion de los receptores tipo Il (1). La reduccién de los receptores tipo Il
es asociado con la disminucion en la retroalimentacion negativa de los GC, lo cual
puede ocasionar un aumento persistente de GC después de la respuesta de estrés.
Una persistente elevacién de GC circulantes causa degeneracioén y muerte de las

células (9).

1.4 GLUCOCORTICOIDES Y SUS FUNCIONES EN EL HIPOCAMPO

El hipocampo esta situado en la parte medial del I6bulo temporal, constituye una
estructura cerebral que juega un papel crucial en la memoria (declarativa en los
seres humanos y la memoria espacial en los roedores) (18), asi como en la
regulacion neuroendocrina de las hormonas del estrés (19). La memoria declarativa
es el almacenamiento cerebral de hechos y eventos, se expresa conscientemente y
es facil de comunicar verbalmente o por escrito (20). El hipocampo contiene una gran
cantidad de receptores para GC, lo que permite la retroalimentacién negativa sobre
el eje HHA (21), la exposicién al estrés en los roedores o la administracion de
corticosterona (en dosis comparables a las que estan presentes en la respuesta de
estrés) causa déficit en la memoria espacial acompafiado de modificaciones en la
estructura neuronal del hipocampo como es la disminucion de las ramificaciones
dendriticas (22, 23). Las acciones de los GC son mas diversas y no siempre facilitan
el aprendizaje y la memoria. Los GC pueden afectar a una amplia gama de procesos

en el hipocampo en funcién de las cantidades en las que se presente, y el tiempo
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gue se someta. El tiempo de exposicion es fundamental respecto a si los GC
mejoraran o inhibirdn la formacién de la memoria. Los estudios en animales y
humanos han demostrado que la exposicion a los GC durante el aprendizaje facilitan
la memoria, mientras que la exposicién después del aprendizaje o en la etapa de la

recuperacion tiene el efecto contrario (24).

El estrés crénico puede comprometer la adquisicidn y la consolidacion de la memoria
y el estrés agudo leve puede mejorar estos procesos. El efecto del estrés agudo
sobre el favorecimiento de los procesos de memoria sigue un comportamiento muy
particular de una U invertida de una curva dosis-respuesta (25) similar a la que se
observa con modelos experimentales que modulan la memoria por ejemplo la
administracion de glucosa (26). Las actividades metabdlicas de las moléculas
liberadas por el eje HHA en la respuesta al estrés son bien caracterizadas
periféricamente, en cuanto a cOmo actlan para movilizar las reservas de energia, y
se sabe menos acerca de sus efectos sobre el metabolismo energético en el cerebro
(14). Curiosamente, la NA y los GC tienen efectos opuestos en el cerebro y la
movilizacion de la glucosa tras el estrés, donde la NA aumenta rapidamente este
mecanismo de glucosa (27, 28) mientras que los GC producen una disminucion
retardada en el metabolismo de la misma (29). Se sugiere que la NA probablemente
mejora la utilizacibn de la glucosa en el hipocampo mientras que los GC
contrarrestan los efectos de la NA por la disminucion de la captacion de la glucosa en

el hipocampo(29).



Muchos moduladores cognitivos (glucosa o insulina), a nivel fisiolégico y a niveles
moderadamente incrementados de GC son la clave para el aprendizaje y la memoria
dependiente del hipocampo (30). Por su parte, la NA parece ser regulador de otros
sistemas de neurotransmision, tales como el sistema glutamatérgico, implicado

también en los procesos de memoria.

1.5 NEUROBIOLOGIA DEL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

El aprendizaje constituye un mecanismo fundamental de adaptacion del medio
ambiente y es la adquisicion de conocimientos del medio que nos rodea mientras que
la memoria se emplea comunmente en dos sentidos, el de registro mental de
nuestras experiencias y el del acto de recuperar el registro en cuestion, o sea, la
memoria se nos ofrece la recuperacion de momentos especificos. En consecuencia
el aprendizaje y la memoria son dos procesos intimamente relacionados ya que se
considera que el aprendizaje es la adquisicion de informacion y la memoria es el

registro o depdsito de lo adquirido (31).

El aprendizaje y la memoria son formas de adaptacion de los seres vivos a las
condiciones cambiantes del medio ambiente. El aprendizaje se define como la
experiencia que produce cambios en el sistema nervioso y que pueden ser duraderos
y se manifiestan en el comportamiento de los organismos (20). Actualmente
diferentes trabajos sobre la iniciacion y el mantenimiento de la plasticidad sinaptica
en el hipocampo muestran que tanto el aprendizaje como la potenciacion a largo

plazo inducida artificialmente producen cambios morfologicos en las espinas



dendriticas, que podrian construir la base estructural de la memoria. Se ha
demostrado que, en milisegundos, la activacion de las sinapsis pertinentes da lugar a
una liberacién de glutamato que activa receptores AMPA vy, en milisegundos, la
despolarizacién postsinaptica local consecuente libera los iones Mg®" para
desbloquear a los receptores de NMDA, permitiendo entonces un gran influjo
postsinaptico de Ca’" a través de los canales de esos receptores y de otros ligados a
receptores de glutamato dependientes de voltaje (32). Ello a su vez origina la
activacion de cinasas que inducen cambios en el citoesqueleto de la neurona en el
lapso de minutos y activan factores de trascripcion y sintesis de proteinas para el
receptor AMPA, las cuales se insertan en la membrana y contribuyen a la

estabilizacion de los cambios en el citoesqueleto de la neurona postsinaptica (33).

1.6 POTENCIACION A LARGO PLAZO

La potenciacion a largo plazo (PLP) o Long-term potentiation (LTP) por sus siglas en
inglés, consiste en un incremento sostenido en la eficacia de la transmisidn sinaptica
después de estimular una via aferente con estimulos de alta frecuencia de repeticion
(EAFR), esto es, todo el proceso de transmision ocurre mas rapidamente y en mayor
magnitud (34). La LTP fue descrita en el hipocampo, estructura relacionada con la
memoria y el aprendizaje. El hipocampo y la amigdala participan simultaneamente en
los estados iniciales de la formacién y evocacion de la memoria (17). Las neuronas
en las estructuras antes mencionadas son capaces de establecer un tipo distinto de
sinapsis que necesita la expresion de un tipo especial de receptores de membrana.

Ante un estimulo continuo, las neuronas que poseen receptores NMDA (N-metil-D-
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aspartato) para el neurotransmisor glutamato se hacen mas sensibles a los estimulos
recibidos, sintetizando proteinas que aumentan el tamafio y la durabilidad de los
botones sinapticos. A este fendbmeno se le llama LTP y es una de las bases
moleculares de la memoria. La manera de como este mecanismo se lleva a cabo es el
siguiente: en el estado de reposo las neuronas del hipocampo tienen dos tipos de
receptores que unen glutamato AMPA (Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropionico) y NMDA. Los receptores AMPA se abren inmediatamente al
reconocer y unirse al glutamato permitiendo la entrada de Na® que produce la
despolarizacion de la célula postsinaptica. El otro tipo de receptor, el NMDA, que se
encuentra bloqueado por Mg®* en estado de reposo, sélo se abre si el estimulo es
prolongado e intenso. Ante un estimulo prolongado se libera el Mg®* y se produce la
apertura de estos receptores NMDA y entra Ca®* hacia el interior de la neurona
postsinaptica. Es fundamental que se den las dos condiciones para la entrada del Ca®,
la union de glutamato al receptor NMDA vy el desbloqueo del canal por un estimulo
prolongado. La entrada de Ca®" a la neurona provoca la activacién de la enzima CaMK-
Il (proteina cinasa-1l dependiente de calcio y calmodulina) y PKC promueven la
fosforilacion de MAPK a través de sefalizacion de proteinas RAS durante la
afluencia de Ca® . Sin embargo, la cascada de sefializacién esta bloqueada por la
activacion de PKA y SYNGAP, y la afluencia de Ca ®* postsinaptica; también, se
puede inducir la fosforilacion de CREB a través de CaMKIV y MAPK. Las proteinas
fosforiladas antes mencionadas entre las que se encuentran los receptores de

membrana de tipo AMPA también se unen a glutamato. Los receptores AMPA permiten
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el paso de iones Na* produciendo una despolarizacién parcial que hace a la neurona

postsinptica mas sensible a nuevos estimulos nerviosos (Véase figura 3)(17, 35).
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Figura 3.Mecanismo de la potenciacion a largo plazo en células piramidales de CAl
hipocampales. El receptor NMDA que se encuentra bloqueado por Mg?* en estado de reposo que
solo se abre ante un estimulo prolongado una vez abierto el receptor NMDA entra Ca® hacia el
interior de la neurona postsinaptica, esto provoca la activacién de la enzima CAMK-II, esta cinasa
fosforila a proteinas que se encuentran en los receptores de membrana tipo AMPA permitiendo la
entrada de Na* produciendo la despolarizacion de la neurona postsinaptica haciéndola mas
sensible a nuevos estimulos nerviosos. Tomado de Caruso V. et al., 2014.

1.7 DEPRESION A LARGO PLAZO

La depresion a largo plazo (DLP) o Long-term depression (LTD) por sus siglas en
inglés, es un tipo de plasticidad neuronal en la que hay una reduccion de la eficacia
de la sinapsis neuronal. La LTD en el hipocampo y el cerebelo son las que mas se
han estudiado, pero también existen otras areas del cerebro en las cuales se da este

fendmeno (36). La DLP puede resultar de estimulos sinapticos fuertes, como ocurre
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en células de Purkinje del cerebelo, o de estimulos sinapticos débiles pero
persistentes como ocurre en el hipocampo. Se estima que la DLP resulta del
decremento en la densidad de receptores postsinapticos, aunque también puede ser
influenciada por disminucion en la liberacibn de neurotransmisores.
Tradicionalmente, la DLP en el cerebelo se ha asociado con la memoria de trabajo
dependiente de la corteza, en cambio en el hipocampo, la DLP puede ser importante
para deshacerse de memorias inconscientes almacenadas en el cerebro por un largo
tiempo (37, 38).

1.8 GLUCOCORTICOIDES Y SU RELACION CON EL APRENDIZAJE Y LA
MEMORIA.

El cortisol es un potente modulador de la memoria lo que afecta de manera diferente
los procesos de codificacion, la consolidacion y la recuperacion de la memoria la cual
no soblo se deteriora en los niveles de cortisol fuertemente elevados, sino que
también los niveles minimos de cortisol. Esto nos sugiere una funcion en forma de U
invertida, la cual nos describe la relacion entre la recuperacion de la memoria y las
concentraciones de cortisol, esta funcion se ha relacionado con un desequilibrio tanto
en el receptor de mineralocorticoides (MR), en los cuales, la activacion reducida
provoca niveles bajos de GC los cuales median los efectos perjudiciales en la

recuperacion de la informacién (39).

Se encontrd que los GC tienen efectos pleiotrépicos, es decir, que afectan a diversos
tipos de células entre ellas a las células piramidales de CA1l en el hipocampo (24).

Se ha reportado que en rebanadas de animales expuestos a niveles altos de
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corticosterona disminuye la potenciacion a largo plazo y disminuye la diferenciacion

celular de las células piramidales de CA1 en el hipocampo (40).

1.9 RELACION DE LA NORADRENALINA CON EL APRENDIZAJE Y LA
MEMORIA.

Actualmente se ha reportado relacion entre la curva invertida en forma de U de dosis-
efecto (IUSDEC por sus siglas en inglés inverted U-shaped dose-effect curve) en la
modulacién de la excitacién y la consolidacion de la memoria a partir de las
relaciones que tiene con el estrés, los niveles periféricos de adrenalina (A), asi como
los niveles cerebrales de noradrenalina (NA) ademas de su relacion con el
aprendizaje y la memoria (41). Por otra parte se ha demostrado que los niveles en
plasma modulan la concentracion de noradrenalina en el cerebro lo que demuestra
gue existe una correlacion entre la concentracion de aminas periféricas y centrales
(42). Estudios mas recientes han avanzado la comprension de como la adrenalina y

noradrenalina influye en la consolidacién de la memoria.

Se ha demostrado que existe una via neuronal periférica y central que media estos
efectos; el nucleo del tracto solitario parece actuar como una conexion entre el
sistema endocrino periférico y autonomo y los mecanismos neuronales que regulan

los procesos de consolidacion de la memoria(42).

Se reportd que la administracion de adrenalina en el nlcleo del tracto solitario
aumenta la liberacion de noradrenalina en esta estructura esto indica que la

activacion farmacoldgica de receptores adrenérgicos dentro del ndcleo del tracto
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solitario (NTS) potencia la liberacion de noradrenalina en amigdala y esto favorece

las tareas de aprendizaje y memoria espacial (43).

Estos datos apoyan la hipétesis de que la liberacion de noradrenalina en la amigdala
juega un papel fundamental en la mediacién de los efectos sobre la activacion de
estructuras cerebrales relacionadas con la consolidacion de la memoria. Ahora si
bien lo mencionado anteriormente se reportd en amigdala debemos tener presente
gue ademas de esta estructura la inervacion de LC donde se produce la
noradrenalina también se encuentran en otras &reas cerebrales relacionadas con

procesos cognitivos tal es el caso de hipocampo (44).

Se ha reportado que cuando un individuo despierta experiencias o recuerdos
estresantes, donde sinti6 miedo o enojo, se libera adrenalina y GC e induce la
liberacion de noradrenalina de la amigdala mediante la activacion de vias aferentes
al nacleo del tracto solitario, los GC entran libremente al cerebro y se unen
directamente a sus receptores en el tallo cerebral para potenciar la liberacién de
noradrenalina, esta también provoca la reaccion de lucha o huida, incrementando
directamente la frecuencia cardiaca, desencadenando la liberacién de glucosa de las
reservas de energia, e incrementando el flujo sanguineo hacia el masculo

esquelético y ademas incrementa el suministro de oxigeno del cerebro (45).

Se cree que la liberacion de NA y corticosterona puede fortalecer la memoria y el
almacenamiento de informacion la cual surge cuando pensamos o realizamos una

accion que nos dejo un aprendizaje mediante la activacion de la amigdala a través de
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la modulacién de las diferentes regiones del cerebro implicadas en dichos procesos
incluida la corteza prefrontal, el hipocampo y el nldcleo caudado entre otros (45). Se
ha planteado la hipétesis de que la activaciébn de los receptores de GC en la
amigdala puede facilitar la consolidacién de la memoria facilitando asi también la via

de sefializacion de la NA (46).

2. ANTECEDENTES

2.1 ESTRES PRENATAL

Estudios en animales experimentales han demostrado que la exposicién fetal a una
deficiencia nutricional en general, escases de nutrientes especificos o0 estrés en esta
etapa o durante un periodo critico puede conducir a alteraciones permanentes en el
desarrollo y el mal funcionamiento de la programacion temprana que esta
relacionada con una serie de enfermedades en la vida postnatal incluyendo
enfermedades cardiovasculares, alérgicas, esquizofrenia o déficits cognitivos (47).
Experimentos realizados en animales demostraron que la exposicion de una hembra
gestante a condiciones estresantes como ruido, inmovilizacion, hacinamiento entre
otros, reduce el numero de las camadas (reabsorciéon del embrion), provoca
malformaciones estructurales, retraso del crecimiento, menor peso al nacimiento de

las crias (48).

Otros experimentos en donde las ratas fueron expuestas a diversos estresores
durante el periodo gestacional, tales como choques eléctricos en las patas,

inmovilizacion o ruidos inesperados han demostrado que tienen efectos permanentes
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en la descendencia y muestran retraso en el desarrollo motor, aumenta la ansiedad
cuando son expuestos a nuevos ambientes, disminuyendo el comportamiento social,
sexual y presentaron alteraciones en las funciones cognitivas como la atencién y el
aprendizaje (49). Los cambios generados por el estrés prenatal también pueden ser
inducidos por la administracion materna de corticosteroides sintéticos, este
tratamiento puede causar malformaciones, efectos neurotoxicos particularmente en

el hipocampo y retraso en el desarrollo motor (50, 51).

2.2 PROGRAMACION DEL CEREBRO FETAL

La hipodtesis de la programacion fetal, sugiere que el ambiente intrauterino durante
los periodos criticos de la organogénesis y el crecimiento de tejido puede alterar
permanentemente la estructura y la funcion del 6érgano. Existe cierta relacion entre la
placenta y la liberacién excesiva de GC. Se ha sugerido que el EP induce cambios
en el fenotipo de la placenta que pueden tener consecuencias mas tarde durante el
embarazo sobre el desarrollo del feto. En el humano, la actividad de la CRH
placentaria (pCRH) es modulada por el eje HHA. Se ha demostrado que las
concentraciones altas de pCRH pueden provocar parto prematuro espontaneo (52,
53). Esta hormona placentaria, también puede influir en el desarrollo fetal del
hipocampo debido a que estimula a la ACTH y a su vez estimula la liberacion de GC
estos niveles elevados provocan que la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
de tipo 2 (11B-HSD2), reduzca su actividad y su expresion. En contraste con la
produccion de CRH hipotalamica, la cual es suprimida por la liberacién de cortisol

durante la respuesta de estrés prenatal, la CRH placentaria (pCRH) se incrementa
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por liberacion de cortisol, de modo que el estrés materno conduce progresivamente a
niveles mas altos de CRH en el plasma fetal, afectado al hipocampo y &reas limbicas
como es el septum lateral y la amigdala cerebral, estas &reas son ricas en receptores
para CRH durante y al final de la gestacion (54). El estrés prenatal durante la
gestacion no sélo causa aumento del propio cortisol circulante, sino que también
reduce la expresion y actividad de la enzima 113-HSD2 placentaria, la cual es una
enzima que metaboliza a los GC en la placenta, dejando el feto menos protegido del
paso de GC (55). Al encontrarse inactiva esta enzima promueve la produccion vy el
metabolismo de otras proteinas sensibles y hormonas tales como las
prostaglandinas, progesterona, estrégenos, transportador de glucosa (GLUT-1) y
lactégeno de la placenta (HPL), esto debido al EP el cual afecta la capacidad de la
placenta para entregar nutrientes y oxigeno al feto mediante la alteracion de la
morfologia y el crecimiento de la placenta (56) el flujo de sangre, un determinante
critico de la funcion placentaria y el crecimiento fetal también se ve afectado por
factores ambientales, como el estrés. Por ejemplo, las fluctuaciones en la
oxigenacion son un potente inductor de estrés oxidante en la placenta, lo que
conduce a la activacion de las vias activadas por estrés tales como citocinas pro/anti-
inflamatorias. Esto se asocia con trastornos del desarrollo neuroldgico debido a la
inhibicion de la 11B-HSD2 durante el estrés prenatal, lo que podria contribuir al bajo
peso al nacimiento, retraso del crecimiento intrauterino y trastornos del embarazo,

como parto prematuro y preeclampsia (55, 57).
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2.3 LOS GLUCOCORTICOIDES Y EL ESTRES PRENATAL

Los GC tienen un papel destacado en el desarrollo del sistema nervioso durante el
periodo fetal, estas hormonas mantienen la actividad basal del eje adrenal y
controlan la sensibilidad del sistema de respuesta de estrés (24). Debido a su
caracter lipofilico, las hormonas corticosteroides pueden entrar en el cerebro y se ha
demostrado que el eje HHA fetal se reprograma por los factores estresantes durante
el embarazo (58). Aunque los mecanismos exactos no se entienden aun
completamente, la exposicion a GC en una concentracion elevada durante el periodo
fetal conduce al retraso en el desarrollo del sistema nervioso y la inhibicion de la
neurogénesis en el hipocampo (59), lo que podria proporcionar una explicacién para
los déficits cognitivos observados en la descendencia (60) (Figura 4). Los déficits
cognitivos en la edad adulta que son resultado de la exposicion a estrés en la etapa
gestacional los cuales generan hiperactividad del eje adrenal debido a la exposicién
de las hormonas del estrés, ademas de participar en la aparicion de trastornos
psicolégicos como la ansiedad y la depresion (21, 61). Se ha demostrado que el EP
aumenta las conductas similares a la ansiedad. En algunos estudios se han evaluado
los comportamientos similares a la ansiedad y la funcidon cognitiva en las ratas
estresadas prenatalmente (21, 62).

El hipocampo dorsal se ha relacionado principalmente con el aprendizaje y la
memoria de tipo espacial asi como la corteza cerebral (63). Ambas estructuras
nerviosas son blancos vulnerables cuando el organismo se encuentra expuesto a un

aumento de GC debido al estrés materno, durante el cual se activa el eje HHA en el
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feto. Esto causa que la descendencia estresada prenatalmente presente una

reduccion en el volumen del hipocampo y asimetria de la corteza cerebral (64).

control

11B-HSD2 7

/

11B-HSD2 ------> 11- Dehidrocorticosterona

Figura 4. Se representa de manera esquematica, como es que el estrés prenatal y la alta
produccion de GC al atravesar la barrera placentaria y unirse a estructuras cerebrales, conllevara
en la vida postnatal del recién nacido al desencadenamiento de déficits cognitivos como en las
tareas de aprendizaje y memoria.

2.4 CRH PLACENTARIO

Se ha reportado que el eje HHA se altera drasticamente en el embarazo humano, ya
que la placenta expresa receptores donde se une la CRH (65). La pCRH incrementa
de manera exponencial conforme el embarazo avanza y alcanza niveles muy
elevados los cuales se dirigen hacia la circulacion materna este fendmeno forma
parte del eje HHA y se presenta durante el estrés fisioldgico, en contraste con la
retroalimentacion negativa del eje adrenal sobre la expresion del gen para CRH
materno en el hipotalamo, la corticosterona activa la regién promotora en la placenta
y estimula su sintesis (66). EI aumento elevado de la pCRH que es estimulada por

sefiales provenientes de la madre debido al estrés al que se somete esto ocasiona
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gue se desencadene una serie de eventos los cuales resultan en la activacion del

miometrio y en casos extremos se presenta el parto prematuro (67).

El estrés agudo por choques eléctricos en las patas aplicados durante la gestacion
del dia 13 al 19, género dafio en la descendencia adulta en las tareas de aprendizaje
y memoria, donde las latencias dentro del LAM para encontrar la plataforma eran
mayores en los dias 2 al 4 de entrenamiento y después del entrenamiento cuando
retiraron la plataforma la rata presentd problemas para la recuperacion de la
memoria, teniendo relacién con la disminucién de la PLP y favoreciendo la DLP (68).
Se sugiere que una posibilidad podrian ser cambios neuroendocrinos en la
descendencia estresada prenatalmente, o probablemente también la elevacion

prolongada de los GC plasmaticos (69).

2.5 ESTRES MATERNO Y SUS EFECTOS EN EL APRENDIZAJE Y LA
MEMORIA.

Guerrero-Aguilera et al., (2016) reportaron que el estrés prenatal por inmersién en

agua fria genera déficits cognitivos en la descendencia adulta cuando se someten a

pruebas de aprendizaje y memoria espacial, o cual propone que puede ser debido a

la disminucién de la neurogénesis en el hipocampo, demostrando que la estimulacion

tactil parece revertir los efectos del EP, estimulando la diferenciacion neuronal en el

giro dentado y disminuyendo la reactividad del eje adrenal (70).

Se ha reportado, que el estrés prenatal causa alteraciones en algunas conductas de

la descendencia, tales como el aprendizaje y la memoria. Estudios en los humanos
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han reportado una mayor incidencia de anomalias en el comportamiento de los nifios
nacidos de madres que sufrieron estrés psicologico por discordia marital, amenaza
de guerra inminente o la muerte del conyuge durante el embarazo, la descendencia
presenta interaccion social disminuida, respuesta locomotora disminuida y
deficiencias en la realizacién de tareas de aprendizaje y memoria (71). El estrés
prenatal altera el desarrollo neuronal por efecto de los corticosteroides, asi como los
procesos neuroquimicos en el cerebro. Se han reportado cambios a largo plazo en la
neurotransmisién monoaminérgica por efecto del estrés prenatal (72).

El estrés repetido también conocido como crénico durante el desarrollo cerebral
prenatal humano se ha asociado con la disminucion en el aprendizaje, y/o trastornos
mentales en la edad adulta (73). Los estudios en modelos animales de estrés
prenatal apoyan estos hallazgos, y proporcionan evidencia de que el estrés prenatal
causa en las crias anormalidades en el comportamiento como tendencia a la
disminucién de la interaccion social, aumento de la emocionalidad (74), aumento de
la respuesta locomotora a las situaciones novedosas, y alteraciones en la conducta
sexual (75). Ademas, los estudios sobre la capacidad de aprendizaje de los hijos de
madres estresadas revelan deficiencias en las tareas de aprendizaje y la adquisicion
de la memoria, utilizando las pruebas de laberinto en T (76). En roedores, el estrés

prenatal se ha asociado con trastornos en el eje HHA (55).
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2.6 SEROTONINA, NORADRENALINA, APRENDIZAJE Y MEMORIA

La serotonina es una amina que se relaciona con procesos de aprendizaje y
consolidacion de la memoria en diferentes estructuras como el estriado, la amigdala

y el hipocampo (77).

La perturbacién del sistema de 5-HT tiene un papel importante en la fisiopatologia de
los mecanismos de aprendizaje y memoria (78), también es importante en el
desarrollo normal del cerebro (79). La ultima parte del desarrollo fetal en la rata se
caracteriza por la diferenciacion rapida y el crecimiento axonal de las neuronas 5-HT
(80). La 5-HT esta implicada en la maduracion del SNC como una sefal para la
diferenciacion de células progenitoras en desarrollo a lo largo de las vias
serotoninérgicas en todo el encéfalo (61, 79). Actualmente se sabe que los
receptores de 5-HT participan en la generacion de memoria en distintos estadios del
aprendizaje (adquisicion y/o consolidacion de ésta) facilitandola o bloqueandola (81).
Los receptores de 5-HT incluyen a los subtipos 5-HT1A, 5-HT4, 5-HT6 y 5-HT7 y se
les ha involucrado en funciones especificas, entre ellas, la formacion de la memoria y
en los desdrdenes cognitivos de la enfermedad de Alzheimer y de la esquizofrenia

(82).

El estrés prenatal también afecta al sistema serotoninérgico (5-HT) en el hipocampo
de crias de ratas (76, 83, 84) y modifica ademas los niveles de 5-HT se sabe que
también parece modificar los niveles de norepinefrina en algunas regiones del

cerebro tales como el hipocampo y la amigdala entre otras (82). Sin embargo, hasta
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la fecha no se han realizado estudios en los que se evalué la participacion de las
monoaminas en los procesos de aprendizaje y memoria, en la descendencia
estresada prenatalmente (85, 86). Considerando que la 5-HT tiene amplias
proyecciones en el cerebro, puede participar como neuromodulador en los diferentes
estadios del aprendizaje y la memoria; es decir, en los mecanismos neurobiolégicos
involucrados en los procesos de adquisicién, consolidaciébn y evocacién de la
memoria (82). La Noradrenalina (NA), es esencial para la modulaciéon de la memoria,
se libera en diversas partes del cerebro de las terminales nerviosas controladas por
el locus coeruleus (LC), como por ejemplo, el hipocampo y las areas superiores del
cerebro también se produce dentro de su principal nucleo de sintesis (87). Sin
embargo, a la fecha no existen reportes acerca de los cambios que pudieran
presentarse en esta amina por efecto del estrés prenatal y si dichos cambios
pudieran estar relacionados con alteraciones en el proceso de aprendizaje y

memoria.
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3. JUSTIFICACION

Se ha evaluado la conducta de aprendizaje y memoria en organismos adultos y
algunos trabajos no ven efecto del estrés prenatal en la memoria y el aprendizaje
espacial en donde el hipocampo participa, a la fecha no se han evaluado si la 5-HT y
NA se modifican por efecto del estrés prenatal y como participan en el aprendizaje y
la memoria asociado con el contenido tisular. En algunos estudios se ha evaluado el
contenido de 5-HT y NA que se encuentra en hipocampo y no observan cambios
pero aun no se ha cuantificado el contenido de estos neurotransmisores en
respuesta a los eventos del aprendizaje y la memoria en animales estresados
prenatalmente. En este estudio se evalud el contenido de 5HT y NA en el hipocampo
dorsal de ratas adultas estresadas prenatalmente. De esta manera se espera poder
dilucidar la relacion de los neurotransmisores mencionados con las alteraciones en el

aprendizaje y la memoria causadas por el estrés prenatal.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢De qué manera el estrés prenatal modifica la liberacion de 5-HT y NA en el
hipocampo de ratas en la etapa adulta y como se relacionan estos cambios con las

alteraciones en el aprendizaje y la memoria espacial?
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5. HIPOTESIS

El estrés materno provoca alteraciones en el aprendizaje y la memoria de la
descendencia modificando el contenido de 5-HT y NA, en el hipocampo dorsal de la
descendencia en etapa adulta lo cual encuentra relacion con las alteraciones en el

aprendizaje y la memoria.

6. OBJETIVO GENERAL

+ Determinar el efecto del estrés prenatal en el aprendizaje y la memoria y su

relacion con la 5-HT y NA en el hipocampo de la descendencia adulta.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Evaluar la capacidad de aprendizaje y memoria en ratas adultas estresadas

prenatalmente.

» Determinar la relacion del desempefio en el aprendizaje y la memoria con la
liberacion y el contenido tisular de NA y 5-HT en el hipocampo de ratas

adultas estresadas prenatalmente.
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8. MATERIALES Y METODO

8.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron a hembras prefiadas de la cepa Wistar y se eligieron aleatoriamente a
los grupos control el cual se mantuvo inalterado durante el experimento y, al grupo
de estrés prenatal por inmersion en agua fria del dia 15 al dia 21 de gestacion
aproximadamente en el dia 22 nacieron las crias y en el dia postnatal 22 se
desataron y sexaron se utilizaron Unicamente machos. Ala edad de 2 %2 meses de
edad se realiz6 una cirugia estereotaxica para la colocacion de canulas dirigidas a
hipocampo dorsal para realizar microdialisis y cuantificar la liberacion de 5-HT, 5-
HIAA y NA. Paralelamente a esto se utilizaron otros grupos de control y EP para
someterlos a la prueba de LAM y sacrificarlos por decapitacion en los dias 1, 4, 7, 13
de la prueba y se extrajo el hipocampo dorsal para la cuantificacion de contenido

tisular de 5-HT, 5-HIAA y NA, el contenido fue cuantificado por HPLC-ED (Figura 5).
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Figura 5. Disefio Experimental.
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8.2 MODELO BIOLOGICO

En el presente estudio se utilizaron ratas Wistar macho de 250-300 g. de 2 meses y
medio de edad, adquiridas en el bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa las cuales se colocaron en cajas jumbo de plexiglas transparente,
y se alimentaron con comida y agua ad libitum. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas de temperatura (20-25°C) y en ciclos invertidos de 12 horas
luz-oscuridad (con el comienzo de la fase de luz a las 9 pm) y fueron distribuidos en
grupos control y experimentales. Los procedimientos experimentales se realizaron de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062- ZO0-1999) y de acuerdo al

Comité de Etica de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa.

8.3 ESTRES POR INMERSION EN AGUA FRIA

Durante la ultima semana de gestacién (del dia 15 al dia 21), las hembras gestantes
asignadas al grupo de estrés prenatal, fueron sometidas dos veces al dia a estrés
por inmersion en agua fria (9:00 am y 3:00 pm) durante 7 dias consecutivos. El
estrés consistio en colocar individualmente a las ratas en una caja con agua a 15°C y

una profundidad de 15 cm, durante 15 min (88, 89).

8.4 LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

La descendencia de 2 % meses de edad tanto el grupo control como de estrés
prenatal fueron sometidos al LAM, las pruebas se realizaron en una piscina circular,

(170 cm de didmetro y 50 cm de altura) la piscina tiene una altura del agua de 30 cm
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a una temperatura de 21+2°C. La piscina se dividio en cuatro cuadrantes imaginarios
(noreste NE, noroeste NO, sureste SE, suroeste SO) iguales tomando como
referencia la zona de acceso al laberinto, al liberar al sujeto para la realizacion de la
prueba se lleva a cabo desde diferentes puntos de partida en cada repeticion asi
como en cada dia y tres figuras que se colocaron en las paredes blancas alrededor
de la tina, las cuales funcionaron como pistas espaciales dentro de la piscina también
se coloco una plataforma de acrilico transparente (19cm x 22cm) que se encontraba
por debajo de la superficie del agua (2 cm) en uno de los cuadrantes cerca de la
pared y del centro de la piscina (Véase figura 6). 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 y en las sesiones en las que se retird la
plataforma (dia 7) de la piscina se evaluo: el tiempo de permanencia en el cuadrante
gue es el tiempo que la rata se encuentra en el cuadrante en donde estuvo la
plataforma y el nUmero de cruces de la rata sobre la zona donde anteriormente se

encontraba la plataforma durante la fase de aprendizaje (60, 90).
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Figura 6. De manera esquematica se ejemplifican el laberinto acuatico de Morris el cual esta conformado
de tres pistas espaciales alrededor de la tina, la division imaginaria de los cuadrantes (noreste NE, noroeste
NO, sureste SE, suroeste SO) asi como la posicidn de la plataforma en uno de los cuadrantes (NO).

8.5 CIRUGIA ESTEREOTAXICA

La cirugia consistié en colocar una canula dirigida al hipocampo dorsal del cerebro
de rata para la posterior recoleccion de microdializados. Para llevar a cabo la cirugia
se eligieron ratas macho de la cepa Wistar entre 250 — 350 g. después se anestesio
la rata con ketamina 80 mg/kg, i.p. y Xilacina 20 mg/kg, i.m., posteriormente se
colocé en un aparato estereotaxico, se realiz6 una incisibn anteroposterior en el
craneo de la rata para exponer el craneo y tomar las coordenadas dirigidas a
hipocampo dorsal (AP: -5.3, L: 5.2 mm, P: 3.0 mm) para hacer esto se coloca la
canula con respecto a bregma y se toman las coordenadas (91), una vez que
tenemos la ubicacion se procede a realizar trepanaciones para poder introducir la
canula en el hipocampo dorsal, inmediatamente después, se realizan cuatro
trepanaciones mas para la colocacion de tornillos y asi poder dar soporte a la canula

guia, esta se colocd para proporcionar direccion a la canula de microdialisis que
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después en el momento que se realice la microdidlisis sera introducida por la canula
guia y se fijara con acrilico dental para fijar bien todos los materiales (Véase figura

7).

A) B) AP: -5.3,L: 5.2 mm, P: 3.0 mm
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Figura 7.- Cirugia estereotaxica en el hipocampo dorsal en la rata. A) Incision anteroposterior en el
craneo de la rata para exponer el craneo, B) Colocacion de la canula en la intercesion de bregma
para tomar las coordenadas dirigidas a hipocampo dorsal (AP: -5.3, L: 5.2 mm, P: 3.0 mm), C) Se
realizan 3 trepanaciones en el craneo de la rata para colocar tornillos para fijar el implante, D)Una
trepanacion de un diametro mayor se realiz6 para introducir la canula al cerebro con la coordenadas
previamente calculadas E) Una vez que la canula se introdujo se fija el implante con acrilico dental.

8.6 MICRODIALISIS

Después de 7 dias posteriores a la cirugia se introdujo una canula de microdialisis la
cual sobresale 3mm por debajo de la canula guia y se localizé en el hipocampo
dorsal y se fij6 al craneo con acrilico dental. La parte activa de la canula de
microdidlisis, consistio de una membrana de poliacrilonitrilo cuyo tamafio del poro es
de 40,000 D. Esta membrana permite la difusiébn de los compuestos a través de ella
por medio de difusion pasiva, lo cual hace posible la recuperacién del contenido
intracelular y estimar con exactitud la liberacibn de neurotransmisores y sus

metabolitos.

En cada animal de experimentacion se realizd la infusion de solucién Ringer

modificada (SRM) compuesta de NaCl 147 mM, CaCI2 2.3 mM, KCI 4 mM y acido

ascorbico 12.5 pM; pH=7.4 mediante la canula de microdidlisis previamente
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colocada, a través de una microjeringa Hamilton (1 mL) acoplada a una bomba de
infusiébn kd Scientific, Stoelting. La perfusiébn se realiz6 a una velocidad de 0.5
pML/min durante 2 hrs. se mantienen a los animales en la fase de estabilizacion,
después de este periodo se inicia con protocolos experimentales en la cual los
dializados se colectan cada hora posterior a esto se le administr6 50 mM de alto

potasio durante 10 minutos, para posteriormente ser analizados por HPLC (92).

8.7 MANIPULACION DEL TEJIDO

Los animales utilizados para la realizacion de los experimentos se sacrificaron por
decapitacion, se diseco el cerebro y se congelé rapidamente en hielo seco, para
posteriormente almacenarse a -70°C. Los cerebros se cortaron mediante el uso de
un criostato marca Leica modelo CM 1510-3, para obtener secciones coronales de
30 ym de grosor de cada cerebro a nivel del hipocampo dorsal. Las secciones
obtenidas se colocaron en portaobjetos previamente gelatinizadas posterior a esto se
realizd la tincion de Nissl (descrita abajo), a las muestras se les coloco resina

sintética y un cubreobjetos y se esper6 hasta que secaran (93).

8.8 EVALUACION DEL SITIO DE IMPLANTE CON LA TINCION DE NISSL.

En esta técnica el colorante bésico violeta de cresilo tifie los cuerpos de Nissl que
son cumulos de material basdfilo localizados en el citoplasma de las células
nerviosas. El cuerpo de Nissl consiste en una agregacion de cisternas membranosas
aplanadas de reticulo endopldsmico con ribosomas y polisomas diseminados entre

las cisternas adyacentes. El ARNr es la causa de la basdfila de estos granulos (94).
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Para la realizacion de los cortes de cerebro se utilizé el criostato para conocer la
trayectoria de la canula y confirmar si la canula que implantamos esté en la region de
interés, en este, caso hipocampo dorsal. La tincién de Nissl (Violeta de Cresilo)
consistié en pasar los cerebros por xilol y posteriormente en etanol al 100%, etanol al
95% y etanol al 70% y por ultimo en agua Milli-Q en ese orden y durante 5 minutos
en cada solucion. Los cortes se tifieron con violeta de cresilo durante 30 min y el
exceso de colorante se eliminé sumergiéndolas por 5 min en agua Milli-Q. Una vez
gue se termind de enjuagar se colocaron las laminillas en etanol al 70%, 95%, 100%
también durante 5 minutos. Finalmente, las laminillas se colocaron en el xilol hasta
gue los cortes cerebrales se aclararon una vez que se hizo esto se montaron las
muestras con resina sintética (Balsamo de Canada), se dejo secar y se observo en el

microscopio estereoscopico.

8.9 DISECCION DEL HIPOCAMPO

Se disectd el hipocampo dorsal para determinar el contenido total de
neurotransmisores en esta estructura. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion inmediatamente después de que finalizo la exposicion a la prueba de
aprendizaje y memoria (Laberinto Acuatico de Morris). A cada animal se le extrajo el
cerebro, se colocé en una caja de Petri, la cual estuvo colocada sobre hielo en todo
momento para mantener frio el cerebro. Posteriormente se extrajo la estructura
cerebral de interés (hipocampo dorsal separado en derecho e izquierdo) el tejido

obtenido se coloc6 en un tubo y se pesé antes y después para obtener el peso solo
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del tejido, se rotul6é y se colocé sobre hielo seco y posteriormente se congelé a —70

°C hasta su procesamiento.

8.10 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE 5-HT Y NA POR HPLC.

Primero se realizé la estabilizacién del equipo de 24-48 hrs. para que la sefal se
observara mejor con respecto a las monoaminas se utilizé un sistema Perkin-Elmer
LC-250 de cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a un detector
electroquimico, se utilizé una columna Alltec (C18 100 x 4.8 mm con un tamafio de

entre particulas de 3 um), la velocidad de flujo fue de 1 yL por minuto.

8.11 HOMOGENIZACION DEL TEJIDO PARA LA CUANTIFICACION DEL
CONTENIDO TISULAR.

Las muestras de hipocampo dorsal que se tenian almacenadas se descongelaron
posterior a esto se agregaron 300 pL de &cido perclérico y se homogenizo el tejido,
con un embolo el tejido homogenizado se colocé en todo momento en hielo y se
mantuvo cubierto para evitar que la luz no degradara la muestra, posteriormente se
centrifugaron por 15 minutos a una temperatura de 7°C a 8000 revoluciones por
minuto. El sobrenadante se filtré y se almacend en congelaciéon a -4°C. Se inyectaron
25 uL de la muestra filtrada al sistema cromatografico. La fase mavil consistié en una
solucion acuosa de buffer de fosfatos (0.1 M con un pH de 3.2) la cual contenia 0.2

mM de sulfato de sodio, 0.1 mM de EDTA y 15% metanol v/v.
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8.12 CUANTIFICACION DE LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES POR
HPLC

Para cuantificar la liberacion de 5-HT y NA, antes de ser sometidas al Laberinto
acuatico de Morris, se llevo a cabo por medio de un sistema de cromatografia de
liguidos de alta resolucion (HPLC de sus siglas en inglés), el cual consistié en un
analisis cromatogréfico de fase reversa de una columna Atlantis 5 um, 2.1 cm x 50
mm y una pre-columna Nova-Pack, Waters 5 ym, 2.1 x 10 mm. La fase movil fue:
EDTA (0.054 mM), &cido citrico (0.05 M), acido octansulfénico (0.1 mM), cloruro de
sodio (NaCl 2.31 nM), acetonitrilo (50 mL/L) disueltos en agua Milli-Q a un pH= 2.9,
flujo de 0.35 mL/min. La deteccidén de catecolaminas se realiz6 mediante un detector
electroquimico amperométrico de un solo canal (Waters ® model 2465, U.S.) a un
potencial de 450 mV y a una temperatura de 30 °C, se cuantific6 por mediciones del

area de los picos comparandolos contra una curva estandar (Figura 8) (92, 95).

DOPAC - 3.618
DA - 5.409
5HIAA - 6.367
5-HT - 14.438

100 200 300 4b0 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1500 1700 1800 1900  20.00
Minutes

Figura 8. Cromatograma de un HPLC-ED. Se obtuvo los picos de las diferente
catecolaminas obtenidas de una solucion estandar de 10 nM y el rango de sensibilidad al
gue se encuentra es de 5 nA.
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8.13 CURVAS ESTANDAR, ASi COMO LOS COEFICIENTES DE CORRELACION
DE LOS ESTANDARES DE 5-HT, 5-HIAA Y NA QUE SE OBTUVIERON AL
CUANTIFICAR EL CONTENIDO TISULAR DE HIPOCAMPO DORSAL.

5-HT

500000 - y =1501.3x - 22333
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0 w w w T T T \
0 50 100 150 200 250 300 350
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Figura 9. Se muestra en la grafica la curva estandar de serotonina (5-HT) con los
esgéndares de 40, 80, 160, 320 asi como su coeficiente de correlacion el cual es de
R“=0.9985.

5-HIAA
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Figura 10. Se muestra en la grafica la curva estandar del metabolito de la serotonina
(5-HIAA) con los estandares de 40, 80, 320 asi como su coeficiente de correlacion el
cual es de R*=0.9942.
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Figura 11. Se muestra en la grafica la curva estandar de noradrenalina (NA) con los
esgéndares de 40, 80, 160, 320 asi como su coeficiente de correlacion el cual es de
R“=0.9935.
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se presentaron como la media + el error estandar de la media
(EEM). Los datos obtenidos del Laberinto acuatico de Morris (LAM) se analizaron con
una ANOVA de un factor de medidas repetidas, seguidas por una prueba post hoc de
Newman-Keuls. Mientras que las latencias promedio obtenidas del LAM se
analizaron con una t-Student, el contenido tisular utilizo una ANOVA de
comparaciones multiples seguida de una prueba post hoc de Dunnett. El andlisis de
los porcentajes de permanencia en el cuadrante se analizaron con la prueba de Chi-
cuadrada y los valores de niumero de cruces se analizaron con una ANOVA de 1
factor. Las diferencias seran consideradas estadisticamente significativas a partir de

una P< 0.05.
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10. RESULTADOS

10.1 LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Las latencias de llegada a la plataforma disminuyeron durante los dias de
aprendizaje (1-4) en los animales del grupo control, y también en los dias 6 y 13
donde se evalu6 la memoria a corto y a largo plazo. Los sujetos de EP presentaron
latencias de llegada mayores a las del grupo control en todos los dias de la prueba,

estas diferencias fueron significativas (p<0.05) (Figura 12).

(¥'2 /> meses LAM
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Figura 12. Latencias de llegada a la plataforma. Los animales estresados prenatalmente presentaron
mayores latencias de llegada. Los animales del grupo control presentaron latencias de llegada
progresivamente menores cada dia. Las latencias de llegada en los dias 2, 3, 4, 6 y 13 de evaluacién
de la prueba de memoria espacial en los animales de EP son estadisticamente diferentes en
comparacion con el grupo control P<0.05. n=20 por grupo
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Las latencias promedio de los machos de EP fueron significativamente mayores a los

controles (p<0.05; Figura 13).

Latencias Promedio

10 - \%

Control EP

Figura 13. Latencias promedio de escape en los animales control y EP. Las latencias fueron
mayores en los sujetos de EP en comparacién con el grupo control, *p<0.05. Datos mostrados
como la media + E.E.M.

10.1.1 Memoria de corto plazo.

De acuerdo con la prueba de LAM y con el objetivo de evaluar la memoria de corto
plazo en los sujetos control y EP en el dia 7 se cuantificO el porcentaje de la
permanencia en el cuadrante y el nimero de cruces en donde anteriormente se
encontraba la plataforma; durante esta prueba la rata estuvo un tiempo de no mas de
60 segundos dentro de la piscina. De acuerdo con las graficas 13 y 14 se muestra el
desempeiio de los sujetos control y de EP y los individuos de EP permanecieron
menos tiempo en el cuadrante donde estuvo antes la plataforma, y presentaron un

menor namero de cruces. *p<0.05 (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Tiempo de permanencia en el cuadrante en el que se encontraba la plataforma. Los
animales EP permanecieron menor tiempo en el cuadrante, en comparacién con los animales
control. ** p<0.01 comparado con el control.
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Figura 15. Numero de cruces en el cuadrante donde se localizaba la plataforma. Dia 7. Los
sujetos EP cruzaron un menor nimero de veces en donde se encontraba la plataforma
anteriormente en comparacion con los sujetos control. ** p<0.01 comparados con el grupo
control.
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10.2 LIBERACION DE 5-HT, 5-HIAA Y NA.

La evaluacion de los microdializados de los sujetos estresados prenatalmente mostro
una mayor liberacién de serotonina y noradrenalina que en los sujetos control (Figura
16). Cuando se administré el alto potasio, la liberacion de las monoaminas (5-HT y
NA) fue menor en el grupo estresado prenatalmente, los datos de ambas figuras

corresponden a una rata control y una rata de EP (Figura 17).
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Figura 16. Liberacién basal de 5-HT y NA en animales control y estresados prenatalmente. La liberacion
de aminas en los sujetos de estrés prenatal fue mayor en comparacién con el control.
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Figura 17. Liberacion de aminas después de la administracion de alto potasio, 50 mM. La liberacion
se incremento en los sujetos controles, no asi en los sujetos EP.

10.3 CONTENIDO TISULAR DE 5-HT, 5-HIAA'Y NA EN HIPOCAMPO DORSAL

10.3.1.1 Serotonina

Se evalud el contenido tisular de serotonina en el hipocampo dorsal de animales
estresados prenatalmente, en condiciones basales y después del aprendizaje (dias 1
y 4) y memoria (7 y 13). La concentracion de serotonina en el hipocampo dorsal no
se modificé durante los dias de aprendizaje, pero disminuyé en los dias 7 y 13
(memoria de corto y largo plazo, respectivamente) tanto en el grupo control como en

el de estrés prenatal. (Figura 18).
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Figura 18. Contenido tisular de hipocampo dorsal comparando los niveles basales de 5-HT y

después de la prueba de LAM.
* P<0.05 entre los grupos Control y EP basales, D1 y D4 comparados con los grupos de los

dias 7 y13.

Basal D1 D

10.3.1.2 S-HIAA

Para evaluar el contenido tisular en hipocampo dorsal del acido-5-hidroxiindolacetico,
se utilizé un grupo de ratas controles y estresadas para cuantificar los niveles de
metabolito antes de la prueba (basales). Después en otro grupo de ratas del grupo

de estrés se evaluo el contenido del metabolito durante la prueba de LAM en los dias

1,4,7y13.
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En los dias 1 y 4 después de la prueba conductual el metabolito de la serotonina no
se modificé en el grupo de estrés prenatal comparado con el control, y en los dias 7 y

13 disminuy6 en ambos grupos (Figura 19).
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Figura 19. Contenido tisular de hipocampo dorsal comparando los niveles basales de 5-HIAA y después de
la prueba de LAM.

* P<0.05 disminucidn significativa entre los grupos Control y EP de los dias 7 y 13 comparados con los
grupos de los dias 1 y 4 y las concentraciones basales de 5-HIAA.
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10.3.1.3 NA

El contenido de noradrenalina en hipocampo dorsal de sujetos que fueron expuestos
a estrés prenatal en condiciones basales antes de la prueba y después del laberinto
acuatico de Morris no se modificé en los dias 1, 4, y 7 del grupo control y de estrés
prenatal durante la prueba de LAM. Sin embargo en el dia 13 el contenido de NA

disminuyo en el grupo de estrés comparado con el control (Figura 20).
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Figura 20. Contenido tisular de hipocampo dorsal comparando los niveles basales de NA y después de la
prueba de LAM.

* p<0.05 Disminucién significativa de los grupos control y EP D13.

& p<0.05 Incremento en el contenido de sujetos control del D13 con todos los grupos control y EP de los dias
restantes.
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11. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las latencias de llegada
aumentaron en el laberinto acuatico de Morris del dia 2 al dia 13 en el grupo de
estrés prenatal y en el dia 7 la permanencia en el cuadrante y el nimero de cruces
disminuyo en el grupo estresado prenatalmente. Lo anterior confirma que las ratas
expuestas a estrés por inmersion en agua fria presentan deficiencias en los procesos

de aprendizaje y memoria (70, 96).

Los resultados de este trabajo difieren de lo reportado en otros trabajos en cobayas,
en las que se utilizaron otros estresores como la luz estroboscopica en los dias de
gestacion 50, 51, 52, 60, 61 y 62. Este estresor no modificé las latencias de llegada a
la plataforma en el laberinto acuatico de Morris (61). El estrés por inmovilizacion
durante los dias 15 al 19 de la etapa gestacional, tampoco modifico las latencias de

escape en el laberinto acuatico de Morris tanto en hembras como en machos (97).

Sin embargo, existen estudios en los que se reporta que el estrés por inmovilizacion
aplicado del dia 15 hasta el nacimiento de las crias provocé aumento en las latencias
para encontrar la plataforma en el laberinto acuéatico de Morris y esto se asocia con la

inhibicién de la neurogénesis en hipocampo (98).

El estrés social aplicado del dia 16 al 20 de gestacion, si generd incremento en las
latencias de llegada a la plataforma en el LAM (99). Resultados similares se han
reportado utilizando el estrés por choques eléctricos en las patas del dia 13 al 19

gestacional, generando incremento en las latencias de llegada a la plataforma de las
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ratas de 5 semanas de edad en el laberinto acuatico de Morris (68). En otro trabajo
donde aplic6 estrés prenatal por inmovilizacion en el dia 12 al dia 18 de la gestacion
disminuyeron las latencias para encontrar la plataforma en el grupo de estrés (96).
Las diferencias en los trabajos antes mencionados con los obtenidos en este estudio,
podrian explicarse por el tipo de estresor utilizando, la especie del roedor, los dias
evaluados de la prueba o disefio del LAM y la intensidad del estresor. Es posible que
los niveles de corticosterona sean diferentes después de la aplicacion del estresor. El
estresor utilizado en este trabajo es el que causo los mayores efectos en el
aprendizaje y la memoria, en comparacion con los estudios citados. Los datos
obtenidos en este trabajo concuerdan con los publicados por nuestro grupo de
investigacion. El estrés por inmersion en agua fria del dia 15 al dia 21 de gestacion
causa incremento en el tiempo de llegada a la plataforma en los animales estresados
y disminucion en el tiempo de permanencia en el cuadrante y el numero de cruces en
el lugar donde previamente se encontraba la plataforma (70). Resultados similares
han sido reportados en otros estudios (96), lo que indica que el estresor elegido en el
presente trabajo es mas intenso y activa al eje HHA, aumentando la concentracion
de corticosterona en el feto. En consecuencia, la interaccion de la corticosterona con
las estructuras cerebrales del feto afecta los procesos de memoria y aprendizaje en

la etapa adulta.

La deficiencia en el proceso de aprendizaje observado en las ratas adultas
estresadas prenatalmente podria explicarse por una menor plasticidad en el

hipocampo de estos animales. Se sabe que el estrés por inmovilizacion en ratones
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durante la gestacion del dia 8 al dia 19 provoca disminucion en la potenciacion de
largo plazo en el area CA1 del hipocampo y que dicha alteracién aparece en la etapa
prenatal y se mantiene hasta la edad adulta (100). Debido a que el hipocampo es
una estructura cerebral implicada en el procesamiento de la informacioén espacial es
uno de los blancos més susceptibles a los corticosteroides durante el desarrollo fetal
debido a que presenta una gran cantidad de receptores para GC (9). Los resultados
de otros reportes confirman que el estrés prenatal es capaz de deteriorar la
capacidad de aprendizaje y la consolidacion de la memoria en la etapa adulta (68);
ademas, nuestros resultados sugieren que existen deficiencias en el almacenamiento
de la informacion y su posterior recuerdo en la prueba de laberinto acuatico de

Morris.

Nuestros resultados confirman también que el estrés prenatal genera problemas al
recordar la posicion de la plataforma, lo que implica deficiencias en el
almacenamiento de la informacién y su posterior recuperacion. Lo anterior indica la
incapacidad de los animales para utilizar las pistas espaciales ubicadas alrededor de
la tina y poder ubicarse correctamente en el laberinto acuatico de Morris para
encontrar la plataforma, como se ha reportado previamente por otros grupos de

investigacion (68, 96, 101).

Es importante mencionar que la intensidad del estresor es un factor crucial en la
induccién del deterioro cognitivo en la edad adulta. El estrés por inmersién en agua
fria causa una respuesta mas intensa, en términos de activacion del eje adrenal, en

comparacion con otros estresores como el estrés por inmovilizacién, los choques
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eléctricos etc. (89). El estrés por inmovilizacion es de intensidad media y genera
habituacién cuando se aplica de manera continua por un determinado numero de
dias (89, 102). Un estresor leve facilita el aprendizaje, mientras que un estresor
intenso lo deteriora (103).

Se sabe que la plasticidad sindptica en el hipocampo estd fuertemente
correlacionada con la memoria espacial y por tanto se considera como la base
celular de este tipo de memoria (104).

El ambiente en la vida temprana o gestacional puede tener un fuerte impacto en la
vida postnatal del individuo y la exposicion materna a altas concentraciones de
corticosteroides, es un factor que provoca que el recién nacido presente problemas
de bajo peso al nacer, tamafio reducido del hipocampo y que ademas en la etapa
adulta presente déficit o deterioro cognitivo a este mecanismo se le ha llamado
“programacion fetal” (105, 106).

Las alteraciones en el desempefio cognitivo de los animales estresados
prenatalmente no parecen deberse a cambios en el contenido y liberacion de
serotonina en el hipocampo dorsal, pues no se observaron cambios en este
neurotransmisor. Sin embargo, el incremento observado en el contenido de
serotonina durante los dias de aprendizaje, indica que esta relacionado con este
proceso, pero no en la memoria de corto y largo plazo, pues su contenido disminuyo
en los dias en los que se evalué la memoria (dias 7 y 13).

Las proyecciones provenientes del nucleo de rafe originadas en el tallo cerebral que
se distribuyen en todo el encéfalo de la rata donde se almacena y se recaptura la

serotonina, la cual se extiende por todas las areas del cerebro anterior y se
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relacionan con el aprendizaje y la memoria (107). La actividad de las proyecciones
serotoninérgicas dependen de la disponibilidad de la tript6fano hidroxilasa, la
monoamina oxidasa A (MAO-A), el transportador (SERT) y de los receptores para
serotonina; todos ellos parecen tener relacion con la memoria (77), aunque en este
trabajo no se observaron cambios en la concentracion de serotonina, existe
evidencia que indica que los receptores serotoninérgicos, asi como la liberacion y
recaptura de 5-HT podrian estar involucrados en el aprendizaje y la memoria (108).
Las alteraciones farmacologicas de las concentraciones de 5-HT por modificaciones
de la liberacién o recaptura de 5-HT ha demostrado tener influencia en la memoria
espacial, en general el incremento de los niveles extracelulares de 5-HT mantienen o
mejoran el desempeiio en la memoria y los niveles reducidos de este
neurotransmisor perjudican la memoria espacial (109). Cambios en la liberacion
probablemente estimulan indirectamente a los receptores postsinapticos 5-HT1A, los
cuales estan en areas importantes como el hipocampo relacionadas con el
aprendizaje y la memoria espacial (110). En otro reporte donde se administré
paraclorofenilalanina, el cual inhibe a la triptéfano hidroxilasa, generando disminucion
en las concentraciones de 5-HT (110), provoco déficit en la memoria, ademas de una
disminucién de receptores 5-HT1A el cual se encuentra localizado en el hipocampo
(111). Los resultados de este trabajo sugieren que las deficiencias en el aprendizaje
y la memoria espacial podrian explicarse por el bajo contenido de 5-HT en el
hipocampo dorsal de los animales del grupo de estrés prenatal.

La exposicion materna al estrés cronico por choques eléctricos en las patas, en el dia

10 al dia 20 de la gestacién, induce regulacion a la baja de los receptores 5-HT1A y
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de su ARNm en el nicleo del Rafe de la descendencia en la edad adulta (112). El
estrés por hacinamiento e inyecciones dolorosas del dia 15 al dia 21 de gestacion es
capaz de provocar disminucion de serotonina y aumento de su metabolito (5-HIAA)
en el hipocampo antes de la prueba de laberinto acuatico de Morris (en condiciones
basales) (76). El contenido de 5-HT y 5-HIAA es elevado en los dias 1 y 4 de la
prueba de LAM, esto se debe a que probablemente a que las menores
concentraciones de serotonina se metabolizan en mayor proporcion. Por el contrario,
las concentraciones que se presentaron después de la prueba de LAM en los dias 7
y 13 donde disminuyeron significativamente la 5-HT y el 5-HIAA; al disminuir la
concentracion de 5-HT también disminuye la concentracion del 5-HIAA. Por lo tanto
es posible que la 5-HT no participe de manera directa en la memoria de largo plazo.

Existen estudios que muestran que el desempeiio en el laberinto acuatico de Morris
depende del tipo de estresor y del area cerebral que se evalle. El deterioro cognitivo
y emocional, relacionado con el estrés cronico se asocia con la atrofia de las
dendritas y espinas dendriticas en las neuronas piramidales de CA3 en hipocampo
(59). En este trabajo se evalué el hipocampo dorsal, debido a que esta involucrado
en los procesos de aprendizaje y memoria. El contenido de serotonina se cuantifico
antes y durante los dias 1 y 4 de aprendizaje y los dias 7 y 13 en la memoria de corto
y largo plazo en el LAM. Esto permite ver si el contenido se modifica 0 no durante

estos procesos.

Existe una gran complejidad en los sistemas de aprendizaje y memoria pues implican

la participacion de diversos neurotransmisores, los cuales trabajan en conjunto con la
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serotonina en estos mecanismos. Tal es el caso de la influencia del sistema
serotoninérgico en el control de la actividad de las neuronas dopaminérgicas ya que
es un factor fundamental en el humor y la emocion (113). Existe evidencia de que el
estrés prenatal afecta la funcién cognitiva mediante la interrupcién de la plasticidad
sindptica en las sinapsis glutamatérgicas (114). El estrés prenatal disminuye el
receptor NMDA en el hipocampo (115), el cual esta relacionado con la potenciacion a
largo plazo y su disminuciéon en esto favorece que la depresién a largo plazo
aparezca. Esto podria explicar las deficiencias cognitivas observadas en los animales
estresados prenatalmente. Es posible que la exposicion a altos niveles de
corticosterona materna durante la gestacion genere disminucion de la memoria de

corto y largo plazo mediante alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica.

Otra accion de la 5-HT consiste en modular la excitabilidad del sistema GABAérgico.
Se ha demostrado que el receptor 5-HT1A inhibe la liberacion de GABA en las
interneuronas de la region CA1 (116). Otros efectos mediados por 5-HT sobre GABA
han sido descritos por el reclutamiento de receptores en la membrana postsinaptica
(117), la modulacion de la funcion del receptor promoviendo su fosforilacion (118),
efectos que convergen en vias de sefalizacion como las acopladas a proteinas G,
adenilato ciclasa o fosfolipasa C (119) y los efectos en distintos canales i6nicos, que
influyen en el potencial de membrana y la excitabilidad neuronal (120). Asimismo se
ha reportado que los receptores 5-HT1A pre-sindpticos reducen la liberacion de
glutamato de las colaterales de Schaffer en las neuronas piramidales de CA1l del

hipocampo (121). Con lo anteriormente sefialado se demuestra que la 5-HT es
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capaz de modular a otros sistemas de neurotransmision que estan ligados
directamente con los mecanismos de la potenciacién a largo plazo como es el caso
de glutamato. Por lo tanto los efectos del estrés prenatal estan presentes dafiando a
los sistemas de neurotransmision responsables de mecanismos cognitivos como el

aprendizaje y la memoria espacial.

En este estudio se observo también que el estrés prenatal por inmersion en agua fria
provocoé disminucion de noradrenalina en el dia 13 de la prueba de laberinto acuatico

de Morris, en el que se evalu6 la memoria de largo plazo.

Se sabe que la retencion de alguna experiencia novedosa después del proceso de
aprendizaje esta mediado por noradrenalina, modulando la consolidacion de un
recuerdo mediante la activaciéon de los receptores adrenérgicos localizados en la
periferia de las fibras aferentes vagales las cuales se proyectan al nucleo del tracto
solitario en el tronco cerebral y desde esta region influye a la actividad neuronal en
otras regiones del cerebro incluida la amigdala e hipocampo (44).

La activacibn de los receptores beta-adrenérgicos que se encuentran en el
hipocampo favorecen la potenciacion a largo plazo (122). Esto podria sugerir que la
NA esta relacionada con la memoria de largo plazo, lo que es congruente con lo
reportado por Croiset et al., en el 2000, en relacion a que altas concentraciones de

noradrenalina se asocian con la consolidacién de la memoria y la PLP (123).
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En resumen, los datos obtenidos en este trabajo acerca del contenido de 5-HT
indican que este neurotransmisor parece tener un papel importante en la adquisicion

del aprendizaje, pero no de la memoria de corto y largo plazo.

Sin embargo, no se modifica por la exposicidén al estrés prenatal y no parece estar
relacionada con las alteraciones del aprendizaje y la memoria observados en los

animales estresados prenatalmente.

En contraste, la noradrenalina parece estar involucrada en la memoria de largo plazo
y su disminucién en el dia 13 indica que es responsable, al menos en parte, de las

alteraciones en la memoria generadas por el estrés prenatal.

12. CONCLUSIONES

El estrés prenatal causa deficiencias en el aprendizaje y la memoria espacial a corto
y a largo plazo en la edad adulta de las crias y genera un aumento en la liberaciéon

basal de catecolaminas de las crias en la etapa adulta.

La deficiencia en la memoria de largo plazo (dia 13) en la prueba de aprendizaje y
memoria parece deberse a deficiencias en la transmision noradrenérgica y las
alteraciones del sistema serotoninérgico no parecen tener relacion con el aprendizaje
debido a que las concentraciones de serotonina y su metabolito no se modifican

durante el aprendizaje.
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14. APENDICE I. EVALUACION DEL SITIO DEL IMPLANTE

14.1 HISTOLOGIA

En las imagenes siguientes se muestran los cortes coronales de cerebro de rata
tefiidos con Violeta de Cresilo donde se observa la trayectoria de la canula que se
implanto y como se puede apreciar en el sitio de implante la canula se encuentra en

hipocampo dorsal la cual es nuestra estructura de interés (Figura 21y 22).

Figura 21.- Se observan dos cortes coronales de cerebro de rata donde se muestran
las trayectorias que siguieron las canulas implantadas dirigidas a hipocampo dorsal,

con la flecha negra se sefiala la lesion.

~ 65 ~



14.2 SITIOS DE IMPLANTE

3

Figura 22.- Corte coronal de cerebro de rata donde se muestra el sitio de
implante ideal con los puntos rojos representan la trayectoria del electrodo que

se implanto y a donde llego.

Tomado de Paxinos y Watson, 2007.
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