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Resumen
El propdsito del presente trabajo fue investigar los efectos del estrés pre y/o postnatal
sobre la migracién neuronal, el aprendizaje de lugar y la conducta de nado de ratas. Se
usaron 12 ratas gestantes y sus crias, las primeras se dividieron en cuatro grupos para la
fase de estrés prenatal (dias 10-20 gestacién): privacion sueiio MQR, nado forzado,
privacion suefio MOR-nado y control. Después del nacimiento se dividié a las camadas
en dos: nado y control (dias postnatales 2-19). Asi, se formaron los grupos: estrés
prenatal, pre-postnatal, postnatal y control. Se encontré que las crias bajo estrés prenatal
¥y pre-postnatal pesaron mas y abrieron los ojos 1 dia antes que los controles (p<0.05).
Las crias bajo estrés prenatal nadaron mas tiempo y con un nivel de actividad mayor que
los controles (p<0.05). Las crias de los grupos estrés prenatal y pre-postnatal necesitaron
mas ensayos para aprender una tarea de aprendizaje de lugar. Finalmente, se encontraron
desarreglos citoarquitecténicos en arquicorteza y neocorteza de crias de los grupos estrés
prenatal y pre-postnatal. Asi, se concluy6 que el estrés prenatal y pre-postnatal aceleré la
maduracién corporal, alteré la migraciéon neuronal y que el estrés prenatal aumenté la

magnitud de la respuesta al estrés en las crias.



Estrés
Definicion

El término estrés tiene su origen en el vocablo latino stringere, que significa
oprimir, apretar o atar. Antes de su uso en las ciencias bioldgicas, el término estrés se
empled en el campo de la ingenieria para denotar fuerzas que actitan contra una
resistencia y para hacer referencia a la fuerza que aplicada sobre una estructura o un
metal conduce a la deformacion. En la década de 1930 Selye introdujo el término estrés
a las ciencias biolégicas y lo definié como el estado del organismo manifestado por un
sindrome especifico que se constituye de todos los cambios inespecificos inducidos
dentro de un sistema biolégico” (Selye, 1956, pag. 54).

Después de la definicién inicial, el término estrés se ha usado para denotar tres
condiciones diferentes: por un lado, se emplea para denotar un estimulo, un estado, o
bien, una respuesta del sujeto. El término estrés como estimulo se usa para denotar a
cualquier evento que perturba seriamente la homeostasis del organismo, esto es, que
altera el equilibrio en el medio interno, necesario para la vida del organismo (Sapolsky,
1998; Kim & Diamond, 2002; McEwen, 2000, 2000a). Por otro lado, el término estrés
también se ha empleado para denotar el estado de desequilibrio del medio interno
(disrupcién de la homeostasis) del organismo (Selye, 1936, 1950, 1956; Chrousos, 1998;
Chrousos & Gold, 1992). Finalmente, el término estrés se ha usado también para hacer
referencia a la respuesta del organismo a la estimulacion aversiva (Nelson, 2000;
McEwen, 2000, 2000a; Sapolsky, 1998; Ursin, 1994).

En el presente trabajo se adopté una definicion que incluye dos de las
denotaciones previamente descritas del concepto estrés, estrés como estimulo y estrés

como respuesta. La definicion de estrés que se usa en este estudio tiene como base la




definicién general que el andlisis experimental de la conducta hace de cualquier
emocién. De acuerdo con el andlisis experimental de la conducta cualquier emocion esta
definida por la relacion funcional entre ciertas operaciones ambientales antecedentes y la
respuesta, fisiolégica y conductual, subsecuente del organismo (Keller & Schoenfeld,
1950). Asi, se usé la definiciéon que elaboraron Bruner y Vargas (1994), estrés como la
relacién funcional entre estimulos aversivos y las respuestas conductuales y fisiol6gicas
del organismo subsecuentes a la estimulacion.

La respuesta del organismo
Caracteristicas Fisiologicas

Selye (1936) describié por primera vez la respuesta al estrés como Sindrome
General de Adaptacion o Sindrome de Estrés. Encontré que exponer a los organismos a
agentes aversivos, cualesquiera que fuera su naturaleza (fisicos o psicolégicos), producia
hipertrofia de las glandulas suprarrenales, involucién del timo y de los ganglios
linfaticos y aparicién de ulceras pépticas.

Selye (1936) describid tres fases del Sindrome General de Adaptacion: fase de
alarma, fase de resistencia o adaptacion y fase de agotamiento o desgaste. La fase de
alarma aparece entre 6 y 48 horas posteriores a la exposicién del sujeto a agentes
aversivos. Durante esta fase se activan el sistema nervioso simpitico y la corteza y
meédula de las glandulas suprarrenales con la finalidad de movilizar los recursos
energéticos necesarios para hacer frente a la situacién aversiva (Cannon, 1929; Selye,
1950). Adicionalmente, durante la fase de alarma se presentan decremento en el tamaiio
del timo y de los ganglios linfiticos y reduccién de la temperatura corporal. En la fase de
resistencia o adaptacion el organismo se adapta momentaneamente a la presencia del

agente nocivo y las reacciones fisiolGgicas desaparecen. La fase de resistencia inicia



aproximadamente después de 48 hrs. de exposicién al estrés y se caracteriza por
hipertrofia de las gldandulas suprarrenales. La tercera y ultima fase, etapa de agotamiento
o desgaste, aparece cuando el estrés se mantiene por periodos prolongados de tiempo, se
caracteriza por la imposibilidad del organismo para continuar afrontando al estrés.
Durante la fase de agotamiento se presentan las enfermedades de adaptacién, que son
producto del estrés, e incluso el organismo puede morir (Selye, 1950).

Actualmente se considera que el eje hipotdlamo - hipéfisis - glandulas
suprarrenales es el principal efector de la respuesta fisiolégica al estrés (Figura 1). La
subdivisiéon medial parvicelular del micleo paraventricular del hqutélamo (NPV) secreta
dos neurohormonas en los capilares del sistema circulatorio portahipofisiario, el factor
liberador de la corticotrofina (CRF o CRH) y la arginina-vasopresina. Ambas
neurohormonas tienen como organo blanco a las células corticotroficas de la
adenohipéfisis o hipofisis anterior y se secretan de manera circddica (Chrousos, 1998) en
la capa externa de la eminencia media (Cullinan, Herman, Helmrich & Watson, 1995)
con picos maximos de liberacion antes de los periodos de gran actividad de los animales
(Chrousos, 1998). Las células corticotr6ficas en la adenchipéfisis liberan a su vez
hormona adrenocorticotréfica (ACTH) en el torrente sanguineo, la cual tiene su érgano
blanco en las células de la corteza de las glandulas suprarrenales (CS). Las glandulas
suprarrenales poseen dos partes anatomica y funcionalmente diferentes: la médula y la
corteza, que secretan adrenalina y hormonas esteroideas (glucocorticoides y
mineralocorticoides), respectivamente. La corteza de las glandulas suprarrenales esta
formada de tres partes: glomerulosa, fasciculada y reticular. Las partes fasciculada y
reticular secretan glucocorticoides (Kannan, 1988; Nelson, 2000), principalmente

cortisol en el ser humano (cort) o corticosterona en la rata, en respuesta a la estimulacién



del ACTH (Kollack-Walker, Day & Akil, 2000; Watts, 2000). Los glucocorticoides son
los efectores finales del eje hipotalamo-hipo6fisis-glandulas suprarrenales y los
principales reguladores del mismo, esto lo hacen mediante un sistema de
retroalimentacion negativa con receptores que se localizan en la hipéfisis, el hipotalamo
y otras regiones del sistema nervioso central como el hipocampo (H), el locus coeruleus,
algunos niicleos de los nervios craneales, el niucleo central de la amigdala (A), la corteza
prefrontal (CPF) (Cullinan, et al., 1995), el septum lateral (Bakshi, Smith-Roe, Newman,

Grigoriadis & Kalin, 2002) y los niacleos del rafe (Dinan, 1996).

SNSom

Figura 1. Circuitos nerviosos implicados en la respuesta del
organismo al estrés. ET: estria terminal, CNET: cama nuclear
de la estria terminal, FU: fasciculo uncinado, FLDS: fasciculo
longitudinal dorsal de Shiitz, FR: formacion reticular, NMDV:
nicleo motor dorsal del vago, NDR: nicleo dorsal del rafe,
SGP: sustancia gris periacueductal, SNS, sistema nervioso
simpatico, SNSom: sistema nervioso somatico. Para el resto

de las abreviaturas ver el texto.



El nucleo paraventricular del hipotalamo, especificamente sus regiones lateral y
medial, controla parcialmente la actividad de los otros efectores de la respuesta al estrés:
el sistema nervioso auténomo y el sistema nervioso somatico (Cullinan, et al., 1995)
(Figura 1). El nucleo paraventricular hipotalamico envia proyecciones, mediante el haz
longitudinal dorsal de Schiitz, a neuronas motoras parasimpdticas del nacleo motor
dorsal del vago (para las modificaciones cardiovasculares presentes durante la
exposicién a estrés), al nucleo dorsal de la calota (tegmental dorsal) en la sustancia gris
periacueductal y a neuronas de la formacion reticular del bulbo, de la que salen
proyecciones a las neuronas simpiticas preganglionares, en el nﬁcl.eo intermediolateral
de la médula espinal, y a las motoneuronas del asta ventral de la médula espinal (Truex,
Carpenter & Mosovich, 1971).

Caracteristicas conductuales

Cannon (1929) realizé la primera descripcion conductual de la respuesta del
organismo al estrés con €l nombre de respuesta de pelear o huir. Segtin Cannon, el
organismo ante cualquier perturbacion de la homeostasis responde con liberacién de
adrenalina y noradrenalina, hormonas que activan los componentes inespecificos e
inmediatos de la respuesta al estrés. Tales componentes incluyen cambios en el tono
cardiovascular, en la tasa respiratoria y en el flujo sanguineo a los muisculos que,
finalmente, permiten al organismo emitir una de dos respuestas: permanecer y hacer
frente a la situacidn de estrés (pelear) o escapar de la situacién (huir) (Cannon, 1929,
1932/1941).

Posteriormente numerosos investigadores describieron otros patrones
conductuales caracteristicos de la respuesta del organismo al estrés, como cambios en la

ejecucién de los sujetos experimentales en tareas de aprendizaje y de discriminacién de



estimulos. En ambos rubros se observé que los sujetos presentaron mejoria transitoria
durante la fase aguda del estrés, seguida de ejecucion pobre en condiciones de estrés
crénico (de Kloet, Oitzl & Joels, 1999; Nelson, 2000; Sapolsky, 1998; Chrousos, 1998).

Inmediatamente después de exponer a los sujetos experimentales a estimulacién
aversiva (e.g. descargas eléctricas) o a sus estimulos condicionados ocurrié disrupcién
del flujo conductual (supresién condicionada), por ejemplo se encontraron decrementos
en la tasa de emision de presiones a una palanca en cajas de Skinner (Estes & Skinner,
1941; Snapper, Shimoff & Schoenfeld, 1969; Sidman, 1960; Willner, 1993), en la
velocidad de carrera en laberintos (Wilner, 1993) y en la tasa de emision de respuestas
consumatorias, como la ingesta de alimentos (Paré, 1964). De igual forma, en
paradigmas de aproximacién/evitacion, en los que primero se refuerza una respuesta
especifica y después se refuerza y castiga la emision de la misma, se encontré que
después de varias sesiones los animales redujeron su tasa de respuesta drasticamente
hasta tasas inferiores a la tasa incondicionada de emisién de una respuesta o nivel
operante (supresion condicionada) (Snapper, Schoenfeld & Locke, 1966).

La respuesta conductual de los organismos al estrés también incluye incremento
en la vigilancia y en la atencion selectiva, euforia o disforia, disminuciéon de la
percepcion del dolor (analgesia) (Chrousos, 1998), incremento en la defecacién, emision
de conductas daiiinas para la salud, como comer en exceso, abuso de alcohol, tabaco y
drogas psicotrépicas (McEwen, 2000a). Asimismo, subsecuente a estrés intenso los
sujetos experimentales disminuyen su actividad general durante largos periodos
(Anisman & Zacharko, 1982; Glazer & Weiss, 1976; Sidman, 1960) o por el contrario,
tienen actividad locomotora agitada, intensa y sin ninguna utilidad aparente para la

supervivencia (Sidman, 1960).



La respuesta conductual de los organismos al estrés se ha estudiado ampliamente
mediante modelos de nado forzado, con los cuales se obtuvieron resultados
contradictorios de los efectos del estrés sobre la conducta de nado de los sujetos
experimentales. Por un lado, se observé que ratones adultos sujetos a descargas
eléctricas incontrolables de manera aguda o crénica, incrementaron el tiempo de
inmovilidad en condiciones de nado forzado en agua a una temperatura de 25°C, 24 hrs.
después de la exposicion a la descarga (Prince & Anisman, 1984).

Por el contrario, en otros experimentos se encontré que la respuesta al estrés
implicé decremento en el tiempo de inmovilidad, o bien, aumento en la magnitud de la
actividad de los sujetos en situacién de nado forzado. Un primer ejemplo de esta clase de
experimentos lo constituye un trabajo que realizé Hodgson (1984) en el que se empleé la
privacion crénica de la fase de sueiio de movimientos oculares rdpidos (MOR) como un
modelo animal de estrés, los resultados mostraron que los sujetos experimentales
tuvieron decremento en el tiempo de inmovilidad en condiciones de nado forzado en
agua a una temperatura de 25°C (Hodgson, 1984). En otro experimento, de Pablo, Parra,
Segovia y Guillamén (1989) manipularon las condiciones de estrés durante el nado
forzado mediante el cambio en la profundidad de la tina de nado, usaron dos grupos de
ratas, uno nado en agua a una profundidad de 15 cm en la primera sesion y de 35 cm en
la segunda sesién y otro grupo nado6 primero en agua con un nivelde 15cm yenla
segunda sesioén a una profundidad de 35 cm. Estos investigadores encontraron que las
ratas sujetas a las condiciones de estrés mas intenso (nado a mayor profundidad, 35 cm)
durante la primera exposicion al nado presentaron mayor movilidad durante la segunda
exposicion (24 hrs. después, nado a menor profundidad: 15 cm) que las ratas que

estuvieron sujetas a menor nivel de estrés (nado en 15 cm), esto en agua a una
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temperatura de 25°C (de Pablo, Parra, Segovia & Guillamoén, 1989). Finalmente, Bruner
y Vargas (1994) manipularon la intensidad del estrés mediante cambios en la
temperatura del agua (14, 17, 20, 23, 29, 32, 35, 38, 41 y 47°C) en ratas sujetas a nado
forzado durante dos sesiones de 20 min. Bruner y Vargas usaron como variable
dependiente la tasa de actividad de los sujetos experimentales. Estos investigadores
encontraron que la tasa de actividad de los sujetos en condiciones de nado forzado
aumenté sistematicamente conforme la temperatura del agua se hizo extrema. Las ratas
que nadaron en agua a bajas o altas temperaturas tuvieron una tasa de actividad mayor
(estrés mas intenso) que las ratas que nadaron en agua a 23°C (Bru_ner & Vargas, 1994).
Asi, con base en los experimentos de Bruner y Vargas (1994), de Pablo et al. (1989) y
Hodgson (1984), en este trabajo se consideré como norma que la respuesta conductual al
estrés en condiciones de nado forzado se caracteriza por incremento en la movilidad de
los sujetos experimentales.
Manipulaciones ambientales del estrés

Dada la definiciéon de estrés que se adopté en este trabajo, estrés como la relacién
funcional entre la respuesta del organismo (fisiol6gica y conductual) y los estimulos
aversivos que la anteceden, en el presente apartado se nombran y describen algunas de
las manipulaciones ambientales de estrés. Estas manipulaciones implican someter a los
animales experimentales, generalmente roedores, a condiciones de estimulacion aversiva
como: inmovilizacién en tubos transparentes, suspensién 10 a 15 cm por arriba del nivel
del suelo, administracion de descargas eléctricas fuera del control del animal, exposicién
continua a sonidos de mds de 90 decibeles, exposicion a predadores o, en especies con
Jjerarquia social, a individuos de mayor rango en la jerarquia, ejecucién prolongada y

forzada de tareas conductuales, hacinamiento o aislamiento continuos, nado forzado en
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agua a temperaturas extremas (Ottenweller, 2000) y privacién de suefio (Coenen,
Luijtelaar, 1985; Brock, et al., 1994).

El nado forzado en agua a temperaturas extremas es un modelo experimental de
estrés que comunmente se usa y que consiste en exponer a los sujetos de 5 a 30 min.
diarios a nado (Ottenweller, 2000) en agua con temperaturas que oscilan entre los 14 y
47°C (Bruner & Vargas, 1994). Adicionalmente, se puede manipular la intensidad del
estrés mediante variaciones en la duracién de la sesion de nado forzado (Ottenweller,
2000) o en la profundidad de la tina de nado (de Pablo, et al., 1989).

Por otro lado, algunos autores consideran (e.g. Coenen, Luijtelaar, 1985; Brock,
et al., 1994), al igual que en el presente trabajo, que la privaciéon de sueiio, total o
selectiva de fases especificas, es un modelo experimental de estrés, puesto que los
sujetos privados de suefio presentan hipertrofia de las glandulas suprarrenales e
incremento en la liberacién de noradrenalina y corticosterona en el torrente sanguineo
(Rechtschaffen, Bergman, Everson, Kushida & Gilliand, 1989; Kushida, Bergman &
Rechtschaffen, 1989; Brock, et al., 1994; Bergman, Everson, Kushida, et al., 1989;
Landis, Reeder & Tsuji, 1999). Tales componentes de la respuesta al estrés en ratas
privadas totalmente de suefio o selectivamente de la fase de sueifio de movimientos
oculares rapidos aparecen después de fases agudas de privacion (72 y 96 hrs.) (Landis, et

al., 1999; Brock, et al., 1994) y también en condiciones de privacién crénica

(Rechtschaffen, et al., 1989).

Consecuencias patolégicas del estrés
Estudios epidemiolégicos y clinicos en infantes humanos muestran correlaciones

positivas significativas entre estrés prenatal y bajo peso al nacer, malformaciones
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congénitas, problemas de sueiio (Schell, 1981), problemas respiratorios (ej. bronquitis),
hiperglicemia, hipertensioén arterial, mayor tendencia a padecer enfermedades
autoinmunes, retraso generalizado del desarrollo corporal (Stott, 1973; Meier, 1985) y
neuromotor y paralisis cerebral (Weinstock, 1997). Tales estudios también encontraron
correlaciones positivas entre el estrés prenatal en seres humanos y conductas sociales
inapropiadas (Meier, 1985), des6rdenes afectivos (Brown, van de Os, Driessens, Hoek &
Susser, 2000), deficiencias sensoriales y cognoscitivas (Meier, 1985) y trastornos que
tienen como substrato anatémico alteracion en la migracién neuronal, como el trastorno

por déficit de atencién e hiperactividad (MclIntosch, Mulkins & Dean, 1995; Stott, 1973;

Weinstock, 1997) y la esquizofrenia (Susser & Lin, 1996; Cannon & Murray, 1998).

Efectos del estrés sobre ¢l desarrollo del sistema nervioso

El sistema nervioso ontogénicamente deriva del ectodermo embrionario, la capa
mas externa del embrion. En la rata, entre los dias 10 y 11 de la gestacién comienza la
neurulacién (Uylings, van Eden, Parnavelas & Kalsbeek, 1990) o formacién del tubo
neural de las crias, que es la primera estructura del sistema nervioso central. La parte
rostral del tubo neural da origen a las estructuras nerviosas encefilicas y la parte caudal
constituye lo que sera la médula espinal de los animales adultos. Desde su formacién la
parte rostral del tubo neural se divide en tres vesiculas cerebrales primarias,
denominadas prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo. Para el caso de la rata, entre
los dias 12 y 13 de la gestacion se forman las cinco vesiculas cerebrales secundarias
(Uylings, et al., 1990), el prosencéfalo se divide en telencéfalo y diencéfalo, el

mesencéfalo se mantiene indivisible y el rombencéfalo se divide en metencéfalo y
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mielencéfalo. Es de las vesiculas cerebrales secundarias que surgen las estructuras
encefilicas del sistema nervioso central adulto.

La neurogénesis ocurre en las regiones ventriculares del tubo neural, en la capa
ependimaria, desde donde las neuronas migran a las capas superficiales a través de la
glia radial (Marin & Rubenstein, 2003). Las primeras neuronas corticales que se generan
en la zona subventricular son las células de Cajal-Retzius, que nacen entre los dias 11 y
15 de la gestacion en los fetos de rata, con un pico miaximo de neurogénesis en el dia 13
de la gestacion (Uylings, et al., 1990). Ese mismo dia, 13 de la gestacién, ya hay
neuronas de Cajal-Retzius en la corteza cerebral del 16bulo occipital del feto de rata
(Raedler & Sievers, 1976). Recientemente, Sanes, Reh y Harris (2000) mostraron que
las primeras células corticales post-mitéticas en el cerebro de la rata aparecieron en la
sustancia blanca subcortical alrededor del dia 11 de la gestacién y para el caso del
cerebelo, Jacobson (1991) encontré que la neurogénesis de las células de Purkinje
ocurrio entre los dias 14 y 17 del periodo de gestacion de las ratas.

La neocorteza de la rata adulta contiene aproximadamente 34 millones de
neuronas, las cuales se generan principalmente durante los ultimos 10 dias de la
gestacion (Uylings, et al., 1990) y los primeros 15 dias de vida postnatal. Es durante ese
periodo postnatal que nacen la mayoria de las neuronas granulares en el sistema
nervioso. En la rata la neurogénesis se prolonga hasta la vida adulta del animal en el giro
dentado y en el bulbo olfativo (Altman & Das, 1965).

El periodo postnatal es también una fase critica para la sinaptogénesis o
formacion de sinapsis. Durante la vida postnatal es indispensable la actividad sindptica,
pues de no presentarse las neuronas inactivas se eliminan mediante los mecanismos de

muerte celular programada o apoptosis neuronal (Rakic, 1985). El incremento miximo
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en la formacién de sinapsis en la isocorteza de la rata ocurre entre los dias 12y 20 de la
vida postnatal (Eayrs & Goodhead, 1959), durante el mismo periodo, en la corteza
cerebeldsa, las neuronas de Purkinje establecen la mayoria de sus sinapsis, esto es
durante los primeros 21 dias de vida postnatal (Jacobson, 1991).
Estrés prenatal

Todos los procedimientos de estrés prenatal implican someter a los sujetos
experimentales a estrés in wtero. Las investigaciones que se reportan en este apartado,
asi como los experimentos realizados en este estudio, se basan en el supuesto que los
eventos ambientales que modifican la conducta y fisiologia de una hembra gestante,
también alteran el medio circundante de los embriones y de esa forma se modifican la
fisiologia y conducta de las crias (Thompson, 1957; Archer & Blackman, 1970). Las
manipulaciones ambientales de estrés prenatal incluyen exponer a las ratas gestantes a
condiciones de estimulacién aversivas, como las descritas anteriormente (Granados,
Martinez, Sicilia, Valenzuela & Pérez-Torrero, 1997; Granados, et al., 1998; Lemaire,
Koehl, Le Moal & Abrous, 2000) o bien, al tratamiento de las hembras gestantes con
dosis altas de glucocorticoides (Ahlbom, Gogvadze, Chen, Celsi & Ceccatelli, 2000).

Se ha observado que el estrés prenatal altera el desarrollo de todos los 6rganos
del cuerpo. En un experimento en el que se inmovilizaron a ratones gestantes durante 12
hrs. en el dia 8 de la gestacién, parte del periodo de mayor organogénesis, se encontré
que los fetos de 17 dias de gestacion presentaron costillas supernumerarias o fusionadas,
anormalidades vertebrales y encefalocele (un trastorno en el cierre del tubo neural)
(Chernoff, Miller, Rosen & Mattscheck, 1988). La inmovilizacién de las hembras

gestantes durante ese periodo también produjo disminucién en el peso corporal en las
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crias lactantes con respecto a las crias control, cuya madre estuvo libre de manipulacién
durante la gestacion (Peters, 1982).

En estudios que realizaron Granados et al. (1997, 1998) y Sicilia, Granados y
Valenzuela (1994), se inmoviliz6 a ratas preiiadas durante intervalos variables de 2 a 6
horas diarias a lo largo de toda la gestacion y se encontré que las crias sujetas a estrés
prenatal presentaron decremento en el niumero de arborizaciones y espinas dendriticas en
las neuronas piramidales de la corteza visual (Granados, et al., 1997, 1998) y retraso en
el crecimiento dendritico de las neuronas piramidales de la corteza motora en el dia 21
de vida postnatal, en comparacién con el grupo control (Sicilia, et al., 1994). Tales
decrementos se observaron principalmente en las dendritas proximales al soma neuronal.
Con los hallazgos de decremento en arborizaciones y espinas dendriticas, Granados et al.
(1998) concluyeron que el estrés prenatal retardo el patrén—de maduracién dendritico y
por tanto el establecimiento de sinapsis y la completa funcionalidad neuronal.

En otro experimento, Lemaire et al. (2000) averiguaron los efectos del estrés
prenatal sobre la neurogénesis. Estos investigadores inmovilizaron ratas prefiadas
durante 45 minutos diarios y al mismo tiempo las expusieron a luz brillante desde el dia
15 hasta el dia 21 de la gestacién. Encontraron que las crias de las ratas sujetas a estrés
presentaron decremento del 45% en la proliferacion de células granulares en el giro
dentado a los 28 dias, 3, 10 y 22 meses de edad con respecto al grupo control. Las crias,
mostraron también un decremento progresivo en el nimero total de neuronas granulares

en el giro dentado a partir de los 3 meses de edad y nula neurogénesis subsecuente a la

ejecucién de tareas de aprendizaje de lugar (Lemaire, et al., 2000).
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Estrés postnatal

El estudio de los efectos del estrés postnatal sobre el desarrollo del sistema
nervioso central se puede llevar a cabo siguiendo una de dos estrategias: someter a las
crias a condiciones de estrés durante las dos primeras semanas de vida o administrar, via
inyeccién (Bohn, 1984) u oralmente (a través de la leche materna) (Catalani, et al., 1993;
Meerlo, Horvath, Luiten, Angelucci, Catalani & Koolhaas, 2001), dosis altas de
glucocorticoides o de factor liberador de corticotrofina (Brunson, Eghbal-Ahmadi,
Bender, Chen & Baram, 2001).

En la rata la inyeccion de dosis altas de glucocorticoides dqrante la primera
semana de vida postnatal disminuy6 la tasa de proliferacién neuronal y glial, alter6 los
periodos de nacimiento neuronal y causo6 el cese precoz de la division de algunas células
madre. En los neuroblastos cuya division cesé, la dexametasona retardé la formacion de
espinas dendriticas, la mielinizacién y crecimiento ax6nico y la sinaptogénesis en el
hipocampo y cerebelo (Bohn, 1984). A nivel macrocelular se encontraron
malformaciones graves en los l6bulos cerebelosos (Bohn, 1984) y reduccion en el
tamarfio cerebral de ratas adultas que recibieron neonatalmente inyecciones de
glucocorticoides (de Kloet, Rosenfeld, Van Eekelen, Sutanto & Levine, 1988).
Finalmente, Bohn (1984) encontré que el tratamiento con dexametasona durante la
ultima parte del periodo neonatal tuvo efectos permanentes sobre la neurogénesis y la
gliogénesis, mientras que los efectos del tratamiento durante fases més tempranas se
compensaron por la subsecuente mitosis celular de las células madre. Por el contrario,
los efectos sobre el peso y tamaiio del cerebelo (reducciones) permanecieron durante

toda la vida del animal sin importar el inicio o término del tratamiento (Bohn,' 1984).
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En otro estudio, Brunson et al. (2001) administraron cuatro inyecciones de
hormona liberadora de corticotrofina (0.75 nmol, cada una) en el ventriculo lateral de
ratas entre los dias postnatales 11 y 12, con la finalidad de evaluar los efectos de la
hormona liberadora de corticotrofina (CRH) sobre las neuronas piramidales
hipocampicas. El tratamiento postnatal agudo con CRH redujo el numero total de
neuronas piramidales en el sector CA3 del hipocampo a los 8 y 10 meses de edad,
independientemente de la tasa de neurogénesis o de las proyecciones de las neuronas
granulares del giro dentado.

Finalmente, se observé que inyecciones subcutaneas de corticosterona (5 mg/kg
de peso corporal) a crias de rata en los dias postnatales 2-6, aumenté la densidad de
células en degeneraciéon (Gould, Woolley & McEwen, 1991) y de células recién nacidas
(Gould, Wooley, Cameron, Daniels & McEwen, 1991) en el hilio del giro dentado en el
dia postnatal 6. El hilio es la zona donde ocurre la neurogénesis en el giro dentado. El
mismo tratamiento postnatal con corticosterona disminuyé la densidad de células
picnéticas y células recién nacidas en las hojas infra y supra-piramidales del giro
dentado también en el dia postnatal 6 (Gould, Woolley & McEwen, 1991; Gould,
Woolley, Cameron, et al., 1991). Gould, Woolley y McEwen (1991) sugieren que los
efectos diferenciales de la corticosterona sobre el hilio y las hojas infra y supra-
piramidales del giro dentado durante la primera semana postnatal, se debieron a que
probablemente los glucocorticoides alteraron la migracién neuronal normal de las

neuronas granulares desde el hilio hasta su posicion final en el giro dentado.




17

Estrés prenatal o postnatal y aprendizaje

Los efectos del estrés sobre el aprendizaje de los sujetos experimentales se han
estudiado principalmente mediante el registro de la ejecucion en pruebas de aprendizaje
de lugar como el laberinto de agua de Morris. El laberinto de Morris consiste en una tina
circular dividida en cuadrantes, llena de agua opacada con leche, que tiene una
plataforma sumergida 1 6 2 cm en la que el sujeto experimental puede subir para escapar
del agua. El procedimiento habitual es colocar al sujeto experimental aleatoriamente en
alguno de los cuadrantes en los que esta dividida la tina y registrar la latencia para
encontrar la plataforma. También, por medio de una camara de video, se registran la
trayectoria seguida por la rata y el tiempo que permanece en cada uno de los cuadrantes.
En cada ensayo los sujetos tienen 60 seg para encontrar la plataforma, si no lo hacen, se
los coloca sobre la plataforma durante 30 seg y termina el ensayo (Morris, 1984).

Lemaire et al. (2000) sometieron a ratas gestantes a luz brillante e inmovilizacion
45 min. diarios entre los dias 15-21 de la gestacién y encontraron que las crias de cuatro
meses de edad que estuvieron sujetas a estrés prenatal tuvieron una latencia mayor y
recorrieron una mayor distancia para encontrar la plataforma en el laberinto de agua de
Morris durante los 5 dias de entrenamiento en comparacion con las ratas del grupo
control. El decremento en el aprendizaje de lugar se relacioné con el decremento en la
tasa de neurogénesis y nimero total de neuronas granulares en el giro dentado de las
ratas experimentales.

En otro experimento relativo a los efectos del estrés prenatal sobre el
aprendizaje, Szuran, Pliska, Pokorny y Welzl (2000) encontraron que inmovilizar a ratas
prefiadas durante 45 min., tres veces al dia, entre los dias 15-19 de la gestacién, conllevé

a que los hijos macho de 12 meses de edad tuvieran una mayor latencia para encontrar la
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plataforma del laberinto de agua de Morris en los dias que se cambio de posicion la
plataforma, con respecto a ratas control de la misma edad y a ratas hembras sujetas a
estrés prenatal.

Respecto a los efectos del estrés postnatal o la administracién neonatal de
glucocorticoides o factor liberador de corticotrofina sobre el aprendizaje en ratas, los
reportes en la literatura son contradictorios. Por un lado, indican efectos adversos sobre
la ejecucion de los sujetos, mientras que por el otro reportan mejorias en el aprendizaje
de lugar de las ratas. Brunson et al. (2001) encontraron que ratas que recibieron
inyecciones intraventriculares de hormona liberadora de corticotrofina (0.75 nmol por
dia) en los dias postnatales 11 y 12, procedimiento que mimetiza al estrés postnatal,
tuvieron ejecuciones pobres en el laberinto de agua de Morris, lo que se relacioné con la
reduccion en el numero de neuronas piramidales del sector CA3 del hipocampo.
Brunson et al. entrenaron sujetos experimentales y controles de 3, 6 y 10 meses de edad
durante dos dias consecutivos (10 ensayos por dia) en el laberinto de agua de Morris,
con la plataforma situada siempre en el mismo lugar. En el tercer dia cambiaron la
posicién de la plataforma (6 ensayos) y registraron la latencia de escape de los sujetos.
Las ratas que recibieron las inyecciones de la hormona liberadora de corticotrofina
tardaron mas tiempo en encontrar la plataforma en el dia de prueba que las ratas control
(no inyectadas) o las ratas inyectadas solo con el vehiculo (Brunson, et al., 2001).

Resultados contrarios a los Brunson et al. (2001) se obtuvieron en un
experimento llevado a cabo por Catalani et al. (1993). Estos investigadores
administraron oralmente corticosterona a ratas lactantes, las cuales estuvieron expuestas

a través de la leche materna a dosis elevadas de corticosterona (1.2ug/100 ml de cort.
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libre en plasma, 100% arriba de los niveles basales). Catalani et al. (1993) entrenaron a
las crias que recibieron corticosterona y a sus controles en el laberinto de agua de Morris
ala edad de 21 dias, 1, 2 y 3 meses y encontraron que las crias experimentales

aprendieron a localizar la plataforma mas riapido que las crias del grupo control en todas

las edades probadas.

Estrés prenatal y conducta de nado

Para estudiar los efectos del estrés prenatal sobre la conducta de nado de las ratas
se ha empleado de manera general la prueba de nado forzado de Porsolt. La prueba de
Porsolt se lleva a cabo en un cilindro de 15 cm de diametro y 30 cm de altura que se
llena con un nivel de agua de 15 cm. La temperatura del agua se mantiene entre 23 y
25°C. En la prueba de Porsolt se somete a las ratas a dos sesiones de nado forzado de 15
y 5 minutos cada una (con un intervalo entre sesiones de 24 hrs.). En el dia dos de la
prueba de nado de Porsolt se registran la latencia para que las ratas se queden inméoéviles
después de un periodo inicial de gran actividad y el tiempo de inmovilidad (Porsolt, Le
Pichon & Jalfre, 1977).

En un primer experimento Alonso, Arevalo, Afonso y Rodriguez (1991)
emplearon dos modelos experimentales de estrés prenatal: ratas gestantes inmovilizadas
en tubos transparentes durante 3 horas diarias y ratas gestantes suspendidas, por medio
de un arnés alrededor del torax, 10 cm por encima del nivel del suelo, también durante 3
horas diarias. Ambos grupos desde el dia 15 hasta el 21 de la gestacién. Ulteriormente,
Alonso et al. (1991) sometieron a las crias de tres y seis meses de edad a la prueba de

nado forzado de Porsolt y encontraron que el estrés prenatal, independientemente del
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modelo experimental empleado, aumenté el tiempo de inmovilidad de las crias hembra
en el segundo dia de la prueba con respecto al grupo control en las dos edades probadas.
Posteriormente, Alonso, Navarro, Santana y Rodriguez (1997) emplearon como
unico modelo experimental de estrés el de las ratas gestantes suspendidas en un arnés 10
cm por encima del nivel del suelo, durante 3 horas diarias, entre los dias 15y 21 de la
gestacion. A los tres meses de edad las crias de esas ratas se probaron en nado forzado y
se confirmé que el estrés prenatal incrementé el tiempo de inmovilidad en el segundo
dia de nado con respecto al grupo control, con efectos significativos solamente en las
hembras (Alonso, et al., 1997). En un estudio similar Drago, Di Lep y Giardina (1999)
también obtuvieron efectos significativos del estrés prenatal sobre la conducta de nado
de ratas macho de tres meses de edad, encontraron que el estrés prenatal incremento el

tiempo de inmovilidad en el segundo dia de la prueba de Porsolt.

Propésito del estudio

En resumen, reportes en la literatura indican que el estrés prenat_al o postnatal
tuvo efectos nocivos sobre algunos parametros del desarrollo del sistema nervioso (e.g.
neurogénesis, sinaptogénesis y mielinizacion). También se describié que los
glucocorticoides probablemente afectaron la migracién neuronal normal en ratas de 6
dias de nacidas, Gould, Woolley y McEwen (1991) encontraron un gran namero de
neuronas recién nacidas y muertas en el hilio y pocas neuronas recién nacidas y muertas
en sus posiciones finales en el giro dentado, lo que interpretaron como una posible
alteracion en la migracion neuronal. Adicionalmente, en seres humanos el estrés prenatal
correlacion6é con aumento en la incidencia de algunos trastornos neuropsiquidtricos que

tienen como substrato anatomico alteraciones de la migracién neuronal, como la




21

esquizofrenia o el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (Cannon & Murray,
1998; Mclntosch, et al., 1995; Stott, 1973; Susser & Lin, 1996).

Respecto a los efectos del estrés pre o postnatal sobre el aprendizaje de lugar en
la rata, se sabe que el estrés prenatal deterioré la ejecucion de los animales
experimentales en el laberinto de agua de Morris (Lemaire, et al., 2000; Szuran, et al.,
2000), mientras que la administracion postnatal de las hormonas que se liberan durante
estrés produjo resultados contradictorios, por un lado se encontré que esas hormonas
deterioraron la ejecuciéon de los animales en el laberinto de agua de Morris (Brunson, et
al., 2001) y por otro que la ejecucion en tal laberinto mejoré (Catalani, et al., 1993).

Finalmente, respecto a la conducta de nado se encontré que el estrés prenatal
aumenté el tiempo de inmovilidad de los sujetos de tres y seis meses de edad en la
prueba de nado forzado de Porsolt en comparacién con los controles (Alonso, et al.,
1991, 1997; Drago, et al., 1999). Por €l contrario, en ratas adultas se ha descrito que el
estrés previo o concurrente al nado forzado disminuyé el tiempo de inmovilidad
(Hodgson, 1984) o bien aumento la movilidad (de Pablo, et al., 1989) y la tasa de
actividad de los sujetos en condiciones de nado (Bruner & Vargas, 1994).

Asi, el presente trabajo tuvo tres propdsitos de investigacion: A. Investigar los
efectos del estrés pre y postnatal sobre la migraciéon neuronal, B. Elucidar el efecto del
estrés prenatal o postnatal y la combinacion de ambos sobre el aprendizaje de lugar en la

rata y C. Clarificar los efectos del estrés prenatal sobre la conducta de nado de la rata.
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Método
Swjetos
Se usaron 12 ratas gestantes de la cepa Wistar (200 g. peso corporal) de 9
semanas de edad y sus crias (10 por camada).
Material
Se usaron jaulas habitacion jumbo para ratas (50x40x20 cm) de plexiglas opaco
y pedestales de cristal en forma de cilindro (7cm de diametro x 8 cm de altura), también
se uso una tina de 80x51x24 cm con termostato (Precision Scientific Group, modelo
186, GCA corporation) y finalmente, para la prueba de aprendizajg de lugar se usé el
laberinto de Barnes, que consiste en una plataforma circular de madera (182 cm de
diametro) con 16 agujeros (7 cm de diametro c/u) separados 25 cm uno de otro,
distribuidos a lo largo de su circunferencia, debajo de los cuales se puede colocar un
cajén-meta (30x19x18 cm). Sesenta centimetros por encima de la plataforma se colocé
un foco de 150 watts (Barnes, 1979). Para el registro del tiempo en todas las pruebas se
empled un cronémetro digital. .
Procedimiento
Se asigno al azar a las ratas gestantes a uno de cuatro grupos para la fase de
tratamiento prenatal: privacion selectiva de suefio de movimientos oculares riapidos
(MOR), nado forzado, privaciéon de suefio MOR-nado forzado y control. Al nacimiento
la mitad de las crias de cada camada (5 crias) de todas las ratas madre (experimentales y
controles) se asignaron al azar a las condiciones de estrés postnatal (nado forzado), el

resto de cada camada (5 crias) constituyé el control para las crias de nadaron. Asi, se

trabajé con ocho grupos de crias (ver Tabla 1).
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Estrés Postnatal-Nado

Entrenamiento en el Lab. de

Estrés Prenatal-Nado Forzado n=15) | Barnes (n=3)

Forzado (n=3) Sin tratamiento postnatal Entrenamiento en el Lab. de
(n=15) —* | Bamnes (n=3)
Estrés Postnatal-Nado Entrenamiento en el Lab. de

Estrés Prenatal-Privacion Forzado (n=15) — ™ |Barnes n=3)

Suefio MOR n=3) Sin tratamiento postnatal Entrenamiento en el Lab. de
(n=15) — | Barnes (n=3)

Estrés Prenatal-Nado +

Estrés Postnatal-Nado

Forzado n=15) \

Privacion de Sueiio MOR

Sin tratamiento postnatal

Entrenamiento en el
laberinto de Barnes y
estudio histolégico del

®n=3) n=15) sistema nervioso
Estrés Postnatal-Nado Entrenamiento en el Lab. de
Control n=3) <: Forzado  (n=15) Barnes  (n=3)
Control n=15) —_— Entrenamiento en el Lab. de
(Histologia del Sist. Nerv.) Barnes (n=3)

Tabla 1. Disefio experimental del presente trabajo.

Adaptacion a las condiciones experimentales

Previo a la ejecucion del experimento se sometié a las ratas de todos los grupos a

10 dias de adaptacién a las condiciones experimentales durante 5 min. diariamente. Las

ratas de la condicion privacion de suefio MOR se colocaron en las cajas jumbo sobre el

pedestal con agua y comida a su alcance en los primeros cinco dias. Los ultimos cinco

dias de adaptacion cada rata de este grupo estuvo cinco minutos en la jaula jumbo bajo

las mismas condiciones que los dias anteriores, pero ahora se afiadié agua (nivel de 1-2

cm por debajo de la parte alta del pedestal).
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Para el grupo de nado forzado se expuso a cada rata a cinco minutos en la tina
de nado sin agua los primeros cinco dias y con agua los ultimos cinco dias. El nivel del
agua fue de 15 cm con una temperatura de 23° C, que se sabe es una temperatura neutra
que no es estrés para la rata (Bruner & Vargas, 1994). Se adapté a los sujetos del grupo
privacién de sueiio MOR-nado a las dos condiciones experimentales y a las ratas control
s6lo a las condiciones de nado forzado. A partir del inicio de la fase de adaptacion se
registré diariamente el peso corporal de todos los sujetos experimentales. Después del
periodo de adaptacién se colocé a tres ratas hembra con un macho durante cinco dias. Se
cronometré la gestacion de cada sujeto, se conté como dia 0 de la gestacion el dia en que
se encontrd el tapén vaginal postcdpula.

Estrés Prenatal

Privacion Selectiva de suefio MOR. Se uso la técnica de la plataforma en la
piscina (Morden, Mitchell & Dement, 1967) que consiste en colocar al sujeto
experimental en un pedestal de pequeiio diametro rodeado por agua aun nivelde 1 a2
cm abajo de la parte superior del pedestal. En esta técnica el pedestal le permite a la rata
realizar sus actividades de vigilia y dormir en la fase de suefio de ondas lentas mas no
durante la fase de sueiio MOR. Durante el sueiio MOR la rata, al igual que otros
mamiferos, pierde el tono muscular y por lo tanto cae de la plataforma, lo que la
despierta. Después de aproximadamente tres dias de privacion de suefio MOR los sujetos
experimentales dejan de caer de la plataforma y despiertan justo en el momento en que
entran en la fase de suefio MOR, es asi que la técnica confiablemente priva de manera
selectiva la fase de sueiio MOR a los sujetos experimentales.

Tres ratas gestantes estuvieron sujetas a privacion de suefio MOR desde el dia 10

hasta el dia 20 de la gestacion. Se implementaron dos periodos de privacién, el primero
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de 96 horas y el segundo de 72 horas, con un intervalo de no-privacién de 72 horas. El
tiempo de privacion de suefio que se usé en este trabajo se eligioé con base en trabajos
previos en los que se encontré que después 72 y 96 hrs. de privacién de MOR se
presentaron algunos de los parametros de la respuesta al estrés en los sujetos
experimentales (Brock, et al., 1994; Landis, et al., 1999). Durante los periodos de
privacion de MOR las ratas tuvieron agua y comida ad libitum al alcance del pedestal.
Se registro el peso corporal de los sujetos diariamente desde el dia 10 hasta el 20 de la
gestacion.

Nado forzado. Se sometié a 3 ratas gestantes a 20 minutos diarios de nado en
agua a una temperatura de 32°C desde el dia 10 hasta el 20 de la gestacién. De los
estudios previos de estrés en condiciones de nado forzado se sabe que el nado en agua a
temperaturas extremas, como 32°C, aumenta la intensidad del estrés en comparacioén con
nado en agua a temperaturas "neutras" (aproximadamente 23°C) (Bruner & Vargas,
1994), por lo que en el presente trabajo se us6 agua a una temperatura de 32°C como una
manipulacién de estrés. Al igual que el grupo anterior, se registré el peso de los sujetos
experimentales desde el dia 10 hasta el 20 de la gestacién.

Se sometid a los sujetos del grupo privacién de suefio MOR-nado forzado (n=3)
a dos periodos de privacion de sueiio de 96 y 48 hrs. del dia 10 al 19 de la gestacion, con
un periodo intermedio de no privacion de 72 hrs. En los dias 19 y 20 de la gestacion las
ratas de ese grupo estuvieron sujetas a 10 minutos de nado forzado. Al igual que en los

grupos experimentales anteriores se registro el péso de los sujetos desde el dia 10 hasta

el 20 de la gestacion.
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Las ratas del grupo control permanecieron en sus jaulas habitacion, libres de toda
manipulacién de estrés, inicamente se las traslad6 al lugar de experimentacién para el
registro diario del peso corporal desde el dia 10 hasta el 20 de la gestacion.

Estrés postnatal

Nado forzado. La fase de estrés postnatal se llevé a cabo entre los dias 2 y 19 de
la vida postnatal de las crias. Se sometié a la mitad de cada camada (n=5, total de
crias=60) de todos los grupos de la fase prenatal (experimentales y controles) a nado
forzado. El agua en que nadaron las crias estuvo a una temperatura de 32°C y se
mantuvo con un nivel de 15 cm. La duracién de cada sesion incrementé progresivamente
conforme aumenté la edad de las crias: en los primeros cinco dias de nado (dias
postnatales 2-6) fue menos de 1 minuto, en el dia postnatal 9 fue de cinco minutos o
mas, 15 minutos o mas en el dia 13 de la vida postnatal y 20 minutos en los dias
postnatales 15-19. El tiempo maximo de duracion de cada sesion fue 20 minutos. Desde
el dia 2 hasta el 19 de la vida postnatal se separo a todas las crias de su madre durante
aproximadamente 100 minutos, que fue el tiempo que constituy6 la suma de las
duraciones de sesion de los cinco sujetos que nadaron de cada camada.

Desde el dia 2 hasta el dia 15 de 1a vida postnatal se tuvo la precaucién de
rescatar oportunamente a las crias para evitar que se pudieran ahogar, el rescate de las
crias marco €l término de una sesién. Se rescaté a las crias de acuerdo con criterios
conductuales previamente reportados en la literatura, como el bucear y nadar de forma
agitada y desorganizada (Binik, Theriault & Shustack, 1977; Bruner & Vargas, 1994).
Adicionalmente, se usaron criterios de rescate derivados de la observacién conductual de
crias en condiciones de nado en un experimento anterior realizado en este laboratorio.

Asi, durante los primeros cinco dias de nado se rescaté a las crias que tendian a
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hundirse, en los dias subsiguientes el rescate se realiz6 en las ratas que abrieron el
hocico e ingirieron agua durante el nado o en las crias que aumentaron drasticamente el
numero de cruces por minuto y después lo redujeron a un cruce por minuto o menos.

Se registro la tasa de actividad por minuto de cada sujeto durante todas las
sesiones de nado de acuerdo al procedimiento de Bruner y Vargas (1992), que consiste
en dividir la tina de nado en cuadrantes y contar el nimero de cruces que cada sujeto
hace de una zona a otra durante un minuto, con base en lo cual se calcula la tasa de
actividad. También se registré la duracion de la sesion para cada sujeto experimental,
dadas las variaciones en el tiempo de nado conforme aumento la eglad de las crias. Al
final de cada sesién de nado se secé a las crias con una toalla de tela durante 1 a 2
minutos.

Las crias cuya madre estuvo sujeta a privacion de suefio MOR-nado forzado
durante la gestacién inicamente nadaron 10 minutos diarios en agua a 29°C los mismos
dias de vida postnatal que las crias de los otros grupos.

Aprendizaje de Lugar

Entrenamiento en el laberinto de Barnes. El laberinto de Barnes sirve para
evaluar aprendizaje de lugar en roedores. En el laberinto se refuerza de manera negativa,
mediante el escape de una luz intensa, la disminucién en la latencia para encontrar un
sitio de resguardo oscuro (el cajén-meta) y la disminucién en el namero de errores
cometidos (agujeros visitados antes del correcto). El objetivo del entrenamiento en el
laberinto es lograr que los sujetos aprendan la posicion del cajon-meta.

El entrenamiento en el laberinto de Barnes comenz6 en el dia 20 y terminé en el
dia 29 de la vida postnatal de las crias (se destet6 a las crias en el dia postnatal 22). Se

entrenaron tres crias de cada condicion experimental y tres crias control (total de
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sujetos=24) (ver Tabla 1), cada uno de los grupos de sujetos que se entrenaron en el
laberinto se formé con crias de diferentes camadas.

Durante los dias postnatales 20 y 21 se expuso a todos los sujetos que se
entrenaron en el laberinto de Barnes a dos sesiones de adaptacién a las condiciones del
entrenamiento, las sesiones de adaptacion consistieron en colocar a cada sujeto en el
cajén-meta con el foco y un ventilador (ruido blanco) encendidos. En el primer dia cada
rata tuvo tres periodos de adaptacion, dos de 15 minutos y uno mas de 4 minutos de
duracion, separados entre si por al menos 30 minutos de descanso. Un minuto después
del ultimo periodo de adaptacién (4 minutos) comenzd el primer ensayo. En el segundo
dia de entrenamiento se sometié a las ratas a dos periodos de adaptacion (de 15 minutos
c/u) con un intervalo entre periodos de al menos 30 minutos y nuevamente, un minuto
después del ultimo periodo de adaptacién comenzé el primer ensayo del segundo dia.

Para cada rata se realizaron 30 ensayos en 10 sesiones consecutivas, tres ensayos
por sesién. En cada ensayo se coloco a 1a rata en el centro de la plataforma siempre en la
misma posicion, cada ensayo tuvo como duracién maxima 4 minutos, si la rata no
encontrS el cajén-meta antes que terminara ese periodo se la colocé manualmente en el
cajon. Independientemente de si encontraron o no el cajén-meta, las ratas permanecieron
en el cajén durante 1 minuto y después se las devolvio a su jaula con el resto de las crias.
El intervalo entre ensayos fue de 1 minuto, durante ese tiempo se limpié el laberinto
para evitar rastros de olor y que de esa forma los sujetos encontraran el cajon-meta
siguiendo la trayectoria del ensayo anterior.

El cajon-meta permanecio en la misma posicion desde el ensayo 1 hastael 11, en
el ensayo 12 se cambio la posicion del cajon a un agujero localizado 135° de la posicion

original en el sentido de las manecillas del reloj (posiciéon 2), de acuerdo a
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recomendaciones hechas por Barnes (1979). El cajén-meta permanecio en la posiciéon 2
desde el ensayo 12 hasta el 20. En el ensayo 21 se movié nuevamente la posicion del
cajén-meta a la primera localizacion, donde permaneci6 hasta el ultimo ensayo (ensayo
30).

El registro en el laberinto de Barnes incluyd las siguientes variables: latencia
para encontrar el cajon-meta, nimero de errores cometidos antes de encontrar el cajon-
meta (agujeros visitados incorrectos, criterio: flexién de la cabeza en el agujero) y
numero de cruces por el centro de la plataforma (criterio: pasar mas de dos agujeros sin
visitarlos) de cada sujeto experimental. Adicionalmente se registraron la frecuencia de
otras conductas diferentes de correr, como acicalarse o rascarse, el tiempo de
inmovilidad y el numero de heces fecales o gotas de orina que cada rata hizo durante el
ensayo.

Sistema Nervioso

Las muestras de tejido nervioso se obtuvieron de crias de 45 dias de edad que
estuvieron sometidas a estrés prenatal y pre-postnatal. Las crias pertenecian a las
camadas de las ratas madre que estuvieron sujetas a privacion de suefio MOR y nado
forzado durante la gestacién. En el dia postnatal 45, previa anestesia con pentobarbital
sédico (0.4 ml/kpc), se perfundié a las crias via cardiaca con solucién salina al 0.9% y
formol al 10%. Se extrajeron los cerebros y se completo la fijacién por inmersién en
formol al 10%. Posteriormente se llevaron a cabo los procedimientos necesarios para
preparar los tejidos nerviosos para la realizacién de las técnicas histolégicas: version
rapida de la técnica de Golgi y técnica de Kliiver-Barrera para mielina (Kliiver &

Barrera, 1953).
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Resultados

Peso Corporal

Clasicamente en el estudio de los efectos del estrés sobre la fisiologia y conducta
del organismo, particularmente de los efectos del estrés pre o pgstnatal, se han reportado
cambios en el peso corporal de los sujetos subsecuente a la exposicion a estrés (e.g.
Selye, 1956; Sicilia, et al., 1994; Dahlof, Hard & Larsson, 1978), por lo que en este
trabajo se registré el peso corporal de las crias experimentales y controles en los dias 2 a
20 de la vida postnatal. En la evaluacion de los efectos del estrés pre y/o postnatal sobre
el peso corporal se incluyeron los grupos estrés prenatal-privacion MOR y su
combinacién con estrés postnatal, estrés prenatal-nado y su combir'nacién con estrés
postnatal y estrés postnatal solo, todos se compararon con las crias control. Con la
prueba de analisis de varianza multivia para medidas repetidas (Huynh-Feldt) se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal de las crias de
los grupos experimentales estrés prenatal y estrés pre-postnatal en comparacién con el
grupo control desde el dia postnatal 6 hasta el dia postnatal 20 (F2267.11.335=4.273,
Pp<0.05). Como se aprecia en la Figura 2, las crias que estuvieron sujetas a estrés prenatal
Yy a estrés pre y postnatal pesaron mas que las crias control o las crias del grupo estrés
postnatal. En promedio las crias que se sometieron a estrés prenatal y a estrés pre y
postnatal pesaron 2.37 g. mas que las crias control en los dias que se mencionaron antes.
Por otro lado, no se encontraron diferencias en el peso corporal de las crias sujetas a

estrés postnatal y las crias control, ni entre los grupos estrés prenatal y estrés pre y

postnatal.
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Figura 2. Promedio del peso corporal de las crias de los grupos experimentales y control

desde el dia postnatal 2 hasta el dia postnatal 20. En la grafica aparecen los errores

tipicos.

Edad de apertura de los ojos

En la rata, asi como en otros animales que nacen con los ojos cerrados, la edad
de apertura de los ojos es un indicador de 1a maduracién de las crias. En este trabajo se
registr6 la edad de apertura de los ojos con la finalidad de conocer los efectos del estrés
prenatal y/o postnatal sobre el desarrollo fisico de los sujetos. Con la prueba de Kruskal-
‘Wallis se encontraron diferencias estadisticamente significativas (X?*=37.149, df=5,
p<0.001) en la edad de apertura de los ojos de las crias que se sometieron a estrés con

respecto al grupo control. Como se aprecia en la Tabla 2, las crias de los grupos estrés
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prenatal y estrés pre-postnatal abrieron los ojos un dia antes que las crias del grupo

control y del grupo de estrés postnatal.

Media Desviacion
estandar Tabla 2. Edad de apertura de
Estrés Prenatal 13.70 +/-0.85 los ojos de las crias de los
Estrés Pre y Postnatal 13.75 |+/-0.60 grupos estrés prenatal, pre-
Estrés Postnatal 14.92  |+/- 0.49 postnatal, postnatal y control.
Control 14.83 +/- 0.57

Conducta de Nado

Con la finalidad de esclarecer los efectos del estrés prenatal sobre la conducta de
nado en la rata se registraron la duracion de la sesion de nado, el nimero de cruces que
cada cria hizo de una zona a otra de la tina durante toda la sesién y la tasa de actividad
por minuto de cada cria en condiciones de nado. A pesar que la mitad de las crias de
todas las camadas de todos los grupos experimentales nadaron, en este apartado solo se
reportan los datos de los grupos: estrés prenatal-privacién de suefio MOR, estrés
prenatal-nado forzado y control. Como se recordarad, las crias del grupo de estrés
prenatal en que se combiné la privacion selectiva del sueiio MOR con el nado forzado
nadaron solo 10 minutos, por lo que su tiempo de nado y el total de cruces durante toda
la sesién no son comparables con los de los otros grupos.

La prueba de analisis de varianza multivia para medidas repetidas (Huynh-Feldt)
revelo diferencias significativas en el tiempo que las crias permanecieron nadando desde

el dia postnatal 5 hasta el dia postnatal 14 (F2.2954.591=15.652, p<0.05). Después del dia
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14 de la vida postnatal no se encontraron diferencias estadisticamente signi'ﬁcativas enla
duracién de la sesiéon porque a esa edad las crias de todos los grupos alcanzaron la
duracién maxima de la sesién de nado forzado (20 min.). Se obtuvo el promedio de las
diferencias en el tiempo de nado entre los grupos de estrés prenatal y el grupo sin
anipulacién prenatal en los dias postnatales S a 14 y se encontr6, como se muestra en la
Figura 3, que las crias que estuvieron sujetas a estrés prenatal nadaron 2.6 minutos mas

que las crias no sujetas a estrés durante la gestacion.
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Figura 3. Promedio de duracion de la sesion para cada grupo en situacion de nado

forzado en agua a 32°C. En la grafica aparecen los errores tipicos.
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En cuanto al total de cruces de una zona a otra en la tina de nado, el analisis
estadistico con la prueba de analisis de varianza multivia para medidas repetidas
(Huynh-Feldt) revel6 diferencias significativas entre los grupos de estrés prenatal y el
grupo cuya madre no estuvo expuesta a estrés durante la gestacion en los dias postnatal 2
al 19 (Fs.072-16.145=6.042, p<0.05). Como se observa en la Figura 4, las crias a cuya madre
se privé de suefio MOR durante la gestacién cruzaron en promedio 12.24 veces mas que
las crias sin manipulacién prenatal, por otro lado, las crias cuya madre nadd en agua a

32°C durante la gestacion cruzaron de una zona a otra 24.33 veces mas que las crias que

no estuvieron expuestas a estrés prenatal.
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Figura 4. Promedio del total de cruces de una zona a otra de la tina de nado forzado por

grupo experimental. En la grafica aparecen los errores tipicos.
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Finalmente, se calculé la tasa de actividad por minuto de los sujetos
experimentales en condiciones de nado forzado y se comparé contra la tasa de actividad
de las crias que no estuvieron sujetas a estrés durante la gestacion. En general, las crias
de todas las condiciones (estrés prenatal-pr_ivacién de suefio MOR, estrés prenatal-nado
y control) tuvieron una tasa de actividad alta en lés primeros minutos de la sesién con un
decremento progresivo en el nimero de cruces por minuto hacia el final de la sesié6n,
esto a partir del dia 9 de la vida postnatal en las crias experimentales (estrés prenatal) y
después del dia 11 de la vida postnatal para las crias sin manipulacién prenatal. A pesar
de las similitudes en la conducta de nado, las crias experimentales .(estre's prenatal)
siempre mantuvieron una tasa de actividad mas alta que las crias sin manipulacién
prenatal (Figura 5).

Dada la distribucion del promedio de la tasa de actividad por grupos en el tiempo
(ver figura 5) y la poca variacion de una sesién a otra, se agrupo6 a los datos en bloques
de cuatro minutos. La prueba de analisis de varianza de una via con c6digos de contraste
reveld diferencias estadisticamente significativas en los primeros bloques de cuatro
minutos de los dias postnatales 7 al 10, 15, 16 y 19 (para los valores del estadistico F y
sus probabilidades asociadas ver tabla 3), en esos dias, las crias que estuvieron sujetas a
estrés prenatal tuvieron una tasa de actividad mayor que las crias cuya madre
permanecio sin manipulacién durante la gestacién. Por otro lado, en los vltimos dos dias
de las sesiones de nado forzado (dias postnatales 18 y 19) se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de actividad de los sujetos en los wltimos
bloques de cuatro minutos (Tabla 3), las ratas control tuvieron una tasa de actividad

mayor que las ratas que estuvieron sujetas a estrés prenatal (Figura S).
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Bloques 4 min. [F df P Tabla 3. valores del estadistico F
P7-bloque 1 17.937 1-44 0.000 para el codigo de contraste X1
P8-bloque 1 9.350 21-44 [0.004 (estrés prenatal vs. control) en la
P9-bloque 1 6.238 1.44 0.016 prueba de ANOVA de una via de
P10-bloque 1 20.084 1-35 0.000 la tasa de actividad de los sujetos.
P15-bloque 1 12.501 1-35 0.001
P16-bloque 1 5.237 1-35 0.028
P19-bloque 1 4.352 1-35 0.044
P18-bloque 5 4.962 1-35 0.032
P19-bloque 4 4.238 1-35 0.047

Aprendizaje de Lugar

Reportes en la literatura han encontrado efectos adversos o benéficos del estrés
prenatal o postnatal sobre el aprendizaje de lugar en ratas (e.g. Lemaire, et al., 2000;
Catalani, et al., 1993). Asi, con la finalidad de evaluar los efectos del estrés prenatal o
postnatal y la combinacién de ambos sobre el aprendizaje de lugar, en el presente trabajo
se entrend a los sujetos experimentales y controles de un mes de edad en el laberinto de
Bamnes. En este estudio se establecié como criterio de aprendizaje, es decir el punto en el
cual se considerd que los sujetos aprendieron la localizacién del cajén-meta, cuando
ocurrié una disminucién del 80% en la latencia y en el nimero de errores cometidos para
encontrar el cajén-meta. Para los primeros 11 ensayos de entrenamiento en el laberinto
el criterio de aprendizaje se calculé con i)ase en ia latencia y el namero de errores

cometidos por cada sujeto en el ensayo 1; de los ensayos 12 a 20 el criterio se calculé




38

con base en la latencia y nimero de errores en el ensayo 12, cuando se cambié de
posicion el cajén-meta; finalmente, de los ensayos 21-30 se calcul6 el criterio de
aprendizaje con base en el registro de cada sujeto en el ensayo 21, cuando el cajon-meta
se colocd nuevamente en la primera posicion.

Como se observa en la tabla 4 las crias de los grupos estrés prenatal y estrés pre-
postnatal tardaron de 2 a 3 ensayos mas que los controles para alcanzar el criterio de
80% de reduccién en la latencia y naumero de errores en el segundo cambio de posicion
del cajon-meta (ensayo 12), las diferencias entre estos grupos y el control fueron
estadisticamente significativas con la prueba de Kruskal-Wallis (L;itencia: X?=9.816,
df=3, p<0.05; Numero de Errores: X?>=9.354, df=3, p<0.05), la comparacioén estrés
postnatal vs. control no mostré diferencias significativas (Tabla 4).

Con el propésito de averiguar si la exposicion a estrés prenatal, pre-postnatal o
postnatal tuvo efectos diferenciales sobre la ejecucion de los sujetos en el laberinto de
Barnes, se comparé el nimero de ensayo en que las crias de esos grupos alcanzaron el
criterio de aprendizaje. Se encontré que las crias del grupo estrés prenatal tardaron mas
que las crias del grupo estrés postnatal para alcanzar el criterio de aprendizaje (latencia y
numero de errores) después que se cambié la posicion del cajon en el ensayo 12 (Tabla
4), a este respecto, la prueba U de Mann-Whitney mostro diferencias significativas
(Latencia: U=3, p<0.05; Numero de Errores: U=3, p<0.05). De igual forma, se
encontraron diferencias significativas en el nimero de ensayo en que las crias del grupo
estrés pre-postnatal (ensayo 6.91+3.44) y estrés postnatal (ensayo 3.66+0.57) alcanzaron
el criterio de aprendizaje relativo a la latencia para encontrar el cajén-meta en los
ensayos 1 a 11 (U=1, p<0.05). Como se observa en la tabla 4, la exposicion de las crias a

estrés prenatal y a la combinacién estrés pre-postnatal aumenté el namero de ensayos
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requeridos para que se alcanzara el criterio de aprendizaje (reduccién del 80% en la

latencia y namero de errores).

# Ensayo * 80% # Ensayo ‘ 80%

latencia: Posicién 2 Errores: Posicion 2
Estrés Prenatal 16.75 + 2.66 15.50+1.97
Estrés Pre y Postnatal 16.08 +2.64 14.41 + 1.31
Estrés Postnatal 13.66 + 0.57 13.33 +0.57
Control 13.33 +0.57 13.33 + 0.57

Tabla 4. Tabla que muestra el promedio del nimero de ensayo ( # ensayo) en que cada
uno de los grupos alcanzé el criterio de aprendizaje (80% de reduccién *en la latencia y
en el nimero de errores). Al lado de cada media aparece su desviacion estandar. Para

detalle de las diferencias que fueron estadisticamente significativas ver el texto.

No obstante los hallazgos de diferencias entre grupos en el nimero de ensayo en
que se alcanzé el criterio de aprendizaje, el anailisis estadistico con la prueba de ANOVA
multivia para medidas repetidas (Huynh-Feldt) no revelé diferencias significativas entre
los grupos en la latencia para encontrar el cajéon-meta (F14.447-324576.34=0.867, p=0.754), ni
en el nimero de errores cometidos (F20.288-101.439=0-896, p=0.736), tampoco en los cruces
por el centro de la plataforma en todos los dias de entrenamiento (Fj7.0s52-85.25s—0.881,
p=0.746). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en el

promedio del nimero de heces fecales y de gotas de orina en cada ensayo (Fo014-
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45.075=1.222, p=0.200), ni en ninguna de las otras variables medidas (frecuencia de otras
conductas: Fs.751-28.754=1.099, p=0.365; e inmovilidad: F3354.16.118=0.916, p=0.559).
Sistema Nervioso

Con el propésito de averiguar el efecto del estrés prenatal y su combinacién con
el estrés postnatal sobre la migracion neuronal se llevaron a cabo estudios de histologia
del sistema nervioso central. Las técnicas histolégicas se realizaron en tejido nervioso de
crias cuya madre estuvo sujeta a privacién de suefio MOR y nado forzado durante la
gestacion. El estudio morfolégico del sistema nervioso revelé6 desarreglos
citoarquitectonicos en la neocorteza y arquicorteza de las ratas que estuvieron expuestas
a estrés prenatal y pre-postnatal, tales desarreglos no se observaron en la neocortezay
arquicorteza de las ratas control. Dado que morfolégicamente no se encontraron
diferencias entre las muestras obtenidas de los grupos estrés prenatal y estrés pre-
postnatal, se presentan a continuacién microfotografias de las preparaciones de tejido
nervioso sin distincién de grupo, la diferencia entre los grupos estrés prenatal y estrés
pre-postnatal probablemente sea de caricter cuantitativo.

Los desarreglos citoarquitécténicos que se encontraron en la neocorteza de los
sujetos experimentales (estrés prenatal y pre-postnatal) incluyen aparicion de neuronas
piramidales ectépicas, localizadas en la capa I (capa molecular) de la neocorteza (Figura
6), presencia de neuronas piramidales invertidas en las capas corticales IIl y IV (con su
dendrita apical dirigida hacia la sustancia blanca subcortical en lugar de hacia la capa
molecular) y desarreglo de las columnas tipicamente observadas en la neocorteza de los
mamiferos (Figura 6). El estudio del tejido nervioso del grupo control mostré una
estratificacién normal de seis capas y arreglo columnar en la neocorteza, en la capa

molecular (capa I) de la neocorteza solo se encontraron arborizaciones dendriticas.
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Figura 6. Microfotografia de Neocorteza. Neuronas piramidales en la capa molecular

(flechas) y desarreglo columnar de la citoarquitectura. Técnica de Kliiver-Barrera.

En la arquicorteza, los desarreglos citoarquitectonicos se caracterizaron por
aparicién de neuronas piramidales ectopicas en los estratos oriens y radiatum de los
sectores CAl y CA2 (Cuerno de Ammon 1 y 2) del hipocampo (Figura 7). El estudio de
la arquicorteza del grupo control mostré una citoarquitectura normal, con neuronas
piramidales localizadas en el estrato piramidal, neuronas en cesta e interneuronas en el
estrato oriens e interneuronas y dendritas apicales de las neuronas piramidales en el
estrato radiatum del hipocampo. Las células que se tifieron con la técnica para mielina y
neuronas de Kliiver-Barrera en los estratos oriens y radiatum del hipocampo de
animales control fueron neuronas con soma pequeiio, caracteristico de las interneuronas,

y no células con gran soma como el de las neuronas piramidales.
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Figura 7. Microfotografia del sector CA1 (Cuerno de Ammon 1) del Hipocampo.

Neuronas piramidales ectopicas en los estratos oriens y radiatum (flechas). Técnica de

Kliiver Barrera.

Por otro lado, en la corteza cerebelosa, otra region filogénicamente antigua, se
encontraron neuronas de Purkinje con arboles dendriticos pobremente ramificados en
contraste con neuronas adyacentes con ricas arborizaciones dendriticas en la misma
preparacion histolégica (Figura 8), esto tanto en el cerebelo de ratas que estuvieron en

estrés prenatal, como de las que estuvieron en condiciones de estrés pre y postnatal.



FALLA DE ORIGEN

Figura 8. Microfotografia de corteza cerebelosa. Neurona de Purkinje con rica

arborizacién dendritica (A) y con pobre arborizacion dendritica (B) en la misma

preparacion histolégica. Técnica de Golgi.

Discusion
Los propdsitos de este estudio fueron averiguar los efectos del estrés prenatal y
postnatal sobre la migracion neuronal, la ejecucion de los sujetos experimentales en una
prueba de aprendizaje de lugar y la conducta de nado de la rata. Como se discutira en
ésta seccion el estrés prenatal y pre-postnatal tuvo efectos adversos sobre el desarrollo
del sistema nervioso, sobre la conducta de los sujetos experimentales en condiciones de
nado forzado y sobre el aprendizaje de lugar en las crias de un mes de edad.

Los hallazgos en el sistema nervioso central, particularmente la aparicion de
neuronas piramidales ectépicas en la capa I de la neocorteza y en los estratos oriens y
radiatum del hipocampo, asi como la presencia de neuronas piramidales invertidas en las
capas III y IV y el desarreglo columnar en la neocorteza de las ratas que se sometieron a

estrés prenatal y pre-postnatal, son indicios claros de alteracion en la migraciéon

neuronal.




44

El trastorno de migracion neuronal que se encontré en el presente trabajo en los
grupos de estrés prenatal y pre-postnatal apoya la explicacién que Gould, Woolley y
McEwen (1991) y Gould, Woolley, Cameron et al. (1991) dieron a sus hallazgos en el
giro dentado de ratas que fueron tratadas con corticosterona entre los dias 2 y 6 de la
vida postnatal. Gould, Woolley y McEwen (1991), y Gould Woolley, Cameron et al.
(1991) propusieron que probablemente los glucocorticoides alteraron la migracién de las
neuronas granulares desde su lugar de nacimiento (el hilio) hasta su posicién final en el
giro dentado adulto, ya que se encontré gran cantidad de neuronas recién nacidas y
neuronas muertas en ¢l lugar de nacimiento y muy pocas localizadas en su posicién final
en el giro dentado y se sabe que la migracion de neuroblastos para constituir las
neuronas granulares del giro dentado ocurre durante las dos primeras semanas de vida
postnatal, cuando los niveles normales de glucocorticoides circulantes son muy bajos
(Rickmann, Amaral & Cowan, 1987).

En el presente trabajo se encontré que el estrés prenatal y la combinacién estrés
prenatal y postnatal alter6 la migraciéon neuronal normal de las células piramidales de la
neocorteza y de la arquicorteza, en contraparte con el trabajo realizado por Gould,
Woolley y McEwen (1991) y Gould, Woolley, Cameron et al (1991) en el que se alteré
unicamente la migracion de las neuronas granulares del giro dentado. La diferencia entre
los dos hallazgos puede deberse a que en el presente estudio el procedimiento de estrés
se inicié desde el dia que comenzé la formacién del tubo neural (dia 10 de la gestacion)
y hasta el dia 19 de la vida postnatal, por lo que se abarcé todo el periodo critico del

desarrollo del sistema nervioso, lo cual produjo efectos sobre otras neuronas, diferentes

de las neuronas granulares.
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El hallazgo de neuronas ectdopicas en la neocorteza y en la arquicorteza en
cerebros de ratas de 45 dias de edad no corresponde al proceso de migracion activa,
dado que en la rata la migracién neuronal en gran escala termina hacia la segunda
semana de vida postnatal, cuando las neuronas granulares en el giro dentado, tltimas en
generarse, migran a sus posiciones finales (Rickmann, Amaral & Cowan, 1987).
Después de la segunda semana de vida postnatal, la migracién neuronal continua s6lo en
los sitios en los que ocurre neurogénesis durante la vida adulta del animal, el bulbo
olfativo y el giro dentado (Altman & Das, 1965).

El presente trabajo constituye el primer reporte de alteraciqnes en la migracién
neuronal subsecuentes a la exposicion del organismo a estrés prenatal y a la
combinacién estrés pre y postnatal. Dado que se sabe que los cambios fisiolGgicos
observados en condiciones de privacién de sueiio son similares a los que se observan
durante la exposicion del organismo a estrés (e.g. incremento en la liberacion de
glucocorticoides) (Rechtschaffen, et al., 1989; Kushida, et al., 1989; Brock, et al., 1994;
Landis, et al., 1999) y puesto que la privacion de suefio MOR en la rata gestante afecta
de manera indirecta al feto a través de cambios hormonales en el torrente sanguineo
(Suchecki & Palermo, 1991), en el presente trabajo se consideré que la alteracion en la
migracién neuronal observada en las crias de 45 dias de edad, cuya madre estuvo sujeta
a privacion de suefio MOR y nado forzado durante la gestacién, constituye un hecho
subsecuente al estrés prenatal y a la combinacién de estrés pre-postnatal.

Adicionalmente, en el presente estudio se considera que los hallazgos de
alteraciéon en la migracion neuronal en ratas expuestas a estrés prenatal y pre-postnatal
no son consecuencia de la privacion selectiva de suefio MOR porque estudios previos en

la literatura reportan que la privacion de esta fase de suefio en crias de rata de 8 a 21 dias
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de edad produjo reduccién significativa en el peso del encéfalo y en la plasticidad
hipocampica, pero no produjo alteraciones de la migracién neuronal (Mirmiran, 1995).

Las alteraciones de la migracién neuronal encontradas en la neocorteza y
arquicorteza de las crias de rata que se expuso a estrés prenatal y pre-postnatal
constituye una evidencia experimental que corrobora las observaciones clinicas y
epidemiolégicas relativas a los efectos del estrés prenatal sobre el desarrollo de la
progenie en seres humanos. El estrés durante la gestacion en el ser humano tiene
correlacion positiva y estadisticamente significativa, con incremento en la incidencia en
la progenie de algunos trastornos neuropsiquiatricos que tienen como substrato
anatomico alteraciones de la migracion neuronal, como la esquizofrenia o el trastorno
por déficit de atencién e hiperactividad (Susser & Lin, 1996; Cannon & Murray, 1998;
McIntosch, et al., 1995; Stott, 1973).

El estudio del sistema nervioso central de las ratas bajo estrés prenatal y pre-
postnatal también reveld alteraciones en la dendroarquitectura de las neuronas de
Purkinje, como la presencia de patrones contrastantes de ramificacion dendritica: ricas
arborizaciones dendriticas en algunas neuronas de la corteza cerebelosa y pobre
arborizacion en otras neuronas de Purkinje de la misma preparacion histologica.
Previamente se han reportado efectos deletéreos del estrés prenatal sobre la
dendroarquitectura de neuronas piramidales de las cortezas visual (Granados, et al.,
1997, 1998) y motora (Sicilia, et al., 1994) que semejan a los patrones de pobre
arborizacién dendritica encontrados en este experimento. Sin embargo, el hallazgo en las
neuronas de Purkinje es la primera vez que se reporta, lo que significa que el estrés
prenatal y la combinacion de estrés pre y postnatal alter6 de manera no selectiva la

morfologia y funcionalidad de las neuronas del sistema nervioso central, probablemente
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en funcién de la concentracion de receptores a glucocorticoides. Se sabe que el cerebelo
durante las dos primeras semanas de vida postnatal posee un gran namero de receptores
a glucocorticoides (Pavlik & Buresova, 1984) y que durante ese periodo las neuronas de
Purkinje establecen la mayoria de sus sinapsis al incrementar las ramificaciones de su
arbol dendritico (Jacobson, 1991). Por lo que la exposicion de las crias a estrés prenatal
y a estrés durante los primeros 19 dias de vida postnatal pudo interferir con el
establecimiento de sinapsis en las neuronas de Purkinje.

Por otro lado, reportes previos en la literatura describen que las crias cuya madre
estuvo expuesta a estrés durante la gestacion presentaron decremer_xtos en el peso
corporal del 20 al 25% al momento del nacimiento (Ahlbom, et al., 2000) y del 13.09%%
a los 14 dias de vida postnatal (Sicilia, et al., 1994) o bien, reportan que no hubo efectos
del estrés prenatal (inmovilizacion) sobre el peso corporal de la progenie (Granados, et
al., 1998). Por otro lado, respecto a estrés postnatal (tratamiento neonatal con dosis altas
de glucocorticoides) se ha reportado disminucion del peso corporal de las crias en el dia
6 de la vida postnatal (Gould, Woolley, McEwen, 1991) y durante toda la fase de
lactancia y edad adulta (3 meses de edad) (Catalani, et al., 1993). Contrario a esos
reportes en la literatura relativos a los efectos del estrés sobre el peso corporal de las
crias, en el presente estudio se encontré que los sujetos que estuvieron expuestos a estrés
prenatal y a la combinacidn de estrés prenatal y postnatal pesaron mas que las crias del
grupo control y del grupo estrés postnatal hasta antes de la edad de destete (dia 22 de la
vida postnatal). Sin embargo, el aumento del peso corporal de las crias bajo estrés
prenatal que se encontré en el presente trabajo no es un fenémeno unico. Previamente

Dahlof, Hard y Larsson (1978) reportaron que las crias de ratas que estuvieron en
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hacinamiento durante los dias 14 al 21 de la gestacidn pesaron mas que los controles al
momento del nacimiento y durante las dos primeras semanas de vida.

El aumento en el peso corporal en conjunto con el adelanto en la edad de
apertura de 10s ojos en los grupos estrés prenatal y estrés pre y postnatal, cuyas crias
abrieron los ojos un dia antes que el control, indica una maduracién mas rapida en las
crias de esos grupos con respecto a las crias control. Previamente, en la literatura se ha
reportado aumento en la velocidad de maduracién subsecuente a periodos de estrés
prenatal similares a los empleados en el presente estudio (dias 10-20 de la gestacion)
(Fride & Weinstock, 1984). Fride y Weinstock (1984) encontraron adelanto en la
maduracién de reflejos posturales en crias de dos semanas de edad, cuya madre estuvo
expuesta a luz intensa y ruido de mas de 90 decibeles durante los dias 14 al 21 de la
gestacion, en contraste con crias que se sometieron a estrés prenatal durante toda la
gestacion (las que presentaron retrasos en la maduracién) y con crias control.

Respecto al aprendizaje de lugar, en este estudio se encontré que las crias de los
grupos de estrés prenatal y de los grupos en que se combiné estrés prenatal con postnatal
necesitaron de un mayor nimero de ensayos para alcanzar el criterio de aprendizaje
establecido (reduccién del 80% en la latencia para encontrar el cajén-meta y reduccién
del 80% en el numero de errores cometidos). Las diferencias entre los grupos se
observaron después del primer cambio de posicién del cajén-meta, cuando los sujetos
tuvieron que re-aprender la localizacion del cajon. Previamente, en la literatura se
reporté que el estrés prenatal (inmovilizacién de la madre en los dias 15 a 21 de la
gestacion) deteriord la ejecucion de los animales experimentales de cuatro meses de
edad en el laberinto de agua de Morris en comparacién con sus controles de 1a misma

edad (Lemaire, et al., 2000). Aunque Lemaire et al. reportaron que las crias del grupo
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estrés prenatal presentaron aumento en la latencia para encontrar la plataforma en el
laberinto de agua de Morris y en el presente estudio no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos en esa variable, ambos reportes son comparables porque
en los dos se encontraron efectos deletéreos del estrés prenatal sobre la ejecucion de los
sujetos experimentales.

Por otro lado, relativo a procedimientos que semejan al estrés postnatal, e.g.
administraciéon neonatal de algunas de las hormonas que se liberan durante estrés
(glucocorticoides y factor liberador de corticotrofina) se han descrito resultados
paraddjicos en las crias que estuvieron bajo tratamiento. Brunson et al. (2001)
encontraron que ratas de 3, 6 y 10 meses de edad que recibieron in&ecciones de factor
liberador de corticotrofina durante los dias 11 y 12 de la vida postnatal presentaron
decline progresivo en la ejecucion en el laberinto de agua de Morris en comparacién con
el grupo control (e.g. aumento en la latencia para encontrar la plataforma). Por el
contrario, Catalani et al. (1993) mostraron que crias a las que se administré
neonatalmente glucocorticoides (via la leche materna) aprendieron mas rapidamente la
localizacién de la plataforma en el laberinto de agua de Morris con respecto al grupo
control a las edades de 21 dias y 1, 2 y 3 meses.

En el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en la ejecucion
en el laberinto de Barnes entre las crias que nadaron del dia postnatal 2 al 19 y el grupo
control cuando se probaron al mes de edad. La discrepancia que se observa entre los
resultados obtenidos en el presente estudio y los resultados de Brunson et al. (200])
(deterioro en el aprendizaje de lugar) y Catalani et al. (1993) (facilitacién en el
aprendizaje de lugar) no se debe a la diferencia en las pruebas de aprendizaje empleadas,

puesto que tanto el laberinto de agua de Morris como el laberinto de Barnes funcionan
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bajo el mismo principio: el sujeto experimental aprende la localizacién de un punto de
escape en condiciones ligeramente aversivas (luz intensa para el caso del laberinto de
Barnes y agua para el caso del laberinto de Morris) (Chamizo, 2002). Las discrepancias
entre los resultados relativos al aprendizaje de lugar en crias de estrés postnatal que aqui
se reportan y el trabajo de Brunson et al. (2001) y Catalani et al. (1993) probablemente
se deben a los efectos de los modelos empleados, estrés postnatal-nado forzado en este
trabajo y administraciéon de hormonas que se liberan durante estrés en los estudios de
Brunson et al. (2001) y Catalani et al. (1993)

Por otro lado, en la literatura se ha descrito que manipulaciones que semejan al
estrés postnatal (e.g. manipulacion tactil, Sternberg & Rigdway, 2003) tuvieron efectos
paraddjicos sobre la conducta de sujetos que estuvieron expuestos a estrés prenatal.
Algunos reportes indican que la manipulacién tictil de las crias en las primeras dos
semanas de vida postnatal, considerada como estrés postnatal (Sternberg & Ridgway,
2003), disminuy6 los efectos adversos del estrés prenatal sobre algunas conductas de la
rata adulta, como la analgesia y la respuesta al estrés (Wakshlak & Weinstock, 1990;
Sterberg & Rigdway, 2003). Por el contrario, también se reporté que la manipulacién
tactil de las crias incrementé los efectos adversos del estrés prenatal sobre las conductas
de analgesia de los sujetos (Smythe, McCormick, Rochford & Meaney, 1994). En el
presente trabajo el estrés postnatal no deterioré la ejecucién de los sujetos en el laberinto
de Barnes, ni empeoro la ejecucion de las crias que estuvieron expuestas a estrés
prenatal. Aunque no se obtuvieron diferencias significativas en el namero de ensayo en
que se alcanzé el criterio de aprendizaje en el laberinto de Barnes entre las crias de los

grupos estrés prenatal y estrés pre-postnatal, los datos parecen indicar que el estrés
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postnatal redujo el nimero de ensayos requeridos para que las crias que estuvieron
sujetas a estrés prenatal alcanzaran el criterio de aprendizaje en el laberinto de Barnes.

La disminucién en la eficacia del aprendizaje de lugar en las crias de los grupos
estrés prenatal y pre-postnatal, es decir el retraso en el niumero de ensayo en que las crias
de esos grupos alcanzaron el criterio de aprendizaje en el laberinto de Barnes,
probablemente tiene como substrato neuroanatémico las alteraciones citoarquitecténicas
que se encontraron en la arquicorteza y neocorteza de esos sujetos experimentales.

Finalmente, en este estudio se encontré que las crias cuya madre estuvo en
condiciones de estrés durante la gestacién tuvieron mayor actividad que las ratas control
en condiciones de nado forzado en agua a una temperatura de 32°C, esas crias también
nadaron en promedio mas tiempo que las crias cuya madre no estuvo sujeta a
manipulacién alguna durante la gestacion. El incremento en la duracién de 1a sesion de
nado en las crias de los grupos estrés prenatal parece reflejar, al igual que el peso
corporal y la edad de apertura de los ojos, una maduracion mas rapida que las crias
control. La mayor duracién de la sesién en los grupos experimentales implica que las
crias que estuvieron sujetas a estrés prenatal lograron permanecer a flote con la nariz
afuera del agua por mas tiempo que las crias control, lo que significa dos cosas: que tales
crias presentaron un rapido desarrollo de las habilidades motoras necesarias para la
conducta de nado y que esas crias aprendieron mejor que los controles c6mo permanecer
a flote después de una primera sesién de nado.

Clasicamente, en el drea de investigacion relativa al nado forzado se ha utilizado
como variable dependiente la inmovilidad observada en las ratas despuéé de algun
tiempo de nado (Porsolt, LePichon & Jalfre, 1977; Hogdson, 1984; Prince & Axnisman,

1984). Sin embargo, ésta es una forma indirecta de evaluar los cambios conductuales
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que tuvieron lugar en el orgénismo después de la exposicion a estrés. Posteriormente se
sugirié que una manera mas directa de evaluar tales cambios conductuales subsecuentes
a estrés en condiciones de nado forzado era el registro de la actividad de los sujetos
experimentales (Bruner & Vargas, 1992, 1994; de Pablo, et al., 1989). Asi, en el
presente trabajo se usé como una variable dependiente el nivel de actividad (cruces de
una zona a otra en la tina de nado forzado) de los sujetos.

Como se mencioné anteriormente, en este estudio se encontré que las crias que
estuvieron en condiciones de estrés prenatal cruzaron mas veces de una zona a otra de la
tina de nado forzado, es decir tuvieron mayor actividad, que las crias cuya madre
permanecio libre de manipulacién durante la gestaciéon. Este hallazgo de incremento en
la actividad de los sujetos se contrapone a lo que previamente encontraron Alonso et al.
(1991, 1997) y Drago et al. (1999) respecto a que el estrés prenatal aumenté el tiempo de
inmovilidad de ratas en condiciones de nado forzado. Las diferencias entre el presente
trabajo y los resultados de Alonso et al. (1991, 1997) y Drago et al. (1999) recapitulan
las diferencias encontradas en estudios relativos a los efectos del estrés sobre la conducta
de nado en ratas adultas (Bruner & Vargas, 1992, 1994; de Pablo, et al., 1989 vs. Prince
& Anisman, 1984), en los que se encontr6 que el estrés previo o concurrente a las
condiciones de nado aumenté la actividad de los sujetos experimentales adultos en lugar
de reducirla. Las diferencias entre el presente trabajo y los experimentos de Alonso et al.
(1991, 1997) y Drago et al. (1999) pueden deberse a que en los estudios de esos
investigadores se colocoé a las ratas en condiciones de nado en agua a una temperatura de
25°C, punto cercano a la temperatura "neutra” para estrés (23°C) encontrada por Bruner

y Vargas (1994), en la que se mostré que las ratas tuvieron una baja tasa de actividad.
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Los hallazgos de este estudio relativos a la actividad de las ratas en condiciones
de nado son similares a los que Bruner y Vargas (1994) describieron en ratas adultas en
condiciones de nado forzado en agua a temperaturas extremas. Al igual que el reporte de
‘Bruner y Vargas, quienes encontraron que la tasa de actividad de los sujetos varié en
funcién del aumento o disminucién de la temperatura del agua (temperaturas extremas,
mayor tasa de actividad, estrés mas intenso), en este estudio se encontré que las ratas
que se sometieron a estrés previo a las condiciones de nado (estrés prenatal) presentaron
mayor actividad que las ratas que no estuvieron bajo estrés prenatal, esto en agua a 32°C.
Lo que confirma los reportes de Bruner y Vargas (1994) y de Pablo et al. (1989), que el
estrés previo o concurrente a las condiciones de nado incrementa la actividad de los
sujetos.

El mayor nivel de actividad (mas cruces en la tina de nado) que se encontré en
las crias de los grupos de estrés prenatal del presente experimento apoya también a los
reportes en la literatura de los efectos del estrés prenatal sobre la "emocionalidad" de los
sujetos experimentales cuando son adultos. En esa area se ha descrito un fenémeno
conocido como hiperresponsividad al estrés, que consiste en que las ratas aduitas que
estuvieron sujetas a estrés durante la gestacion tienen mayores respuestas emocionales
que las ratas control cuando son expuestas a condiciones de estrés. Entre las respuestas
"emocionales" observadas en las ratas que estuvieron bajo estrés prenatal y que fueron
re-expuestas a condiciones de estrés se encuentran incrementos en la defecacién
(Thompson, 1957; Sternberg & Ridgway, 2003) y aumento en los niveles sanguineos de
corticosterona (van Oers, de Kloet & Levine, 1998), parametros que sobrepasaron las
respuestas emitidas por los sujetos control en situaciones de estrés. Asi, en este estudio,

el mayor nivel de actividad en condiciones de nado de las ratas que estuvieron bajo



54

estrés prenatal parece reflejar aumento en la responsividad al estrés, similar al que se
encontré en otros trabajos (Thompson, 1957; Sternberg, & Ridgway, 2003).

En este estudio también se encontré que las crias de todos los grupos (estrés
prenatal-privacion de suefio MOR, estrés prenatal-nado forzado y control) tuvieron una
alta tasa de actividad durante los primeros minutos de la sesién de nado y un decremento
progresivo en la tasa de actividad hacia los ultimos minutos de la sesi6én. Este hallazgo
es similar al que reportaron Bruner y Vargas (1992), ellos encontraron que dentro de una
misma sesion, con duracién de 20 minutos, se producian decrementos consistentes en la
tasa de actividad de los sujetos con el solo paso del tiempo. Es decir, los sujetos nadaban
mucho durante los primeros minutos de la sesion y hacia al final de la sesién disminuian
su tasa de actividad.

El patron de gran actividad al inicio de la sesiéon de nado y decremento
progresivo en la actividad con el paso del tiempo aparecio primero en las crias cuya
madre estuvo en condiciones de estrés durante la gestacion (en el dia postnatal 9) que en
las crias del grupo control (en las que se presenté en el dia postnatal 11). El adelanto en
la aparicion de ese patrén de actividad en condiciones de nado puede deberse a que el
estrés prenatal aceler6 la maduracién de los sujetos experimentales con respecto a las
crias control, como se ha descrito previamente en este trabajo en cuanto al peso corporal,
la edad de apertura de los ojos y el tiempo de nado y como lo describieron Fride y
Weinstock (1984) respecto a la maduracion de reflejos posturales.

Por otro lado, la disminucién en la actividad de los sujetos dentro de la misma
sesion de nado se ha interpretado de dos formas diferentes, por un lado en el campo de la
neurofarmacologia se le ha considerado como evidencia de "desesperanza conductual”,

puesto que las ratas estan expuestas a una situacién (nado) inescapable e incontrolable.
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Esta linea de investigacién ha llevado a la interpretacién de la inmovilidad observada en
condiciones de nado forzado como un modelo animal de depresion (Porsolt, LePichon &
Jalfre, 1977; Prince & Anisman, 1984). Por el contrario, una interpretacién mas reciente
ha sefialado que de hecho la conducta de inmovilidad de la rata después de algunos
minutos de nado es mas adaptativa, en términos del gasto energético, que una gran
movilidad (Bruner & Vargas, 1992, 1994; de Pablo, et al., 1989). Ademas, la posibilidad
que la disminucién de la actividad de los sujetos en condiciones de nado se deba a fatiga
muscular se ha reducido gracias a los experimentos pioneros de Richter (1957), quien
encontré que ratas no domesticadas nadaban periodos tan largos como 80 horas.
Asimismo, en ésta linea de investigacion se ha descrito que los sujetos sobreviviran mas
tiempo cuanto menor sea su movilidad en las condiciones de nado (Binik, et al., 1977;
Binik, Deikel, Theriault, Shustack & Balthazard, 1979). Asi, con base en los resultados
que se han obtenido siguiendo ésta linea de investigacion, se ha postulado que las ratas
en condiciones de nado forzado pronto aprenden a inhibir la conducta de nado que no es
funcional (nado rapido y agitado) y adoptan una conducta mas pasiva y conservadora de
energia (flotar) (Hawkins, Hicks, Phillips & Moore, 1978; Bruner & Vargas, 1992,
1994; de Pablo, et al., 1989; Hodgson, 1984).

Respecto a los efectos del estrés prenatal sobre la conducta de nado de la rata,
varios investigadores han postulado que el estrés prenatal es un factor que predispone a
los organismos adultos para el desarrollo de depresion. Tal hipo6tesis se basa en los
hallazgos de aumento en la inmovilidad en condiciones de nado forzado en agua a una
temperatura de 25°C en ratas de tres meses de edad que estuvieron sujetas a estrés
durante la gestacién (Alonso, et al., 1991, 1997; Drago, et al., 1999) y esta de acuerdo

con la interpretaciéon que Porsolt et al. (1977) dieron a la inmovilidad en condiciones de
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nado subsecuente a estrés. Sin embargo, los hallazgos de incremento en la actividad de
los sujetos en este estudio indican que las ratas que estuvieron en estrés prenatal
contrario a presentar "desesperanza conductual” tienen hiperresponsividad al estrés
(mayor actividad que los controles) y que, aunque en el transcurso de la sesién reducen

su actividad, ésta generalmente es mayor que la de los controles.

Conclusiones

En este estudio se encontré que el estré€s prenatal y su combinacién con el estrés
postnatal produjo cambios estructurales en el sistema nervioso, que se caracterizaron por
una alteracion en la migracion neuronal en la neocorteza y arquicorteza de ratas de 45
dias de edad.

El periodo de la gestacion en que se expuso a los sujetos a estrés prenatal
probablemente contribuyé a la aceleracion del proceso de maduracién corporal y
conductual de las crias, puesto que éstas presentaron aumento el peso corporal, adelanto
en el dia de la apertura de los ojos y mayor tiempo de nado que las crias control.

Asimismo, el presente trabajo contribuyé a clarificar los efectos del estrés
prenatal sobre la conducta de nado de ratas de menos de un mes de edad, en esta
investigacién se encontré que el estrés prenatal aumenté la respuesta al estrés de los
sujetos experimentales en comparacién con el grupo control en una situacién de nado
forzado.

Finalmente, en el presente trabajo se encontré que el estrés prenatal y su
combinacién con estrés postnatal empobrecio la ejecucion de los sujetos experimentales
en una prueba de aprendizaje de lugar, mientras que el estrés postnatal no tuvo efectos

aparentes sobre el aprendizaje de lugar en la rata.
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