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Resumen

El aprendizaje de tipo espacial y la estimulacion posnatal incrementan la
neurogénesis en el giro dentado (GD) del hipocampo. Por el contrario, el estrés
prenatal (EP) causa disminucion en la proliferacion de las células granulares en esa
estructura cerebral. En este trabajo se evalu6 el efecto de la estimulacion tactil
postnatal (EST), aplicada desde el nacimiento hasta la edad adulta (3 meses), sobre
el desempefio cognitivo y la neurogénesis hipocampal (sobrevivencia y diferenciacién)
en ratas adultas de ambos sexos estresadas prenatalmente. Asimismo se evalué la
respuesta del eje adrenal a la exposicién al laberinto acuatico de Morris (LAM). EI EP
por inmersion en agua fria se aplicé en el ultimo tercio de la gestacion (dia 15 a 21 de
gestacion). A la edad de tres meses, se evalud la capacidad cognitiva de los animales
en el LAM, asi como la neurogénesis en el hipocampo. Los resultados mostraron que
las latencias de escape de las hembras y de los machos con EP fueron mayores en
comparacién al grupo de animales control (CON). En las hembras con EP la
sobrevivencia celular en el GD aumenté. Las concentraciones de corticosterona
(CORT) al final de las pruebas en el LAM fueron mayores en las ratas EP de ambos
sexos. La EST disminuyd las latencias de escape en los animales EP y caus6 aumento
en el nimero de neuronas nuevas en el GD. Asimismo, las concentraciones de CORT
de los animales con EP mas EST fueron similares a los CON. En los animales CON,
la EST causo6 disminucion en la sobrevivencia de las células nuevas en el GD de
hembras y machos, pero incrementdé el porcentaje de células nuevas que se
diferenciaron a neuronas y mejoré el desempefio en el LAM. Estos resultados

muestran que la EST de largo plazo en los animales EP puede prevenir las deficiencias
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en el aprendizaje en la etapa adulta debido probablemente al incremento en el nimero
de neuronas nuevas en el GD y a la disminucion de la reactividad del eje adrenal al

estimulo del LAM.
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Abstract

Neurogenesis in the dentate gyrus (DG) of the hippocampus is increased by
spatial learning and postnatal stimulation. Conversely, prenatal stress (PS) produces a
decrease in the proliferation of hippocampal granular cells. This work evaluated the
effect of postnatal tactile stimulation (PTS), when applied from birth to adulthood (3
months old), on cognitive performance and hippocampal neurogenesis (survival and
differentiation) in both genders prenatally stressed. Also we evaluated the adrenal
response after the animals performed the Morris water maze test (MWM)) was also
analyzed. PS by immersion in cold water was provided the last third of gestation (days
15 through 21). Hippocampal neurogenesis and cognitive performance in the MWM
were assessed in rats of three months of age. Results showed that escape latencies of
both female and male PS rats were longer when they were compared with the control
group (CON). DG cell survival increased in the PS female rats. Corticosterone (CORT)
concentrations were significantly higher in the male and female PS rats after MWM
training. PTS decrease escape latencies and increased the number of new neurons in
the DG of PS animals. CORT concentrations were similar to those in CON. In CON,
PTS diminished DG cell survival but increased differentiation to neurons and reduced
latency in the MWM. These results show that long-term PTS in PS animals might
prevent learning deficits in adults through increase in the number of DG new neurons

and decrease of the reactivity of the adrenal axis to MWM training.
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ABREVIATURAS
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1.Introduccioén

1.1. Definicidn de estrés

La vida existe gracias al mantenimiento de un equilibrio dinamico y complejo
conocido como homeostasis que es constantemente amenazada por fuerzas adversas
de naturaleza intrinsecas o extrinsecas y de caracteristicas impredecibles e/o
incontrolables (1, 2). Las fuerzas adversas son conocidas como “estresores” y la
‘respuesta de estrés” es la reaccion del organismo dirigida a reestablecer la
homeostasis (3). Fisiologicamente, la respuesta de estrés se caracteriza por la
ausencia de una respuesta anticipatoria (situacion impredecible) asi como por una baja
recuperacion después de la reaccion neuroendocrina (situacién incontrolable) (2). Por
otro lado, los organismos pueden cambiar los niveles de referencia de sus mecanismos
homeostéticos y de esta forma pueden responder a eventos tales como cambios
circadicos o estacionales. Esto se conoce como alostasis, que significa “alcanzar la
estabilidad a través del cambio”, y no pretende remplazar al término homeostasis (4,
5). La alostasis por tanto, permite que los organismos puedan hacer frente a las

condiciones cambiantes del medio donde viven.

La respuesta de estrés depende del tipo de estresor (fisico o emocional), de la
intensidad (leve, medio e intenso) de la duracién (agudo, de minutos a horas y cronico,
de dias a afios), de la frecuencia (nUmero de exposiciones al estresor); asi como del
estado y constitucion fisica del organismo (2, 6). Los estresores fisicos incluyen las

alteraciones del medio interno (anoxia, hipoglucemia, etc.), los externos son el calor o
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el frio extremos, y los multifacéticos son los que incluyen los estimulos nocivos y la
tension fisica, tales como el ejercicio o las lesiones fisicas y las enfermedades. Los
estresores psicolégicos son estimulos que afectan las emociones y pueden producir
ansiedad o frustracion. Asimismo, diferentes tipos de estresores pueden mezclarse y

actuar en combinacion (mixtos) (7).
1.2. Larespuesta de estrés

El estrés se ha definido como un estado de homeostasis alterada, en la que el
organismo responde activando una serie de respuestas adaptativas centrales y
periféricas conocida como respuesta de estrés (3, 7, 8). Durante la respuesta
adaptativa al estrés se reciben y se integran diversas sefiales cognitivas, emocionales,
neurosensoriales periféricas que llegan a través de diferentes vias (8). La activacion
del sistema de estrés lleva a cambios conductuales como activacion de la atencion
selectiva, euforia o disforia, incremento en la analgesia, supresion del apetito y de la
conducta reproductiva y fisicos tales como el re-direccionamiento del oxigeno y
nutrientes hacia el sistema nervioso central (SNC) y sitios estresados del cuerpo
(6rganos o tejidos que estan comprometidos durante y/o por la exposicion al estresor),
incremento de la presion sanguinea, aumento en el ritmo cardiaco, incremento en la
tasa respiratoria, incremento en la gluconeogénesis y lipdlisis, inhibicion del
crecimiento, la reproduccion, la digestion y de la estimulacion en la motilidad del colon.
Estos cambios son adaptativos, de corta duracion y aumentan las probabilidades de

supervivencia del individuo (8).
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1.2.1. Efectores de larespuesta de estrés

La respuesta de estrés se da a través del sistema de estrés, el cual tiene
componentes del SNC y en érganos periféricos (8-10). Los componentes centrales
estan localizados en el hipotalamo y en el tallo cerebral. En el nucleo paraventricular
(PVN) del hipotdlamo se encuentran las neuronas parvocelulares, donde se realiza la
biosintesis de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de la hormona arginina-
vasopresina (AVP). Asimismo, se biosintetiza CRH en neuronas de los nucleos
paragigantocelular y parabraquial de la unién ponto-mesencefalica del bulbo raquideo.
También incluye al sistema Locus Coeruleus/Noradrenalina (LC/NA) que participa con
la liberacion de noradrenalina durante la respuesta de éstres. Los componentes
periféricos del sistema de estrés incluyen a los miembros periféricos del eje
hipotalamo-hipodfisis-adrenal (HHA); las eferencias del sistema simpatico-

adrenomedular (8-10) (Fig. 1).
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Sistema de Estrés

Sistema Nervioso Simpatico
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¢
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LipGlisis

Fig. 1. Esquema de los componentes de la respuesta de estrés. Modificado de
http://victorgrupo5.blogspot.mx/2014/03/eje-hipotalamo-hipofisis-suprarrenal.html.

1.2.2. Sistema nervioso auténomo

El sistema nervioso autbnomo responde rapidamente a los estresores y controla
un amplio rango de funciones como son las cardiovasculares, respiratorias,
gastrointestinales, renales y enddcrinas. Cuando el sistema Locus Coeruleus-sistema
nervioso simpatico (LC-SNS) se activa durante la exposicion a un estresor se la libera
NA desde una densa red neuronal a través de todo el cerebro (corteza cerebral,

sistema limbico, hipotdlamo y tallo cerebral) que aumenta el estado de excitacion, de
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vigilancia y de ansiedad (7, 11). El sistema LC-SNS estimula la secrecion de adrenalina
y NA desde la médula suprarrenal, asi como la liberacion de NA en las terminales
nerviosas simpaticas, que ocasionan el aumento de la frecuencia respiratoria y
cardiaca, asi como la movilizacion de glucosa hepatica para hacer frente a la demanda
energética que impone la respuesta inmediata a los estresores (12-14). La epinefrina
en el cerebro funciona como un sistema general de alarma que disminuye las
funciones neurovegetativas, tales como comer y dormir, también contribuyen a
incrementar las respuestas autonémicas y neuroendocrinas al estrés, incluyendo la

activacion del eje HHA (1, 15).
1.2.3. Eje hipotalamo-hipo6fisis-adrenal

El eje HHA consta de tres estructuras: el hipotalamo, la hipdfisis y las glandulas
suprarrenales. Del hipotalamo se secreta la CRH que es el principal regulador del eje
HHA. La CRH es un péptido de 41 aminoéacidos que se sintetiza y se libera de las
neuronas parvocelulares del PVN del hipotalamo hacia el sistema porta-hipofisiario
(16) y estimula la secrecién de la hormona adenocorticotropa (ACTH) desde la hipdfisis
anterior. La AVP actla en sinergia con la CRH, pero su actividad como secretagogo
de la ACTH es mucho menor (8, 17). En situaciones no estresantes, la CRH y la AVP
son secretadas en un ritmo circadico, pulsatil y altamente coordinado (18) pero durante
el estrés agudo se incrementa la amplitud y sincronizacion de la liberacion pulsatil de
la CRH y de la AVP hacia el sistema porta-hipofisiario. Los estimulos como las
emociones y los cambios en la presidbn sanguinea experimentados durante la

respuesta de estrés afectan la secrecion de la CRH. La presion sanguinea es regulada
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por receptores en el seno carotideo, el arco aortico, las principales venas toracicas y
ambas auriculas. Cuando la presion se incrementa, los pulsos que se originan de esos
receptores viajan hacia el nacleo del tracto solitario y luego al PVN, donde la secrecion
de CRH es inhibida. Inversamente, la secrecion de CRH se incrementa cuando la
presidn sanguinea disminuye. Esto Ultimo ha sido asociado con una disminucion de
los impulsos que llegan del PVN via del nacleo del tracto solitario (1, 7, 19). Asimismo,
varios sistemas de neurotransmision regulan la liberacién de la CRH. La adrenalina, la
noradrenalina, la acetilcolina y la serotonina estimulan la liberacion de la CRH,
mientras que el acido gama-aminobutirico (GABA), el sistema de péptidos opioides, la

ACTH y los glucocorticoides (GC) inhiben su liberacion (1, 7).

La CRH estimula la sintesis y secrecion de la ACTH en los corticotropos
adenohipofisiarios a partir de la pro-hormona Proopiomelanocortina (POMC), a través
de la unién a receptores especificos en esas células (20, 21). La ACTH liberada al
torrente sanguineo se une a receptores de alta afinidad, localizados en la membrana
de las células de la corteza suprarrenal, donde estimula la sintesis y liberacion de los

GC (8, 22, 23).

Los GC (cortisol en humanos y corticosterona en la rata) son hormonas de
naturaleza esteroidea sintetizadas a partir del colesterol en la zona fasciculata y
reticularis de la corteza suprarrenal (24), que posteriormente son liberados a la
circulacion y son los efectores finales del eje HHA (25). Una alta proporcion, casi el
95% de la corticosterona (CORT) circula unida a una alfa globulina llamada

transcortina o globulina unidora de corticosteroides (CBG). La fraccion de CORT unida
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es fisiologicamente inactiva y la fraccion libre en el plasma es la hormona con actividad
bioldgica; asimismo la fraccion libre es la que ejerce los efectos de retroalimentacion

negativa sobre la liberacion de la CRH y la ACTH (7, 26).

Los GC tienen un papel importante en la regulacion de la actividad basal del eje
HHA, asi como en la terminacion de la respuesta de estrés ya que actian sobre centros
extrahipotalamicos, en el hipotdlamo y en la hipofisis (8). La retroalimentacion negativa
de los GC sobre la secrecion de las hormonas CRH y ACTH sirve para limitar la
duracion de la exposicion de los tejidos del organismo a la accion de los GC, asi se
minimizan los efectos catabdlicos, lipogénicos, antireproductivos e inmunosupresivos

de esas hormonas (8).

Las acciones de la CORT en el cerebro estan mediadas por los receptores para
mieralocorticoides (MRS) o receptores tipo | y los receptores para glucocorticoides (GRS)
0 receptores tipo Il (7, 23, 27-29). En el cerebro los receptores tipo | se encuentran
principalmente en las neuronas del hipocampo y del septum, pertenecientes al sistema
limbico (23, 30). Estos receptores participan en la modulacion de la respuesta a los
estimulos ambientales y emocionales (miedo, ansiedad, etc.). Los receptores tipo | tienen
una alta afinidad por la CORT, aproximadamente de 10 veces mas alta que la de los
receptores tipo Il colocalizados. Los tipo | en el hipocampo responden fuertemente a la
CORT (23). Las bajas concentraciones de CORT activan a los receptores tipo I, ésta se
suma a la de los receptores tipo Il que es ocasionada por las altas concentraciones de

CORT teniendo como consecuencia profundos cambios en la integridad y en la funcion
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neuronal (31-34), a su vez esta asociado con cambios en la regulacién neuroendocrina

y en la conducta (23, 35).

Los receptores tipo Il estan presentes en altas concentraciones en el hipotalamo,
particularmente en las neuronas que liberan CRH y en areas del cerebro que contienen
POMC, como es el hipocampo, el septum lateral, la amigdala y el nucleo del tracto
solitario (7, 30). Durante el estrés, la ocupacion de los receptores tipo | cambia
minimamente, mientras que la de los receptores tipo Il cambia considerablemente (7,
29). Los GC ejercen un circuito de retroalimentacion negativa para terminar la liberacion
de la ACTH en respuesta al estrés y tienen efectos a largo plazo sobre el comportamiento
adaptativo, presumiblemente por la via de los receptores tipo Il (7). La reduccién de los
receptores tipo Il esta asociada con la disminucion de la accion de retroalimentacion
negativa de los GC, que pueden resultar en la elevacion persistente de las
concentraciones de los mismos en el plasma por efecto del estrés. Adicionalmente, la
persistente elevacion de las concentraciones circulantes de GC ocasiona que las
neuronas hipocampales sean vulnerables a su accidén toxica con una consecuente

degeneracion y muerte de las mismas (7, 36, 37).
1.3. Hipocampo y neurogénesis

El hipocampo es una estructura del I6bulo temporal medial del cerebro, rico en
receptores para CORT (tipo | y tipo Il) como se mencion6é con anterioridad y es un
componente esencial de las vias neurales que median la respuesta de estrés, a su vez,

es esencial para el aprendizaje y la formacion de la memoria (38, 39). La formacion
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hipocampal comprende el giro dentado (GD), donde se alinean las células granulares, el
Cuerno de Ammoén, formado por neuronas piramidales y sus proyecciones alineadas en
una sola capa y se subdivide en 1, 2, 3y 4 (CA1, CA2, CA3, CA4), el complejo subicular
y la corteza entorrinal (Fig. 2). Se ha demostrado que el GD de los machos es mas grande
que el de las hembras, esto se ha relacionado a un mayor nimero de células granulares
(38). Las diferencias del hipocampo entre sexos inician en el dia 27 de vida posnatal y
es el resultado de la accion de la testosterona durante la gestacion (39, 40). En la vida
posnatal, las hormonas sexuales juegan un papel importante en el nimero de
ramificaciones dendriticas (39, 41, 42). Se ha reportado que en la region CA1L, el numero
total de neuronas es menor en las hembras que en los machos, pero no hay diferencias
en el tamafo de los arboles dendriticos. Durante la etapa adulta, el nUmero de neuronas
de la region CA3, asi como el largo de las espinas dendriticas y la complejidad en sus

ramificaciones son mayores en las hembras que en los machos (39, 43).
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Fig. 2. Esquema del hipocampo adulto donde se muestran los circuitos de conexion entre las
regiones hipocampales y otras estructuras cerebrales. “La tradicional via excitatoria trisinaptica
(Corteza entorrinal (CE)-giro dentado (GD)-CA3-CA1-CE) es descrita por las flechas de colores
(flecha azul: via perforante; flecha naranja: via de fibras musgosas; flecha verde: colaterales de
Schaffer; flecha roja; proyecciones de CAl a la CE). Abreviaturas: CE: corteza entorrinal; GD:
giro dentado; Sub: subiculum” Tomado de (44) pag. 22.

En la zona subgranular (ZSG) del GD existen células pluripotenciales que
participan en el proceso de neurogénesis durante la etapa adulta (39, 45). En los
roedores, el pico de génesis de las células granulares del GD se presenta durante la
primera semana de vida posnatal y algunas conservan la capacidad de dividirse (células
pluripotenciales). La neurogénesis tiene tres etapas caracterizadas por diferentes
estados morfologicos de las células: proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion (46,
47). Durante la proliferacién las células pluripotenciales parecidas a la glia radial y con

propiedades de los astrocitos (48) inician la actividad mitotica que dan lugar a dos células

hijas (Tipo 1). Las células Tipo 1 pueden ser identificadas con el marcador de sintesis de
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ADN 57-2"bromodeoxiuridina (BrdU), el cual permanece en la célula (49). Las células
Tipo 1 cambian a células Tipo 2 (a y b) y se pueden identificar gracias a una proteina
llamada nestina. Las células Tipo 2 presentan un nucleo de forma irregular con la
cromatina condensada y tienen procesos neuriticos cortos y rechonchos orientados a la
ZSG (46). Durante esa transicion, las células multipotenciales pueden diferenciarse a
neuronal o glia (46). Las células Tipo 2b y 3 expresan la proteina doblecortina (DCX),
misma que se une a los microtubulos y sirve como marcador de neuronas inmaduras.
Las células Tipo 3 son positivas a DCX pero negativas a la nestina y conservan la
capacidad de dividirse. Estas células tienen una posicion horizontal, similar a la Tipo 2,
pero con procesos neuriticos largos y nucleo redondeado; algunas veces se encuentra
en posicion vertical y pueden presentar prolongaciones neuriticas que cruzan la zona
granular del GD (46). El estado Tipo 3 comprende la transicion de las células
pluripotenciales, que tienen la capacidad de proliferar a un estado postmitético de
neurona inmadura (46, 50). Las neuronas inmaduras expresan la proteina unida al calcio
calretinina, Prox 1 y el marcador postmitotico NeuN (46) y migran radialmente dentro de
la capa granular, pero éste desplazamiento es limitado (Fig. 3). La mayoria de las nuevas
células se mantienen en la ZSG y en la tercera capa de células granulares y muy pocas
salen de esa posicion, pueden permanecer ahi hasta la fase final de diferenciacion donde

tienen prolongaciones neuriticas hacia la zona granular y a CA3 (46, 49).
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Fig. 3. Esquematizacion del proceso de neurogénesis en el GD del hipocampo adulto y de alguno
de los marcadores utilizados para identificar los diferentes estadios de las células nuevas.
Modificado de Olivares Hernandez et al., 2015.

La regulacién de la neurogénesis responde a factores internos y externos. Los
factores internos son el nicho, los neurotransmisores, las hormonas, los factores de
crecimiento, el contacto célula-célula, los componentes de la matriz extracelular, entre
otros y los factores externos son el estrés, la actividad fisica, el aprendizaje, la
estimulacion tactil, etc (46, 47). El estrés, especialmente el distrés (estrés negativo),
ocasiona la disminucion en la proliferacion de las células pluripotenciales (47, 51). De
forma opuesta, el aprendizaje y los ambientes enriquecidos incrementan la proliferacion
y la sobrevivencia de las células nuevas (46, 52). También existen diferencias en la
neurogénesis asociadas al sexo del individuo. Se ha reportado que las hembras

producen mas células granulares que los machos y, sin embargo, tienen mayores nivel
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de GC circulantes en sangre (52, 53). Lo anterior prueba que entre sexos, existen

diferencias en los mecanismos que regulan la produccién de neuronas granulares.
1.4. Hipocampo y los procesos de aprendizaje y memoria espacial

El hipocampo forma parte del sistema limbico-cognitivo, que es una red integrada
implicada en los procesos de aprendizaje y memoria, de atencion, estados de motivacion
y emocion (54). Se ha reportado que el hipocampo (area CA 3 principalmente) participa
en la formacién de la memoria declarativa (o explicita) en humanos; en los roedores, ésta
estructura esta implicada en la formacién de la memoria de tipo espacial (o relacional)
(55, 56). La estructura del GD también recibe mdultiples entradas sensoriales
provenientes tanto de regiones corticales como subcorticales. La mayor entrada de
informacion llega de la via perforante que proviene de la capa 2 de la corteza entorrinal,
ésta se divide en la via perforante medial, la cual procesa la informacion espacial y el
componente lateral, que procesa la informacion no espacial (54). EI GD también recibe
entradas de regiones subcorticales como son el septum, la region supramamilar, el
hipotalamo posterior y de varios nucleos monoaminérgicos del tronco cerebral (locus
coeruleus, nacleos del rafe, area tegmental ventral, etc) (54). A diferencia de toda la
diversidad de entradas de informacion a hacia el GD, este ultimo solo tiene proyecciones
hacia CA3; caracteristica que mantiene bajo control el flujo de la informacion dentro del
hipocampo (54) (Fig. 2). El GD se activa durante el aprendizaje y en particular cuando
los animales dominan la tarea (57-59). Adicionalmente, se activa cuando los animales
recuperan la informacion durante una sesion realizada 5 dias después de la fase de

entrenamiento (54, 58). Un papel importante de la via GD-CA3 ha sido demostrada para
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la adquisicion y consolidacion de la memoria espacial en estudios donde se uso el

laberinto acuatico (60, 61).

Asimismo, la neurogénesis juega un papel importante en el aprendizaje y la
memoria. Para entender esta relacion, se cre6 un modelo en el que se interrumpe de
manera selectiva la neurogénesis hipocampal por medio de la sobreexpresion de la
proteina pro-apoptética Bax, con ayuda de la administraciéon de doxiciclina (62). La
administracion de este compuesto causo deterioro de la adquisicion de la memoria de
referencia espacial en la prueba del laberinto acuatico. Asi se corroboro que neuronas
nuevas son requeridas para establecer la relacidon entre las pistas espaciales y de esta
forma navegar a través del espacio. Adicionalmente se observaron deficiencias en los
animales entrenados en salir desde el mismo punto de partida hacia la plataforma
escondida cuando fueron colocados en un nuevo punto de partida. Asi, la interrupcion
de la neurogénesis deteriora la habilidad de usar la informacion almacenada en una
nueva situacion, indicando que las nuevas neuronas participan en la expresion de la

flexibilidad de la memoria (54, 63) (Fig. 3).

1.5. Estimulacion Posnatal

Al final de los afios 50°s se describieron los efectos de la estimulacién posnatal;
también llamada manipulacion temprana o neonatal (64-67). Se ha reportado que la
estimulacién repetitiva en la primera etapa de la vida posnatal mejora el desarrollo del
sistema neuroendocrino e incrementa la capacidad para tratar con eventos estresantes

en etapas posteriores del desarrollo (68, 69). La estimulacién posnatal consiste en al
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menos tres diferentes tipos de manipulaciones: La separacion materna breve (hasta 15
min), la estimulacién tactil (aplicada por el experimentador) y los ambientes enriquecidos
(exposicion a diferentes estimulos olfatorios y visuales) (70). Se han propuesto
mecanismos por los cuales la estimulacion posnatal afecta el desarrollo de los individuos.
Durante la separacion materna las crias experimentan cambios fisioldgicos ocasionados
por la hipotermia (71) y se suman a los cambios de la conducta materna (lamer, acicalar
y cubrir las crias) (72). En la exposicion a los ambientes enriquecidos existe el aumento
de las interacciones sociales y con estimulos no sociales que ocasiona modificaciones

neuronales y conductuales en los individuos (65).

La estimulacion posnatal modifica estructuralmente al SNC y se ha observado que
en los animales estimulados se incrementa el peso total del cerebro (73), aumenta el
grosor de la corteza cerebral (65, 74) y aumenta la densidad neuronal, las sinapsis y las
ramificaciones dendriticas del hipocampo (65, 75-77). También se ha observado que
reduce el numero de neuronas en el Locus Coeruleus (78), en el nlcleo paraventricular
del hipotalamo (79, 80) y en el area predptica medial (81). Asimismo, la descendencia
presenta modificaciones en la conducta, como son la disminucién del miedo frente a
situaciones novedosas y/o aversivas. También disminuye la respuesta de estrés
ocasionada por diferentes estresores (82-84). La rapida finalizacion de la respuesta de
estrés en los animales estimulados posnatalmente es debida al incremento en la
retroalimentacion negativa ocasionada por el aumento en el nimero de receptores de
GC en el hipocampo (85). Asimismo, los animales de ambos sexos estimulados

posnatalmente presentaron incremento de la memoria espacial y no espacial (70, 86,
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87). El incremento en el aprendizaje y la memoria espacial se ha relacionado con el
aumento de la LTP (88), de la sinaptogénesis, de la expresion del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BNDF), de las sinapsis colinérgicas y del nimero de receptores

NMDA en el hipocampo (89-91).

2. Antecedentes

2.1. Estrés en la vida prenatal

La vida prenatal es un periodo de alta plasticidad cerebral, especialmente del
sistema de estrés que es particularmente sensible a los estresores. De esta forma, los
eventos que ocurren en la vida temprana, como la exposicibn a concentraciones
anormales de hormonas maternas y/o a la conducta materna alterada (disminucion en el
acicalamiento y alimentacién) pueden influir en la integridad del eje HHA y de su

capacidad de respuesta a las situaciones estresantes en la vida posnatal (92).

En los humanos, durante la gestacion, el estrés materno causado por desastres
naturales o de origen humano, como son, las tensiones interpersonales crénicas, las
condiciones adversas en el hogar y/o en el trabajo, se han relacionado con el incremento
en la incidencia de desordenes conductuales observados en nifios y adultos (93, 94). En
los nifios, el estrés prenatal (EP) se ha asociado con el deterioro de la actividad
intelectual y el desarrollo del lenguaje (95-97), el autismo (98, 99) y el déficit de atencion
e hiperactividad (100, 101). En los adultos el EP se relaciona con la esquizofrenia (102)

y la depresion (103), asi como con la hipertension, la diabetes tipo 2 y la enfermedad
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isquémica cardiaca (104). En modelos animales de EP, se ha observado en las crias, el
aumento en la conducta ansiosa (94, 105), en la latencia para iniciar la conducta de juego
(106) y la disminucién en el aprendizaje y la memoria (94, 107, 108), asi como déficit de

atencion (94, 109).

En modelos animales experimentales, como por ejemplo en la rata, se observo
gue el estrés prenatal experimentado desde el dia 14 al 21 de gestacién ocasiona el
incremento de la CORT materna en la circulacion fetal y reduccién en los niveles de la
globulina unidora de corticosteroides (CBG) en la descendencia durante la etapa adulta
(110). Asimismo, se ha sugerido que el EP induce cambios en la funcion placentaria, que
puede tener consecuencias sobre el desarrollo fetal (94, 111). Durante el EP se
incrementa la liberacion de la CRH placentaria, ocasionando que se incrementen sus
niveles en la sangre fetal, pudiendo llegar a su cerebro (94, 112). Esta CRH puede afectar
la funcion y la integridad del hipocampo en desarrollo, debido a la activacion de sus
receptores (94, 113, 114). El estrés materno ocasiona la reduccion en la expresion y
actividad de la enzima placentaria 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo dos (1183-
HSD2), que transforma la CORT a su forma inactiva 11-dehidrocorticosterona (de cortisol
a cortisona en humanos), permitiendo asi el paso del glucocorticoide hacia el feto (94,
115, 116). De esta manera, la presencia de grandes concentraciones de la CRH y la
CORT provenientes de la madre estresada pueden impedir la formacion correcta de las
conexiones neuronales y reducir en general la plasticidad del cerebro fetal (93) (Fig. 4).
La CORT presente durante el estrés prenatal activa los receptores a GC que estan

presentes en el hipocampo, el hipotalamo, la hipdfisis, la corteza cingulada y la amigdala
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de la rata desde el dia 13 de gestacion (93, 117). Se ha propuesto que el eje HHA del
feto podria responder al estrés materno desde el dia 15 de gestacion; pues se ha

observado aumento en la expresion del RNAmM para CRH en el PVN fetal (93, 118).

Placenta

Rata Prefiada Estresada +¢ Lot
+ Altas Concentraciones de Corticosterona + +

4> Activa + - I¢> '

<L=Inactiva

Reduccion en la expresion y actividad de la enzima 11
beta hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11p-HSD2)

Fig. 4. Representacion del estrés prenatal. En la madre estresada las altas concentraciones de
corticosterona pueden atravesar la barrera placentaria y llegar a los fetos en desarrollo; debido
a que la enzima 11B- hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo dos (11B3-HSD2) se encuentra
reducida en expresion y actividad debido al estrés materno. Modificado de (92).

2.2. Alteraciones del eje HHA en la descendencia EP

La evidencia experimental muestra que el estrés materno puede afectar el
desarrollo del eje HHA y ocasionar alteraciones en su funcionamiento durante la vida
posnatal de la descendencia. Los efectos de las altas concentraciones de CORT materna

sobre la retroalimentacion negativa del eje HHA de la descendencia fueron corroborados
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utilizando hembras gestantes adrenalectomizadas que posteriormente recibieron dosis
basales de CORT (119). En ese estudio se observé que la adrenalectomia previene la
respuesta prolongada del eje HHA materno al estrés y la regulacion negativa de los
receptores tipo | y tipo Il en los machos de la descendencia. Asimismo, los efectos del
estrés en las hembras adrenalectomizadas se reinstalaron cuando fueron inyectadas con
una dosis diaria de CORT para igualar los efectos del estrés (120). Efectos similares en
la descendencia fueron observados cuando a hembras gestantes a las que se les coloco
un pellet de CORT que aumenté la concentracién circulante de esa hormona en un 50%
en comparacion con los animales control (121). De esta forma se confirmd que la
exposicion a los elementos de respuesta de estrés de la madre influye de forma negativa

el funcionamiento del eje HHA de la descendencia.

En las ratas EP de ambos sexos se ha observado que presentan grandes
concentraciones libres y totales de CORT al final del periodo de luz, mientras que las
hembras EP secretan mas CORT durante todo el ciclo diurno (hiperactividad del eje
HHA) (122). En otros estudios se ha evaluado la respuesta del eje HHA en la
descendencia EP después de la exposicion a situaciones estresantes. De esta forma, la
liberacion de CORT en los machos y las hembras EP en respuesta a un estresor es
mayor y mas prolongada en comparacién con los animales control (hiperreactividad del
eje HHA) (93, 123-126). Ademas, la descendencia EP muestra una lenta recuperacion
de las concentraciones basales de CORT después de la exposicion al estresor (94, 127).
Estas alteraciones estan asociadas con la disminucion en el nimero de receptores de

GC en el hipocampo, un indicativo del deterioro en la regulacion del mecanismo de
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retroalimentacion del eje HHA (93, 128, 129). Sin embargo, los estresores de mediana
intensidad, que ocasionan concentraciones de CORT menos elevadas, parecen afectar
s6lo a las hembras EP (93, 130). Asi, a pesar de que la exposicion a los GC es necesaria
para el desarrollo normal del eje HHA y especialmente del hipocampo, las altas
concentraciones de GC generadas por el EP, tienen efectos dafiinos sobre el eje HHA

fetal y el hipocampo de la descendencia en la vida posnatal (94, 115).
2.3. Efectos del EP sobre la neurogénesis hipocampal

El EP tiene efectos a largo plazo sobre la neurogénesis en la vida posnatal; pero
se han reportado variaciones en los efectos dependiendo del tipo de estresor utilizado y
del sexo del individuo. De esta forma se ha reportado una disminucion en la proliferacion
de las nuevas células en el hipocampo de las ratas macho estresadas prenatalmente por
inmovilizaciéon desde la adolescencia hasta la vejez (108) a diferencia de las hembras
donde s6lo se observé disminucion en este mismo parametro en la vejez (131), lo anterior
sugiere que el EP acelera el deterioro de la plasticidad hipocampal relacionada con la
edad. En otro estudio se observo una reduccion en la sobrevivencia de las células nuevas
en las ratas macho estresada prenatalmente por inmovilizacion, a diferencia de las
hembras que no mostraron cambios (132). Por otro lado, el estrés psicolégico combinado
con estrés fisico aplicado en la etapa prenatal, suprime significativamente la proliferacion
y la sobrevivencia de las células nuevas en hipocampo dorsal de las ratas de ambos
sexos (133). Probablemente los efectos del EP sobre la neurogénesis estan relacionados

con la intensidad del estresor aplicado a la madre gestante.
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2.4. Aprendizaje espacial y memoria en los animales EP

De la misma forma que en los humanos, los cambios conductuales que se
reportan con mayor frecuencia en las ratas EP son el deterioro del aprendizaje y la
memoria, asi como la conducta ansiosa ocasionada por situaciones novedosas o0
estresantes (93, 120). Para estudiar el aprendizaje y la memoria en los animales de
experimentacién se utilizan diferentes pruebas cognitivas: el laberinto acuatico de Morris
(LAM), el laberinto radial de ocho brazos, el reconocimiento de objetos, entre otros (39).
Con ayuda de las diferentes pruebas cognitivas se ha observado que las ratas macho
aprenden mas rapido que las hembras (134); sin embargo, se probd que EP influencia
selectivamente el aprendizaje en ratas hembras, mejorando su ejecucion y eliminando
las diferencias con los machos (132, 135). Pero en otro trabajo se reportdé que el EP
deteriora el aprendizaje en ratas juveniles de ambos sexos, pero en la etapa adulta este

efecto s6lo es observado en las hembras (136).

Se ha reportado que las deficiencias en el aprendizaje de la descendencia EP
estan relacionadas con la disminucion en la arborizacion dendritica, en la densidad de
las espinas dendriticas y de las sinapsis de las neuronas de CAl1 y CA3 del hipocampo
(136-142) y también con la reduccion en la proliferacion celular, del contenido de factores
neurotréficos derivados del cerebro (136, 143), en la neurogénesis y del volumen del
hipocampo (108, 136, 144) aunado a alteraciones en los sistemas de neurotransmision
(145). Las diferencias encontradas en los procesos de aprendizaje y memoria espacial
entre los machos y las hembras EP pueden deberse a las diferencias estructurales y en

la induccion de la LTP del hipocampo (93, 146, 147). La reduccion de las dendritas en la
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region CA1 esté ligada a la reduccion de la potenciacion a largo plazo hipocampal (LTP)
y de las subunidades de los receptores NMDA (39, 148, 149). Asimismo, pueden existir
factores que estén influenciando los resultados en los diferentes estudios, por ejemplo:
la cepa de ratas, el tipo de estrés materno, el tipo de prueba cognitiva; en el caso de las
pruebas realizadas con el laberinto acuatico de Morris puede estar influyendo: el disefio
de la prueba dentro del laberinto, el diametro de la piscina, el nimero de sesiones de
aprendizaje, el niumero de dias de prueba y la temperatura del agua utilizados en los

diferentes protocolos de investigacion (39, 149).
2.5. Estimulacion posnatal en los animales EP

Se ha reportado que la estimulacién posnatal durante las 3 primeras semanas de
vida previene los cambios conductuales observados en los animales EP (150). Los
animales EP que fueron estimulados posnatalmente (breve separacién materna)
presentan incremento en la conducta exploratoria en una situacién novedosa y a su vez
presentan reduccion en la secrecion de CORT durante la respuesta de estrés (151). A
su vez, la estimulacién posnatal revierte la reduccion en la proliferacion celular dentro del
proceso de la neurogénesis hipocampal, que trae como consecuencia la mejora en el
aprendizaje espacial dentro del laberinto acuatico, mismo que pudo ser observado en

animales de edad avanzada (152).
3. Planteamiento del problema
Si bien se han demostrado los efectos del estrés prenatal sobre el aprendizaje

y la memoria espacial, la neurogénesis hipocampal y la actividad del eje adrenal de la
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descendencia, aun no se han realizado un trabajo donde se analicen en conjunto los
paradmetros anteriormente mencionados en la descendencia de ambos sexos sumados

a la aplicacion de la estimulacion posnatal de largo plazo.
4. Justificacion

Se ha establecido que el estrés prenatal afecta la actividad del eje adrenal,
deteriora el aprendizaje y la memoria espacial y esta asociado a la disminucién de la
neurogénesis en la etapa adulta. También se ha reportado que la estimulacion
posnatal regula la actividad del eje adrenal e incrementa la neurogénesis, el
aprendizaje y la memoria. Actualmente no existen reportes que relacionen los efectos
del estrés prenatal y de la estimulacion posnatal sobre el aprendizaje, la memoria, la
neurogénesis hipocampal y la actividad del eje adrenal en la descendencia de ambos

SEXOS.

Por lo anterior en este trabajo se evalud el efecto de la estimulacion téctil
posnatal de largo plazo sobre el aprendizaje, la memoria espacial, la neurogénesis
adulta y la actividad del eje adrenal en ratas adultas de ambos sexos estresados

prenatalmente.
5. Pregunta de Investigacion

¢De qué forma la estimulacion tactil posnatal de largo plazo influye en el
aprendizaje, la memoria espacial, la neurogénesis y la actividad del eje adrenal de las

ratas adultas de ambos sexos estresadas prenatalmente?
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6. Hipotesis

La estimulacion tactil posnatal de largo plazo revertird las deficiencias en el
aprendizaje y la memoria de tipo espacial asociadas a una disminucién de la

neurogénesis causadas por el estrés prenatal en ratas adultas de ambos sexos.
7. Objetivo General

Determinar los efectos de la estimulacion tactili de largo plazo sobre el
aprendizaje, la memoria espacial y la neurogénesis (sobrevivencia y diferenciacién al
linaje neuronal) en el hipocampo en las ratas adultas de ambos sexos estresadas

prenatalmente.
8. Objetivos Particulares

= Determinar el efecto del estrés por inmersion en agua fria sobre la
actividad del eje adrenal de las ratas gestantes.

= Evaluar los efectos de la estimulacion tactil de largo plazo sobre el
aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris en
ratas control y estresadas prenatalmente.

= Determinar el efecto de la estimulacion tactil de largo plazo, el estrés
prenatal, el aprendizaje y la consolidacién de la memoria del laberinto
acuatico de Morris sobre la sobrevivencia y diferenciacién a neuronas de
las células nuevas en el giro dentado del hipocampo de la rata macho y

hembra.
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= Evaluar el efecto de la estimulacion tactil de largo plazo y el estrés
prenatal sobre la actividad del eje adrenal después de la exposicidon a la

prueba del laberinto acuatico de Morris.

9. Diseiio Experimental
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Fig. 6. Disefio experimental

9.1. Materiales y Métodos

9.1.1. Animales

El manejo y la experimentacion con los animales se sujetaron a la norma oficial

mexicana (NOM-062-Z00-1999), asi como a la reglamentacion de animales
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domésticos y de laboratorio, publicado en los “Lineamientos para la conduccion ética
de la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de Ciencias Bioldgicas y de

la Salud” (Mayo 2010).

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (Ratus Novergicus Albinus) obtenidas del
bioterio de la Universidad Autobnoma Metropolitana unidad Iztapalapa y que
permanecieron dentro del mismo durante todos los procedimientos experimentales.
Los animales permanecieron a temperatura constante (22+2°C), en un ciclo invertido
de luz-oscuridad de 12 horas (inicio de la fase de luz a las 9 am), con agua y alimento
ad libitum. En diferentes dias las ratas hembra (n=33) en estro natural de 250 g de
peso copularon con machos sexualmente expertos (n=6) de 300 g de peso, a los
cuales se les permiti6 eyacular de dos a tres veces. El dia de apareamiento se
consideré como el dia uno de gestacion. Las hembras fueron asignadas al azar a los
grupos control (CON n=15) y estrés prenatal (EP n=18) y fueron colocadas
individualmente en cajas de plexiglas transparente donde permanecieron durante todo
el proceso de gestacion, nacimiento y crecimiento hasta el destete (dia 21 de vida

posnatal).

9.1.2. Estrés Prenatal

Durante la ultima semana de gestacion (dia 15 al 21), las hembras gestantes
asignadas al grupo de EP, fueron sometidas a dos sesiones de estrés por inmersion
en agua fria a las 10 y 15 horas (108). Las ratas fueron colocadas individualmente en

cajas de plexiglas llenas de agua a una temperatura de 15°C y una altura de 15 cm
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por 15 min en cada una de las sesiones de estrés. La caja fue cubierta con una reja
para evitar el escape de las ratas. Las hembras gestantes del grupo CON se
mantuvieron en sus cajas y solo recibieron la limpieza de rutina. EI nimero de crias
fue homogenizada en numero dentro de su respectivo grupo experimental (CON y EP
n=10) y permanecieron con sus madres hasta el momento del destete y posterior
sexado. Las crias fueron distribuidas en los diferentes grupos: hembras, CON (n=55)

y EP (n=50); machos CON (n=54) y EP (n=53).
9.1.3. Estimulacion Tactil Posnatal

Las crias asignadas a la estimulacion tactil posnatal (EST) fueron: hembras
CON con estimulacién tactil posnatal (EST), n=26; hembras EP con estimulacion tactil
posnatal (EP+EST), n=25; machos CON con estimulacién tactil posnatal (EST), n=25;
machos EP con estimulacién tactil posnatal (EP+EST), n=25. La estimulacion tactil
posnatal consistié en deslizar los dedos sobre el dorso de cada uno de los animales
por 60 segundos; este procedimiento se realiz6 cada dia entre las 10 y las 11 am,

desde el primer dia de vida hasta los tres meses posnatales.
9.1.4. Prueba de Navegacién Espacial

La capacidad de aprendizaje y la consolidacion de la memoria de la informacion
espacial de las ratas fueron evaluadas usando la prueba del laberinto acuatico de

Morris (LAM).
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9.1.4.1. Instrumentacion

El LAM consiste de una piscina circular de color verde oscuro (170 cm de
diametro y 50 cm de altura) llena de agua con una profundidad de 30 cm a una
temperatura de 21+2°C rodeada por 4 paredes de color blanco, en las cuales se
colocaron imagenes de colores llamativos en tres de ellas; estas imagenes cumplieron
la funcion de pistas espaciales durante todas las pruebas. La piscina se dividié en
cuatro cuadrantes imaginarios a los que se les asigné nombre de los puntos cardinales
(noreste NE, noroeste NO, sureste SE y suroeste SO) tomando como referencia la
zona de acceso al laberinto. Se colocé una plataforma de acrilico trasparente (19 cm
X 22 cm) que permanecio sumergida 2 cm por debajo de la superficie del agua en el

cuadrante NE y equidistante del centro y de la pared de la piscina.

Se registré la latencia de escape que es el tiempo que tardan las ratas en nadar
para encontrar la plataforma sumergida. En las pruebas en las que se retir6 la
plataforma de la piscina se evalud: el tiempo de permanencia en el cuadrante donde
se encontraba la plataforma, que es el tiempo de nado dentro del cuadrante NE vy el
namero de cruces, que son las veces que el animal pas6 sobre la zona especifica
donde anteriormente estaba la plataforma durante la fase de aprendizaje. El tiempo de

duracion maxima para cada prueba fue de 60 s.
9.1.4.2. Fase de Aprendizaje
La fase de aprendizaje consistio de cuatro sesiones por dia para cada animal

durante cuatro dias consecutivos (dia 1 a 4). En la primera sesion las ratas fueron
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liberadas dentro del laberinto en el cuadrante SE, cambiando de cuadrante en cada
sesion. Los animales fueron colocados y liberados sobre la superficie del agua con la
cabeza apuntando hacia la pared de la piscina. Las ratas que no encontraron la
plataforma dentro del tiempo establecido fueron dirigidas por el experimentador hacia
la misma sobre la superficie del agua, dejandolas sobre ella por un periodo de 30 s
(153), este procedimiento solo se realiz6 en la primera sesion. En las demas sesiones,
los animales que encontraron la plataforma se les permitié permanecer sobre ella por

30 s.
9.1.4.3. Fase de memoria

La memoria de corto plazo se evalud el dia 6 (48 horas después de finalizada
la fase de aprendizaje) y la memoria de largo plazo se evalué el dia 13 (7 dias después

de finalizada la fase de aprendizaje) con una sola sesién en el LAM por animal.

El dia 7 (72 horas después de finalizada la fase de aprendizaje) los animales
realizaron una sesion sin la plataforma en las que las ratas permanecieron el tiempo

maximo (60 s) y la prueba fue videograbada.
9.1.5. Administracién del marcador de sintesis de ADN (BrdU)

A las ratas hembras (n=4) y machos (n=4) de cada grupo experimental fueron
inyectados diariamente el marcador de sintesis de ADN 5’-2" bromodeoxiuridina (BrdU
Sigma, USA, 50 mg/kg) por via intraperitoneal disuelta en NaCl al 0.9% dos minutos

antes de la primera sesion en el LAM, en los dias 1- 4 de la fase de aprendizaje (108,
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154). Para determinar la sobrevivencia y el fenotipo de las células nuevas los animales

fueron sacrificados 14 dias después de la tltima inyeccion de BrdU.

9.1.6. Inmunofluorescencia

El dia después de la ultima sesion en el LAM (dia 14), las ratas fueron
anestesiadas con pentobarbital sédico (Pisabental, México, 100 mg/kg) y perfundidos
intracardiacamente usando 100 mL de buffer de fosfatos (PBS), pH=7.4 seguidos de
200 mL de paraformaldehido al 4% en PBS y posteriormente se extrajeron los
cerebros. Se realizaron cortes coronales de 40 um en un Criostato Leica CM1850 y se

colectaron en solucion amortiguadora de fosfatos PBS.

Para determinar el numero de células nuevas y las que se diferencian a neuronas, se
realiz6 doble inmunotincion para BrdU y NeuN. NeuN es una proteina nuclear
especifica que se expresa en la mayoria de los tipos celulares neuronales en el SNC
de los vertebrados (46). Se seleccionaron 4 cortes no seriados de cada animal que
fueron enjuagadas en Buffer de trifosfatos (TBS), después fueron lavadas en una
solucion de TBS mas borohidrato de sodio (0.5%) por 15 min. Posteriormente fueron
lavadas repetidamente en TBS, seguido por un lavado por 30 min en TBS con Tritén
X-100 (1%, JT Baker, USA) y peroéxido (1%, JT Baker, USA), después se lavé con TBS
mas Dimetil Sulféxido (DMSO, 1%, JT Baker, México) por 10 min. Los cortes fueron
lavados tres veces por 10 min cada uno. Posteriormente las secciones se incubaron
en HCI 2N durante una hora a 37 °C y después se lavaron con TBS y borohidrato de

sodio (0.5%) por 15 min; seguido de otros 3 lavados en TBS de 10 min cada uno. Las
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secciones fueron preincubadas en una solucion de albumina 0.1% (10%) y Triton X-
100 (0.3%) por 30 min. Enseguida, se agrego el anticuerpo primario Anti-BrdU (1:800;
BD, Biosciences, USA) junto con el anticuerpo primario Anti-NeuN (1:250, Millipore,
USA). Los cortes se incubaron por al menos 48 horas y bajo agitacion constante. Los
cortes se lavaron 5 veces en TBS con Tritén X-100 (0.02%) y albumina 0.1% (1%) por
15 min cada uno y al finalizar se incubaron por 2 horas bajo agitacion constante con
los anticuerpos secundarios anti rata IgG Alexa Fluor 488 (1:1100; Invitrogen, USA) y
anti raton IgG Alexa Fluor 568 (1:1100; Invitrogen, USA) en solucion de albumina al
0.1% y Triton X-100 (0.32%). Finalmente, los cortes se montaron en portaobjetos y se
cubrieron con medio de montaje AquaPoly/Mount (Polysciences, USA). Los cortes se
observaron en un microscopio confocal Zeiss LSM 700 (Alemania) con un objetivo 20x.
Las células positivas a BrdU fueron contadas en la capa granular y la zona subgranular
del giro dentado (GD) del hipocampo dorsal de ambos hemisferios cerebrales con
ayuda del software Zeiss LSM Image Examiner. El doble marcaje de las células se

confirmé con el corte ortogonal.

9.1.7. Concentraciones de CORT

Las muestras de sangre de las ratas gestantes (CON, n=6; EP, n=6) fueron
obtenidas inmediatamente después de la exposicion al estresor en el dia 18 de
gestacion. Las muestras de sangre de la descendencia (CON n=6, EST n=6, EP n=6,
EP+EST n=6) fueron obtenidas al final de la prueba del LAM. Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (100mg/kg; Pisabental, México) y las muestras

fueron extraidas por puncion cardiaca en tubos de ensaye y centrifugadas a 3000g
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durante 25 min a temperatura ambiente. El suero fue congelado a -20°C para la

subsecuente determinacion de CORT.

9.1.7.1. Extraccion de CORT

La CORT fue extraida del suero en 5 ml de dietil-diclorometano (60:40 v/v) por
agitacion en un vortex e inmediatamente centrifugados por 5 min. El sobrenadante
(fase orgéanica) fue mezclado en un vortex con 1 ml de agua grado-HPLC. Después de
la centrifugacion, el sobrenadante (fase organica, 3 ml) se dejo evaporar a temperatura
ambiente. Los residuos se resuspendieron con una mezcla de metanol-agua (60:40

v/v).
9.1.7.2. Procedimiento cromatografico

La precolumna (Symmetry C18, tamafio de particula 3.5 pm, 2.1X10 mm;
Waters Corp., Milford, MA, USA) y la columna fueron equilibradas con una mezcla de
agua grado HPLC-acetonitrilo (65:35 v/v) a un flujo de 0.4 ml/min. Las separaciones
fueron hechas a una temperatura de 40°C, en una columna Waters Symmetry C18
(tamafio de particula 5 m; tamafio de columna 2.0X150 mm; Waters Corp., USA). Para

bombear la fase moévil se utilizé un sistema controlador marca Waters 600-MS.

Los esteroides se evaluaron con un detector de absorbancia UV visible (A=250
nm; Waters Corp., Milford, MA, USA). Los resultados fueron analizados con una

estacion de trabajo Milenium 32 (Waters Corp., Mildford, MA, USA).
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9.2. Andlisis Estadistico

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con el paquete estadistico
SPSS. Las pruebas en el LAM se analizaron con ANOVA de medidas repetidas. El
andlisis de permanencia dentro del cuadrante, el numero de cruces, el promedio de
las latencias y las concentraciones de CORT se realiz6 con una ANOVA de una via.
Cuando se encontraron diferencias significativas, se realizé la prueba post hoc de
Newman-Keuls. El nimero de células marcadas con BrdU se analiz6 con una ANOVA
no paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida por la prueba de Dunn. Las diferencias en la
proporcion de células marcadas con BrdU y BrdU/NeuN se analizaron con la prueba

de Chi cuadrada. El nivel de significancia fue de p < 0.05.
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10. Resultados

10.1. Concentraciones séricas de CORT en las ratas hembra gestante

estresadas.

La concentracion sérica de CORT en las hembras gestantes estresadas en el
dia 18 de gestacion fue superior al doble en comparacion con las hembras gestantes

asignadas al grupo CON en el dia 18 de gestacion (P<0.01) (Fig. 7).

HEMBRAS GESTANTES

750

500

250

CORTICOSTERONA (ng/ml)

CON STR

Fig. 7. Concentraciones séricas de corticosterona en las ratas gestantes expuestas a
estrés (STR) en la dltima semana de gestacion. Se muestran los datos obtenidos al
dia 18 después de la cOpula. Las hembras gestantes estresadas por inmersion en agua
fria presentaron concentraciones séricas de corticosterona mucho mayores que las
hembras control. (CON: control; SRT: estrés). Datos mostrados como la media *
E.E.M. *P<0.01 comparado con el grupo CON.
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10.2. Aprendizaje y la memoria espacial

En la prueba del LAM los animales CON de ambos sexos obtuvieron menores
tiempos de llegada a la plataforma escondida (latencia de escape) conforme
transcurrieron los dias de prueba. ElI menor tiempo obtenido en los dias 1 a 4 de
aprendizaje refleja la mejor capacidad de ubicacion que adquirieron los animales
dentro del laberinto. Los animales aprendieron a llegar a la plataforma mas rapido con
ayuda de las pistas espaciales. En los dias 6 y 13 donde se evalué la memoria de corto
plazo y largo plazo respectivamente con un solo ensayo dentro del laberinto, los
animales CON ubicaron rapidamente a la plataforma, es decir, recordaron la ubicacion
exacta de la misma en un menor tiempo. Por otro lado, las hembras y los machos EP
tuvieron latencias de escape mayores en los dias 1 a 4, 6 y solo los machos EP en el
dia 13 comparados con los animales CON (hembras: F 3, 169=7.99; P<0.000297;
machos: F 3, 174=41.25; P<0.000289) (Fig. 8). Las ratas EST y EP + EST de ambos
sexos obtuvieron latencias de escape similares a los obtenidas por los animales de los
grupos CON. El promedio de las latencias de escape de todos los dias de prueba fue

mayor en los animales EP de ambos sexos (P< 0.001) (Fig. 9).
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Fig. 8. Latencias de escape en el laberinto acuéatico de Morris en hembras (panel superior) y
machos (panel inferior) CON, EP, EST y EP+EST. En Los dias 1 a 4 se evaluo el aprendizaje,
la memoria de corto plazo se evalué el dia 6 y la memoria de largo plazo se evalu6 el dia 13.
Las hembras y los machos EP mostraron latencias de escape significativamente mayores en
los dias 1 a 4 y 6. En el dia 13, sélo los machos EP mostraron latencias mayores. Datos
mostrados como la media = E.E.M. *P<0.01 comparado con el grupo CON.
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Fig. 9. Latencias promedio de escape en hembras y machos control (CON), estresados
prenatalmente (EP), con estimulacién tactili (EST) y estresados prenatalmente y con
estimulacion tactil (EP+EST). Tanto las hembras como los machos EP mostraron que las
latencias de escape promedio fueron significativamente mayores comparadas con el resto de
los grupos experimentales. Datos mostrados como la media + E.E.M. *P<0.01 comparado con
el grupo CON.

En el dia 7 de prueba los animales realizaron una sola sesion dentro del LAM
en la cual se retiré la plataforma y permanecieron el tiempo maximo asignado (60s);
las sesiones fueron videograbadas para contar el nimero de cruces y evaluar el
porcentaje de tiempo total de permanencia dentro del cuadrante donde estaba la
plataforma durante las sesiones de aprendizaje. Las hembras (F3, 31=9.05 P<
0.000203) y los machos (F3, 40 =14.40 P<0.000) de los grupos experimentales EST,
EP y EP + EST permanecieron un menor porcentaje del tiempo total en el cuadrante
donde estuvo la plataforma en comparacion con los animales CON (Fig. 10).

Asimismo, las hembras EP (F3, 31=6.80 P< 0.001242) y los machos EP y EST
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cruzaron menor numero de veces en la zona donde se encontraba la plataforma (F3,

40= 5.19 P< 0.004091) (Fig. 10).
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Fig. 10. Porcentaje de tiempo de permanencia y humero de cruces evaluados en el dia 7 de
prueba en el LAM. Las ratas hembras y machos de los grupos EST, EP y EP+EST
permanecieron un porcentaje de tiempo menor en el cuadrante donde se encontraba la
plataforma en comparacién con los animales CON. Las hembras EP y los machos EP y EST
cruzaron menor nimero de veces sobre el sitio de la plataforma. Datos mostrados como la
media = E.E.M. *P<0.01 comparado con el grupo CON.
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10.3. Neurogénesis en el hipocampo

Las células positivas a BrdU (ir-BrdU) en la capa subgranular del GD fueron
evidenciadas por inmunofluorescencia como pequefias marcas circulares en la
longitud de onda verde, 488 nm (Fig. 11). La sobrevivencia celular (nimero de células
ir-BrdU por mm?) fue menor en las hembras EST en comparacion con las del grupo
CON. Una mayor sobrevivencia fue observada en el hipocampo de las hembras EP (P
< 0.001) comparadas con las hembras CON, EST y EP+EST (Fig. 12). En el
hipocampo de los machos de los grupos EST y EP+EST se observé menor
sobrevivencia al compararlos con los machos de los grupos CON y EP (P< 0.001) (Fig.

12).
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Fig. 11. Microfotografias representativas de la inmunofluorescencia para detectar a las células
ir-BrdU e ir-BrdU/NeuN en el giro dentado (GD) del hipocampo, obtenidas con microscopia
confocal a 20x. Los n(cleos de las células fluorescentes ir-BrdU se observaron verde; Los
nucleos fluorescentes de las células ir-NeuN se observaron en rojo; La doble tincién de
BrdU/NeuN en los nucleos se observo en amarillo.
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Las nuevas neuronas fueron identificadas usando el doble marcaje BrdU/NeuN
(ir-BrdU/NeuN) y se identificaron como pequefios circulos en la longitud de onda
550nm (Fig. 5). El hipocampo de las hembras EP + EST presentaron mayor hamero
de neuronas nuevas en comparacion con los otros grupos experimentales (P< 0.01).
No se observo una disminucion en el nimero de neuronas nuevas en las hembras EP.
Los hipocampos de los machos EP mostraron un menor nimero de neuronas nuevas
en comparacion con los machos CON, EST y EP + EST. Se observo un nimero mayor

de neuronas nuevas en los hipocampos de los machos EP + EST (P< 0.000) (Fig. 6).
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Fig. 12. Sobrevivencia celular y diferenciacion en el GD del hipocampo en animales control
(CON), estresados prenatalmente (EP), estimulados tactimente (EST) y estresados
prenatalmente y estimulados tactimente (EP+EST). La sobrevivencia celular fue
significativamente menor en los animales EST de ambos sexos, P<0.001. El EP gener6
incremento en la sobrevivencia de las células nuevas en las hembras y caus6 disminucion en
el numero de neuronas nuevas en los machos. En los machos EP + EST disminuyd la
sobrevivencia celular pero incremento6 el nUmero de neuronas nuevas en ambos sexos. Datos
mostrados como la media * E.E.M. *P<0.001 comparado con el grupo CON; &P<0.001
comparado con el grupo de EST; # P<0.001 comparado con el grupo de EP.
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10.4. Concentraciones séricas de CORT en la descendencia al final

de las pruebas en el LAM

Las concentraciones séricas de corticosterona fueron mayores en las hembras
y los machos EP después de la prueba del LAM en comparacion con los CON (P<
0.01). Las ratas EST mostraron menores concentraciones séricas de CORT en

comparacion con el resto de los grupos experimentales (P< 0.05) (Fig. 13).
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Fig. 13. Concentraciones séricas de CORT en las ratas hembras y machos control (CON),
estresados prenatalmente (EP), estimulados tactilmente (EST) y estresados prenatalmente y
estimulados tactiimente (EP+EST). Las mayores concentraciones de CORT se observaron en
los animales EP de ambos sexos. Los animales con EST presentaron las menores
concentraciones de la hormona. Los animales EP con EST tuvieron niveles séricos similares
a los CON. Datos mostrados como la media + E.E.M. *P<0.05 comparado con el grupo CON,;
®P<0.01 comparado con el grupo de EST; & P<0.05 comparado con el grupo de EP.

43 |Pagina



11. Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el estrés prenatal causa
deterioro del aprendizaje y la memoria espacial. Sin embargo, la sobrevivencia de las
células nuevas en el GD aumenta en las hembras y en los machos no se modifica.
Ademas, la reactividad del eje HHA en las ratas EP se incrementa significativamente
en la etapa adulta. La estimulacion tactil aplicada desde el nacimiento hasta la edad
de tres meses es capaz de prevenir los efectos dafiinos del EP sobre el aprendizaje y
la memoria, ademas de incrementar la diferenciacion neuronal de las células nuevas
en el GD y disminuir la reactividad del eje HHA en ratas de ambos sexos. En este
estudio se observd que el estrés por inmersion en agua fria incrementa al doble las
concentraciones séricas de CORT en las hembras gestantes en el dia 18 de gestacion,
en comparacion con las hembras prefiadas no estresadas. A diferencia de los efectos
del estrés por inmovilizacion aplicado a hembras gestantes (155), las concentraciones
séricas de CORT de las hembras en este estudio son casi del doble. Por lo anterior, el
deterioro en la cognicion en la descendencia de ambos sexos se puede atribuir a la
exposicion de los fetos a las altas concentraciones de CORT registrados en las
hembras gestantes de este estudio, a diferencia de otros reportes donde sélo se
observa en los machos (155). En las evaluaciones del aprendizaje espacial en el LAM
se observaron latencias de escape mayores obtenidas por los animales EP de ambos
sexos; esto implica un lento aprendizaje de la prueba, asi como problemas de memoria
de corto y largo plazo. Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de otros
estudios donde se reporta que solo los machos son afectados por el EP (108, 149,

155, 156) y apoyan el hecho de que el EP afecta tanto a los machos como a las
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hembras (107, 136, 157). Se ha reportado que las diferencias de los efectos del EP
entre sexos se atribuyen al efecto neuroprotector de los estrégenos en las hembras
(155), los cuales podrian estar atenuando los efectos del EP. Sin embargo, en este
estudio no se corrobora esta hipotesis, pues las hembras EP presentaron las mismas
deficiencias en el aprendizaje espacial que los machos. Asimismo, es posible que la
disminucién en la longitud y complejidad de la red neuronal en las regiones
hipocampales CA1, CA3 y GD pudiera sumarse a la disminuciéon en el nUmero de
neuronas en el hipocampo, como se ha reportado en animales EP en otros estudios
(39, 140-142). Otro factor en el deterioro de la capacidad cognitiva de los animales EP
por inmersién en agua fria podria ser la hiper-reactividad del eje HHA que se observé
después de la prueba en el LAM. Se ha demostrado que la hiperreactividad e
hiperactividad del eje adrenal observadas en los animales EP esta asociada con la
disminucibn en el numero de receptores de glucocorticoides (GR) vy
mineralocorticoides (MR) en el hipocampo (128, 129). Por lo anterior, se puede
suponer que las altas concentraciones de CORT observadas en los animales EP al
final de las pruebas en el LAM son resultado de la hiperreactividad del eje HHA,
ocasionada por la disminucion de los receptores GR y MR en el hipocampo. Las altas
concentraciones de CORT en los animales EP al final de las pruebas en el LAM indican
gue no existié una habituacidn a la misma. Esto sugiere que la prueba siempre fue una
situacion novedosa y estresante para estos animales. Las altas concentraciones de
CORT durante la respuesta de estrés pueden interferir con el aprendizaje espacial
(158) y obstaculizar la recuperacion de la informaciéon almacenada (159, 160).

Probablemente este efecto sea mas evidente en los machos EP ya que en la ultima

45| Pagina



sesion en el LAM no llegaron a la plataforma, es decir la memoria de largo plazo se
encuentra deteriorada en los machos por efecto del EP, a diferencia de las hembras
EP, que si llegaron a la plataforma. Esto podria explicarse por algun efecto
neuroprotector de los estrégenos durante los dias posteriores al proceso de

aprendizaje.

Las alteraciones en la sobrevivencia y la diferenciacion de las nuevas células
en el GD es otro aspecto que puede estar contribuyendo en las alteraciones cognitivas
en la descendencia EP por inmersién en agua fria. El déficit en el desempefio en el
LAM en los machos y las hembras EP no parece deberse a cambios en la
sobrevivencia de las células nuevas en el GD, ya que ésta no disminuyé, incluso se
incrementd en las hembras. En los machos EP, el bajo desempefio cognitivo podria
estar asociado a la disminucion en la diferenciacion de las células nuevas a neuronas.
A diferencia de este trabajo, en un estudio anterior se observé que ratas machos EP
por inmovilizacion y que no ejecutaron deficientemente la prueba en el LAM,
presentaron disminucién en la sobrevivencia de células nuevas en el GD, asi como
nulo efecto sobre el porcentaje de células nuevas que se diferenciaron a neurona
(132), probablemente estas diferencias en los resultados pueden atribuirse a los
distintos estresores utilizados, asi como en el protocolo utilizado para evaluar la
neurogénesis y en la prueba del LAM. En este estudio la neurogénesis se evalué en
ratas que realizaron la prueba de aprendizaje espacial y se observo que el EP por
inmersion en agua fria disminuye de la diferenciacion de las células nuevas en el GD

de las ratas macho, pero no modifica la sobrevivencia de las células nuevas. Estos
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resultados difieren de lo reportado anteriormente en relacion a que la neurogénesis no
se incrementa en los animales EP después del aprendizaje espacial (108). Las
diferencias con el trabajo anterior pueden deberse a los distintos protocolos de
investigacion, donde los animales realizaron la prueba del LAM durante 5 dias
consecutivos y la neurogénesis se evalué 24 horas después del quinto dia. En este
trabajo los animales fueron evaluados en el LAM por cuatro dias consecutivos y en los
dias 6, 7 y 13 después del inicio de las mismas; la neurogénesis se evalué dos
semanas después. Pero como se pudo observar, la diferenciacion de las células
nuevas a neuronas disminuy6 significativamente en las ratas macho EP, lo que
explicaria su deficiente desempefio cognitivo, porque se ha reportado que las nuevas
neuronas participan activamente en el proceso cognitivo (54, 161). Asimismo, en el
hipocampo de las ratas hembra EP de este estudio, se observé mayor sobrevivencia
de las células nuevas en el GD después del estimulo en el LAM y la diferenciacién a
neurona no se vio afectada. Esta reportado que en el GD de las hembras se producen
mas células que en el de los machos, produciendo mas células durante el proestro;
esas células pueden ejercer una importante influencia en la funcion hipocampal (162,
163). Asimismo se ha reportado que en crias de rata de ambos sexos, que fueron
sometidos a isquemia por hipoxia, se observo sélo en las hembras un marcado
incremento en la génesis de nuevas células, y en ambos sexos se present6 un ligero
deterioro de la memoria espacial (164). Anteriormente no se habia reportado el
aumento en la sobrevivencia de las nuevas células dentro del GD después del EP,
pero los resultados de este trabajo ratifican que la proliferacion y la sobrevivencia de

las nuevas células en el giro dentado del hipocampo de ratas hembras adultas no
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disminuye por efecto del EP (131, 132). Es probable que las nuevas células que no se
diferencian a neuronas correspondan a células de la glia, pues se ha demostrado que
el EP tiene la capacidad de acelerar el desarrollo y la migracion de la glia hacia
diferentes regiones cerebrales (165). De esta forma, la nueva glia en el GD de las
hembras EP podria estar contribuyendo con el aporte de nuevos factores neurotroficos
gue incrementan el crecimiento y redireccionamiento axonal de la red existente en un
intento por compensar las deficiencias cognitivas (166). Sin embargo, se requiere mas
investigacion para entender las diferencias en neurogénesis y la conducta ligada al

sexo en los individuos estresados prenatalmente.

Por otro lado, los resultados de este trabajo muestran que los animales EST
presentaron las concentraciones de CORT mas bajas; sin embargo, su desempefio en
el LAM no fue mejor en comparacion con los animales CON. Esto se explica porque
los bajos niveles de CORT no estan relacionados con un mejor desempefio cognitivo,
incluso bajos niveles del GC pueden interferir con el aprendizaje (167). Aun asi, se
observé que las bajas concentraciones de CORT en los animales EST de este estudio
no afectaron su capacidad de aprendizaje y memoria espacial; esto probablemente por
el aumento en el numero de receptores para GC en el hipocampo que ha sido
observado en los animales estimulados posnatalmente (69). El incremento de
receptores para GC podria mejorar la memoria, ya que se ha reportado que los MR
participan activamente en ella (168, 169). El modelo de EST utilizado en este estudio
no afecta del desempefio cognitivo dentro del LAM en las ratas de ambos sexos y

concuerda con otros estudios donde se mostré que la estimulacién posnatal reduce la
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latencia de llegada a la plataforma, la distancia recorrida hacia la misma (170-172). Sin
embargo, los resultados de este trabajo mostraron que las ratas de ambos sexos EST,
EP y los EP + EST permanecieron menor tiempo dentro del cuadrante, lo que difiere
de otros reportes donde se mostrO que la estimulacion aumenta el tiempo de
permanencia dentro del cuadrante donde se encontraba la plataforma en la fase de
aprendizaje (172). Asimismo las hembras y los machos EST y los machos EP + EST
cruzaron menor numero de veces sobre la zona donde estaba la plataforma.
Posiblemente esto se deba a que los animales estimulados tactilmente utilizan
diferentes estrategias de busqueda de la plataforma dentro del laberinto en
comparacion con los animales de los otros grupos. En este trabajo se observé que los
animales EST nadaron dentro de toda el area del laberinto, en cambio los animales
EP, al no encontrar la plataforma, nadaron en la periferia del laberinto y eventualmente
escaparon del mismo (datos no mostrados). Existen reportes donde se analizaron las
estrategias de busqueda de la plataforma que demuestran que los animales EP buscan
de forma azarosa la plataforma escondida y nadan largas distancias, a diferencia de
los animales CON y los animales EP estimulados tactiimente, los cuales tienden a usar
una estrategia de basqueda de nado lineal directamente hacia la plataforma (136, 173).
Los animales EST usaron una estrategia lineal repetidamente para tratar de encontrar
la plataforma, por lo cual el tiempo dentro del cuadrante fue reducido. El uso de una
estrategia lineal puede estar asociado con menores latencias de llegada a la
plataforma que fueron observadas en el dia 6 de prueba. Estos resultados sugieren
que la estimulacion tactil postnatal puede incrementar el aprendizaje espacial y la

habilidad de recordar la informacion almacenada. El buen desempefio cognitivo en los

49 |Pagina



animales estimulados tactilmente ha sido atribuido al incremento en las ramificaciones
y a la longitud de las dendritas, resultado de la estimulacion postnatal (174). Los
cambios estructurales debidos a la estimulacion se han asociado con el aumento en la
expresion de proteinas sinapticas como son la sinaptofisina, espinofilina y GIuR2
(subunidad del receptor AMPA), las cuales estan implicadas en la formacion de
sinapsis nuevas y de espinas dendriticas (175). La estimulacion tactil también
promueve la produccion de factores tréficos como el factor de crecimiento nervioso
(NGF por sus siglas en inglés), que es clave en los procesos cognitivos en el
hipocampo (176). Ademas, la estimulacion tactil podria generar en el hipocampo
plasticidad sinaptica de largo plazo (LTP), de la misma manera en que lo hace en la

capa granular del cerebelo (177).

Con respecto a la sobrevivencia y diferenciacion de las células nuevas en el GD
de los animales EST. La disminucion de las células nuevas que sobrevivieron y el nulo
efecto sobre la diferenciacién al linaje neuronal en el GD de los animales EST no afectd
la ejecucion en el LAM. Se ha observado que la estimulacién posnatal disminuye el
namero de células en el Locus Coeruleus (LC) (78) y en el &rea preéptica medial (APM)
(81). ElI LC es la principal agrupacion de neuronas noradrenérgicas del sistema
nervioso central que proyectan sus axones a regiones como el hipotalamo, la médula
espinal, la corteza prefrontal y el hipocampo. Es probable que la estimulacion tactil
haya causado disminucion en el nUmero de neuronas noradrenérgicas del LC y a su
vez disminuye la cantidad de noradrenalina en el GD del hipocampo, teniendo como

resultado la disminucion en la proliferacion de las células nuevas (178). Sin embargo,
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la disminucién de noradrenalina en el GD no tiene efecto sobre la sobrevivencia y la
diferenciacion de las células nuevas (178), por lo cual el nimero de neuronas nuevas
no se ve afectado. En los animales EP que fueron estimulados tactilmente se observé
una disminucion en la sobrevivencia de las células nuevas probablemente por la
misma causa que en los animales EST, pero la diferenciacion a neurona se incrementé
en ambos sexos. Probablemente la estimulacién tactil favorecio la rapida maduracion
de las células que proliferaron en el GD durante el aprendizaje, integrandose asi a la
red neuronal existente. Es probable que éste sea uno de los mecanismos involucrados
en el eficiente desempefio de los animales EP + EST de ambos sexos en la prueba
cognitiva. Adicionalmente, se ha reportado que los animales estimulados
posnatalmente secretan menos CORT durante el estrés y que muestran un rapido
regreso a las concentraciones basales de los mismos después de la exposicion a
diferentes estresores (82, 179, 180). Esto se ha atribuido al incremento en el nimero
de receptores para glucocorticoides en el hipocampo y en la corteza prefrontal (69,
181, 182). Ademas el incremento en las ramificaciones, en la longitud y en la densidad
de las espinas dendriticas en las regiones cerebrales implicadas en la regulacion del

eje HHA también podrian explicar estos resultados (174).

12. Conclusion

En este trabajo se demostré que el estrés prenatal por inmersion en agua fria
deteriora el aprendizaje espacial en ratas de ambos sexos. Estas diferencias no se
explican por la disminucion de la sobrevivencia celular en el giro dentado, sino

probablemente por la menor diferenciacion al linaje neuronal. En las hembras, las
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deficiencias cognitivas se deben a la hiperreactividad del eje adrenal durante las
pruebas en el LAM. La estimulacion tactil posnatal aplicada desde el nacimiento hasta
la edad adulta puede prevenir el deterioro cognitivo disminuyendo la reactividad del
eje adrenal y estimulando la diferenciacién neuronal en el giro dentado de los animales

estresados prenatalmente.
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Neurogenesis in the dentate gyrus (DG) of the hippocampus is increased by spatial kearming and postna-
tal stimulation. Conversely, prenatal stress (PS) produces a decrease in the proliferation of hippocampal
granular cells. This work evaluated the effect of postnatal tactile stimulation (FT5), when applied from
hirth to adulthood, on cognitive performance and hippocampal neurogenesis (survival and differentia-
tion] im P5 female and male rats. The response of the adrenal axis to training in the Morris water maze
(MWM) was also analyzed. PS was provided during gestational days 15 through 21. Hippocampal newro-

ﬁmﬁhm genesis and cognitive performance in the MW, were zssessed at an age of three months. Results showed
Tactils stimulatica that escape latencies of both female and male P5 rats were longer compared to those of their contrals
Neurogenesis (CON ). DG cell survival increased in the PS female rats, Corticosterone concentrations were significantly
Spatial lexrning higher in the make and female P5 rats after MWM training. PTS improved escape latencies and increased
Corticosterone the number of new neurons in the DG of P5 animals, and their corticosterones concentrations Were sim-
ilar to those in COM. In CON, PTS diminished DG cell survival but increased differentiation and reduces
latency in the MW, These results show that long-term FTS in PS animals might prevent learning deficits
in adults through increase in the number of DG new cells and decrease of the reactivity of the adrenal

axis to MWM training.
@ 2016 Elsevier Inc. All rights resereed.
1. Introduction Szuran et al,, 2000; Welberg and Seckl 2001), anxiety (Archer and

Prenatal stress (PS) has been associated with a variety of
pathologies and behavioral alterations during postnatal life{ Politch
and Herrenkiohl, 1984; Maccari et al, 1995; Tuchscherer et al.,
2002 ), probably, due to exposure to high corticosterone and cate-
cholamine levels released by the mother as a response before stress,
which increases blood concentration of these molecules in the fetus
(Ward and Weisz, 1984; Takahashi et al, 1998; Weinstock et al_,
1988; Rohde et al, 1983), Several studies have shown the associa-
tion between PS and diverse alterations such as hyper reactivity of
the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis (Koehl et al,, 1999;

Abbrevigtions: DG, dentate gyrus; LTD, loog term depression; MW, Marris
water mare; PS5, prenatal stress; PTS, postnatal tactile stimulation.
* Corresponding author at- Departamento de Biologia de la Reprodwccidn, Uni-
wersidad Autdnoma Metropolitana-br tapalapa. CP. 09340, México DUF, Mexico.,
E-mmil address: rems@xanum. wmmomex [ -M. Socarmo).

hetpef [dx.daoi.cog 10,101 . brainresball 2016.03.003
0351-823000 216 Elsevier Inc. All rights ressrved.

Blackman 1971; Vallée et al, 1997), and leaming and memory
deficits during the offspring adult life {Hayashi et al., 1998; Vallée
et al,, 1999; Szuran et al,, 2000; Gué et al,, 2004) being males more
severely altered than females (Lemaire et al, 2000; Zagron and
Weinstock, 2006; Yaka et al. 2007 ; Salomon et al,, 2011),

FS, preduced either by immobilization for 20-30min three
times a day or by paw electric shocks, results in slow acquisition
during spatial leamning {Weinstock, 2007 ), These effects have only
been observed in males (Zagron and Weinstock, 2006), However,
deterioration in spatial learning due to PS by immobilization has
also been reported in females (Gué et al,, 2004; Li et al, 2008; W
et al., 2007 ), Cognitive deficits due to PS have been associated with
changes in neuronal morphology in the hippocampus, a structure
highly responsive to stress, with a key role in stress inhibition and
playing a role in cognitive and emotional processes (McEwen 2003;
Abrous et al., 2005). P§ causes reduction in the number of stem
cells derived from the sub ependymal lateral ventricle from birth
through adult life (Kippin et al . 2004 ], This reduction has been asso-
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ciated to suppression of long-term potentiation (LTP), and increase
of long-term depression (LTD) {Ishiwata et al, 2005; Lemaire et al.,
2000; Son et al., 2006; Yang et al., 2006), Synaptic density reduction
in dendrites of pyramidal neurons of the hippocampal CA3 region
has also been reported (Ishiwata et al., 2005; Hosseini-sharifabad
and Hadinedoushan, 2007),

Generation of new neurons, neurogenesis, in the dentate gyrus
(0G) of the hippocampus occurs during adult life, as well (Abrous
et al,, 2005), and is related with learning and memory processes
(Marin-Burgin and Schinder, 20112}, Thus, the number of granular
cells and their survival rate increase during spatial learning, which
is a hippocampus-dependent task (Gould et al. 1999; Gould and
Gross, 2002 ), This way, neurcgenesis plays an important role in cog-
nitive processes, As opposed, 5 and glucocorticoid administration
during gestation inhibit neuronal proliferation in the hippocampus
{¥u et al., 2004), and has been related to deterioration in spatial-
learning performance (Abrous et al, 2005; Lemaire et al, 2000;
Lemaire et al_, 2006),

Otherwise, experiences azoquired during the newborn stage
might modify behavior, neurcendocrine function and brain struc-
ture (Champagne et al. 2009; Daskalakis et al. 2009). These
experiences could redirect the development of the immature brain,
which is highly plastic, and permanently alter the cognitive and
behavicral development of the erganism { Greenough 1987; Raineki
et al. 2013). Animals with maternal separation during the early
postnatal stage show long-term improvement in spatial learning
and memory (Kosten et al., 2012). In addition, corticosterone secre-
tion during stress response is decreased in these animals (Levine,
1962; Meaney et al., 1988; Ogawa et al., 1994; Vallée et al, 1997 ).
Adult animals exposed to an enriched environment for 2 month
show increased length and complexity of dendritic arborization
and increased density of dendritic spines in prefrontal cortex and
hippocampus (Kozorovitskiy et al., 2005), Moreover, decreased
neurogenesis in the hippocampal DG due to PS in male rats may
be reverted by postnatal stimulation through maternal separation
during the first three weeks of postnatal life (Lemaire et al., 2006).
Currently there are no reports which examine simultanesusly the
effect of postnatal stimulation on cognitive processes, neurogene-
sis as well as the activity of the HPA axis in PS offspring, females
and males, Hence, the objective of this work was to test if long-term
tactile stimulation in PS female and male rats improves cognitive
performance as well as cellular survival and differentiation in the
DG of the hippocampus and reduces the reactivity of the adrenal
axis, Corticosterone serum levels in the gestating rats were also
measured.

2. Materials and methods

Animal management and experiments were carried out in
accordance with Mexican official norms (NOM-062-Z00-1999),
and the domestic and laboratory animal regulation published in
the Ethical conduction guidelines for research, teaching and dis-
semination of the Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
(20100

21. Animals

Three-month-old, pregnant Wistar female rats {n= 33} from the
vivarium of the Universidad Autdénoma Metropolitana lztapalapa
housed in transparent plexiglas individual cages were used. Ani-
mazls were maintained in optimal conditions of constant room
temperature (22 £ 2°C), reverse light-dark cycle (12-h: 12-h, lights
of at 1000) and continuous ad libitum access to food and water.

22 Prenatal stress

During the last gestational week {days 15 through 21), pregnant
females of the PS group (n= 18}, went through two stress sessions
by immersion in cold water at 1000 and 1500h (Lemaire et al,
2000). Rats were individually set in a Plexiglas cage filled with water
at 15°C and a height of 15cm for 15min per stress session. The
cage was covered with a grill to prevent rats to escape, Females of
the control group (n=15) were kept in their cages and were only
exposed to routine cage cleaning, After delivery, number of off-
spring in litters were homogenized within their respective group.
Pups remained with their mother until weaning {day 21 of postna-
tal life). Pups were distributed into groups as follows: females, CON
(n=55) and P5 (n=50); males, CON (n=54) and P5 (n=53],

2.3. Postnatal tactile stimularion

Pups undergoing posimatal tactile stimulation {PTS) from PS and
CON groups were distributed as follows: COMN females with PTS
(femnale PT3 group), n= 26; PS5 females with PTS (female PS5+ PTS
group), n=25; COMN males with PTS (male PTS group), n=25; PS
males with PTS (male PS+PTS group), n=25. PTS involved the
researcher to slide her fingers on the back of every rat (using indezx,
middle, ring and little fingers) in a cephalo-caudal direction dur-
ing 60 s (lmanaka et al_, 200&). The procedure was carried out daily
beteween 1000 and 1100h, from birth to the age of three months,

24. Spatial navigation task

Spatial learning and memory were evaluated using the Mor-
ris water maze (MWM) task, MWM consisted of a cylindrical pool
(170cm of diameter and 50cm of height) surrounded by white
walls, The pool was filled with water to a height of 30 cm and water
was kept at a temperature of 21 +£2=C,

The pool was divided into four imaginary quadrants tagged
according to the cardinal points (NE, north-east; north-west, NW;
SE, south-east; SW, south-west) and considering the starting quad-
rant as the reference, Three colorful images were set on the walls
of the room as special visual cues, An acrylic transparent platform
(19cm = 22 cm) was set 2cm under the water surface in the NE
quadrant, equidistantly to the wall and the center of the maze.

When the animals reached three months of age, they under-
went learning sessions consisting of four trials per session during
four consecutive days (days 1-4), Atday 6(48 h later), a single-trial
memory session with the platform was carried out and the latencies
were registered. Also, a memory session was carried out 24 h after
the single trial session {day 7) consisting of a single trial without
the platform, and letting the rat to swim for 60 5. All the trials were
recorded, Thirteen days after the first learning session, a single-trial
session with the platform inside the maze was carried out, Trials
started when the rat was set on the water with the snout pointing
at the pool wall, The starting quadrant changed from trial to trial.
For the first trial, if a rat did not find the platform within a pericd
of 805, the experimenter guided the rat to the platform and left it
on the platform for 305 (Kapoor et al., 2009). When rats found the
platform within the 605 period, they were left there for 30,

The behavioral measurements analyzed were; latency to reach
the platform for the learning sessions, and time spent in the plat-
form quadrant and number of platform-site crossovers for the
MEMOry Ses5i0ns,

25 Administration of the DNA-symthesis marker
5-bromo-Z -decgyuridine (BrdU)

Female (n=4) and male {n=4)rats of every group were dailyip.
injected with BrdU (Sigma, USA, 50mg'keg) dissolved in 0.9% NaCl
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two minutes before each first MWM learmning session during the
first, second, third and fourth days of training { Lemaire et al., 2000;
Hancock et al., 2009), In order to determine the survival (but not
proliferation) and phenotype of the newly born cells the animals
were euthanized 14 days after the first BrdU inyection,”

2.6. Histological procedure

The day after the last MWW session (day 14), rats were deeply
anesthetized with pentobarbital sodium (100 mg/kg; Pisabental,
Mexico) and intracardially perfused using 100 ml phosphate buffer
(PBS; pH =7 4] followed by a 200 ml solution of 4% paraformalde-
hyde PBS. Then, brains were extracted, and 40-pm-thick coronal
sections were obtained in a Leica CM1850 cryostat to be collected
in a PBS solution,

To determine the number of new cells and those differenti-
ated into neurons, double immunostaining for BrdU and MeuM
was performed. MeuN is a specific nuclear protein expressed in
mast of the neurcnal types in the vertebrate central nervous
system (Kempermann, 2006), Briefly, sections were washed in
triphosphate buffer (TBS), and then washed in a TBS and sodium
borohydrate (0,5%) solution during 15min, Afterwards, sections
were profusely washed in TBS, followed by a 30-minute wash
in TBS containing 10X Triton (1%; jt Baker, USA) and peroxide
(1%; Jt Baker, USAL Later, secticns went through 3 x 10-minute
washes in TBS and dimethyl sulfoxide (DMS0; 1%; [t Baker, Mexico),
Then, sections were incubated in HCL 2M for an hour at 37=C and
washed in a TBS and sodium borohydrate (0.5%) for 15 min, Three
additional 10-minute TBS washes were performed, after which
the primary antibodies Anti-BrdU {1:800; BD, Biosciences, USA)
and Anti-NeuN [1:250, Millipore, USA)} were added. Sections were
incubated during, at least, 48 h with constant stirring, after that,
sections were 5% washed in a 10X Triton (0.,02%) and 0.1% albu-
min (1%) TBS solution for 15 min. Next, sections were incubated
in the secondary antibodies anti-rat IgG Alexa Fluor 4388 (1:1100;
Invitrogen, USA) and anti-mouse IgG Alexa Fluor 568 (11 100; Invit-
rogen, USA) in a 0,1% albumin and 0.32% Triton X-100 solution
with constant stirring, Finally, sections were mounted on slides and
covered with AguaPoly/Mount media (Polysciences, USA) Sections
were observed in a confocal Zeiss LSM 700 microscope (Germany)
using a 20x lens, BrdU-positive cells were counted exhaustively
in the granule cell layer and subgranular zone of DG in dorsal hip-
pecampus of both hemispheres with the Zeiss LSM Image Examiner
software, Double staining was confirmed for every cell through
orthogonal view.

2.7, Corticosterone concentrations

Blocd samples were obtained from gestating rats (COM, n-6;
PS, n=&), in the last case immediately after exposure to stressor on
gestational day 18, Blood samples were cbtained from the offspring
(CON n=6, PTS n=6, PS n=6, PS+PTS n=6) after the MWM test,
Animals were anesthetized with pentobarbital sodium (100 mgfks;
Pisabental, México), samples were extracted by cardiac puncture
into test tubes and centrifuged at 3000z during 25 min at room
temperature. Serum was frozen at —20°C for corticosterone deter-
mination.

2.7.1. Corticosterone extraction

Corticosterone was extracted from serum into diethyl ether-
dichloromethane (50:40 v/v) by constant stirring in a vortex mixer
and then immediately centrifuged for 5min, The organic phase
was shaken in a vortex mixer with 1 ml HFLC-grade water, After
centrifugation, the organic phase (3 ml) was left to evaporate at

room temperature, Residuals were re-dissolved in methanol-water
[ B0:40 wiv],

2.7.2. Chromatographic procedure

Both the guard column (Symmetry C18, particle size 3.5 um,
2.1 x 10mm; Waters Corp., Milford, MA, USA) and the column were
equilibrated using HPLC-grade acetonitrile-water (65:35w/v) at a
flows rate of 0.4 ml/min, Separations were made at a temperature of
40°C in a Waters Symmetry C18 column (particle size 5mm; col-
umn size 2.0m 150 mm; Waters Corp., Milford, MA, USA)L A system
controller (Waters 600-MS; Waters Corp., Milford, MA, USA) was
utilized to empty out the mobile phase,

Steroids were evaluated with a detector of ultraviolet-visible
absorption [k =250nm; Waters Corp., Milford, MA, USA), Results
were anzlyzed with a Milenium 32 work station (Waters Corp.,
Milford, MA, USA),

28 Statistical analysis

All the statistical amalysis were carried out using the SPSS
statistical software. MWM measurements (time spent in the plat-
form guadrant, number of platform-site crossovers, and latency
to reach the platform) and corticosterone levels were analyzed
using a one-way analysis of variance (ANOVA) test, followed by
the Newman-Keuls post hoc test, The number of cells stained with
BrdU was analyzed with a non-parametric ANOVA test ( Kruskall-
Wallis) followed by the Dunn test. The differences in the number
of BrdU and BrdU/MeuN cells were analyzed with the Chi squared
test. The significance level was established at p< 0,05,

3. Results

3.1. Corticosterone concentrations in serum in the stressed
pregnant female rats

Maternal serum corticosterone concentrations were doubled in
stressed pregnant female rats as compared to control pregnant
female rats on gestational day 18 (p<0.01){Fig. 1],

3.2. Prenatal stress and tactile stimulation gffects on spatial
learning and memory

FS females showed longer latencies to reach the platform on
days 1-4, and 6 in the MWM as compared to females from CON, PTS
and P5 +PTS groups (F 3 jgg=7.99; p<0,000297 ) (Fig. 2). The same
effect was observed in PS males, as they presented longer latencies
to reach the platform on days 1-4, 6 and 13 in the MWM as com-
pared to male from COM, PTS and PS+PTS groups (F 3, 174=4125;
p=<0.000289) (Fig. 2). PTS appears to rescue the decline in mem-
ory performance seen in the PS group, since both female and male
PS5 +PTS offspring obtained latencies to reach the platform similar
to those of COM and PTS. Female and miale from PTS groups showed
scape latencies similar to contral group,

FS animals, both female and male obtained the longest mean
latencies to reach the platform in all the test days (p= 0.001). Males
and females from COM, PTS, and P5+PT5 groups showed similar
mean latencies (Fig, 3).

On day 7 (without platform), female (F3 37 =9.05 p=<0.000203)
and male (Fygp=1440 p<0.000) experimental rats, PS5, FT5 and
PTS +P5, remained a lower percentage of total time in the plat-
form quadrant compared to COM animals (Fig. 4], In addition, PS
females (Fy3;=6.80 p= 0001242} and PS and PT5S males showed
less platform-site crossovers (Fy g0 = 5.19 p= 0.004091) (Fig. 4).
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3.3, Neuwrogenesis in the hippocampus

Pasitive cells to BrdU (ir-BrdU) in the subgranular layer of the
DG were evidenced by immunoflucrescence as small dircles in the
green wavelength band, 488 nm (Fig, 5). Cellular survival (number
of ir-BrdU cells per mm? ) was lower in the PTS female compared
to the CON group. Higher cell survival was observed in the hip-
pocampus from PS females (p<0.001) compared to the CON, PTS
and P5+ PTS females (Fig. 61, Less cell survival was observed in the
hippocampus from PTS and PS + PTS groups when compared to CON
and PS5 males (p<0,001) (Fig. 6).

MNew neurons [wavelength band, 550 nm) were identified using
double-staining immunoflucrescence BrdU/MNeuN (ir-Bdrll/MeuM)
as small circles in vellow (Fiz. 5). Hippocampus from PS+PTS
females presented a larger number of new neurons compared with
the other experimental groups (p< 0.01). Mo decrease in the num-
ber of new neurons was observed in PS females, The hippocampus
from PS5 males showed the smallest number of new neurons com-
pared to COM, PTS and PS5 +PTS males. A larger number of new
neurons were observed in the hippocampus from P54+ PTS males
(p=0.001)(Fig. 61

3.4. Corticosterone concentrations in serum in offspring after
MWM tasks

Corticosterone concentrations in serum were larger in PS
females and males after the MWM tasks compared with CON
(p=0.01), PT5 rats showed smaller corticosterone concentrations in
serum comipared with the rest of the experimental groups(p <0.05)
(Fig. 7).

4. Discussion

The results obtained in this work show that PS causes spatial
learning and memory deterioration, However, new-cell survival is

increased in the hippocampal DG of PS females, while it remains
unchanged in PS5 males. As well, the HPA-axis reactivity is signif-
icantly increased in PS rats in the adult stage. Tactile stimulation
dispensed from birth to three months of age may prevent the harm-
ing effects of PS on leaming and memory, and increases neuronal
differentiation of new cells in the DG and diminishes the HPA-
axis reactivity in rats of both genders. Longer latencies to reach
the MWHM platform in PS animals imply learning delay, as well as
problems to remember the task {Markham et al, 2010} each day,
The results obtained in the MWM in this work differ from findings
of other where only males are affecred by PS (Lemaire et al., 2000;
Zagron and Weinstock, 2006; Yaka et al,, 2007 ; Salomonet al,, 2011)
and support the fact that PS alter males and females (Gué et al,
2004 ; W et al_, 2007; Li et al_, 2008],

Hyper reactivity and hyperactivity of the adrenal axis observed
in the PS animals are associated with the decrease in the number of
glucocorticoid and mineralocorticoid receptors in the hippocam-
pus (Maccari et al,, 2003; Weinstock et al,, 1992), Thus, the high
corticosteroid concentrations observed in the PS animals after
the MWM tasks might be occwrring as a result of the HPA-axis
hyper reactivity due to a decrease of the glucocorticoid and min-
eralocorticoid receptors in the hippocampus, with the resulting
spatial learning deterioration, Consequently, the animal does not
get habituated to the task, which can lead to poor performance.
The poor performance in the MWM in PS males seems unrelated
to the changes in the survival of the new cell in the DG, but it does
relate to the decrease in differentiation of the new cells into neu-
rons. These results are not in accordance with a previous study
where immobilization-induced PS in males produced no changes
in normal MWM performance, but did show a decrease in the sur-
vival of new cells in the DG and no effect on the percentage of
new cells differentiated into neurons (Zuena et al., 2008), These
differences in results could be attributed to the differences in the
protocols used to induce PS (PS by restraint), in the MWM task, and
in the neurogenesis assessment in rats exposed to the MWM task of
the present work, Our results differ also from the reported in other
studies where neurogenesis diminished in PS animals after spatial
learning [ Lemaire et al.. 2000), Differences with these findings may
be explained in terms of the protocol discrepancies: neurogenesis
was evaluated 24 h after MWM day 5, while this work set the evalu-
ation onday 13, Though, survival of new cells in the hippocampus of
male PS rats by immobilization did not warrantee an improvement
in cognitive performance,

Conversely, there were more surviving new cells and no changes
in differentiation in the DG of PS females after the MWM task. To
our best knowledge, there are no studies reporting increases in sur-
vival of new cells in the DG after P5; hence, the results of this work
support the hypothesis that survival of new cells in the hippocam-
pal DG of female rats do not decrease by effect of PS (Koehl et al.,
2009; Zuena et al., 2008), This fact may be associated to estrogen
levels in females, since a neuroprotective effect has been attributed
to that sexual hormone, Moreowver, it has been reported that estro-
gen stimulates cell proliferation and exerts significant effects on
survival of mew cells in the DG (Tanapat et al., 1929), Furthermore,
females produce more cells than males in the DG, producing more
cells during proestrus, and these new cells could exert an important
influence on hippocampal function {Mandyam et al., 2008; Tanapat
et al,, 2005),

To our knowledge, there are no reports about these sex-based
differences in cell production/differentiation with any change in
behavior in prenatally stressed animals, and this need more inves-
tigation in future studies, However, in hypoxia-ischemia subjected
infant rats, markedly increased cell genesis was reported only in
fermales, and both sexes were modestly impaired in spatial mem-
ory (Waddell et al,, 2018). The fact that increased cell survival does
not match an increase in differentiation into neuron in PS animals,
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specifically in females, could be explained by the differentiation
into glial cells, because there is evidence that P5S may accelerate glial
development and migration in various cerebral regions [Gomez-
Gonzilez and Escobar, 2010). Thus, new glia in the DG of P5 animals
of both sexes could supply new neurctrophic factors that increase
axonal growth and redirection (Kaur and Thameem Dheen, 2007 )
from the existing network in an attempt to compensate cognitive
deficiencies,

The cognitive alterations in P5 animals reported in this work
can also be attributed to other factors such as the probable defi-
ciencies in the existing neuronal connections in the hippocampus,
because PS produces a decrease in the length and complexity of
dendritic spines in the hippocampal regions CA1l, CA3Z and DG (Jia
et al,, 2010; Martinez-Téllez et al., 2009; Hosseini-sharifabad and
Hadinedoushan, 2007 ; Weinstock, 201 1), as well as the high con-
centrations of corticosterone, which increases due to the exposure
to the MWM paradigm. FS induce permanently high corticosterone
basal levels during the adult stage when animals are exposed to new
environments or stressor situations (de Vries et al, 2007; Levitt
et al,, 1996; Welberg et al., 2000; Welberg and Seckl, 2001), In this
study, hyper reactivity of the adrenal axis in PS females and males
may have a role in their deficient performance in cognitive tasks
because high

corticosterone concentrations may interfere with spatial learn-
ing {Schwabe et al., 2010), However, PTS animals, in which
corticosterone levels were lowest, their pefformance in memory
retrieval in MWM was not better than control, probably because
low levels of corticosteroids can also interfere with learning. This
has been extensively studied in several reports. Memory retrieval

is not only impaired at strongly elevated corticosteroid levels, but
also at minimum levels after suppression of corticosteroids, Thus,
an inverted U-shaped function describes the relationship between
memory retrieval and corticostercid concentrations (for review see
Rimmele et al . 2015),

Our results show that postnatal tactile stimulation does not
improve cognitive performance in PTS animals, since their laten-
cies were not shorter than those of control group. Moreover, results
in this work show that PTS female and male experimental animals
spent less time in the platform quadrant, and male PTS, and PS + PTS
males showed less platform-site crossings. These results differ from
other studies where postnatal stimulation reduced the latency and
distance traveled to reach the platform (Escorihuela et al, 1995;
Fenoglioet al,, 2005; Stamatakis et al,, 2008), and increases the time
spent in the platform guadrant in the learning phase (Stamatakis
et al., 2008), The differences can be explained by the different stim-
ulation methods (environmental enrichment or separation from
the dam) used in those studies.

The less time spent in the platform quadrant observed in this
study may be due to the searching strategies used by the tac-
tile stimulated animals as compared to the animals of the other
groups, There are reports analyzing the strategies to find the hid-
den platform demonstrating that PS animals tend to seek randomly
platform and swim longer distances, unlike the control and neona-
tal handling P5 animals, which tend to use linear search strategy to
swim directly to the platform (Wu et al., 2007; Zhang and Du, 2012},
Probably in this study PTS animals used linear strategy repeatedly,
thus decreasing the time spent in the quadrant. Moreover, the use
of linear strategy can be associated with small latencies arrival at
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the test platform registered at day 6. These results suggest that
postnatal tactile stimulation might increase spatial learning and
the ability to recall the stored information. The performance in the
tactile stimulated animals has been attributed to the increase in the
Jr'\onntmn and dendrite length as a result of postnatal stimulation

Rich al., 2012). it has been proposed that structural changes
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mation of new dendritic synapses and spines (Kozorovitskiy et a
2005), Tactile stimulation promotes the production of tro phu ra;-
tors such as the nerve growth factor, key to hippocampal cognitive
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Fig 6. Effects of prenatal stress (PS) and postnatal tactile stimulation (FT5) on o=l survival and differentiation in the dentate gyrus of the hippocampus. Cell survival was
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cell survival in males but increased the number of new neurons in both sexes. Data show as X + 5EM. *p< 0001 compared to COM group; ** p< 0001 compared to FTS group,

**p< 001 compared to PS5 group.

processes (Pham et al., 1997 ). In addition, tactile stimulation may
generate synaptic plasticity in the hippocampus, similar to that of
the granular layer of the cerebellum {Roggeri et al., 20081
Concerning survival and differentiation of new cells in the DG,
PTS caused decrease in the surviving new cells, but did not modify
their differentiation into neurons in the DG and did not affect learn-
ing, even though recalling information in the MWM decreased. [tis
known that postnatal stimulation decreases the number of cells in
the locus coeruleus {Lucion et al., 20003}, that projects connections
to the hippocampus; however, the decrease in the amount of nora-
drenaline in the DG has no effect on the survival and differentiation
of new cells (Kulkarni et al.. 2002), so the number of new neurons
remains unchanged. A decrease in the survival of new cells was
observed in the PS+PTS animals, but differentiation into neurons
increased in both genders, Therefore, tactile stimulation may favor
the quick maturation of surviving cells in DG during learning, thus

integrating to existing neuronal network and might be one of the
possible mechanisms ameliorating the performance of the PS + PTS
animals in the cognitive test compared to PS animals, Addition-
ally, it is known that postnatally stimulated animals release less
corticosterone during stressor situations and show a fast return to
basal concentrations (Liu et al. 2000; Meerlo et al., 1999; Plotsky
and Meaney, 1993), This has been attributed to the increase in the
number of glucocorticoid receptors in the hippocampus and pre-
frontal cortex{Avishai-Elineret alL 2001; Meaney and Aitken, 1935;
Meaney et al., 1988). Furthermore, increase in dendritic arboriza-
tizn, length and spine density in the cerebral regions involved in
the HPA axis regulation could explain these results (Richards et al.,
2012),
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5. Conclusion

As a conclusion, this work shows that prenatal stress induced by
immersion in cold water interferes with spatial leaming in female
and male rats, These differences are not explained by decrease of
cell survival in the dentate gyrus, but probably by the decreased cell
differentiation in male, Cognitive differences in females could be
explained by hyper reactivity of the adrenal axis during MWM per-
formance. Postnatal tactile stimulation applied from birth to adult
stage appears to rescue the decline in memory performance seen in
the PS group and can ameliorate cognitive deterioration by stimu-
lating neuronal differentiation in the dentate gyrus and decreasing
the reactivity of the adrenal axis in the prenatally stressed animals,
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