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Resumen

El trastorno de la depresion mayor es una enfermedad psiquiatrica que se
caracteriza por la combinacion de sintomas a nivel psicoldgico, fisiolégico y
conductual, es una enfermedad comudn que afecta a millones de personas en todo
el mundo. Los modelos animales de depresion por estrés prenatal son
herramientas esenciales para el entendimiento de la patofisiologia de la depresion;
por ello, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar si el estrés prenatal provoca
conductas tipo depresivas y modifica el contenido y la liberacion de serotonina en
el hipocampo ventral de ratas adultas. En el presente estudio, se utilizaron ratas
hembras gestantes de la cepa Wistar de 250 g, las cuales se asignaron al grupo
control o a estrés por inmersion en agua fria del dia 15 al dia 21 de la gestacion. A
la edad de dos meses y medio, se identificd la conducta tipo depresiva mediante
la prueba de Porsolt y la ingesta de sacarosa en la descendencia masculina. Se
seleccionaron a los animales que presentaron conducta tipo depresiva. Antes de
realizar la prueba conductal de Porsolt y al finalizar la prueba las ratas se
sacrificaron, se disecciond el hipocampo ventral para evaluar el contenido de
serotonina y su metabolito por HPLC-ED (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién con deteccion Electroquimica). En otros animales del grupo control y
de estrés prenatal se realizaron cirugias estereotaxicas para la implantacion de
canulas guias orientadas hacia el hipocampo ventral. Se tomaron microdializados
para evaluar la liberacion de serotonina basal por HPLC-ED. Los resultados
muestran que el estrés prenatal genera aumento de la inmovilidad en la prueba de
Porsolt, asi como disminucion en el consumo de sacarosa (considerado como

anhedonia) en las crias en la etapa adulta. Asimismo, el contenido tisular de
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serotonina en el hipocampo ventral en las ratas estresadas prenatalmente fue
mayor que en las controles, antes de la prueba de Porsolt. El contenido tisular de
serotonina no se modificé después de la prueba de Porsolt en las ratas estresadas
prenatalmente, pero su metabolito 5-HIAA disminuyd, lo que indica que la

serotonina no se libero.

La liberacion de serotonina fue mayor en la descendencia estresada
prenatalmente. Estos resultados indican que el estrés aplicado durante la
gestacién es capaz de producir conductas tipo depresivas en las crias en la etapa
adulta y esto puede estar relacionado con alteraciones en el contenido de

serotonina en el hipocampo ventral.
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Abstract

Major depressive disorder or major depression is a common disorder that affects
people worldwide and combines symptoms at psychological, physiological, and
behavioural level. This disorder is predicted to be the second cause of disability in
2020. Animal models of major depression caused by stress are relevant for the
better understanding the aetiology of depression. Thus, the aim of this work was to
evaluate whether prenatal stress induces depressive-like behavior and if this
behaviour is related to changes in serotonin content and release in ventral
hippocampus of prenatally stresses adult rats. Pregnant female Wistar rats
weighing 250 grams were randomly assigned to the control group or stress by
immersion in cold water from day 15 to day 21 of pregnancy. At 21 days of age,
pups were sexed and males were separated. Depressive-like behaviour was
assessed by forced-swim tasks and sucrose intake test in male offspring at 8—12
weeks of age. Rats displaying depressive-like behaviour were selected, and some
were sacrificed before and others were sacrificed after forced-swim task. Ventral
hippocampus was dissected to evaluate serotonin ant its metabolite content. In
other animals cannulas were stereotactically implanted into the right ventral
hippocampus. The dialysates were collected and basal serotonin release was
evaluated HPLC-ED. The results indicate that prenatal stress caused depressive-
like behaviour, with increased immobility in Porsolt test, as well as decreased
sucrose intake (considered as anhedonia) in adult male offspring. Serotonin
content was higher in ventral hippocampus of prenatally stressed rats compared
with control males. Serotonin content did not change in prenatally stressed

offspring after Porsolt test, but his metabolite decreased, indicating no release of
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serotonin. Serotonin release was higher in prenatally stressed animals. These
findings suggest that prenatal stress is able to induce depressive-like behaviour in
adult male offspring and this could be related to disruption in serotonin release in

the ventral hippocampus.
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Abreviaciones

ACTH: Hormona adrenocorticotropica

CALl: Cuerno de amon 1

CA2: Cuerno de amon 2

CAS3: Cuerno de amoén 3

CRH: Hormona liberadora de corticotropina

DA: Dopamina

DOPAC: Acido 3,4 dihidroxifenil acético

DSM-5: Manual estadistico de diagnosis de trastornos mentales 5
GABA: Acido y-aminobutirico

GR: Receptores para glucocorticoides

HHA: Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

HVA: Acido homovanilico

SSRI: Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
SNRI: Inhibidores selectivos de la recaptura de norepinefrina
MR: Receptores para mineralocorticoides

PVN: Nucleo paraventricular

5-HT: Serotonina

5-HAA: Acido 5-hidroxiindolacetico

11B-HSD2: 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2
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1. INTRODUCCION

1.1 Depresién

El concepto de la depresion ha sido profundamente estudiado en la historia de la
ciencia médica y su génesis se remonta a los antiguos griegos con la teoria de la
melancolia de Hipocrates. El estudio de la depresion siguid en la época medieval con
el uso de la medicina Galénica. El concepto moderno de la depresién aparecié con
el surgimiento de la psiquiatria durante el siglo XIX (1). La Asociacion Americana de
Psiquiatria ha publicado el manual estadistico de diagnosis de trastornos mentales
(DSM-5), que ha sido ampliamente reconocido como un sistema de clasificacion y

define a la depresion con propdsitos de investigacion basica y clinica (2).

De acuerdo con el DSM-5 para diagnosticar a una persona con depresion debe tener
cinco o mas de los siguientes sintomas durante un periodo de dos semanas; al
menos el estado animico depresivo y la pérdida de interés en realizar una actividad,

deben estar presentes.

1. Estado animico deprimido durante casi todo el dia o casi todos los dias,
indicado por un informe subjetivo personal (sentimientos de tristeza,
vacio o inutilidad) u observaciones hechas por otras personas
(apariencia llorosa).

2. Pérdida de interés o placer en llevar a cabo casi todas las actividades

durante el dia. Esto se conoce como anhedonia.
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Pérdida significativa de peso cuando no hay dieta o ganancia de peso
(cambio de mas de un 5% en el peso corporal por mes).

Insomnio o hipersomnia casi todo el dia.

Agitacion psicomotora o enlentecimiento casi todo el dia (observable por
otros).

Fatiga o pérdida de energia durante el dia.

Sentimientos de inutilidad, inapropiada o excesiva culpabilidad durante
casi todo el dia.

Disminucion en la capacidad para pensar, concentrarse o indecision
(observable por otros).

Pensamientos recurrentes de suicidio, generacion de ideas suicidas con

un plan especifico o intento suicida.

El trastorno de la depresion mayor abarca mudltiples desérdenes con sintomas

superpuestos de diversas etiologias (3). En la actualidad se especula que los

sintomas de la depresion son el resultado de una combinacion de factores del medio

ambiente que alteran de manera reciproca las interacciones mdultiples de los circuitos

neuronales. Los genes tienen un papel muy importante en el riesgo de desarrollar

depresion (4).

1.2 Hipétesis de la depresién

Existen diversas hipoétesis para explicar la depresion. La hipétesis monoaminérgica

propone que los sintomas de la depresion surgen de los niveles insuficientes de los
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neurotransmisores como la serotonina (5-HT), la norepinefrina (NE) y la dopamina
(DA). Esta hipétesis fue aceptada por las observaciones derivadas de las terapias
antidepresivas que aumentaron la neurotransmision de 5-HT, NE y DA (5). La
deficiencia del acido y-aminobutirico (GABA) puede contribuir a los trastornos
depresivos, los pacientes depresivos tienen niveles reducidos de GABA en el plasma
sanguineo, en el liquido cerebroespinal y en tejido cortical (6). En particular una
primera linea de evidencia clinica sugiere una transmision GABAérgica reducida en

pacientes depresivos que esta basada en tomografia de emision de positrones (7).

De todas las hipoétesis formuladas hasta la actualidad, la hipo6tesis serotoninérgica de
la depresion es la que tiene mas influencia, ademas de ser la mas estudiada para
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para la depresion mayor. Esta hipotesis
postula que la reduccion en los niveles de 5-HT incrementa el riesgo de ser afectado
por la depresion (8). Desde su formulacion, una gran cantidad de estudios han
validado la conexion entre el sistema serotoninérgico y la depresion. Se ha
demostrado que los pacientes depresivos muestran un bajo nivel de 5-HT en la
circulaciébn sanguinea, asi como también bajos niveles de triptéfano que es el
precursor para la sintesis de 5-HT. En pacientes depresivos la administracion de
triptéfano provee efectos benéficos, pero una reduccion de triptéfano en la dieta
induce sintomas depresivos recurrentes (9). La mayoria de las investigaciones se
han enfocado en el sistema serotoninérgico debido a la eficacia de los inhibidores
selectivos de la recaptura de 5-HT (SSRI) para tratar la depresién, su funcion

principal es incrementar los niveles de 5-HT en la sinapsis neuronal por el bloqueo
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del transportador de 5-HT, permitiendo una mejor neurotransmision y de esta manera

mejorar el estado de animo (10).

Si bien algunos sintomas clinicos de la depresion no pueden ser evaluados en
animales, existen sin embargo, parametros conductuales que pueden modelar
algunos sintomas de la depresion, por ejemplo la supresién de actividad social o la
anhedonia. La pérdida de actividad locomotora o inmovilidad es observada en el
desarrollo de la desesperanza aprendida que puede ser inducida por el ineludible
estrés en la prueba de nado forzado (11). La induccion de la conducta depresiva por
el estrés prenatal es asociada con alteraciones en el eje hipotalamo hipoéfisis adrenal

(HHA) (12).

2. MODELOS ANIMALES

En la actualidad es necesario desarrollar nuevos tratamientos antidepresivos que
sean efectivos, en este proceso los modelos animales de depresion son
herramientas esenciales para el entendimiento de la patofisiologia de la depresion,
pero muchos de los resultados obtenidos en animales no pueden ser trasladados al
humano, so6lo algunos pocos permiten progresos en la investigacion clinica (13).
Idealmente un modelo animal de depresion deberia cumplir al menos 3 principales

criterios: validez de construccién, validez de apariencia y validez predictiva (14).
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2.1 Validez de construccion

Indica que un modelo esta basado en mecanismos neurobioldgicos similares
encontrados en pacientes depresivos que son importantes en la etiologia y en su
patogénesis (13). La depresion es un trastorno complejo con factores genéticos que
determinan la repuesta a las variables ambientales, entre las variables ambientales,
los episodios de estrés destacan como un potente factor de riesgo en la depresion
(15). Se ha sefialado que los efectos generales de estrés son dependientes de la
apreciacion individual, ademas que los estimulos ambientales pueden ser
incontrolables, de esta manera contribuyen a las emociones negativas. La
desesperanza aprendida es derivada de la teoria cognitiva conductual de la
depresion, la cual ha permitido que la terapia conductual cognitiva de la depresion
sea exitosa y hasta la actualidad la méas influyente de la psicoterapia. La teoria
cognitiva de la depresion postula que “se refiere a una vision negativa de si mismo,
del entorno y del futuro”(16) (pagina 1). La persona que sufre de depresién, se ve a
si misma como una persona despreciable o desvalorizada es la idea central en la
etiologia y el mantenimiento de la depresibn mayor (16). Se asume que la
desesperanza aprendida es activada por experiencias de estrés incontrolables (16).
La desesperanza aprendida se ha observado en humanos y también en ratas (17,
18). La desesperanza aprendida como modelo animal esta Unicamente basada en
una teoria general que se traslada de la psicologia clinica a otras especies como los

roedores con excelente validez de construccion (13).
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2.2 Validez de apariencia

Describe la similitud de un modelo animal a los sintomas de la depresion en
humanos. Muchos de los sintomas de la depresion como los sentimientos de culpa o
pensamientos suicidas dependen de la conciencia y de la expresion verbal que no
puede ser estudiada en roedores. Otros sintomas como los cambios psicomotores
pueden ser facilmente trasladados de especie a especie, pero con poca especificidad
para la diagnosis de la depresion, sin embargo en la desesperanza aprendida
disminuye la sensibilidad y la capacidad de respuesta a las propiedades de
recompensa de la ingesta de sacarosa, también disminuye la auto-estimulacion
intracraneal; estos son indicadores de la anhedonia en analogia con la pérdida de
interés o placer en actividades cotidianas durante la depresién (19, 20). Ademas la
desesperanza aprendida refleja las alteraciones vegetativas y neuroendocrinas como
los cambios asociados a la estructura del suefio en la fase de sueiio de movimientos

oculares rapidos (MOR) e incrementa los niveles basales de corticosterona (21).

2.3 Validez predictiva

La validez predictiva es alta si un modelo responde de manera efectiva al tratamiento
con antidepresivos (22). Se ha mostrado que una amplia variedad de antidepresivos,
incluyendo a los antidepresivos triciclicos, SSRI y los inhibidores de la enzima
monoamino oxidasa mejoran la conducta de desesperanza despueés su
administracion cronica pero no después de la administracion aguda, lo anterior esta

estrechamente relacionado con el retraso de la accion antidepresiva en los ensayos
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clinicos. Por otra parte, otros farmacos como los antipsicéticos y ansioliticos, no
promueven la recuperacion de la desesperanza aprendida, lo que indica la excelente
especificidad del modelo. El perfil del tratamiento antidepresivo se ha reproducido
con notable similitud en modelos animales de desesperanza aprendida (13). La
exposicion a estresores tiene un fuerte impacto sobre la manifestacion de la
depresion, la mayoria de los modelos animales de depresion estan basados en la
exposicion a viarios estresores que pueden ser agudos o cronicos, estos paradigmas

conductuales son capaces de generar conductas tipo depresivas (23).

El hipocampo contiene una gran cantidad de receptores para los glucocorticoides en
comparacion con otras estructuras cerebrales (24), también es parte de la via limbica
del estrés, la cual incluye a la corteza prefrontal, el septum, la amigdala y el nucleo
paraventricular del hipotdlamo. La inervacion serotoninérgica en el hipocampo esta
heterogéneamente distribuida (25). ElI estrés prenatal modifica al sistema
serotoninérgico a diferentes niveles, por ejemplo, el metabolismo de 5-HT en el
hipocampo se ve afectado por cambios en la actividad de la enzima triptéfano
hidroxilasa, cambios en la cantidad del transportador de 5-HT o bien cambios en los
receptores serotoninérgicos, tales como los 5HT1A (26), estos cambios en el sistema
serotoninérgico incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades psiquiatricas

como la depresion en la etapa adulta (26).
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3. ESTRES

La homeostasis es la capacidad de un organismo para mantener el equilibrio de la
temperatura, el balance de fluidos, la concentracion de iones hidrégeno (pH) en
sangre, los niveles de oxigeno, entre otros, que le permiten sobrevivir (27). Todos los
organismos mantienen un complejo equilibrio dinamico, el cual es alterado
constantemente por diversos factores externos o internos denominados estresores.
Pueden ser fisicos como cambios de temperatura, en el medio ambiente, anoxia,
hipoglucemia, ejercicio o las heridas. También pueden ser psicologicos que afectan a
las emociones y causan miedo, ansiedad o frustracion, los cuales son los activadores
mas potentes de eje HHA. Pueden ser también mixtos y actuar en combinacion (28).
Cuando los estimulos ambientales exceden la capacidad natural de regulacién del
organismo, en situaciones que son impredecibles e incontrolables se le denomina
estrés (29). La respuesta de estrés esta dirigida por el sistema del estrés, el cual esta
constituido por estructuras del sistema nervioso central y por érganos periféricos. Los
dos componentes principales del sistema del estrés son el eje locus coeruleus-
sistema nervioso simpatico-médula adrenal y el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal
(HHA) (figura 1). El sistema del estrés recibe e integra diversas sefiales cognitivas,
emocionales, neurosensoriales y periféricas que llegan a través de las proyecciones
limbicas a los sistemas efectores (30). El eje HHA regula la secrecion de
glucocorticoides por la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) que es esencial para
los mamiferos para responder a diversos estresores (31). El eje HHA consiste en

sefiales estimuladoras y de retroalimentacion negativa para regular su actividad. El
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eje neuroendocrino estd compuesto por neuronas del nucleo paraventricular (PVN)
del hipotalamo, la hipdfisis y la glandula suprarrenal. El estrés por inmersion en agua,
inmovilizacién, hacinamiento y choques eléctricos en las patas de las ratas promueve
la sintesis y secrecién de hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de arginina
vasopresina (AVP) por un grupo de neuronas localizadas en PVN (32). La CRH a
través del sistema portahipofisiario se desplaza hacia el I16bulo anterior en donde se
une con sus receptores que estan acoplados a las proteinas G, permitiendo la
sintesis y liberaciéon de ACTH en el sistema circulatorio. Los receptores de la ACTH
estan acoplados a proteinas G en células adrenocorticales de la zona fasciculata en
la corteza suprarrenal, una vez que la ACTH interactia con los receptores, se inicia
una cascada de sefializacion que inicia la sintesis de proteinas y la expresion de
genes implicados en la via de biosintesis de glucocorticoides(33). Los
glucocorticoides (cortisol en humanos y otros mamiferos, corticosterona en roedores)
son la respuesta de la estimulacion del eje HHA; son hormonas esteroideas con
efectos pleiotropicos en la mayoria de los tejidos y organos. Los glucocorticoides
regulan la actividad basal del eje HHA, activan el complejo amigdala/hipocampo por
neuronas adrenérgicas durante la exposicion a estresores, las cuales se originan en
el tallo cerebral (24). La respuesta al estrés termina por retroalimentacion negativa
en el hipotdlamo y en la glandula hipofisis; de este modo hay una regulaciéon de la

respuesta del eje adrenal (34).
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Figura 1. Eje hipotadlamo-hipéfisis-adrenal en los mamiferos. Esquema del cerebro de la rata
en donde se muestra la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, la exposicion a
estresores de manera crénica activa a algunas neuronas de nucleo paraventricular que
promueve la liberacién de CRH hacia la adenohipdfisis, en donde promueve la secrecion y
liberacion de la ACTH que se desplaza hacia el torrente sanguineo, cuando interactlla con
sus receptores en la glandula adrenal promueve la liberacién de corticosterona.

El efecto del estrés en los mamiferos depende de la intensidad del estresor, la
severidad y la duracion (estrés agudo o crénico), ademas del sexo de los roedores,
(si es prenatal, en edades tempranas del desarrollo, en la edad adulta o en la vejez),

asi como la respuesta individual al estresor (35). Se ha mostrado que la exposicion a
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estrés incrementa los niveles de glucocorticoides durante la gestacion, y estos
pueden atravesar la barrera placentaria de la madre y la barrera hematoencefélica
del feto, modificando la funcion de estructuras cerebrales como la corteza cerebral e

hipocampo (figura 2) (36).

e
/
La hormona liberadora de las
P O corticotropinas procedente de la
/[ madre y la corticosterona
‘(%\ﬁ aumentan por efecto de
\ = exposicion a estresores.

La expresion y la
Sistema actividad de la enzima
11B-HSD2 disminuye.

circulatorio

Placenta Feto

maternal

€ Corticosterona
aumenta en el feto

mmmmmm Barrera placentaria ® Corticosterona activa O Corticosterona inactiva

Figura 2. Efecto de la exposicion cronica a niveles elevados de glucocorticoides. La
aplicacion de un estresor de manera crénica aumenta la concentracion de CRH materno.
Debido a la naturaleza lipofilica de la corticosterona puede atravesar la barrera placentaria.
En la placenta se encuentra la enzima 11B-HSD2 que inactiva a la corticosterona. El
aumento de esta hormona disminuye la actividad y expresién de la enzima 113-HSD2 y la
corticosterona puede atravesarla, permitiendo el paso de corticosterona activa al feto y de
esta manera aumenta la concentracion de esta hormona. (Modificado de Chapman, et al.,
2012 y Bale, 2015).
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4. HIPOCAMPO Y NIVELES DE SEROTONINA DURANTE EL
ESTRES

El hipocampo es parte de la via limbica del estrés, el cual incluye a la corteza
prefrontal, el septum, la amigdala y el ndcleo paraventricular del hipotdlamo. La
inervacion serotoninérgica en el hipocampo esta heterogéneamente distribuida, las
zonas que tienen una mayor concentracion de inervaciones serotoninérgicas son la
capa molecular del subiculum y la capa molecular-lacunosum del cuerno de Amoén 1
(CAl) y la capa del oriens a través del cuerno de Amon 3 (CA3) (25). En la fase
inicial de la respuesta al estrés, el flujo de glutamato en la corteza prefrontal y en las
regiones del cerebro anterior provocan el incremento de neurotransmisores
monoaminérgicos en otras regiones clave del cerebro como el estriado ventral,
amigdala, y la misma corteza prefrontal, estas estructuras estan asociadas a la
repuesta de miedo y de toma de decisiones (37). En la segunda fase, el hipocampo
modula el eje HHA por la proyeccion dentro de las regiones celulares
neuroendocrinas del PVN, el area central responsable de la regulacién del estrés.
Los niveles elevados de glucocorticoides durante la respuesta al estrés pueden
causar dafio hipocampal (38). Esta hipdtesis es llamada “hipdtesis de la cascada de
glucocorticoides” y es apoyada por diversas investigaciones que muestran que el
estrés excesivo o la exposicion a glucocorticoides pueden dafar el hipocampo (39).
El hipocampo es el principal blanco de los glucocorticoides, ya que contiene una gran
cantidad de receptores a glucocorticoides en comparacion con otras estructuras

cerebrales, se ha demostrado que concentraciones altas estan relacionadas con el
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envejecimiento y pérdida de neuronas en el hipocampo, esta pérdida ocurre
preferencialmente en CA1 y neuronas del giro dentado (figura 3) (24). Diversos
estudios han mostrado que el estrés prenatal tiene efecto en los niveles de 5-HT en
el hipocampo (40). El estrés prenatal disminuye los niveles de 5-HT y la densidad

sinaptica en el hipocampo (40).

Hipocampo

= <)

CRH mRBNA
PVN AVP mRNA
|> Receptor a
! glucocorticoides

CRH |
AVP |> Receptor a
. mineralocorticoides
o POMC mRNA
Hipofisis
anterior PCiMC
ACTH —
Y

Corteza
adrenal { Cortisol '7

Figura 3. Eje HHA, receptores a glucocorticoides y mineralocorticoides en el hipocampo. Los
receptores tipo | o MR tienen mayor afinidad por la corticosterona. Los receptores tipo Il o
GR tiene baja afinidad de unién por la corticosterona. Estos receptores se complementan
uno a otro, modulan al HHA. Cuando las concentraciones de corticosterona son altas los MR
se saturan y se activan los GR para reestablecer la homeostasis, ayuda a que la
corticosterona regrese a sus niveles basales mediante la inhibicion del eje HHA. Inhibe a
nivel de hipocampo, PVN e hip6fisis(30).
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5. ANTECEDENTES

La investigacion tanto en roedores como en humanos ha acumulado evidencia de
gue el estrés durante la gestacion puede tener efectos en el desarrollo a largo plazo
en la descendencia. Este proceso es referido como programacion fetal, porque sus
efectos son profundos a largo plazo y es transmitido a la descendencia estresada
prenatalmente (41). Investigaciones en humanos han evidenciado que los efectos de
la exposicion a condiciones adversas ambientales, problemas psicosociales,
exposicion a diversas enfermedades durante el embarazo y desastres naturales
causan alteraciones en el metabolismo, trastornos relacionados con el sistema
inmunoldgico y un alto riesgo en desarrollar desordenes afectivos (42). Los modelos
animales han arrojado amplia evidencia de que el estrés en hembras prefiadas tiene
efectos a largo plazo en la descendencia, por ejemplo deterioro cognitivo,
disminucién en la capacidad de aprendizaje, cambios en el sistema inmunoldgico, en
el metabolismo y asi como alteraciones conductuales, incluyendo la ansiedad y la
depresion(43). Una herramienta disponible para el estudio de la depresién es el uso
de modelos animales para entender los mecanismos moleculares, genéticos y
epigenéticos que participan y que pueden provocar esta enfermedad (44). En las
ratas, la conducta de ansiedad y depresion ha sido asociada con alteraciones en el
eje HHA provocado por el estrés prenatal, el cual incrementa el tiempo de
inmovilidad y deambulacion en ratones hembra y se incrementa el riesgo de
desarrollar conductas depresivas (45). La induccién de la conducta depresiva por el

estrés prenatal se ha asociado con la hiperactividad del eje HHA cuando se estreso a
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la madre gestante durante la Ultima semana de gestacion (12). Cuando la madre
esta expuesta a estresores durante el embarazo no soOlo se incrementa la
concentracion circulante de cortisol, también se reduce la expresién y la actividad de
la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo dos (113-HSD2) en la placenta,
dejando al feto menos protegido de los efectos del glucocorticoide, causando
alteraciones en el desarrollo de las neuronas en el cerebro y la disminucion en el
tamafio del hipocampo (46, 47). El estrés prenatal aplicado a las ratas aumenta los
niveles de triptéfano en los fetos en el dia 19 y 20 de gestacion, también aumenta
los niveles de 5-HT y 5-HAA en los dias 20 y 21 de gestacién. El aumento de en la
concentracion de 5-HT es elevado cuando nacen las crias, en los dias 2, 5y 10
(48). En roedores el estrés prenatal causa disminucion del volumen del hipocampo y
reduccion en el namero de células granulares dentro del giro dentado en el dia 28 de
vida posnatal; a las 22 semanas, la disminucion en la produccion de células
granulares, fue de un 55% (49). El hipocampo es una region que recibe inervaciones
por neuronas serotoninérgicas (50). La 5-HT tiene un papel importante en el
desarrollo del cerebro durante el periodo prenatal. Durante el desarrollo temprano la
5-HT actua como factor estimulante en la diferenciacion celular, la migracion y la
mielinizacion neuronal. La exposicion a estrés prenatal en ratones macho mostro
gue los transportadores de 5-HT disminuyen en el hipocampo, en el cuerno de Amén
1y 2 (CAly CA2); en la region CA3 del hipocampo disminuye la expresion de los
receptores a glucocorticoides. El hipocampo en roedores se divide en hipocampo
ventral y dorsal, la region ventral del hipocampo ha sido asociada con procesos

relacionados con la depresion (51), el estrés prenatal causa disminucién de la
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interaccién de la 5-HT con el receptor 5SHT1A (52). Las ratas macho estresados
prenatalmente y posnatalmente muestran disminucion en la movilidad en la prueba
de Porsolt, baja ingesta de sacarosa y disminucion de la enzima triptéfano hidroxilasa
en el giro dentado, en CA3 y en el giro dentado del hipocampo en machos y hembras
(53). El estrés prenatal en ratones causa aumento en el transportador de 5-HT en
hipocampo correlacionado con la expresion del gen FOS1 en la misma area cerebral,
demostrando la participacion de la 5-HT en los efectos del estrés prenatal (54). Las
crias de ratas estresadas prenatalmente mostraron bajo peso corporal y disminucion
de la ingesta de sacarosa; los fetos tuvieron disminucion de peso corporal. En las
crias los niveles de corticosterona y de la hormona liberadora de corticotropinas se
incrementaron (machos y hembras); los niveles de 5-HT, su metabolito el acido 5-
hidroixindolacético y el transportador de 5-HT disminuyeron en el hipocampo (55).
Sin embargo hasta la fecha no se ha cuantificado el contenido ni la liberacion de 5-

HT en el hipocampo ventral in vivo en modelos animales de depresion.

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los trastornos depresivos son un importante tema de salud publica, estos
desérdenes son frecuentes, incapacitan a los pacientes y generalmente son
enfermedades crdnicas, las cuales causan una carga econdmica para la sociedad
(56). Los desoérdenes depresivos también influyen significativamente en la
comorbilidad de diversas enfermedades como las cardiacas, diabetes y cancer (57).

El desarrollo de farmacos y su aplicacion en modelos animales son esenciales para
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el desarrollo de terapias efectivas en el tratamiento de dichos desérdenes (44). La
evidencia clinica del uso de farmacos antidepresivos que incrementan la
neurotransmision de monoaminas, como los inhibidores selectivos de recaptura de 5-
HT (SSRI) o norepinefrina (SNRI), muestra que ésta solo es efectiva en un tercio de
los pacientes (3). Aunque hay gran cantidad de trabajos que utilizan modelos
animales, aun no se han descrito los mecanismos celulares y moleculares que

participan en la génesis de la depresidn.

7. JUSTIFICACION

A pesar de que existen publicaciones en donde se evalla la depresion y el contenido
de 5-HT en modelos animales de estrés prenatal, los trabajos publicados hasta la
fecha no han evaluado la liberacion con relacion al contenido de 5-HT en el
hipocampo de ratas estresadas prenatalmente y estos cambios no se han
considerado como un posible factor desencadenante de la conducta depresiva en la
descendencia, lo cual aportaria mas informacién respecto a la participacion de las

neuronas serotoninérgicas en el hipocampo de animales con trastorno de depresion.

8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢De qué manera en la etapa prenatal de la rata se modifica el contenido y la

liberacion de 5-HT en el hipocampo y cual es su relacidén con la conducta depresiva?
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9. HIPOTESIS

El estrés prenatal en la rata gestante causara conducta depresiva y disminuira los

niveles de 5-HT en el hipocampo ventral de la descendencia en la etapa adulta.

10. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estrés prenatal en la rata sobre el contenido de 5-HT
hipocampal y su relacion con el desencadenamiento de la depresién en la

descendencia de las ratas en la edad adulta.

11. OBJETIVOS PARTICULARES

» Comprobar si la descendencia adulta de la rata estresada prenatalmente
presenta conducta depresiva.

» Determinar la relacion de la liberacion de 5-HT con la conducta depresiva
en ratas estresadas prenatalmente.

> Determinar si hay correlacion entre la liberacion y el contenido de 5-HT con

la conducta depresiva en ratas estresadas prenatalmente.

12. MATERIAL Y METODO

El manejo de los animales y los experimentos se apegaron a las normas oficiales
mexicanas (NOM-062-Z0O0-1999), asi como a la reglamentacion de animales

domeésticos y de laboratorio, publicado en los lineamientos para la conduccién ética
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de la investigacion, la docencia y la difusion en la Division de Ciencias Biologicas y

de la Salud (Mayo 2010).

Se utilizaron 20 ratas hembra de la cepa Wistar con un peso de 250 g. que fueron
proporcionadas por el bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estandar de laboratorio bajo
un ciclo invertido de luz/oscuridad (la luz se apaga a las 9:00), temperatura de 23° C
+ 1, con alimento y agua a libre demanda. Se permitié la cOpula entre hembras y
machos y se consider6 el dia cero de la gestacion. Las madres se colocaron en cajas

individuales, donde se llevo a cabo todo el proceso de gestacion.

12.1 Disefio experimental

Durante la ultima semana de gestacion (del dia 15 al 21) las hembras gestantes se
colocaron individualmente en un tanque de agua a una temperatura de 15 °C, a una
altura de 15 cm, en donde las ratas nadaron durante periodos de 15 minutos,
dos veces al dia (9:00 am y 3:00 pm) por 7 dias (58, 59). Las hembras del grupo
control se mantuvieron en sus cajas con cuidados rutinarios de laboratorio. Cuando
las crias del grupo control y de estrés nacieron al dia 21 se eligieron a los machos y
se formaron dos grupos. A la edad de dos meses y medio ambos grupos se
sometieron a la prueba de ingesta de sacarosa y a la prueba de Porsolt.
Inmediatamente después de que las ratas fueron sometidas a la prueba de Porsolt se
sacrificaron para extraer el hipocampo ventral. Se cuantific6 el contenido de

serotonina y su metabolito por HPLC. En otras ratas se coloc6 una canula de
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microdidlisis dirigida a hipocampo ventral, se tomaron dializados y se cuantifico la
liberacién basal de serotonina y la concentracion de su metabolito por HPLC (figura

4).
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Figura 4. Disefio experimental. Secuencia de la aplicacion de las pruebas
conductuales, extraccion de hipocampo ventral y evaluacion del contenido de

serotonina y su metabolito.

12.2 Prueba conductual de Porsolt

La descendencia en la edad adulta (2.5 meses) se sometié a la prueba de nado
forzado (prueba de Porsolt) para evaluar la conducta anheddnica (60). Todos los
experimentos empezaron a las 10:00 am, las ratas se colocaron de manera individual
en un cilindro acrilico de 60 cm de alto por 30 cm de diametro lleno con agua a una
altura de 25 cm. a una temperatura de 25+1 °C (61). Se realizé una primera sesion
de 15 minutos, al dia siguiente se hizo una sesion experimental de 5 min. Una vez
dentro del cilindro se cuantificd la inmovilidad en segundos (considerada cuando la
rata flota pasivamente de manera horizontal en el agua y sélo hace los movimientos
necesarios para mantener la cabeza por debajo del agua). La conducta de la rata
durante las pruebas se grab6 con una camara de video. Después de la prueba las
ratas se removieron del cilindro de acrilico, se secaron y se colocaron nuevamente

en su jaula.

12.3 Ingesta de sacarosa

Se midiod la ingesta de sacarosa para corroborar la conducta anhedonica en las ratas
depresivas (62). A las ratas se les colocd un bebedero con una solucién de sacarosa

(1%) por un tiempo continuo de 48 horas en lugar de agua, posteriormente se
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hicieron tres pruebas con una duracién de una hora utilizando una solucién de
sacarosa al 1%, en donde se colocaron dos cilindros uno con solucién de sacarosa y
la otra con agua, los cilindros se cambiaron de lugar después de 30 minutos para
evitar la preferencia de un solo lugar. Un dia antes de hacer la prueba de ingesta de
sacarosa, a las ratas se les restringio el acceso a la comida y el agua por 21 horas.
Se colocaron dos bebederos a la mafiana siguiente entre las 8:00 am y las 9:00 am.

Se midié el consumo de sacarosa en mililitros (63).

12.4 Microdiélisis

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de un peso inicial de aproximadamente de 250
g. de acuerdo con el manual de coordenadas estereotaxicas del cerebro de rata es
el peso ideal para evitar errores de colocacion de una canula y tomar microdializados
de una estructura cerebral que no es de interés al momento de implantar a un animal
(64). Se siguid el protocolo establecido para implantar la canula guia hacia el
hipocampo ventral, Se anestesié a la rata con ketamina (80 mg/kg, i.p.) y xilazina (20
mg/kg, i.m.) (figura 5) se utiliz6 un aparato estereotéxico para fijar a la rata, se
utilizaron las coordenadas con respecto a la sutura craneal bregma: anteroposterior -
5.3 mm, lateral -5.2mm y profundidad de -7.5 mm (figura 6) (64). Se colocé la canula
guia y se fij6 con acrilico dental (figura 7). Después de 7 dias de recuperacion se

inici6é la microdialisis.

Se introdujo una canula de microdialisis la cual sobresale 3 mm por debajo de la

canula guia y se orientd hacia el hipocampo ventral, después se fij0 la canula al
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craneo con acrilico dental. La parte activa de la canula de microdialisis (3mm)
consistio de una membrana de poliacrilonitrilo cuyo tamafo de poro es de 40,000 D.
Esta membrana permitié la difusion de los compuestos a través de ella por medio de
la difusidn pasiva, lo cual hace posible la recuperacion del contenido intracelular y
estimar con exactitud la liberacion de neurotransmisores y sus metabolitos. Una vez
gue se introdujo la canula de microdidlisis en la canula guia se dej6 un periodo de
dos horas para permitir la estabilizacién de ambiente celular en el hipocampo ventral,
donde se encuentra la membrana de poliacrilonitrilo. Se tomaron 3 muestras basales,
una por cada hora. Después se administré una solucion de alto potasio por 10
minutos. Se tomaron tres muestras cada hora. Cuando se tomé la Ultima muestra la
rata se sacrificO por decapitacion y se extrajo el hipocampo y se almacend. Se
verificO que la canula llegara a hipocampo ventral, se perfundié al animal con
solucion salina y paraformaldehido, después se decapité a la rata para extraer el
cerebro. Posteriormente se hicieron cortes coronales del cerebro de rata en un
criostato a una temperatura de -20° C. Se obtuvieron cortes de 30 um que se
colocaron en porta objetos gelatinizados, se llevo a cabo la técnica de tincion (Violeta

de cresilo) para verificar si el electrodo llego al hipocampo ventral (figura 8).
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Figura 5. Se anestesi6 a la rata con ketamina y se administr6 un relajante muscular
(xilazina), se rasuro la parte superior del craneo, después se fij6 el craneo de la rata con los
lapices estereotaxicos.

Figura 6. Se removid todo el tejido que estaba sobre el craneo, después se alined el
electrodo con la sutura craneal bregma y basandose en las coordenadas estereotaxicas de
manual del cerebro de rata se colocaron las coordenadas en el aparato para localizar al
hipocampo ventral.

Figura 7. Se colocé el electrodo en el hipocampo ventral, después se fijaron dos tornillos en
la superficie del craneo, se colocé acrilico dental para fijar el electrodo y los tornillos.
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[ Interaural 3.70 mm }Bregn’ a -5.30) mm ]

Figura 8. Esquema de un corte coronal de cerebro de rata tomado del atlas de Paxinos y
Watson (65). Se indica con la barra de color negro el lugar en donde debera llegar la canula
guia en el cerebro de la rata.

12.5 Cuantificacion de monoaminas

La cuantificacion de noradrenalina, acido homovanilico, dopamina, acido 3,4-
dihidroxifenil acético (DOPAC), 5-HT y acido 5-hidroxiindol 3-acético (5-HIAA) se
llevdo a cabo por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion

electroquimica.

12.6 Preparacion de reactivos

12.6.1 Fase movil

Buffer: acetonitrilo (90:10); pH 3.35, 1 L.

Acetato de sodio 25 mM 2.05¢
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Acido citrico
EDTA

Acido 1-octanosulfonico

25mM

0.01

ImM

4.80 mL
0.003 g

0.216 g

Se disuelven todas las sales en 700 mL de agua Milli-Q. Se ajusta el pH a 3.35

con acido acético concentrado. Adicionar 50 mL de acetonitrilo y se aforay se

filtra.

12.6.2 Solucion de Ringer modificada (SRM), 100 mL

Cloruro de Sodio (NaCL)

Cloruro de Potasio (KCL)

Cloruro de Calcio (CacCly)
Acido ascérbico

Agua Milli-Q

147 mM
4 mM

2.3 mM

100 mL (cbp)

0.859 g
0.030 g
0.026 g

0.55 mL de sol. 2.27 mM

Se ajusta el pH: 7.4 con NaOH 0.1N vy se filtra la solucién (0.22 um)

12.6.3 Solucion antioxidante (AOx), 10 mL

L-cisteina
EDTA
Acido ascorbico

Acido acético glacial

3.3mM
0.27 mM
12.5 uM

100 mM

0.0041
0.0010
55 L de sol. 2.27 mM

57 L de Acido acético glacial
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Agua Milli-Q

10 mL (cbp)

Filtrar solucién (0.22 um)

12.6. 4 Solucion de alfo potasio

Cloruro de Sodio (NaCL) 147 mM 0.453 g
Cloruro de Potasio (KCL) 4 mM 0.038 g
Cloruro de Calcio (CaCly) 2.3 mM 0.026 g

Acido ascorbico

Agua Milli-Q

100 mL (cbp)

0.55 mL de sol. 2.27 mM

Se ajusta el pH: 7.4 con NaOH 0.1N y se filtra la solucion (0.22 pm)

12.6.5 Hidroxido de sodio (NaOH) .01 N

Hacer una dilucion de 1:50 a partir de NaOH 5N. Se toman 0.2 mL de NaOH 5N + 9.8

12.6. 6 Estandares

5-HT

Sigma H9523
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PM 212.68

Acido 5-hidroxiindol 3-
acético (5-HIAA)
Sigma H8876

PM 191.18

12.6.7 Elaboracion de la curva estandar

Se preparé una solucion stock de 100 uM de cada compuesto. Se peso6 0.05 mg de

cada uno de los estandares y se solubilizaron en una mezcla de SRm + AOx la cual

se colocé en el tubo ependorf.

Los estandares quedaron a una concentracién para cada uno y se diluyen con SRm

+ AOx para tener una concentracion de 100 uM y con un volumen final de 1 mL.

_ Primera
Catecolaminas .
concentracion

S-HT 2.351

5-HIAA 2.615

Vol. A tomar (uL)
Dilucién para obtener [100
pM)
1:23.51 42.54
1:26.15 38.24
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A partir de esta soluciéon de 100 puM se hizo una dilucion 1:100 [100 uM] + 990 uL
SRmM+AQOx) para obtener [LO00OnM]. Con esto se preparon las diluciones para obtener
el resto de las concentraciones para realizar la curva de calibracion, las cuales son

del,5y10.

12.7 Muestras

Las muestras obtenidas de los dializados se les agregaron 10% de la solucion AOX 'y
se inyectaron 30 pL en viales de vidrio que se colocaron en el automuestreador. El
orden de aparicién de los picos de los analitos, asi como su tiempo de retencion

(figura 9).

150+
1.00]

050-

DOPAC - 3.618
DA - 5.409
5-HIAA - 6.367

nA
5-HT - 14.438

0.00-
-0.50-

-1.00-

L B R B
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 16.00 17.00 18.00 19.00  20.0C

Minutes

Figura 9. Cromatograma en donde se observan los picos de NA, DOPAC, DA, 5-HIAA 'y 5-HT
y el tiempo de retencion de cada una de ellas.
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12.8 Sistema cromatogréfico

12.8 .1 Columna y flujo

Se deja estabilizar el equipo dos horas antes de realizar el andlisis. Se utiliza un
sistema de fase reversa consistente de una columna dC18, 3 uym; 2.1 x 50 mm;
Atlantis (waters ®, U.S.) acoplado a una precolumna (Nova-Pack, Waters® ) por la
cual pasa la fase movil, utilizando bombas Waters 515 a una velocidad de flujo de

0.35 mL/min.

12.8. 2 Determinacion y cuantificacion de catecolaminas

La deteccion de monoaminas se realizO mediante un detector electroquimico
amperométrico de un solo canal (Waters® modelo2465, U.S.) a un potencial de 450

mV y una sensibilidad de detector de 5 nA, a una temperatura de 30°C.

12.8.3 Columna y flujo para contenido de serofonina

Se dej6 estabilizar el equipo por un dia, se utilizdé un sistema Perkin-Elmer LC-250
de cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a un detector electroquimico, se
utilizé una columna Alltec (C18 100 x 4.8 mm con un tamafio de entre particulas de 3

pum), la velocidad de flujo fue de 1 pL por minuto.

Pagina | 30



12.9 Extraccion de hipocampo y HPLC

Las ratas adultas fueron decapitadas para la extraccion del encéfalo, después se
removid el hipocampo y se almacend a una temperatura de -80° C. Posteriormente
se descongeld la muestra que contenia el hipocampo ventral, se agregaron 300 pL
de &cido percléricoy se homogenizo el tejido, el tejido homogenizado se coloco en
todo momento en hielo y se mantuvo cubierto para evitar que la luz no degradara la
muestra, posteriormente se centrifugaron por 15 minutos a una temperatura de 7°C
a 8000 revoluciones por minuto. El sobrenadante se filtr6 y se almacend en
congelacion. Se inyecté 25 pL de la muestra filtrada al sistema cromatografico. La
fase movil consistié en una solucién acuosa de buffer de fosfatos (0.1 M con un pH
de 3.2) la cual contenia 0.2 mM de sulfato de sodio, 0.1 mM de EDTA y 15% metanol

A2

12.10 Curvas estandar para cuantificar la 5-HT y 5-HIAA

Para medir la concentracion de 5-HT se inyectaron estandares de monoaminas a
diferentes concentraciones al cromatdgrafo, después se cuantific6 el area bajo la

curva de acuerdo a cada concentracion (figura 10y 11).

Estandar para 5-HT mg
40 66103.73
80 89669.95
160 198681.42
320 410484.45
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Figura 10. Se preparé el estandar de 5-HT a diferentes concentraciones, se inyectaron al
cromatégrafo y se obtuvo la grafica, la ecuaciéon de la recta y el valor de R que debe ser

proximo al valor de 1.

Estandar para 5-HIAA mg
40 65537.03
80 131943.19
160 225942.54
320 421715.64
5-HIAA
500000 -
400000 -
300000 -
200000 -
100000 - y =1250.1x + 23765
R2=0.998
O T T T 1
0 100 200 300 400

Figura 11. Se prepar6 el estandar de 5-HIAA a diferentes concentraciones, se inyectaron al
cromatégrafo y se obtuvo la grafica, la ecuaciéon de la recta y el valor de R que debe ser

préximo al valor de 1.
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13. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron con pruebas paramétricas. Para la prueba de
Porsolt y para la prueba de ingesta de sacarosa se utilizd la prueba estadistica t-

Student, también se utilizé la prueba de correlacién de Pearson.

Se utiliz6 un andlisis de varianza ANOVA de un factor seguida de una prueba post
hoc de comparaciones mdultiples de Bonferroni para el contenido de serotonina en el
hipocampo ventral, y las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas a partir de una probabilidad P < 0.05.

14. RESULTADOS

14.1 Evaluacion de la conducta depresiva (Prueba de Porsolt)

Se observé que las ratas que fueron estresadas prenatalmente aumentaron la
inmovilidad evaluadas durante 5 minutos en la prueba de Porsolt, en comparacion
con las ratas control (figura 12). Los tiempos de inmovilidad, entre el grupo de
animales control y el estresado prenatalmente presentaron diferencias

estadisticamente significativas (P<0.05).
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Figura 12. Tiempo total de inmovilidad (segundos) de ratas control (n =12) y de las
estresadas prenatalmente (n=12) durante la prueba Porsolt con 5 minutos de duracion. La
inmovilidad en las ratas que fueron estresadas prenatalmente fue mayor en comparacion con
el grupo control. Los datos se muestran como la media + E.E. Los resultados fueron
sometidos a la prueba de t-student. *p<0.05, correlacién de Pearson & p= 0.04 r=-.832.

14.2 Prueba de ingesta de sacarosa

Una vez que se aplicaron las pruebas conductuales de ingesta de sacarosa y Porsolt,
se seleccionaron a las ratas que tuvieron bajo consumo de sacarosa y un tiempo
mayor de inmovilidad, no todas las ratas del grupo de estrés mostraron conductas
tipo depresivas, de un total de 14 ratas se obtuvo: 69% de ratas que desplegaron

conductas tipo depresivas y un 31% que no mostraron estas conductas (Figura 13).
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Porcentaje de ratas anhedodnicas

Figura 13. Se muestra el porcentaje obtenido de ratas anhedodnicas. Se eligieron a las ratas
gue disminuyeron el consumo de sacarosa, ya que en algunas ratas no habia modificacion
en su consumo.

La ingesta de sacarosa disminuyé en el grupo de ratas que fueron estresadas
prenatalmente en comparacion con las ratas control, al comparar el consumo de

sacarosa se encontro diferencia significativa entre los dos grupos (figura 14).
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Figura 14. Consumo de sacarosa (mL) de ratas control (n = 12) y ratas estresadas
prenatalmente (n = 12). El consumo de sacarosa en las ratas que fueron estresadas
disminuyd en comparacion con el control. Los datos se muestran como la media + E.E. Los
resultados fueron sometidos a la prueba de t-student. *p<0.05.

14.3 Liberacién de serotonina

El estresor prenatal por inmersién en agua fria causé aumento en la liberacién de
serotonina y concentraciéon de su metabolito, en comparacion con las ratas control.
Los datos en la figura 11 y 12 corresponden a dos ratas, una rata control y una rata

del grupo de estrés prenatal.
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Liberacion de 5-HT
15-

104

[1nM

5-HT-C 5-HT-EP

Figura 15. Liberacion basal de 5-HT en el hipocampo ventral de una rata control y una
estresada prenatalmente, hay mayor liberacion de 5-HT en la rata del grupo de estrés. Rata
control (C.) Rata del grupo de estrés (EP).

Concentracion de 5-HIAA

200
150+
100+

[ 1nM

o I

5-HIAA-C 5-HIAA-EP

Figura 16. Concentracion basal de 5-HIAA una rata control y una estresada prenatalmente,
hay menor concentracion del metabolito en las rata control en comparacion con la de estrés
prenatal. Rata control (C.) Rata del grupo de estrés (EP).
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Se observa que la administracion de AP provoca la liberacion de 5-HT y aumenta la

concentracion de su metabolito en las ratas control (figura 16).

Concentracion de 5-HIAA y liberacion de 5-HT
301

[1nMm

S5HIAA  5HIAA Ao K 5-HT  5HT-Alto K

Figura 17. Concentracion de 5-HIAA y liberacién de 5-HT estimulada por la administracién de
alto potasio en ratas control. La concentracion de 5-HIAA vy la liberacion de 5-HT es mayor
después de la administracion de alto K, Solucion de alto potasio (alto K).

Concentracion de 5-HIAA y liberacion de 5-HT
200+

150+

0 ; 4 | % ; % | grr—
5-HIAA  5HIAA-Alto K 5-HT 3-HT-Alto K

Figura 18. Concentracion de 5-HIAA y liberacién de 5-HT estimulada por la administracion
de alto potasio en las crias estresadas prenatalmente. La administracion de alto K no
incremento la concentracion de 5-HIAA y la liberacion de 5-HT en la rata de estrés prenatal.
Solucion de alto potasio (alto K).
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En las ratas de estrés se administrO alto potasio para estimular el sistema de
neurotransmision al final de la microdidlisis y se observé que la liberacion de 5-HT y
su metabolito no se modificé por la administracion de la solucion de alto potasio la

cual promueve la liberacién de neurotransmisores (figura 18).

14.4 Contenido de 5-HT en el hipocampo ventral

Al finalizar la prueba de Porsolt se sacrificaron a las ratas inmediatamente, se
extrajo el hipocampo ventral y se cuantifico el contenido de 5-HT en hipocampo de
las ratas control y de estrés prenatal. Para conocer el contenido basal de 5-HT y su
metabolito se sacrificaron a las ratas de ambos grupos a la edad de 2 meses y medio
(n = 6), se observo que el contenido de 5-HT del grupo control y de estrés es similar,
no hay diferencias estadisticamente significativas. Después de obtener los niveles
basales de 5-HT y su metabolito, se sometié a otro grupo de ratas a la prueba de
Porsolt e inmediatamente después se sacrificaron a las ratas para cuantificar los
cambios en el contenido de 5-HT en el hipocampo ventral de las ratas control y con
conductas tipo depresiva, la prueba de Porsolt generd disminucion en el contenido de
5-HT en el hipocampo ventral en las ratas control, esta disminucién en el contenido
de 5-HT fue mayor que en las ratas estresadas prenatalmente, en las cuales el

contenido no se modificd después de la prueba de Porsolt (figura 19).
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Figura 19. Contenido tisular de 5-HT (ug 5HT/gr tejido) de ratas control y crias estresadas
prenatalmente. El contenido de 5-HT fue menor en ratas que no fueron estresadas después
de la prueba de Porsolt, el contenido de 5-HT en las crias del grupo de estrés no se modifico.
Los datos se muestran como la media £+ E.E. Los datos se analizaron con la prueba de
ANOVA de comparaciones multiples, seguida por la prueba post hoc de Bonferroni *p< 0.05.
Grupo control (C.), Grupo de estrés prenatal (EP). Después de la prueba de Porsolt (DP).

14.5 Contenido de 5-HIAA en el hipocampo ventral

Tras la prueba de Porsolt se cuantificd el contenido del metabolito (5-HIAA) de 5-HT
en hipocampo de las ratas control y de estrés prenatal. Se sacrific6 a un grupo de
ratas antes de aplicarse la prueba de Porsolt para cuantificar los niveles basales de
5-HIAA en hipocampo ventral. Otro grupo se utilizé para cuantificar los cambios en el
contenido de 5-HIAA durante la prueba de Porsolt, las ratas de este grupo se

sacrificaron inmediatamente después de la prueba de Porsolt. No hay diferencia en el
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contenido de metabolito en los grupos de control y estrés basal. Sin embargo, hay
disminucién en el contenido del metabolito en el grupo de control y de estrés prenatal

después de que se aplicé la prueba de Porsolt (figura 20).

Contenido de 5-HIAA
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Figura 20. Contenido tisular de 5- HIAA (ug 5-HIAA/gr tejido) de ratas control y crias
estresadas prenatalmente. El metabolito de la 5-HT disminuye de manera significativa en el
grupo de estrés y el de control. Los datos se muestran como la media + E.E. Los datos se
analizaron con la prueba de ANOVA de comparaciones mdltiples, seguida por la prueba post
hoc de Bonferroni *p< 0.05. Grupo control (C.), Grupo de estrés prenatal (EP). Después de la

prueba de Porsolt (DP).
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15. DISCUSION

Diversos trabajos indican que los estresores aplicados en roedores durante la etapa
gestacional provocan la manifestacion de conductas tipo depresivas en la edad

adulta, como la inmovilidad que es evaluada en la prueba de Porsolt (45, 63).

Los datos obtenidos en este trabajo muestran que la inmovilidad se incrementa en
las ratas que fueron sometidas a estrés prenatal por inmersion en agua fria en la
prueba de Porsolt de 5 minutos a la edad de dos meses y medio. Otros trabajos han
descrito que el estresor por inmovilizacion en cilindros transparentes aplicado en los
dias 14 al 21 de la etapa prenatal no modifican el tiempo de inmovilidad en la prueba
de Porsolt (66). En otro trabajo se utilizO ese mismo estresor, del dia 11 al 20 de
gestacion en ratas y no observaron cambios en el tiempo de inmovilidad (67). Otros
autores que utilizaron el mismo estresor del dia 14 al 21 de gestacion aplicado tres
veces al dia, reportaron que si hay cambios en la inmovilidad en las crias de las
ratas estresadas en la prueba de Porsolt a la edad de tres meses (68), la
combinacion del estresor por inmovilizacion y exposicion a luz muy intensa aumenta
el tiempo de inmovilidad en la crias de las madres que fueron estresadas
prenatalmente (69). Adicionalmente, en otro trabajo se reportdé que la combinacion
del estresor por inmovilidad y plataformas elevadas aplicados del dia 13 al 21 de
gestacion aumentan la inmovilidad en las crias (70). Al parecer los resultados
obtenidos utilizando el estresor por inmovilizacidon son contradictorios ya que algunos
autores si observan el efecto del estrés prenatal y otros no. Probablemente las

diferencias radiquen en la intensidad del estresor y el dia gestacional en el que se
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aplica, posiblemente el estresor por inmovilizacion no es tan intenso o las ratas se
adaptan a este estresor y no activa al eje HHA, de esta manera la concentracion de
corticosterona en el feto no aumenta de manera continua y tal vez esta sea la razon
por la cual no hay cambios conductuales por efecto del aumento prolongado a la
corticosterona. Se ha reportado que el estrés por inmersion en agua fria activa de
manera mas intensa al eje adrenal por lo tanto hay mayor concentracion de
corticosterona en la rata en comparacion con los estresores por inmovilizacion y
choques eléctricos (58), por esta razon es mas probable observar de manera
conductal en la prueba de Porsolt los efectos de estrés prenatal en la etapa adulta y
tal vez estos cambios se den por la interaccion de la corticosterona con sus
receptores en el hipocampo ventral, pues se ha reportado que esta estructura

participa en la génesis de la depresion tanto en roedores como en el ser humano.

Existen otros paradigmas conductuales que se han desarrollado para verificar la
conducta depresiva utilizando roedores como modelos, por ejemplo la prueba de
ingesta de sacarosa, en donde se evalla la conducta anheddnica que es un sintoma
clave en la depresiéon mayor (62). Los datos obtenidos en este trabajo sugieren que
el estrés prenatal por inmersion en agua fria provoca la disminucion en el consumo
de sacarosa en las crias de las ratas que fueron estresadas en comparacion con el
grupo control. EI modelo més utilizado hasta la fecha para evaluar la anhedonia es el
estrés cronico leve impredecible, en el cual se utilizan diversos estresores que son
impredecibles e incontrolables, se aplican de manera cronica durante la edad adulta

y se verifica el consumo de sacarosa semanalmente (71). Se ha demostrado
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ampliamente que el estrés cronico leve impredecible puede modelar la conducta
anhedodnica en una rata adulta. Los resultados de este trabajo muestran que si otro
estresor por ejemplo el de inmersion en agua fria es utilizado en la etapa gestacional
también puede modelar la conducta anhedonica en la descendencia adulta. Hasta la
fecha no hay trabajos en donde sélo el estrés prenatal por inmersion en agua fria
provoque la disminucibn en el consumo de sacarosa en la edad adulta.
Recientemente se ha reportado que la utilizacién de estresores como inmovilizacion
y luz intensa durante los dias 14 al 21 de gestacion incrementa el consumo de
sacarosa en las ratas macho en los dias 77 y 98 después de su nacimiento (53).
Estos resultados son opuestos respecto a lo que se ha reportado, con el uso del
protocolo de estrés cronico leve impredecible se produce disminucién en el consumo
de sacarosa (62). Probablemente la diferencia en el consumo de sacarosa radique
en el estresor utilizado. Sin embargo, otro trabajo reportd que el estrés por
inmovilizacion del dia 13 al 17 en ratonas gestantes reduce el consumo de sacarosa
en las crias del grupo de estrés en el dia 25 de la etapa postnatal (72). Es probable

gue la diferencia de resultados radique en que se utilizaron especies diferentes.

Nuestro grupo de investigacion recientemente demostré que el estresor por
inmersiébn en agua fria incrementa drasticamente los niveles séricos de
corticosterona en las ratas gestantes (73), sugiriendo que es un estresor muy intenso
(psicolégico y fisico) que modifica la funcionalidad de diversas estructuras
cerebrales. La disminucion en el consumo de sacarosa, el cual es un parametro para

medir la conducta anhedonica en la ratas (un sintoma clave en la depresion mayor
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en humanos) y el aumento en la inmovilidad que permite evaluar la conducta de
desesperanza aprendida en la prueba de Porsolt observada en las crias estresadas
prenatalmente sugiere que el estresor por inmersion en agua fria es capaz de activar
al eje HHA de las ratas durante los 7 dias de exposicion, sin que la rata pueda
adaptarse, lo que provoca cambios funcionales y estructurales en el cerebro del feto
ocasionado por la exposicion crénica a la corticosterona en la crias. Es importante
gue los cambios perduren hasta la edad adulta y estos cambios pueden reflejarse en
la modificacion de la conducta, en este caso el consumo de sacarosa disminuye a la

edad de 2 meses y medio.

La generacion de la conducta anhedonica involucra diversas regiones cerebrales
como la corteza frontal orbital, la corteza prefrontal medial ventral, corteza cigulada
anterior, el nacleo accumbens, el pallidium ventral, la amigdala, el hipocampo, la
habenula lateral, el area tegmental ventral y el nucleo del rafe (74). En estas
estructuras participan diversos neurotransmisores como la dopamina, el glutamato,
el GABA y la 5-HT, sin embargo, la anhedonia esta asociada con la disminucién de la
actividad en la via mesolimbica de recompensa (75). El estrés por inmersion en agua
fria ocasiona el aumento los niveles de corticosterona, la cual tiene receptores en
todo el encéfalo de la rata, pero especificamente en el hipocampo en donde hay
mayor densidad de receptores GR y MR (76, 77). Ademas también puede interactuar
con las estructuras antes mencionadas, dicha interaccién probablemente modifique
la funcionalidad de este sistema de recompensa, provocando que las ratas en la

edad adulta muestren disminucién en el consumo de sacarosa.
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De acuerdo con la hipotesis serotoninérgica los sintomas de la depresion mayor
ocurren por una deficiencia en el contenido de 5-HT en distintas regiones cerebrales
(9). Utilizando el modelo de depresién por estrés prenatal, en este trabajo se
obtuvieron resultados que se relacionan con esta hipétesis: la prueba de Porsolt
generd disminucién en el contenido de 5-HT en el hipocampo ventral en las ratas
control. Esta disminucién en el contenido de 5-HT fue mayor que en las ratas
estresadas prenatalmente, en las cuales el contenido de 5-HT no se modificd
después de la prueba de Porsolt. Estos resultados sugieren que la inmovilidad en la
prueba de Porsolt observada en los animales estresados prenatalmente podria

explicarse por la nula liberacién de 5-HT en el hipocampo ventral.

Después que la 5-HT es sintetizada y almacenada en vesiculas sinapticas en la
terminal axdnica, es liberada por medio de exocitosis hacia la hendidura sinaptica, en
donde puede interactuar con sus receptores. Una vez que finaliza la interaccion de la
5-HT con sus receptores es recapturada por los transportadores de 5-HT hacia la
terminal presindptica y es degrada por la monoamino oxidasa (MAO) A (78). Se ha
demostrado que la interaccion de la corticosterona con sus receptores en el
hipocampo ventral puede modificar al sistema serotoninérgico (26). Asi se ha
reportado que los estresores como la inmovilizacion y la exposicién a la luz muy
brillante aplicado del dia 15 al 21 de gestacion no modifica los niveles de 5-HT en el
hipocampo (dorsal y ventral) ni de su metabolito, el metabolito disminuye después de
la administracion de fluoxetina (79). Utilizando el mismo estresor, aplicado en los

dias 11 al 20 de gestacion, provoca disminucién en la tasa de disparo en las
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neuronas del nucleo dorsal de rafe después de la prueba de Porsolt (67). Las
inyecciones de solucion salina y el estrés por hacinamiento en los dias 15 al 21 de
gestacion provocan la disminucion del contenido de 5-HT en el dia 35 postnatal en el
hipocampo de la descendencia estresada prenatalmente (40). Por lo anterior, la
intensidad y duracién del estresor parece ser, un componente muy importante,

ademas de la especificidad del &rea que se evalué.

El hipocampo estd dividido en dos regiones anatomicas que son funcionalmente
distintas: el hipocampo dorsal, que esta relacionado con procesos de aprendizaje y
memoria , y el hipocampo ventral, esta relacionado con la génesis de la depresion y
la regulacién de la respuesta de estrés (80). Los resultados obtenidos en este trabajo
respecto del contenido de 5-HT provienen del hipocampo ventral y se utiliza ademas
otro tipo de estresor mas intenso. Probablemente esta es la razon por la cual el

contenido se 5-HT si se modifica en el hipocampo ventral.

Los datos obtenidos en este trabajo denotan que el contenido de 5-HT disminuye en
el hipocampo ventral de ratas control después de la prueba de Porsolt, lo que sugiere
gue la 5-HT se esté liberando y al ser liberada hacia el espacio sinaptico puede ser
recapturada por los transportadores de 5-HT o puede ser metabolizada (81, 82). En
el grupo de las ratas estresadas, el contenido de 5-HT no se modificé por la prueba
de Porsolt pero el metabolito disminuyd, lo que sugiere que la 5-HT localizada en las
neuronas del hipocampo ventral no se esta liberando esto puede explicar la conducta
depresiva desplegada por las ratas cuando se sometieron a la prueba de Porsolt y a

la prueba de ingesta de sacarosa.
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Se ha reportado que estresores auditivos aplicados en el dia 12 y 14 de gestacion
aumenta la cantidad del transportador de 5-HT en el hipocampo (54) y el uso de
cultivos celulares con tratamientos con un glucocorticoide sintético como la
dexametasona demuestran que la actividad del transportador de 5-HT es regulada
por los glucocorticoides (83). Utilizando ratones knock-out para el transportador de 5-
HT, se mostré que el estrés prenatal del dia 6 de gestacibn hasta el dia del
nacimiento de las crias causa aumento de la conducta de ansiedad y disminuye la

interaccion social (84).

Con relacién a los datos obtenidos en este trabajo probablemente la exposicion
cronica a los glucocorticoides provocado por el estrés prenatal pudo haber
disminuido la funcionalidad del transportador de 5-HT o aumentar el contenido de
esta proteina en el hipocampo y aumentar la recaptura del neurotransmisor, ya que
el contenido de 5-HT se mantuvo sin cambio en las ratas estresadas después de la
prueba de Porsolt. La cantidad de 5-HT en el hipocampo también depende de la
actividad de la monoamino oxidasa, se ha demostrado que la administracion del
farmaco ladostigil que es un inhibidor de la MAO puede revertir la conducta tipo
depresiva producida por el estrés prenatal por inmovilizacion en la prueba de Porsolt
(12). Posiblemente el metabolismo de la 5-HT esté disminuido, lo que también
explicaria la no modificacién del contenido de 5-HT. En apoyo a lo anterior, se sabe
gue el estrés crénico leve impredecible aplicado en la edad adulta puede incrementar
los niveles de la enzima MAO-A en el hipocampo (85). Es probable que la

disminucion del metabolito de 5-HT observada en este trabajo se deba al incremento
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en la actividad de esta enzima, lo que explicaria la disminucién de los niveles del

metabolito en el hipocampo ventral.

Por otra parte, los receptores 5-HT1A, son los receptores de 5-HT mas abundantes
en el cerebro, estan acoplados a proteinas G y el principal efecto de la union de la 5-
HT con su receptor es provocar la hiperpolarizacién (86), Se ha sugerido que la
depresion mayor estd asociada con la disminucion o regulacién a la baja de estos
receptores en diversas regiones cerebrales y esto puede contribuir a las alteraciones
en la neurotransmision serotoninérgica (87). Los datos obtenidos en el presente
trabajo muestran que la liberacion de 5-HT estd aumentada en un animal estresado
prenatalmente; esto podria estar relacionado con la disminucion de estos receptores
ya que se ha demostrado que utilizando diversos estresores durante la gestacion
provoca la disminucion de los receptores 5-HT1A (88). Aunado a estos resultados se
ha demostrado que el estrés prenatal causa disminucion en la expresion de los
receptores 5HT1A en la corteza prefrontal y en el nucleo del rafe lateral y medial

(70).

La prueba conductual de Porsolt es utilizada ampliamente para probar la eficacia de
los farmacos antidepresivos (89) y los resultados de este trabajo muestran que los
niveles basales (antes de la prueba) de 5-HT en el hipocampo ventral son muy
similares en los animales control y los de estresados prenatalmente, pero cuando se
someten a la prueba de Porsolt el contenido de 5-HT disminuye de manera
significativa en las ratas del grupo control, pero no en las ratas del grupo de estrés

prenatal. Aunque no hay evidencia publicada hasta la fecha en donde se mida el
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contenido de 5-HT en la prueba de Porsolt utilizando animales estresados, hay
trabajos que reportan los niveles de 5-HT en animales sin ningun tratamiento. Por
ejemplo se ha reportado que durante la prueba de Porsolt hay incremento de 5-HT
en regiones limbicas como la corteza prefrontal, hipotadlamo e hipocampo (tanto en
hipocampo ventral y dorsal), pero no hay cambios en los niveles de 5-HT en el
nucleo del rafe. La posible disminucién en la neurotransmision serotoninérgica en
estructuras limbicas como el hipocampo, pero no en el ndcleo del rafe,
probablemente aumente el nUmero de terminaciones serotoninérgicas e incremente
la sintesis de 5-HT como una mecanismo de compensaciéon (90). En contraste con
los datos obtenidos en este trabajo, hubo disminucién de 5-HT en hipocampo ventral
debido a que el estrés prenatal modifico distintas areas cerebrales en particular el

sistema serotoninérgico hipocampal.

Adell et al., reportaron que el estrés por inmovilizacion (1 hora al dia) durante 24
dias, incrementa los niveles de 5-HT, 5-HIAA en diversas regiones del encéfalo de
rata (91), estos resultados podrian ser una aproximacion a lo que sucede cuando hay
una alteracion en la neurotransmision serotoninérgica en la etapa prenatal lo que
provoca modificaciones en el contenido de 5-HT. Otros trabajos reportan que los
choques eléctricos no modifican los niveles de 5-HT y 5-HIAA en el hipocampo (92),
pero otros trabajos reportan que los choques eléctricos por treinta minutos
incrementan los niveles de triptéfano en el hipocampo (93). Probablemente el tipo de
estresor, la intensidad y duracién del estresor son factores que influyen en el

contenido de 5-HT en hipocampo.
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Los niveles de 5-HT en el hipocampo no se modifican en las ratas macho, pero los
niveles de RNA mensajero del receptor 5-HT1A aumentan después de la prueba de
Porsolt en animales que no fueron estresados prenatalmente (94). Por otro lado,
trabajos han demostrado que hay una conexiébn a nivel molecular entre los
receptores serotoninérgicos 5HT1A y la corticosterona. La administracion de
farmacos agonistas que son selectivos para los receptores 5HT1A, tanto pre-
sindpticos como post-sinapticos tienen efectos antidepresivos en la prueba de
Porsolt, pues disminuyen el tiempo de inmovilidad (95). Ademas la administracién de
farmacos agonistas como la buspirona, la gepirona, la tandospirona, el 8-OH-DPAT y
la isapirona reducen de manera significativa el tiempo de inmovilidad cuando es
administrada de manera cronica (96). Los receptores 5HT1A tienen un papel
fundamental en la génesis de la depresion y probablemente el aumento de la
corticosterona por el estrés prenatal en las ratas tenga una interaccion similar con los

receptores que se encuentran en el cerebro fetal en desarrollo.
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16. CONCLUSIONES

El estrés aplicado durante la gestacion es capaz de producir conductas de tipo

depresivas en las crias a la edad de dos meses y medio.

El estrés prenatal como estresor crénico provoca la conducta anheddnica

reduciendo el consumo de sacarosa.

El contenido de 5-HT en hipocampo ventral no se modifica en ratas estresadas

prenatalmente en respuesta a la prueba de Porsolt.

Las conductas tipo depresivas en animales estresados prenatalmente se asocian

con alteraciones en el contenido de 5-HT en el hipocampo ventral.
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