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RESUMEN.

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar los efectos del estrés cronico
durante las primeras semanas de vida sobre la morfologia de los nucleos
serotonérgicos y sus consecuencias en la migracion neuronal, la solucién de
una tarea de aprendizaje espacial en el laberinto de Barnes y el consumo de
solucion azucarada. Se emplearon 9 ratas Wistar gestantes y sus camadas, las
primeras se asignaron a alguna de las condiciones: i. estrés prenatal, 20 minutos
diarios de nado forzado del dia 10 al 20 de vida embrionaria, ii. dieta deficiente
en triptofano, durante gestacion y lactancia y #ii. control; la mitad de las crias
en las condiciones de estrés prenatal y control se sometieron a 180 minutos
diarios de separacion materna del dia postnatal 1 al 21 para obtener los grupos
estrés postnatal y estrés prenatal-postnatal. La deficiencia en triptéfano provocéd
bajo peso corporal después de P10 y retardd la apertura de los parpados. Se
observaron alteraciones en la morfologia de los nucleos serotonérgicos debida
al estrés prenatal y desarreglos citoarquitectonicos en la neocorteza e
hipocampo de los grupos estrés prenatal, deficiente en triptéfano y estrés
prenatal-postnatal.

No hubo diferencia en el porcentaje de preferencia para la solucion de sacarosa
al 5% entre condiciones. La adquisicion del criterio de aprendizaje en el
laberinto se retrasé con respecto al control en todas las condiciones
experimentales.

Se concluy6 que durante la ontogenia, el sistema serotonérgico es vulnerable al
estrés cronico, y su alteracion repercute negativamente en la morfologia y

funcionalidad del sistema serotonérgico.



5-Hidroxitriptamina en el Sistema Nervioso Central (SNC).

La 5-hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT) es una molécula formada por
un anillo indol y una cadena carboxilo-amino terminal; por esta razén se le
clasifica como indolamina (Harding ef al., 2004). En el SNC, se le considera un
neurotransmisor al cubrir los siguientes criterios: i. se sintetiza en la neurona,
ii. esta presente en la terminal presindptica, iii. al liberarse en un mecanismo
dependiente de Ca'  ejerce una accién definida en la postsinapsis, iv. la
administraciéon del homologo sintético reproduce los efectos del transmisor
liberado de forma enddgena y v. posee un mecanismo para eliminarlo de la
hendidura sinaptica y para degradarlo (Schwartz , 2000).

A mediados del siglo XIX, el suero resultante de la coagulacion
sanguinea se llamo vasotonina gracias a su efecto vasoconstrictor. En 1948,
Rapport y cols. aislararon a la vasotonina en un complejo cristalino que
llamaron serotonina (Douglas, 1982; Frazer & Hensler, 1999). En 1951 Hamlin
y Fischer al preparar 5-HT sintética observaron en el compuesto obtenido las
mismas propiedades vasoconstrictoras que la serotonina derivada de la
coagulacion sanguinea (Douglas, 1982).

En el sistema gastrointestinal el factor estimulante de la motilidad
intestinal o enteramina, aislada por Ersparmer y cols. a principios del siglo
pasado, fue identificada en 1952 como 5-HT (Douglas, 1982; Brownstein,
Afo). Mas tarde se estableceria que la serotonina encontrada en las plaquetas
de la sangre, es tomada del intestino, en donde las células cromafines la
sintetizan (Gaspar et al, 2003).

En el sistema nervioso central, la serotonina se identificé en 1953 por

Twarog y Page (Harding et al., 2004) pero fue la técnica de fluorescencia



inducida por formaldehido desarrollada por Falck e Hilarp la que permiti6 a
Dahlstrom y Fuxe en 1964 mostrar estructuras contendiendo la indoleamina
(Dahlstrom & Fuxe, 1964; Harding et al., 2004).

La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido esencial triptofano, el
cudl en mamiferos no se produce endégenamente, por lo que se obtiene de la
dieta (Frazer & Hensler, 1999). En el organismo, el triptéfano circula en la
sangre en dos formas, unido a albiimina o libre (el cudl corresponde del 10 al
20% del total en condiciones normales). Los niveles de triptéfano libre o unido
a albumina dependen de tres factores: i. la tasa de lipdlisis, los dcidos grasos no
esterificados desplazan al triptéfano de su uniéon con la albumina
incrementando el nivel de triptdfano libre; ii. la tasa de actividad de la enzima
hepatica pirrolasa de triptéfano, considerada el paso limitante en la degradacion
del triptofano a través de la via de la quinurenina, la activacion de la enzima
decrementa los niveles de triptofano circulante mientras que la inhibicion de la
misma enzima los incrementa, iii. la tasa de captura del triptéfano en tejido
central o periférico (Chaouloft, 1993).

El triptéfano requiere de un transportador para ingresar al SNC, ya que
la barrera hematoencefélica impide su entrada. Este transportador denominado
transportador L es saturable y estereoespecifico, y junto con el triptéfano
ingresa a otros aminodcidos neutros como fenilalanina, tirosina, valina y
leucina (Chaouloff, 1993). En condiciones normales, la concentracion de
triptéfano en el cerebro humano adulto es de 30 uM (Salin-Pascual, 2003).

La sintesis de serotonina comienza con la hidroxilacion del triptofano
por la enzima L-triptéfano-5-monooxigenasa, o triptofano hidroxilasa. Como

resultado de la hidroxilacion el triptéfano se convierte en 5-hidroxitriptéfano



(5-HTP); la enzima decarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos transforma al
5-HTP en 5-hidroxitriptamina (Frazer & Hensler, 1999).

La enzima triptofano hidroxilasa estd presente unicamente en las células
que sintetizan 5-HT; su actividad es considerada el paso limitante en la sintesis
del neurotransmisor (Chaouloff, 1993; Frazer & Hensler, 1999). Normalmente
esta enzima no esta saturada, por lo que el incremento en la disponibilidad del
triptofano tiene como consecuencia incremento en la sintesis de 5-HT. Otra
condiciéon notoria es que la actividad de la enzima es dependiente de la
estimulacion eléctrica en el soma de la neurona serotonérgica, es decir la
sintesis de serotonina es dependiente de la frecuencia de estimulacion en la
neurona (Chaouloff, 1993; Frezer & Hensler, 1999).

Una vez sintetizada, la serotonina se incluye en las vesiculas sindpticas
mediante un mecanismo de transporte activo dependiente de un gradiente de
H'. Una ATPasa de protones en la vesicula sinaptica es responsable de generar
dicho gradiente mientras que un transportador vesicular de membrana introduce
a la serotonina a la vesicula al mismo tiempo que da paso a una corriente de
salida de H' (Frezer & Hensler, 1999).

La liberacion del neurotransmisor en la sinapsis es por exocitosis
dependiente de Ca™ (Frezer & Hensler, 1999; Salin-Pascual, 2003) y la
recaptura de la serotonina es ejecutada por un transportador especifico de 5-HT.
El mecanismo de recaptura es saturable y de alta afinidad para la serotonina,
ademas de tratarse de un proceso dependiente de temperatura y de la
concentracion de Na" y CI” (Frezer & Hensler, 1999).

La serotonina en el SNC es degradada por monoaminooxidasas (MAO)

una vez que el neurotransmisor se recapta por la neurona serotonérgica; la



MAO convierte a la 5-HT en 5-hidroxiindolacetaldehido, y este a su vez es
oxidado por la enzima aldehido deshidrogenasa dependiente de nicotinamida
adenin dinucleo6tido (NAD) para obtener 4cido 5-hidroxiindoleacético, que es el
principal metabolito de la serotonina. El 5-hidroxiindolacetaldehido intermedio
puede ser reducido por una reductasa de aldehidos dependiente de nicotinamida
adenin dinucledtido reducido (NADH) y obtener alcohol 5-hidroxitriptanol
(Frezer & Hensler, 1999). Otra ruta de degradacion es mediada por la
sulfotransferasa de serotonina, que transforma a la 5-HT en serotonina-O-
sulfato, que se excreta por la via renal (Brownstein,1981).

La serotonina ejerce su accion a través de receptores de membrana, la
mayoria de ellos metabotropicos, acoplados a una proteina G. Estos receptores
pueden agruparse en 7 familias: 5-HT; (1A, 1B, 1D, 1E y 1F), 5-HT, (2A, 2B,
y 2C), 5-HT4 (4A y 4B), 5-HTs (5A y 5B), 5-HT¢ y 5-HT7, mientras que los
receptores 5-HT; (3A y 3B) son del tipo canal i6nico (Frazer & Hensler, 1999;

Luo et al., 2003).

Neuroanatomia del sistema 5-HT.

Los somas de las neuronas que sintetizan 5-HT en el SNC estan en
nueve nucleos en el tallo cerebral, llamados complejo B1-B9 segun la
clasificacion establecida por Dahlstrom y Fuxe tanto para roedores como para
el hombre (Dahlstrom & Fuxe, 1964). Una pequefia poblacién de neuronas
serotonérgicas se encuentra en el nicleo hipotaldmico dorsomedial, y en la
capa glomerular en el bulbo olfatorio (Jacobs & Azmitia, 1992; Frazer &

Hensler, 1999).



Por su ubicacion en el tallo cerebral, los nucleos se dividen en dos
grupos: caudal, que contiene de Bl a B4 y rostral, de B5 a B9 (Jacobs &
Azmitia, 1992). El grupo Bl anatomicamente corresponde al nucleo del rafe
palido y a la porcion caudal ventrolateral del bulbo raquideo, B2 al nucleo del
rafe obscurus, B3 al nucleo del rafe magno, a la porcion rostral ventrolateral del
bulbo raquideo y al nucleo reticular paragigantocelular; B4 a la porcion
dorsolateral del nucleo del rafe obscurus, BS a la porcion caudal del rafe
mediano, B6 a la porcion caudal del rafe dorsal, B7 a la porcidn rostral del
nicleo dorsal del rafe, B8 a la porcion rostral del nucleo del rafe mediano, al
nucleo caudal lineal y al nucleo pontis oralis; B9 corresponde a la region
supralemniscal del ntcleo pontis oralis (Jacobs & Azmitia, 1992; Frazer &
Hensler, 1999).

De los grupos caudales, las vias eferentes principales que proyectan a la
médula espinal son tres: de B4 a la lamina [ y II del asta dorsal, de B2 y B4 a la
lamina IX del asta ventral y de B3 a la columna intermediolateral (Jacobs &
Azmitia, 1992; Frazer & Hensler, 1999). Los grupos rostrales poseen vias
ascendentes hacia el prosencéfalo, la via periventricular dorsal y la radiacion
ventral tegmental; ambas vias convergen en el hipotdlamo caudal donde se
unen al haz prosencefalico medial. Los grupos B6 y B7 innervan al estriado y
neocorteza; el nucleo del rafe medio, de los grupos B5 y B8, envia
proyecciones al hipocampo, septum e hipotidlamo, y al igual que en los grupos
B6 y B7 a la neocorteza (Frezer & Hensler, 1999).

Las aferencias a los nucleos serotonérgicos son las siguientes:
innervacion proveniente de la médula espinal a los nucleos del rafe magno (B3)

y palido (B1) a través del fasciculo ventrolateral; desde el area sensoriomotora



en la neocorteza a B3 y en menor medida a B1, B8 y B5 (Brodal et al., 1960).
Las aferencias del tallo cerebral provienen de la sustancia nigra y el area
tegmental ventral, el nicleo vestibular superior, el locus coeruleus, el ntcleo
preposito del hipogloso y el nucleo del tracto solitario (Frazer & Hensler,
1999).

Existen también interconexiones entre los distintos nucleos
serotonérgicos, como aquellas entre el nicleo del rafé dorsal (B6 y B7), con

BS5, B8, B9, Bl y B3 (Frazer & Hensler, 1999).
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Figura 1. Caricatura donde se ilustra la distribucion de los nucleos
serotonérgicos en el tallo cerebral. Sefialados con numeraciéon romana se
muestran cortes coronales de cerebro de rata adulta efectuados a distintas
alturas en el tallo cerebral; la altura del corte se observa en el corte sagital. El
corte sagital en el cerebro de rata permite una vista global de la distribucion y
morfologia de los nucleos serotonérgicos.

Ontogenia del sistema 5-HT.
La ontogenia del sistema serotonérgico comienza en la sexta semana del
desarrollo embrionario en los seres humanos (Azmitia, 2004), mientras que en

la rata las primeras neuronas inmunoreactivas a serotonina se detectan en el dia



embrionario 12 (E12) a lo largo del borde entre el metencéfalo y el
mielencéfalo rostral, en la region externa de la zona ventricular, y situadas
bilateralmente en la porcion basal del tubo neural (Wallace & Lauder, 1983).
Las neuronas serotonérgicas estan  entre los primeros neuroblastos
mesencefalicos en diferenciarse y los primeros en alcanzar la zona del manto
(Jacobs & Azmitia, 1992).

Las neuronas inmunoreactivas a serotonina detectadas en E12 son las
primeras del complejo B4 - B9 (Lidov & Molliver, 1982; Wallace & Lauder,
1983), lo que significa que los grupos rostrales tienen un origen anterior a los
grupos caudales. El nimero de neuronas serotonérgicas de este complejo se
incrementa rapidamente a lo largo de los dias E13 a E15, exhibiendo un pico de
proliferacion en E15 (Wallace & Lauder, 1983).

En E14 la mayoria de las células serotonérgicas permanecen adyacentes
a la zona ventricular, donde comienzan a agregarse en grupos; sin embargo una
pequena porcion de estas neuronas migra en direccion ventro-lateral alejandose
de la zona ventricular (Wallace & Lauder, 1983). Al mismo tiempo que estas
neuronas  rostrales migran, envian sus prolongaciones en direccion del
prosencéfalo, y alcanzan también alcanzando en esta fecha la porcion caudal
del diencéfalo (Lidov & Molliver, 1982; Wallace & Lauder, 1983).

En E14, son observables también las primeras células inmunoreactivas a
5-HT en posicidon més caudal a la flexura pontina; estas neuronas daran origen
al complejo B1-B4 en el bulbo raquideo (Wallace & Lauder, 1983).

A diferencia de los grupos rostrales, en donde las neuronas
inmunoreactivas a serotonina son observadas en la linea media de la zona

ventricular, las neuronas de los grupos caudales son observadas por primera vez



lejos de la zona ventricular, en la zona intermedia adyacente a la zona marginal;
ademas de situarse ventro-lateralmente en la porcion basal del tubo neural, es
decir, no en la linea media (Wallace & Lauder, 1983); esto significa que las
neuronas de los grupos caudales expresan el fenotipo de neurona serotonérgica
una vez que han migrado desde el sitio de origen en la zona ventricular, hasta
ubicarse mas cercanas a su posicion final.

En EI5, no se nota incremento en el numero de neuronas
inmunoreactivas a serotonina en los grupos caudales a diferencia de lo que
sucede con los grupos rostrales; es hasta E17, en donde ademas del grupo B3,
que permanece desplazado hacia los lados de la linea media, pueden observarse
nuevos grupos de neuronas inmunoreactivas a 5-HT en la porcién caudal del
bulbo raquideo, a cada lado de la linea media, y que constituyen a los grupos
B1 y B2 (Wallace & Lauder, 1983).

A finales de E15 y principios de E16, el haz de fibras 5-HT que se
proyecta desde los grupos rostrales se divide en dos, un haz dorsal y otro
ventral al nivel de la porcidon concava de la flexura mesencefalica; el haz dorsal
se anexa al fasciculo retroflejo mientras que el haz ventral forma parte del haz
prosencefalico medial (Lidov & Molliver, 1982).

Las prolongaciones de los grupos rostrales son observadas en E16 en
el borde entre el diencéfalo y el telencéfalo, y en E17 penetran en el polo
frontal de la neocorteza (Lidov & Molliver, 1982; Wallace & Lauder, 1983). La
tasa de crecimiento de las prolongaciones de las neuronas 5-HT de los grupos
rostrales, es de 1-2 mm por dia en ese periodo (Wallace & Lauder, 1983).

El grueso de la via serotonérgica que proviene de los grupos rostrales

hacia el prosencéfalo estd formada en E19. También en ese momento, fibras
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serotonérgicas del haz prosencefalico rostral abandonan esta via y se ramifican;
estas ramas se anexan a otros haces de fibras, como el fasciculo retroflexo, el
tracto mamilotegmental, la estria medullaris, la estria supracallosa y la capsula
externa (Lidov & Molliver, 1982). En el diencéfalo ventral, una rama que se
origina del haz prosencefalico medial asciende hacia el hipotdlamo lateral en
donde inerva al nucleo paraventricular; mientras que en el telencéfalo, se
observan axones 5-HT en la zona intermedia y en la zona marginal de la
neocorteza frontal y temporal; la densidad de la inervacion serotonérgica es
mayor en la zona marginal (Lidov & Molliver, 1982,; Janussonis et al. 2004).
En E19 se observa también inervacion 5-HT en la zona marginal del
hipocampo (Lidov & Molliver, 1982).

En el dia E21, se observa inervacion serotonérgica en el nucleo
geniculado lateral, el nucleo parafascicular y los nucleos de la linea media del
talamo bilateralmente; y ademds, axones 5-HT en la capa intermedia del
cerebelo (Lidov & Molliver, 1982).

Postnatalmente, la formacién de los campos terminales es el proceso
central en la ontogenia del sistema serotonérgico. El telencéfalo, el tectum y el
cerebelo son las principales estructuras a ser inervadas durante las siguientes
tres semanas de vida. En el dia 6 postnatal (P6), los axones 5-HT entran a la
capa de células de Purkinje en el cerebelo; y en el telencéfalo, alcanzan la
corteza parietal (Lidov & Molliver, 1982).

La neocorteza muestra inervacion serotonérgica en todas sus capas en
P10, mientras que en el hipocampo los axones serotonérgicos alcanzan todas
los estratos y forman los campos terminales en P21 (Lidov & Molliver, 1982;

Jacobs & Azmitia, 1992).
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La elongacion de los conos de crecimiento serotonérgicos durante la
ontogenia del sistema es dependiente de autoregulacion negativa (Whitaker-
Azmitia et al., 1996; Whitaker-Azmitia, 2001). Los conos de crecimiento
exhiben desde E15 serotonina vesiculada, ademas de transportadores para la
misma (Igvy-May et al., 1994). Esto significa que aunque la sinaptogénesis del
sistema comience dias después ya estan formados los componentes

presinapticos.

Serotonina y plasticidad.
Efecto trofico de la 5-HT durante la vida adulta.

Hallazgos recientes permiten afirmar que la serotonina actia como
factor neurotrofico durante la vida adulta, tanto en el mantenimiento de las
conexiones sinapticas como en la neurogénesis adulta (Whitaker-Azmitia et al.,
1993; Wilson et al., 1998).

El tratamiento con para-cloroanfetamina (PCA), antagonista del
receptor 5-HT 4 en cultivos de formacion hipocdmpica de ratas adultas provocod
decremento en la densidad siniptica en la capa molecular del giro dentado en
comparacion con cultivos control (Wilson et al., 1998).

Las condiciones fisiopatdlogicas que disminuyen los niveles de
serotonina y la expresion de receptores 5-HT; 4 reducen la tasa de proliferacion
celular (Gould, 1999), esta evidencia permite afirmar que existe relacion entre
5-HT y neurogénesis. Otro hallazgo que contribuyd a establecer la relacion de
la serotonina con la proliferacion celular fue el incremento significativo en el
nimero de células marcadas con bromodeoxiuridina (BrdU), un marcador de

fragmentacion del ADN, en el giro dentado y el hilio en la formacion
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hipocdmpica de ratas que estuvieron sometidas a tratamiento crénico con
antidepresivos, en este caso fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptura de
serotonina (Malberg et al., 2000).

Con el fin de determinar los efectos de la 5-HT sobre el nimero de
nuevas neuronas granulares en el giro dentado, se administr6 a ratas jovenes la
neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina, que provoca degeneracion de las neuronas
5-HT, y posteriormente se les aplicé una inyeccion intraperitoneal de BrdU. Al
cabo de ocho dias, se sacrifico a las ratas y el nimero de células marcadas con
BrdU se compar6 con el de las ratas control, se observd reduccion del 35% en
el nimero de células marcadas con BrdU en las ratas lesionadas (Brezun &
Daszuta, 1999).

Para determinar la via por la cudl la serotonina regula la neurogénesis
se recurri6 a la administracion de antagonistas selectivos del receptor 5-HTx:
p-MPPI (4-yodo-N-[2-4-(metoxifenil)-1-piperaziniletil-N-2-piridinil-
benzamida), NAN-190 (1-(2-metoxifenil)-4-[4-(2-talidomido)butil]piperazina
hidrobromida) y WAY-100635 (N-[2-[4-(2-metoxifenil)-1-piperazinil]-1]etil)-
N-(2-piridinil) ciclohexacarbozamida.  Posterior a la administracién del
antagonista, se les inyectd BrdU y se sacrificé a los sujetos 2 horas después. El
tratamiento con antagonistas al receptor 5-HT;, redujo 30% la tasa de
proliferacion celular en el giro dentado comparado con ratas control. Los tres
antagonistas al receptor 5-HT;,  produjeron una tasa semejante de
proliferacion, de lo que se concluye que el resultado no depende de una efecto
particular de alguno de los antagonistas, sino su accion sobre el receptor 5-

HT;A (Radley & Jacobs, 2002).
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Los receptores 5-HT; inhiben a la adenilato ciclasa, esta accion
disminuye los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que a su vez
reducen la actividad de la proteina cinasa A (PKA), y con ello reducen la
transcripcion del elemento de respuesta asociado a AMPc (CREB, por sus
siglas en inglés); por otra parte, estos receptores activan una corriente entrante
de potasio, que hiperpolariza a la célula (Frazer & Hensler, 1999). Agonistas al
receptor 5-HT 4 promueven el ensamblaje de tubulina en los microtiibulos lo
que favorece tanto al ensamblaje del citoesqueleto durante la maduracion de la
célula, como el ensamblaje del huso mitdsico en el soma, que a su vez
promueve la division celular (Azmitia, 2001). Sin embargo, no esta claro hasta
el momento el mecanismo por medio del cudl la serotonina regula la
proliferacion celular.

Funciones troficas de la 5-HT durante la ontogenia del SNC.

La diferenciacion temprana de las neuronas serotonérgicas en la
ontogenia del sistema nervioso y la presencia de vesiculas con neurotransmisor
en los conos de crecimiento de las neuronas 5-HT evidenciadas un par de dias
después de su formacion, llevaron a preguntarse cudl es la funcién que el
sistema serotonérgico desempena durante el desarrollo del SNC (Whitaker-
Azmitia, 1991; Igvy-May et al. 1994). La funcion neurotréfica de la serotonina
durante la vida adulta, ademas de las ya mencionadas, permitieron hipotetizar
que durante la ontogenia, ejerce acciones igualmente tréficas (Whitaker-
Azmitia, 2001).

La primer accién considerada fue la modulacion del desarrollo del
sistema serotonérgico a través del gradiente de concentracion 5-HT (Konno et

al., 2004; Narita et al., 2002).



14

En ratas gestantes, la administracién de talidomida o acido valprdico en
E9 provocd hiperserotonemia sistémica e incremento en la concentracion de 5-
HT en el hipocampo de las crias en comparacion con las ratas control, ademas
de alteracion en la distribucion del nacleo del rafe dorsal, o B6-B7 e inervacion
escasa en todo el SNC (Konno et al., 2004; Narita et al., 2002).

La inervacion 5-HT esta regulada por gradientes de concentracion del
neurotransmisor; en el cono de crecimiento, las neuronas 5-HT poseen
autoreceptores, que detectan los niveles de serotonina en la matriz extracelular.
El nivel de serotonina actia como una sefial de quimio-atraccion cuando la
concentracion es baja al indicar que es una zona sin inervaciéon 5-HT previa
mientras que una zona con alta concentracién del neurotransmisor implica la
presencia de innervacion 5-HT en el area y el efecto es de quimio-repulsion
(Whitaker-Azmitia, 2001).

Otro mecanismo de modulacion es a través de la proteina astrocitaria S-
100B; la serotonina incide en los receptores 5-HT;5 de astrocitos (Whitaker-
Azmitia et al., 1993) para estimular la liberacion de S-1008 (Whitaker-Azmitia
et al., 1993; Wilson et al., 1998). S-100B es una proteina 4acida que proviene de
una familia de proteinas solubles en sulfato de amonio al 100%, y por ello
nombradas S-100; solo el tipo beta tiene efectos benéficos durante el desarrollo
del SNC (Ueda et al., 1994; Whitaker-Azmitia, 2001; Nishiyama et al., 2002;
Van Eldik & Wainwright, 2003). Durante el desarrollo S-100p promueve el
crecimiento neuritico en neuronas 5-HT al inhibir la fosforilacion de proteinas
asociadas a microtubulos, como Tau y la proteina asociada al microtubulo 2

(Whitaker-Azmitia, 2001). S-100f también inhibe la fosforilaciéon de la
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proteina asociada al crecimiento, GAP-43, lo que permite la elongacion de los
conos de crecimiento (Whitaker-Azmitia, 2001).

En co-cultivos celulares de hipocampo y neocorteza con neuronas 5-HT
del nucleo del rafe dorsal de ratones recién nacidos mutantes con Polidactilia
Nagoya, que, ademas presentan déficit de astrocitos positivos a S-1008, se
encontrd que la innervacion serotonérgica a las estructuras blanco de ese
nucleo, es decir hipocampo y neocorteza, presentaban reduccion en la densidad
de inervacién en comparacidon con cultivos de cortezas y nucleo del rafe de
ratones silvestres (Ueda et al., 1994). Esto significa que durante el desarrollo
del sistema 5-HT, ademdas de la sefal de autorregulacion negativa que este
sistema emplea en la elongacion de los conos de crecimiento, la estimulacion
de los receptores 5-HT,s de astrocitos promueve la liberacién de S-1008 que
asegura la extension neuritica de las neuronas 5-HT y el mantenimiento de la
inervacion a las estructuras blanco.

Modular el desarrollo y maduracion de las estructuras blanco del
sistema serotonérgico representa otra dimension en la que la 5-HT regula la
ontogenia del SNC (Whitaker-Azmitia et al., 1996; Whitaker-Azmitia, 2001,
Luo et al., 2003; Janusonis et al., 2004). Evidencia de ello es que durante la
formacion de los barriles que representan a cada vibrisa en la corteza
somatosensorial de roedores, debe asegurarse el mantenimiento de un nivel
adecuado de serotonina; si la inervacion es deficiente, los barriles no se
presentan (Luo et al., 2003). Este fendmeno se considera regulado en parte por
los receptores 5-HT ;g (Gaspar et al., 2003; Luo et al., 2003).

La administracion cronica de 5S-metoxitriptamina, un agonista

inespecifico 5-HT, durante la gestacion tuvo como consecuencia desarreglo



16

columnar en la capa subgranular de la corteza presubicular de roedores,
evaluados postnatalmente. Estas alteraciones en la migracion neuronal se
adjudicaron al incremento en la actividad de los receptores serotonérgicos en
las células de Cajal-Retzius, que reciben inervacion 5-HT desde el dia E17
(Janusonis et al., 2004). Estos hallazgos indican que durante la migracion
neuronal, el mantenimiento constante de los niveles de 5-HT en las estructuras

laminadas contribuye con el adecuado arreglo citoarquitectonico.

Desarrollo del sistema nervioso central.

La formacion de las estructuras cerebrales en la ontogenia del SNC
cursa por tres eventos: i. formacion de la placa neural, ii. neurulacion o cierre
del tubo neural y iii. generacion de diversas regiones neuronales por medio de
los procesos de proliferacion y migracion neuronal (Jessel & Sanes, 2001).

Durante la migracioén neuronal son cuatro, al menos, los requerimientos
generales para que una célula en el sistema nervioso arribe a la posicion
correcta desde su sitio de nacimiento; estos son: i. una sefial para comenzar a
migrar, proporcionada por el medio ii. elementos adhesivos y contractiles que
permiten el movimiento de la célula coordinando adhesion fuerte en la
vanguardia de la célula y una menor adhesion en la retaguardia, asi como
contraccion en el citoesqueleto, iii. sefiales que determinen la direccion o el
vector del movimiento y iv. sefales de alto que "informan" cuando la célula
alcanza su posicion final (Ross & Walsh, 2001).

Uno de estos requerimientos, la sefial de alto a las neuronas durante la
migracion, se satisface por medio de la proteina de matriz difusible reelin, que

se secreta en las células de Cajal-Retzius (CR) (Marin-Padilla, 1998; Ceranik et
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al. 1999; Janusonis et al., 2004). Estas células pueden observarse en la zona
marginal de la neocorteza e hipocampo, en el giro dentado, el stratum
lacunosum moleculare y la capa molecular externa dentada durante la vida
embrionaria y en los primeros meses de vida tanto en roedores como en el
hombre (Ceranik et al., 1999). Las células CR son neuronas multipolares con
varias dendritas horizontales que se irradian desde el soma y poseen un axon
con numerosas colaterales horizontales (Marin-Padilla, 1998).

La corteza cerebral se construye a partir de precursores neuronales que
se originan en la zona subventricular del tubo neural; las primeras células
migran de forma radial hacia la superficie externa del tubo neural formando asi
la primera capa cortical, conocida como preplaca, la cual al seguir albergando
neuronas se divide horizontalmente lo que corresponde en su porcidn externa, a
la zona marginal o capa I, y la otra porcion basal, llamada subplaca (Super et
al., 1998). En el preplato las primeras neuronas diferenciadas que se observan
son las células CR, y una vez que esta capa se divide, las células CR
permanecen en su mayoria en la zona marginal (Ringstedt ef al., 1998). La
formacion del resto de las capas de la corteza se realiza siguiendo un patrén
llamado de dentro hacia afuera, en el que las primeras neuronas generadas
ocupan las capas mas profundas y las de generacidn posterior migran por entre
las primeras para ocupar las capas mas superficiales (Kriegstein et al., 2004).

Ese patron de migracion puede alterarse en varias formas, una de ellas
es a través de la supresion de la sefial de alto que proporciona la proteina reelin
secretada por las células CR, esto tiene como consecuencia una corteza
invertida, ya que las primeras neuronas generadas ocupan las posiciones mas

superficiales de la corteza, y las que se generan posteriormente localizadas en
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las capas internas en secuencia de formacion, como puede observarse en
ratones mutantes que carecen de reelin conocidos como ratones reeler (Rakic &

Verne, 1995; Polleux & Anton, 2005).

Neurobiologia del estrés.

El término estrés se empled originalmente en el campo de la ingenieria
para describir cualquier fuerza que ejerce una presion fisica a una estructura;
este mismo término se adopté para describir en sistemas biologicos a la
condicion que perturba seriamente la homeostasis psicologica y fisioldgica del
organismo (Kim & Diamond, 2002), el estado de desequilibrio en el organismo
y los mecanismos compensatorios que se generan (Gémez Gonzalez, 2003).

Los mecanismos compensatorios comprenden acciones que van desde el
nivel conductual, como reacciones de ataque o huida (fight or flight), al nivel de
modificacion en procesos fisiologicos, como la movilizacién de las reservas
energéticas para su consumo inmediato (glucosa, aminoacidos y acidos grasos
libres) y la suspension de procesos vegetativos y reproductivos (Mc Ewen,
2000); esto es, incrementan el catabolismo y suprimen el anabolismo (Kofman,
2002).

Los sistemas fisiologicos encargados de proporcionar la respuesta al
estrés incluyen al eje hipotalamo-hipofisis-glandulas suprarrenales (eje HPA) y
al sistema nervioso autonomo (De Kloet et al., 2005; Baker et al., 2001; Mc
Ewen, 2000).

En la regulacion que ejerce el eje HPA, la presencia de un estresor,
percibido interna o externamente, se comunica al hipotdlamo via estimulos

viscerales o somatosensoriales desde nticleos noradrenérgicos en el tallo
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cerebral, el area tegmental ventral, el ntcleo del tracto solitario y del locus
coeruleus; y via estimulos limbicos, desde el lecho nuclear de la estria terminal,
el hipocampo rostral, el nicleo central de la amigdala y la corteza prefrontal
(Ladd et al., 2000; Herman & Cullinan, 1997). Al llegar al hipotalamo, la
estimulacion incide en la region parvocelular del nticleo paraventricular (PVN).
Este nucleo secreta hormona liberadora de corticotropina (HLC) y vasopresina
en el sistema porta hipofisiario para activar la sintesis de pro-
opiomelanocortina en la hipofisis anterior, desde donde se procesa a
corticotropina u hormona adenocorticotréfica (ACTH) (De Kloet et al., 2005;
Baker et al., 2001; Ladd et al., 2000). La ACTH secretada por la hipofisis viaja
en el torrente sanguineo e incide en la corteza de las glandulas suprarrenales, en
donde estimula la secrecion de cortisol (en humanos) y corticosterona, CORT
(en humanos y roedores) (De Kloet et al., 2005).

Los CORT ejecutan una amplia gama de acciones, como la supresion de
la sintesis de prostaglandinas, la estimulacion de la gluconeogénesis y la
modulacién de la respuesta inmune, ademas de proveer retroalimentacion
negativa en la produccion de hormonas en el hipotdlamo e hipofisis (Bakker et
al., 2001). Los efectos de CORT ocurren a través de dos tipos de receptores:
tipo I o receptores a mineralocorticoides y tipo Il o receptores a
glucocorticoides (De Kloet ef al., 2005; Baker et al., 2001; Mc Ewen, 2000).

Otro componente de la respuesta al estrés corresponde a la division
autonoma del sistema nervioso, en particular la activacion del sistema nervioso
simpatico, e implica la descarga rapida de noradrenalina a lo largo de las
sinapsis noradrenérgicas del sistema simpatico, y la secrecion de adrenalina al

torrente sanguineo desde la médula de las glandulas suprarrenales (de Kloet et



20

al., 2005). Este conjunto de acciones tiene como objetivo movilizar reservas
energéticas, activando la glicolisis por un mecanismo de regulacion covalente
(Mc Ewen, 2000).

Una vez que el evento estresor concluye, es necesario detener la
respuesta y para esto se emplean los receptores tipo II. Una vez que la corteza
de las glandulas suprarrenales liberd glucocorticoides a la circulacion, estos
atraviesan la barrera hematoencefalica, incidiendo en receptores en el
hipocampo y otras regiones (Kim & Diamond, 2002).

Si la respuesta al estrés es inadecuada o excesiva y prolongada, el costo
energético para regresar a la homeostasis es tan elevado que genera un déficit,
conocido como carga alostatica (de Kloet et al., 2005), que en condiciones
extremas puede significar la muerte del organismo por agotamiento, tal como lo

describe Hans Selye en el Sindrome General de Adaptacion (1923).

Efectos del estrés en el sistema nervioso.
Consecuencias del estrés prenatal.

En la ontogenia del sistema nervioso, los efectos de la exposicion a
estrés o la administracion de las hormonas del estrés varian en funcion de: i. el
tipo de estrés, ii. la duracion de la exposicion al estresor y iii. la controlabilidad
del mismo (Amat et al., 2005), asi como iv. la periodicidad de la administracion
y v. la dosis empleada en el caso de emplearse hormonas u agonistas de las
hormonas del estrés (Avishai-Eliner et al., 2002; Kofman, 2002; Takahashi et

al., 1988; Weinstock et al., 1988).
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El rango de efectos del estrés puede evaluarse desde el nivel conductual
hasta el molecular, y la mayoria de los efectos son irreversibles y se mantienen
durante toda la vida de los organismos (Ladd et al., 2000). En roedores a los 13
dias de gestacion, los receptores a CORT son observables en el hipocampo,
hipotadlamo e hipofisis, deduciéndose que el eje HPA es funcional (Kofman,
2002).

La administracion de inyecciones de solucion salina diarias a una rata
gestante durante la semana previa al parto provoco niveles elevados de CORT y
ACTH en la camada, evaluados en P14. El nivel de estas hormonas se mantuvo
por encima de los controles tanto en condiciones basales como posterior a la
exposicion de un evento estresor (Kofman, 2002). El incremento en la
concentracion plasmatica de ACTH y CORT también se mantuvo elevado
comparado con el control en la manipulacién de estrés por choques eléctricos
predecibles en las patas; lo notorio en esta investigacion es que la
concentracion de las mismas hormonas en el plasma sanguineo de ratas con
madres sometidas a choques eléctricos sin escape fue mayor en ~44% para
ACTH y =162% para CORT (Takahashi, ef al., 1988).

Por otra parte la administracion de CORT durante la gestacion, reduce
la expresion de receptores tipo Il en el hipocampo y la corteza del cingulo de
roedores. Esta pobre expresion de receptores sugiere una respuesta exagerada
del eje HPA ante la administracion de CORT (Bakker et al., 2001).

Se observo reduccion en la tasa de proliferacion celular en el giro
dentado a lo largo de toda la vida de crias de ratas inmovilizadas tres veces al

dia en la Ultima semana de gestacion (Kofman, 2002). Este efecto se observa
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también con la manipulacion de estrés durante las primeras tres semanas de
vida de roedores (Mirescu et al., 2005)

En seres humanos, la presencia de estrés durante la gestacion estd
correlacionada con bajo peso al nacer y partos prematuros; ademdas de estar
asociado con alteraciones en la tasa cardiaca fetal y desérdenes en el
neurodesarrollo (Wadhwa et al., 2001).

Consecuencias del estrés postnatal.

En animales altricios como los roedores y el hombre el sistema nervioso
no estd completamente desarrollado al momento del nacimiento. En roedores,
las tres semanas siguientes al parto, corresponden al periodo de mielinizacion,
sinaptogénesis y dendrogénesis, mientras que la tasa de proliferacion celular no
es tan elevada como la que se observa durante el periodo embrionario (Clancy
et al., 2001) excepto para interneuronas, cuyo pico de proliferacion es postnatal
(Hatten, 1999). La exposicion a eventos adversos constituye un riesgo notable
para la correcta maduracion del sistema, estos riesgos se traducen en alteracion
en la fisiologia o la conducta del organismo (Moles et al., 2004).

La manipulacion aguda de estrés mediante 24 horas de privacion
materna en P3 resulté en decremento de 42% en la capacidad de unién de los
receptores a glucocorticoides, observado en P48. Esto significa que los
receptores a CORT son sensibles a la manipulacion que ocurre en los primeros
dias de vida postnatal, y que los cambios en la capacidad de unién o afinidad
permanecen a lo largo de la vida del individuo, hecho que eventualmente
interfiere con los procesos mediados por estos receptores (Sutanto et al., 1996).

La separaciéon materna prolongada, esto es periodos de separacion de

180 minutos diariamente, no altera las concentraciones basales de HLC, ACTH
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ni CORT en la vida adulta, pero si el sujeto se enfrenta nuevamente a un evento
estresor, las concentraciones son mayores que las de controles expuestos al
mismo estresor. Por el contrario, la separaciéon materna por periodos de 15
minutos diariamente resulta en una menor secrecion de ACTH y CORT asi
como reduccion en la expresion de ARNm de FLC posterior a la exposicion a
un estresor (Mirescu et al., 2004).

La tasa de neurogénesis en el giro dentado de ratas adultas expuestas a
180 minutos de privacion materna durante las dos primeras semanas de vida fue
menor comparada con ratas que permanecieron con sus madres o en donde el
periodo de separacion era de 15 minutos (Mirescu et al., 2004). Estudios
previos correlacionan decremento en la tasa de neurogénesis de neuronas
granulares en el hipocampo con la manipulacidon cronica de estrés durante la
vida adulta (Kim & Diamond, 2002); el trabajo de Mirescu y cols. (2004)
confirma que la tasa de nacimiento de nuevas neuronas granulares en el giro
dentado de ratas adultas a las que se expuso a un evento estresor durante las
primeras semanas de vida.

En pruebas como laberintos elevados y arena libre, ratas expuestas a
180 minutos de separaciéon materna evaden los brazos abiertos del laberinto
elevado y exploran durante menos tiempo el lugar de la prueba en comparacion
con las ratas control; por otra parte las ratas separadas durante las primeras dos
semanas de vida ingieren 35% menos agua azucarada que los controles en una
prueba de eleccion entre dos botellas, una con agua simple y otra con sacarina

al 0.02% (Ladd et al., 2000).

Sistema serotonérgico y eje HPA.



24

Durante la vida adulta, el sistema serotonérgico regula la actividad del
eje hipotdlamo, hipofisis, glandula suprarrenal (eje HPA). Las neuronas
secretoras del FLC en el PVN son componente central de este eje de regulacion
de la respuesta al estrés; este grupo de neuronas recibe inervacion que proviene
del nucleo del rafe magno (Larsen et al., 1996) y de la parte compacta del
nicleo dorsomedial del hipotdlamo, que también sintetiza serotonina (Azmitia
& Jacobs, 1992; Larsen et al., 1996).

La administracion aguda de inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (ISRS) estimulan la liberacion de FLC en el PVN, con Ia
consecutiva activacion de todo el eje HPA, mientras que un tratamiento
continuo con ISRS lo desensibiliza (Mikkelsen et al., 2004). Por otra parte, el
empleo de adrenalectomia bilateral (ADX) en ratas adultas incrementa la
expresion de ARN mensajero al receptor 5-HT4 en la formacioén hipocampica,
y la administracion de corticosterona posterior a la ADX mantiene los niveles
de ARN 5-HT;, semejante a los controles (Chalmers et al., 1993); estos
hallazgos confirman la existencia de modulacién al sistema serotonérgico
mediada por el eje HPA.

Una via indirecta de modulaciéon al sistema 5-HT la constituye la
lipolisis estimulada por la elevacion de niveles circulantes de corticosteroides.
El incremento en la tasa de lip6lisis aumenta la disponibilidad de acidos grasos
libres, mismos que desplazan al triptofano de la uniéon con albumina en el
torrente sanguineo, el triptofano libre se acopla al transportador L que lo
introduce al SNC. El incremento en disponibilidad de triptéfano eleva la tasa de

sintesis de serotonina (Chaouloff, 1993).
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Durante el desarrollo prenatal la administraciéon de dexametasona, un
glucocorticoide sintético, a ratas gestantes durante los dias E17 a E19
incrementa los niveles de serotonina en el hipotadlamo y el tallo cerebral de las
crias a las 14 semanas de vida (Munecoka et al., 1997).

La manipulacion de estrés cronico por inyecciones de solucion salina
diarias durante toda la gestacion de ratas, resultd en incremento en los niveles
de 5-HT y 5-HIIA comparadas con el control al dia P16 en la corteza e
hipotalamo, el resto de los dias no se encontr6 diferencia con el control en
ninguna de las mediciones (Peters, 1982). En otra manipulacion de estrés por
hacinamiento e inyecciones de solucion salina en los siguientes periodos E16-
E18, E16-E19, E16-E20 y E16-E21 se reportaron incrementos en los niveles
cerebrales de triptofano, 5-HT y 5-HIIA en el feto de 20 dias, triptéfano en el
feto de 19 dias, y acido 5-indoleacético en el feto de 21 dias (Peters, 1990).
Ambas manipulaciones tienen resultados que contradicen lo que sucede en
adultos, ya que la manipulacién de estrés cronico disminuye los niveles de
serotonina en el SNC mientras que la manipulacion aguda tiende a

incrementarlos (De Souza & Van Loon, 1986).

Estrés y aprendizaje espacial.

Consideramos aprendizaje a un cambio en el potencial conductual de un
organismo producto de la experiencia (Anderson, 2001). La variacion en el
nivel de CORT, misma que representa variacion en la actividad del eje HPA, se
correlaciona con un patron de ejecucion de tareas de aprendizaje espacial. Este
patron se aprecia como una U invertida, en donde a los niveles mas bajos y los

mas elevados de CORT en plasma le corresponden dificultad en el aprendizaje
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de una tarea de aprendizaje espacial, mientras que el nivel intermedio de CORT
facilita el aprendizaje (Kofman, 2002).

El hipocampo es necesario en el proceso de aprendizaje espacial, sin
esta estructura la formacion de memorias declarativas y espaciales no es
posible, por otra parte regula el asa de retroalimentacion negativa del eje HPA
por medio de los receptores CORT tipo II; estos mismos receptores son
responsables de los efectos adversos de los CORT en el aprendizaje espacial

(Kim & Diamond, 2002).

Estrés y trastorno depresivo.

La constelacion de respuestas fisiologicas y conductuales ante un
estresor tienen el fin de proveer al organismo de energia suficiente para lidiar
con el evento, asegurar el alertamiento y ejecutar las conductas especie-
especificas necesarias para la supervivencia (Anisman & Matheson, 2005) sin
embargo, como ya se menciond, la respuesta prolongada e intensa al estresor,
repercute negativamente en el organismo (de Kloet et al., 2005).

A la condicién en la que los niveles de CORT estan elevados
cronicamente, se le conoce cémo hipercortisolemia y se encuentra presente en
el trastorno depresivo junto con la disfuncion en la neurotransmision de aminas
biogénicas, especialmente 5-HT (Fairchild et al., 2003).

La hipercortisolemia provoca deterioro cognoscitivo, evaluado en tareas
de aprendizaje y memoria; reduccioén en el volumen de estructuras limbicas,
como el hipocampo y la corteza del cingulo, ademés de perturbaciones en el
manejo de la ansiedad y la agresividad. Todas las alteraciones mencionadas,

pueden encontrarse también en el trastorno depresivo, por lo que el estrés
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cronico o la hiperactivacion del eje HPA y eventualmente hipercortisolemia, se
consideran factores de riesgo para el trastorno depresivo (de Kloet et al., 2005).

Actualmente algunos de los modelos de depresion empleados estan
basados en la manipulacion créonica de estrés (Willner et al., 1992; Willner et
al., 1987). La evaluacion de los modelos de depresion varia en funcion de la
caracteristica que se desea modelar, como la inmovilidad o la anhedonia
(Willner et al., 1992). Ejemplo de ello es la prueba de nado forzado de Porsolt
en donde el criterio para considerar a una rata "deprimida" es que presente
inmovilidad durante la sesion de nado (Porsolt et al., 1977), sin embargo esta
argumentacion es endeble ya que como demostraron Binik y cols. (1977, 1979),
la inmovilidad durante la sesion de nado es un indicador de la probabilidad que
una rata tiene para sobrevivir en la prueba de nado, si la rata se agita o tiene una
tasa elevada de actividad la probabilidad de perecer ahogada o por fallo
cardiaco es mucho mayor que el de una rata con una tasa de actividad reducida
o bien que flota inmovil (Binik et al., 1979; Binik et al., 1977).

Otras formas de evaluar a los modelos de depresidon consisten en
registrar la tasa de actividad en un campo abierto (Anisman & Matheson, 2005)
o bien, la preferencia en la ingesta entre agua simple o una solucién de sacarosa
al 1% o 5% (D'Aquila et al., 1995; Dess, 1992; Willner et al., 1987; Willner et
al., 1992). El consumo de la solucion de sacarosa fue menor en ratas sometidas
a manipulacion de estrés cronico en comparacion con el control (Wilner ef al.,
1987; D'Aquila et al., 1994; Wilner et al., 1992; Dess, 1992).

La observacion entre la preferencia entre una u otra botella posee dos
interpretaciones cada una enfocadas a algiin aspecto del trastorno depresivo, la

primera de ellas relacionada con el cambio en el patron de ingesta que se
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reporta durante el trastorno depresivo (Dess, 1992) y la segunda interpretacion
enfocada en la ausencia de placer o anhedonia; si posterior o concurrente a la
manipulacion de estrés cronico la rata prefiere agua simple o bien la ingesta de
agua azucarada es menor que el control entonces se le considera "anhedonica"

(Dess, 1992; Willner et al., 1992).
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Proposito del estudio.

En sintesis, el sistema serotonérgico durante la ontogenia del sistema
nervioso central modifica la morfologia de sus estructuras blanco a través de
interaccion directa, como sucede con la elongacion en los procesos 5-HT
(Konno et al., 2004; Narita et al., 2002); o indirectas, a través de la
estimulacion de la secrecion del factor neurotréfico derivado de astrocitos que
promueve el crecimiento de procesos neuronales 5-HT entre otros (Whitaker-
Azmitia et al., 1996; Whitaker-Azmitia, 2001), y la secrecion de la proteina
reelin en las células de Cajal-Retzius (Janusonis et al., 2004), indispensable en
la formacion de la estructura laminar de las cortezas cerebrales (Rakic & Verne,
1995; Polleux & Anton, 2005).

Por otra parte, el estrés cronico estd relacionado con decremento en el
nivel de serotonina (De Souza & Van Loon, 1986), la dificultad en el
aprendizaje de tareas de aprendizaje espacial (Kim & Diamond, 2002), asi
como en la etiologia del trastorno depresivo mayor (Fairchild et al., 2003; de
Kloet et al.,, 2005).

Por las anteriores razones, el presente trabajo tuvo como propdsito
estudiar los efectos del estrés cronico durante el periodo prenatal y postnatal
sobre la morfologia de los nucleos serotonérgico en ratas, los efectos de la
alteracion en este sistema de neurotransmision sobre la migracién neuronal, el
¢xito en la solucion de una tarea de aprendizaje espacial y el efecto sobre la
preferencia en la ingesta entre una solucidon de agua con sacarosa al 5% y agua

simple.

Hipotesis.

29
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L. El estrés cronico prenatal y/o postnatal en la rata modifica el
desarrollo del sistema serotonérgico, esta alteracion sera evidente en las
posiciones finales de los cuerpos neuronales que constituyen los ntcleos 5-HT.

II. La modificacion del sistema 5-HT durante la vida embrionaria
en la rata provocara alteraciones citoarquitectonicas permanentes en la
neocorteza y arquicorteza del cerebro.

III.  La manipulacion de estrés cronico en etapas tempranas de la
vida tendrd consecuencias negativas en la vida adulta de los sujetos en tareas
como el aprendizaje espacial, asi como la modificaciéon en la preferencia por

soluciones azucaradas.

30



30

METODO.
Sujetos.

Se usaron las camadas de ratas Wistar hembra de 10 semanas de edad,
colocadas en cajas individuales, con agua y comida ad [ibitum (Harlan
Teckland Global Diet, 2018; 18% proteina en todas las condiciones salvo grupo
con dieta deficiente en triptofano). Los sujetos permanecieron en ciclo
luz/oscuridad 12:12, en condiciones de temperatura y humedad constantes. La
asignacion de las ratas Wistar hembra a cada condicion experimental se realizo

al azar.

Aparatos.

Tina de nado. Tina de material plastico transparente (Rubbermaid) de
40x60x40 cm. Para la manipulaciéon de nado forzado, se llend hasta 23 cm de
altura con agua a 32 + 1°C.

Caja de separacion para crias. Caja de cartén de 8x8x8 cm, sin tapa; al
interior de cada compartimento se coloc6 una cama de aserrin limpio. La caja
de separacion se mantuvo a 34°C colocandola al interior de una incubadora
durante los primeros 15 dias de vida de las crias (Heraeus, RB360). Al terminar
este periodo, la caja de separacion permanecid a temperatura ambiente (23°C).

Botellas de agua para preferencia entre botellas. Botellas de cristal con
capacidad para 300 mL, con tapa de plastico de presion, y boquillas de acero
inoxidable.

Laberinto de Barnes. Plataforma circular de madera (didmetro: 182 cm)

con 16 agujeros (didmetro: 17 cm) en la periferia separados 25 cm entre cada
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uno. Un cajon meta de madera (30x19x18 cm) se ubicd por debajo de uno de
los agujeros. A 60 cm por encima del centro de la plataforma se colocd un foco

de 150 watts (Goémez-Gonzélez, 2003).

Procedimiento.

Para todas las condiciones experimentales se colocd en la caja
habitacion de la rata hembra a un macho sexualmente maduro y diariamente se
realizo frotis vaginal para detectar la presencia de espermatozoides. Una vez
que estos fueron detectados en el frotis, se retir6 a la rata hembra y se registrd

ese dia como embrionario 0 (EO).

Estrés cronico prenatal. Nado forzado.

A partir de E10, se sometid a cada rata del grupo experimental a 20
minutos diarios de nado forzado en agua a 32 °C + 1°C (Bruner & Vargas,
1994). Al concluir el tiempo de nado, se colocé a la rata en una caja limpia con
una toalla de tela seca para eliminarle el exceso de agua y esta pudiera secarse

por si sola.

Estrés cronico postnatal. Privacion materna.

Al nacimiento, se dividi6 a las camadas del grupo control en dos grupos,
uno que permanecié durante toda la lactancia con su madre y otro al que se
sometio a privacion materna. Este ultimo grupo fue marcado en la cola para su

identificacion usando plumones no téxicos. Durante tres horas diarias desde P1
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a P21 se les sometid a privacion materna colocando a las ratas en cajas
individuales al interior de una incubadora a 30 °C (Gartside et al., 2003). Al
terminar este periodo se les regreso a la caja habitacion con la rata madre y el

resto de la camada.

Estrés cronico prenatal y postnatal.
Este grupo se constituyd dividiendo las camadas de la condicion de
estrés prenatal de la misma forma descrita anteriormente para la privacion

materna, y sometiéndolas al mismo tratamiento.

Dieta deficiente en triptofano.

Debido a que se busco determinar el efecto del estrés sobre el sistema
serotonérgico y la repercusion en migracién neuronal, se empled una dieta
deficiente en triptofano basada en maiz, para comparar los efectos del estrés
cronico con las consecuencias de la alteracion en el sistema serotonérgico y la
migracion neuronal producto de la carencia de serotonina.

Tres semanas previas al inicio de la gestacion se cambi6 la dieta de un
grupo de ratas (n=3) por una elaborada con masa de maiz. La dieta Harlan
Teckland Global Diet, 2018 se conservo para el resto de los grupos. Durante la
gestacion y lactancia las ratas recibieron dieta de maiz; al destete las crias

continuaron consumiéndola.

Grupo control.
El grupo de ratas control no recibid6 manipulacién alguna después de

verificar la presencia de espermatozoides en el frotis vaginal. Estas ratas
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permanecieron en el bioterio durante toda la gestacion, con agua y comida ab

libitum.

Registro de peso corporal y dia de apertura de parpados.
Se registrd el peso corporal de las crias en PO, P10 y P20. El dia de
apertura de parpados se consider6 como el dia de vida postnatal en el que se

separaba la membrana del parpado de la cria.

Técnicas histologicas.

En los dias PO, P10, P20 y P90, se sacrifico a tres ratas por camada por
condicion experimental. Se anestesido a los sujetos con pentobarbital sodico
(0.ImL x gramo de peso), seguido de 5 minutos de perfusion trancardiaca de
solucidn salina al 0.9% y 5 minutos de perfusion de amortiguador de fosfatos-
salina con paraformaldehido al 4% como fijador. El cerebro se disecod y se le

dejo en la solucion fijadora por 5 dias.

Inmunocitoquimica para hidroxilasa de triptofano.

Al terminar el periodo de fijacion, se embebieron 2 cerebros por
condicion por cada una de las edades a un recipiente con solucion de sacarosa
al 30%, en donde permanecieron por 5 dias més. Se realizaron cortes sagitales
de 40 pm de grosor con un microtomo de congelacion. Se uso
inmunocitoquimica para visualizar neuronas serotonérgicas (anticuerpo

primario de oveja contra hidroxilasa de triptofano (1:1000), Cat. AB1541,
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Chemicon International; anticuerpo secundario biotinilado de cabra contra
oveja (1:200), Cat. BA-6000, Vector Laboratories; avidina y biotina del Kit
ABC Mouse and Rabbit UniTect, Cat XHCOI-1EA, Calbiochem; Kit de
sustrato DAB para peroxidasas, Cat. SK-4100, Vector Laboratories). Los cortes
se pegaron en portaobjetos cubiertos con Poly-L Lysine (Sigma) y después de

secarse, se montaron con Entellan (Merck).

Tincion de Nissl.

Dos cerebros de cada condicion experimental de 20 y 90 dias se les
deshidratd por inmersion en concentraciones crecientes de alcohol, después de
aclarado con xilol se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 10 um con
un microtomo; los cortes se extendieron con ayuda de agua tibia (40 °C) en
bafio maria a la que se le agregaron 5 gramos de gelatina bacteriologica (Difco)
por cada 200 mL de agua. Se pego el tejido en portaobjetos cubiertos con Poly-
L-lysine y se les dejo secar en un horno a 40 °C por 20 minutos. La tincion de
Nissl para este tejido se realizd de acuerdo al Manual de Meétodos
Histotecnologicos del Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de los

Estados Unidos de América (1992).

Tincion de Golgi.

Después de la fijacion, dos cerebros por condicion experimental de 90
dias de vida fueron procesados con la técnica modificada de Golgi rapido
(Cajal) de acuerdo a especificaciones del manual del laboratorio. Al terminar la

tincion, se realizaron cortes de 80 um; los cortes se deshidrataron en pasos
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sucesivos de alcohol de 96°, absoluto, absoluto-xilol y xilol y se montaron con

entellan.

Microfotografias.

Se empled un fotomicroscopio Zeiss de tres entradas Zeiss acoplado a
una camara fotografica para microscopio (AxioCam). Se empled magnificacion
X100 para las microfotografias de inmunocitoquimica para hidroxilasa de
triptofano, X100 y X200 para tomar microfotografias de la formacion
hipocdmpica en las tinciones de Nissl de las distintas condiciones y X100 para
las microfotografias de corteza cerebral en las tinciones de Golgi. Las
microfotografias se grabaron en formato JPG para su posterior andlisis. Se
asignd un numero a cada microfotografia y este codigo se rompid después de

elaborados los conteos celulares y la reconstruccion de las estructuras.

Cuantificacion celular.

Dado el interés por conocer el efecto del estrés sobre la migracion
neuronal, se realiz6 conteo de las neuronas ectopicas en el hipocampo, para ello
se emplearon las microfotografias de formacion hipocampica tefiidas con la
técnica de Nissl. En cada microfotografia se cont6 el numero de neuronas
piramidales ectdpicas en la region CA2 del Cuerno de Amon con el contador
celular (Cell Counter) del programa gratuito ImageJ, National Health Institute

de Bethesda, Maryland, U.S.A.

Reconstruccion de estructuras.
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Las microfotografias de inmunocitoquimica para hidroxilasa de
triptofano fueron agrupadas en una diapositiva en blanco de Office Power Point

(Microsoft Office 2003) hasta obtener una imagen de todo el tallo cerebral.

Evaluaciones conductuales.

Preferencia entre dos botellas. En este trabajo, dados los antecedentes
de la reduccion de la preferencia por el agua azucarada en las ratas sujetas a
manipulacidon crénica de estrés, se evalud el efecto del estrés cronico y la
deficiencia en triptéfano durante el desarrollo sobre la preferencia en la ingesta
de agua azucarada versus agua simple. A partir de P60 se colocé a tres ratas de
cada condicion experimental en cajas individuales y se les privo de agua por 19
horas (1400-0900hrs), al final de este periodo se registro el peso corporal y se
le dio acceso a dos botellas con agua bidestilada durante cinco horas (0900 -
1400hrs). Al concluir el tiempo de acceso al agua, se registrd la ingesta en
mililitros, por botella y total. Una vez que la ingesta fue estable, se cambio el
contenido de una de las botellas por solucién de sacarosa al 5% (Dess, 1992).
La solucion de sacarosa se le proporciond por cinco dias consecutivos
(D'Aquila et al, 1995; Wilner et al., 1992) al término de los cuéles el contenido
se cambid nuevamente por agua bidestilada y se registro el consumo durante
cinco dias mas. La ingesta de liquidos en la prueba de eleccion entre dos
botellas se evalud en cada uno de los cinco dias sumando el volumen total de lo
ingerido diariamente en las dos botellas y calculando el porcentaje de la ingesta
por botella de acuerdo a la siguiente formula: [(Ingesta botella x/ Ingesta total )

x 100].
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Laberinto de Barnes. En P90, se probd la ejecucion de una tarea de
aprendizaje espacial, para lo cudl se empled el laberinto de Barnes. La
evaluacion de la ejecucion se realizé comparando la latencia para encontrar el
agujero meta, el nimero de errores, definidos como visitas a cualquier agujero
que no fuera el que conducia al cajon meta y el nimero de zonas cruzadas,
definidas como cruces por el centro del laberinto y por la orilla sin visitar dos
agujeros consecutivos (Gémez Gonzélez, 2003). Tres ratas por condicidon
experimental fueron entrenadas en el laberinto. El entrenamiento consistié en
una fase de habituacion al cajon meta, con una duraciéon de 4 minutos, en la que
se permitio a la rata explorar el cajon, asi como la entrada al mismo. Al término
de la habituacion, se regresoé a la rata a su caja habitacion, en donde permanecio
por un minuto mientras se limpiaba la superficie del laberinto y el interior del
cajon meta con una solucién de limpiador con aroma intenso para eliminar
claves odoriferas. El ensayo consisti6 en colocar a la rata en el centro del
laberinto, bajo iluminacion intensa, y permitirle encontrar el cajon meta por
exploracion en todo el laberinto. El tiempo permitido fue de 4 minutos por
ensayo, se realizaron tres ensayos por dia hasta completar once ensayos. Una
vez que la rata encontraba el cajon meta, se le permitia permanecer un minuto
en el interior del cajon, y al término de este, se le llevaba a la caja-habitacion
mientras se limpiaba de nuevo el laberinto para el siguiente ensayo hasta
completar los tres ensayos diarios.

RESULTADOS.
Peso corporal.
En PO el peso corporal de las crias no tuvo diferencias estadisticamente

significativas entre las distintas condiciones (F,.;7= 1.236 p= 0.315). En P10, el
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peso corporal promedio de los sujetos de la condicion dieta deficiente en
triptofano, correspondia al 55.08% del peso promedio de las condiciones
restantes incluido el control (Xgieta= 11.01 g, Xiesto condiciones = 19.99 g). En P20,
el peso promedio de los sujetos de la condicion dieta deficiente en triptdfano,
correspondia al 45.82% del peso corporal de las condiciones restantes incluido

el control.(Xgieta= 20.22 g, Xiesto condiciones = 44.12 g).
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Grafica 1. Peso corporal promedio y desviacion estandar de los sujetos de las

distintas condiciones experimentales en los dias PO, P10 y P20 de vida.

Dia de apertura de parpados.

Una forma de asegurar el desarrollo adecuado de las crias en este
trabajo fue el registro del dia de apertura de los parpados (Tabla 1). El analisis
de varianza de los dias de apertura mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre condiciones (F4.;5= 3.15, p<0.05). El analisis post hoc con
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la prueba de Tukey HSD reveld que comparado contra el control, el grupo de
dieta deficiente en triptéfano tenia retardo en el dia de apertura de los parpados
(Dieta, p<0.05). Comparado con el control, ninguna manipulacién de estrés
modifico) notablemente el dia de apertura de los parpados (Estrés Prenatal

p>0.05, Estrés Postnatal p>0.05, Estrés Prenatal y postnatal p>0.05).

Condicioén experimental. Dia promedio. | Desviacion estandar.
Dieta deficiente en triptofano | 14.62 0.48
Estrés postnatal 13.80 0.57
Estrés prenatal. 13.66 0.58
Estrés prenatal y postnatal 14.33 0.58
Control 13.5 0.65

Tabla 1. Edad en dias de la apertura de parpados para las distintas

condiciones experimentales (media y desviacion estandar).

Preferencia entre botellas.

En la prueba de preferencia entre dos botellas, una con agua simple y la
otra con una solucion de agua con sacarosa al 5%, no se encontraron
diferencias en el porcentaje de preferencia para el agua simple (Dia 1: F47=
1.228, p>0.05; Dia 2: F47= 1.523, p>0.05; Dia 3: F47= 1.183, p>0.05; Dia 4:
F47= 1.183, p>0.05; Dia 5: Fs7= 1.179, p>0.05), ni para el porcentaje de
preferencia de la solucion de agua con 5% de sacarosa (Dia 1: F47= 0.676,
p>0.05; Dia 2: Fsq7= 2.436, p>0.05; Dia 3: F47= 1.469, p>0.05; Dia 4: F4.7=

1.53, p>0.05; Dia 5: F47= 0.733, p>0.05) entre las distintas condiciones
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experimentales a lo largo de los cinco dias de la prueba (ver en Tabla 2 la

media y desviacion estandar del porcentaje de preferencia).

Condicidn experimental Porcentaje de preferencia Porcentaje de preferencia
agua simple. solucién de sacarosa al 5%.

Dieta deficiente en 20.11+£5.3 79.88 +£4.75

triptofano.

Estrés postnatal 13.34+6.22 86.66 £ 5.56

Estrés prenatal 10.27 £ 4.55 89.73 £4.06

Estrés prenatal-postnatal. 8.25+4.22 91.75+3.77

Control. 9.5+7.46 90.38 £ 6.58

Tabla 2. Promedio y desviacion estandar del porcentaje de preferencia por

agua simple y solucion de sacarosa al 5% entre condiciones.

Laberinto de Barnes.

Para la ejecucion de la tarea de aprendizaje espacial en el Laberinto de
Barnes se consider6 la reduccion en 80% de la latencia, numero de errores y
zonas cruzadas como criterio de aprendizaje para la posicion del cajon meta. En
la ejecucion de la tarea de aprendizaje no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la evaluacion de la latencia para encontrar el
agujero meta y en el numero de zonas cruzadas (Latencia X’= 6.841, gl=4,
p>0.05; Zonas cruzadas X’= 4.386, g.l.= 4, p>0.05). Sin embargo, el niimero de
ensayo en el que se alcanza el criterio de aprendizaje para el nimero de errores,

es distinto entre las distintas condiciones experimentales versus el control
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excepto para el grupo deficiente en triptdfano, evaluado con la prueba W de
Wilcoxon (control vs estrés pre y postnatal: W= 6.00, p<0.05; control vs estrés
prenatal: W= 6.00, p<0.05; control vs estrés postnatal: W= 6.00, p<0.05; control
vs dieta: W= 6.00, p>0.05). El grupo deficiente en triptéfano alcanzo6 el criterio
de aprendizaje aproximadamente en el mismo ensayo que los sujetos de las
condiciones de estrés postnatal (10.3 + 2.12) y estrés prenatal y postnatal (10 +
3.46) pero debido a lo reducido de la muestra, no resultd significativamente

distinto del control (Tabla 3).

Condicioén experimental. Numero de ensayo.
Dieta deficiente en triptofano. 10.5+2.12
Estrés postnatal. 10.3 £2.08
Estrés prenatal. 7.3 £2.08
Estrés prenatal y postnatal. 10 £3.46
Control. 3+1

Tabla 3. En esta tabla se observa la media y desviacion estandar del namero de
ensayo en el que se alcanza el criterio de reduccion de 80% de errores por
ensayo en el laberinto de Barnes.

Cuantificacion neuronas ectopicas.

El nimero de neuronas piramidales ectopicas en el estrato lacunosum
moleculare y polimoérfico de CA2 fue evaluado a partir de las microfotografias
de formacion hipocampica tomadas en P20. Con la aplicacion Cell Counter del
Analizador de iméagenes Imagel, se realizo el conteo de neuronas piramidales

ectopicas (ver Figura 2).
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El nimero de neuronas ectopicas y de neuronas correctamente situadas
entre las distintas condiciones experimentales se compard con la prueba de
Kruskal-Wallis se encontré que la diferencia entre condiciones para el numero
de neuronas ectopicas fue estadisticamente significativa (X°= 7.686, g.1.=3,
p<0.05). Posteriormente, en las comparaciones entre el grupo control contra el
resto de las condiciones, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de neuronas piramidales ectopicas con la prueba W
de Wilcoxon (control vs. estrés pre y postnatal: W= 10.00, p<0.05; control vs.
estrés prenatal: W= 13.50, p<0.05; control vs. dieta: W= 10.50, p<0.05). Ver
Tabla 4. El grupo de estrés postnatal no fue evaluado dentro de las alteraciones
en la migraciéon neuronal, dado que el linaje celular observado no sufre
alteracion en la migracion neuronal si se somete a estrés postnatal al organismo

(Goémez Gonzalez 2003).

Figura 2. Desarreglos citoarquitectonicos en el hipocampo. Las
microfotografias muestran con flechas ejemplos de neuronas piramidales
ectopicas en el sector CA2 en las condiciones A. Dieta deficiente de triptofano,
B. Estrés prenatal-postnatal y C. Estrés prenatal comparadas con D. Control.
Escala: A, B,C,D = 200 micrémetros; a,b,c,d = 100 micrometros. Tincidén de

Nissl. (pagina siguiente).
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Condicion Media neuronas Desviacion estandar neuronas
experimental. piramidales ectdpicas. |piramidales ectopicas.
Dieta deficiente |40.5 * 14.48

en triptofano.

Estrés Prenatal. |33 .28 * 18.40
Estrés prenatal - |32 * 6.78
postnatal.

Control. 14.5 6.45

Tabla 4. Media y desviacién estdndar en el nimero de neuronas
ectopicas en el hipocampo en cada condicion experimental. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas con respecto al control

(p<0.05).

En la neocorteza de los animales sometidos a estrés prenatal se ha
reportado alteracion en la citoarquitectura, esto es neuronas piramidales fuera
de la capa que en que deben estar ubicadas, ademas neuronas piramidales en
posiciones aberrantes, como puede ser invertidas u horizontales al plano que les
corresponde (Gomez Gonzélez, 2003). En este trabajo con la tincion de Golgi
en P90 se observo que la dieta deficiente en triptéfano provocod el mismo tipo
de desarreglos citoarquitectonicos en la neocorteza de las ratas, como lo

muestra la Figura 3.
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Figura 3. Fotomicrografias de la neocorteza de la rata. En A puede
observarse la neocorteza de un sujeto de la condicion deficiente en triptofano;
nétese la neurona piramidal en posicion aberrante (flecha) en comparacion con

B. control. Tincién de Golgi.

Morfologia del sistema serotonérgico.

La reconstruccion del tallo cerebral a partir de las microfotografias de
inmunocitoquimica para hidroxilasa de triptéfano permitié evaluar Ia
distribucion y densidad de los nucleos serotonérgicos en el tallo cerebral de las
ratas al momento del nacimiento. Reconstrucciones del tallo cerebral a partir de
microfotografias de los grupos control, estrés prenatal y dieta deficiente en
triptéfano fueron comparadas; se observod que los nucleos serotonérgicos en la
manipulacion de estrés prenatal, presentaron un arreglo difuso que no permitio
delinear los limites entre los nucleos rostrales; en la condicidon de dieta
deficiente en triptéfano los nucleos serotonérgicos rostrales presentaban un
arreglo mas compacto que en el control y los limites para delinear a los nucleos

serotonérgicos eran claros. Véase Figura 4.
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Figura 4. Reconstruccion de los nucleos serotonérgicos en el tallo
cerebral en las condiciones dieta deficiente en triptdfano, estrés prenatal y
control. Obsérvese la distribucion difusa de los nucleos 5-HT en la condicion

estrés prenatal, indicada con una flecha (pagina siguiente).
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DISCUSION.

Al nacimiento, el peso corporal de las crias en todas las condiciones
experimentales y el control fueron similares, no asi en el resto de los registros
(P5, P10 y P20) en los que se observo que el grupo cuyas madres fueron
alimentadas durante la gestacion y lactancia con la dieta deficiente en triptofano
presentaron bajo peso, provocado probablemente por la deficiencia de acidos
grasos y aminoacidos en la dieta (Fernstron & Hirsch, 1977; Fernstrom &
Lytle, 1979), sin embargo, tanto los eventos de migracion de neuronas
piramidales en la neocorteza como la neurogénesis y migracion de neuronas del
sistema serotonérgico observados en el presente trabajo se presentan durante la
vida embrionaria, por lo que se encuentran libres de los efectos de la baja de
peso posterior al nacimiento.

El dia de apertura de parpados en las crias de las condiciones de estrés
prenatal, estrés prenatal y postnatal, estrés postnatal y control fue similar, a
pesar de que en un estudio previo se sefald que el estrés prenatal adelanto el dia
de apertura de parpados (Gomez Gonzalez, 2003). Las crias cuyas madres
recibieron la dieta deficiente en triptéfano mostraron retraso en el dia de
apertura de parpados con respecto al grupo control. Sin embargo, segiin Albers
(2005), el dia de apertura de parpados en las ratas domesticadas ocurre en P15
por lo que el retraso en el dia de apertura de parpados del grupo con dieta
deficiente en triptéfano no se consider6 que excediera los limites del rango
normal.

En las pruebas conductuales, la prueba de preferencia entre botellas con
agua simple y soluciéon de sacarosa al 5% no reveld diferencias en la

preferencia por el agua azucarada entre grupos. Originalmente, esta prueba fue
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empleada como indicador de anhedonia en un modelo de depresion en roedores
en el que se les sometia a estrés cronico de "moderada" intensidad (p. ej.
inclinacion de la caja 45°, aserrin mojado, privacion de alimentos, iluminacion
continua, ruido blanco intermitente, hacinamiento, acceso restringido al
alimento, objetos extrafios al interior de la caja-habitacion, exposicion al olor
de un predador) durante un periodo de 5 semanas. El consumo de solucion de
sacarosa en el grupo de ratas sometidas al tratamiento estresor disminuy6 en
comparacion con el consumo observado en la linea base de ingesta de solucion
de sacarosa elaborada previamente al tratamiento y también con el consumo de
solucidn azucarada registrado después de la primera semana de tratamiento.

Ademas, en el trabajo de Wilner y cols. (1987) se observd que la ingesta
promedio de solucion de sacarosa fue menor en ratas sometidas al tratamiento
estresor que el grupo control; por otra parte, no hubo diferencia entre la
preferencia por agua simple o solucion de sacarosa en el grupo experimental a
diferencia del grupo control. Wilner y cols. (1987) interpretaron como hedonia
a la preferencia por la solucidén de sacarosa versus agua simple, y consideraron
anhedonia tanto el consumo decreciente de solucion de sacarosa al 1% como la
indiferencia en la preferencia por alguno de los liquidos; de esa forma
concluyeron que el estrés cronico posibilita la aparicién de anhedonia.

En el presente trabajo se emple6 una solucion de sacarosa al 5%, que de
acuerdo a la literatura, es la concentracion de sacarosa por la que las ratas
tienen mayor preferencia comparada con concentraciones de 0.1, 1 y 8% (Dess,
1992). Contrario a los trabajos antes mencionados, no se encontr6 diferencia en
la preferencia en el consumo de agua simple o de solucion de sacarosa entre las

distintas condiciones experimentales con el grupo control pese a la relacion



50

establecida entre estrés cronico y anhedonia (Wilner ef al., 1987; D'Aquila et
al., 1994; Wilner et al., 1992; Dess, 1992; Chrousos, 1998; Ladd et al., 2000).

Ladd y cols. (2000) encontraron 35% de reduccion en el consumo de
solucion de sacarosa al 1% en ratas adultas que fueron sometidas a 180 minutos
de separacion materna diaria durante P2 a P14 comparadas con ratas separadas
durante 15 minutos diarios y ratas control. Los autores concluyen que la
presencia de eventos estresores durante ventanas criticas para el desarrollo del
sistema nervioso, como las primeras tres semanas de vida postnatal en las ratas,
afectan los procesos de plasticidad dependientes de actividad o influencia
hormonal en la ontogenia del SNC. Esto ocurre a través de modificaciones
morfoldgicas y funcionales que eventualmente alteran el modo en el que el
sujeto percibe y responde a su medio, como en una menor ingesta de agua
endulzada comparada con el control (Ladd et al., 2000).

La deficiencia en serotonina se correlaciona con el Trastorno Depresivo
Mayor (Fairchild et al., 2003), alteracion neuropsiquiatrica que en este estudio
se intentd modelar con el tratamiento de estrés cronico (Wilner et al., 1987,
Wilner et al., 1992; D'Aquila et al., 1994). Por esta razon se incluyé un grupo
de ratas alimentadas cronicamente con una dieta deficiente en triptéfano, que
provoca decremento en la producciéon de serotonina (Lytle et al. 1975;
Fernstron & Hirsch, 1977; Fernstrom & Lytle, 1979); sin embargo, con la
prueba de preferencia entre botellas no se encontraron diferencias con el resto
de las condiciones.

Los sujetos expuestos a estrés en fases tempranas de la vida o aquellos
cronicamente deficientes en triptofano no mostraron diferencias con los

controles a edad adulta en el consumo de agua simple y solucion de sacarosa al
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5% pese a los correlatos reportados en la literatura entre estrés crénico y
anhedonia (Wilner et al., 1987; D'Aquila et al., 1994; Wilner et al., 1992; Dess,
1992; Chrousos, 1998; Ladd et al., 2000) y deficiencia en el nivel de serotonina
y anhedonia (Fairchild et al., 2003).

Trabajos recientes sefialan que no basta alterar el nivel de serotonina
para que espontdneamente aparezca el trastorno depresivo, sino que la
emergencia de este trastorno esta influida por la vulnerabilidad genética del
individuo y la exposicion a eventos estresores (Caspi et al., 2003).

En individuos con alelos cortos en la region del promotor del
transportador de serotonina, los eventos estresores resultan en la aparicion de
mas sintomas de depresion, depresion diagnosticada y suicidio posterior a
eventos estresantes en comparacion con individuos homocigéticos para el
mismo alelo (Caspi et al., 2003). En el presente trabajo no se puede descartar
que los sujetos sometidos a estrés en etapas tempranas de la vida o deficientes
en el aminoacido triptéfano exhiban conductas catalogadas como “depresivas”
con mayor probabilidad si se les expusiera a manipulacioén de estrés en la vida
adulta, de acuerdo a la evidencia de Caspi y cols. (2003).

La evaluacion del aprendizaje espacial en el laberinto de Barnes se
realiz6 en la vida adulta, los resultados obtenidos en este trabajo son similares a
los que se obtuvieron en un estudio previo efectuado en crias de rata de un mes
de vida en el que se reportd que la manipulacion de estrés prenatal por
privacion de suefio y nado forzado en las hembras gestantes, o en la
combinacion de estrés prenatal y postnatal por nado forzado provocaron que las
crias alcanzaran el criterio de aprendizaje 2 o 3 ensayos después que el grupo

control, al cambiar el cajon meta a una nueva posicion en el laberinto de Barnes
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(Gémez Gonzalez, 2003). En el presente trabajo, las ratas sometidas a estrés
prenatal y postnatal, estrés postnatal y dieta deficiente en triptéfano retrasaron
la adquisicion del criterio de aprendizaje 7 ensayos con respecto al grupo
control mientras que la manipulacién de estrés prenatal retrasd solamente 4
ensayos la adquisicion del criterio de reduccion del 80% en el nimero de
errores en la misma comparacion.

En cuanto a la latencia para encontrar el agujero meta y el nimero de
cruces por el centro del laberinto, estas fueron similares estadisticamente para
todas las condiciones, lo que indicaria que las ratas exploraron el laberinto de
forma similar, por lo que las diferencias en el numero de errores entre el control
y el resto de los grupos no se debe a que las ratas permanecieran inmoviles y no
buscaran el agujero meta.

Mazer y cols. (1997), reportaron que la deplecion de serotonina via
administracién de para-clorofenilalanina durante la sinaptogénesis de la rata
redujo la densidad sindptica en el hipocampo e indujo déficits en el aprendizaje
espacial. En este trabajo, a pesar de que los andlisis estadisticos no mostraron
diferencias en el dia en el que se alcanza el criterio de aprendizaje, en la Tabla
3 se observa que los sujetos deficientes en triptéfano presentaron dificultad para
alcanzar el criterio de aprendizaje.

En la manipulacion de estrés prenatal, se observo, ademds de las
alteraciones en la citoarquitectura del hipocampo, distribucion difusa de los
nicleos serotonérgicos; el retraso en la adquisicion del criterio de aprendizaje
permite concluir que la integridad morfoldgica y funcional de ambos elementos

es necesaria para este tipo de tarea.
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Narita y cols. (2004), reportaron que las crias de rata expuestas a
inyecciones de talidomida o 4cido valproico en E9, es decir previo a la
neurulacidn, presentaron hiperserotonemia, incremento en la densidad de 5-HT
en el hipocampo y modificacion en el patron de distribucion del nucleo dorsal
del rafé.

Tal como se comentd en la introduccidn, la concentracion de 5-HT
durante la ontogenia del sistema nervioso regula el crecimiento del sistema
serotonérgico, luego entonces si a la modificacion en la distribucion de los
somas de las neuronas serotonérgicas le corresponde alteracion en la
concentracion normal de serotonina durante la ontogenia.

La posicion normal de los nucleos serotonérgicos en el tallo cerebral de
los sujetos expuestos a estrés prenatal por nado forzado puede reflejar una
condicion de desequilibrio en el nivel normal de 5-HT. En la condiciéon
deficiente en triptdfano, los sujetos no mostraron distribucion anormal de los
nacleos 5-HT, sin embargo, es necesario realizar la evaluacion del area que
ocupan los nucleos serotonérgicos, asi como la densidad de somas y procesos
5-HT para descartar anomalias en el sistema.

En el caso de las condiciones de estrés postnatal y estrés prenatal, la
evaluacion de la densidad de los procesos 5-HT es una tarea pendiente y de
suma importancia ya que como se menciond con anterioridad, el periodo en el
que el sistema serotonérgico establece sinapsis concluye postnatalmente tanto
en los roedores como en el hombre (Lidov & Molliver, 1982; Jacobs &
Azmitia, 1992), por lo que la inervacion de los blancos del sistema 5-HT no se

limita a lo que se observo en la corteza cerebral de los sujetos.
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Gomez Gonzalez (2003), reportd desarreglos citoarquitectonicos en el
hipocampo y neocorteza de sujetos sometidos a manipulacion de estrés prenatal
por privacion de suefio y nado forzado. Los desarreglos citoarquitectonicos aqui
reportados no se limitaron a la condicién de estrés prenatal, la condicion
deficiente en triptéfano también presentd alteracion en la citoarquitectura del
hipocampo y la neocorteza.

Jannussonis y cols. (2004), describieron alteracion en la organizacion
laminar y en barriles de la corteza presubicular en ratones sujetos a
administracién de un agonista 5-HT en la gestacion; en el presente trabajo, la
alteracion en la migraciéon neuronal que se observa en el grupo deficiente en
triptofano obedece a decremento en la concentracion de 5-HT. Jannussonis y
cols. (2004), reportaron reduccion en el nivel de reelin posterior a la
administracioén del agonista 5-HT comparado con el nivel de reelin del grupo
control.

De esta forma, el desarreglo citoarquitectonico que se observo en el
hipocampo y neocorteza en el presente trabajo puede estar provocado por
modificacion en el nivel de la proteina reelin secretada en las células de Cajal-
Retzius aunque se desconoce si la disminucion en el nivel de triptéfano, y por
ende en el de serotonina provoca hiper o hiposecrecion de reelin ya que no se
conocen hasta la fecha los receptores 5-HT en estas células.

Por otra parte, el estrés cronico esta vinculado con decremento en el
nivel extracelular de 5-HT mientras que el estrés agudo tiende a elevar el nivel
(De Souza & Van Loon, 1986) por lo que la manipulacioén de estrés prenatal en
este trabajo presumiblemente disminuyd el nivel de serotonina, con

consecuencias similares para la migracion neuronal a las que observaron en el
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grupo deficiente en triptéfano. Para afirmar lo anterior es indispensable
corroborar decremento en el nivel de serotonina tanto en la condicion de estrés
prenatal como en la deficiencia de triptofano por microdidlisis en una forma
directa, o indirectamente a través de la sobre-expresion de receptores a

serotonina.
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CONCLUSION.

En el presente trabajo se encontré que la manipulacion de estrés
prenatal alter6 la morfologia de los nucleos serotonérgicos en el tallo cerebral,
y concurrente a esta observacion, se encontraron alteraciones en la migracion
neuronal en la neocorteza y arquicorteza. En el grupo deficiente en triptéfano,
se observaron alteraciones citoarquitectonicas similares a las referidas en la
condicion estrés prenatal, por lo que se considerd que el sistema serotonérgico
contribuye en el proceso de migracion neuronal y que la manipulacion de
estrés, como la deficiencia en el aminodcido precursor de la serotonina,
interfiere con la migracién neuronal.

Por otra parte, se observo retraso en la adquisicion del criterio de
aprendizaje en el laberinto de Barnes en las condiciones estrés prenatal, estrés
prenatal-postnatal y deficiente en triptéfano, mismas condiciones que
presentaron aumento significativo en el numero de neuronas piramidales
ectopicas en el hipocampo, estructura relacionada con el aprendizaje espacial,
con lo que se concluye que la integridad de morfolégica del hipocampo es
indispensable para este tipo de tareas.

Finalmente, no se observo diferencia en la preferencia en el consumo de

agua azucarada entre las condiciones experimentales y el control.



56

Apéndice.

Dieta libre de triptofano. Debido a la carencia de triptéfano en el maiz
(Zea maize), esta semilla se ha empleado en la formulacion de dietas para
disminuir el nivel de triptéfano en el SNC y en consecuencia el de serotonina
(Thomas & Wysor, 1967; Lytle et al. 1975; Fernstron & Hirsch, 1977), sin
embargo, el maiz carece también de acido nicotinico, condiciéon por la que se le
ha empleado para modelar pelagra, un padecimiento caracterizado por diarrea,
dermatitis y demencia (Thomas & Wysor, 1967). Dado este antecedente, se
decidid incorporar 4cido nicotinico a la dieta de maiz para prevenir la aparicion
de pelagra. La cantidad de 4cido nicotinico que se agregd correspondia a la
contenida en la dieta Harlan-Teklad 2018 (acido nicotinico 106.77 mg/kg).

A un kilogramo de masa de maiz nixtamalizado se agregd 1 gramo de
sales minerales (piedra de sales minerales pulverizada, Rueda Mineral, Kaytee
Products), y el contenido de 5 capsulas de vitaminas del complejo B (Complejo
B con hierro y zinc, Softgels, Galcecaps). Después de incorporar todo, se
moldeo la masa en tiras largas y se corto en trozos de + 3 cm a los que se dejo

secar en un lugar ventilado y fresco.
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