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RESUMEN

El estrés prenatal ocasiona déficit en el aprendizaje y en la memoria espacial en
cualquier etapa de la vida postnatal por modificacion de la funcién hipocampal. En esta
estructura existen terminales axoénicas de neuronas serotoninérgicas y
noradrenérgicas, las cuales participan en los procesos cognitivos. A pesar de que se
ha estudiado la participacibn de ambos sistemas en los procesos cognitivos,
actualmente se desconoce si el estrés prenatal altera la liberacién de serotonina (5-
HT) y noradrenalina (NA) en el hipocampo dorsal durante el desempefio cognoscitivo.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios en las concentraciones
de 5-HT y NA en el hipocampo dorsal durante el aprendizaje y la memoria espacial en
ratas estresadas prenatalmente. Para ello, se utilizaron ratas macho de 3 meses de
edad, control y estresadas prenatalmente, que se sometieron a pruebas conductuales
de aprendizaje y memoria espacial utilizando el laberinto acuatico de Morris (LAM)
para determinar su desempefo. Posteriormente se extrajo el hipocampo dorsal para
cuantificar el contenido de 5-HT y NA, asi como muestras de sangre del tronco para
evaluar los niveles de corticosterona. En otros machos se realizaron cirugias
estereotaxicas para realizar microdialisis y evaluar la concentracion extracelular de 5-
HT y NA en el hipocampo dorsal, tanto basal como después de las pruebas cognitivas.
Los animales estresados prenatalmente tuvieron latencias de llegada mayores en la
prueba de laberinto acuatico de Morris durante los dias de entrenamiento; asi como
menor permanencia en el cuadrante y menor numero de cruces que los animales

control en el dia de la prueba de memoria. El contenido de 5-HT disminuyo durante las
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tareas de aprendizaje y memoria en ambos grupos, pero el contenido de NA fue menor
en el grupo de estrés prenatal a lo largo de las pruebas. La liberacion de 5-HT y NA en
el hipocampo dorsal fue significativamente menor en los animales estresados
prenatalmente durante las pruebas conductuales. El contenido basal del transportador
de 5-HT fue mayor en los animales con estrés prenatal, pero no hubo cambios a lo
largo de las pruebas conductuales. La respuesta del eje adrenal fue mayor en los
animales estresados prenatalmente que en los controles. En conjunto, los resultados
de este trabajo muestran que el deterioro cognitivo ocasionado por el estrés prenatal,
esta relacionado con la disminucion en la liberacion de 5-HT y NA, asi como con los
elevados niveles de corticosterona. El transportador de 5-HT no parece tener

participacion en las alteraciones causadas por el estrés prenatal.

Xl



ABSTRACT

Prenatal stress causes spatial learning and memory deficits at any stage of postnatal
life by modifying hippocampal function. Serotonergic and noradrenergic axon terminals,
involved in cognitive processes, are present the hippocampus. Despite studies about
the participation of both neurochemical systems in cognitive processes, it is currently
unknown whether prenatal stress affects the release of serotonin (5-HT) and
noradrenaline (NA) in the dorsal hippocampus during cognitive performance.
Therefore, the aim of this work was to evaluate 5-HT and NA changes in the dorsal
hippocampus during spatial learning and memory in prenatally stressed rats. Spatial
learning and memory tests were performed using the Morris Water Maze (MWM) in 3-
month-old, control and prenatally stressed males. Dorsal hippocampus was dissected
in basal conditions, and after learning and memory to quantify 5-HT and NA content.
Trunk blood samples were also obtained for corticosterone evaluation. Stereotaxic
surgeries were performed in other males to perform microdialysis and evaluate the
extracellular concentration of 5-HT and NA in the dorsal hippocampus, both at baseline
and after behavioral tests. In the Morris water maze higher arrival latencies were
observed in prenatally stressed animals along the training days, as well as a shorter
time and fewer crosses in the quadrant compared with control animals during the
memory trial. 5-HT content decreased during learning and memory tasks in both
groups, but NA content was lower in the prenatal stress group during behavioral tests.
5-HT and NA release in dorsal hippocampus was significantly lower in prenatally

stressed animals during behavioral tests. Serotonin transporter basal content was
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higher in prenatally stressed animals, but no changes were observed during behavioral
tests. The adrenal axis response was higher in prenatally stressed animals than in
controls. Taking together, the results of this work show that cognitive impairment
caused by prenatal stress is related to decreased 5-HT and NA release, as well as to
the high levels of corticosterone. Serotonin transporter seems not to be involved in

learning and memory disruption caused by prenatal stress.
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ABREVIATURAS

ACTH. oo Hormona adenocorticotropa/adrenocorticotropina
ARNM........o Acido ribonucleico mensajero
AVP...o . .
Arginina vasopresina
CA. Cuerno de Amén
CRH......co . Hormona liberadora de corticotropina
EP. Estrés prenatal
GC. Glucocorticoides
GR. .
Receptores para glucocorticoides
GD.oor Giro dentado
GLUT....oo, Transportador de glucosa
HHA...... Eje Hipotalamo Hipéfisis Adrenal
HPLC-ED..........coooii Cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplada a detector electroquimico
HPLC-UV........ooi Cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplada a detector ultra violeta
LAM. ... Laberinto Acuatico de Morris
LC. Locus Coeruleus
LC-NA/SNS.............oonil. Locus Coeruleus-noradrenalina-sistema nervioso
simpatico (SNS)
LTP. e L,
Pontenciacion de largo plazo
MR, Receptores para mineralocorticoides
NA. Noradrenalina
PVN.....o

Nucleo paraventricular
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Proopiomelanocortina

PORH. s Hormona liberadora de corticotropina placentaria
SNC...iii Sistema Nervioso Central
SERT...oiiiii Transportador de serotonina

5-HT .o, Serotonina

5-HIAA. ... Acido 5-hidroxindolacético

11-BHSD2 ...

11-B hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2
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INTRODUCCION

El estrés es una reaccion fisioldgica del organismo para hacer frente a las demandas
del medio ambiente o a situaciones adversas durante un periodo de tiempo
indeterminado y es definido como la respuesta del organismo a situaciones que son
impredecibles e incontrolables y que pueden llegar a exceder su capacidad reguladora

(Charmandari et al., 2005; Koolhaas et al., 2011).

Sistema y respuesta de estrés

La respuesta de estrés se lleva a cabo a través de mecanismos neuroendocrinos que
pueden modificar la conducta, la reproduccion e incluso los mecanismos
neuroquimicos relacionados con la memoria y el aprendizaje, entre otros. Esta
respuesta es dirigida por estructuras del sistema nervioso central (SNC) y por
glandulas periféricas. Los dos componentes principales del sistema de estrés son el
sistema Locus Coeruleus (LC)- Noradrenalina (NA)-sistema nervioso simpatico (SNS)-
médula adrenal (LC-NA/SNS) y el eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA)
(Charmandari et al., 2005; Meaney et al., 1998). La respuesta de estrés es
indispensable y crucial para la supervivencia de los individuos; sin embargo, los
eventos desfavorables, también conocidos como estresores, los cuales alteran la
homeostasis (Koolhaas et al., 2011), pueden comprometer, a la larga, la salud de los

organismos.



La respuesta adaptativa de estrés depende de la calidad de los estimulos estresantes,
que pueden ser fisicos, tales como cambios en el medio ambiente o bien internos,
como la anoxia, la hipoglucemia, los cambios en la temperatura corporal, el ejercicio o
las lesiones; pueden ser psicoldgicos, los cuales afectan la emocién y causan ansiedad
o frustracidén y son los activadores mas potentes de eje HHA; también pueden ser
mixtos, con componentes fisicos y emocionales. Otros componentes importantes de
los estresores son la intensidad y la duracion, que puede ser de segundos hasta unas
cuantas horas (agudo) o de varios dias, semanas e incluso meses (cronico) (Johnson
et al., 1992).

Durante la respuesta de estrés agudo se activa el eje LC-NA/SNS, el cual, a través del
SNS que libera adrenalina y noradrenalina, provoca la movilizacion de las reservas
energéticas de glucosa del higado, incrementa las frecuencias cardiaca y respiratoria,
ademas de aumentar la presidn sanguinea y favorecer el flujo sanguineo hacia el
cerebro y el musculo esquelético (Peckett et al., 2011) (Figura 1). De esta forma, los
efectos de las hormonas del estrés favorecen el mantenimiento de la homeostasis del

organismo (Vegiopoulos et al., 2007).
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Figura 1. Componente del sistema de estres. La respuesta de estrés es dirigida a través del sistema
Locus Coeruleus (LC), noradrenalina (NA), sistema nervioso simpatico (SNS), médula adrenal, el cual
se activa durante el estrés agudo. Modificado de (Charmandari et al., 2005).

Eje hipotalamo - hipéfisis - adrenal

El principal regulador hipotalamico del eje HHA es la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), la cual estimula la sintesis y secrecion de hormona
adrenocorticotropica (ACTH) en los corticotropos de la adenohipdfisis (Charmandari et
al., 2005; Chrousos, 2009). La secrecion de ACTH es regulada tanto por la CRH como
por la arginina vasopresina (AVP). Durante el estrés crénico, se incrementan la
amplitud y la sincronizacion de los pulsos de CRH y AVP desde el nucleo
paraventricular (PVN) hacia el sistema porta hipofisiario, a través del cual llegan a los
corticotropos  hipofisiarios. Estas células sintetizan la prohormona pro-
opiomelanocortina (POMC), la cual se escinde para dar lugar a la ACTH y a una -
lipoproteina, uno de sus fragmentos es la f-endorfina, mismas que son liberadas hacia
la vena hipofisiaria y a la circulacion sistémica (Feldman et al., 1997). La POMC es
sintetizada, ademas de la hipdfisis, en el Nucleo Arcuato del hipotalamo y en diferentes
zonas del cerebro. Las neuronas que sintetizan CRH/AVP inervan y son inervadas a
su vez por las neuronas que sintetizan POMC en el nucleo arcuato (Nikolarakis et al.,
1986). Una vez liberada, la ACTH es trasportada por la circulacion hasta la glandula
adrenal, donde estimula la sintesis y secrecion de GC y de androgenos adrenales
(Andreis et al., 1992). Por lo tanto, la respuesta de estrés se asocia con el incremento

en la concentracion plasmatica de GC (Charmandari et al., 2005; Chrousos, 2009).



Estas hormonas son los efectores finales del eje HHA y ejercen sus efectos en sus
organos blanco en el higado tienen funcion de estimular la gluconeogénesis,
incrementando los niveles de glucosa, la glucogendlisis y en el tejido adiposo la
lipdlisis, entre otros (Sanchez et al., 2000; Sapolsky et al., 2000). Los GC adrenales
son importantes en la regulaciéon de la actividad del eje HHA, asi como en la
terminacién de la respuesta de estrés, actuando en el hipocampo, ademas del
hipotalamo y la hipdfisis. La retroalimentacién negativa que los GC ejercen en la
secrecion de CRH y ACTH permite limitar la duracion de la exposicion del organismo
a los glucocorticoides, minimizando asi sus efectos catabdlicos, lipoliticos, anti
reproductivos e inmunosupresores (Retana-Marquez et al., 2012).

En el cerebro, los corticosteroides se unen a dos tipos de receptores: los receptores
para mineralocorticoides (MR) y los receptores para glucocorticoides (GR) (Herman et
al., 1989; Reul y Kloet 1985). Los MR se expresan principalmente en el hipocampo, en
la amigdala y en la corteza prefrontal. Los GR se expresan en todo el cerebro, pero
principalmente en el nucleo PVN del hipotalamo y en el hipocampo (Retana-Marquez
etal., 2012; Reul y Kloet 1985). Los MR tienen una alta afinidad por los GC y se activan
con bajas concentraciones de éstos, en ausencia de estrés. Los GR en cambio, tienen
menor afinidad por los GC y se activan durante el estrés o durante los picos circadianos
o ultradianos de los glucocorticoides (Rosenfeld et al., 1993). La union de los GC con
los GR en las neuronas del nucleo PVN y en los corticotropos hipofisiarios, ejerce
control por retroalimentacion negativa sobre la secrecion de CRH y ACTH,

respectivamente, durante los picos circadianos o ultradianos o bien durante la



respuesta de estrés, mediante mecanismos genomicos (Groeneweg et al., 2012; de

Kloet et al., 1998; Habib et al., 2001), (Figura 2).
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Figura 2. Eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y su regulacion. El nucleo paraventricular del hipotalamo
secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH) hacia el sistema porta-hipofisiario, a través del
cual llega a los corticotropos hipofisiarios, donde estimula la liberacion de corticotropina (ACTH) hacia
la vena hipofisiaria. La ACTH estimula en la corteza adrenal la sintesis y secrecion de glucocorticoides.
Los glucocorticoides circulantes se unen a los receptores para GR y MR en el hipocampo, el hipotalamo
y la adenohipdfisis para regular al eje mediante asas de retroalimentacion negativa (Holgate y Bartlett,
2015).

Ambos tipos de receptores para GC estan presentes tanto en el citosol como en la
membrana de las neuronas que responden a estos esteroides (Groeneweg et al.,
2012). Los GC producen sus efectos en sus células blanco mediante mecanismos
genomicos, a través de receptores membranales, asi como mecanismos no
genomicos. Los GC se movilizan al interior de la célula y en el citoplasma se unen a
su receptor especifico que esta unido a proteinas de choque térmico HSP70 y HSP9O0.
El complejo receptor-glucocorticoide sufre un cambio conformacional, disociandose las

proteinas chaperonas; el complejo GC-receptor se dimeriza y el receptor es fosforilado,



esto permite que el complejo receptor-glucocorticoide se transloque al nucleo. En el
nucleo, los dimeros se unen a las secuencias especificas de bases denominadas
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) (Gray et al., 2017). De esta manera
se unen con el promotor e induce la sintesis del ARNm, el cual es madurado y
posteriormente transportado al citoplasma donde se lleva a cabo la transcripcién de
las secuencias de sus nucleétidos, el ARNm fuera del nucleo llevara a cabo el proceso
de traduccion de secuencias de aminoacidos (Duran, 2011; Gémez Orddinez et al.,

2007) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo molecular de accion de los GC. Los GC se movilizan al citoplasma y se unen a
su receptor especifico que se encuentra unido a proteinas de choque térmico HSP70 y HSP9O, el
complejo R-GC luego de la uniéon promueve la separacion de las proteinas chaperonas y complejo se
fosforila y se dimeriza, posteriormente este complejo se transloca al nicleo y se une a los elementos de
respuesta de unién a GC, luego tendra lugar la transcripcion del ARNm y fuera del nucleo pasara por el
proceso de traduccion para la traduccion de secuencias de aminoacidos. Modificado a partir de (Gémez
Ordofiez et al., 2007; Rojas Duran et al., 2011).



Los GC ejercen retroalimentacion negativa en el hipocampo, en el PVN del hipotalamo
y en los corticotropos hipofisiarios para regular la actividad del eje HHA durante los
picos circadiano y durante la respuesta de estrés. Los GC atraviesan la membrana
celulary se unen a los GR y MR que estan en el citosol unidos a proteinas chaperonas
HSP90, HSP70 y HSP23 y a las inmunofilinas FKBP51 y FKBP52, las cuales regulan
la afinidad de los GR y MR por la corticosterona y su translocacién al nucleo. Los
cambios conformacionales causados por la union de la corticosterona con los MR y
GR favorecen la disociacion de la FKBP51 y la unién de la FKBP52, lo que permite
que los receptores se unan al trasportador nuclear dineina y sean translocados al
nucleo. Una vez en el nucleo, el complejo glucocorticoide-receptor se une a elementos
de respuesta a GC negativos (hnGRE o -GRE), y reprime la transcripcion del gene que
codifican para POMC en los corticotropos de la adenohipdfisis (Gjerstad et al., 2018).
En las neuronas del PVN, el GR no se une directamente al promotor del gen para CRH,
sino que la corticosterona disminuye la transcripcion del gen para CRH inhibiendo la
unién de CREB al elemento de respuesta a AMPc (CRE) dentro del promotor del gen
para CRH, a través de un mecanismo que involucra interacciones proteina-proteina

entre GR y CREB (Yamamori et al., 2007; Gjerstad et al., 2018) (Figura 4).



A
w Q
.' (_HsPe0 )  Citoplasma
%
HSPO
Niicleo FKBP51 antagonista

66@
@@

¢) Corticosterona
Neuronas del PVN ©

T que expresan CRH @ Receptor para glucocorticoide

hipdfisis anterior

-Disminuye los niveles basales de corticosterona y los inducidos por estrés
-Cambios en dinamica ultradiana (?)

Figura 4. Regulacion de la actividad del eje Hipotalamo Hipdfisis Adrenal (HHA) por la corticosterona.
El incremento de corticosterona durante el estrés o en los picos circadianos provoca la separacion de
GR de FKBP51 y su union a FKBP52, lo que ocasiona la traslocacion nuclear de GR y su unién al ADN.
Los GR presentes en la adenohipdfisis y en el nucleo paraventricular (PVN) regulan la retroalimentacion
negativa causada por la corticosterona, reduciendo la sintesis de POMC en los corticotropos y de CRH
en las neuronas del PVN. (Modificado de Gjerstad et al., 2018).

Estrés durante la gestacion

El estrés que se presenta en las mujeres durante la gestacion, es conocido como
estrés materno o estrés prenatal y se ha relacionado con una mayor vulnerabilidad
para desencadenar problemas psicosociales en la descendencia, tanto en la infancia
como en la edad adulta. En los nifios, el estrés prenatal se ha esta asociado con

problemas cognitivos, conductuales, fisicos y emocionales (King et al., 2009; King y



Laplante, 2005; Laplante et al., 2008) como el autismo (Beversdorf et al., 2005; Kinney
et al., 2008), el trastorno de hiperactividad y déficit de atencion (TDAH) (Grizenko et
al., 2008; J. Li et al., 2010), la depresion (Watson et al., 1999) y la esquizofrenia
(Huttunen y Niskanen, 1978; Kinney, 2000).

Estudios en modelos animales demostraron que la exposicién fetal a unas deficiencias
nutricionales, escasez de nutrientes especificos o estrés puede inducir alteraciones
permanentes en el desarrollo y alteraciones en la programacion temprana, la cual esta
relacionada con una serie de enfermedades en la vida postnatal, incluyendo
enfermedades cardiovasculares o déficits cognitivos (Barker, 1998). La exposicion de
ratas gestantes a condiciones estresantes como ruido, inmovilizacion o hacinamiento
reduce el numero de las camadas debido a la reabsorcion de los embriones, asi como
malformaciones estructurales como la reduccion en el volumen del hipocampo, retraso
del crecimiento y menor peso al nacimiento de las crias (de Catanzaro y Macniven,
1992).

Estudios en ratas gestantes que se expusieron a estresores, como choques eléctricos
en las patas, inmovilizacion o ruidos inesperados, se observaron efectos permanentes
en la descendencia, tales como retraso en el desarrollo motor, ansiedad cuando se
expusieron a nuevos ambientes, disminucién del comportamiento social, sexual, asi
como alteraciones en las funciones cognitivas como son la atencion y el aprendizaje
(Huizink, 2000). La administracion de dexametasona en ratas gestantes causa
malformaciones y efectos neurotoxicos, particularmente en el hipocampo, ademas de

retraso en el desarrollo motor (BeneSova y Pavlik, 1989; Mulder et al., 2002).



Glucocorticoides en la descendencia estresada prenatalmente

El porcentaje de nifios con autismo, nacidos de mujeres embarazadas que han sufrido
experiencias tales como huracanes y tormentas tropicales, se incrementa de acuerdo
con la intensidad de las tormentas de 3.72 por cada 10,000 nacimientos a 26.59 por
cada 10,000 nacimientos (Kinney et al., 2008). En los casos de mujeres embarazadas
que han pasado por terremotos durante la gestacion, también aumenta
significativamente el porcentaje de nifios con depresidn severa, de 5.5% en nifios no
expuestos a estrés prenatal a 13.3% en individuos que pasaron por dichas situaciones
estresantes (Watson et al., 1999).

Diversos estudios en animales de experimentacion han mostrado que el estrés
materno por diversos estresores como la inmovilizacion en un ambiente iluminado
(Barbazanges et al., 1996; Takahashi, 1998; Ward y Weisz, 1984), o la inmersién en
agua fria (Garcia-Vargas et al., 2019; Guerrero et al., 2016), en la ultima semana de
gestacion causa incremento en los niveles de corticosterona en el plasma materno. Se
ha observado que el incremento de glucocorticoides maternos durante el estrés (de
Weerth et al., 2003; Harris y Seckl, 2011; Henry et al., 1994), causa disminucion de la
expresion y actividad de la enzima placentaria 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 2 (11B-HSDZ2), la cual metaboliza a los GC. Esto permite que los GC maternos
lleguen hasta el feto, causando alteraciones en la programacion fetal (Charil et al.,

2010; Viltart y Vanbesien-Mailliot, 2007).
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Alteracion del eje adrenal en animales estresados prenatalmente

El estrés se puede presentar en cualquier etapa de la vida, incluso durante el periodo
gestacional. Durante el estrés gestacional, el eje HHA materno libera grandes
cantidades de glucocorticoides (Johnson et al., 1992), los cuales tienen un fuerte
efecto en la programacién del cerebro fetal. En los roedores, el eje HHA responde de
manera aguda a partir del dia 18 de la gestacion, ya que el estrés prenatal por
inmovilizacién induce el incremento de corticosterona tanto en la madre como en los

fetos de ambos sexos (Ohkawa et al., 1991).

Programacion del cerebro fetal

La “hipdtesis de Barker” postula que la estructura y la funcion de muchos 6rganos
experimentan programacion durante el desarrollo embrionario y fetal, lo que determina
el punto de regulacion de las respuestas fisiologicas y metabdlicas durante la etapa
adulta. Por lo tanto, cualquier estimulo o alteracion durante el periodo critico del
desarrollo embrionario o fetal, puede causar cambios estructurales, fisiologicos y
metabdlicos permanentes, predisponiendo al organismo a enfermedades de diversa
indole en la etapa adulta (Kwon y Kim, 2017). El estrés en fases tempranas de la
gestacion aumenta la sintesis del CRH placentario (pCRH) y acorta la duracion de la
gestacion (Glynn et al., 2001). En la mujer, la actividad del pCRH materno es modulada
por el eje HHA y se ha demostrado que las concentraciones elevadas de pCRH pueden
provocar parto prematuro espontaneo (Glynn et al., 2004; Sandman et al., 2006). Esta

hormona placentaria, también puede influir en el desarrollo fetal del hipocampo debido
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a que estimula la secrecion de ACTH y de GC maternos. El estrés prenatal causa
disminucién en el RNAm para la enzima 11B-HSD2, asi como aumento en la metilacién
del promotor del gen para 11B3-HSD2 (Pefia et al., 2012). En contraste con la
produccion de CRH hipotalamica, que es suprimida por la liberacion de cortisol durante
la respuesta de estrés materno, la pCRH se incrementa por liberacion de cortisol, de
modo que el estrés materno causa progresivamente niveles mas altos de CRH en el
plasma fetal, afectando asi el desarrollo del hipocampo y otras areas limbicas como
son el septum lateral y la amigdala, ya que estas areas son ricas en receptores para
CRH durante y al final de la gestacién (Sandman et al., 1999). La disminucion de la
expresion y la actividad de la enzima 11B-HSD2 placentaria que causa el estrés
prenatal (Welberg et al., 2005; Charil et al., 2010), incrementa la produccion y el
metabolismo de hormonas tales como las prostaglandinas, la progesterona, los
estrogenos, el lactdgeno placentario (HPL), ademas de disminuir el transportador de
glucosa (GLUT-1) y el suministro de oxigeno (Carter, 1989; Mayhew et al., 1993), hacia
la placenta, limitando el aporte de nutrientes como la glucosa (Shin et al., 1997), los
lipidos (Innis, 2005) y los aminoacidos (Cramer et al., 2002) hacia el feto,
contribuyendo asi al bajo peso al nacimiento y retraso del crecimiento intrauterino,
ademas de ocasionar trastornos del embarazo, como parto prematuro y preclamsia en

las mujeres (Charil et al., 2010; Mairesse et al., 2007).
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Embriogénesis del Hipocampo

En la rata, la embriogénesis del hipocampo inicia el dia 14 de la gestacion. A partir de
ese dia, se identifica el neuroepitelio hipocampal y el hipocampo fetal se observa a
partir del dia 20 de la gestacion (Bayer et al., 1993; Bayer 1980) (Figura 5). Es
importante mencionar que el hipocampo es una de las estructuras cerebrales que se
sigue desarrollando y creciendo en la etapa postnatal, ademas de la corteza cerebral,
el cuerpo estriado, el bulbo olfatorio y el cerebelo (Mengler et al., 2014). Se ha
reportado que entre los dias postnatales (P) P1 al P7 existe un aumento en la tasa de
crecimiento y el volumen del hipocampo en un 26%; entre el P7 al P21 incrementa en
un 120%, tomando en consideracion las matrices germinales (se refiere al
neuroepitelio y la zona subventricular), el cuerno de Amon (CA), el giro dentado (GD)

y el conjunto fimbria-fornix (Bayer 1980).

A) Dia 14 B) Dia 20
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Figura 5. Cortes coronales de cerebro de rata durante el desarrollo en el Utero A) Dia 14 de la gestacion
comienza la formacion del neuroepitelio hipocampal B) Dia 20 de la gestacion se forma propiamente el
hipocampo fetal. (Bayer et al., 1993).

El hipocampo es una estructura cerebral que experimenta una importante maduracién
postnatal y es sensible a los cambios inducidos por los glucocorticoides. La
neurogénesis de las neuronas piramidales ocurre entre los dias 16 al 19 de la
gestacion y las neuronas granulares del giro dentado del hipocampo se forman en la
primera semana postnatal (Takahashi, 1998). En la rata, se ha propuesto que la
corticosterona regula procesos de neurogénesis, migracion y muerte celular en el giro

dentado (Gould et al.,1991).

Neurobiologia del aprendizaje y la memoria

El aprendizaje y la memoria son formas de adaptacion de los seres vivos a las
condiciones cambiantes del medio ambiente. El aprendizaje es la experiencia que
produce cambios morfolégicos de dendritas y axones durante el procesamiento de la
informacion aunado a la activacion de enzimas, segundos mensajeros y factores de
trascripcion durante la potenciacion de largo plazo (LTP). Los cambios pueden ser

duraderos y se manifiestan en el comportamiento de los organismos (Morgado, 2005).

Aprendizaje y memoria
El aprendizaje y la memoria son dos procesos intimamente relacionados; el
aprendizaje es la adquisicion de informacion y la memoria es el proceso de

recuperacion de la informacion adquirida previamente (Aguado-Aguilar, 2001). Por
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ende, 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, que pueden ser duraderos y
se manifiestan en el comportamiento de los organismos (Morgado, 2005).
Actualmente, diferentes trabajos sobre la iniciacion y el mantenimiento de la plasticidad
sinaptica en el hipocampo muestran que tanto el aprendizaje como la LTP inducida
artificialmente, producen cambios morfolégicos en las espinas dendriticas, lo que
podrian constituir la base estructural de la memoria (Lamprecht y Ledoux,2004; Melian

et al., 2008; Dahlin et al., 2019; Lui et al., 2011; Bliss y Lomo, 1973).

El Hipocampo y su papel en el aprendizaje y la memoria

El hipocampo forma parte del sistema limbico, junto con la corteza cingulada, el tdlamo
y la amigdala; es una red integrada e implicada en los procesos de aprendizaje, de
memoria, de atencion, ademas de los estados de motivacion y emocion (Koehl y
Abrous, 2011). El area CA3 del hipocampo participa principalmente en la formacion de
la memoria declarativa (o explicita) en humanos; en los roedores, esta estructura esta
implicada en la formacién de la memoria de tipo espacial (o relacional), ésta consiste
en la recuperacion de la informacion obtenida del entorno, asi como lo aprendido de
forma empirica, ademas de los procesos de recuperacion de la informacion aprendida
y almacenada previamente (Eichenbaum, 2000; Gabrieli, 1998). La region CA3 del
hipocampo dorsal es esencial durante el desempefio de las pruebas de navegacion
espacial en roedores (Lee y Kesner, 2003). Las neuronas de la regién CA1 del

hipocampo presentan tasas de disparo mayores del 70% cuando se desempefian
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tareas de aprendizaje y memoria de trabajo espacial, las cuales son dependientes del

hipocampo (Griffin et al., 2007).

El hipocampo no es un area cerebral homogénea, ya existe una disociacion funcional
a lo largo de su eje septo-temporal; es decir, la parte dorsal esta mas involucrada en
los procesos de aprendizaje y memoria y la navegacion espacial (Bannerman et al.,
2004; Tanti y Belzung, 2013), ya que la lesion en esta region del hipocampo deteriora
el desempefio de animales de experimentacion en el laberinto acuatico de Morris, el
cual se utiliza para evaluar la memoria de tipo espacial en los roedores (Morris et al.,
1982; Tanti y Belzung, 2013). Ademas, la proporcién de la tasa de disparo de las
células piramidales de CA1 es mayor en la porcién dorsal del hipocampo, cuando las
ratas son sometidas a tareas de aprendizaje y memoria (Jung et al., 1994). Por su
parte, la subregion ventral estd mas vinculada con el comportamiento emocional y la
regulacion del eje HHA durante la respuesta de estrés (Tanti y Belzung, 2013). 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 los fetos de roedores, lo que causa que la descendencia estresada
prenatalmente presente una reduccion en el volumen del hipocampo (Brunson et al.,

2003).

La formacion hipocampal se compone del GD, el hipocampo, el complejo subicular y
la corteza entorrinal y se divide en cuerno de Amon 1 al 3 (CA1-CA3), que se
componen principalmente de células piramidales (Schultz y Engelhardt, 2014; Sloviter,

1994). El hipocampo es considerado como la principal estructura que participa en el
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aprendizaje y la memoria espacial. Para lograr llegar de un punto a otro, cualquier
organismo debe ubicarse en el espacio en donde se localiza y de esta manera
seleccionar la mejor ruta; esta eleccién depende de la ubicacion del organismo en ese
momento. La percepcion propia de la orientacion espacial requiere del conocimiento
de dos tipos de informacion, la ubicacion y rumbo direccional (Taube, 2007). La region
dorsal de CA1, contiene la mayor densidad de células que codifican la localizacién
espacial. Las neuronas del hipocampo que codifican la posicion del sujeto en el
espacio se conocen como “neuronas de lugar’. La actividad eléctrica de estas
neuronas, registradas en ratas con libre movimiento, en relacion a la ubicacién de la
rata en un espacio reducido muestra que aumentan su frecuencia de disparo cuando
la rata se encuentra en un lugar especifico (O’Keefe y Dostrovsky, 1971). Estas
neuronas envian proyecciones excitatorias masivas a regiones dorsales del subiculum,
del presubiculum y del postsubiculum (Jung et al., 1994; Witter y Groenewegen, 1990).
El complejo subicular en las regiones dorsales contiene células que codifican la

posicion de la cabeza en un espacio abierto (Taube, 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Regionalizacion del hipocampo. La informacion ingresa a la corteza entorrinal y puede
proyectarse directamente al CA1 a través de un circuito trisinaptico, haciendo sinapsis primero en el giro
dentado, que luego proyecta al cuerno de Amon 3 (CA3) mediante fibras musgosas (MF) y desde el
CA3 al CA1 a través de la via colateral de Schaffer. También hay una proyeccién desde el nucleo
reuniens (RE) hacia la region CA1. Luego, la informacién puede viajar desde el CA1 hasta la corteza
entorrinal. Se muestra también la organizacién de diferentes capas de las células piramidales en el
hipocampo. Las dendritas basales estan en el estrato oriens, las dendritas apicales proximales estan en
el estrato radiatum y las dendritas apicales distales estan ubicadas en el estrato lacunosum-moleculare
(Megias et al., 2001).
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Las proyecciones corticales mas importantes y estudiadas de la region dorsal de CA1
y de la region dorsal del complejo subicular son la corteza cingulada anterior y la
esplenial en ratas y en primates (Roberts et al., 2007; Swanson y Kohler, 1986). Estas
regiones corticales estan involucradas en el procesamiento cognitivo de informacion
visual y espacial y en el procesamiento de la memoria y la exploracion del medio
ambiente (navegacion espacial) en ratas, en primates y en humanos (Harker y

Whishaw, 2004; Lavenex et al., 2007; Spiers y Maguire, 2006).

La parte dorsal del complejo subicular envia proyecciones paralelas masivas a través
del férnix postcomisular a los nucleos medial, lateral mamilar y el complejo talamico
anterior (Ishizuka, 2001). Estas estructuras contienen la mas alta densidad de
neuronas relacionadas con la navegacion o ubicacion espacial. A su vez, estas
estructuras subcorticales envian proyecciones de regreso a la corteza retroesplenial,
la cual se compone de la corteza cingulada y se extiende hasta al cuerpo calloso, esta
estructura conecta a los dos hemisferios cerebrales (Risold et al., 1997). Posiblemente
esta red neuronal compuesta de la region dorsal de CA1, del complejo subicular
mamilar y de los nucleos talamicos anteriores proveen la interfase mas importante para
registrar un mapa cognitivo y de esta manera generar un sistema de navegacion y
direccién, por lo tanto, les permite a los animales una orientacion y ejecucion de
conductas apropiadas que se aprendieron en el medio ambiente (Muller et al., 1996;

Taube, 2007)

Las regiones dorsales CA1 y CA3 envian proyecciones de manera selectiva hacia la

parte caudal del nucleo septal lateral y la pequefia region dorsal de la zona media de
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la parte rostral del nucleo del tabique lateral, que a su vez se proyecta hacia el complejo
septal medial y el nucleo supramamilar (Risold et al., 1997), dos estructuras que
generan y controlan el ritmo theta del hipocampo activado durante la locomocién

voluntaria (Kocsis y Vertes, 1997) (Figura 7).

El GD también recibe multiples entradas sensoriales provenientes tanto de regiones
corticales como subcorticales. La mayor entrada de informacién llega de la via
perforante que proviene de la capa 2 de la corteza entorrinal, que se divide en la via
perforante medial, la cual procesa la informacion espacial y el componente lateral, que

procesa la informacion no espacial (Koehl y Abrous, 2011).

Cortezacingulada  Hipocampo
Cuerpo calloso |

Nucleo supramamilar

Septum lateral

Complejo subicular

Figura 7. Proyecciones hacia el hipocampo. Algunas de las proyecciones vienen de la regién dorsal de
CA1 y CA3 que envian proyecciones a la parte caudal del septum lateral (flechas rojas). El septum
lateral proyecta hacia el nucleo supramamilar (flecha verde). Del complejo subicular proyecta hacia los
nucleos mamilares y el talamo (flechas azules). Estas dos ultimas estructuras proyectan hacia el cuerpo
calloso y la corteza cingulada (flechas amarillas y moradas respectivamente) y por ultimo se retornan
las proyecciones regresan hacia el complejo subicular (linea negra).
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ANTECEDENTES

Efectos del estrés materno en el aprendizaje y la memoria

Algunos de los efectos que causa el incremento de los glucocorticoides maternos
durante la gestacion se han demostrado en la descendencia en humanos y en
animales de laboratorio, como son: menor peso al nacimiento, alteracion en el
desarrollo (Bloom et al., 2001) y alteracion de la maduracion de estructuras cerebrales,
tales como el hipocampo. En la descendencia expuesta a estrés prenatal el numero
de GR y MR en hipocampo esta reducido, asi como en el volumen de esta estructura
(de Kloet et al., 2008; Harris y Seckl, 2011; Karst et al., 2005). La lesion del hipocampo
produce pérdida de memoria de tipo espacial en roedores cuando son sometidos al
laberinto acuatico de Morris (LAM) (Eichenbaum, 2000; Morris et al., 1982). El estrés
prenatal causa en la descendencia adulta deficiencias en el aprendizaje y la memoria
espacial, cuando se exponen al LAM (Akatsu et al., 2015; Aleksandrov et al., 2001;
Guerrero et al., 2016; Weinstock, 2017). Ademas, el estrés prenatal afecta la funcion
cognitiva mediante la interrupcidén de la plasticidad sinaptica en las sinapsis
glutamatérgicas (Jia et al., 2010), mediante la disminucién del receptor NMDA en el
hipocampo (Freund, 1992), que esta relacionado con la LTP, y podria asociarse con
las deficiencias cognitivas observadas en los animales estresados prenatalmente.
Ademas, la exposicion a altos niveles de corticosterona materna durante la gestacion
provoca disminucion de la memoria de corto y largo plazo mediante alteraciones en la

neurotransmision glutamatérgica.
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Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que la descendencia de ambos
sexos presenta deficiencias tanto en el aprendizaje como en la memoria; estas
deficiencias estan relacionadas con la disminucion en el proceso de neurogénesis en
el giro dentado del hipocampo. Estos efectos se han atribuido a los elevados niveles
de glucocorticoides maternos observados en los dias 18 y 19 de la gestacion (Guerrero
et al.,, 2016). El incremento de las concentraciones corticosterona generado por el
estrés materno deteriora la adquisicion y la recuperacion de informacién en LAM

(Szuran et al., 2000).

Neuroquimica del aprendizaje y la memoria en animales estresados
prenatalmente

En los procesos de aprendizaje y memoria participan varios neurotransmisores, tales
como el glutamato, el GABA, la acetilcolina, la dopamina, la NA y la 5-HT. Las
inervaciones noradrenérgicas y serotoninérgicas tienen una densidad y distribucion
similar, son extremadamente amplias y se superponen en gran medida (Hurley et al.,
2004). La prueba de LAM ha sido una herramienta para investigar la orientacion
espacial en las ratas y se ha podido determinar el porcentaje de participacion de cada
neurotransmisor en esta prueba. El glutamato tiene un 100% de participacion, mientras
que GABA participaba en un 83%, acetilcolina con 59%, 5-HT con 63%, NA con 67%
y dopamina con 86% (Myhrer, 2003). El aprendizaje y la consolidacion de la memoria
a corto y largo plazo también pueden estar regulados por los receptores

serotoninérgicos los S5HT1A y los S5HT7, de los cuales se ha demostrado su
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participacion mediante la administracion de farmacos agonistas y antagonistas (Perez-

Garcia y Meneses, 2009).

Las proyecciones noradrenérgicas provienen del LC de un grupo de neuronas
denominadas "grupo de neuronas A6" estas neuronas envian proyecciones hacia el
area tegmental ventral y dorsal, al cerebro anterior a través del haz medial hacia el
talamo, al hipotalamo y a las estructuras del cerebro anterior limbico (corteza cerebral,
giro cingulado, hipocampo y amigdala) (Sara, 2009). El sistema noradrenérgico
participa principalmente en la consolidacion de la memoria y en la potenciacion de
largo plazo, la cual ocurre en las regiones CA1 y CA3 del hipocampo. Ademas, en el
giro dentado del hipocampo existe una gran densidad de fibras noradrenérgicas
(Figura 8A) (Palacios-Filardo y Mellor, 2019). El estrés prenatal afecta el desarrollo de
las neuronas noradrenérgicas en la etapa fetal y causa disminucién en la
inmunoreactividad de la tirosina hidroxilasa en las neuronas del LC (Bock et al., 2015;
Ikemoto et al., 2015). Ademas, el estrés prenatal por exposicion a un ambiente frio
disminuye la inmunorreactividad de la tirosina hidroxilasa en las neuronas del LC de
ratas jovenes (Bock et al., 2015; Ikemoto et al., 2015). La NA es importante para la
recuperacion de la memoria dependiente del hipocampo, pero no para la adquisicion
y la memoria a corto plazo en el LAM. Estos efectos de la NA estan mediados por
receptores adrenérgicos 1 (Murchinson et al., 2004; Schimanski et al., 2007).
Ademas, el contenido de NA disminuye en el hipocampo de la descendencia estresada
prenatalmente por estrés cronico leve e impredecible (Guan et al., 2017). El estrés

prenatal por nado forzado e inmovilizacién disminuye la afinidad de los receptores tipo
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B por la NA en el hipocampo dorsal (Grigoryan y Segal, 2013). A pesar de estos

estudios, la participacion de la NA en los procesos cognoscitivos esta poco estudiada.

En el caso de las proyecciones serotoninérgicas, los nucleos del rafe dorsal
principalmente del BS al B8 envian proyecciones a otras estructuras cerebrales,
(Siegel et al., 2006). Las neuronas de 5-HT del rafe dorsal inervan mas densamente la
corteza cerebral, el septum, la amigdala y el hipocampo, mientras que el nucleo del
rafe medial inerva al cuerpo estriado (Siegel et al., 2006; Ogren et al., 2008) (Figura
8B). Aunado a lo anterior, las terminaciones nerviosas de las células granulares e
interneuronas que se localizan en el giro dentado y en el hipocampo poseen 5-HT
(Figura 8B) (Glikmann-Johnston et al., 2015; Kulla y Manahan-Vaughan, 2002). La
administracion de 5,7-Dihydroxytryptamina (5,7-DHT), neurotoxina utilizada para
disminuir las concentraciones de 5-HT en el cerebro, interrumpe la adquisicién de
informacion, en tareas de memoria de trabajo y en el comportamiento exploratorio
(Cassaday et al., 2003). Asimismo, la disminucién de 5-HT mediante esta neurotoxina

causa disminucion en la memoria de corto plazo (Hritcu et al., 2007).
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Figura 8. Nucleos y proyecciones en el cerebro de rata A) Proyecciones noradrenérgicas provenientes
del Locus coeruleus hacia cerebelo, tallo cerebral, tadlamo, ganglio basal, amigdala, septum, bulbo
olfatorio, tectum, hipotalamo, corteza e hipocampo. B) Proyecciones serotoninérgicas provenientes del
nucleo de rafe dorsal y medial hacia tallo cerebral, bulbo raquideo, sustancia nigra, talamo, eminencia
media, amigdala, nucleo supraquiasmatico, bulbo olfatorio, hipotalamo, corteza e hipocampo. Tomado
de (Siegel et al., 2006).

La 5-HT inhibe la liberacion de GABA a través del receptor SHT1A en las interneuronas
de la region CA1 (Freund 1992). Asimismo, se ha reportado que estos receptores 5-
HT1A presinapticos reducen la liberacidn de glutamato de las colaterales de Schaffer
en las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo (Schmitz et al., 1995). Por tanto,
la 5-HT es capaz de modular a otros sistemas de neurotransmisién que estan ligados
directamente con los mecanismos de LTP, como es el caso de glutamato. Estudios
farmacolodgicos, en los que se ha utilizado la tomografia de emision de positrones
(PET) con ligandos para el receptor 5-HT1A, muestran que la 5-HT juega un papel
clave en el aprendizaje y la memoria espacial (Glikmann-Johnston et al., 2015). El
receptor 5-HT1A se localiza en diversas estructuras del sistema limbico,
principalmente en el giro dentado y en la region CA1 del hipocampo, en el septum
lateral y la amigdala, que son regiones involucradas en el aprendizaje y la memoria
espacial y se ha demostrado que tiene un papel preponderante es estos procesos
cognitivos en los roedores, mientras que los niveles reducidos de 5-HT deterioran la
memoria espacial en ratas (Glikmann-Johnston et al., 2015). Experimentos
farmacolégicos en los que se ha alterado la liberacion o la recaptura de 5-HT en el

cerebro afectan la memoria espacial. El incremento en la liberacién de 5-HT favorece
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el desempefio en la memoria espacial. Por el contrario, la disminucion en la 5-HT

disminuye la memoria espacial (Kuypers y Ramaekers, 2005; Lesch et al., 1996).

Esta demostrado que la interrupcién del aprendizaje espacial en la descendencia
causada por el estrés prenatal esta relacionada con la expresiéon disminuida de ARNm
de esos mismos receptores en el hipocampo (Akastu et al., 2015). La activacion
optogenética de las terminales serotoninérgicas en las neuronas piramidales del
hipocampo de la regién CA1 potencia la transmisién excitadora en las sinapsis CA3 a
CA1 y mejora la memoria espacial. Por el contrario, el silenciamiento optogenético de
las terminales serotoninérgicas en CA1 inhibe la memoria espacial en ratones (Texeira
et al., 2018).

En los animales descendientes de madres que han sido expuestas a estrés por
hacinamiento e inyeccion de solucion salina, se observé disminucion del 17% en los
niveles de 5-HT en el hipocampo, asociado al incremento de su metabolito, el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en un 18%, con un incremento en la tasa metabdlica del
49%. Ademas, la densidad sinaptica en el hipocampo disminuy6 en un 32% en el dia
35 postnatal. Sin embargo, en estos animales no se observaron deficiencias en el

aprendizaje, pero si en la memoria en el LAM (Hayashi et al., 1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La descendencia de madres que padecen estrés durante la gestacion es mas
propensa a presentar deficiencias cognitivas, desde las primeras etapas de la vida
hasta la etapa adulta. Dichas deficiencias estan asociadas con alteraciones en la
funcionalidad del hipocampo dorsal, el cual tiene una participacion importante en el
aprendizaje y la memoria espacial en los roedores. En el estudio de las deficiencias
cognitivas, no existen reportes acerca de posibles cambios en el contenido tisular de
neurotransmisores, asi como su liberacion después de realizar tareas de aprendizaje
y memoria espacial. A pesar de la informacién que existe actualmente, aun no esta
claro si las alteraciones en el proceso de aprendizaje y memoria en los animales
estresados prenatalmente estan relacionadas directamente con cambios en la

liberacidon de 5-HT y NA.

JUSTIFICACION

Los procesos de aprendizaje y memoria requieren de la participacion de diversos
sistemas neuroquimicos, siendo el glutamato y el GABA los mas estudiados. Sin
embargo, la participacién de los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico ha sido
poco estudiada. Por lo anterior, es importante evaluar de qué manera el estrés prenatal
afecta la funcionalidad de estos sistemas durante los procesos cognitivos. Si bien
existen estudios farmacoldgicos que ya describen la participacion de la 5-HT y NA, los

estudios realizados con la técnica de microdialisis pueden aportar informacién mas
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precisa de la respuesta de estos dos sistemas a los procesos cognitivos. Por ello, en
este trabajo se evaluo tanto el contenido tisular como la concentracion extracelular de
5-HT y NA en el hipocampo dorsal de animales estresados prenatalmente en la edad
adulta durante el aprendizaje y la memoria espacial. Considerando que el estrés
prenatal incrementa la secrecion de glucocorticoides en la descendencia y que pueden
ser un factor causal importante en la disminucién de la neurotransmisién en el
hipocampo dorsal en respuesta a pruebas conductuales de aprendizaje y memoria
espacial, también se evaluo la respuesta del eje adrenal a la exposicion al LAM.
Asimismo, se evalu6é el transportador de serotonina (SERT) para indagar su

participacion en los procesos cognitivos del hipocampo dorsal.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Qué efectos tendra el estrés prenatal en el contenido y la liberacién de 5-HT y NA,
asi como en el transportador de 5-HT en el aprendizaje y la memoria espacial en la

rata?

HIPOTESIS

Sila 5-HT y NA participan estimulando el aprendizaje y la memoria espacial, entonces

las deficiencias cognitivas causadas por el estrés prenatal estaran relacionadas con la
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disminucién en el contenido y la liberacidén de estos neurotransmisores del hipocampo

dorsal.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de la serotonina y la noradrenalina del hipocampo dorsal

durante el aprendizaje y la memoria espacial en machos estresados prenatalmente.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la capacidad de aprendizaje y memoria espacial en machos expuestos
a estrés prenatal.

e Evaluar la correlacion de los procesos de aprendizaje y memoria espacial con
la liberacion de 5-HT y NA en el hipocampo dorsal.

e Evaluar la actividad y reactividad del eje adrenal en machos estresados
prenatalmente.

e (Cuantificar la participacion del transportador de serotonina (SERT) en las

pruebas cognitivas.
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MATERIAL Y METODOS

Modelo biolégico

En este estudio se utilizaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar de 200-250 g
y de 250-300 g, respectivamente (3 meses de edad), estos animales fueron provistos
por el bioterio de la Universidad Autdbnoma Metropolitana Unidad |ztapalapa. Los
animales se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (23° C) y con
ciclo invertido de luz-obscuridad, 12/12 (la luz se apago invariablemente a las 09:00
a.m. y se encendio a las 19:00 p.m.). Los animales fueron provistos de una dieta
comercial para roedores y agua ad libitum. Los procedimientos experimentales se
realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062- ZO0O-1999), y de
acuerdo con los lineamientos del Comité de Etica de la Universidad Auténoma

Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

Diseino Experimental

Después de que las hembras y los machos realizaron la copula, las hembras prefiadas
se asignaron aleatoriamente al grupo control o al de estrés. Las hembras control se
mantuvieron sin alteraciones durante la gestacion. Las hembras del grupo de estrés
se sometieron a estrés por inmersion en agua fria, del dia 15 al dia 21 de gestacion.
Después del nacimiento, las camadas se homogenizaron en numero en cada grupo y
se sexaron. En el dia postnatal 22 se destetaron y se separaron los machos de las
hembras; se utilizaron unicamente los machos. A la edad de 2 1/2 meses de edad se

realizoé una cirugia estereotaxica a los animales de ambos grupos para la colocacion
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de canulas dirigidas a hipocampo dorsal para realizar la microdialisis en condiciones
basales y después de las pruebas conductuales en el LAM. Se cuantifico la liberacion
de 5-HT, NA, asi como la concentracion del 5-HIAA por cromatografia de liquidos de
alta resolucién acoplada a deteccién electroquimica (HPLC-ED). Paralelamente a esto,
se utilizaron otros grupos de control y estrés prenatal, se sometieron a la prueba de
LAM y se sacrificaron por decapitacion en los dias 1, 4, 6, 13 de la prueba. Se extrajo
el hipocampo dorsal para la cuantificacién de contenido tisular de 5-HT, 5-HIAA y NA
por HPLC-ED. Asimismo, se obtuvieron muestras de sangre para cuantificar
corticosterona en suero mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplada a detector ultra violeta (HPLC-UV). Adicionalmente se evalu6 el contenido

del SERT en el hipocampo dorsal de los animales control y estresados prenatalmente.

Exposicion al estresor

Las hembras gestantes asignadas al grupo de estrés materno (n=20 por grupo), fueron
sometidas a estrés por inmersion en agua fria dos veces al dia (9:00 AM y 3:00 PM),
durante la ultima semana de gestacion (dia 15 al 21). El paradigma de estrés consistid
en colocar individualmente a las ratas en cajas con agua a 15°C y una profundidad de
15 cm, durante 15 min, una vez transcurrido este tiempo se eliminé el exceso de agua
de las ratas y se regresaron a sus cajas individuales (Retana-Marquez et al., 2003a;
Retana-Marquez et al.,, 2009). La exposicion al estresor se realizd en un cuarto
diferente al cuarto de alojamiento.

Después del nacimiento, las camadas de cada grupo experimental se homogenizaron

en numero, se sexaron y pesaron las crias. En el dia postnatal 22, las crias fueron
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destetadas y se separaron los machos de las hembras de ambos grupos.

Aproximadamente el 50% de la descendencia fueron machos.

Pruebas de aprendizaje y memoria

Las pruebas de aprendizaje y memoria se realizaron utilizando el LAM en la
descendencia masculina adulta, de tres meses de edad, control y los estresados
prenatalmente (n=50, cada grupo). Se utiliz6 una piscina circular, (170 cm de diametro
y 50 cm de altura), con una altura de agua de 30 cm, a una temperatura de 22+ 2°C.
La piscina se dividié en cuatro cuadrantes imaginarios (NE, NO, SE, SO), tomando
como referencia la zona de acceso al laberinto. Los sujetos se liberaron desde
diferentes puntos de partida en cada repeticion, asi como en cada dia. Se colocaron
tres figuras contrastantes en las paredes blancas alrededor de la tina, como pistas
espaciales. Dentro de la piscina se coloco una plataforma de acrilico transparente
(19cm x 22cm), en uno de los cuadrantes a 2 cm por debajo de la superficie del agua.
El parametro conductual que se analizé fue la latencia de escape, que es el tiempo
que tardan las ratas en encontrar la plataforma sumergida tanto en la fase de
aprendizaje (dias 1-4) como en las de memoria de corto (dia 6) y de largo plazo (dia
13). En las pruebas del primer dia, si una rata no encontré la plataforma en un tiempo
de 60 s, se le guid hacia la plataforma y se le permitié permanecer ahi por 30 s. Cuando
las ratas encontraron la plataforma dentro del periodo de 60 s, se les dej6 en la
plataforma por 30 s. En las pruebas de memoria de los dias 6 y 13, se llevé a cabo un

solo ensayo y se registraron las latencias de escape.
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En las sesiones en las que se retiré la plataforma de la piscina (dia 7) se evalué el
tiempo de permanencia en el cuadrante, que es el tiempo que la rata permanece en el
cuadrante en donde estuvo la plataforma, asi como el numero de cruces de la rata
sobre la zona donde anteriormente se encontraba la plataforma, esta se considerd
también memoria de corto plazo (Guerrero et al., 2016; Kapoor et al., 2009; Nazeri et

al., 2015).

Contenido tisular de NA, 5-HT y 5-HIAA en Hipocampo

Inmediatamente después de las pruebas conductuales, los animales de los grupos
control y de estrés prenatal, fueron sacrificados por decapitacion después de las
pruebas de aprendizaje (dias 1 y 4) y de memoria (dias 6 y 13) en el LAM. A cada
animal se le extrajo el cerebro, el cual se colocd en una caja de Petri, sobre hielo, para
mantener frio el cerebro. Posteriormente, se extrajo el hipocampo dorsal derecho y se
colocd en un tubo y se pesoé antes y después para obtener el peso del tejido, los tubos
se rotularon y se congelaron a —70° C, hasta su procesamiento.

Para la cuantificacion de las aminas, se agregaron 300 pL de acido perclérico al 0.1 M
a cada muestra de hipocampo y se homogenizaron con un pequefio émbolo. El tejido
homogenizado se mantuvo en hielo y cubierto, para evitar que la luz degradara la
muestra. Posteriormente se centrifugaron por 15 minutos a 8000 rpm y a una
temperatura de 4° C. El sobrenadante se filtr6 con membranas de nitrocelulosa, poro
de 0.45 ym (MF-Millipore™, Irlanda) y 13 mm de diametro. Posteriormente, se

inyectaron 10 pyL de la muestra filtrada al sistema cromatografico HPLC-ED. La fase
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movil consistié en una solucidon acuosa de buffer de fosfatos (0.1 M con un pH de 3.2)

la cual contenia sulfato de sodio, 0.2 mM, EDTA, 0.1 mM y metanol al 15% v/v.

Cirugias Estereotaxicas

En otros machos control y estresados prenatalmente (n=50, de cada grupo) se
efectuaron cirugias estereotaxicas. Las ratas se anestesiaron con ketamina (PiSA,
S.A. de C.V.,80 mg/kg, i.p.) y xilazina (PiSA, S.A. de C.V.,20 mg/kg, i.m.). Se introdujo
una canula guia dirigida al hipocampo dorsal, utilizando las siguientes coordenadas:
anteroposterior -5.3 desde bregma, medial/lateral 5.2 mm y dorso/ventral a partir de la
dura -3.0 mm (Paxinos y Watson, 2006). Se colocaron cuatro tornillos de acero
inoxidable en el craneo y el implante se fijo con acrilico dental. Los animales se dejaron

recuperar durante 7 dias después de la cirugia (Figura 9).
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Figura 9. Cirugia estereotaxica en el hipocampo dorsal en la rata. A) Incisién anteroposterior en el
craneo de la rata para exponer el craneo, B) Colocacion de la canula en la interseccion 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 didmetro mayor se realiz6é para introducir la canula al cerebro con la coordenadas previamente
establecidas E) Una vez que la canula se introdujo se fija el implante con acrilico dental y los roedores
se dejan en recuperacion durante 7 dias.

Microdialisis

Después de los 7 dias de recuperacion posteriores a la cirugia se introdujo una canula
de microdialisis, la cual sobresale 3mm por debajo de la canula guia y se ubico en el
hipocampo dorsal, fijandose al craneo con acrilico dental. La parte activa de la canula
de microdialisis, consistié de una membrana de poliacrilonitrilo (tamafio del poro es de
40,000 D). Esta membrana permite la difusiéon de los compuestos a través de ella por
medio de difusidn pasiva, lo cual hace posible la recuperacion del contenido
extracelular y estimar con exactitud la liberacion de neurotransmisores y sus

metabolitos.

En cada animal de experimentacién se realizé la infusion de solucion Ringer
modificada (SRM) compuesta de NaCl, 147 mM, CaClz, 2.3 mM, KCI, 4 mM y acido
ascorbico, 12.5 uM; pH=7.4. La SRM se pasé por la canula de microdialisis
previamente colocada, a través de una microjeringa Hamilton (1 mL) acoplada a una
bomba de infusion kd Scientific, Stoelting. La perfusién se realizé a una velocidad de
0.5 pL/min durante 2 h durante las cuales los animales se estabilizaron y
posteriormente se colectan los dializados (30 puL cada uno) cada hora. Las muestras
(10 pL cada una) se inyectaron al sistema HPLC-ED mediante un inyector Rheodyne

(Waters Corp., Milford, MA, USA). Para la separacion de los analitos, se empled una
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columna Symmetry C18, tamafo de particula 2.5 m x 25 mm (Waters Corp., Milford,
MA, USA). Se utilizé una bomba (modelo 515, Waters Corp, Milford MA, USA). Se
utilizé una fase movil de fosfatos con un pH de 3.1 a un flujo de 0.2mL/min. Los analitos
se detectaron con un detector electroquimico (modelo 2465, Waters Corp., Milford,
MA, USA) a una sensibilidad de 5 nA y un potencial de +800 mV. Los resultados fueron

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

Posteriormente, los animales se sacrificaron por decapitacion, se extrajo el cerebro y
se congel6 rapidamente en hielo seco y se almacenaron 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 uym de grosor de cada cerebro a nivel del hipocampo dorsal.
Las secciones obtenidas se colocaron en portaobjetos previamente gelatinizados, y se
realizo la tincidn de Nissl a las muestras para confirmar la trayectoria de la canula y su
posicion en el hipocampo dorsal. Se coloco resina sintética y cubreobjetos (Paxinos et

al., 2020).

Tincion de Nissl (Violeta de Cresilo). Los cerebros se pasaron por xilol y posteriormente
por etanol al 100%, etanol al 95% y etanol al 70% y por ultimo en agua Milli-Q, 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
que se termin6 de enjuagar se colocaron las laminillas en etanol al 70%, 95%, 100%
durante 5 minutos en cada uno. Finalmente, las laminillas se colocaron en el xilol hasta
que 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 observé en el
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microscopio estereoscopico para corroborar la ubicacion de la canula en el hipocampo

dorsal (Figura 10A). También se observan las coordenadas de ubicacién de la canula

(Figura 10B).

A)

B)
é (AP: -5.3, L: 5.2 mm, P: 3.0 mm)

Figura 10. Canula dirigida al hipocampo dorsal. (A) Corte coronal de cerebro de rata donde se muestran
las trayectorias de las canulas dirigidas a hipocampo dorsal. La flecha negra sefiala la lesion. (B) Corte
coronal de cerebro de rata donde se muestran las coordenadas para el implante de las canulas. Los

puntos negros muestran la trayectoria de la canula guia que se colocé en cada cirugia. Modificado de
Paxinos y Watson, 2007.
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Contenido de SERT en el hipocampo dorsal

El hipocampo dorsal de animales control y estrés prenatal (n=6 cada grupo) se
homogenizé en 100 pL de buffer de lisis (50 mM Tris—HCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, pH 7.5) mas un coctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche Molecular
Biochemicals). La concentracion total de proteinas se determiné mediante el método
de Bradford. A las muestras se les adiciond [(-mercaptoetanol al 2% y fueron
desnaturalizadas en bafio Maria a temperatura de ebullicién (94°C); posteriormente se
cargaron 100 pg por pozo en un gel de poliacrilamida al 12% y se corrid la
electroforesis a 120 volts durante 90 min. Las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (BioRad, EE. UU.) a 350 miliampers durante 2 h. Las
membranas fueron bloqueadas durante 1 h en una solucion de PBS mas leche en
polvo descremada al 5% en mas Tween 20 al 0.05%. Las membranas se incubaron
con anticuerpo primario anti-SERT (Anticuerpo policlonal SERT de conejo, marca
Genetex en una dilucion 1:1000 en refrigeracién durante toda la noche. Luego de 4
lavados con PBS-Tween al 0.05% durante 15 min cada lavado, las membranas se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-conejo, a una dilucién 1:5000 (Vector
Laboratories Inc.,), durante 2 horas a temperatura ambiente. Las bandas de proteinas
se detectaron con el sustrato HRP Luminata Crescendo Western (WBLUROS00, Merck
Lab). Las bandas se digitalizaron a través de LI-COR con el C-DiGit Chemiluminescent
Western Blot Scanner, y el analisis DIV se realiz6 con el programa de software de

analisis de Western Blot Image Studio.
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Cuantificacion de Corticosterona

Se obtuvieron muestras de sangre del tronco de los animales del grupo control y del
grupo de estrés prenatal (n=6 por grupo). El suero (1mL) se mezclé con 100 pyL de una
solucion de 19-nortestosterona (5 pg/mL en agua/metanol) como estandar interno. La
corticosterona se extrajo en 5 mL de una mezcla de dietil éter-diclorometano (60:40
v/v) y se centrifugd por 5 minutos a 800 revoluciones por minuto. Se extrajo la fase
organica y se mezclo con 1 mL de agua grado HPLC, se agit6 por 1 min y se centrifugd
por 5 min. Se obtuvo la fase organica (3 mL) y se evapor6 a temperatura ambiente.
Los residuos fueron disueltos en 100 pL de metanol-agua (60:40 v/v). La corticosterona
se separo y detecté en un sistema HPLC-UV con una precolumna (Symmetry C18,
tamano de particula 3.5 m, 2.1 10 mm (Waters Corp., Milford, MA, USA). La separacion
fue hecha a 40°C en una columna Waters Symmetry C18 (tamafo de particula 5 pm;
tamano de columna de 2.0 x 150 mm; Waters Corp., Milford, MA, USA) con una mezcla
de agua-acetonitrilo, grado HPLC (65:35 v/v), a un flujo de 0.4 mL/min. Se utiliz6é un
sistema controlador 600-MS para la fase movil y los esteroides se detectaron con un
detector UV (modelo 486, Waters Corp., Milford MA a una longitud de onda de 250 nm.
Los resultados fueron analizados usando el programa Milenium 32 (Waters, Milford,

MA, USA) ((Retana-Marquez et al., 2003b; Woodward y Emery, 1987).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se presentan como la media + el error estandar (EEM). Para el

analisis de los pesos de las hembras gestantes se utilizé una regresion lineal, para los
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resultados del laberinto acuatico de Morris se utilizé una ANOVA de medidas repetidas,
los pesos al nacimiento, la duracion de la gestacion, el numero de cruces y las latencias
promedio se analizaron con una t-Student, el numero de crias, los niveles séricos de
corticosterona el contenido tisular, la liberacion y la evaluacion de contenido de SERT
en hipocampo dorsal se analizaron con una ANOVA de dos factores seguido de una
prueba post hoc Tukey. Los porcentajes de permanencia en el cuadrante se analizaron
con la prueba Chi-cuadrada. Se realizaron correlaciones de Pearson (r) entre los dias
que se realizé el LAM con las concentraciones de corticosterona, el contenido y la
liberacion de 5-HT y NA. Las diferencias entre grupos fueron consideradas

estadisticamente significativas cuando P<0.05.

RESULTADOS

Ganancia de peso corporal en las hembras gestantes.

La ganancia de peso corporal en las hembras gestantes durante la ultima semana de
gestacion fue menor en las hembras expuestas a estrés materno. El coeficiente de
correlacion (r2) de la curva control fue de 0.9970 y el de la curva de las hembras
estresadas fue de 0.9898. Las pendientes de las curvas fueron diferentes,
(control=10.66 + 0.8477 vs EP=7.784 + 0.6725, p=0.01891) (Figura 11). Los pesos al
nacimiento de las crias macho estresadas prenatalmente fueron menores que los de

las crias control (Figura 12).
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Figura 11. Pesos de las hembras gestantes. Se muestran los dias de gestacién del dia 15 al 23 tanto
control como estresadas prenatalmente. El analisis con regresion lineal muestra diferencias entre las
pendientes del grupo control vs el estresado prenatalmente p= 0.01891 n=20 por grupo.
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Figura 12. Pesos al nacimiento. De los aimales del grupo control y estrés prenatal. Existen diferencias
significativas entre los machos del grupo control comparado con el grupo estresado prenatalmente. Los
resultados se analizaron con una prueba de t-Student *p<0.0033 n=25 por grupo.
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Efectos del estrés prenatal sobre el aprendizaje y la memoria espacial.

Las latencias de llegada a la plataforma disminuyeron progresivamente durante los
dias de aprendizaje (1-4) en los animales del grupo control, manteniéndose bajas en
los dias en que se evalu6 la memoria de corto (dia 6) y de largo plazo (dia 13). Los
animales estresados prenatalmente presentaron latencias de llegada mayores a las
del grupo control en todos los dias de la prueba (Figura 13A). Las latencias promedio
de llegada a la plataforma en los machos estresados prenatalmente fueron

significativamente mayores a las del grupo control (Figura 13B).
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Figura 13. (A) Latencias de llegada en el LAM. Los animales estresados prenatalmente presentaron
mayores latencias de llegada, en contraste con los animales del grupo control los cuales tuvieron
latencias de llegada progresivamente menores cada dia. Las latencias de llegada en los dias 1, 2, 3, 4,
6 y 13 de evaluacion de la prueba de memoria espacial en los animales de EP fueron estadisticamente
diferentes en comparacién con el grupo control. Los datos se analizaron con una ANOVA de medidas
repetidas p<0.007 seguida de una comparacion de medias de Bonferroni Dia 1 (*p<0.006), Dia 2
(*p<0.0001), Dia 3 (*p<0.0003), Dia 4 (*p<0.0007), Dia 6 (*p<0.0002), Dia 13 (*p<0.0002). n=12 por
grupo. (B) Latencias de escape promedio en los animales control y estresados prenatalmente. Las
latencias fueron mayores en los sujetos de EP respecto al grupo control. Los datos fueron analizados
con una t-Student *p<0.04 n=50 por grupo.

Después de las sesiones de aprendizaje (dias 1-4) se realizaron las pruebas de
memoria de corto y largo plazo en los machos de ambos grupos. En el dia 7, la prueba
se realizo retirando la plataforma y se evalud la ubicacion y localizacion espacial dentro
de la tina mediante el porcentaje de la permanencia en el cuadrante y el numero de
cruces en donde anteriormente se encontraba la plataforma; durante esta prueba la
rata estuvo un tiempo no mayor de 60 segundos dentro de la piscina. En esta prueba

se observo que, en comparacion con los machos control, los sujetos estresados
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prenatalmente permanecieron menos tiempo en el cuadrante donde estuvo antes la
plataforma, y presentaron un menor numero de cruces. *p<0.01 (Figuras 14A 'y 14B).
A)
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Figura 14. (A) Tiempo de permanencia en el cuadrante en el que se encontraba la plataforma. Los
animales EP permanecieron menor tiempo en el cuadrante. Los datos se analizaron con una prueba de
Chi cuadrada *p<0.0003. (B) Numero de cruces en el cuadrante donde se localizaba la plataforma. Los
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sujetos estresados prenatalmente cruzaron un menor numero de veces en donde se encontraba
anteriormente la plataforma, comparado con los sujetos control. Los resultados se analizaron con una
t-Student *p<0.0001.

Contenido tisular de 5-HT y SHIAA en el hipocampo dorsal

El contenido tisular basal de 5-HT en el hipocampo dorsal fue similar en ambos grupos,
control y estrés prenatal y disminuyé de manera similar en ambos grupos durante las
pruebas de aprendizaje (dias 1-4) y memoria de corto (dia 6) y de largo plazo (dia 13)
(Figura 15A). Con respecto al metabolito de la 5-HT, el 5-HIAA, se observo que durante
el aprendizaje y la memoria, las concentraciones del metabolito disminuyeron de
manera similar en el hipocampo dorsal de animales control y estresados prenatalmente

(Figura 15B).
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Figura 15. Contenido tisular de 5-HT y 5-HIAA en hipocampo dorsal en animales control y estresados
prenatalmente antes y después de la prueba del LAM. (A) Las concentraciones basales de 5-HT fueron
similares en ambos grupos y disminuyeron durante las pruebas de aprendizaje (dias 1-4) y memoria de
corto (dia 6) y largo plazo (dia 13). *p<0.0003. El analisis de los resultados se realizé con una ANOVA
p<0.0001 seguida de un post hoc de Tukey. (B) El contenido tisular basal del metabolito de la 5-HT fue
similar en ambos grupos control y estrés prenatal y disminuyé durante los dias en que se evalud el
aprendizaje y la memoria, *p<0.032 contrastando las concentraciones basales contra después de las
pruebas Los resultados se analizaron con una ANOVA seguida de un post hoc de Tukey; n=6 por grupo.

Liberacion de 5-HT y 5-HIAA en el hipocampo dorsal

La liberacion basal de 5-HT fue menor en el hipocampo dorsal de los animales
estresados prenatalmente. Durante los dias de aprendizaje, la liberacion de 5-HT en
el hipocampo dorsal de los animales control se incrementé alrededor de 4.5 veces con

respecto a su basal. El incremento en la liberacion de esta amina se mantuvo elevado
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después de las pruebas de memoria de corto y largo plazo. En contraste, la liberacion
de 5-HT después de las pruebas de aprendizaje y memoria en los animales estresados
prenatalmente, si bien se incrementd con respecto a su basal, se mantuvo muy por
debajo de lo observado en los animales control (Figura 16A). Con respecto al 5-HIAA,
la concentracion basal del metabolito fue similar en ambos grupos. Después de las
pruebas de aprendizaje (dia 1 y 4) y de memoria (dias 6 y 13) la concentracion del
metabolito aumento en el hipocampo dorsal de las ratas control, pero no hubo cambios

en las concentraciones del metabolito en los animales estresados prenatalmente

(Figura 16B).
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Figura 16. (A) Liberacion basal de 5-HT y después de las pruebas de aprendizaje (dias 1y 4) y después
de las pruebas de memoria de corto (6) y de largo plazo (13). La liberacién de 5-HT en el hipocampo
dorsal de las ratas estresadas prenatalmente fue menor que en las ratas control en condiciones basales
y durante las pruebas de aprendizaje y memoria. (B) Concentracion extracelular de 5-HIAA en
condiciones basales y después de las pruebas de aprendizaje y memoria en el hipocampo dorsal de
animales control y estresados prenatalmente. Las concentraciones basales fueron similares en ambos
grupos, pero después de las pruebas de aprendizaje y memoria, las concentraciones del metabolito se
incrementaron soélo en el grupo control. Se utilizé una ANOVA de dos vias. * p = 0.005 comparado con

el control basal; Q p = 0.046 comparado con el control de cada dia; & p =0.001 comparado con el control
basal. Grupo control: n = 6 por grupo; Grupo de estrés prenatal: n = 6 por grupo.

El aumento en la liberacion de serotonina durante el aprendizaje (dia 4) correlaciono
negativamente con las bajas latencias de llegada en los animales control en el LAM
(r= -0.9789, p=0.001). En el caso de los animales estresados prenatalmente, se
observo una correlacion negativa entre las elevadas latencias de llegada al LAM

durante el aprendizaje contra la baja liberacion de serotonina (r= -0.8940, p=0.01).
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Contenido de SERT en el hipocampo dorsal
El contenido basal del trasportador de serotonina en el grupo estresado prenatalmente
es significativamente mayor en comparacion con su grupo control. Sin embargo,

durante las pruebas cognitivas, no se observaron cambios significativos en el

contenido del SERT, en ninguno de los dos grupos (Figura 17).
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Figura 17. Contenido del trasportador de serotonina (SERT) en el hipocampo dorsal en animales control
y estresados prenatalmente. El contenido de SERT en el hipocampo dorsal de los animales estresados
prenatalmente en condiciones basales fue mayor, comparado con los animales control. Después de las
pruebas de aprendizaje y memoria, el contenido de SERT no mostré diferencias entre los grupos. n=5,
cada dia de cada grupo. Los datos se analizaron con una ANOVA seguida de la prueba post hoc de

Tukey. *p<0.05 comparados con el control. n= 3 por grupo.
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Contenido tisular de NA en el hipocampo dorsal

En el caso del contenido de NA basal en el hipocampo dorsal, éste fue
significativamente menor en los animales estresados prenatalmente en comparacion
con los animales control. Durante las pruebas de aprendizaje (dias 1 y 4) y de memoria
de corto (dia 6) y de largo plazo (dia 13), el contenido de NA disminuyd
significativamente en los machos control, con respecto a su nivel basal. En cambio, en
los animales estresados prenatalmente, en los cuales el contenido basal fue bajo, no
se observaron cambios durante el aprendizaje ni durante los dias en que se evaluo la

memoria de corto y largo plazo (Figura 18).
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Figura 18. Contenido tisular de NA en hipocampo dorsal en animales control y estresados
prenatalmente. El contenido tisular basal de NA en los machos estresados prenatalmente fue menor
que en el control en condiciones basales y en el dia 13 (memoria de largo plazo), el contenido de NA
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se increment6 en el grupo control. El contenido de NA no se modificd en los animales estresados
prenatalmente a lo largo de las pruebas de aprendizaje y memoria. Se utiliz6 una ANOVA de dos vias,

seguida de la prueba post hoc de Tukey. * p = 0.003 comparado con el control basal; Q p = 0.003,
comparado con el control de cada dia. n=6 por grupo.

Liberacién de NA en el hipocampo dorsal

En relacion a la NA, la liberacién basal de esta catecolamina en el hipocampo dorsal
fue menor en los animales estresados prenatalmente en comparacion con los
controles. Después de las pruebas de aprendizaje y memoria, la NA se incrementé
significativamente con respecto a su basal en los controles. Sin embargo, en los
animales estresados prenatalmente no hubo cambios en la liberacién de NA ni durante

el aprendizaje ni la memoria con respecto a su basal (Figura 19).
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Figura 19. Liberacion basal de NA en el hipocampo dorsal y después de la prueba de LAM. La liberacién
de NA fue menor en el grupo estresado prenatalmente, tanto en condiciones basales como después de
las pruebas de aprendizaje (dias 1 y 4) y memoria (dias 6 y 13). La liberacién de NA en las ratas
estresadas prenatalmente no se modificé con las pruebas de memoria espacial. Se utilizé una ANOVA

de dos vias, seguida de la prueba de Tukey. * p = 0.019 comparado con el control basal; ep = 0.006
comparado con el control de cada dia. Grupo control: n = 6 por grupo. Grupo estrés prenatal: n = 6 por

grupo.

La elevada liberacion de NA en el grupo control correlacioné negativamente con las
bajas latencias de llegada en la memoria de largo plazo (r=-0.9121, p=0.01). Por el
contrario, las altas latencias de llegada en los animales estresados prenatalmente en
el LAM correlacionaron negativamente con la baja liberacion de NA (r= -0.9361,
p=0.01). De manera similar a la serotonina, las elevadas concentraciones de
corticosterona correlacionaron negativamente con la baja liberacion de NA, tanto en
los dias de aprendizaje (r=-0.9961, p=0.001) como en la memoria de largo plazo (r= -

0.9999, p=0.001).

Concentraciones séricas de corticosterona

Las concentraciones seéricas basales de corticosterona en los animales estresados
prenatalmente fueron significativamente mayores que las de los animales control. Los
niveles de corticosterona después de las pruebas de aprendizaje y memoria en el LAM
se incrementaron significativamente en ambos grupos, siendo mas altos en los
animales estresados prenatalmente. Los incrementos en la corticosterona fueron

menores en cada dia de la prueba (Figura 20).
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Figura 20. Concentraciones séricas de corticosterona en la descendencia masculina control y estresada
prenatalmente. Las concentraciones de corticosterona en condiciones basales y después de las pruebas
de aprendizaje y memoria fueron mayores en los animales estresado prenatalmente. Se utilizé6 una
ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Tukey. *p = 0.003 comparado con el control basal;

2p=0.002 con respecto al control de cada dia; 9p = 0.001, comparado con el basal de estrés prenatal;
grupos control y estrés prenatal: n = 6 por grupo

Las altas concentraciones de corticosterona observadas en los animales estresados
prenatalmente mostraron una correlacion positiva con las elevadas latencias de
llegada en el LAM (r= 0.9754, p=0.001).

Ademas, la baja liberacion basal de serotonina correlacion6 negativamente con la
elevada concentracion de corticosterona basal en los animales estresados
prenatalmente (r= -0.9884, p=0.001). De manera similar, el incremento en la

corticosterona durante el aprendizaje y la memoria en el LAM correlacioné
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negativamente con la menor liberacion de serotonina en los animales estresados

prenatalmente (r=-0.7576, p=0.05; r=-0.9487, p=0.001, respectivamente).

DISCUSION

El estrés prenatal altera los procesos cognitivos en la descendencia. Dichas
alteraciones se han relacionado principalmente con la programacion fetal debido a los
corticosteroides maternos durante la respuesta de estrés afectando asi el desarrollo
fetal y causando efectos de largo plazo. Los resultados de este trabajo, muestran que
las deficiencias cognitivas en los animales estresados prenatalmente estan
relacionadas con alteraciones en el contenido y liberacidén de 5-HT y NA y estos efectos

estan asociados a los niveles elevados de corticosterona en la descendencia.

Peso corporal de hembras gestantes

La menor ganancia de peso corporal observadas en las hembras gestantes sujetas a
estrés puede deberse al aumento en la liberacion de CRH hipotalamica, la cual
controla la actividad del eje adrenal durante la respuesta de estrés, pero también tiene
efectos anorexigénicos, disminuyendo asi la ingesta de alimento en las hembras
gestantes estresadas (Carr, 2002; Gonzalez-Jiménez y Rio-Valle, 2012). La CRH que
proviene del nucleo paraventricular puede mediar los efectos de la leptina, la cual se
incrementa por efecto del estrés (Konishi et al., 2006) y junto con la insulina, reducen

la ingesta de alimento (Gonzalez-Jiménez y Rio-Valle, 2012).
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Peso corporal de la descendencia

El bajo peso de la descendencia estresada prenatalmente al nacimiento podria
deberse a los glucocorticoides maternos liberados durante el estrés, ya que en
estudios donde se administré dexametasona durante el ultimo tercio de la gestacion y
el peso neonatal se redujo (Welberg et al., 2001). El bajo peso al nacimiento observado
en este presente trabajo difiere de lo observado en otros estudios (Abe et al, 2007;
Zohar y Weinstock, 2011; Amugongo y Hlusko, 2014), en los que no se encontraron
cambios en el peso neonatal de la descendencia. Estas diferencias podrian deberse
al tipo de estresor utilizado en los estudios; en esos estudios utilizaron estresores tales
como la inmovilizacién, el cual es un estresor de intensidad mediana, a diferencia del
estresor utilizado en este trabajo que es la inmersion en agua fria, el cual estimula de
manera mas intensa al eje adrenal (Retana-Marquez et al, 2003a).

El desarrollo fetal depende de un adecuado intercambio de nutrientes, el cual es
regulado por la placenta (Knipp et al., 1999; O Donnell et al., 2009). El estrés prenatal
causa disminucién en la expresion de los trasportadores de glucosa GLUT1, GLUT3 y
GLUT4 placentarios (Mairesse et al., 2007). El incremento en la concentracion de
glucocorticoides impide el desarrollo placentario adecuado, disminuye la glucosa fetal
en el plasma, alterando el desarrollo de los 6rganos fetales (Bloom et al., 2001; Fowden
et al.,, 2006). El estrés prenatal por inmersion en agua fria genera una alta
concentracion de glucocorticoides maternos, lo que puede disminuir la expresion de la
11B-HSD2, lo que permite que elevadas concentraciones de corticosterona pasen al
feto (Mairesse et al., 2007), ademas de afectar el transporte de nutrientes a través de

la placenta, causando asi bajo peso al nacimiento.
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Aprendizaje y memoria

Con respecto al aprendizaje y la memoria en la descendencia, en este trabajo se
observo y confirmo que el estrés prenatal tiene efectos nocivos sobre estas conductas,
mostrados por latencias de llegada mayores tanto en los dias de aprendizaje (D1-4)
como en los dias de memoria de corto (D6) y largo plazo (D13). Estos resultados son
consistentes con otros estudios en los que las latencias de llegada son mayores en los
animales estresados prenatalmente (Modir et al., 2014; Szuran et al., 2000; Weinstock,
2008). Otros estudios, sin embargo, han reportado menores latencias de llegada en el
LAM (Aleksandrov et al., 2001; Zuena et al, 2008) o incluso no observaron diferencias
en el desempefo durante el aprendizaje espacial (Hayashi et al, 1998; Kapoor et al,
2009; Szuran et al, 2000). Las diferencias en los resultados reportados por otros
autores también pueden explicarse por el disefio de la prueba de laberinto acuatico de
Morris, ya que en este trabajo se evalud tanto el aprendizaje como la memoria de corto
y largo plazo.

En las hembras gestantes, la inmersion en agua fria induce concentraciones elevadas
de la corticosterona materna (Guerrero et al, 2016; Garcia-Vargas et al, 2019). Las
altas concentraciones de corticosterona materna causan degeneracion neuronal en las
neuronas del hipocampo (Souza et al, 2000) y causa pérdida de neuronas
hipocampales (Zhu et al, 2004), afectan el desarrollo del hipocampo, asi como la
neurogénesis en el cerebro adulto, tanto en machos como en hembras (Guerreo et al,
2016), ademas de retraccion y atrofia de las dendritas de las neuronas piramidales de
la region CA3 del hipocampo (Conrad, 2006; Hosseini-Sharifabad y Hadinedoushan,

2007; Hajszan et al, 2009), lo que se refleja como deficiencias cognitivas en la etapa
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adulta (Luine et al, 1994; Sunanda et al, 2000). Asimismo, la potenciacién de largo
plazo disminuye desde la etapa prenatal y se mantiene hasta la edad adulta (Gi et al.,
2006). Ademas, el déficit en el aprendizaje en las ratas adultas, estresadas
prenatalmente, se explica también por la menor plasticidad en el hipocampo, la cual

correlaciona con la menor memoria espacial (Milner et al., 1998).

Contenido y liberacion de Serotonina

Ademas de las deficiencias cognitivas observadas, los resultados de este trabajo,
muestran que el estrés prenatal también altera los niveles de 5-HT y NA durante el
proceso cognitivo. El contenido basal de 5-HT y de su metabolito, el 5-HIAA, en el
hipocampo dorsal fueron similares en el grupo control y en el grupo de estrés prenatal.
Estos resultados difieren de otros estudios en los cuales las ratas estresadas
prenatalmente muestran menor contenido de 5-HT en comparacién con los animales
control (Hayashi et al, 1998; Soares-Cunha et al, 2018). Estos resultados podrian
explicarse por diferencias en el tipo de estresor utilizado (hacinamiento e inyeccion de
solucién salina, estrés crénico leve impredecible en esos estudios, contra inmersion
en agua fria en este estudio), activando al eje adrenal de manera distinta, ocasionando
diferencias en la activacion del eje adrenal, 60 ng/mL por estrés cronico leve
impredecible (Soares-Cunha et al, 2018), contra 600 ng/mL utilizando la inmersion en
agua fria durante la fase oscura del ciclo de luz-oscuridad. También es importante
considerar la edad de la descendencia a la cual se evalua la 5-HT; en aquellos estudios

se evaluo a las tres semanas (Hayashi et al, 1998) o dos meses (Soares-Cunha et al,
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2018) y tres meses en este estudio; es posible que la tasa de recambio de la 5-HT se
modifique con la edad, pero esto debe evaluarse en futuros estudios.

Los resultados de este estudio concuerdan con otros en los cuales la administracion
prenatal de dexametasona no modifico el contenido de 5-HT con respecto a los
animales control de tres meses de edad (Muneoka et al, 1997), a pesar de que, en ese
estudio se evalud la 5-HT y su metabolito en el hipocampo completo y no en el
hipocampo dorsal, el cual esta relacionado con los procesos cognitivos (Bannerman et
al, 2004; Tanti y Belzung 2013; Lee y Kessner, 2003; Eichenbaum, 2000). Esta
evidencia apoya la idea de que los elevados niveles de glucocorticoides durante la
gestacion pueden influenciar directamente el desarrollo de Ilos sistemas
serotoninérgico y noradrenérgico (Muneoka et al, 1997). A pesar de las similitudes en
el contenido basal de 5-HT y 5-HIAA en ambos grupos (Figura 15), la liberacién basal
en las ratas estresadas prenatalmente fue significativamente menor que en los machos
control (Figura 16). Ademas, la concentracion extracelular de 5-HIAA fue mayor en los
animales estresados prenatalmente que en los animales control, lo que indica que la
5-HT es metabolizada en mayor grado en los animales estresados prenatalmente. La
disminucién del contenido de 5-HT y de su metabolito en los homogenados de
hipocampo, tanto en los animales control como en los estresados prenatalmente,
después de las pruebas cognitivas, sugiere la liberacién de la 5-HT. Sin embargo,
debido a que el contenido de 5-HT se evaluo en el hipocampo dorsal completo, lo que
incluye los valores intra y extracelulares de 5-HT, no es posible determinar si la
disminucién de 5-HT después del aprendizaje y la memoria se deba a una mayor

liberacidn o bien a una menor sintesis o mayor recaptura del neurotransmisor. Sin
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embargo, los datos de la microdialisis muestran que después de las pruebas de
aprendizaje y memoria de corto y largo plazo, la liberacién de 5-HT y la concentracién
de su metabolito se incrementaron, pero en mayor medida en las ratas control en
comparacion con las ratas estresadas prenatalmente. Dado que el contenido tisular
fue similar en ambos grupos, es probable que las neuronas de los animales estresados
prenatalmente estén sintetizando la 5-HT, pero son menos eficientes en liberarlo, lo
que sugiere posibles defectos en la actividad electroencefalografica o en el
empaquetamiento de la 5-HT en las vesiculas sinapticas. La baja concentracion
extracelular de 5-HT en condiciones basales, en los animales estresados
prenatalmente, coincide con el alto contenido del transportador de 5-HT, lo que
explicaria su menor concentracion. Esto coincide con lo reportado en ratas (Belay et
al, 2011) y ratones (Bielas et al, 2014). Sin embargo, después de las pruebas
cognitivas, el contenido del transportador no difiere entre los animales control y los
estresados prenatalmente, por lo que las diferencias en la liberacién de 5-HT podrian
deberse a otros factores, como son las deficiencias en la actividad
electroencefalografica o fallas en el empaquetamiento. Las bajas concentraciones del
metabolito en los dializados de los machos estresados prenatalmente, sugiere que la
enzima que metaboliza a la 5-HT podria estar en bajas cantidades o estar disminuida
su actividad. Los datos obtenidos apoyan la idea de que la liberacion de 5-HT en el
hipocampo dorsal es importante para el proceso de aprendizaje y memoria espacial y
que las deficiencias en el desempefio cognitivo espacial observadas en los animales
estresados prenatalmente estan relacionadas con la baja liberacion de 5-HT, como lo

muestran las pruebas de correlacién. Estos resultados son consistentes con lo
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reportado en otros estudios, en los cuales la liberacion de 5-HT inducida
farmacoldgicamente favorece la memoria espacial (Gikmann-Johnston et al, 2015),
mientras que la disminucion de la liberacion de 5-HT mediante la administracion de
paraclorofenilalanina (PCPA), la cual inhibe a la enzima triptéfano hidroxilasa y por lo
tanto reduce la sintesis y la liberacion de 5-HT, causa déficit en la memoria (du Jardin
et al, 2014; Kuypers y Ramaekers, 2005). Diversos agonistas selectivos del receptor
5-HT1A modulan la neurotransmisién de 5-HT e inducen cambios en el aprendizaje
espacial (Glikmann-Johnston et al., 2015). La administracion de flesinoxan, un
agonista selectivo del receptor 5-HT1A revierte los efectos causados por el PCPA,
mejorando el déficit de la memoria espacial. Esta evidencia farmacologica corrobora
que la 5-HT favorece un mejor desempefio en las tareas de aprendizaje y memoria

espacial.

Transportador de 5-HT

ElI SERT recaptura la 5-HT hacia la neurona presinaptica, constituyendo un mecanismo
de inactivacién del neurotransmisor. La inhibicibn de SERT in vivo aumenta la
concentracion de 5-HT en la hendidura sinaptica (Bielas et al., 2014; Huang et al.,
2012). En este trabajo se observé que el contenido basal del SERT fue mayor en los
animales estresados prenatalmente que en los machos control, lo que explica la baja
concentracion extracelular de 5-HT en condiciones basales en los animales estresados
prenatalmente. Sin embargo, durante las pruebas cognitivas no se observaron
cambios en el contenido del SERT, ni en los animales control ni en los estresados

prenatalmente, lo que muestra que la recaptura de 5-HT durante los procesos
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cognitivos es similar en ambos grupos. Estos resultados difieren de lo reportado en
ratones, en los cuales el estrés prenatal indujo disminucion del SERT (Mueller y Bale,
2008). Sin embargo, la exposicién prenatal a la dexametasona aumenta la expresion
del SERT en la descendencia adulta (Slotkin et al., 2006), lo cual coincide con el
aumento del contenido de esta proteina por efecto del estrés prenatal, sélo en

condiciones basales.

Contenido y liberacion de Noradrenalina

Con respecto a la NA basal, el contenido de este neurotransmisor en el hipocampo
dorsal de los machos estresados prenatalmente fue menor a los observado en los
machos control (Figura 18). Estos resultados son similares a los obtenidos en ratas a
cuyas madres se les administr6 dexametasona durante la gestacion, presentando
bajos niveles de NA en el hipocampo (Muneoka et al, 1997). Esto fortalece la idea de
que los altos niveles de corticosterona materna durante el estrés (Guerrero et al, 2016;
Garcia-Vargas et al, 2019) pueden causar alteraciones en las neuronas
noradrenérgicas del hipocampo fetal, dando lugar a déficits cognitivos en la edad
adulta (Muneoka et al, 1997).

El bajo contenido basal de NA presente en el hipocampo dorsal de las ratas estresadas
prenatalmente, asi como durante el aprendizaje y la memoria espacial, se relacioné
con la baja liberacidon de NA en esa estructura, como lo muestran los datos de la
microdialisis (Figuras 18 y 19). El incremento en el contenido de NA en el dia 13,
aunada con la elevada liberacion en los machos control, podria facilitar la potenciacion

de largo plazo (LTP), modulando la plasticidad sinaptica (Palacios-Filardo y Mellor,
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2019), asi como la recuperacion de la memoria (Murchinson et al, 2004), a través de
sefializacion mediada por el receptor 1 (Shimanski et al, 2007; Grigoryan y Segal,
2016). La NA incrementa la fosforilacion de los receptores glutamatérgicos NMDA y
AMPA por la PKA, modulando asi la LTP (Palacios-Filardo y Mellor, 2019). En este
estudio, la liberacion de NA en el hipocampo de los animales estresados
prenatalmente correlacioné negativamente con la corticosterona durante el proceso de
aprendizaje y memoria. La correlacidn positiva entre la liberacion de NA y las latencias
de escape durante las pruebas de aprendizaje y memoria indica que, ademas de la 5-
HT, la liberacidon de NA también es importante para estos procesos. Hasta donde
sabemos, éste es el primer estudio que muestra que las deficiencias cognitivo-
espaciales generadas por el estrés prenatal estan relacionadas directamente con

disminucion de la liberacion de 5-HT y NA.

Corticosterona

Con respecto a la corticosterona, los resultados de este estudio muestran en los
machos estresados prenatalmente, una elevada concentracion basal de esta hormona,
ademas de una mayor respuesta del eje adrenal, en comparacion con los animales
control, durante las pruebas conductuales realizadas en el LAM. Esto indica que la
corticosterona puede contribuir a las alteraciones observadas en los sistemas
serotoninérgico y noradrenérgico del hipocampo dorsal. Esto puede deberse a que los
MR, que estan involucrados en la regulacion de la concentracidon basal de
glucocorticoides, pueden impedir el restablecimiento de la corticosterna cuando estan

alterados (Kloet et al, 2016; Seckl, 2007; Lupien et al, 2009), asi como los GR, que
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estan relacionados con la atenuacion de la respuesta de estrés (Groeneweg et al,
2012) y que estan presentes en el hipocampo, podrian interferir en la adquisicion de la
informacion, reflejandose en un bajo desempefo cognitivo (Ishiwata et al, 2005;
Guerreo et al, 2016). La alteracion de los MR, puede provocar desregulacién de los
niveles basales de corticosterona (Lupien et al., 2009; Seckl, 2007), lo que da como
consecuencia que el eje adrenal sea hiperactivo. La disminucion de la densidad o
contenido de los GR (Kapoor et al., 2008; Noorlander et al., 2006) genera que el eje
adrenal sea hiperreactivo. Las concentraciones séricas de corticosterona evaluadas
después de ser sometidos al LAM aumentaron significativamente en el grupo
estresado prenatalmente en mayor medida que en los animales control. Es probable
que las altas concentraciones de este esteroide interfieran con la liberacion de 5-HT y
NA, y que esto se refleje en el bajo desempefio durante las tareas cognitivas. En el
grupo control las latencias de llegada son menores al final de las tareas de navegacion
espacial y esto se asocia con la disminucion en los niveles de corticosterona en el

grupo control durante la memoria de largo plazo.

CONCLUSIONES

Las deficiencias mostradas por los machos estresados prenatalmente durante el
aprendizaje, la memoria de corto y de largo plazo se deben, en parte, a la disminucién
de la liberacion de 5-HT y NA en el hipocampo dorsal. La elevada respuesta del eje
adrenal durante el desempefio en el LAM también contribuye al déficit cognitivo que
causa el estrés prenatal. EI SERT no parece estar relacionado con las alteraciones en

el desempefio cognitivo de los animales control o estresados prenatalmente.
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Prenatal stress causes learning and spatial memory defiots in adulthood by modifying hippocampal function. The dorsal hippocampus
contains serotonergic and noradrenergic neuron terminals, which are related to cognitive processes. It is currently unknown whether
prenatal stress modifies serotoren (5-HT) and noradrenaline (NA) content and their release in the hippocampus during cognitive
performance. Therefore, we measured these variables in the dorsal hippocampus of prenatally stressed males during spatial
learning and memary tests. Cognitive tests were performed in 2-month-old control and prenatally stressed male rats in the Morris
water maze. After cognitive tests, the dorsal hippocampus was dissected to guantify 54T and NA content. in other males, 5-HT and
NA refease in the dorsal hippocampus was assessed by microdialysis, before and after cognitive tests. Prenatally stressed males
showed longer latencies to reach the platform, compared to control animals. Hippocampal 5HT content decreased during learning
and memary tasks in both groups, while NA content was not modified in prenatally stressed males neither before, nor after learning
and memory tests. 5-HT and NA release were significantly lower in prenatally stressed animals during spatial learning and memory
tasks. Corticosterone response was greater in prenatally stressed animals compared to controls. These results show that cognitive
disruption caused by prenatal stress is related to decreased 5-HT and NA release, and to higher adrenal axis response in prenatally
stressed animals.

Key words: learning, spatial memory, prenatal stress, seratonin, noradrenaline, dorsal Mppocampus

(Bannerman et al., 2004; Tantl and Belzung, 2013;

INTRODUCTION

In rodents, maternal stress during pregnancy can
cause psychopathologles in the offspring, such as anx-
lety and depressive-like behaviors, as well as cognitive
deficits (Welnstock, 2017). Also, alterations in devel-
opment and maturation of brain structures, such as
the hippocampus, have been reported (Fujioka et al.,
2006). The dorsal hippocampus is Involved In spatial
learning and memory processes In rats and primates
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Grigoryan and Segal, 2016), specifically, regions CA1,
CA3 and the dentate gyrus (DG) (Griffin et al., 2007).
Lesions of this brain structure (Lee and Kesner, 2003)
or prenatal stress (Aleksandrov et al., 2001; Akatsu et
al., 2015; Guerrero et al., 2016; Weinstock, 2017) cause
deficits in learning and in short-term spatial memo-
ry In adult rodents. The hippocampus contains dense
noradrenergic fibers (Vizi and Kiss, 1998) coming from
the locus coeruleus (LC) which are located in the den-
tate gyrus (DG) of the hippocampus (Palaclos-Filardo
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and Mellor, 2019). Prenatal stress by exposure to a cold
environment decreases tyrosine hydroxylase immuno-
reactivity in LC neurons of young rats, thus disturb-
ing the development of noradrenergic neurons (Bock
et al., 2015; tkemoto et al., 2015). It has been reported
that noradrenaline (NA) is Important for hippocam-
pus-dependent memory retrieval, but not for acquisi-
tion and short-term memory In the Morris water maze
(MWM). These effects of NA are mediated by §,-adren-
erglc receptors (Murchinson et al., 2004; Schimanski
et al., 2007). Prenatal stress by malnutrition (Flores
et al.,, 2011) or immobilization (Grigoryan and Segal,
2013) down regulates f-adrenergic receptors and de-
creases the affinity of p receptors to noradrenergic
agonists in the dorsal hippocampus of rats (Grigoryan
and Segal, 2013). Furthermore, NA content decreases
in the hippocampus of offspring prenatally stressed by
chronic unpredictable mild stress (Guan et al., 2017).
Serotonin (5-HT) is another neurotransmitter involved
In learning and memory processes (Killa and Mana-
han-vaughan, 2002), and Is found In large quantities
in the hippocampus (Glikman-Johnston et al., 2015),
mainly in CA1, CAZ, CA3 and DG reglons (Mocore and
Halaris, 1975). The serotonergic system also plays
a role in learning and memory with four 5-HT recep-
tor subtypes: 5-HT,,, 5-HT,,, 5-HT,, and 5-HT, locat-
ed along the dorsal-ventral axis of the hippocampus
(Tanaka et al., 2012), and disruption of spatial learning
in the offspring caused by prenatal stress is related to
decreased mRNA expression of those same receptors in
the hippocampus (Akastu et al., 2015). The Increase of
extracellular 5-HT concentration, either by pharmaco-
logically stimulating its release or by blocking its re-
uptake, Improves or maintains memory performance,
while reduced SHT levels Impair spatial memory in rats
(Glikman-johnston et al., 2015). Optogenetic activation
of serotonergic terminals In the hippocampal pyrami-
dal neurons of the CA1 reglon potentiates excltatory
transmission at CA3-to-CAl synapses and enhances
spatial memory. In contrast, optogenetic silencing of
CA1 5-HT terminals Inhibits spatial memory in mice
(Texeira et al., 2018). Regarding hippocampal 5-HT
content, the results are contradictory, for example,
some studles report decreased 5-HT content in the off-
spring of dams exposed to stress by crowding (Hayashl
et al, 1998) or chronic unpredictable mild stress (Guan
et al., 2017) during pregnancy, with higher levels of its
metabolite, 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), and
Increased metabolic rate (Hayashl et al, 1998). Howev-
er, other studles did not find changes In hippocampal
5-HT content In offspring from mothers stressed by
restraint (Gemmel et al., 2016). Another study, reports
Increased 5-HT content In the hippocampus of fetuses
from dams stressed by chronic unpredictable stress,
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decreased 5-HIAA, 5-HIAA-5-HT ratlo, 5-HT transport-
er, and 5-HT,, (Huang et al, 2012). Nonetheless, 5-HT
and 5-HIAA content assessment does not necessar-
ily reflect what is really happening with the release
of neurotransmitters, and it Is not clear whether the
alterations In learning and memory processes in pre-
natally stressed animals are related to changes in the
release of NA and 5-HT. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the content and release of 5-HT
and NA In the dorsal hippocampus during learning
and spatial memory In adult Trenatal‘liy stressed rats.
Baseline activity of the adrenal axis and its response to
learning and spatial memory tests were also evaluated.

METHODS
Subjects

Three-month-old female Wistar rats, welghing
200-250 g obtained from the vivarium of the Autono-
mous Metropolitan University were kept under con-
trolled temperature conditions (23:2°C) with an in-
verted light-dark cycle, 12/12 (lights off at 9:00 am),
with water and food ad [libitum. Pregnant females
were randomly assigned to control (n=20) or mater-
nal stress (n=20) groups (Fig. 1). Control females re-
mained unaltered during pregnancy, except for daily
welighing. The experimental procedures were carried
out in accordance with Mexican Officlal Regulations
(NOM-062-Z00-1999) and the guidelines for ethical
research, teaching and dissemination of the Blologi-
cal Sclences Division of the Autonomous Metropelitan
University, Iztapalapa. This study was approved by the
Ethics Commission of the Biology and Health Sclences
Division of the Autonomous Metropolitan University.

Stress procedure

Pregnant females assigned to maternal stress were
exposed to stress by cold water Immersion twice a day
(9:00 a.m. and 15:00 p.m.), during the last week of ges-
tation (day 15 to 21). Dams were placed in tanks filled
with water at 15°C, 15 cm depth, for 15 min. Once this
time elapsed, rats were picked out from water, dried
with a towel and returned to thelr individual cages (Re-
tana-Mérquez et al, 2009). Exposure to the stressor was
performed in a room other than the housing room.

After birth, litters from each experimental group
were homogenized in number, sexed, and weighed. On
postnatal day 22, offspring were weaned and males from
both groups were separated from females. About 50 %
of descendants in both groups were males, which were
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Fig 1. Timeline of expermental design. Females were stressed by mmersion in cold water (0CW) from gestational days (GD) 15-21, Weaning occurred st
postnatal day (PND) 21. Serctonin (5-4T) and s metabolte, S-Hidroxyindoleacetic add (S-HIAA), as well a5 noradrenaline (NA) were assessed in control
(CON) and prenatally stressed (PS) males at baseline and after the Morris water maze (MWM) in homogenates and dialysates on days 1,4, 6, and 13

used for this study. In order to avold litter effects, one
rat from each of twenty litters per group was tested In
each experimental day, which is appropriate for studles
using mammals that have litters Fﬂorson and Pearce,
1992; Williams et al, 2017). Therefore, 10 (non-siblings)
prenatally stressed or control males were used sepa-
rately for each analyzed day.

Behavioral tests

Spatial learning and memory tests were performed
using the MWM In adult (3 months) control and pre-
natally stressed (n=50; baseline and experimental days:
1, 4, 6, 13, n=10, each group) male offspring. A circu-
lar pool (170 cm in diameter and 70 cm in height) was
used; water height 30 cm, temperature 22:2°C. Four
imaginary quadrants (NE, NW, SE, and SW) divided the
pool, and subjects were released from different start-
ing points in each trial and each day. Three contrasting
figures used as spatlal cues were placed on the white
walls surrounding the pool. A transparent acrylic plat-
form (18 cm = 18 cm) was placed inside the pool, in one
of the quadrants 2 cm below the surface of the water.
The behavioral parameter analyzed was escape latency:
time the rat takes to find the submerged platform in
the learning phase (days 1-4), and (n the memory phase
(days 6 and 13) (Kapoor et al, 2009; Nazeri et al, 2015;

Guerrero et al, 2016). During learning sessions (days
1 - 4), four trials per session were performed. For the
first trial on day 1, if a rat did not find the platform
within a 60 s peried, the experimenter guided the rat
to the platform and left it on the platform for 30 s (Ka-
poor et al, 2009). When rats found the platform within
the 60 s period, they were left there for 30 s. For mem-
ory sesslons, a single trial was carried out and latencies
were recorded (Guerrero et al, 2016).

5-HT, 5-HIAA, and NA hippocampal content

Immediately after behavioral tests, control and
prenatally stressed males were euthanized by decap-
itation on days 1, 4 (learning), 6, and 13 (memory).
The right dorsal hippocampus was dissected and fro-
zen (-83°C) until evaluation. 300 pL of perchloric acid
(0.1 M) were added to thawed samples, homogenized
with a plunger, kept on ice and covered, to prevent
degradation due to light. Samples were centrifuged
for 15 min at 8000 rpm at 4°C. The supernatant was
filtered with MF™ nitrocellulose membranes (Milli-
pore, Merck, Ireland), 0.45 pym pore, and 10 uL of the
filtered sample were Injected to a high-performance
liquid chromatography system with electrochemical
detection (HPLC-ED). Trunk blood was also collected
for serum corticosterone quantification.
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Microdialysis procedure

In other control and prenatally stressed males (n=50,
each), stereotaxic surgeries were performed. Rats were
anesthetized with ketamine (PISA® S.A. DE C.V. Mexico,
8 mg/kg, i.p.) and xylazine (PISA® S.A. DE C. V. Mex-
lco, 20 mg/kg, i.m.). A gulde cannula was directed to
the right dorsal hippocampus: antero/posterior (A/P)
-5.3 mm from bregma, medial/lateral to midline (M/L)
-5.2 mm, and dorsal/ventral from dura (D/V) -3.0 mm
(Paxinos and Watson, 2007). Four stainless steel screws
were placed on the skull and the Implant was fixed with
dental acrylic. The animals were allowed to recover
for 10 days after surgery. Immediately after behavior-
al tests on days 1, 4, 7 and 13, the micredialysis probe
(pelyacrylonitrile membrane, pore size: 40,000 D), was
Introduced, protruding 3 mm below the guide cannula,
in the dorsal hippocampus, and fixed to the skull with
dental acrylic. Ringer’s solution was used (0.5 uL/min
flow rate) and dialysates were collected every hour to
obtain an adequate volume (30 uL, each). Two dialy-
sates were collected from each rat. Samples (10 pL)
were Injected to the HPLC-ED. At the end of microdi-
alysis, brains were obtalned, and cannula position was
verified. No misplaced cannula was found; therefore,
no male was excluded.

Biochemical procedures
Amine detection

Samples were Injected into the HPLC-DE chromato-
graphic system with a Rheodyne (Waters Corp., Mil-
ford, MA, USA). A precolumn (Symmetry C18, particle
slze 3.5 pm), 2.1 » 10 mm Waters Corp., Milford, MA,
USA) was used. Analytes were separated in a Sym-
metry C18 column (particle size 5 pm) 2.1 x 150 mm
(waters Corp., Milford, MA, USA). Phosphate mobile
phase (pH=3.1) at a flow of 0.2 mL/min was delivered
with a 515 pump (Waters Corp., Milford, MA, USA). An-
alytes were detected with an electrochemical detector
2465 (Waters Corp., Milford, MA, USA) at a sensitivity
of 5 nA and +800 mV power. The results were analyzed
with the Millennium 32 program (Waters Corp., Mil-
ford, MA, USA).

Statistical analysis

Data are shown as mean + standard error of the mean
(SEM). Body welght gain In pregnant females was ana-
lyzed by linear regression. Body welght of male pups,
litter size and number of male descendants were ana-
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lyzed with Student’s t-test. Data from MWM, serum cor-
ticosterone levels, 5-HT, 5-HIAA, NA content and release
were analyzed by two-way ANOVA (condition and days
as factors) followed by Tukey's post hoc test. Correlations
for arrival latencles in the MWM vs. the content, amine
release and corticosterone were analyzed by Pearson's
test. The differences between the groups were consid-
ered significant when P<0.05. Gmpf;; PRISM version
6.01 statistical software (GraphPad Software Inc., USA)
was used for statistical analysis.

Corticosterone assessment

Trunk blood samples were taken from all the sub-
Jects for corticosterone liguid-liguid extraction (Wood-
ward and Emery, 1987) and quantification at baseline
and after behavloral tests. For steroid extraction,
serum (1 mL) was mixed with 100 pL of a solution of
19-nortestosterone (5 pg/mL In water/methanol) as an
internal standard. A mixture of diethyl ether-dichloro-
methane (5 mL, 60:40 v/v) was used for corticosterone
extraction, vortexed for 1 min and centrifuged for
5 min at 800 rpm. The organic phase was obtained and
mixed with 1 mL of HPLC-grade water, stirred for 1 min
and centrifuged for 5 min. The organic phase was ob-
tained (3 mL) and evaporated at room temperature. The
resldue was re-dissolved in 100 pL of methanol-water
(60:40 v/v). Corticosterone was separated and detect-
ed In a HPLC-UV system with a precolumn (Symmetry
C18, particle size 3.5 ym, 2.1 = 10 mm (Waters Corp.,
Milford, MA, USA). The separation was made at 40°C in
a Waters Symmetry C18 column (particle size 5 pm) 2.0
= 150 mm; Waters Corp., Milford, MA, USA with a wa-
ter-acetonitrile mixture, HPLC grade (65:35 v/v), at
a flow rate of 0.4 mL/min. A 600-MS controller system
was used for the mobile phase and the sterolds were
detected with a UV detector (model 486, Waters Corp.,
Milford MA at a 250 nm wavelength.) The results were
analyzed using the Millennium 32 program (Waters
Corp., Milford, MA, USA).

RESULTS
Body weight gain in pregnant females

Average body welght gain in stressed mothers was
lower than In control dams (t,,=4.59, P=0.0059). The
correlation coefficlent (¥) for the control curve was
0.9970, and r* for stressed dams was 0.9898. The slopes
of the curves were different (#=0.01891) (Fig. 2). Birth
welghts of prenatally stressed male offspring were low-
er than those of control offspring (t,,=3.628; P=0.0005).
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Fig. 2. Body weight of pregrart females on gestational days 15 to 24,
The linesr regression analyss shows differences between the slopes of
the control group v, the stress group p=0.01891. Correlation coeflicient
for control curve: 0.5570. Correlation coeffident for PS curve: 0.9838 The
slopes indicate the average increase in body weight per day; the weight
of the stressed dams was sgrificartly lower than that of control dams
(p=0.01), n=10 per group,

No differences were observed in litter size or in aver-
age number of females and males In both groups.
Spatial learning and memory

Arrival latencles to the platform in MWM de-
creased progressively during learning days (1-4) in

S5-HT and NA redease in prenatally stressed males

control animals, and remained low on days 6 and 13 of
memory evaluation. In contrast, prenatally stressed
subjects showed higher arrival latencles than those
in the control group on all test days [F, ,~21.244;
P=0.007], (Fig. 3A). The average escape latencles in
prenatally stressed males were significantly higher
than those In the control group [t,=10.90; P=0.0001]
(Fig. 38).

5-HT, SHIAA content and release
in the dorsal hippocampus

Baseline content of 5-HT In the dorsal hippocampus
of prenatally stressed animals was similar to control,
and decreased in both groups during learning (1-4) and
memory (7 and 13) days [F, ,=28.25; P=0.0001] (Fig. 4A).
Baseline 5-HIAA content and after learning and mem-
ory tests were also similar in both groups, and it also
decreased in both groups during learning and memo-
ry days [F,,;=16.85; P=0.0001] (Fig. 48).

Baseline 5-HT release in the dorsal hippocampus
of prenatally stressed rats was lower than in control
males. On learning days (1 and 4), 5-HT release in
the dorsal hippocampus of control animals Increased
about 6.5 times over Its baseline and remained high
after memory tests. In contrast, during learning
and memory tests, 5-HT release Increased slightly
in prenatally stressed males, but to a lesser degree
than in control males [F,,=434.8 P=0.0001] (Fig. S5A).
With respect to extracellular 5-HIAA, baseline lev-
els were similar in both groups. After learning and
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Fig 3. (A) Escape Istencies in the Morris water maze (MWM) Prenatally stressed srvmals showed higher arrival latencies than cortral animals on all days
of evalation of the spatial learning and memary tests. Repeated measures ANOVA, * p=0.007 compared to control group. (B) Average escape latencies in
control and prenatally stressed animals. PS subjects had higher latendes than control males. Data shown as Mean £ S.EM. t-student * p=0.04 compared

with cortrol STM: short-term memory, LTM: long term memary,
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memory tests, extracellular 5-HIAA Increased In the  P=0.0091] (Fig. 58). 5-HT release during learning cor-
dorsal hippocampus of control rats, but there were related negatively with arrival latencies in the con-
no changes in prenatally stressed rats [F,,=64.06; trol rats in the MWM (r=-0.9789, P=0.001). In prenatal-
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Fig. 4. {A) 5-HT cortent in the dorsal hippocampus in control and prenatally stressed males. (A) Baseline 5-HT concentrations were smiar in both groups
and decreased similarty after learning (days 1.4), short {day 7), and long term (day 13) memory tests. (8) S-HIAA content was aso similar in beth groups
avd decressed in the same way on the days of learning and memory sssessment. Data shown as Mean £ SEM. Two-way ANCVA (p=00001), * p=0,0003
compared with baseine cortent from both groups. Control group: re10, each day, Prenatally stressed males: =10 each day
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Fig. 5. ST release at baseline and after learming tests (Days 1 and 4} and after short- {day 7) and long-term [day 13) memory tests. 5-HT release in the
hippocampus of prenatally stressed rats was lower than in the controls both st baseline and during learning and memory tests. (B) Baseline extracelluls
5-HIAA and after lesrring and memary tests in the dorsal hippocampus of control and prenatally stressed rats, The baseline concentrations were simils
in both groups, but after the learning and memory tests, the metaboldte concentrations increased in the control group anly. Data shown as Mean = S.EM
Two-way ANOVA, * p=0.005 compared with control baseline; © p=0.046 compared with corerol of each day;, * p=0.001 compared with the PS baseline.
Control group: n=10, each day. Prenatally stressed males: n=10 each day,
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ly stressed rats, a negative correlation was observed
between arrival latencies in the MWM during learn-
ing and 5-HT release (r=-0.8940, P=0.01). In addition,
baseline 5-HT release correlated negatively with
baseline corticosterone concentrations in prenatally
stressed rats (r=-0.9884, P-0.001). Similarly, the in-
crease in corticosterone during learning (r=-0.7576,
P=0.05) and memory (r=-0.9487, P=0.001) in the MWM
correlated negatively with low 5-HT release in prena-
tally stressed rats.

NA content and release
in the dorsal hippocampus

Baseline NA content was significantly lower in
the dorsal hippocampus of prenatally stressed an-
imals, compared to controls. During learning and
memory tests, NA content decreased significantly in
the control subjects, with respect to baseline levels
(F,=32.44; P=0.0010). In contrast, no changes in NA
content were observed in prenatally stressed males
after learning, short- and long-term memory (Fig. 6).

Baseline release of NA in the dorsal hippocampus
was lower in prenatally stressed rats compared to
controls. After learning and memory tests, NA release
increased significantly in control rats with respect to

NA (ng 10pL)

§ E &8 § ¢ 3

13
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Fig 6. NA content in the dorsal hippocampus of control and prenastally
stressed animals. NA content was significantly lower In prenatally
stressed males compared with control in baseline conditions and on
day 13 (long-term memaory), when NA content increased in control rats,
No changes in dorsal hippotampus NA were observed in prenatally
stressed rats. Data shown as Mean = S.EM. Two.way ANOVA, p=0.0004.
* p=0.003 compared to baseline control; 7 p=0.003 compared to each
day control. Control group: n=10, each day. Prenatally stressed males:
n=10 each day

5-HT and NA release In prenatally stressed males

baseline levels (F.4~60.88; P=0.0001), but not in prena-
tally stressed rats, in which no change in NA release
was observed, neither after learning nor after memo-
ry tests (Fig. 7).

The release of NA in the control group correlat-
ed negatively with arrival latencies in the long-term
memory test (r=-0.9121, P=0.01). On the other hand,
arrival latencies in prenatally stressed rats in the
MWM correlated negatively with the release of NA
(r=-0.9361, P=0.01). In a similar way to 5-HT, corticos-
terone concentrations correlated negatively with NA
release, both on learning days (r=-0.9961, P~0.001) and
on long-term memory days (r=-0.9999, =0.001).

Corticosterone levels

Baseline serum corticosterone concentrations in
prenatally stressed animals were significantly higher
than those in the control animals. After learning and
memory tests in the MWM, corticosterone levels in-
creased significantly in both groups, but were higher
in prenatally stressed animals [F,,~19.48; P=0.0001]
(Fig. 8). High corticosterone levels in prenatally
stressed males correlated positively with their arriv-
al latencies in the MWM on days 1 and 13 (r-0.9754,
P=0.01; r=0.8904, P=0.001, respectively).

Basetno 1 4 L 12
Days
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FAg. 7. NA release In the dorsal hippocampus, baseline and after
the MWM. NA release in control males was higher both in baseline
conditions and after learning (days 1 and 4) and memory (days 7 and
13) tests, NA release in prenatally stressed rats did not change with
spatial learning and memory tests. Data shown as Mean £ S.EM.
Two-way ANOVA. * p=0.019 compared 1o baseline control, *p=0.006
compared to baseline of prenatal stress group. Control group: n=10,
each day, Prenatally stressed males: n=10 each day.
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Fig. B. Serum corticosterone concentrations In control and prenatally
stressed {PS) male offspring. Baseline corticasterone concentrations i the
prenatally stressed group were higher than those in the control animals.
Higher corticosterone levels were cbserved before and after lesrming (days
1 and 4) and lorg-term memory (day 13) In prenatally stressed males.
Data shown as Mean £ SEEM. Two-way ANOVA, * p=0.0003 compared
with baseline control group; “p=0.002 compared with the control group of
each day, *p=0.001 compared 1o baselne of prenatal stress group. Control
group: n=10, each day. Prenatally stressed males: n=10 each day.

DISCUSSION

The results of this study show that cognitive defi-
ciencies in spatial learning and memory, caused by pre-
natal stress, are related to a decrease in 5-HT and NA
release.

Low weight gain observed in pregnant stressed fe-
males is consistent with other reports, despite differ-
ences in the stress method used (Amugongo and Hlusko,
2014; Van den Hove et al., 2014; Franko et al, 2017). This
can be explained by CRH release during the stress re-
sponse, which also has anorexic effects, decreasing food
intake in stressed rats (Carr, 2002; Gonzélez-Jiménez
and Schmidt Rio-valle, 2012). CRH mediates the effects
of leptin, which also increases by cold water immersion
stress (Konishi et al., 2006) and, together with insulin,
they reduce food intake and increase energy expendi-
ture (Gonzélez-Jiménez and Schmidt Rio-Valle, 2012).

The decreased body weight at birth observed in pre-
natally stressed rats differs from other studies (Abe et
al, 2007; Zohar and Weinstock, 2011; Amugongo and
Hlusko, 2014), which did not find changes in offspring
weight. The differences could be explained by the type
of stressor used. Low birth weight can be due to ma-
ternal glucocorticoids released during stress, as was
demonstrated by the administration of dexamethasone
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during the last third of gestation (Welberg et al., 2001).
The increased concentration of maternal glucocorti-
coids could alter glucose transport to fetuses, as pre-
natal stress causes a decrease in the expression of pla-
cental GLUT1, GLUT3 and GLUT4 glucose transporters
(Knipp et al., 1999; Mairesse et al., 2007; 0'Donnel et al.,
2009), thus resulting in low birth weight.

Concerning spatial learning and memory, the re-
sults of this study confirm that prenatal stress has
deleterious effects, shown by longer arrival latencies.
These results are consistent with other studies in
which higher arrival latencies are observed in prena-
tally stressed male rats (Szuran et al., 2000; Weinstock,
2008; Modir et al., 2014). Other studies however, report
decreased escape latencies in the MWM (Aleksandrov
et al, 2001; Zuena et al., 2008) or no differences in spa-
tial learning performance (Hayashi et al, 1998). The
different results can be explained by the type of stress-
or used during pregnancy. In this study, cold water
immersion stress was used, which has been proven to
cause a more intense hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis response when applied acute or chronical-
ly, inducing prolonged activation of the adrenal axis in
comparison with other stressors (Retana-Mdrquez et
al, 2003). Immersion in cold water induces very high
(more than 200%) concentrations of maternal glucocor-
ticoids (Guerrero et al, 2016; Garcla-Vargas et al., 2019).
High concentrations of maternal corticosterone cause
neuronal degeneration in the hippocampus (Sousa et
al., 2000) and induce the loss of hippocampal neurons
(zhu et al., 2004), disrupt fetal hippocampus develop-
ment as well as neurogenesis in adult life in males and
females (Guerrero et al., 2016), retraction and atrophy
of dendrites in the CA3 pyramidal neurons of the hip-
pocampus (Conrad, 2006; Hosseini-Sharifabad and Had-
inedoushan, 2007), leading to cognitive deficiencies in
adulthood (Luine et al., 1994; Sunanda et al, 2000). In
addition to the above evidence, the results of the pres-
ent study show that prenatal stress also alters 5-HT and
NA during cognitive processes.

Baseline 5-HT and its metabolite (5-HIAA) content
in the dorsal hippocampus were similar in control
and in prenatally stressed rats. These results differ
from other studies, in which prenatally stressed rats
had lower 5-HT content compared to control animals
(Hayashi et al, 1998; Soares-Cunha et al., 2018). This
might be due to differences in the type of stressor
used (crowding and saline injection, chronic unpre-
dictable mild stress vs. immersion in cold water in the
present study), activating the HPA axis differently,
causing different maternal corticosteroid release, 60
ng/mL (Soares-Cunha et al., 2018) vs. 600 ng/mL by
immersion in cold water (Guerrero et al, 2016) in the
dark phase of cycle. Another important difference is
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the age of rats at which 5-HT was evaluated: 3 weeks
or 2 months in those studies, 3 months in the present
study. Possibly, 5-HT turnover rate differs with age,
which remains to be proven. The results of this work
agree with those observed in studies in which prenatal
dexamethasone exposure did not modiy 5-HT content
with respect to controls at 3 months of age (Muneo-
ka et al., 1997), despite the fact that 5-HT and its me-
tabolite were quantified in the whole hippocampus,
and not in the dorsal hippocampus, which has been
directly related to cognitive processes (Bannerman
et al.,, 2004; Tanti and Belzung, 2013; Lee and Kess-
ner, 2003; Eichenbaum, 2000). This evidence supports
the idea that increased glucocorticoid levels during
pregnancy could directly influence the development
of central noradrenergic and serotonergic systems
{Muneoka et al., 1997). Despite similarities in baseline
content of 5-HT and 5-HIAA in both groups, baseline
5-HT release in the dorsal hippocampus of prenatal-
ly stressed rats was significantly lower than in con-
trol rats. In addition, baseline extracellular 5-HIAA
was higher than 5-HT in prenatally stressed rats, in-
dicating that 5-HT is metabolized to a greater degree
in prenatally stressed animals. The decrease of 5-HT
and its metabolite content in hippocampal homoge-
nates of control and prenatally stressed males sug-
gests the release of 5-HT in the dorsal hippocampus
of both groups in response to the cognitive tests. This
was confirmed by microdialysis data. During learn-
ing, short- and long-term memory, 5-HT release and
its metabolite increased in control rats. In compari-
son, 5-HT was released in the dorsal hippocampus of
prenatally stressed males, although to a lesser degree
than in controls. The low extracellular concentrations
of the metabolite in dialysates of prenatally stressed
males suggest that 5-HT could have been recaptured,
instead of metabolized. Probably, the hippocampal se-
rotonin transporter is increased in prenatally stressed
in rats, as has been reported for prenatally stressed
rats (Belay et al., 2011) and mice (Bielas et al., 2014).
These data support the notion that the release of 5-HT
in the dorsal hippocampus is important for learning
processes and spatial memory. In prenatally stressed
rats, low 5-HT release at baseline and during learn-
ing and memory tests, indicates that deficiencies in
spatial cognitive performance are related to low 5-HT
release, as indicated by correlation tests. These re-
sults are consistent with those reported in other stud-
ies, in which pharmacologically induced 5-HT release
improves spatial memory (Glikmann-johnston et al.,
2015), while decreased release impairs it (Kuypers and
Ramaekers, 2015).

Regarding NA, lower baseline content in the dorsal
hippocampus of prenatally stressed rats was observed.
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These results are similar to those obtained in rats
from mothers in which dexamethasone was adminis-
tered during pregnancy, showing lower levels of NA in
the hippocampus (Muencka et al.,, 1997). These alter-
ations can be related to high maternal corticosterone
release during maternal stress (Guerrero et al., 2016;
Garcfa-Vargas et al., 2019), which can disrupt norad-
renergic neurons in the dorsal hippocampus of fetal
brains, leading to cognitive deficits in adulthood (Mu-
neoka et al., 1997). The low content of NA observed in
prenatally stressed rats at baseline, as well as during
learning and spatial memory tests was related to its
low release in the dorsal hippocampus, as microdialysis
results showed. The increase in NA content on day 13
aside from its high release in control males could be due
to the fact that NA facilitates long term potentiation
(LTP) modulating synaptic plasticity (Palacios-Filardo
and Mellor, 2019) and memory retrieval (Murchinson et
al., 2004), mainly through the signaling of the adrener-
gic receptor B1 (Schimanski et al., 2007; Grigoryan and
Segal, 2016). NA enhances NMDA and AMPA glutama-
tergic receptor phosphorylation by PXA, thus modulat-
ing LTP (Palacios-Filardo and Mellor, 2019) .

NA release correlated negatively with corticoste-
rone during learning and memory processes. These
data indicate that, in addition to 5-HT, NA release is
also important for learning and memory processes, as
the correlation between NA release and escape laten-
cies during learning and memory tests shows. As far as
we know, this is the first study showing that cognitive
spatial deficiencies caused by prenatal stress are relat-
ed to low 5-HT and NA release.

The higher baseline levels of corticosterone, as well
as the higher response of HPA axis to MWM observed in
prenatally stressed rats could contribute to alterations
in the serotonergic and noradrenergic systems in the
dorsal hippocampus, since both the MR, involved in
baseline regulation of glucocorticoids (de Kloet et al.,
2005; Seckl, 2007; Lupien et al., 2009) and the GR, relat-
ed to the attenuation of the stress response (Groene-
weg et al., 2012) are present in the hippocampus, which
may interfere with acquisition and consolidation of in-
formation, reflecting low cognitive performance (1shi-
wata et al, 2005; Guerrero et al, 2016).

CONCLUSIONS

Deficiencies in learning, short- and long-term spatial
memory in adult prenatally stressed males are related
to decreased 5-HT and NA release in the dorsal hippo-
campus. The high baseline levels of corticosterone, and
the higher response of adrenal axis to MWM can con-
tribute to cognitive deficits caused by prenatal stress.
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