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|. RESUMEN

Se ha propuesto que la exposicion a experiencias adversas durante las etapas
tempranas de la vida causa alteraciones en la reactividad del eje Hipotalamo -
Hipofisis — Suprarrenales (HPA) mediante una elevacion crénica de los niveles de
Glucocorticoides (GC) durante periodos especificos del desarrollo. Esta elevacion
de GC durante las etapas mas sensibles podria afectar la ontogenia del
hipocampo y de esta forma alterar el asa de retroalimentacién negativa del eje
HPA, sin embargo esta posibilidad aun no ha sido evaluada directamente. Es por
esto que nos planteamos el objetivo de evaluar si la exposicidn a experiencias
adversas durante periodos criticos puede alterar la ontogenia del hipocampo. Para
esto utilizamos crias de rata sometidas separacion maternal (3h/dia, SM) por 14
dias, iniciando al dia posnatal (PND) 1. Al PND5 las crias fueron inyectadas con
Bromodeoxiuridina (BrdU). Al. PND15 observamos una disminucion en el niumero
de nucleos marcados contra BrdU y Doblecortina (Dcx) o BrdU y NeuN en el giro
dentado (DG) del hipocampo de los animales SM comparados con los controles
(CONT). Sorprendentemente las crias SM mostraron concentraciones similares de
Corticosterona (CORT) entre el PND3 y el PND12, mientras que los machos
adultos MS mostraron concentraciones significativamente mayores al compararlos
con los animales control. Adicionalmente, las crias SM mostraron concentraciones
mayores de CORT en respuesta al estrés al PND3 pero no al PND12. La
separaciéon maternal no causé efecto sobre la conducta de ansiedad de los
animales adultos, evaluada en el laberinto elevado en cruz, pero evoco una
respuesta mas pasiva en la prueba del nado forzado. Nuestros resultados
muestran que la disminucion de la neurogénesis hipocampal es un fenémeno que
se establece desde las etapas tempranas del desarrollo y sugieren que las
experiencias adversas alteran la ontogenia del hipocampo sin causar una

elevacion cronica de los niveles de GC.



. SUMMARY

It has been hypothesized that exposure to adverse early life experience alters the
adult Hypothalamic Pituitary Adrenal axis (HPA) responsiveness by chronically
elevating glucocorticoid (GC) levels during sensitive time windows. This early
elevation of GC is also thought to damage hippocampal ontogeny, altering the
hippocampus negative feedback on adult HPA axis, but it has not been directly
evaluated. To test whether hippocampal ontogeny is affected by early adverse
experience, here we estimated the survival of recently formed hippocampal
granule cells in rat pups subjected to periodic maternal separation (3h/day) from
postnatal day (PND) 1 to 14 (SM). Accordingly, SM pups injected with
bromodeoxyuridine (BrdU, 50mg/kg, ip) at PND5, showed decreased density of
doublecortin (DCX) positive BrdU-labeled cells at PND15. Interestingly, MS180
and control pups showed similar Corticosterone (CORT) basal levels between
PND3-PND12, whereas adult SM rats presented higher CORT levels than control
adults. Nonetheless both AFR and SM pups and adults showed similar transient
increments of CORT levels in response to stress at PND12 but not before (PND3).
In addition SM had no effect on the adult anxiety-like behavior evaluated in the
elevated plus maze but evoked a passive coping strategy in the forced swimming
test. Our results show that the decrease of hippocampal neurogenesis is an early
onset phenomenon, and suggest the notion that adverse experiences alter

hippocampal ontogeny without chronically elevating GC levels.



l1l. INTRODUCCION

Durante el desarrollo, el organismo es especialmente vulnerable a factores
ambientales. Estudios retrospectivos en humanos han mostrado que las
experiencias adversas durante las etapas tempranas de la vida (ej: abuso infantil,
violencia familiar o social, estrés laboral de la madre durante el embarazo, un
ambiente escolar agresivo, etc) aumentan la probabilidad de padecer
enfermedades neuroldgicas (i.e. depresion, esquizofrenia, abuso de drogas...) y la
vulnerabilidad al estrés en el adulto, lo cual desemboca en una hiper-actividad /
hiper-reactividad del eje neuroendocrino del estrés (Eje HPA) [1-4]. Sin embargo,
los mecanismos de esta programacion durante el neurodesarrollo no han sido
descritos.

Durante la ontogenia se establecen los parametros de funcionamiento de diversos
organos y tejidos, por lo que se ha propuesto que la estructura y funciéon de estos
puede ser “programada” o alterada de forma permanente en respuesta a ciertos
estimulos o agresiones durante periodos criticos del desarrollo (programacion
neuroendocrina, programacion glucometabdlica, etc) [5-9], de tal forma que las
alteraciones relacionadas con la exposicion a eventos adversos durante las
etapas tempranas de la vida podrian ser causadas por la exposicion al estrés
durante dichos periodos criticos [6], posibilidad que aun no ha sido evaluada

directamente.



La respuesta del organismo, en este caso la madre o el neonato, ante la presencia
de un estresor estimula las estructuras del sistema nervioso central (SNC) que
causan la activaciéon del eje Eje HPA y conduce a la liberacién de glucocorticoides
(GC) por las glandulas suprarrenales [10, 11].Mientras que la activacion aguda del
eje HPA es un mecanismo de defensa que permite contender con una amenaza,
la exposicion cronica al estrés esta relacionada con la aparicion de una gran
variedad de patologias como deficiencias inmunoldgicas, enfermedades
cardiovasculares y desordenes del afecto como la depresion y la ansiedad [12-14].
Especificamente, se cree que la sobre-activacion del eje HPA y la subsecuente

liberacion de GC pueden causar efectos dafinos sobre el organismo [14, 15].

Estrés y el eje Hipotalamo — Hipéfisis - Suprarrenales

La definicion de estrés es un concepto amplio que ha sido modificado a lo largo
del tiempo. Inicialmente Hans Selye introdujo el concepto de estrés y lo definid
como “una respuesta inespecifica del cuerpo a cualquier demanda” [16]. Este
concepto ha evolucionado, hasta llegar a la definicion multidimensional que
sostiene que el estrés es “un complejo repertorio de respuestas fisiolégicas, tales
como la activacion del eje HPA y del eje simpatico-adrenal, ademas de respuestas
conductuales como la ansiedad, el miedo, la ira, etc., que se activan o manifiestan
para restaurar amenazas a la homeostasis del organismo”.

En la actualidad es bien aceptado que la principal respuesta ante la presencia de
un estresor es la activacion del eje HPA junto con la activacion rapida del sistema
nervioso simpatico (SNP) - adrenal y la subsecuente liberacién de Adrenalina y

Noradrenalina [11, 17, 18]. Si bien, la exposicion a un estresor activa diversas

estructuras y regiones del Sistema Nervioso Central (SNC), el Hipotalamo, es la



region considerada como el organizador principal de las respuestas al estrés
(Figura 1), a través de la activacion del la actividad celular del nucleo
paraventricular (NPV) [18]. Durante la activacion del eje HPA la region
parvocelular del NPV libera la hormona, o factor liberador (a) de corticotropina
(CRH/CRF) a la circulacién del sistema portal hipotdlamo-hipofisiario via sus
proyecciones neurales. Una vez en la hipdfisis la CRH estimula la sintesis y
liberacion de corticotropina, también Illamada hormona adrenocorticotrépica
(ACTH), a la circulacién sistémica La ACTH viaja por la circulacion alcanzando,
entre otras estructuras, a las glandulas suprarrenales donde estimula la secrecion
de glucocorticoides [11]. En los humanos el principal glucocorticoide efector de la
respuesta al estrés es el cortisol, mientras que su homodlogo en ratas es la
corticosterona (CORT). Los glucocorticoides (GC) tienen efectos catabdlicos
importantes orientados a promover la movilizacion de fuentes de energia (i.e.
gluconeogénesis) lo cual da como resultado el aumento en la concentracion de
glucosa en sangre necesario para contender con situaciones de estrés [19, 20].
Los GC pueden atravesar la barrera hematoencefalica y entrar al cerebro en
donde se unen a dos tipos de receptores a esteroides adrenales: el receptor a
glucocorticoides (GCRs, Tipo Il) y el receptor a mineralocorticoides (MRs Tipo 1),
este ultimo de mayor afinidad [11, 21]. Se ha propuesto que algunos de los

efectos dafinos del estrés son mediados por la activacion de los GCRs [22].
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Figura 1: Esquema que ilustra a las estructuras involucradas en la activacion del eje
Hipotalamo — Hipéfisis — Suprarrenales (HPA) en respuesta al estrés. Durante la
respuesta al estrés el Hipotdlamo libera CRH a la circulacion sanguinea. Una vez en la
Hipofisis la CRH estimula la sintesis y liberacién de ACTH a la circulacion periférica la
cual viaja hasta las glandulas suprarrenales donde estimula la secrecién de GC (flechas
rojas). La CRH y los GC pueden activar sus propios receptores localizados en el
hipotalamo y el hipocampo causando la inactivacion del eje (flechas azules). (CRH:
hormona liberadora de Corticotropina, ACTH: hormona adrenocorticotropica)

El Sistema Nervioso Central (SNC), principalmente el NPV y el hipocampo, es
responsable de modular negativamente la respuesta al estrés, por lo que
alteraciones en su estructura y funcionamiento contribuyen a la desregulacion de
la respuesta al estrés [11, 17, 18, 23]. La exposicidon a experiencias adversas
modifica la reactividad al estrés y la funcion del hipotalamo a largo plazo[19, 24].

Se ha postulado que la sobre-activacion del eje HPA durante el desarrollo
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causada por la exposicién al estrés, podria causar alteraciones en las zonas
encargadas de la regulacion y activacion del eje HPA y aumentar la vulnerabilidad

al estrés en el adulto [24, 25].

Estrés e hipocampo.

El sistema limbico es un complejo de estructuras cerebrales compuesto
principalmente por el hipotalamo, el hipocampo, la amigdala, algunos nucleos
talamicos, el septum, la circunvolucion del cingulo y la corteza entorrinal. Este
sistema se ha relacionado ampliamente con las respuestas fisioldgicas ante
estimulos emocionales como el estrés [26]. Sus principales funciones son la
modulacién de la conducta sexual; aprendizaje y memoria; control de las
emociones asi como la regulacion y activacion de la respuesta al estrés [27, 28].
Durante la exposicidn a un estresor el sistema limbico interacciona velozmente (y
al parecer de forma independiente a las estructuras cerebrales superiores) con el
sistema endocrino y el sistema nervioso autonomo activando la respuesta al
estrés [27].

Es una estructura bilaminar, formada por el cuerno de Ammon, o hipocampo
propiamente dicho, y el giro dentado (GD) [29] que ejerce un papel importante
como modulador de la actividad del eje HPA [11, 27, 30-33]. Anatbmicamente el
hipocampo es una arqueocorteza que se divide en cuatro areas de las cuales CA1
y CA3 son las de mayor tamafio (Figura 2 inserto), conformado por tres capas
celulares fundamentales: la capa polimérfica, la capa piramidal y la capa

molecular.
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Figura 2: Diagrama esquematizado de la conectividad del sistema limbico y el
hipocampo (inserto). Las lineas continuas muestran las aferentes somatosensoriales al
hipotalamo a partir del cual la informacién sigue su ruta hacia la amigdala o el septo y
permiten la llegada de informacién a la corteza cerebral via el hipocampo. Las lineas
punteadas muestran las eferentes de retroalimentacién negativa desde el hipocampo
hacia el hipotalamo, el septo y la zona tegmental mesoencefalica. El inserto muestra la
conectividad detallada del circuito tri-sindptico del hipocampo a través de sus diversas
areas (via perforante-giro dentado-CA3-CAl).

De la misma forma, el giro dentado también consta de tres capas denominadas
capa molecular, granular (CG) y polimdrfica [29]. La principal ruta de entrada de
informacion al hipocampo es la via perforante (Figura 2 inserto), la cual proviene
de la corteza entorrinal y alcanza al GD [34]. Desde este las neuronas granulares
emiten las llamadas fibras musgosas que inervan la region CA3 del hipocampo
(Figura 2 inserto); que a su vez emite aferentes hacia la region CA1 formando el
llamado circuito tri-sindptico (figura 2 inserto) [35]. Desde CAl los axones se

proyectan a través del fornix hacia el subiculum y de aqui de nuevo a la corteza
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entorrinal y el hipotdlamo [29]. Ademas de la via perforante, el hipocampo también
recibe aferencias de la amigdala, la insula, el cingulo anterior, el area temporal
polar, asi como de las cortezas somatosensorial, auditiva y visual primarias.
Adicionalmente existen aferencias colinérgicas provenientes del septum, y
noradrenérgicas y serotoninérgicas que provienen del locus coeruleus y los
nacleos del rafé [29].

La via eferente principal del hipocampo es el fornix, que contiene los axones de
las células del subiculum y de las células piramidales del hipocampo [36]. Estas
proyecciones forman el alveus y convergen en el margen medial de la superficie
ventricular para formar la fimbria y posteriormente el férnix [37]. La formacion
hipocampal esta interconectada directa o indirectamente con los nlcleos septales,
el tdlamo, el hipotalamo, la formacion reticular y la corteza cerebral [36-38].

El hipocampo es una estructura que se ha relacionado con muchas de las
funciones que se ven alteradas a causa del estrés, ya que es un modulador
negativo de la actividad del eje HPA y del comportamiento de ansiedad [11, 39,
40] y contiene una alta densidad de receptores a GC [41]. Se ha observado que
las lesiones hipocampales y del fornix dan como resultado una recuperacion mas
lenta de los niveles de actividad del eje HPA después de un estimulo estresor [42-
45]. Por otro lado se ha visto que el hipocampo es una estructura implicada en la
regulacion del comportamiento de ansiedad [39] y forma parte del circuito
emocional que controla la activacion de la respuesta al estrés [46]. Asi mismo se
han caracterizado ampliamente los efectos del estrés sobre diversas regiones del
hipocampo. En el caso del GD la exposicion a estrés cronico o estrés psicosocial
afecta el comportamiento de los animales en las pruebas de reconocimiento y

localizacion de objetos [47] y ocasiona cambios en la densidad de las fibras
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musgosas [42]. La region CA3 del hipocampo es un area reconocida por su
capacidad plastica en respuesta a la elevacion de glucocorticoides [11, 48] y la
exposicién cronica al estrés se asocia con una disminucion tanto en el nimero de
sinapsis como en la superficie de las densidades postsinapticas de esta region asi
como atrofia de las dendritas apicales de las neuronas piramidales de CAl [42,
49-51]. Todos estos cambios son acompafados de alteraciones en tareas de
aprendizaje espacial [52-55] asi como de una supresion de la potenciacion a largo
plazo (LTP) [56, 57]. Es posible que los GC, secretados por las glandulas
suprarrenales después de la exposicion a un estresor, pudieran influenciar la
capacidad cognitiva [58, 59], sin embargo la elevacion prologada de GC debido a
la exposicion cronica al estrés causa un efecto deletéreo sobre la estructura y

funcién hipocampal [60].

Neurogénesis y Estrés.

Se denomina neurogénesis al proceso de generacion de nuevas neuronas, Su
diferenciacion, migracion y el establecimiento de conexiones nuevas. La
neurogénesis durante la ontogenia es el proceso de formacion de las neuronas y
dentro de un proceso mas amplio, el de formacion del sistema nervioso (SNC) o
morfogénesis [29]. Durante la ontogenia el hipocampo se origina en el telencéfalo
dorsomedial adyacente a la corteza. Los precursores de las células piramidales de
las regiones CA1-CA3 del hipocampo nacen de las células troncales
neuroepiteliales y migran de la region interna del cuerno de Amén hacia la
externa. En roedores las células piramidales se originan principalmente
prenatalmente con el pico maximo de neurogénesis durante la Ultima semana de

gestacion (E14 - E15). Posteriormente hay una migracion tangencial de
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interneuronas GABAérgicas hacia el hipocampo, las cuales desarrollan sinapsis
funcionales antes que las neuronas excitadoras. Una vez emplazadas las
neuronas piramidales del CA3 extienden sus aferentes (colaterales de Schaffer) y
establecen sinapsis con las neuronas de CALl. Las dendritas de las células
piramidales de CA3 continlan madurando y generando espinas después del
nacimiento .Estas espinas reciben la entrada sinaptica de los axones de las fibras
musgosas [61]. Las células granulares son la capa principal de células del GD y
en los roedores cerca del 85% de su poblacién se originan postnatalmente [62-
64], haciéndolas especialmente vulnerables al dafio causado por la activacion de
la respuesta al estrés. Se han descrito dos olas de migracién de los precursores
de células granulares. La primera de ellas denominada “dentada” (DM1) finaliza
antes del nacimiento y contribuye principalmente al crecimiento de la capa sub
granular (CSG). La segunda llamada DM2, da lugar a las células granulares de
origen posnatal las cuales migran radialmente de la capa subgranular a la cara
interna de la capa de células granulares (Figura 3.).

En el hipocampo la neurogénesis de la CG permanece activa hasta la etapa
adulta, donde se propone forma parte de los procesos plasticos de esta estructura
[65-67]. En el adulto se ha observado que factores ambientales como la
exposicion crénica al estrés, a un ambiente enriquecido, el ejercicio o sustancias
como glucocorticoides, estrogenos o serotonina regulan la neurogénesis del GD
promoviendo o disminuyendo tanto la proliferacion como la supervivencia celular
[66]. Particularmente, se ha demostrado que la exposicién al estrés causa una
disminucién en la neurogénesis hipocampal, pero este efecto parece ser
dependiente tanto de la naturaleza como de la duracion del estresor [66]. Por

ejemplo en ratas macho, el estrés causado por la exposicidbn al olor de un
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depredador, inmovilizacion o el estrés impredecible, causan una disminucion en la
neurogénesis del GD hasta una semana después de ser sometidos al estrés [67-

72].
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Figura 3: Neurogénesis postnatal en el hipocampo. En el panel superior se observa
una vista coronal del hipocampo de roedores, mostrando las diferentes regiones del
hipocampo. La proliferacion celular se lleva a cabo en la CSG del GD, la cual se
encuentra localizada en la interfase entre la CG y el hilus. Las células migran de la CSG
hacia la CG, mientras se diferencian a neuronas maduras. En el panel inferior
observamos la secuencia de fenotipos celulares involucrados en el desarrollo neuronal
junto con los marcadores que permiten su identificacion. (Tomado de Abreus y le Moal 2005;
DG: giro dentado, CG: capa granular, CSG: capa subgranular)

Debido a que el hipocampo es una estructura con una alta concentracion de GCR
y los efectos del estrés obre la neurogénesis del GD pueden ser prevenidos
mediante la adrenalectomia [73, 74], el tratamiento con antagonistas de GC [75] o
el bloqueo crénico de los receptores a CRF: CRF1 y V1B [76] se ha propuesto que
el efecto del estrés sobre la neurogénesis hipocampal podria ser causado
directamente por las altas concentraciones de GC durante la activacion del eje

HPA [67, 72, 75, 77-79].
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V. ANTECEDENTES

La separacion maternal (MS) en ratas es el modelo experimental mas utilizado
para estudiar los efectos de las experiencias adversas durante las etapas
tempranas de la vida [80-82]. Al analizar el comportamiento de los animales
sometidos a MS en la etapa adulta, se ha visto que presentan un repertorio de
alteraciones conductuales y neuroendocrinas similares a aquellas observadas en

pacientes con depresion o ansiedad [83, 84].

Modelo Experimental.

La separacion maternal (SM) en roedores se ha utilizado tanto como un modelo
de estrés cronico (separacion maternal periédica) como un modelo de estrés
agudo (SM aguda). La SM periédica consiste en una separacion diaria con una
duracién de una (SM60) a 3 horas (SM180), mientras que la SM aguda consiste
en mantener a las crias lejos de su madre por un periodo de 24 horas (SM24 hrs).
En ambos casos las crias son removidas del cuidado de su madre por un tiempo
determinado en algiin momento durante las primeras dos semanas de vida. Se ha
observado que en condiciones silvestres las madres nunca permanecen
separadas de sus crias por mas de 15 min, por lo que se cree que periodos
mayores a éste son percibidos por la cria como una amenaza a su supervivencia
[85, 86]. Por esta razon la MS breve o menor a 15 min. no es un estimulo lo

suficientemente fuerte como para desencadenar la activacion del eje HPA, y no se
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considera un evento adverso. En el caso de la SM prolongada, se ha demostrado
gue es necesario gque las crias permanezcan un minimo de 60 minutos separadas
de su madre para desencadenar por completo la respuesta al estrés [87-90].

Durante la etapa postnatal, la madre se encuentra continuamente limpiando y
acicalando a la progenie [91]. Este tipo de estimulacion es crucial para el
desarrollo neurolégico de las crias y se encuentra estrechamente relacionada con
la respuesta neuroendocrina al estrés en el adulto y la conducta de ansiedad. Se
ha observado que la progenie de madres que limpian y acicalan poco a sus crias,
son mas vulnerables al estrés en el adulto y viceversa y este efecto puede ser
emulado por la estimulacion tactil realizada por el investigador [92]. Por ello, la SM
es uno de los estresores mas potentes a los cuales se puede exponer a las crias
durante el periodo postnatal, ya que esta, no solo los priva de la estimulacion
proveniente de la madre, sino que también afecta el comportamiento materno al

momento de la reunidn con la camada [90],

Respuesta Neuroendocrina Postnatal a la SM.

Durante la ontogenia el estado de maduracién del eje HPA lo vuelve mas
vulnerable a ser “programado” por la influencia de la experiencia temprana. En
roedores, el espacio de tiempo que va del dia postnatal (PND) 4 al 14, se ha
denominado “periodo hiporesponsivo al estrés” (SHRP) y se caracteriza por una
falta de liberacién de GC en respuesta a muchos estimulos que son considerados
estresores en el adulto [90]. Se ha propuesto que la inhibicibn constante y
sostenida del eje HPA durante este periodo, permite la organizacién correcta de
las estructuras del SNC que controlan la respuesta al estrés y en consecuencia

una reactividad normal del eje en el adulto [73, 93, 94]. La SM es un evento
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adverso lo suficientemente fuerte como para sobrepasar los mecanismos
inhibidores del SHRP y activar la respuesta del eje HPA [93, 95, 96] (Figura 4). En
la cria, a diferencia de los adultos, la activacion de la respuesta de ACTH y CORT
al estrés depende principalmente de AVP mas que de CRH [97-99]. Ademéas de
gue durante el SHRP las respuestas centrales de CRH y AVP a estresores
moderados se encuentran presentes aun cuando el resto del eje se encuentra
atenuado [100]. Por otro lado se ha observado que durante el SHRP los
estresores moderados como la inmovilizacion no logran activar la respuesta del
eje HPA por si solos, pero si lo hacen en aquellas crias que han sido sometidas a
SM180. Esta activacion de la respuesta del eje HPA va acompafiada de una
desregulacion de los sistemas de AVP y CRH en el NPV [101] por lo que se ha
propuesto que estos neuropéptidos modulan de forma sinérgica la respuesta al
estrés durante la ontogenia.

Debido a que los GC pueden ejercer efectos deletéreos sobre el desarrollo del
hipocampo y el SNC en general [32, 73, 93, 94, 102-104], se ha propuesto que la
elevacion cronica de CORT debida a la exposicion continua a la SM podria causar
alteraciones en la ontogenia del hipocampo y de esta forma programar la actividad
del eje HPA en el adulto [19, 99, 105] (Figura 4). Si bien, la respuesta de la cria a
un episodio agudo de SM (24 hrs) ha sido ampliamente descrita, existen pocas
evidencias que determinen el efecto de la SM sobre la actividad basal del eje HPA
durante el SHRP. Por un lado, se ha mostrado que al PND7 crias sometidas a SM
no presentaban diferencias en los niveles basales de CORT al compararlos con el
grupo SM15, pero que estas concentraciones aumentan en respuesta a la

separacion [106].
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Alteraciones Fisioldgicas causadas por la SM.

Originalmente se demostrd que los periodos de SM largos causan una serie de
alteraciones conductuales y cardiacas en el neonato [107, 108]. Mientras que las
respuestas conductuales (ej: aumento de vocalizaciones ultrasénicas) son
consecuencia de los trastornos neuroendocrinos ocasionados por la falta de
contacto con la madre, las alteraciones cardiovasculares y metabolicas, como la
disminucién en el ritmo cardiaco, son ocasionadas por deficiencias nutricionales
[90]. Por esta razon se ha propuesto que la SM24 es un modelo de estrés agudo
qgue involucra tanto el componente neuroendocrino como el nutricional. Por el
contrario la SM periédica (SM180, SM120, SM60) es un modelo que no involucra
el factor nutricional, ya que las crias no permanecen lejos de la madre por
periodos lo suficientemente largos como para alterar su ciclo alimenticio [109]. A
largo plazo, los animales sometidos a SM presentan un gran repertorio de

alteraciones fisiolégicas y conductuales.

a) Neuroendocrinas:

Una de las principales alteraciones a largo plazo que se observan en los animales
sometidos a SM es una desregulacion del eje HPA y su capacidad de responder al
estrés en la etapa adulta, y se ha propuesto que esta desregulacion es una de las
causas de las alteraciones fisioldgicas y del comportamiento que se observan en

el adulto.
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Figura 4: Modelo tedrico del efecto de la SM sobre la actividad del eje HPA durante
el SHRP y las consecuencias neuroendocrinas a largo plazo. En condiciones
normales las concentraciones de GC se encuentran disminuidas debido al mecanismo
protector del SHRP, esto permite la adecuada organizacion del SNC y las estructuras
encargadas de la modulacion del eje HPA. La SM causa una elevacion en la respuesta de
CRH y AVP en el NPV del Hipotadlamo de las crias, lo cual repercute en una elevacion
cronica de los niveles de GC y una organizacion deficiente del SNC. Esto causa una
deficiencia en el asa de retroalimentacion negativa del eje HPA en el adulto, lo cual
repercute en una hiper — actividad / hiper -reactividad del eje. (SHRP: periodo
hiporesponsivo al estrés; HPA: hipotdlamo — Hipdfisis — Suprarrenales; CRF: factor liberador de
corticotropina; AVP: arginina- vasopresina; PVN: nucleo paraventricular, GC: glucorticoides).

Los animales sometidos a SM muestran una mayor tasa de actividad del eje HPA
en condiciones basales [110-112] y en respuesta al estrés [113-116]. Este
aumento en la respuesta neuroendocrina al estrés va acompafiado de un aumento
en los niveles de mRNA a CRH en el nacleo PVN del hipotalamo [116]. En casi
todos los casos estos efectos persisten a lo largo de la vida y van acompafados

de un aumento en los niveles hipotalamicos de mRNA a CRH y AVP [19, 117,
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118]. La regulacion negativa de la sintesis de los factores liberadores de ACTH es
controlada, en parte, por el asa de retroalimentacion negativa en la cual los
niveles de GC circulantes actian a diferentes niveles del SNC para disminuir la
expresion de los genes de CRH y AVP. Las experiencias durante la vida
temprana, como la SM, pueden afectar la densidad y expresion génica de los
GCR en el SNC y de esta forma regular la sintesis de CRH y AVP [19, 119, 120].
Adicionalmente se ha observado que cuando estas diferencias en la densidad de
GCR se revierten de forma transitoria, también lo hacen las diferencias en la
reactividad del eje HPA [90], por lo que se propone que la SM causa alteraciones
en el sistema de retroalimentacion negativa del eje HPA tanto a nivel del NPV
como en el hipocampo [19, 121] que ocasionan una desregulacion en la funcién

del eje HPA en el adulto.

b) Sistema Nervioso Central:

Se cree que la hiper-reactividad del eje HPA observada en los animales SM,
podria ser causada por una mayor respuesta de CRF a nivel del Hipotadlamo [90],
ya que se ha observado un aumento en la concentracion del mRNA a esta
hormona en el PVN de animales adultos [122, 123] .En estos animales también se
ha visto que existe una disminucion en la densidad de receptores a GC en el PVN,
por lo que se ha propuesto que existen deficiencias en la retroalimentacion

negativa del eje, que dan origen a las respuesta exacerbadas al estrés [19, 122].

HIPOCAMPO Y SM
Se observado que las manipulaciones postnatales como la SM y la SM15

modifican la densidad de GCR en el hipocampo y la corteza prefrontal [19, 123] y
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una disminucion en la densidad de las fibras musgosas de la regién CA3 del
hipocampo [106] y el marcador de plasticidad sinaptica NCAM [124]. El
tratamiento con antagonistas de GCR y adrenoreceptores revierten
completamente estas deficiencias cognitivas, por o que se propone que el efecto
de la SM podria ser mediado por estos sistemas [122]. Adicionalmente, se sabe
que la actividad del receptor a GC nuclear en esta region del hipocampo puede
ser regulada por el ambiente y que esta modulacion se ve alterada en los

animales sometidos a SM. [120].

Se ha propuesto uno de los mecanismos responsables de los efectos a largo
plazo de la SM podria ser la disminucion de la neurogénesis hipocampal [72]. Los
animales sometidos a SM se caracterizan por una disminucién en la neurogénesis
[125, 126] y el numero de células [127] de la capa granular del GD, asi como del
namero total de células en el hipocampo adulto [128]. En 2004. Mirescu y
colaboradores demostraron que la SM causa una disminucion en la proliferacién
de neuronas inmaduras del giro dentado en ratas adultas y que este efecto se
puede revertir disminuyendo los niveles de glucocorticoides por debajo del control.
Ademas estos estudios mostraron que la SM reduce el niamero de neuronas
inmaduras, pero no de neuronas maduras, que se incorporan al GD en el adulto
[126]. Por otro lado también se demostré que la disminucidén en la neurogénesis
inducida por la SM puede ser blogueada en animales adrenalectomizados, por lo
gue se propone gue la CORT podria ser un factor mediador esencial del efecto
observado en los animales sometidos a SM en el adulto. Este efecto puede ser
causado por una hipersensibilidad de los precursores neurales hipocampales a la

CORT.[126].
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Mientras que el efecto de la SM sobre la estructura y funcion hipocampal en el
adulto esta ampliamente descrito, aun es poco claro el efecto que esta ejerce
durante la ontogenia. Se ha mostrado la SM del PND1 al 21 disminuye el nimero
de células no marcadas contra el marcador neuronas maduras NeuN ni el
marcador de células gliales GFAP en la CSG del GD al PND21 [127] cuando las

crias se encuentran fuera del SHRP y proximas al destete.

c) Alteraciones Conductuales causadas por la SM:

Conducta de ansiedad

En roedores, las principales pruebas conductuales para evaluar la conducta de
ansiedad son: el laberinto elevado en cruz (EPM) y la prueba del campo abierto
(OF). En ambas pruebas se expone al animal a un conflicto emocional entre su
necesitad de permanecer en lugares obscuros y protegidos, y su necesidad innata
de explorar su ambiente, de tal forma que una conducta de menor
exploraciéon/movilidad se asocia con una mayor conducta de ansiedad [129]. Es
ampliamente aceptado que la SM afecta la respuesta de ansiedad evaluada
mediante ambas pruebas [80, 84, 113, 130]. Sin embargo, aun existe una gran
cantidad de discrepancias a lo largo de los datos concernientes al comportamiento
de ansiedad en los animales sometidos a SM [125, 131-133].

Conducta depresiva.

Se ha observado que la SM causa un comportamiento parecido a la depresién
desde etapas juveniles [84] y que prevalece hasta la edad adulta [84, 90, 134].
Estos animales mostraron una disminucién en la actividad exploratoria en la
prueba del campo abierto, lo cual también esta relacionado con un aumento en la

conducta tipo depresiva [84]. En la prueba del nado forzado se ha observado que
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los animales sometidos a SM durante la etapa postnatal presentan un mayor
tiempo de inmovilidad, lo cual se interpreta como una estrategia mas pasiva en
respuesta al estrés y por lo tanto una conducta tipo depresiva [84, 122, 135] y no
muestran desesperanza aprendida al segundo dia de prueba [84].

Por otro lado, los machos sometidos a SM durante la etapa postnatal son mas
vulnerables en un modelo de induccion de sindrome de estrés post-traumatico o
PTSD [136], pero esta vulnerabilidad no aumenta cuando se presenta la SM

sumada a la exposicion a un evento estresor en la vida adulta [137].

Aprendizaje y memoria.

La SM periddica durante la etapa postnatal causa una disminucién moderada en
el aprendizaje espacial evaluado mediante el laberinto acuatico de Morris [90],
[122, 126] el cual se encuentra relacionado con una disminucién en las fibras
musgosas del hipocampo [90]. También se ha observado que los animales
sometidos a SM muestran deficiencias cognitivas en la prueba del reconocimiento
de objetos [122] las cuales podrian ser explicadas por la disminucion en la
neurogénesis del Giro Dentado del Hipocampo que se observa en estos animales
[138].

A pesar de que los efectos de la SM sobre el hipocampo y la actividad del eje HPA
del adulto han sido ampliamente -caracterizados, los mecanismos del
neurodesarrollo de esta programacion no han sido determinados. Debido a que
las concentraciones elevadas de GC causadas por la activacion de la respuesta al
estrés pueden alterar la estructura y funcion hipocampal, Se ha propuesto que la
exposicidn a experiencias adversas durante las etapas tempranas de la vida

causa alteraciones en la reactividad del eje Hipotdlamo - Hipdfisis —Suprarrenales
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(HPA) mediante una elevaciéon crénica de los niveles de Glucocorticoides (GC)
durante periodos especificos del desarrollo. Esta elevacion de GC durante las
etapas mas sensibles podria afectar la ontogenia del hipocampo y de esta forma
alterar el asa de retroalimentacion negativa del eje HPA, Sin embargo esta
hipétesis no ha sido demostrada ya que no existen estudios que evalien de forma
detallada el efecto de la SM sobre la ontogenia de esta estructura y la respuesta
neuroendocrina del neonato durante el periodo de tiempo en el cual las crias son

sometidas al estrés.
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V. HIPOTESIS

La exposicién a experiencias adversas durante las etapas tempranas de la vida
causa alteraciones en la reactividad del eje HPA debidas a una deficiencia en la
modulacién negativa del eje a nivel hipocampal. En el presente trabajo
proponemos que el estrés por separacion maternal periddica perjudicara el
desarrollo del hipocampo, influenciando la sobrevivencia de las células granulares
recién generadas, sin elevar crénicamente los niveles de GC circulantes. Esto
contribuird a la programaciéon de la actividad del eje HPA y resultard en

alteraciones conductuales y neuroendocrinas en el adulto.

28



VI. OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar el efecto de la activacion del eje HPA causada por la Separacion Maternal
(SM) sobre la ontogenia del hipocampo asi como sus efectos neuroendocrinos y

conductuales en el adulto

Objetivos Particulares:

1. Evaluar el efecto de la SM sobre la ontogenia del hipocampo.

1.1. Realizar una estimacion estereoldgica del nimero y la densidad de los
ndcleos marcados con Bromodeoxiuridina (BrdU) que sobreviven en el GD del
hipocampo de crias de 15 dias de edad (PND15) control y sometidas a separacion
maternal (SM).

1.2. Determinar el fenotipo celular de los nucleos marcados con BrdU que
sobreviven en el GD del hipocampo al PND15 .

1.3. Evaluar el efecto de la SM sobre la distribucion septo-temporal de las células
marcadas con BrdU que sobreviven en el GD del hipocampo de crias de 15 dias

de edad (PND15) control y sometidas a separacion maternal (SM)

2. Evaluar el efecto de la SM sobre la actividad del eje HPA durante el desarrollo.
2.1. Evaluar el efecto de la SM sobre la curva de crecimiento posnatal y el peso
corporal, la talla y el peso relativo de las glandulas suprarrenales y el timo al
PND15.

2.2. Determinar la concentracién basal de CORT en sangre troncal al PND 3, 6, 9

y 12 de crias control y sometidas a SM
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2.3. Determinar las concentraciones de CORT en respuesta al estrés en sangre
troncal antes (PND3) y durante el periodo hiporesponsivo al estrés (PND12) de

crias control y sometidas a SM

3. Confirmar las alteraciones neuroendocrinas y conductuales causadas por la SM
en el adulto.
3.1. Determinar la concentracion de CORT basal y en respuesta al estrés en
animales adultos control y sometidos a SM.
3.2. Evaluar la conducta tipo depresiva y la conducta de ansiedad de los animales
adultos control y sometidos a SM en la prueba de nado forzado y el laberinto

elevado en cruz.
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VIl. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron camadas de ratas (rattus norvegicus) de la cepa Sprague Dawlwy
control (CONT) y sometidos a separacion maternal (SM). El dia de nacimiento se
designé como dia postnatal (PND) cero. Al PND1 se determind el sexo de las
crias y las camadas fueron ajustadas a 8. La mitad de las camadas se utilizaron
como control y permanecieron sin perturbar durante todo el periodo anterior al
destete excepto para la limpieza rutinaria de cajas. El resto de las camadas se

sometieron a un esquema de separacion maternal periddica (SM, Figura 5).

A. NEUROGENESIS | Alustar

camadasa
8crias
BrdU
Nacimiento \1,\1, Sacrificio

) I Control/ Sepa:'acién Maternal 3horasdiarias

PNDO PND1 PND5 PND14 PND15

b. ACTIVIDAD DEL EJE HPA DURANTE EL DESARROLLO

Sacrif Sacrif Sacrif Sacrif

Nacimiento \L \I/ \L \L

| Control/ Separacion Maternal 3horasdiarias
L L L L L

PNDO PND1 PND3 PND6 PND9 PND12 PND15
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Estrés Estrés

C. EVALUACION CONDUCTUAL Y NEUROENDOCRINAEN EL ADULTO
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Nacimiento \l/ \l/
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Figura 5: Disefio experimental. Linea de tiempo representando el disefio experimental
para a) la administracion de BrdU y la evaluacion del efecto de la SM sobre la
neurogénesis hipocampal; b) la actividad del eje HPA durante el desarrollo y c) la
evaluacion neuroendocrina y conductual de los animales adultos. (PND: dia postnatal, BrdU:
Bromodeoxiuridina HPA: Hipotalamo-Hipdfisis-Suprarrenales, CONT: control, SM: separacion
maternal, EPM: laberinto elevado en cruz y FS: prueba de nado forzado.)
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Para la SM las camadas completas fueron separadas de su madre diariamente
por tres horas del PND1 al PND14 (9:00 a 12:00 aprox.). Con el objetivo de
evaluar el efecto de la SM sobre la ontogenia del hipocampo los animales fueron
inyectados con Bromodeoxiuridina (BrdU) al PND5 y se dejaron sobrevivir por
diez dias mas (Figura 5a). Adicionalmente se utilizaron grupos de crias CONT y
SM sacrificadas al PND3, PND6, PND9 y PND12 para la determinacion de la
actividad postnatal del eje HPA (Figura 5b). Al dia del sacrificio se determiné el
peso y la talla de las crias para monitorear su desarrollo postnatal. Adicionalmente
se considero el peso de las glandulas suprarrenales y el Timo como parametros
de estrés. Un grupo adicional de camadas se dejo sobrevivir hasta la etapa adulta

para la evaluacion conductual y neuroendocrina (Figura 5c).

32



Vill. MATERIALES Y METODOs

Animales y separacion maternal.

Se utilizaron camadas de ratas de la cepa Sprague.Dawley para todos los
experimentos. En cada camada el nimero de animales se ajusté a 8 después del
nacimiento (4 hembras y 4 machos) para disminuir los efectos del tamafio de la
camada y la competencia por el alimento. Los animales tuvieron libre acceso a
comida y agua y se les mantuvo en un cuarto con temperatura y luz controlada de
acuerdo a las normas nacionales e internacionales de uso y cuidado de animales
de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999, NRC-USA[139]). El dia de nacimiento se
consider6 como PNDO. Al PND1 las madres fueron separadas brevemente del
nido con la ayuda de un panel y se determin6 el sexo y numero de las crias.
Posteriormente, las camadas completas fueron separadas en una caja de acrilico
con aproximadamente 2 cm de una mezcla de aserrin y material del nido de la
madre por tres horas diarias desde el PND1 hasta el PND14 en un cuarto
independiente a la colonia y a temperatura controlada (30-35°), mientras que los
animales control permanecieron sin perturbar con su madre hasta el destete,
excepto para la limpieza rutinaria de cajas.

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la guia del
Instituto de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH) para el cuidado

y uso e animales de laboratorio (Publicacion NIH No. 80-23, 2008) y la Norma

Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999) de Especificaciones Técnicas para el
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Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. El protocolo de Investigacién fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto Mexicano del Seguro

Social, México.

Evaluacion de la neurogénesis hipocampal durante la ontogenia.
Inmunohistoquimica (ICQ)

Los animales se inyectaron con una doble dosis de Bromodeoxiuridina (BrdU,
50mg/Kg.) al PN5 y se sacrificaron al PN15 con una sobredosis de pentobarbital
sodico (45 mg. /Kg. de peso corporal). Posteriormente fueron perfundidos por via
cardiaca con 200ml de solucion salina (NaCl 0.9%) y fijador (Paraformaldehido 4%
en amortiguador de Fosfatos 0.1M, pH 7.4). Se extrajeron los cerebros y se
colocaron en fijador por 24 horas y posteriormente se lavaron dos veces con
Amortiguador de Fosfatos (PB 0.1M, pH 7.4) y se colocaron en una solucién de
sacarosa al 30% en PB hasta su procesamiento. Los cerebros se congelaron y se
obtuvieron cortes sagitales seriados de 40um de grosor en un criostato a —22°C y
se colocaron en solucion crioprotectora (Glicerol 25%, Etilenglicol 25%, PB 50%)
hasta la inmunotincion.

Se estandarizaron las inmunocitoquimicas (ICQ) sencilla para BrdU y doble para
el marcador de neuroblastos doblecortina (DCX) y BrdU (BrdU-DCX), el marcador
de neuronas maduras NeuN y BrdU o el marcador de células gliales GFAP y
BrdU. Las rebanadas fueron pre-tratadas con una solucion de perdxido de
hidrogeno al 3% (Sigma) en amortiguador de fosfatos con tritdbn (PBT 0.1M, triton
X-100 0.3%) para bloquear las peroxidasas enddgenas. Posteriormente se agregd

una soluciéon de formamida al 50% en Buffer de Citratos (2xSSC: 0.3M NacCl,
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Citrato de Sodio 0.03M) a 67°C y HCI 1N a 37°C para desnaturalizar y exponer el
DNA, como previamente se ha descrito (Mendoza-Torreblanca y cols. 2007). Al
finalizar el pre-tratamiento las rebanadas fueron incubadas en amortiguador de
boratos (0.1M, pH 8.5) para regresarlas a pH fisiologico y se realiz6 una ICQ
contra BrdU (Mouse anti BrdU, Roche Molecular, 1:10 000, 48 hrs a 4°C)
utilizando un anticuerpo secundario acoplado a biotina (Goat anti Mouse 1:750,
Vector Laboratories); o una doble ICQ para BrdU-DCX (Goat anti human Dcx,
1:1000, Santa Cruz. CA, 48 hrs a 4°C), para BrdU-NeuN (Ms anti NeuN, 1:10,000,
Chemicon-Millipore, 48 hrs a 4°C) o para BrdU-GFAP (Rbt anti GFAP, 1:10,000
Chemicon-Millipore, 48 hrs a 4°C); utilizando un anticuerpo secundario biotinilado
(rbt anti Goat, 1:750, Chemicon: Dky anti Ms 1:750, Vector o Goat anti rbt, 1:750,
Sigma.). A todas las ICQ se les realizé una amplificacion con avidina-biotina (Elite
ABC kit, Vector Laboratories.) y se revelaron con el método de la peroxidasa
utilizando como sustrato Ni-DAB para BrdU, DAB para Dcx o NeuN (Hoffman y
cols., 1992) y NovaRed TM (Vector) para GFAP. Todo el proceso se realizé por

flotacion a temperatura ambiente.

Conteo celular.

Se realiz6 un muestreo sistematico aleatorio a lo largo de todo el plano sagital del
hipocampo (eje septo-temporal) de las crias CONT (n =7) y SM (n = 7) diez dias
después de la inyeccion con BrdU (Figura 6). Este muestreo consiste en
seleccionar de manera aleatoria una serie de cortes (240 um de distancia entre
cada uno) de cada rata, de tal forma que todas las partes de la estructura tengan
la misma probabilidad de ser evaluadas. Para esto se obtuvieron cortes sagitales

de 40um de grosor de todo el hipocampo y se colocaron de forma secuencial en
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12 tubos de microcentrifuga conteniendo solucion crioprotectora (25% etilenglicol,
25% glicerol, 50% buffer de fosfatos). Posteriormente se selecciono una serie de
uno de cada seis cortes (ej: tubo 1y 7) de cada rata mediante un sorteo (Figura 6)
para la ICQ. Al terminar el protocolo de ICQ los cortes se colocaron sobre
laminillas y se montaron con Cytoseal 60 (Richard-Allan Scientific). Las laminillas
se observaron con un microscopio de campo claro (Axioscope, Karl Zeiss) y un
objetivo de 40X. Se obtuvieron datos de las hojas ventral y dorsal del GD y sus
areas correspondientes asi como de la zona rostral del Hilus. La evaluacion del
area (mm?®) de la capa Granular y Subgranular del GD se realizé6 mediante el
sistema de analisis de imagenes Axiovision Rel 4.0 (Karl Zeiss) y el uso de un
objetivo 5X. Se utilizaron estos datos para calcular el volumen de la capa granular

del GD mediante el principio de Cavalieri; en el cual el volumen de una muestra

V,=T5A,

se puede estimar mediante el uso de la formula: Donde el
volumen es la suma de las areas de cada corte con un grosor T (40um)
multiplicado por la distancia de muestreo (240um). La densidad total de células

marcadas contra BrdU (No de cels/mm®) fue estimada mediante el uso de la

formula: Ny = Q_/ah, donde Q_ es el nimero de nucleos positivos, a es el

area de cada corte y h es la distancia entre cada corte (240um) [127, 140].

Para la evaluacion del efecto de la SM sobre la region del Hilus calculamos la
densidad promedio de células marcadas contra BrdU en la zona rostral del Hilus
mediante la division del conteo de nucleos positivos sobre su éarea
correspondiente (No cels/mm?).

Adicionalmente se analizo la distribucion de las células marcadas contra BrdU a lo

largo del eje septo — temporal de la capa granular y subgranular del GD. Para esto
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se utilizaron los datos de las estimaciones del No de nucleos positivos y la
densidad de cada corte iniciando en la coordenada 4.2L (Figura 6) y considerando
como factor la localizacién en el eje septo — temporal (No de corte) de cada una

de las secciones.

lat. £ 4.2 mm ) 175

Figura 6: Andlisis sagital a lo largo del eje septo — temporal del hipocampo.
Diagrama esquematizado de la obtencion de una serie cortes sagitales a lo largo del eje
septo-temporal del hipocampo. En la parte superior se muestran las secciones temporales
del GD (inicio de la numeracién) mientras que en la parte inferior se muestran las
secciones septales del GD. Las flechas representan el rango de secciones utilizadas para
el andlisis (desde lateral £ 4.2 hasta = 0.4 mm; GD: Giro Dentado).
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ACTIVIDAD DEL EJE HPA DURANTE EL DESARROLLO.

Se obtuvieron muestras de sangre troncal de animales CONT y SM sacrificados
por decapitacion al PND3 (n = 5), PND6 (n =5), PND9 (n =5) y PND 12 (n =5) en
condiciones basales. Grupos adicionales de camadas se utilizaron para la
determinacion de la magnitud de la respuesta al estrés antes del inicio del SHRP
(PND3) y durante el SHRP (PND12). Para esto las crias CONT y SM (n = 4 por
grupo) fueron sacrificadas por decapitacion después de someterse a un episodio
de estrés por separacion maternal (3hrs, 37°C en un cuarto independiente a la
colonia). Las muestras de sangre se colectaron en tubos conteniendo 5ul de
EDTA al 8% y 15ul de aprotinina, se centrifugaron por 10 min (2X, 5000rpm, 4°C)

para separar el plasma y se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

EVALUACION NEUROENDOCRINA EN EL ADULTO.

Los animales machos CONT y SM adultos (PN70-80) fueron implantados con un
catéter en la vena yugular para la recoleccion de muestras de sangre. El dia de la
cirugia los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (80 mg/kg)
mas Xilacina (6 mg/kg) y se les realiz6 una incisién de aproximadamente 1 cm de
largo sobre la clavicula para disecar la vena yugular. Se insertd un catéter de 10
cm de longitud (sylastic, 2cm, Tuberia de polietileno 1mm OD, 8 cm) lleno con
heparina en solucion salina (100u/ml), en la vena yugular interna derecha y se
aseguro6 con hilo de seda negra (3-0). El extremo libre se extrajo por la nuca y se
asegur6 fuera del alcance de la rata. Los animales fueron manipulados
diariamente para habituarlos al manejo y se dejaron recuperar. Una semana
después de la implantacion del catéter los animales se sometieron a un periodo de

15 minutos de estrés por inmovilizacion y se tomaron muestras de sangre basales,
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5, 15 y 60 min. posteriores al estrés. Las muestras de sangre se colectaron en
tubos conteniendo 5ul de EDTA al 8% y 15ul de aprotinina, se centrifugaron por
10 min (2X, 5000rpm, 4°C) para separar el plasma y se almacenaron a -70°C

hasta su procesamiento.

ENSAYOS HORMONALES (ELISA).

Las concentraciones de CORT. se analizaron por el método de ELISA mediante
el uso de un estuche comercial (Corticosterone Immunoassay kit, Assay Designs)
con el protocolo modificado para muestras de volumen pequefio de acuerdo a las
especificaciones del proveedor. Brevemente: las muestras de plasma
provenientes de crias se diluyeron 20 veces en solucion de ensayo (assay buffer)
y se les agregaron 10ul de reactivo para desplazar esteroides (SDR). Las
muestras de plasma proveniente de adultos se diluyeron 40 veces en la misma
solucion y se les agregaron 5ul de reactivo SDR. Posteriormente se colocaron en
una caja de 96 pozos junto con los controles correspondientes (blanco: solucién
de ensayo) y la curva estandar. A todos los pozos menos el blanco se les agregé
50ul de solucion de conjugado y 50ul de solucion con un anticuerpo primario anti
CORT de rata. Las muestras se dejaron incubar 2 hrs a TA en agitacion (500rpm)
y se lavaron 5 veces con solucion de lavado (wash buffer). A los pozos secos se
les agrego 50 ml de solucion de revelado (PNpp substrate) durante una hora. Para
detener la reaccién se utilizé 50 ml de soluciéon stop. Leer a 405nm con una

correcciéon a 570-560.
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EVALUACION CONDUCTUAL EN EL ADULTO

Laberinto elevado en cruz

Este laberinto (EPM, por sus siglas en inglés) ha sido validado para la deteccion
de respuestas emocionales a sustancias ansiogénicas y ansioliticas (Pellow y
cols, 1985). Esta prueba se basa en la creacion de un conflicto entre la naturaleza
exploratoria de la rata y su miedo innato a las areas abiertas y expuestas. En esta
prueba se toman en cuenta las entradas a los brazos abiertos o cerrados del
laberinto, asi como el tiempo que permanecen en dichos brazos. Las entradas
pueden ser parciales o completas dependiendo de si el cuerpo del animal se
encuentra totalmente dentro de un compartimento (completa) o si este Unicamente
lo explora con la cabeza y las extremidades superiores. En el laberinto en cruz
elevada evaluamos los siguientes parametros: a) Porcentaje de entradas a los
brazos abiertos con respecto al total, b) Porcentaje de tiempo que los animales
permanecen en el brazo abierto con respecto al tiempo total de la prueba (5 min),
c) Numero de entradas completas al brazo abierto y ¢) numero de entradas al
brazo cerrado (locomocién). EI comportamiento de las ratas durante la prueba fue
registrado mediante la ayuda de un programa de computo de manufactura casera

(PLUSMAZE, MSDOS)

Prueba de Nado Forzado

La prueba del nado forzado es un ensayo ampliamente caracterizado para la
evaluacion de comportamientos depresivos asi como la validacion de sustancias
antidepresivas en la rata. En esta prueba se evalla si la rata mantiene una
estrategia pasiva 0 activa en respuesta a un estresor; para esto se utilizd un

cilindro de acrilico transparente de 30 cm de diametro y 50 cm de altura, el cual se
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llené con agua destilada hasta los 40 cm a 21°C. El dia de la prueba los animales
se colocaron en el tanque por un periodo de 10 minutos durante los cuales se
registr6 su comportamiento con la ayuda de un programa de cOmputo de
manufactura casera (EVENTLOG, MSDOS). En la prueba de nado forzado
evaluamos el tiempo que los animales permanecen pataleando o escalando
(romper activamente el plano del agua), nadando (movimiento de alguna de las
extremidades) o en actitud de flotacion (las cuatro extremidades inmoviles), al

igual que la latencia a flotar.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como promedios + error estandar de la media de la
muestra (n bioldgica). En los casos apropiados, se realizaron comparaciones
estadisticas por la prueba de la t de student o por analisis de varianza seguidos
por una correccion post-hoc de Tukey o Newman-keuls para las pruebas
conductuales. Para el analisis sagital del hipocampo los datos fueron graficados
como densidad o numero de nucleos en cada seccién del eje, se realiz6 una
prueba de analisis de varianza utilizando el tratamiento y el nUmero de seccion
como factores y una comparacion post-hoc de Newmann-keuls. Un valor de p <

0.05 es considerado como estadisticamente significativo.
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IX. RESULTADOS

1. LA SM ALTERA LA ONTOGENIA DEL HIPOCAMPO.
1.1. La SM disminuye la estimacion estereoldgica del numero de nucleos

marcados con BrdU en el GD.

Al realizar la estimacion del volumen de la capa granular del GD observamos una
disminucion del 12.22% en las crias SM con respecto a los animales control (p <
0.05. n = 7). Adicionalmente la estimacion estereologica mostré una disminucién
del 25.5% en el nuamero total de células marcadas con BrdU que sobreviven al
PND15 en los machos SM comparados con las crias control (p < 0.05. n = 7-8,
Figura 9c¢). Sin embargo no encontramos efecto significativo al evaluar la densidad
total de células marcadas con BrdU por mm? (p = 0.06, n = 7-8, Figura 7d) en la

CG ni en el Hilus (No cels / mm?; Figura 7e, p = 0.16).
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Figura 7: Efecto de la SM sobre el niumero de células marcadas contra BrdU que
sobreviven en la capa granular del GD diez dias después de la inyeccion. Imagenes
representativas de una inmunotincién contra BrdU en crias macho de 15 dias de edad a)
control (CONT) y b) y sometidas a separaciéon maternal (SM). ¢) Estimacion del volumen
del GD, d) el nimero total y e) la densidad de células (No de cels. /mm?®) marcadas contra
BrdU en el GD y f) en la zona rostral del Hilus (No de cels. /mm2). (Paneles: 40X, insertos
100X, barra de escala: 50um, GD: giro dentado; Prom + SEM, ANOVA *p <0.05,n=7)

1.2 Fenotipo celular.

Nuestros resultados muestran que al PND15 las células marcadas con BrdU que
sobreviven diez dias después de la inyeccion (PND5) se localizan principalmente
en la capa granular y subgranular (CSG) del giro dentado (GD) en ambos grupos.
Observamos que las células marcadas contra BrdU localizadas en la muestran
poca co-distribucion con el marcador de neuronas maduras NeuN (Figura 8a y b),
sin embargo co-distribuyen principalmente con el marcador de neuroblastos Dcx.

(Figura 8c y d) pero no con el marcador de células gliales GFAP (Figura 8e y f).
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Figura 8: Fenotipo celular de los nucleos marcados contra BrdU que sobreviven en
la CGy CSG del GD. a) y b) Doble inmunotincion contra BrdU (negro) y NeuN (naranja),
c) y d) BrdU y Dcx (café) o e) y f) BrdU y GFAP (rojo) en crias CONT (paneles a,cye)y
SM (paneles b, d y f). (Paneles: 40X, insertos 100X, barra de escala: 100xm; BrdU:
Bromodeoxiuridina, NeuN: proteina nuclear neuronal, Dcx: doblecortina, GFAP: proteina fibrilar
acidica glial).

Nuestros resultados muestran que la SM disminuye la neurogénesis del GD del
hipocampo desde la etapa postnatal (Figura 9a y b). El analisis por microscopia
confocal mostré6 que en los animales control aproximadamente el 50% de las
células marcadas contra BrdU co-localizan con el marcador de neuronas maduras
NeuN y que la SM causa una disminucion significativa en el porcentaje de células
marcadas contra BrdU que co-localizan con este marcador (BrdU+/NeuN+; p <
0.05, n = 4) sin afectar el nimero de células que no co-localizan para

BrdU+/NeuN- (Figura 9c).
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Figura 9: Efecto de la SM sobre la neurogénesis hipocampal al PND 15. Imagenes de
microscopia confocal de una doble inmunofluorescencia contra BrdU (rojo) y NeuN
(verde) en crias a) CONT y b) SM. c) Efecto de la SM sobre el porcentaje de células
marcadas contra BrdU que co-localizan para NeuN. (Paneles: 40X, insertos 100X, barra de
escala: 100um; SM: separacion maternal, PND: dia posnatal, BrdU: Bromodeoxiuridina, NeuN:
proteina nuclear neuronal, CONT: control. Prom + SEM, *p < 0.05, n = 4)

1.3. Andlisis en el eje septo-temporal.

Al graficar el numero de células marcadas contra BrdU a lo largo del eje septo-
temporal del hipocampo observamos que el numero de células es mayor en la
region temporal del hipocampo y disminuye hacia la region septal (Figura 10b). La
SM causo6 una disminucion (F1, 129 41.5; p < 0.001) en el niumero de células
marcadas contra BrdU (Figura 11b) y a diferencia de lo observado al comparar la
densidad promedio del hipocampo completo (No cels/mm?®), encontramos un

efecto altamente significativo de la SM sobre la densidad celular (No cels/mm?) al
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realizar el analisis a lo largo del eje septo - temporal del hipocampo (Figura 10c;
F1 130 18.6; p < 0.001). El analisis estadistico no mostr6 efecto del nimero de
rebanada o la interaccion en ninguno de los casos. De forma similar al realizar el
analisis septo — temporal no encontramos efecto en la densidad de células

marcadas contra BrdU en el Hilus (F1, 147 7.57; p = 0.068)
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Figura 10: Andlisis sagital a lo largo del eje septo — temporal del hipocampo.
Imagenes representativas de una serie de cortes inmunotefiidos contra BrdU en crias de
15 dias de edad. b) Estimacién del niamero y c) la densidad de nucleos (No de
ndcleos/mm?) marcados contra BrdU en el GD de cada corte. (CONT: control, SM:
separacion maternal, GD: giro dentado; Prom + SEM, *p < 0.05,n=7)

2. EFECTO DE LA SM SOBRE LA ACTIVIDAD DEL EJE HPA DURANTE EL

DESARROLLO.
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2.1. Curva de crecimiento posnatal, peso corporal, tallay peso relativo de las
glandulas suprarrenales y el timo.

La SM se asocio con una menor ganancia de peso corporal durante las dos
primeras semanas de vida (Factor peso: F; 72 48.1; p <.0001, Figura 11) de forma
independiente a la edad (AXB: F4 g 0.37; p = 0.82). Al PND3 las crias SM
mostraron una disminucion de 31% en el peso corporal con respecto a las crias
control y este efecto disminuyo con la edad (Factor edad: F4 72 168.2; p < .0001).
Debido a que no encontramos diferencias significativas respecto al sexo se

consideraron hembras y machos para el andlisis.

35 - *ok
30 - ¥k
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20 =

15 =
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5" —a— SM

0 ) 1 I 1 1
P3 P6 P9 P12 P15

Dia Postnatal

Figura 11: Curva de crecimiento postnatal. Peso (g) de las crias CONT (circulos blancos)
y SM (circulos negros) al PND1, PND3, PND6, PND9, PND12 y PND15. (CONT: control,
SM: separacion maternal, P: dia posnatal; Prom + SEM. * p < 0.05; **p < 0.071; n=8)

Al PND15 observamos una disminucién del 9% en el peso corporal (p < 0.01) y del

4% en la talla (p < 0.01) de las crias SM comparados con los controles de la

47



misma edad, pero no en el peso relativo (mg de tejido/g peso corporal) de las

suprarrenales y el Timo (Tabla 1).

Grupo Peso Talla Timo Adrenales

_ 37404 | 0.254 %0.009
CONT (n=8) | 32.3£03g |167x0.1cm | 0" L g P

o - .| 359 £04 | 0447£0.117
SM (n=8) | 293£089" (16.0£01cm™| o " NATEEC

Tabla 1. ParAmetros corporales de las crias al dia postnatal 15 (PND15). Peso, talla y
peso relativo (mg de tejido/mg peso corporal) de las Suprarrenales y el timo de crias
control (CONT) y sometidos a separacion maternal (SM). (Prom = SEM. * p < 0.05; ** p <
0.01)

2.2. Concentracién basal de CORT durante el desarrollo.

Al evaluar la concentracion de CORT en plasma observamos que en condiciones
basales, esta se encuentra elevada al PND3 y disminuye con la edad conforme
las crias establecen la modulacion caracteristica del SHRP, alcanzando el nivel
mas bajo al PND9 (F32543.7, p < 0.001). Sorprendentemente la SM no modificé la
concentracion basal de CORT en ninguna de las edades evaluadas (Figura 12;

F1,28 0.58, P = 044)
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Figura 12: Actividad basal del eje HPA durante el desarrollo. Concentraciones
basales de CORT en plasma de crias CONT (barras blancas) y SM (barras negras).al
PND3, PND6, PND9, PND12 y adultos. (CONT: control, SM: separacién maternal, CORT:
corticosterona, PND: dia postnatal, HPA: hipotalamo-Hipéfisis-Suprarrenales, SHRP: periodo hipo-
responsivo al estrés; Prom. + SEM, *p < 0.05, **p <0.01, n = 5)

2.3. Concentraciones de CORT en respuesta al estrés en sangre troncal antes y

durante el SHRP.

Analizamos la reactividad del eje HPA antes (PND3) y durante (PND12) el SHRP.
Observamos una elevacion significativa de la concentracion de CORT en
respuesta a un episodio de separacion en ambas edades tanto en las crias CONT
como las SM. Al PND3 las crias CONT mostraron un aumento del 55% en la
concentracion de CORT en respuesta al estrés (p < 0.01), mientras que la
concentracion de CORT en las crias SM aumentoaumentd a mas del doble
(Figura 12b; 55.5 + 17.6% VS 129.4 + 4.6%. p < 0.05). Durante el SHRP (PND12)

observamos un aumento similar de la concentracién de CORT en las crias CONT
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(Figura 13b, p < 0.05) y SM (p < 0.05) sin mostrar diferencias significativas entre

grupos (498.6 + 174.4% VS 343.0 + 153.1%).

a [BASAL MEESTRES b [CIBASAL [ ESTRES

300 - 80 -
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50 4 .
ﬂ - D -
CONT SM CONT SM

Figura 13: Actividad del eje HPA en respuesta al estrés durante el desarrollo. a)
Concentraciones de CORT en plasma, basales (barras blancas) y en respuesta a un
episodio de estrés agudo por separaciéon maternal (barras grises) en crias CONT y SM
antes del inicio del SHRP (PND3) y b) durante el SHRP (PND12). (CONT: control, SM:
separacion maternal, CORT: corticosterona, PND: dia postnatal, HPA: hipotdlamo-Hip&fisis-
Suprarrenales, SHRP: periodo hipo-responsivo al estrés; Prom. + SEM, *p < 0.05, **p <0.01, #p <
0.05 vs CONT, ##p < 0.01 vs CONT; n=4)

3. ALTERACIONES NEUROENDOCRINAS Y CONDUCTUALES EN EL ADULTO.

3.1. Concentracion de CORT basal y en respuesta al estrés en animales adultos.

De acuerdo a lo previamente reportado, la SM causé una mayor actividad /
reactividad del eje HPA en el adulto. La concentracion de CORT basal de los
machos adultos SM fue significativamente mayor (p < 0.01) que la de los CONT,
de la misma forma observamos un aumento en la concentracion de CORT 5 (p <

0.05) y 15 (p = 0.01) minutos después de someterlos a un episodio de estrés por
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inmovilizacién (Figura 14). No encontramos diferencias en la concentracion de
CORT 60 minutos después de la inmovilizacién. Un andlisis mas detallado mostré
que la liberacion neta (delta) de CORT en respuesta al estrés fue similar en

ambos grupos (Figura 14 inserto)
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Figura 14: Actividad del eje HPA en el adulto. Curva de respuesta de CORT a un
episodio de 15 min de estrés por inmovilizacién (barra gris) en machos adultos CONT
(circulos blancos) y SM (circulos negros). El inserto muestra la liberacion neta (delta) de
CORT con respecto a la basal (CONT: control, SM: separacién maternal, CORT: corticosterona,
HPA: hipotadlamo-Hipofisis-Suprarrenales, Prom. + SEM, *p £ 0.05, **p < 0.01, n=7)

3.2. Conductatipo depresivay la conducta de ansiedad en el adulto.

No observamos efecto de la SM sobre la conducta tipo ansiedad evaluada en el

laberinto elevado en cruz (Tabla 2). El porcentaje de entradas al brazo abierto con
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respecto al total de entradas, el porcentaje de tiempo que permanecieron en el
brazo abierto con respecto al tiempo total de exploracion en los brazos y las
entradas completas al brazo abierto fueron similares en ambos grupos. Asi mismo
no encontramos diferencias significativas en el numero total de entradas a los

brazos (indice de locomocidn) entre los grupos (Tabla 2).

Tabla 2: Comportamiento de los machos adultos CONT y SM en el laberinto elevado en
cruz. (CONT: Control, SM: separaciéon maternal. Prom. £ SEM, *p < 0.05, **p < 0.01)

Porcentaje de| Porcentaje de Entradas
: Entradas al
entradas al |tiempo en el brazo| completas al bisie corfato
brazo abierto abierto brazo abierto
CONT (n= 274+22 26.6 £2.7 1.3+04 9.1+0.6
SM (h= 30.3+£2.3 18.8 £3.0 1.7+03 8.0+0.7

En contraste la SM caus0 una estrategia mas pasiva en respuesta a la prueba de
nado forzado con respecto al control (Figura 15), reflejada por un menor tiempo de
escalamiento (Figura 14a, p < 0.05) y un aumento en el tiempo de nado
(Figuraldb, p < 0.01) e inmovilidad (Figura 14c, p < 0.5). Adicionalmente
encontramos una disminucion significativa en la latencia a la inmovilidad (Figura

14d, p < 0.01).
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Figura 15: Estrategia de respuesta en la prueba de nado forzado. Tiempo (sg) de a)
escalamiento, b) nado o c) inmovilidad de machos adultos CONT (barras blancas, n=7)y

SM (barras negras, n = 10). d) Latencia a flotar. (CONT: control, SM: separacién maternal,
Prom. + SEM, *p < 0.05, **p < 0.01)
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X. DISCUCION

En el presente trabajo de tesis mostramos que la SM es un potente estresor que
causa disminuye la neurogénesis de células granulares del GD durante la
ontogenia del hipocampo, sin causar una elevacion cronica en los niveles de GC y
reproduce las alteraciones observadas en humanos. Ademas, mostramos que la
SM observamos un aumento en la respuesta al estrés antes (PND3), pero no
durante el SHRP (PND12). En el adulto, los animales sometidos a SM mostraron
una estrategia mas pasiva en respuesta a la prueba de nado forzado sin afectar la
conducta de ansiedad. Por esto, proponemos que las alteraciones en la
neurogénesis hipocampal debidas a la exposicidon temprana al estrés no son
debidas a la elevacion crénica de los niveles de GC o por una mayor reactividad al

estrés en la cria, pero contribuyen a la desregulacién del eje HPA en el adulto.

Originalmente estdbamos interesados en evaluar el efecto de la SM sobre la
neurogénesis de células granulares del hipocampo durante el SHRP. Las células
granulares son el relevo intermedio dentro del circuito tri-sinaptico hipocampal y su
neurogénesis se extiende desde la gestacion hasta la etapa adulta [64, 141]. En
roedores, aproximadamente el 85% de estas células se producen durante el
SHRP [62, 63, 142], es decir el mismo periodo de tiempo durante el cual las crias
estan siendo sometidas a SM. En adultos se ha propuesto que la disminucion en
la neurogénesis hipocampal podria ser uno de los mecanismos mediadores de los

efectos psicopatologicos de la exposicion a experiencias adversas durante las
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etapas tempranas de la vida [126, 143, 144]. Aqui, hipotetizamos que la SM
influenciaria la sobrevivencia de las células granulares recién generadas durante
el desarrollo temprano y esto contribuiria a la programacion de la actividad del eje
HPA. La determinacion de los efectos de la SM en un punto de tiempo temprano
nos proporciona evidencia inmediata del efecto de la SM sobre el desarrollo
cerebral. Aqui, demostramos que la SM causa una disminucién en el nimero de
células marcadas contra BrdU localizadas en la capa sub granular del GD.
Nuestros resultados muestran que, diez dias después de la inyeccion, las células
marcadas con BrdU al PND5 se encuentran localizadas principalmente en la zona
que co - distribuye para DCX, y que estas muestran muy poca co - localizacién
con el marcador de neuronas maduras NeuN. En concordancia con estos
resultados, Oreland y colaboradores (2010) mostraron una disminucion en el
namero de nucleos no marcados con NeuN ni GFAP de la zona mas interna del
GD de ratas de 3 semanas de edad sometidas a SM por 360 min. diarios del
PND1 al PND21, es decir la zona positiva para Dcx. Por otra parte se ha
observado que la gran mayoria los neuroblastos recién generados en el GD
eventualmente expresaran marcadores de neuronas maduras y lograran extender

sus axones hacia la via de las fibras musgosas [94, 145-148].

Nuestros resultados mostraron una disminucion en el nimero total de células
marcadas contra BrdU sin afectar la densidad general de estas. Sin embargo al
realizar un analisis detallado de la distribucion de las células marcadas contra
BrdU a lo largo del eje septo — temporal del hipocampo observamos un efecto
altamente significativo que de otra forma pasaba desapercibido. Debido a que el
andlisis estadistico no mostré un efecto significativo del nimero de corte o la

interaccién entre este factor y la SM, concluimos que la neurogénesis del GD es
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homogénea a lo largo del hipocampo y que la SM no causa alteraciones sobre
esta distribucion. Un andlisis detallado similar al aqui presentado fue previamente
reportado como herramienta para detectar los efectos de la exposicién al Plomo
sobre el desarrollo hipocampal postnatal [149]. Existen evidencias que sugieren
qgue la funcion del hipocampo se encuentra regionalizada siguiendo un gradiente
septo-temporal, ya que se ha observado que las aferentes hipocampales del fornix
provenientes de CAl inervan diferentes zonas cerebrales, siendo las regiones
mas temporales las que presentan comunicacion directa con el hipotalamo y la

amigdala.

La SM también disminuye el nimero de neuronas inmaduras, pero no maduras
gue se agregan al GD en la etapa adulta. [126], pero hasta ahora el punto de inicio
de este fenomeno no habia sido determinado. La SM disminuye el niumero de
células en el hipocampo adulto [106, 128] asi como su volumen tanto en adultos
como en adolescentes de 3 semanas de edad [90]. Adicionalmente se ha
observado que un episodio de separacion maternal de 24 horas disminuye la
proliferacion celular y aumenta la muerte celular durante el periodo posnatal [150].
Sin embargo el efecto de la SM periddica durante el SHRP aun no habia sido
descrito. Nuestros hallazgos sobre la disminucién del nimero de células marcadas
contra BrdU durante el SHRP en la zona positiva para neuroblastos muestran que
este fendmeno tiene un inicio temprano e indican que los cambios observados en
los adultos sometidos a SM se originan al mismo tiempo que los neonatos son

expuestos al estresor y podrian solo simplemente continuar hasta la etapa adulta.

En la rata, la respuesta de las crias a la separacién de la madre durante la primera
semana de vida ha sido ampliamente estudiada [151, 152]. Aparentemente el

aumento en la retroalimentacién negativa del eje HPA mediado por GCR juega un
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papel esencial en mantener la baja responsividad al estrés observada durante el
SHRP [90].Se ha propuesto que la SM sobrepasa este bloqueo del eje HPA
mediado por GCR, provocando una elevacion cronica de los niveles basales de
GC circulantes y una hiper - actividad / hiper- reactividad del eje HPA durante el
periodo critico para la programacion del eje HPA [93, 99, 151, 153]. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que en las crias SM la hiper — reactividad al estrés
se presenta solamente al PND3, cuando las crias ain no se encuentran dentro del
SHRP, y desaparece al PND12, cuando el mecanismo de control del SHRP ya se
encuentra establecido. Adicionalmente, nuestros datos muestran que la SM no
causa una elevacion cronica en la concentracion basal de CORT durante el SHRP
ya que no encontramos diferencias significativas entre los controles y las crias SM
en ninguna de las edades evaluadas. En consecuencia, es posible que otros
factores adicionales a CORT jueguen un papel en las alteraciones evocadas por la
SM en los neonatos. En coincidencia, se ha reportado que mientras que la
respuesta de CORT al estrés se encuentra atenuada durante el SHRP, la
respuesta central a nivel de hipotalamo se mantiene activa [99, 100, 154, 155].
Adicionalmente, existe evidencia que sugiere que CRH y AVP, y no solamente la
magnitud de la respuesta de CORT, podrian estar involucradas en la modulacion
de los efectos psico - fisiolégicos causados por la exposicion a experiencias
adversas durante las etapas tempranas de la vida. [100, 156, 157]. Incluso, se ha
observado que durante el SHRP la atenuacion cronica de la CORT circulante en la
periferia no previene los efectos causados por un episodio de separacion maternal
de 24 horas [90]; y que en ratas neonatas, el bloqueo de los GCR no evita el

aumento en la expresion del RNAmM de CRH en respuesta al estrés [154].
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Se ha mostrado que la exposicion a SM durante la vida temprana causa
alteraciones neuroendocrinas a largo plazo [87, 99, 112]. Por ejemplo los machos
adultos SM muestran un aumento en los niveles basales de CORT [158, 159].En
concordancia con estos hallazgos, nuestros datos confirman que la SM periddica
aumenta la concentracion de CORT en condiciones basales y después de la

exposicion a 15 min. de estrés por inmovilizacion en los animales adultos.

A | analizar con detalle, encontramos que no existe un consenso en la literatura
respecto al efecto de la SM sobre los niveles de CORT y ACTH en el adulto, ya
que este efecto parece ser dependiente tanto del sexo y la predisposicion genética
del individuo, como del tipo de estimulo que se utiliza como estresor.

Por un lado, algunos reportes afirman que en ratas macho no existen diferencias
en los niveles basales de CORT y ACTH entre los animales sometidos a SM15,
SM180 y los controles sin manipular [123, 160, 161] al igual que en ratones de la
cepa C57BL/6 sometidos a SM breve (SM15) o larga (SM180) [90], mientras que
por el contrario, otros afirman que la SM180 los aumenta. [110-112] o que los

aumenta de forma transitoria solo en animales juveniles [162]

También se ha propuesto que la SM causa una hiperactividad del eje HPA de los
machos al ser expuestos al estrés. Se ha observado que los niveles de CORT en
plasma durante y posterior a la exposicion a diferentes estresores, son mayores
en los animales sometidos a SM que en los control [113-116]. Este aumento en la
respuesta neuroendocrina al estrés va acompafado de un aumento en los niveles
de mRNA a CRH en el nucleo PVN del hipotalamo [116]. En el presente trabajo
observamos que los niveles de CORT de los machos adultos en respuesta a la

inmovilizacién son significativamente mayores que los de los controles, Sin
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embargo no observamos un aumento en la magnitud de la respuesta neta, es
decir la elevacion con respecto a su propia basal. Esto nos indica que, mas que
aumentar la reactividad, la SM Unicamente aumenta la actividad basal del eje
HPA. En contraste con nuestros resultados, otros grupos afirman que los niveles
plasmaticos de CORT y ACTH en respuesta al estrés son similares en el grupo
SM y los controles [81, 163] Y que la SM180 no solo no aumenta la respuesta al
estrés, sino que atenla la expresion de RNA mensajero (MRNA) de CRH en
repuesta a la exposicion al frio [160] y el aumento en las concentraciones de

CORT en plasma en respuesta a la deprivacion de alimento [160].

Numerosos estudios evaluando la conducta de las ratas adultas SM han mostrado
un aumento en la conducta de ansiedad y tipo depresiva [84, 130, 164, 165]. Sin
embargo, varios grupos han fallado al tratar de replicar estos efectos
generalmente aceptados [131, 133, 166].En nuestro estudio, observamos que los
machos adultos sometidos a SM no muestran un aumento en la conducta tipo
ansiedad evaluada en el EPM pero muestran una disminucion en el tiempo de
escalamiento y aumento en la inmovilidad en la prueba de nado forzado, lo cual se
interpreta como una estrategia mas pasiva en respuesta a la prueba. Existen
varios factores que podrian explicar estas discrepancias, como las diferencias en
la predisposicion genética de la cepa de animales usada [129, 167]; el tiempo y la
duracion de la SM durante el periodo neonatal (ej.: periodo critico) [168]; la prueba
conductual (EPM vs prueba de campo abierto); o los grupos que se utilizan como
controles para la comparacion. Por ejemplo, en la mayoria de los casos se ha
observado que la SM aumenta la conducta tipo ansiedad Unicamente cuando se
les compara con el grupo separado de su madre por periodos de 15 min. al dia,

pero no cuando se les compara con los controles sin manipular [120]. La
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separacion maternal por periodos de 15 minutos (SM15) difiere
considerablemente del grupo control aqui usado y es considerada un tipo de
estimulacién que puede causar efectos opuestos a la SM prolongada, ya que
disminuye la conducta de ansiedad y la conducta tipo depresiva, de esta forma al
comparar los extremos de la poblacién sin tomar en cuenta el punto medio
(controles sin molestar) es posible obtener un efecto significativo que de otra
forma no se observa. Es importante destacar que a pesar de que nuestros
resultados no mostraron un efecto significativo sobre los parametros del EPM, en
el presente trabajo demostramos que la SM disminuye la generacion de células
granulares durante el SHRP junto con alteraciones neuroendocrinas y un aumento
en la conducta tipo depresiva en el adulto al ser comparados con el grupo control

sin manipular.
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Xl. CONCLUSION

En conclusién, nuestros resultados muestran que la separaciébn maternal
disminuye la neurogénesis de las células granulares del hipocampo desde el
periodo postnatal temprano. Estas alteraciones suceden sin aumentar
cronicamente la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales durante el
periodo hiporesponsivo al estrés. Proponemos que la separacion maternal causa
alteraciones en la ontogenia del sistema nervioso central que se relacionan con la
desregulacion al largo plazo del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenales y

contribuye a mantener un estado tipo depresivo en el adulto
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