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ABSTRACT

INTRODUCTION

The effects of acute and repeated stress have been studied from different perspectives in view of
the importance of the heterogeneous consequences observed in behavioural and neurochemical
parameters. It is known that stress activates the HPA axis, increasing the synthesis and release of
glucocorticoids (GC) (Selye, 1950) and that the HPA system is also correlated with several
neurotransmitters including the glutamatergic system (Riaza Bermudo-Soriano et al., 2012,
Reznikov et al., 2007), the dopaminergic system (Jahng et al., 2010, Chocyk et al., 2011), the
serotoninergic system and the gabaergic system (Walker et al., 2002). Maternal separation (MS) is
considered a postnatal stress model (Ruedi-Bettschen et al., 2005, Colorado et al., 2006, Pickering
et al.,, 2006) that induces alterations that are maintained throughout the lifetime (Plotsky and

Meaney, 1993, El Khoury et al., 2006).

The perinatal environment in the majority of mammals is mainly determined by maternal care that
influences the pups’ development (Meaney et al.,, 1996, Colorado et al.,, 2006). In rats,
corticosterone is maintained at low levels during the stress hyporresponsive period (SHRP) from
postnatal day 4 (PN 4) to PN 12 (Catalani et al., 2011). Also, during the first two weeks of life, the
functioning of aminoacidergic neurotransmission systems changes and they finish their
development (Herlenius and Lagercrantz, 2004, Pickering et al., 2006) and monoaminergic systems
complete their maturation (Lidov and Molliver, 1982; Park et al., 2000). It is known that an
increase of GC mediates enhanced excitatory aminoacid activity that could lead to excitotoxicity
processes if it is maintained over a long period (Lephart and Watson, 1999, Aisa et al., 2007). Early
exposure to adverse situations, such as repeated maternal separation, alters the stress response
(Kalinichev et al.,, 2002; Macri and Wurbel, 2006), as well as the development of
neurotransmission systems (Kaufman et al., 2000). But there is much controversy about the effects
that maternal separation can have on behaviour. Some studies suggest that MS increases general
activity, impulsive and exploratory behaviour (Colorado et al., 2006, Slotten et al., 2006), while
other studies claim that maternal separation increases anxiety (Huot et al., 2002, Aisa et al., 2007)

and decreases exploratory behaviour (Wigger and Neumann, 1999).



The mechanisms underlying glucocorticoid release include the negative feedback of
glucocorticoids on the HPA axis itself, and extra-hypothalamic control (Sapolsky, 2003). Several
limbic structures containing GC receptors mediate the indirect regulation of the HPA axis,
including the hippocampus, the amygdala (Dedovic et al. 2009; Diaz Lujan et al., 2008), the basal
ganglia and the prefrontal cortex (Dedovic et al. 2009; Sapolsky, 2003). These cerebral areas show
structural and functional alterations as a result of maternal separation (Schwabe et al., 2012, Diaz
Lujan et al., 2008, Jacobson and Sapolsky, 1991). Moreover, the hippocampus is connected to the
prefrontal cortex and basal ganglia, which have a motor function in the brain but also regulate
hippocampal activity (Rossato et al., 2007). The accumbens nucleus of basal ganglia regulates the
hippocampal activity through the septum (Beck, 2010) and is implicated too on memory
processing (Cammarota et al., 2008; Schwabe et al.,, 2012; Steckler, 1998). Through prefrontal
cortex (Cammarota et al., 2008; Roozendaal et al.,, 2002; Schwabe L., 2012) and basal ganglia
(Cammarota et al., 2008), the amygdala is also connected to the hippocampus. The basal ganglia
are also altered as a result of maternal separation (McCormick et al., 2002, Fone and Porkess,

2008).

Sexual steroids exert a powerful influence on the nervous system during critical periods of
development, organising neural circuits involved in neuroendocrine and behavioural functions
observed in adult life. Sexual differences induced by these hormones are reflected in the
anatomical and functional characteristics of many neurotransmitter and neuromodulation
systems, such as gabaergic, dopaminergic, and serotoninergic (Palanza, 2001). Changes in the

perinatal environment thus affect males and females differently.

During SHRP, neurones are sensitive to excessive calcium influx (Herlenius and Lagercrantz, 2004)
and there are several mechanisms regulating calcium homeostasis to avoid excitotoxicity
processes, such as calcium binding proteins, nitric oxide and taurine. The calcium binding proteins
calbindin (CB) and parvalbumin (PV) (Baimbridge et al., 1992) modulate intracellular calcium
concentration to ensure neuronal survival (Lephart and Watson, 1999). Nitric oxide (NO) acts as a
neuroprotective retrograde messenger by blocking NMDA receptor-mediated intracellular calcium
influx (Zhang and Snyder, 1995, Wink et al., 1996). Taurine is necessary for correct nervous system
development (Heller-Stilb et al., 2002), as it exerts a neuroprotective role against excitotoxicity
(Wu et al., 2005) by acting as a modulator of calcium homeostasis (Chepkova et al., 2006, Chen et
al., 2004). This aminoacid is also considered as a neuromodulator of aminoacidergic
neurotransmission (del Olmo et al., 2000, Chepkova et al., 2006, El Idrissi, 2008) and is associated

with the glutamatergic synaptic terminals (Torp et al.,, 1992), where it modulates presynaptic



NMDA receptors, facilitating axon excitability (del Olmo et al., 2000). Maternal separation also
alters these compensatory mechanisms; it is known that MS modifies the expression of calcium
binding proteins in cerebral regions implicated in stress response, such as the hippocampus
(Giachino et al., 2007, Lephart and Watson, 1999), as well as nNOS expression (Lopez-Figueroa et
al.,, 2002). Taurine concentration increases as a general response to stress exposure (Wu et al.,

1998, Kong et al., 2006).

Aim

We wanted to analyse the effects of maternal separation during the two first weeks of life on the

neurobiological systems that determine the cognitive processes of male and female Wistar rats.

In this study, we established more specific goals: (1) to analyse what are the effects of maternal
separation during the first two weeks of life on the costicosterone secretion and the
neurotransmission systems and the involvement of gender-specific factors; (2) to evaluate how
the cognitive processes in adolescent rats are modified as a consequence of early postnatal stress
exposure procedure; (3) to determine the possible neurochemical and neuroanatomical variations
on the neurotransmission system as a consequence of maternal separation; (4) to analyse if

maternal separation has long-term effects on adult life.

For this purpose, we have first carried out a corticosterone measure and a neurochemical analysis
of glutamate, GABA, taurine, dopamine and serotonin concentration, on postnatal period, after
maternal separation procedure had finished. Then, in adolescent and adult life, we have carried
out behavioural tests to study the motor and impulsive activity, and the spatial and non-spatial
memory of adolescent and adult male and female Wistar rats. We have also analysed
neuroanatomical modifications and the variations in aminoacids and monoamines content in
extra-hypothalamic areas related to stress response, particularly in the hippocampus, prefrontal

cortex and striatum.



MATERIAL AND METHODS

Animals and experimental groups

For this study, we have used litters of Wistar albino rats, that were assigned to control (C) and
maternal separated (MS) experimental groups. The MS procedure was performed 5 hours daily for
10 days total, following the protocol of Colorado et al. (2006). From postnatal day (PND) 3 until
PND 7 and from PND 10 until PND 14, the dams of MS litters were removed from their pups for 5h
during the dark phase and taken to a separate room. The subjects were not manipulated on PND
7, 8. After PND 14, C and MS animals were weighed. Then the pups stayed in their home cage with
their respective dams until PND 21 when they were weaned and separated into male and female

groups.
Corticosterone measurement

On PND 15, blood samples from control and maternal separated animals were collected to
determine the corticosterone content in plasma. The analysis was done using a radioimmuno

assay (RIA) technique.
Behavioural study

The behaviour of C and SM animals were examined in two different apparatus. In the open field
we evaluated the locomotor activity, the impulsivity, and the spatial and non-spatial recognition
memory. The behavioural tests in the open field were carried out on early and late adolescence
(PND 26, 50) and on the adult life (PND 170) of male and female rats. Indeed, a more complete
evaluation of the working and the reference spatial memory was carried out in radial maze on late

adolescence.
Histological Procedures

A group of C and MS animals of both sexes that did not perform the behavioural test were used for
neuroanatomical study on PND 26. Rats were perfused transcardially and the fixed brains were

removed and cryostat sectioned in the sagittal plane.



Immunohistochemical reactions were carried out by using the biotin—avidin method or the
fluorescence-binding technique on sections incubated with different antibodies. We analysed the
specific binding to: the calcium binding proteins calbindin and parvalbumin; the specific nuclear
protein NeuN; the GIuR1 and GIluR2/3 subunits and the NR1 subunit of AMPA and NMDA

glutamate receptors, respectively and the neuronal nitric oxide synthase enzyme (nNOS).

The hippocampus, the medial prefrontal cortex, the amygdala, the septum and the accumbens
nucleus of striatum were selected for neuroanatomical study and identified following the Paxinos

and Watson atlas (1998).
Neurochemical analysis with HPLC

Male and female offspring from C and MS litters were sacrificed on PND 15, PND 34, PND 58 or
PND 178 by decapitation at the end of the behavioural test for neurochemical study. The brains
were quickly removed and frozen. Tissue samples of dorsal and ventral hippocampus, septum and

striatum were taken separately from the left and right brain structures and weighed.

For the monoamines and aminoacids analysis a high-performance liquid chromatography system

with electrochemical detection (HPLC-EC) was used.

The compounds readily quantifiable included: dopamine and its metabolites 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovalinic acid, serotonin and its metabolite 5-

hidroxiindolacetic acid, glutamate, gamma-aminobutyric acid (GABA) and taurine.

RESULTS AND DISCUSSION

Our results show that maternal separation causes different alterations in the cerebral systems of
males and females, pointing to a different activation of neuroprotective mechanisms as a response
to repeated stress depending on sex. Stress is a well-recognized factor that induces adaptive
plasticity in the brain. Specifically, early stress during a sensitive period of development can
interfere with normal experience-induced plasticity, affecting the programming of specific brain
functions (Chocyk et al., 2013). In our study, MS females seem to activate neuroprotective systems
to avoid neuronal damage induced by repeated stress, while MS males seem to alter their
glutamatergic system. It has been previously described how early stress has effects not only on
functional plasticity, but also on the neurogenesis of the glutamatergic system, among others

(Chocyk et al., 2013).



Our results point that the activation of neuromodulation mechanisms, as a compensatory action
against the alterations induced by maternal separation, is different depending on sex. Indeed, the

modifications on females persist on adult life, but are reversed on males.

The response to stress is influenced by sex (Diaz Lujan et al., 2008). Differences of deleterious
stress-induced effects on males and females could be due to a dimorphism in the regulation of the
HPA axis by gonadal steroid hormones. During the sexual differentiation of early postnatal
development, males produce and are exposed to a greater estradiol concentration in the brain as
a consequence of the aromatisation of testosterone (Colciago et al., 2005, Schwarz and McCarthy,
2008). During SHRP, it could be that the altered activity of the HPA axis induced by MS was
enhanced in males. Our results show a sexual dimorphism on corticosterone concentration on

PND 15 that indicates a different response on HPA axis regulation due to early postnatal stress.

We have observed different variations, in dopamine, serotonin, glutamate, GABA and taurine
concentration on MS animals in all the studied cerebral regions. Maternal separation modifies
monoaminergic and aminoacidergic neurotransmission systems in a sexually dimorphic manner,

depending on the age of the animals too.

The recognition memory studied in the open field does not vary due to the sex of the animals,
neither due to age nor as a consequence of maternal separation. However, we have observed
alterations of the spatial memory. In adolescence, it is improved on males; in adult life, the

variations induced by maternal separation depend on sex.

We have also seen modifications in the motor activity and the impulsivity of the animals due to
early postnatal stress. Maternal separation affects short-term motor activity of the animals, which
is also modified on adult life, differently on both sexes. This experimental procedure alters too the
impulsive behaviour, more noticeable on males. It seems that impulsive behaviour is related to

spatial recognition memory in the open field.

The diverse modifications seen on neurotransmitter content can explain the behavioural variations

observed in the adolescence and the adult life.

In conclusion, maternal separation during the first two weeks of life modifies response systems to
stress and neurotransmission systems differently depending on sex, inducing alterations on the
cognitive processes, as seen in our results. Considering our observations as a whole, early stressful
experiences are important predicting events that prepare an effective response to adverse

situations throughout the animal’s lifetime.
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INTRODUCCION

1 LA SEPARACION MATERNA COMO MODELO DE ESTRES POSTNATAL

El entorno postnatal es objeto de gran cantidad de estudios debido a la amplia y creciente
literatura que indica que las experiencias durante la vida temprana pueden ser la causa de gran
diversidad de alteraciones. Durante afios se ha visto que las variaciones en el entorno temprano
tienen distintos efectos en el desarrollo cerebral de las crias: las variaciones hormonales en
madres gestantes y lactantes (Casolini P., 1997; Catalani A., 2000, 2002, 2011; Gonzdlez J. C., 2004, Leret
M. L., 2004a, b, 2007), la manipulacién de las camadas (Biagini G., 1998; Bilbo S. D., 2007) o las
diferentes formas de separacidon materna (Aisa B., 2007; Arborelius L., 2007; Banihashemi L., 2011;
Barbosa-Neto J. B., 2012; Clinton S. M., 2010; Leret M. L., 2010a, b; Llorente R., 2007, 2008, 2009, 2012;
Viveros M. P., 2009), inducen modificaciones que se ponen de manifiesto en la adolescencia y la

edad adulta.

En los roedores, como en la mayoria de los mamiferos, el habitat postnatal de las crias estd
determinado principalmente por la madre (Colorado R., 2006, Meaney M. J., 1996, Mogi K., 2011).
Incluso durante la etapa prenatal, las crias son susceptibles de alteraciones en su desarrollo
cerebral; estudios previos realizados en nuestro laboratorio revelan que los tratamientos
neurotéxicos a madres gestantes y lactantes alteran el desarrollo de los distintos sistemas
cerebrales de las crias (Antonio M. T., 1999, 2000; Leret M. L., 2002), aunque como consecuencia de
tratamientos mas leves como el estrés sufrido durante la gestacion también induce alteraciones en

el mismo (Bowman R. E., 2004; McCormick C. M., 1995, 2002).

Tras el nacimiento, la cantidad o calidad de los cuidados maternos influyen en el desarrollo de las
crias (Kuhn C. M., 1998; Levine S., 2001). La presencia materna no sélo es la fuente de calor y
alimento necesaria para la supervivencia (Huot R. L., 2004; Macri S., 2006; Pryce C. R., 2003; Riiedi-
Bettschen D., 2005), sino que también regula numerosos procesos fisioldgicos, como la apertura de
los ojos, el desarrollo del comportamiento exploratorio (Ellenbroek B. A., 2005), la frecuencia
cardiaca, el suefio o la produccion de hormona del crecimiento o la respuesta al estrés (Biagini G.,
1998; Cirulli F., 2001; Kuhn C. M., 1998; Levine S., 2001). Durante las dos primeras semanas de vida, la
interaccion madre-hijo es un factor modulador del desarrollo de la mayor parte de los sistemas
gue subyacen a la expresion de respuestas neuroendocrinas, emocionales y cognitivas de las crias

(Cirulli F., 2003; Diaz-Lujdn V. E., 2008; Liu D., 2000).



INTRODUCCION

Las variaciones en el cuidado materno producen modificaciones en el sistema de regulacion de las
respuestas frente al estrés (Aisa B., 2007; Banihashemi L., 2011; Champagne F. A., 2009; Daniels W. M. U.,
2004; Diaz-Lujan V. E., 2008; Gardner K. L., 2005; Kalinichev M., 2002; Ladd C. O., 2004, 2005; Pickering C.,
2006; Pryce C. R., 2003; Wigger A., 1999). También induce cambios en los sistemas de
neurotransmisién (Arborelius L., 2007; Barbosa-Neto J. B., 2012; Brake W. G., 2004; Daniels W. M. U.,
2004; Ellenbroek B. A., 2005; Faturi C. B., 2010; Gardner K. L., 2009; Kaufman J., 2000; Marcos B., 2008).
Ademas, a largo plazo, las diferencias en los cuidados postnatales pueden ser responsables de
diversas alteraciones en las capacidades cognitivas (Aisa B., 2007; Bagot R. C., 2009; Barha C. K., 2007;
Biagini G., 1998; Bronzino J. D., 1996, Cannizzaro C., 2006; Cirulli F., 2003; Colorado R., 2006; Garner B.,
2007; Gruss M., 2008; Hui J., 2011; Huot R. L., 2002; Levine S., 2001; Liu D., 2000; Oitzl M. S., 2010).

En animales neonatos, la separacion materna es considerada como un procedimiento
experimental de induccion de estrés (Aisa B., 2007; Biagini G., 1998; Cannizzaro C., 2006; Colorado R.,
2006; Daniels W. M. U., 2004; Huot R. L., 2002, 2004, Kosten T., 2007a, b; Ladd C. O., 2004, 2005; Oreland S.,
2009; Pickering C., 2006; Rees S. L., 2006; Roman E., 2006; Riiedi-Bettschen D., 2005; Slotten H., 2006;
Wigger A., 1999). El estrés se define como “aquella amenaza real o interpretada para la integridad
fisica o psicolégica de un individuo que resulta en una respuesta fisiolégica y/o comportamental”
(McEwen B. S., 2007). En situaciones de estrés el metabolismo celular estd aumentado, y con él las
hormonas glucocorticoideas que lo regulan (Selye H., 1950); por este motivo, el estrés también se
define como “todo aquello que induce un incremento de la secrecion de glucocorticoides” (Levine S.,
2000). El responsable de la secrecidén de glucocorticoides es el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal
(HHA), via que integra los sistemas nervioso y hormonal para producir una respuesta frente a un
estimulo en el organismo (Engelman M., 2003; Tsigos C., 2002; OitzI M. S., 2010). Los glucocorticoides
también intervienen en el crecimiento y diferenciacién neuronal (Catalani A., 2011; deKloet E. R.,
2000), incluidos aquellos procedentes de las madres: otros estudios realizados por nuestro grupo
de investigaciéon demuestran que la alteracidn de los niveles de glucocorticoides maternos afectan

al desarrollo de los sistemas de neurotransmision de las crias (Leret M. L., 2004a, b).

En mamiferos, una parte sustancial del desarrollo cerebral ocurre después del nacimiento; durante
las dos primeras semanas de vida postnatal, los sistemas de neurotransmision aminoacidérgicos
cambian su funcionalidad y terminan de desarrollarse (Herlenius E., 2004) y los sistemas
monoaminérgicos completan su maduracidon (Herlenius E., 2004; Park M., 2000). Por ello, las
variaciones en los niveles de glucocorticoides durante los primeros dias de vida afectan el
desarrollo postnatal y pueden producir alteraciones que persistan a lo largo de la vida del animal

(Faturi C. B., 2010; McCormick C. M., 2010a, b; Plotsky P. M., 1993).
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Existen muchos protocolos diferentes de induccién de estrés por separacién materna, que
incluyen desde la deprivacion materna durante 24 horas hasta distintos procedimientos de
separacion repetida de duracién muy variable en periodos de tiempo asimismo dispares (Nishi M.,
2013). Como consecuencia, las distintas formas de estrés postnatal por separacién materna
repetida tienen efectos muy heterogéneos, dependiendo de los distintos protocolos utilizados,

gue no estan claramente definidos y cuyas repercusiones a largo plazo no estan bien establecidas.

La separacién materna repetida consiste en aislar a la madre de sus crias un periodo de tiempo
variable al dia durante las primeras semanas de vida (Ellenbroek B., 2005; Colorado R. A., 2006; Macri
S., 2008; Plotsky P. M., 1993) y esta basado en la observacién de las situaciones naturales en las que,
durante la interaccion normal madre-hijo, la madre muestra un comportamiento de cuidado
intenso, pero también deja regularmente a las crias por cortos o largos periodos de tiempo
(Calhoun J. B., 1963; Kuhn C. M., 1998). Ademas, las crias reciben mayores cuidados maternos durante
la fase de luz, cuando la madre se encuentra en el nido, por lo que su falta en este periodo es mas
severa que durante la fase de oscuridad. Sin embargo, tras la separacidn el comportamiento
materno esta alterado, y tras la reunidn, las crias reciben mayores cuidados compensatorios (Macri
S., 2006, 2008). Consecuentemente, las crias desprovistas de cuidados durante la fase de oscuridad
reciben comparativamente mayores cuidados compensatorios (Clinton S. M., 2010; Huot R. L., 2004),
por lo que es mayor la sensibilidad a las experiencias tempranas durante la fase de oscuridad
(Riiedi-Bettschen D., 2005). Por esto, las consecuencias de la separacién materna dependen del
momento en que se produce, asi como de la duracién de la misma (Nishi M., 2013; McCormick C. M.,

2002).

Los periodos cortos de separacion inducen un incremento de la ansiedad de las madres (Eklund M.
B., 2009), que al retornar con sus camadas incrementan la intensidad de sus cuidados, lo que
implica una disminucién de los niveles de corticosterona (Cannizzaro C., 2006; Cirulli F., 2001; Durand
M., 1998) y la estimulacion del crecimiento y diferenciacion neuronal, asi como de la
sinaptogénesis en el cerebro en desarrollo de las crias (Cirulli F., 2003; Pryce C. R., 2003; Newberry R.
C., 2008; Riiedi-Bettschen D., 2005). Estas, en la edad adulta, muestran una respuesta atenuada al
estrés (Banihashemi L., 2011; Cannizzaro C., 2006; Cirulli F., 2001, 2003; Lehmann J., 2000, 2002; Levine S.,
2001), una disminucion del comportamiento de miedo y la ansiedad (Biagini G., 1998; Bilbo S. D.,
2007; Roman E., 2006), y desarrollan una mejora en el aprendizaje y la consolidacion de la memoria

(Cannizzaro C., 2006; Guijarro J. Z., 2007; Kosten T., 2007a, b; Lehmann J., 1999, 2002; Pickering C., 2006).
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Por el contrario, la separacién materna repetida durante periodos de tiempo prolongados (3 horas
0 mas) induce un comportamiento depresivo en la madre (Boccia M. L., 2007) y tiene efectos
neuroendocrinos y comportamentales opuestos a los que tiene el aumento de los cuidados
maternos: induce un incremento de la actividad del eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal de las crias
(Aisa B., 2007; Biagini G., 1998), y a largo plazo, el desarrollo de ansiedad (Colorado R., 2006; Daniels W.
M. U., 2004; Hui J., 2011; Huot R. L., 2004; Kwak H. R., 2009; Lambas-Sefias L., 2009, Neumann I. D., 2005;
Pickering C., 2006; Rees S. L.,2006), hiperactividad (Brake W. G., 2004, Colorado R., 2006; Slotten H., 2006)
e hipersensibilidad al estrés (Aisa B., 2007; Daniels W. M. U., 2004; Huot R. L., 2004; Zhang M., 2008). En
lo relativo a los procesos cognitivos, los efectos de este tipo de separacion materna son muy
dispares, y aunque numerosos trabajos experimentales apuntan un efecto negativo sobre el
aprendizaje y la memoria (Aisa B., 2007; Bagot R. C., 2009; Hui J., 2011; Huot R. L., 2002; Kosten T. A.,
2007a, b; Roozendal B., 2000, 2002), hay otros que demuestran que la separacién materna no tiene
efectos sobre estos procesos (Guijarro J. Z,, 2007) o que incluso los mejoran (Barha C. K., 2007;

Bronzino J. D., 1996; Lehmann J., 1999, 2002, Zhang M., 2008).

Es al estudio de los efectos de la separacion materna prolongada a la que estd enfocado este
trabajo y a la que se hace alusién en los apartados referentes a los efectos de la separacion

materna en los diversos sistemas analizados.
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1.1 RESPUESTA DEL ORGANISMO AL ESTRES: EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL

Los glucocorticoides son unas hormonas corticoideas que estan implicados en la respuesta al
estrés a través de la regulacion del metabolismo de hidratos de carbono, grasas y proteinas
(Dubrovsky B., 1990; Seyle H., 1950). Ademas controlan la excitabilidad neuronal, la actividad de
sistemas de neurotransmisores especificos y modulan el desarrollo del cerebro durante el periodo
postnatal temprano (Catalani A., 2011; de Kloet E. R., 1998, 2000; McEwen B. S., 1986, 1991; Siegel G. J.,
2006). Se sintetizan en la corteza de las glandulas adrenales que estan situadas en los polos
superiores de los riflones y se componen de dos partes distintas, médula y corteza. La médula, que
constituye la parte interna de la glandula, secreta las hormonas adrenalina y noradrenalina en
respuesta a la estimulacidn nerviosa simpatica. La corteza estd diferenciada morfoldgicamente en
tres zonas en las que se sintetizan los tres tipos de hormonas corticoideas o corticosteroides que
secreta. La zona glomerular sintetiza mineralocorticoides, la fascicular sintetiza glucocorticoides y
la reticulada los esteroides gonadales u hormonas sexuales. Los corticosteroides son derivados del
colesterol, del que se forma pregnenolona, que es el precursor comun de los tres tipos de
hormonas corticoideas (figura 1). Una vez sintetizados, los corticosteroides difunden directamente
al torrente sanguineo, por lo que su sintesis esta regulada por el eje HHA (de Kloet E. R., 1998, 2000;

Dubrovsky B., 1990; McEwen B. S., 1986, 1991; Tsigos C., 2002).
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El eje HHA constituye la via integradora de los sistemas nervioso y hormonal y regula las
respuestas neuroendocrinas, por lo que este eje es un componente esencial en la reaccion del
organismo frente al estrés (Engelman M., 2003; de Kloet E. R., 1998, 2000; McEwen B. S., 1986, 1991). Los
cambios que ocurren en el entorno interno o externo producen una estimulaciéon nerviosa que
resulta en una respuesta fisioldgica de liberacion hormonal. En el hipotdlamo medial se encuentra
el ndcleo paraventricular (NPV), que recibe numerosas conexiones nerviosas procedentes del
sistema limbico y de la parte inferior del tronco encefalico. En respuesta a un estimulo activador,
como el estrés fisico o mental, el NPV sintetiza el factor liberador de corticotropina (CRF,
Corticotropin Releasing Factor) que se transporta a través del sistema portal hipofisario a la
adenohipdfisis, donde induce la sintesis de hormona adrenocorticotropa o adrenocorticotropina
(ACTH, AdrenoCorticoTropic Hormone); a su vez la ACTH se libera al torrente sanguineo y activa la
sintesis de corticosteroides en la corteza adrenal (Bauilieu E. E., 2001; de Kloet E. R., 1998, 2000; Lopez-

Calderon A., 2008; McEwen B. S., 1986, 1991; Schwabe L., 2012).

La secrecion basal de glucocorticoides fluctia a lo largo del dia como consecuencia del ritmo
circadiano de la actividad del eje HHA. Los niveles de maxima concentracién en plasma se
encuentran al iniciar el individuo su periodo de actividad (Lopez-Calderon A., 2008). El principal
glucocorticoide en rata es la corticosterona, y su pico de liberacion maxima ocurre al anochecer,
por ser un animal de habitos nocturnos. El eje HHA comienza a funcionar antes del nacimiento: a
partir del dia 16 de gestacidn se detecta actividad ACTH en la hip&fisis fetal y alrededor del dia 17

empiezan a ser funcionales las glandulas adrenales (Dubrovsky B., 1990; Tsigos C., 2002).

Los glucocorticoides ejercen su efecto bioldgico a través dos tipos de receptores: de
mineralocorticoides (MR) y de glucocorticoides (GR). Ambos tipos son intracelulares y se
distribuyen en el cerebro segin un patrén de expresion diferente. En rata, la expresion de los
receptores de glucocorticoides comienza en el periodo embrionario vy tras el nacimiento sus
niveles de expresién varian. Durante la primera semana de vida disminuye, presentando un
minimo entre los dias PN 10-12, tras los que aumenta hasta alcanzar los niveles tipicos de adulto
en la tercera semana de vida (de Kloet E. R., 1998, 2000; Diaz-Lujén V. E., 2008; McEwen B. S., 1986, 1991;

Tsigos C., 2002).
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Los MR tienen una alta afinidad por la corticosterona y se encuentran ocupados casi en su
totalidad en condiciones basales (McEwen B. S., 1986). Se localizan principalmente en el hipocampo
y en el nucleo paraventricular del hipotdlamo, aunque también se expresan en neuronas del septo
dorsolateral y en los nucleos cortical, central y basolateral de la amigdala (de Kloet E. R., 1998). Los
GR tienen una baja afinidad por la corticosterona y su ocupacion aumenta cuando la
concentracién de glucocorticoides circulantes es elevada, durante los intervalos de maxima
expresion basal o después de un estrés agudo (McEwen B. S., 1986). Estan ampliamente distribuidos
por el sistema nervioso central, tanto en neuronas como en células de glia (de Kloet E. R., 1998;
McEwen B. S., 1991). Las estructuras limbicas son especialmente ricas en GR: se encuentran en una
elevada densidad de estos receptores en el hipocampo, septo, amigdala y corteza cerebral,
aunque también estdn presentes en el nucleo supradptico y paraventricular hipotaldmicos, el

talamo y los ganglios basales (de Kloet E. R., 1998).

Cantidades excesivas y mantenidas de glucocorticoides pueden ser dafiinas para el organismo
(Fisher A. K., 2002; Lowy M. T., 1993; Sapolsky R. M., 2003), por esto, la activacién secuencial del eje
HHA estd estrechamente regulada por retroalimentacién negativa a través de sus receptores y los
niveles de expresidon de los mismos dependen de la concentracion de glucocorticoides en la
sangre. La retroalimentacidon negativa puede ocurrir de dos modos, “proactivo” o “reactivo”,
mediados por los receptores MR y GR respectivamente. Los MR intervienen en el mantenimiento
de la actividad basal de eje HHA a través de un control inhibitorio ténico de la activacion del eje
HHA por un umbral, de manera que la sensibilidad del sistema central al estrés depende de este
tipo de receptores. Los GR intervienen en la inhibicion a través de la finalizacién de la activacién

del eje HHA inducida por estrés (de Kloet E. R., 1998; Diaz-Lujén V. E., 2008).

Los propios glucocorticoides regulan su concentracion plasmatica ejerciendo una
retroalimentacién negativa directa de la actividad del eje HHA a nivel hipotalamico y a nivel
adenohipofisario (figura 2): en el hipotdlamo inhiben la secrecién de CRF y en la adenohipdfisis
inhiben la secrecion de ACTH. También regulan la actividad del eje HHA de manera indirecta
(figura 2) actuando sobre receptores en dareas del sistema limbico, como el hipocampo y la
amigdala (Dedovic K., 2009; Diaz-Lujén V. E., 2008), el estriado y la corteza prefrontal (Dedovic K., 2009;

Jacobson L., 1991; Sapolsky R. M., 2003).
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En el hipocampo, los glucocorticoides ejercen una regulacién negativa del eje HHA (Dedovic K.,
2009). Esta regidn cerebral posee una alta concentracidn de receptores MR y GR (Kosten T., 2007a;
Margineanu D., 1994) que median la inhibicién de la respuesta del eje HHA o la limitacién de la
magnitud e intensidad de la misma (Jacobson L., 1991). En la corteza prefrontal, los glucocorticoides
también regulan negativamente la actividad del eje; sin embargo, en la amigdala estas hormonas

la regulan positivamente (Dedovic K., 2009).

Corteza N
Prefrontal
medial

Glucocorticoides >

Glandula adrenal

Fig. 2: Esquema de la regulacion del eje HHA.

Las flechas verdes representan estimulos activadores. Las flechas rojas representan estimulos inhibidores.
Adaptado de McCormick 2009.
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Ademads de los glucocorticoides, existen otros factores que regulan la actividad del eje HHA. Las
aferencias GABAérgicas inhiben la sintesis y liberacion de CRF en el NPV (Walker C. D., 2002); por el
contrario, la dopamina (Lowy T. M., 1993) y la serotonina (Walker C. D., 2002) ejercen una regulacion
positiva sobre este nucleo hipotaldmico (Tsigos C., 2002). Las hormonas sexuales modulan la
secreciéon de ACTH a nivel hipotalamico: |la testosterona la inhibe y el estradiol la estimula (Catalani
A., 2011; Kudielka B. M., 2005; Sutcliffe 2009). Ademas, los receptores de andrégenos y estrégenos se
distribuyen en diversas areas cerebrales, y a través de ellos, tanto las hormonas sexuales por si
mismas como sus metabolitos y otros neuroesteroides, regulan la respuesta del eje HHA frente al
estrés (Catalani A., 2011; Mellon 2007). La taurina también interviene en la regulacién de la

respuesta de secrecion de glucocorticoides del eje HHA (Engelmann M., 2003).

1.2 OTROS MECANISMOS DE RESPUESTA AL ESTRES: PROTEINAS ENLAZANTES DE CALCIO

Uno de los mecanismos que median los glucocorticoides por unidn a sus receptores es el aumento
de la accién de aminoacidos excitatorios (Abrahdm 1., 1996, Moghaddam B., 1994), que incrementan
el flujo de calcio hacia el interior de las neuronas (Lephart E. D., 1998, 1999). Pero un aumento
excesivo es citotoxico, es decir, perjudicial para el desarrollo y la supervivencia celular (Abrahdm I.,

1996; Karst H., 2002, Li M., 2008; Sapolsky R. M., 2003).

Como mecanismo de defensa ante el aumento de calcio intracelular citotéxico mediado por los
glucocorticoides, el sistema nervioso cuenta con proteinas de unién a calcio, principalmente
calbindina (CB), calretinina (CR) y parvalbumina (PV) (Baimbridge K. C., 1992). Estas proteinas
modulan la concentracién de calcio intracelular, facilitando la maduracién y la supervivencia
neuronal (Lephart E. D., 1998), y ademas regulan las sefiales pre y postsinapticas e intervienen en la

plasticidad de las dendritas (Giachino C., 2007).

Se distribuyen por todo el sistema nervioso central, principalmente en la corteza, nucleos basales,
cerebelo, tdlamo, hipotdlamo, areas del sistema limbico como el hipocampo. De manera
generalizada, estan asociadas a neuronas GABAérgicas. Mientras las proteinas CB y CR comienzan
a expresarse en el periodo embrionario, la PV no aparece hasta la primera semana postnatal. Los
tres tipos aumentan sus concentraciones hasta el final de la segunda semana de vida (Baimbridge K.

C., 1992; Celio M. R., 1990; Giachino C., 2007; McDonald A. J., 2001).
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2 DESARROLLO POSTNATAL DEL CEREBRO

2.1  AcCTIVIDAD DEL EJE HHA DURANTE EL DESARROLLO POSTNATAL DEL CEREBRO

En las primeras semanas de vida, durante el desarrollo postnatal del cerebro la sintesis de
glucocorticoides, que median fundamentalmente la activacidon de procesos catabdlicos (Dubovsky
B., 1990; Seyle H., 1950), asi como la de sus receptores, no es la misma que tiene lugar en el adulto

(Ben-Ari Y., 2004; Catalani A., 2011; Pickering C., 2006).

La secrecion de corticosterona en rata comienza durante el periodo fetal (Dubrovsky B., 1990), pero
existe una marcada reduccién durante los primeros dias de vida (Catalani A., 2011; Sapolsky R. M.,
2003): los niveles de esta hormona, asi como de CRH y ACTH, se mantienen bajos desde el dia PN 4
hasta el PN 12 (Catalani A., 2011, Levine S., 2001). En este periodo también disminuye la expresion de
receptores GR y aumenta la unién de glucocorticoides a receptores MR. Esto se traduce en una
atenuacion de la capacidad de responder con un aumento de la liberacién de ACTH en respuesta a
los aumentos circadianos de glucocorticoides y a estimulos estresantes leves (Diaz-Lujén V. E., 2008;
Wigger A., 1999; Lehmann J., 2002; Pickering C., 2006). Sin embargo, a pesar de que la unién a GR esta
disminuida, la afinidad de unién a estos receptores es mayor en las crias que la que se observa en
el adulto (Tsigos C., 2002; Vdzquez D. M., 1998), por lo que la capacidad de activar una respuesta
frente a situaciones amenazantes o agentes nocivos durante este periodo estd mantenida (Catalani
A., 2011; Dent G. W., 2000; Lehman J., 2002; Pickering C., 2006). Durante estos dias, la baja actividad del
eje HHA se mantiene debido a la potenciacion de la retroalimentacién negativa de los
glucocorticoides en la adenohipdfisis, que no depende de los receptores MR sino de los GR, cuya

actividad a este nivel esta incrementada (Catalani A., 2011; Schmidt M., 2003).
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En el hipocampo, la expresién de receptores de glucocorticoides también varia en este periodo
(Catalani A., 2011; Gould E., 1999). Tras el nacimiento la concentracién de ambos tipos de receptores
estd disminuida, pero en el caso de los MR tanto su concentracion como su afinidad aumentan
rapidamente y alcanzan las concentraciones tipicas del adulto al final de la primera semana de
vida, mientras que los GR aumentan lentamente para alcanzar los niveles tipicos de adulto

alrededor de la tercera semana de vida (Catalani A., 2011).

Debido a la inactividad basal del eje HHA, a este intervalo de tiempo se le denomina periodo de
hiposensibilidad al estrés (SHRP, stress hiporresponsive period) (Catalani A., 2011; Levine S., 2001;
Pickering C., 2006; Sapolski R. M., 2003; Vazquez D. M., 1998). Esta hiposensibilidad esta regulada por la
alimentacién y los cuidados que las crias reciben de sus madres (Catalani A., 2011; Diaz-Lujén V. E.,

2008; Suchecki D., 2000, 2007).

Este periodo es fundamental para la correcta maduracién del eje HHA (Diaz-Lujén V. E., 2008; Levine
S., 2001; Wigger A., 1999). El SHRP constituye un mecanismo de proteccidn que asegura unos niveles
bajos y estables de glucocorticoides durante el desarrollo postnatal temprano. Las acciones de la
corticosterona son predominantemente catabdlicas y suprimen la neurogénesis y la proliferacion,
por lo que su inhibiciéon relativa es una adaptacion durante el desarrollo, periodo caracterizado por
procesos anabdlicos. En areas cerebrales como el hipocampo que tiene desarrollo postnatal,
durante el SHRP los bajos niveles de corticosterona aseguran un correcto balance entre

nacimiento y muerte neuronal, la migracion y la proliferacién (Gould E., 2000; Leinekugel X., 2003).
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2.2 SISTEMAS AMINOACIDERGICOS DE NEUROTRANSMISION

2.2.1 SIsTEMA GABAERGICO

El acido y-aminobutirico (GABA) es un aminodcido dicarboxilico considerado como el
neurotransmisor inhibitorio mas importante en el sistema nervioso central de mamiferos y
ampliamente distribuido en todas las regiones cerebrales (Herlenius E., 2004; Olsen R. W., 2006; Ruiz-

Gayo M., 2008).

El principal precursor en la sintesis de GABA es la glucosa, aunque también puede sintetizarse a
partir de piruvato y otros aminoacidos. La sintesis de GABA es un proceso altamente regulado en
el sistema nervioso central. Se forma a partir del a-cetoglutarato procedente del metabolismo de
la glucosa en el ciclo de Krebs (figura 3). La enzima GABA a-oxoglutarato transaminasa (GABA-T)
da lugar a acido L-glutdmico, que es decarboxilado por la enzima 4cido glutamico descarboxilasa
(GAD) formando GABA. La sintesis de este neurotransmisor ocurre exclusivamente en los
terminales de neuronas GABAérgicas, puesto que la enzima GAD no se encuentra en células de
glia. Una vez sintetizado, se almacena en vesiculas sindpticas desde donde se libera al espacio
extracelular tras la despolarizacidon de la membrana. La accion de este neurotransmisor finaliza por
recaptura, neuronal (tanto pre- como postsinaptica) y glial, por un transportador altamente
especifico. El GABA recapturado por los terminales presindpticos no se metaboliza, se une al
transportador vesicular y se reutiliza. Sin embargo, si se recaptura en células postsindpticas o
gliales se metaboliza para dar lugar a acido succinico que entra a formar parte del ciclo de Krebs.
Ademds, en las células gliales el GABA también puede ser metabolizado por la glutamina sintetasa
produciendo glutamina, que se transporta a células neuronales y da lugar al glutamato por la
accion de la glutaminasa neuronal. Por accién de la enzima GAD, el glutamato es el precursor de

GABA (Olsen R. W., 2006; Ruiz-Gayo M., 2008).
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Fig. 3: Esquema de la sintesis de GABA. 1
GABA-T: GABA transaminasa; GAD: acido glutamico deshidrogenasa. fumarato
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La enzima GAD esta implicada en la diferenciacién sexual del cerebro (McCarthy M. M., 2002). Tras
el nacimiento, la enzima GAD se expresa en mayor cantidad en regiones donde la concentracion
de glucocorticoides es mas elevada en el hipotdlamo y regiones del sistema limbico, pero sin
embargo, el dia PN 15 las diferencias de concentraciéon entre machos y hembras desaparecen
(Davis A. M., 1996), y su concentracién se ha relacionado con los niveles de testosterona (Davis A.

M., 1998).

Hasta el dia PN10 GABA actla como neurotransmisor excitatorio y posee funciones tréficas
(Represa A., 2005): regula el crecimiento y la maduraciéon celular (Berninger B., 1995), promueve la
supervivencia neuronal y favorece la sinaptogénesis (Ganguly K., 2001). Esto es debido a que en el
periodo postnatal temprano los sistemas aminoacidérgicos no han terminado de desarrollarse y su
funcionalidad se modifica durante las dos primeras semanas de vida (Ben-Ari Y., 2004; Cheluja M. G.,
2007). Al madurar estos sistemas, el GABA adquiere una funcion inhibitoria y actia modulando la
actividad excitatoria en el cerebro, por lo que el sistema GABAérgico se establece principalmente
en circuitos de interneuronas de axones cortos localizados en areas como el tronco encefdlico, el
bulbo olfatorio, el cerebelo, los ganglios basales, la corteza cerebral, el tdlamo, el hipotdlamo y el

hipocampo (Herlenius E., 2004; Wilson M. A., 1996).

También existen circuitos de proyeccion larga a través de los que el GABA interviene en el
comportamiento motor. Las principales proyecciones GABAérgicas van (Herlenius E., 2004; Wilson M.
A., 1996):

- desde el estriado hasta la sustancia nigra

- desde la sustancia nigra hasta el coliculo superior y el nicleo motor taldmico

- desde la sustancia incierta y el nucleo tegmental ventral hasta la corteza prefrontal

- desde las células de Purkinje a los nucleos grises del cerebelo y al sistema vestibular

Existen dos tipos principales de receptores de GABA en el cerebro: los receptores GABA, y GABAg.
Ambos estdn ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central, pero su patron de
distribucidn no es igual: hay regiones cerebrales en las que coexisten ambos tipos de receptores y
regiones en las que solo se encuentra uno de los dos tipos. Ademas, durante el desarrollo cerebral,
pre y postnatal, tienen lugar cambios en la expresion de las diferentes subunidades que
conforman estos receptores (Herlenius E., 2004; Olsen R. W., 2006). Existe un tercer tipo de receptor,

GABA, estructuralmente similar al receptor GABA, (Olsen R. W., 2006; Wilson M. A., 1996).
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El receptor GABA, es un receptor ionotrdpico acoplado a un canal de CI'. Se localiza en el sistema
nervioso central a nivel postsindptico. La union de GABA a este receptor es directamente
responsable de la apertura del canal de CI" que produce una hiperpolarizacién de la membrana
(Hevers W., 2002; Olsen R. W., 2006). Las subunidades que lo conforman dependen de la regién
cerebral en que se encuentre, y la distribucién de las mismas en regiones como el tdlamo, el
hipocampo o la amigdala juega un importante papel estableciendo la respuesta fisiolégica de este
receptor, que esta implicada en la diferenciacidon sexual del cerebro (Davis A. M., 2000). Cabe
destacar que la corticosterona actlia como agonista de este receptor, de manera que una elevada
concentracién de esta hormona en el cerebro puede actuar como depresora de la actividad

cerebral (Bauilieu E. E., 2001).

El receptor GABA; es un receptor metabotrépico acoplado mediante proteinas G a un canal de K.
Este receptor puede mediar inhibiciones tanto pre- como postsindpticas. En el primer caso su
. .7 . . . 2+ . . . .7 .
activacion disminuye la conductancia a Ca”’, disminuyendo la liberaciéon de neurotransmisores, y
en el segundo su activacién aumenta la conductancia al K', hiperpolarizando la membrana
neuronal. Este receptor no es funcional hasta el momento del nacimiento (Herlenius E., 2004; Lopez-

Bendito G., 2002).

El receptor GABA es un receptor ionotrépico de accién inhibitoria a través de canales de CI (O/sen

R. W., 2006; Wilson M. A., 1996). Media la inhibicion lateral a las respuestas luminicas en la retina.
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2.2.2 SISTEMA GLUTAMATERGICO

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas importante del sistema nervioso central de
mamiferos y el precursor de GABA (Hassel B., 2006). Es el principal mediador de la informacidn
sensorial, la coordinacién motora, las emociones y la cognicidon. De forma semejante al sistema

GABAérgico, se distribuye ampliamente por todo el cerebro (Herlenius E., 2004; Pickering C., 2006).

El glutamato es un aminoacido no esencial que no atraviesa la barrera hematoencefdlica, por lo
que es sintetizado fundamentalmente a partir de la glucosa, aunque puede formarse a partir de

otros sustratos. Su sintesis y metabolismo ocurre tanto en neuronas como en células de glia.

Cuando la glucosa actia como precursor, el glutamato se forma a partir del piruvato obtenido en
el ciclo de Krebs (figura 4). La biosintesis tiene lugar en la mitocondria por transaminacion del 2-
oxoglutarato, reaccidon reversible que puede ser catalizada por dos enzimas diferentes: la

aspartato aminotransferasa y la glutamato deshidrogenasa (Hassel B., 2006).

En las células de glia se forma a partir de glutamina. El glutamato puede ser capturado por el
transportador glutamato-1 (GLT-1) o por el transportador glutamato-aspartato (GLAST) y
metabolizado en las células gliales a glutamina por la enzima glutamina sintetasa. La glutamina, a
través de un transportador de baja afinidad, alcanza el terminal nervioso y por medio de una

glutaminasa, de localizacién mitocondrial, se metaboliza de nuevo en glutamato (Hassel B., 2006).

Ademas el glutamato puede producirse por transaminacion a partir de aspartato y se forma
continuamente durante el recambio de proteinas tisulares y en las numerosas reacciones de

transaminacion en las que esta involucrado (Bradford H. F., 1998).
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Fig. 4: Esquema de la sintesis del glutamato. c':c:qu
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El glutamato sintetizado de uno u otro modo es empaquetado en vesiculas sindpticas (Hassel B.,
2006), desde donde se libera tras la despolarizacién de la membrana neuronal. La principal via de
inactivacién del glutamato es la recaptura por parte del terminal nervioso mediante un
transportador de alta afinidad denominado transportador de aminoacidos excitatorios-I (EAAC-I).

También puede ser recapturado por las células de glia (Bradford H. F., 1998).

Las principales vias de conexion glutamatérgicas estan relacionadas con el control del
comportamiento motor y la modulacién de las vias dopaminérgicas (Reiner A., 2010); parten desde
la corteza y se dirigen al estriado y al tdlamo principalmente. Cabe destacar la conexién cortical de

las neuronas piramidales con las interneuronas GABAérgicas (Riaza Bermudo-Soriano C., 2012).

También hay vias intrinsecas glutamatérgicas en el hipocampo (figura 5) que estan relacionadas
con el aprendizaje y la memoria por la activacién de receptores de glutamato en esta regién
cerebral (Bliss T., 1996, Kosten T., 2007a, b), asi como implicadas en la regulacion de la respuesta al

estrés (Riaza Bermudo-Soriano C., 2012).

Fig. 5: Representacion grafica de las vias intrinsecas glutamatérgicas del hipocampo.

CA1, CA3: regiones CA1, 3 del Asta de Amédn; DG: giro dentado; fim: fimbria; Sch: colaterales de Schaffer; mf: fibras
musgosas; pyr: capa piramidal del Asta de Amén; alv: alveo; fiss: fisura hipocampal; gc: capa granular del giro dentado;
Sub: subiculo; pp: tracto perforante. Siegel G. J., 2006.
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Existen dos tipos principales de receptores de glutamato de los que depende su accién excitatoria:
los receptores metabotrdpicos y los ionotrépicos. Ambos pueden localizarse tanto en la
membrana pre- como postsinaptica (Riaza Bermudo-Soriano C., 2012). La expresion de las diferentes
subunidades que conforman cada receptor varia durante el desarrollo prenatal y tras el

nacimiento (Herlenius E., 2004).

Los receptores metabotrépicos estan acoplados a proteinas G y median acciones mas lentas y
duraderas que los receptores ionotrdopicos. Pueden localizarse tanto pre- como
postsinapticamente. Hay ocho receptores metabotrdpicos diferentes (mGluR1-mGIuR8) agrupados
en tres clases funcionales. Los receptores pertenecientes al grupo | favorecen la liberacién de
neurotransmisores por induccion de la liberacién de Ca®* de reservas citoplasmaticas. La activacion
de los receptores pertenecientes a los grupos Il y lll resulta en una inhibicién de la liberacion de

neurotransmisores (Hassel B., 2006; Riaza Bermudo-Soriano C., 2012).

Los receptores ionotrépicos son canales idnicos dependientes de ligando, que se dividen en tres
grupos en funcién de los agonistas que se unen a ellos (Riaza Bermudo-Soriano C., 2012): AMPA (alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propidnico), NMDA (N-metil D-aspartato) y acido kainico. Estan
ampliamente distribuidos por todo el sistema nervioso central, aunque los encontramos en mayor
densidad en el hipocampo, la corteza cerebral, el septo, estriado y amigdala. Los receptores AMPA
y NMDA han sido muy estudiados por su implicacién en la potenciacidn a largo plazo, proceso
molecular de formacién de la memoria (Bliss T., 1996; Kosten T., 2007a, b). También se han estudiado
los cambios en la expresién de sus diferentes subunidades a lo largo del desarrollo, que suponen
un cambio en su funcionalidad e implicacion en la accién excitatoria en el cerebro Los receptores
de kainato forman un canal iénico que permite principalmente el paso de Ca®" (Herlenieus E., 2004;

Pickering C., 2006).

Los receptores AMPA estan acoplados a un canal catidnico no especifico permeable a Na*, K'y Ca**

y a través del que median las sinapsis excitatorias rapidas en el cerebro (Pickering C., 2006). Pueden
estar compuestos por cuatro subunidades: GluR1 - GluR4. Cabe destacar que la presencia de la
subunidad GIuR2 en el receptor disminuye la permeabilidad al Ca?* (Pickering C., 2006). Las
subunidades de los receptores AMPA muestran un patrén de expresion diferente a lo largo de las
tres primeras semanas de vida postnatal. La subunidad GluR1 del receptor AMPA se detecta desde
el dia 15 embrionario y su expresion aumenta hasta el momento del nacimiento, cuando se
estabiliza. La subunidad GIluR2 también esta presente durante el periodo prenatal. Tras el

nacimiento, su expresién incrementa hasta los dias PN 5-7, disminuye hasta los niveles tipicos del
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nacimiento en PN 10 y disminuye su expresién hasta alcanzar niveles por debajo de los del
nacimiento hasta el dia PN 18 (Pickering C., 2006).

Los receptores NMDA son canales de Ca®* que estan bloqueados de manera voltaje-dependiente
por iones Mg”" a un potencial de membrana en reposo (Lee H., 2003; Siegel G. J., 2006). El Zn**
también bloquea el receptor NMDA pero de una forma independiente de voltaje. Ejerce un efecto
protector ya que retrasa y alarga la accion del glutamato. La localizacidn de estos receptores es
postsindptica y son los mas regulados del sistema nervioso central; requieren la unién simultanea
de dos agonistas diferentes para activarse: el glutamato y la glicina, que por separado no pueden

abrir el canal idnico. Ademas, para su activacién es necesaria una despolarizacion de la membrana

neuronal que elimine el bloqueo por Mg**.

Estan compuestos por una subunidad NR1, necesaria para la funcionalidad del canal (Lee H., 2003),
combinada con una subunidad NR2A o NR2B. El cerebro embrionario contiene receptores NMDA
con subunidades NR1 y NR2B. Durante las tres primeras semanas de vida postnatal, la expresién
de las subunidades de los receptores NMDA cambia. La expresién de NR1 incrementa desde el dia
PN 3 hasta el PN 14, cuando empieza a disminuir hasta alcanzar niveles inferiores a los del
nacimiento a partir del dia PN 21. NR2A tiene una baja expresién hasta el dia PN 10, tras el cual
esta sobreexpresado en relacién con los niveles del nacimiento. NR2B esta sobreexpresado hasta
el dia PN 7 y diminuye sus niveles por debajo de los del nacimiento hasta el dia PN 10 (Pickering C.,
2006). Las subunidadse NR1 y NR2A estdn relacionadas con la respuesta a variaciones de Ca** de
los receptores NMDA, por lo que durante el periodo perinatal el cerebro es mas vulnerable a
apoptosis por incrementos de calcio intracelular; los factores neurotrdéficos durante el desarrollo
postnatal incrementan la expresion de estas subunidades, interviniendo el la maduracion de la

neurotransmisién glutamatérgica (Glazner G. W., 2000).

25



INTRODUCCION

MODULACION DE LOS RECEPTORES NMDA: OxIDO NiTRICO

El 6xido nitrico (NO) es una pequefia molécula con gran capacidad para difundir que actia como
mensajero transcelular y ejerce su accién sobre la misma neurona y las células adyacentes
(Garthwaite J., 1988). Se diferencia de los neurotransmisores tradicionales en que no se almacena
en vesiculas, actua directamente sobre segundos mensajeros y finaliza su actividad reaccionando
con oxigeno, no se degrada ni recaptura. La sintesis de NO esta catalizada por la enzima dxido
nitrico sintasa (NOS), que estd regulada por calcio: la entrada de Ca*" por la activacion de
receptores NMDA de glutamato induce la activacion de NOS (Griscavage J., 1993; Rogers L. E., 1992).
El NO producido puede actuar de forma retrograda, modificando la funcién de las terminaciones
presindpticas que llegan a la neurona nitrérgica. Actuando sobre las enzimas mitocondriales y
sobre la propia NOS, el NO puede inducir la liberacion de vesiculas de neurotransmisores y
producir la despolarizacién de la membrana, de manera Ca”* independiente (Garthwaite J., 1988;

Ignarro L. J., 2000).

El NO esta implicado en procesos de plasticidad sindptica, ya que por su funcion de mensajero
retrégrado estimula los receptores NMDA de glutamato favoreciendo el proceso de LTP.
Asimismo, el NO posee un papel neuroprotector porque también es capaz de bloquear el
incremento de Ca*" mediado por la activacion de receptores NMDA (Bliss T., 1996; Wink D. A., 1993,

1996).

Las neuronas nitrérgicas aparecen fundamentalmente en la corteza cerebral y el hipocampo
(Valtschanoff J. G., 1993). En la corteza estas neuronas son GABAérgicas (Chesselet M. F., 1989; Gabbott
P. L., 1995), aparecen en el periodo embrionario y aumentan su numero en las primeras semanas
de vida postnatal. En el hipocampo no aparecen hasta la primera semana de vida. También hay
neuronas nitrérgicas en otras estructuras cerebrales como el septo, el estriado y nucleo

accumbens, la amigdala y el hipotadlamo, incluyendo el NPV (Vincent S. R., 2000).
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2.2.3 NEUROTRANSMISION AMINOACIDERGICA DURANTE EL DESARROLLO ENCEFALICO

La generacidon de impulsos nerviosos excitatorios en el cerebro maduro depende del trabajo
conjunto de los receptores AMPA y NMDA del sistema glutamatérgico (Ben-Ari Y., 1997; Pickering
2006): la activacion del receptor AMPA despolariza la membrana neuronal permitiendo el
desbloqueo ejercido por el Mg®* en el canal NMDA v, por tanto, su activacién (Riaza Bermudo-
Soriano C., 2012). La modulacion de la neurotransmisidén excitatoria depende de los circuitos de
interneuronas inhibitorias GABAérgicas. Pero los sistemas de neurotransmisién aminoacidérgica
asi establecidos en el cerebro adulto no son iguales que los presentes en las primeras etapas del
desarrollo cerebral (figura 6): su configuracion cambia en el proceso de maduracién, durante el
desarrollo prenatal y las primeras semanas de vida postnatal (Ben-Ari Y., 1997, 2004; Herlenius E.,

2004; Pickering C., 2006).

Hasta el dia PN 10 el GABA posee caracter excitatorio y la excitacién neuronal del cerebro prenatal
depende de los receptores GABA, y NMDA (Ben-Ari Y., 1997; Herlenius E., 2004). La via excitatoria
mediada por la actuacién sinérgica de los receptores AMPA y NMDA se establece en el periodo
postnatal temprano. De esta manera, en el cerebro inmaduro, los receptores GABA, realizan la
funcién que depende de los receptores AMPA mas tarde en el desarrollo, cuando GABA adquiere

su papel de neurotransmisor inhibidor (Ben-Ari Y., 1997, 2004; Ganguly K., 2001, Leinekugel X., 1997).

Las sinapsis glutamatérgicas son silentes hasta el final de la primera semana de vida postnatal,
puesto que el bloqueo por Mg es tan eficiente en los receptores de neuronas neonatales como
en las adultas, y los receptores AMPA no son activos hasta el dia PN 5-7 (Ben-Ari Y., 1997, 2004;

Herlenius E., 2004; Pickering C., 2006).

PN 0-2

AMPA NMDA  VDCaZ+ GABA 5 GABAgG

Fig. 6: Representacion grafica de la funcionalidad de
los receptores de GABA y glutamato en diferentes
etapas del periodo postnatal, durante el desarrollo del
cerebro (PN 0-2 y PN 2-5), y en la edad adulta.

BenAri 1997.
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En el cerebro neonatal, la concentracion de CI" intracelular es mas elevada que en el cerebro
maduro (Ben Ari Y., 2004) (figura 7). En las neuronas maduras, el cloro citoplasmatico debe ser
transportado al exterior para que haya una actividad GABAérgica correcta. Este transporte esta
mediado por un sinporter KCC2 de CI'/K"; sin embargo, las neuronas inmaduras acumulan cloruros
por un sinporter NKCC1 de Na*/Cl, y por ello la activacién de GABA, durante el desarrollo es
despolarizante. En la primera semana de vida postnatal, la uniéon de GABA a receptores GABA, no
induce una hiperpolarizacién de la membrana, sino la generacidn de potenciales despolarizantes
gigantes (Giant Depolarizating Potentials, GDPs). Estos GDP provocan la despolarizacién necesaria
para eliminar el bloqueo de Mg** de los receptores NMDA facilitando su activacion (Herlenius E.,
2004). A través de esta accion excitadora, hasta la segunda semana de vida postnatal el GABA
interviene junto con el glutamato en los procesos de neurogénesis y sinaptogénesis (Ben-Ari Y.,
1997, 2004), actuando ademas como factor trofico (Ganguli K., 2001; Herlenius E., 2004; McCarthy M.
M., 1997, 2002; Owens D. F., 2002).

Desarrollo embrionario Desarrollo postnatal

Terminal voco

GABAérgico \E“ -}_— e

cr

Terminal

GABAérgico fg_ a

Terminal
glutamatérgico

Incremento Disminucién
== [CI] —>

Fig. 7: Representacién grafica de las diferencias de concentracién de calcio intracelular y funcionalidad de los receptores
en el desarrollo embrionario y postnatal. Ganguli 2001. VDCC: canal de calcio dependiente de voltaje; KCC2: canal de
cloro-potasio; GABA4R: receptor GABA,; AMPAR: receptor AMPA.

Durante las primeras semanas de vida postnatal la regulacién de la actividad neuronal se realiza
solo por inhibicién a nivel presinaptico a través de receptores GABAg (Ben-Ari Y., 2004, Herlenius E.,

2004; Lopez-Bendito G., 2002).

Cabe destacar ademas que entre los dias PN 7-14 tiene lugar una superproduccién de neuronas de

aminodcidos excitatorios y de sinapsis (Herlenius E., 2004; Pickering C., 2006).
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2.2.4 TAURINA

La taurina (acido 2-aminoetanosulfénico) es un aminoacido no esencial que se encuentra en
estado libre en la mayoria de las células de los mamiferos (Albrecht J., 2005; Chepkova A. N., 2006). Su
concentracién depende del aporte de este aminoacido por la dieta y de su sintesis en el organismo
y existen transportadores de taurina que la capturan del plasma en todas las células animales
(Herndndez-Benitez R., 2012). Cabe destacar que en el cerebro de roedores su biosintesis es muy
elevada (Sturman J. A., 1993). En el periodo prenatal es el aminoacido libre mas abundante del
sistema nervioso central, de modo que en el momento del nacimiento, el cerebro contiene una
elevada concentracién de taurina. Esta va disminuyendo durante la maduracién hasta alcanzar la
concentracion tipica en el adulto, que es la segunda mas elevada después de la de glutamato

(Albrecht J., 2005).

Se localiza en sinaptosomas en neuronas de diversas areas cerebrales como el hipocampo, la
corteza, el cerebelo o el estriado (Chen S. W., 2004) y su concentracion estd directamente
relacionada con la de glutamato y GABA (£/ idrissi A., 2008), pero no se considera la taurina como un
neurotransmisor porque su liberacidn, por difusion simple o facilitada a través de canales (Oja S. S,,

2000), es independiente de calcio y no posee receptores especificos (de/ O/lmo N., 2000a).

La presencia de taurina es necesaria para el correcto desarrollo del sistema nervioso (Franconi F.,
2004; Heller-Stilb B., 2002; Saransaari P., 1997a; Sturman J. A., 1993). Se ha observado que, en cultivos
celulares, la taurina estimula la proliferacion celular e incrementa el ndmero de células
progenitoras. Este aminoacido no es un mitégeno per se, sino que cuando la actividad proliferativa
ha comenzado, estimula este proceso. La importancia de la taurina en la neurogénesis puede
justificar el hecho de que en el bulbo olfatorio no se produzca una disminucién de este aminodacido

durante la maduracidn, al contrario que en el resto del cerebro (Herndndez-Benitez R., 2012).

Ademas, este aminodacido tiene efectos osmorreguladores (Albrecht J., 2005; Herndndez-Benitez R.,
2012), actia como modulador de la homeostasis de calcio (Chen S. W., 2004; Chepkova A. N., 2006) y
como antioxidante (Herndndez-Benitez R., 2012). Su concentracidn se eleva en condiciones
estresantes (Kong W. X., 2006; Wu H., 2005) e interviene en la regulacién del eje HHA (Engelmann M.,
2003; Franconi F., 2004), por lo que se le atribuye una funcidon neuroprotectora frente a la
excitotoxicidad (Hada J., 1996; Saransaari P., 1997a; Tadros M. G., 2005; Wu H., 2005), especialmente en

el cerebro inmaduro (0ja S. S., 2000).

La taurina también actia como neuromodulador (de/ Olmo N., 2000a) e interviene en la

neurotransmisidén aminoacidérgica (del Arco A., 2001; Chepkova A. N., 2006; El Idrissi A., 2008). Por un
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lado, debido a su similitud estructural a GABA (figura 8), actla como agonista de sus receptores
(Albrecht J., 2005; del Olmo N., 2000a, 2003), inhibiendo su liberacién dependiente de calcio (Kong W.
X., 2006). Es a través de receptores de glicina y GABA, como ejerce sus funciones fisioldgicas y de
regulacién del desarrollo neuronal (de/ Olmo N. 2000a), a pesar de que sus efectos en la
estimulacién de la proliferacion neuronal no estdn mimetizados ni por glicina ni por GABA
(Herndndez-Benitez R., 2012). Debido a su papel inhibitorio, el GABA actla como ansiolitico (Olsen y
Betz R. W., 2006), por lo que la taurina posee este mismo papel cuando ejerce su funcién a través
de los receptores GABA, (del Olmo N., 2000b; Saransaari P., 1997a). Se ha visto también que de
manera exdgena la taurina inhibe la liberacidn y sintesis de serotonina (Kong W. X., 2006), por lo
gue también posee un efecto ansiolitico interviniendo de manera indirecta en la neurotransmision

de esta amina (Chen S. W., 2004; Kong W. X., 2006).

Por otro lado, la taurina modula a los receptores NMDA presinapticos, facilitando la excitabilidad
del axén (del Olmo N., 2000a) por la disminucion del umbral de activacidon de los potenciales de
accion (del Olmo N., 2000a). De esta manera, es capaz de provocar cambios duraderos en la eficacia
sindptica. Este mecanismo de accidén se conoce como potenciacion de larga duracion (long-lasting
potentiation, LLPtay) y estd relacionado con la formacion de la memoria (del Olmo N., 2000a, 2003);
de hecho, en adultos la administracién de taurina esta relacionada con la mejora de las funciones
cognitivas (Chepkova A. N., 2006). Por su papel de modulador de la excitabilidad neuronal, este
aminodcido se encuentra asociado a terminales sindpticos glutamatérgicos (de/ O/mo N., 2000a; Torp

R., 1992).

0 TAURINA

g crea O
0 OH

Fig. 8: Representacion esquematica de la estructura de la moléculas de taurina y GABA.
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2.3 SISTEMAS MONOAMINERGICOS DE NEUROTRANSMISION

2.3.1 SISTEMA DOPAMINERGICO

La dopamina (dihidroxifeniletilamina, DA) es la catecolamina mas abundante del cerebro (Lépez M.
G., 2008), grupo al que pertenece junto con la noradrenalina y la adrenalina. El sistema
dopaminérgico inteviene en los procesos neurales de asociaciones aprendidas (Besheer J., 1999), y
la funcidn de la DA esta relacionada con los procesos de integracién sensoriomotora y cognitivos

(Herlenius E., 2004; Jay T. M., 2003).

Se sintetiza a partir de la L-tirosina (Martin M. I, 2008) por la accion de la enzima tiroxina
hidroxilasa (TH), limitante de su sintesis, y la dopa descarboxilasa (Ruiz-Gayo M., 2008) (figura 9), y
se almacena en vesiculas en el interior neuronal por la accidn de un transportador vesicular (VMA
T1, 2). Una vez la dopamina ha sido liberada y ha ejercido su accién sobre los receptores
correspondientes es inactivada, bien por recaptura, bien por degradacidon enzimdtica. Tras la
recaptura, realizada por un transportador de membrana (DAT) (Kuhar M. J., 2006), la dopamina
puede ser integrada de nuevo en vesiculas sindpticas o degradada enzimaticamente en el interior
neuronal o en la brecha sinaptica. En la degradacién intraneuronal interviene la enzima
monoamino oxidasa (MAO), localizada en la membrana externa de la mitocondria. Existen dos
isoformas de MAO: MAOQOg, con menor especificidad de sustrato, es la encargada de degradar la
dopamina; MAO, posee mayor afinidad para noradrenalina y serotonina. La degradacién
extraneuronal la realiza la enzima catecol-O-metil transferasa (COMT), que metila catecoles de
manera general debido a su baja especificidad de sustrato. La degradacién resulta en la formacion
de dos metabolitos: acido 3,4 hidroxifenilacético (DOPAC), el mas importante en los roedores, y

acido homovalinico (HVA), caracteristico de humanos (Kuhar M. J., 2006).

A través de diversas vias dopaminérgicas, la dopamina regula diversos sistemas cerebrales. Estas
pueden dividirse segun la longitud de sus fibras en ultracortas, intermedias y largas (Barili P., 1998).
Las vias ultracortas son el sistema retiniano y el sistema glomerular del bulbo olfatorio, que
modulan la informacidn visual y olfativa respectivamente. Las vias intermedias estan implicadas en
el control de la secrecion hormonal y regulan la funcién hipotaldmica. Las vias largas estdn
implicadas en los mecanismos de interés y refuerzo de motivacién, y son las responsables de

iniciar la actividad motora que modula la respuesta del animal frente a estimulos ambientales.
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Las vias dopaminérgicas largas son tres (figura 10):

- Mesolimbica, cuyas fibras van desde el area tegmental ventral hasta estructuras del
sistema limbico, como el nucleo accumbens, nicleo de la estria terminal, amigdala,
hipocampo y nucleo septal lateral. El sistema dopaminérgico mesolimbico se relaciona con
el mecanismo de recompensa y el refuerzo natural (Barili P., 1998). Junto con la via
mesocortical, esta implicada en los procesos de memoria y control emocional y forma
parte de los circuitos de recompensa implicados en los procesos de adiccién (Ruiz-Gayo M.,

2008).

- Mesocortical, cuyas fibras van desde el drea tegmental ventral hasta la corteza frontal y
prefrontal. Esta via esta involucrada en la memoria de trabajo y en las funciones ejecutivas
(Buckert M., 2012) a través de la modulacidon de la neurotransmisién excitatoria en la

corteza prefrontal, que esta relacionada con el hipocampo (Barili P., 1998).

- Nigroestriatal, cuyas fibras van desde la sustancia nigra hasta el estriado, desde donde
surgen proyecciones que forman circuitos internos en el estriado o que van hasta el nucleo
ventral del hipotdlamo y la corteza. El sistema nigroestriatal es la via dopaminérgica mas
importante, ya que alrededor del 80% de la DA cerebral se encuentra en el estriado (Barili
P., 1998). Esta via esta relacionada con la regulacién motora, con el control del movimiento

involuntario y el tono muscular (Ruiz-Gayo M., 2008).

k4

HO

Tirosina Widroxilasa (TH)
HO O =i
Aminodcidos L-aromaticos

descarboxilasa
L-DOPA
HO
Dopamina W:aﬁ—hidroxilasa
HO

Feniletanolamina

y Noradrenalma

P NH*
HO—4f : 4 CHy
oH

Adrenalina

HD

— "

Fig. 9: Representacion esquemadtica de la sintesis de dopamina. Siegel G. J., 2006
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Fig. 10: Representacion esquematica de las vias dopaminérgicas.
En la imagen superiro se representan las vias mesolimbica y mesocortical. SM: septo medial.
En la imagen inferior se representa la via nigroestriatal. Siegel G. J., 2006.

La dopamina se une a dos tipos de receptores, ambos acoplados a proteinas G: tipo | o activadores
y tipo Il o inhibidores, acoplados a proteinas G, y G; respectivamente (Herlenius E., 2004; Kuhar M. J.,

2006; Ruiz-Gayo M., 2008).

Los de tipo | son los receptores D; y Ds, son postsindpticos y provocan un aumento de
permeabilidad a Ca®* y por tanto despolarizacién de la membrana (Ruiz-Gayo M., 2008). Se expresan
en el hipocampo y la corteza. Cabe destacar que a través de los receptores D; el sistema
dopaminérgico tiene una importante funcién en la memoria de trabajo espacial en roedores
(Herlenius E., 2004; Hotte M., 2005). En la amigdala, la activacion de estos receptores tiene efectos
ansiogénicos (de la Mora M. P., 2010), y en la corteza prefrontal medial, existe una relaciéon en forma
de U invertida entre la activacién de los receptores D; por estimulacién hipotalamica y la inducciéon

de LTP en esta regidn cerebral (Gurden H., 1999; Zhang M., 2008).

Los de tipo Il son los receptores D,p, Dys, D3 y D4, que provocan un aumento de la permeabilidad a
K" y por tanto, una hiperpolarizacién de membrana. D,, y D; son presindpticos y actian como
autorreceptores en la modulacién de la sintesis y liberacion de dopamina; D,z y D; son
postsinapticos (Ruiz-Gayo M., 2008). Se expresan en neuronas del estriado, de la corteza cerebral y

del sistema limbico, especialmente en el ndcleo accumbens, la amigdala y el hipocampo.

33



INTRODUCCION

2.3.2 SISTEMA SEROTONINERGICO

La 5-hidroxitriptamina o serotonina (5HT) se sintetiza a partir del aminoacido L-triptéfano,
procedente mayoritariamente de la dieta, por la acciéon secuencial de la enzima triptéfano
hidroxilasa y una descarboxilasa inespecifica (Ruiz-Gayo M., 2008) (figura 11). Una vez sintetizada, la
serotonina se almacena en vesiculas por el transportador vesicular (VMA T1, 2). Después de
ejercer su accion sobre los receptores correspondientes, la serotonina es recapturada por un
transportador de membrana especifico (SERT) y degradada por la enzima MAO,. El producto
desaminado, Shidroxiacetaldehido, es oxidado por una aldehido deshidrogenasa produciendo el

metabolito 5-hidroxi indol acético (5HIAA) (Hensler J. G., 2006).
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Fig. 11: Representacion esquematica de la sintesis de serotonina. Siegel G. J., 2006 5-hidroxiptamina
(serotonina)
La funcidn principal de la serotonina es el mantenimiento del tono basal activador de cerebro.
Actlia como un modulador general, de manera directa por la modulacién de funciones inhibitorias
o indirecta por la activacion del sistema GABAérgico (Kalueff A. V., 2007). Este neurotransmisor estd
implicado en la memoria de trabajo a corto plazo (Hritcu L., 2007) y también modula la
neurotransmisién dopaminérgica (Alex K. D., 2007; di Matteo V., 2002). Ademas, el sistema
serotoninérgico influye en la secrecion de corticosteroides: existen conexiones sinapticas entre
neuronas serotoninérgicas y células secretoras de CRH en el NPV hipotalamico (Lanfumey L., 2008)
gue sugieren que la 5HT interviene directamente en la respuesta al estrés; en el hipocampo la

serotonina aumenta los niveles de expresion de receptores GR (Lee J. H., 2007).
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El principal centro serotoninérgico lo constituyen los nucleos del rafe, que estan situado en el
tronco encefalico y consta de nueve grupos celulares (B1-9) (Hensler J. G., 2006; Herlenius E., 2004) de

los que parten vias serotoninérgicas ascendentes y descendentes (figura 12).

Las vias descendentes parten de los grupos B1-B4, de localizacién caudal, y se dirigen a la médula

espinal (Charnay Y., 2010). Las vias ascendentes parten de los grupos B6- B9:

- Desde los nucleos B6 y B7 parte la via ascendente dorsal, que emite proyecciones hacia el
estriado (que regulan de la actividad motora), hacia la corteza (relacionadas con los
comportamientos agresivos), hacia el hipotalamo (que intervienen en la regulacién del

comportamiento sexual) y al cerebelo y tdlamo (que regulan el suefio) (Hensler J. G., 2006).

- Desde los nucleos B8 y B9 parte la via ascendente ventral que inerva principalmente el
hipotalamo y regiones del sistema limbico como el hipocampo, el septo y la amigdala,

donde la 5HT regula funciones neuroendocrinas y comportamentales (Hensler J. G., 2006).
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Fig. 12: Representacion esquemadtica de las principales vias serotoninérgicas. Siegel G. J., 2006
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La serotonina puede unirse a receptores ionotrépicos y metabotrdpicos (Herlenius E., 2004).

Los receptores ionotrépicos son los 5HT3 y regulan la apertura de canales de cationes
monovalentes induciendo una rapida despolarizacion de la membrana (Van Hooft J. A., 2003). Se

localizan en el hipocampo, corteza entorrinal, amigdala y en el ntcleo del tracto solitario.

Los receptores metabotrépicos estdn acoplados a proteinas G y pueden ser inhibidores (5HT1 y
5HT5) o activadores (5HT2, 5HT4, 5HT6, 5HT7). Todos se distribuyen ampliamente por el sistema
nervioso central y se encuentran principalmente en la corteza cerebral, estriado, hipotalamo,
hipocampo, amigdala, septo, tubérculos olfatorios y nucleos del rafe. A través de la activacién de
estos distintos tipos de receptores, la serotonina regula el sistema dopaminérgico (Alex K. D., 2007;

di Matteo V., 2002).

Hay diferentes receptores de serotonina implicados en la respuesta al estrés, y de hecho, la
expresiéon de los receptores de serotonina 5HT1 y 5HT6 en el hipocampo esta regulada por la
concentracién de glucocorticoides, por lo que su variacidn también altera la expresion de estos
receptores (Lee J. H., 2007). La activacion del receptor 5-HT1A produce un incremento de los niveles
de ACTH. Los receptores 5-HT2C, localizados por ejemplo en interneuronas GABAérgicas en el
nucleo del rafe y el ATV (Liu R., 2000), podrian formar parte de un mecanismo de retroalimentacién
negativa indirecta que regula la actividad de los sistemas monoaminérgicos durante el estrés, de
forma que su activacion produce una disminucién de la tasa de disparo de serotonina y dopamina

(Lanfumey L., 2008).
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2.3.3 ONTOGENIA DE LOS SISTEMAS MONOAMINERGICOS

Las neuronas dopaminérgicas comienzan a diferenciarse y ser funcionales en el periodo
embrionario, a partir del dia embrionario 14 (E14) (Herlenius E., 2004), y la enzima TH, que se
localiza junto con la DA en los conos de crecimiento de las neuronas, comienza a expresarse
también en este periodo, desde E12 (Fujita M., 1993). La DA tiene un importante papel en los
procesos neurotréficos y de sinaptogénesis, interviene en el crecimiento y motilidad del cono de
crecimiento a través de los receptores D1 (Sapolsky R., 2003) y en establecimiento de circuitos
funcionales a través de receptores D2 (Jung A. B., 1996). La distribucién y morfologia de las
neuronas del sistema dopaminérgico alcanzan la distribucién adulta en el momento del
nacimiento, aunque las conexiones con los diferentes nicleos no se establecen definitivamente
hasta la segunda semana postnatal; durante estas dos primeras semanas de vida el nUmero de

neuronas se incrementa (Herlenius E., 2004).

Las glucocorticoides intervienen en el desarrollo postnatal de las neuronas serotoninérgicas en el
tronco encefalico (Siegel G. J., 2006). La ontogenia del sistema serotoninérgico en rata se divide en
tres periodos (65): elongacion inicial del axén, desarrollo de vias selectivas y desarrollo del campo
de terminales. Las proyecciones serotoninérgicas aparecen y se desarrollan en el periodo prenatal
desde el dia E13 (Parés-Herbuté N., 1989) y su crecimiento es un proceso secuencial y continuo. Sin
embargo las distintas vias de transmisidn se organizan entre los dias E16-21 (Lidov H. G., 1982) y el
desarrollo de la inervacidon terminal se produce a tiempos y ritmos distintos en cada regién
cerebral, continula tras el nacimiento (Herlenius E., 2004) y se prolonga hasta la cuarta semana de
vida postnatal (Hedner T., 1980). Las neuronas serotoninérgicas influyen en el desarrollo de las
neuronas sobre las que se proyectan (Chaouloff F., 1993). Durante el desarrollo postnatal, la
serotonina esta implicada en la regulacion de la maduracién de determinadas areas cerebrales
(Vicentic A., 2006; Whitaker-Azmitia P. M., 2001), interviene en procesos de neurogénesis,
mielinizacién y desarrollo sindptico. Ademds participa en la maduracién y autorregulacion del

desarrollo de sus propias neuronas (Herlenius E., 2004; Whitaker-Azmitia P. M., 2001).

37



INTRODUCCION

2.4  ESTEROIDES NEUROACTIVOS

Ademas de los glucocorticoides, en el periodo perinatal hay otros esteroides que intervienen en el
desarrollo cerebral: los esteroides gonadales y neuroesteroides. También son derivados del
colesterol, y su biosintesis comienza con la formacién de pregnenolona (figura 13). La
pregnenolona puede metabolizarse dando lugar a dehidroepiandrosterona (DHEA), o puede
formar progesterona por accién de la 3Bhidroxiesteroide dehidrogenasa (HSD). La progesterona
principalmente se reduce irreversiblemente por la 5areductasa a 5adihidroprogesterona, que a su
vez se metaboliza por la enzima 3ahidroxiesteroide dehidrogenasa (3aHSD) en el neuroesteroide
alopregnanolona, pero puede seguir una ruta biosintética diferente y transformarse en
androstenediona, que a su vez da lugar a la testosterona que tras un proceso de aromatizacion

forma estradiol (Mellon S. H., 2007).

Ambos tipos poseen una accion dual en el cerebro a través de la modulacién de los diversos
sistemas de neurotransmisién (Mendez-Lépez M., 2009); durante el desarrollo intervienen en el
proceso de maduracion, y en la edad adulta modulan la actividad neuronal (Mendez-Ldpez M.,

2009).
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Fig. 13: Representacion esquemadtica de la sintesis de los distintos esteroides a partir de colesterol. ©BioCancer.com.
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En el proceso de maduracidn, tienen lugar la organizacidn y la diferenciacién sexual del cerebro,
gue suponen cambios anatémicos y funcionales en los sistemas de neurotransmision que implican
la diferenciacién de diversas respuestas neuroendocrinas y comportamentales relacionadas con
las conductas sexuales y reproductoras (Palanza P., 2001). La diferenciacién sexual comienza poco
antes del nacimiento, el dia E18, y continla hasta el dia PN 7-10 (Davis A. M., 2000; Lenz K. M., 2012).
En este proceso intervienen los esteroides sexuales testosterona y estradiol, procedentes de la
sintesis adrenal y gonadal (Palanza P., 2001). Los esteroides sexuales poseen sitios de unién no sdlo
en areas cerebrales implicadas en el comportamiento sexual, sino también en la corteza, amigdala,

adenohipdfisis, septo lateral e hipocampo (Sutcliffe J. S., 2007).

La diferenciaciéon sexual ocurre por cambios en la expresion de la enzima aromatasa y en la
secrecién de testosterona. Esta enzima comienza a expresarse antes del nacimiento y alcanza su
concentracién mdaxima los dias PN 3-4, a partir de los cuales decrece hasta alcanzar los niveles
tipicos del adulto (Colciago A., 2005). La aromatasa se expresa, en mayor cantidad en machos que
en hembras, en regiones cerebrales directamente implicadas en el comportamiento sexual, como
el area predptica y el hipotdlamo mediobasal (Colciago A., 2005), pero también se encuentra en el
sistema limbico, la corteza y la hipodfisis y en dreas como la amigdala y el hipotdlamo, donde

presenta una diferencia de actividad dependiente del sexo (Lenz K. M., 2012).

En los ultimos dias de gestacion (E16-18) comienza en los machos una produccién elevada de
testosterona que continda en los primeros dias de vida, incrementandose la sintesis de estrégenos
en la etapa perinatal (Colciago A., 2005; Schwarz J. M., 2008). La testosterona alcanza el cerebro como
prohormona y ejerce su efecto tras convertirse en estradiol por accidon de la aromatasa. El
estradiol es el responsable de la masculinizacion del cerebro, porque favorece la generacién de
comportamientos sexuales especificamente masculinos, y de la defeminizacién del mismo, porque
evita la formacion de comportamientos femeninos (Colciago A., 2005; Schwarz J. M., 2008; Lenz K. M.,
2012). Durante el periodo perinatal, la sintesis de estradiol depende de la secrecion de
testosterona, y su ausencia induce la feminizacion por defecto del cerebro. Para evitar la
masculinizacién del cerebro de las hembras, durante el periodo prenatal su cerebro esta protegido
del estradiol materno por la presencia de la alfa-fetoproteina que secuestra las hormonas
gonadales evitando que atraviesen la barrera hematoencefalica (Schwarz J. M., 2008; Lenz K. M.,
2012). La concentracion de estradiol y testosterona varia entres las diferentes regiones cerebrales

y no se relaciona directamente con los niveles de hormonas plasmaticas (Lenz K. M., 2012).
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El estradiol reduce la sintesis de catecolaminas por disminucién de la expresién de la TH y ademas
inducen la disminucidn tanto del nimero de receptores de DA como la sensibilidad de los mismos.
La testosterona también tiene un efecto inhibitorio sobre el sistema dopaminérgico, induce la
disminucién de la concentracion de DA y su tasa de recambio. En el hipotdlamo, las homonas

sexuales median la diferenciacién del sistema serotoninérgico.

La actividad del eje HHA también esta afectada por la presencia de esteroides sexuales, asi como la
afinidad de los receptores de glucocorticoides (Turner B. B., 1992). Los estréogenos potencian la
actividad del eje HHA (Catalani A., 2011; Sutcliffe J. S., 2007; Weiser M. J., 2009): aumentan el pico de
corticosterona y la liberacién de ACTH inducido por estrés, aumentan la actividad neuronal e
inhiben la retroalimentacién negativa del eje HHA (Weiser M. J., 2009). Los andrdgenos, por el

contrario, la inhiben (Sutcliffe J. S., 2007).

Ademds, el estradiol afecta la capacidad de unidn de los receptores MR de manera diferente segin
la dosis y los andrégenos regulan la expresion de MR, GR pero no alteran su capacidad de unién

(Catalani A., 2011).

Los esteroides no gonadales, sintetizados en el cerebro, aparecen antes del nacimiento, y en el
periodo perinatal su funcién estd relacionada con el desarrollo. Actian como neuroprotectores,
intervienen en el crecimiento neuronal y son neuromoduladores de los sistemas aminoacidérgicos.
Su sintesis, aunque diferente en el cerebro maduro, continuda a lo largo de la vida del animal. Las
enzimas esteroidogénicas se distribuyen en el cerebro en areas como la corteza, amigdala, el

hipocampo, talamo, hipotalamo, estriado y cerebelo (Mellon S. H., 2007).

La pregnanolona, DHEA y sus metabolitos sulfatados fueron los primeros neuroesteroides
identificados. La pregnanolona actia como modulador positivo de los receptores GABA,; por el
contrario, su metabolito sulfatado, la pregnanolona sulfatada, es un neuroesteroide excitador que
actia como modulador negativo de los receptores GABA, inhibiendo la entrada de ClI- vy
disminuyendo la frecuencia de apertura del canal; ademas regula negativamente el receptor

AMPA de glutamato y es modulador positivo del receptor NMDA (Mellon S. H., 2007).
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La DHEA interviene en el crecimiento de las neuritas, promueve la neurogénesis y disminuye la
apoptosis (Zhang L., 2002; Mellon S. H., 2007). Su neuroesteroidogénesis depende de la actividad del
receptor NMDA vy ejerce un papel neuroprotector frente al glutamato en parte a través de la
inhibicién de NOS tras la estimulacion del receptor NMDA. En células simpatoadrenales activa la

liberacion de dopamina (Mellon S. H., 2007).

La progesterona se une a un receptor nuclear a través del cual estimula la mielinizacion vy la
diferenciacion de oligodendrocitos (Mellon S. H., 2007). Ademas, la progesterona y sus metabolitos
son inhibidores de la actividad del eje (Sutcliffe J. S., 2007). En el adulto la progesterona disminuye la

afinidad de MR en el hipocampo (Catalani A., 2011).

La alopregnanolona actia a través de los receptores GABA, incrementando su frecuencia y
duracidon de apertura (Kelly S. J., 1999; Mellon 2007). Tiene efectos neuroprotectores: incrementa la
neurogénesis y estabiliza las sinapsis, y especificamente en el hipocampo, aumenta la proliferacion
de células progenitoras y estimula la neurogénesis de células granulares. Su sintesis se incrementa

en el cerebro desde el dia PN7 (Grobin C., 2006).

La progesterona y alopregnanolona se sintetizan principalmente en neuronas glutamatérgicas
piramidales y GABAérgicas estriatales, es decir, en neuronas aferentes, no interneuronas, en la

corteza, talamo, hipocampo, estriado y cerebelo (Mellon S. H., 2007).
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3 PROCESOS COGNITIVOS: MEMORIA DE RECONOCIMIENTO

La memoria se define como el proceso neural por el que un individuo identifica un estimulo
conocido previamente; esta basada en el reconocimiento, que a su vez se define como el resultado
comportamental de este proceso. Por esto, las pruebas usadas para estudiar la memoria de
reconocimiento se basan en el principio general de coincidencia, donde cada ensayo consta
tipicamente de tres fases: una de muestra, una de retraso (o intervalo de retencion) y una de
eleccién (o fase de comparacién). En la primera fase se presenta un estimulo y el individuo
almacena informacién acerca de él, la retiene durante el intervalo de retencién, y en la fase de
comparaciéon se encuentra con una serie de estimulos que debe elegir y comparar con la
informacidn previamente almacenada. Es importante la distincién de dos tipos de memoria: la
memoria no espacial o de reconocimiento propiamente dicha y la memoria espacial, que implica
una representacién espacial de los estimulos reconocidos. En lo referente a la duracién de la
capacidad de reconocimiento, se puede distinguir entre memoria a corto y largo plazo (Steckler T.,

1998).

El concepto de reconocimiento espacial surge de la expresidn natural de la curiosidad y representa
la necesidad de adquisicién de informaciéon cuando un sujeto se encuentra en un nuevo entorno
con nuevos estimulos. Este tipo de reconocimiento cuenta al menos con dos dimensiones: la del
espacio corporal (egocéntrica), que incluye la localizacién de estimulos fisicos, de la posicién de
determinadas partes, etc., y la del espacio (alocéntrica). Por este motivo desde hace mas de un
siglo los dispositivos mas empleados en el estudio de la memoria espacial son los laberintos. Para
realizar pruebas en ellos los animales tienen restringido el acceso a agua o comida, que se
emplean como refuerzo, de tal manera que la asuncién de resolucidn esta basada en el principio
comportamental de que éstos deben aprender y recordar la localizacion de pistas, en términos de

sefiales visuales-espaciales, que les provean de alimento (Carrillo-Mora P., 2009).

Puesto que la memoria espacial es la que permite la interaccion del individuo con su entorno, es
una funcidn cognitiva ampliamente estudiada. La memoria espacial se define como la funcién
cerebral responsable del reconocimiento, codificacién, almacenamiento y recuperacién de
informacidn espacial acerca de la disposicién de los objetos en rutas especificas (Kessels R. P. C,,
2001; Carrillo-Mora P., 2009). Para ello se establecen diferencias entre los procesamientos a corto
plazo de la memoria activa (memoria espacial de trabajo) y el almacenamiento a largo plazo de la

localizacién espacial (memoria espacial de referencia). La memoria espacial de trabajo es un
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sistema que permite el almacenamiento temporal de una limitada cantidad de informacién
espacial y la mantiene disponible para un acceso inmediato. Alternativamente, esta informacion
puede ser usada para otros procesos cognitivos (Moscovitch M., 2005; Carrillo-Mora P., 2009). Por otra
parte, el sistema de memoria espacial de referencia, propuesto por primera vez por Olton en
1979, alude al tipo de procesamiento de memoria involucrado en la obtencién de informacion
espacial sobre varias pruebas. Por contraste con la memoria espacial de trabajo, la memoria
espacial de referencia exhibe mayor capacidad, duracidn y resistencia a las interferencias (Carrillo-

Mora P., 2009).

3.1 MECANISMOS CELULARES DEL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

A nivel molecular, el modelo de formaciéon de memoria estd constituido por la potenciacién a largo

plazo (Long-Time Potentiation, LTP). El mecanismo celular de LTP consiste en una facilitacién de la

despolarizacion de la membrana cuando la activacién de receptores AMPA y NMDA es persistente.

Cuando la entrada de Ca** en la neurona se mantiene, la activacién de receptores NMDA es mas
s . 2+ . .

rapida porque no hay bloqueo por Mg”’, y a largo plazo se activan mecanismos celulares de

sintesis de nuevos receptores AMPA que a su vez facilitan la despolarizacién, prolongandose asi la

excitacion neuronal (Bliss T., 1996).

En la induccidn de la LTP es fundamental la activacion del receptor NMDA. En una primera fase, el
calcio que entra a través del receptor NMDA se une a la proteina kinasa calmodulina Il (CaMKiIl),
que es el mediador clave en la formacién de la memoria (Wang H., 2006). Esta proteina produce
una activacion del receptor NMDA aumentando la conductancia del canal e induciendo la insercion
sindptica de receptores AMPA, de manera que es responsable de la potenciacidon de la sinapsis.
Estas modificaciones mediadas por la CaMKIl tras la activaciéon de receptores NMDA pueden
mantenerse de 1 a 3 horas, periodo de tiempo denominado fase temprana de la LTP (early-LTP, E-
LTP). Tras este tiempo, es necesario el mantenimiento de la LTP para la consolidacion de la
memoria (del Olmo N., 2003), y para ello tiene lugar una fase tardia (Late-LTP, L-LTP) que requiere la
sintesis de nuevas proteinas (Wang H., 2006). Esta L-LTP fue descrita por primera vez en 1988 (Frey

U., 1998; Wang H., 2006).
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La consolidacién de la memoria implica una serie de modificaciones sindpticas mediadas por
receptores NMDA para reforzar los cambios celulares en términos de eficacia sinaptica (Frey U.,
1998; Gruss M., 2008). Durante la L-LTP se requiere la reactivacion de receptores NMDA en un
proceso conocido como refuerzo sindptico de reentrada (SRR, synaptic reentry reinforcement)
(Wang H., 2006) que resulta en un intercambio metabdlico de receptores sinapticos que permite el

establecimiento a largo plazo de la memoria.

En la formacién de la memoria cabe destacar el papel de la taurina que interviene a través de un
mecanismo de potenciacion de larga duracién de potenciales sindpticos excitadores conocido
como LLPray (Long-Lasting Potentiation) (del Olmo N., 2000a). La taurina estd asociada a terminales
glutamatérgicos (Torp R., 1992), donde modula los receptores NMDA presinapticos, disminuyendo
los potenciales de accidn facilitando la excitabilidad axdnica en el hipocampo, de modo que induce
cambios de larga duracién en la eficacia sinaptica (del Olmo N., 2000a). La taurina actia marcando
las sinapsis de los terminales a los que se asocia, de manera que si se activan receptores NMDA,
activa una via de sefalizacidon durante un periodo de tiempo en el que tiene lugar la LLPyay (de/
Olmo N., 2003). Esta LLPray es similar al mecanismo implicado en la SRR inducida por estimulacién
sindptica, es dependiente de calcio y requiere la sintesis de proteinas (del O/mo N., 2000a), por lo
que la taurina induce también la conversion de E-LTP en L-LTP favoreciendo la consolidacion de la
memoria (del Olmo N., 2000a, 2003; Sudrez L. M., 2013). Este tipo de potenciacidn requiere un
proceso de recaptura de taurina (Sudrez L. M., 2013) como el observado en las espinas dendriticas
del hipocampo (del Olmo N., 2003). La taurina también puede inducir LLPray de manera

independiente de la activacion de receptores NMDA (Sudrez L. M., 2013).

Otras moléculas neuromoduladoras como el NO, la noradrenalina o el factor neurotroéfico derivado
del cerebro contribuyen a la coordinacion de las diferentes vias de sefalizacidn implicadas en el
paso de E-LTP a L-LTP (Suarez L. M., 2013). EI NO, por su funcién de mensajero retrégrado estimula

los receptores NMDA (Bliss T., 1996; Ignarro L. J., 2000) facilitando el SRR.

Ademads de la activacidn de receptores NMDA, los receptores dopaminérgicos también estimulan
el proceso de formacion de LTP (Jay T. M., 2003); en concreto, la co-activacidn de receptores D1 de
dopamina y NMDA facilitan la consolidacion de la memoria. Otros receptores como los B-
adrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos también estdn implicados en la formacion y

consolidacion de la memoria (Suarez L. M., 2013).
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El proceso de LTP tiene lugar fundamentalmente en el hipocampo (Bliss T., 1996; Kosten 2007a), por
lo que esta region cerebral esta relacionada directamente con los procesos cognitivos. En esta
region tienen lugar los procesos de plasticidad sindptica (Herlenius E., 2004; Pickering C., 2006),
fundamentales en el aprendizaje y la memoria. Ademas su anatomia y fisiologia se reestructuran
en funcién del entorno: la proliferacidon de precursores de células granulares, la diferenciaciéon
dendritica, la formacidn axoénica y la sinaptogénesis son diferentes procesos dinamicos que se

pueden alterar por las experiencias postnatales (Gould E., 1999, 2000).

Pero la memoria es una compleja red de funciones interrelacionadas que trabajan de forma
conjunta para administrar informacion, y de hecho en la memoria de reconocimiento de la rata
intervienen varios tipos de informacién somatosensorial: visual, auditiva y olfativa (Steckler T.,
1998). Por esto, la memoria no es una entidad Unica que depende exclusivamente del hipocampo,
sino que esta compuesta por multiples sistemas hipocampales y no-hipocampales (Schwabe L.
2012). Las proyecciones que llevan la informacién de los diferentes estimulos somatosensoriales
implicados en la memoria de reconocimiento convergen principalmente en la corteza rinal
(perirrinal y entorrinal) y el hipocampo. El hipocampo, subiculum y la corteza entorrinal proyectan
directamente a la corteza prefrontal, y ésta a los ganglios basales (Rossato J. I., 2007; Steckler T.,

1998).

A pesar de estas convergencias, los sistemas neurales que median la memoria espacial y no
espacial no son los mismos (Gallo A., 2002; Steckler 1998), y pueden establecerse dos redes neurales

diferentes implicadas en el procesamiento de la informacién necesaria para cada una de ellas.

En el caso de la memoria no espacial, la capacidad de responder diferencialmente a la familiaridad
o novedad de los objetos no esta directamente relacionada con el hipocampo (Steckler T., 1998). Es
la corteza rinal la estructura de la que depende el reconocimiento durante los primeros minutos
gue siguen a la presentacion de un objeto (Abe H., 2004; Ennaceur A., 1997; Galani R., 1998). Ademas,
la corteza prefrontal, aunque no esta directamente implicada con el procesamiento de la memoria
de reconocimiento, contiene algunas regiones, como la corteza prefrontal medial, cuyas lesiones si

afectan a la memoria no espacial (Ennaceur A., 1997; Steckler T., 1998).
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En el caso del reconocimiento de las relaciones espaciales, el hipocampo es la principal estructura
implicada (Aggleton J. P., 2004; Bliss T., 1996; Cassel J. C., 1998; Galani R., 1998; He J., 2002; Kosten T.,
2007a0) y su papel en el procesamiento de la memoria es la discriminacién espacial (Gilbert P. E.,
1998; Steckler T., 1998). Esta regidn cerebral es importante para la integracidon y organizacion de
aspectos especificos en escenas o referencias espaciales, pero no es el lugar donde se almacena la
memoria para estos aspectos. El hipocampo estd involucrado en la consolidacion de la adquisicién
y codificacién inicial de informacién asi como en la utilizacién y recuperacién de la misma,
procesos que requieren una representacion espacial, pero no en el almacenamiento y retencidn
de la informacidn que es relevante para el reconocimiento espacial (Steckler T., 1998). Por esto, las
lesiones en el hipocampo no afectan a la capacidad de reconocimiento de objetos familiares pero
impiden el reconocimiento de un cambio de ubicacidn de los mismos (Ennaceur, 1997; Steckler 1998).
El hipocampo estd citoarquitecténicamente dividido en diferentes partes: el giro dentado, CA3,
CA1l vy el subiculum. Estas regiones estdn conectadas por proyecciones unidireccionales con la
corteza entorrinal, que incluyen una via que conecta en serie la corteza entorrinal, el giro dentado,
CA3 y CA1, y vias que conectan la corteza entorrinal con CA1 y CA3. El giro dentado es importante
para la codificacion de la informacion espacial tanto de trabajo como de referencia (Okada K.,
2009); CA3 es critico en los procesos de memoria de trabajo y la consolidacion o recuperacion de la
memoria a largo plazo (Coburn-Litvak P. S., 2003) y CAl es importante para la consolidacién o
recuperacion de la memoria a medio plazo, aunque entre estas regiones existe una cooperacién
funcional (Okada, 2009). La formacién del giro dentado se inicia durante la gestacién y continuda en
el periodo postnatal (Kosten T., 2007a). En roedores, alrededor del 85% de la neurogénesis de las
células granulares del hipocampo ocurre en la etapa postnatal temprana, aunque el nimero total
de células se incrementa a lo largo del primer afio de vida. El pico de produccidn maxima de estas
neuronas ocurre entre los dias PN 5-7 y se desarrollan y extienden sus axones, las fibras musgosas,
entre los dias PN 1-21. Los periodos predominantes de desarrollo dendritico y sindptico en el giro
dentado ocurren entre los dias postnatales 4-12 y 11-25 respectivamente (Gould E., 1999); después,
la sinaptogénesis sigue incrementando durante los dias PN25-60 y a continuacion disminuyen

hasta alcanzar los niveles del adulto alrededor del dia PN100 (Andersen S. L., 2004).

En los procesos de codificacién de informacién espacial hay otras areas implicadas por su relacion
con el hipocampo, como la amigdala (Cammarota M., 2008), la corteza prefrontal (Horst N. K., 2009) y

los ganglios basales (Schwabe L., 2012; Steckler T., 1998) (figura 14).
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Fig. 14. Representacidon esquemadtica de los principales circuitos cerebrales involucrados en el aprendizaje y la
memoria. Las flechas grises representan proyecciones dopaminérgicas; las flechas negras representan proyecciones
glutamatérgicas; las flechas blancas representan proyecciones GABAérgicas; las flechas de trama discontinua
representan las vias indirectas desde la corteza prefrontal hacia el hipocampo. ABL: amigdala basolateral; AC: nucleo
central de la amigdala; PV: pallidum ventral; ATV: drea tegmental ventral. McCormick y Mathews 2010.

A pesar de que la amigdala esta involucrada en el almacenamiento de recuerdos condicionados al
miedo (Schwabe L., 2012), y que no interviene en la capacidad de responder diferencialmente a la
familiaridad o novedad de los objetos ni estd directamente implicada en la capacidad de
reconocimiento espacial (Steckler T., 1998), en lo concerniente a la memoria espacial actiia como un
modulador que modifica procesos de memoria en otras areas cerebrales (Cammarota M., 2008;
Schwabe L., 2012). El complejo amigdalino es responsable de la consolidacién y evocacién de la
memoria emocional (memoria inconsciente relacionada con los estados emocionales) mientras
que el hipocampo es responsable de estos procesos en la memoria consciente. A través de
procesos dependientes de glucocortioides, la amigdala basolateral afecta la funcidon hipocampal
(Kim J. J., 2001; Korz V., 2005; Schwabe L., 2012). De manera indirecta, la amigdala también esta
relacionada con el hipocampo a través de conexiones funcionales con otras areas cerebrales como
la corteza prefrontal (Cammarota M., 2008; Roozendaal B., 2002; Schwabe L., 2012) y el nlcleo caudado

de los ganglios basales (Cammarota M., 2008).

La corteza prefrontal prelimbica, por su relacién con el hipocampo, esta implicada en la memoria
espacial (Gisquet-Verrier P., 2006), asi como la corteza prefrontal medial, que interviene
fundamentalmente en la capacidad de respuesta espacial egocéntrica (Steckler T., 1998) y la
recuperacion de la informacion temporal (Hannesson D. K., 2004). En el caso de los ganglios basales,
ademas de la funcién motora que tienen asociada, algunas de sus regiones estan implicadas en el
reconocimiento espacial (Schwabe L., 2012) y regulan la actividad del hipocampo en el
procesamiento de la memoria (Cammarota M., 2008), como el nlcleo accumbens del nucleo
caudado (Steckler T., 1998), que regula la actividad del hipocampo a través del septo (Beck K. D.,

2010).

47



INTRODUCCION

4 EFECTOS DE LA SEPARACION MATERNA EN LOS PROCESOS
NEUROBIOLOGICOS QUE SUBYACEN A LA MEMORIA

Durante afios se han descrito diversas alteraciones de las capacidades cognitivas como
consecuencia del estrés (Schwabe L., 2012). Los glucocorticoides tienen un efecto bifasico en la
modulacién de los procesos de aprendizaje y memoria que dependen de su concentracidon en
plasma. Un incremento pasajero de los glucocorticoides circulantes facilita la consolidacién de la
memoria (Roozendal B., 2000); sin embargo esta consolidacion estd dificultada si el aumento es
mantenido (Bodnoff S. R., 1995; Roozendal B., 2002) y resulta en alteraciones en el aprendizaje y la
memoria a largo plazo. Estos procesos también se modulan en funcién del balance de ocupacién
de los receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides. En roedores, la activacién de
receptores MR estd asociada a procesos de integracién de la informacion sensorial y ejecucion de
respuestas comportamentales adecuadas; los GR, sin embargo, estan involucrados en la
consolidacion de la informacién aprendida de novo y en la eliminacion de respuestas (Ladd O. C.
2004) (figura 15). Muchas de las consecuencias del estrés estan mediadas por la activacién
exagerada de receptores GR (Aisa B., 2007; de Kloet E. R., 1998; Oitzl M. S., 2010). El incremento de
corticosterona resulta en un incremento de aminoacidos excitatorios que puede inducir muerte
neuronal (Lephart E. D., 1999; Moghaddam B., 1994), por lo que la activacién prolongada de
receptores de glucocorticoides induce a largo plazo una disminucién de la excitabilidad sinaptica

(Abrahém 1., 1996).
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Como hemos visto anteriormente, la organizacién del eje HHA se encuentra influenciada por el
entorno de corticosteroides en las primeras etapas de la vida y su regulacién es extremadamente
sensible a las experiencias adversas tempranas. El estrés que produce la separacion materna
supone un incremento de la secrecion de glucocorticoides (Dent G. W., 2000; Huot R. L., 2002).
También induce un aumento de la relacidn entre receptores de mineralocorticoides y de
glucocorticoides, por lo que las ratas que han sufrido esta forma de estrés postnatal no sdlo
disminuyen la retroalimentacion negativa del eje HHA y con ella su inhibicién reactiva (Aisa B.,
2007), sino que presentan potenciada la facilitacidn, lo que resulta en una exageracion de la
respuesta endocrina al estrés. Un incremento de la actividad del eje HHA en animales neonatos
supone la supresidén de la accidn protectora del SHRP (Slotten H., 2006); por ello la separacion
materna provoca una sensibilizacion del eje HHA que a largo plazo es la causa de una
hipersensibilidad al estrés en los animales que la han sufrido (Aisa B., 2007; Daniels W. M. U., 2004;

Huot R. L., 2004).
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Fig. 15: Representacidon esquematica de las diferentes fases en la reaccidn al estrés y adaptacion basada en el
patron de secrecidon de corticosterona y la activacion de receptores de mineralocorticoides (MR) y
glucocorticoides (GR). Oitzl 2010.
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Ademads de la actividad del eje HHA, la separacion materna altera la expresion de proteinas de
unién a calcio en areas cerebrales implicadas en la respuesta al estrés. En las interneuronas
GABAérgicas del hipotalamo (Giachino C., 2007; Lephart E. D., 1999) y de la corteza prefrontal
(Helmeke C., 2008) se puede observar una disminucién de proteinas enlazantes de calcio, sin
embargo, en el hipocampo y la amigdala la separacién materna induce un incremento de las
mismas (Giachino C., 2007; Lephart E. D., 1999). Estas variaciones indican alteraciones en la regulacién

de la actividad del eje HHA (Lephart E. D., 1998).

Puesto que los glucocorticoides intervienen en el desarrollo postnatal del cerebro, el estrés sufrido
durante el SHRP interfiere en la ontogenia de los distintos sistemas de neurotransmision en
diversas regiones cerebrales, induciendo cambios en los procesos cognitivos (Kauffman J., 2000;

Marmendal M., 2006).

Por su elevada densidad de receptores para ellos, el hipocampo es una regidén especialmente
sensible a las variaciones de glucocorticoides (Andersen S. L., 2004), y esta descrito que esta region
cerebral interviene en la regulacion del eje HHA (Bratt A. M., 2001; Kudielka B. M., 2005). Las ratas
que han sufrido separacion materna presentan alteraciones estructurales y funcionales en el
hipocampo (Oreland S., 2010; Schwabe L., 2012) que dificultan tanto el control de la actividad del eje
(Bratt A., M., 2001) HHA como el mecanismo de LTP (Dubrovsky B., 1990; Kosten T. 2007a). El
hipocampo es especialmente sensible a las variaciones de glucocorticoides durante la etapa
postnatal temprana, porque el periodo de maxima produccién de células granulares, expansion de
fibras musgosas y desarrollo sindptico en el giro dentado coincide con el SHRP (Gould E., 1999). Los
glucocorticoides regulan negativamente la proliferacién de células en el giro dentado (Gould E.,
1999; McEwen B. S., 1986), la expansidn axdnica, la ramificacion neuronal, mielinizacién, desarrollo
de espinas dendriticas y la sinaptogénesis (Andersen S. L., 2004; Bagot R. C., 2009). La separacion
materna, ademas, produce una disminucion de la superproduccién de sinaptogénesis observada
en los animales control entre los dias PN25-60 (Andersen S. L., 2004). Estas alteraciones se
acompafian de varias disfunciones en las tareas dependientes del hipocampo (Cirulli F., 2003; Oitzl
M. S., 2000; Schwabe L., 2012), de manera que los procesos cognitivos se ven afectados como

consecuencia del estrés postnatal temprano (Gould E., 1999, 2000).
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Pero el estrés no afecta sélo al hipocampo. Otras regiones cerebrales, por estar relacionadas con
el eje HHA, como el septo (de Kloet E. R., 1998; Diaz Lujén V. E., 2008), y directa o indirectamente con
el hipocampo, como la corteza prefrontal (Diaz-Lujén V. E., 2008; Jacobson L., 1991; Schwabe L., 2012)
y el estriado (Dioz-Lujén V. E., 2008; Fone K. C. F., 2008; McCormick C. M., 2002), se alteran como
consecuencia de la separacidon materna e inducen modificaciones en la formacién y consolidacion
de la memoria independiente del hipocampo (Roozendaal B., 2000; Schwabe L., 2012). Las variaciones
de glucocorticoides regulan también la actividad de la amigdala (Karst H., 2002), y sus efectos son
especialmente remarcables en la amigdala basolateral, por la interaccién de ésta con otras areas
como el hipocampo vy la corteza prefrontal (Camarota M., 2008; Kudielka B. M., 2005) y el estriado
(Beck K. D., 2010). Esta region cerebral posee receptores de glucocorticoides e interviene en
procesos de refuerzo emocional y memoria (Schwabe L., 2012); las variaciones de corticosterona en
esta region interfieren en el paso de LTP temprana a tardia (Korz V., 2005, Gruss M., 2008), alterando

la plasticidad hipocampal y el almacenamiento de la informacidn (Zoladz P. R., 2013).

La formacién de la memoria depende del sistema glutamatérgico (Bliss T., 1996; Gould E., 1999) y de
su interaccién con otros sistemas de neurotransmision. El sistema dopaminérgico estd
directamente implicado en la memoria de trabajo y en la consolidacién de la memoria (Gurden H.,
1999; Herlenius E., 2004; Hotte M., 2005; Sudrez L. M., 2013) y ademds actla como regulador de
cambios sindpticos en distintas regiones cerebrales (Jay T. M., 2003). Los sistemas GABAérgico y
serotoninérgico estdn relacionados entre si e implicados también en los procesos de aprendizaje y
memoria (Kalueff A. V., 2007). Las alteraciones en estos sistemas de neurotransmision debidas a las
variaciones en los niveles de corticosterona, son las responsables de los cambios en los procesos

cognitivos debidos como consecuencia de la separacién materna.
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4.1 EFECTOS DE LA SEPARACION MATERNA EN LOS SISTEMAS NEUROTRANSMISION

La separacion materna altera el desarrollo de los sistemas de receptores postsindpticos GABA,
(McCormick €. M., 2002) que durante el periodo postnatal temprano cambian su funcionalidad (Ben-
Ari Y., 1997). Por otra parte, el aumento de la activaciéon de receptores de glucocorticoides en el
hipocampo potencia las sefiales excitatorias hipocampo-septales, incrementando el tono
inhibitorio GABAérgico en el nucleo paraventricular (Ladd C. 0., 2004), de manera que el estrés
postnatal altera el funcionamiento del eje HHA y la neurotransmision inhibitoria durante las

primeras semanas de vida, modificando la ontogenia de los sistemas de neurotransmisién.

Ademas, en la segunda semana de vida postnatal tiene lugar una superproduccién neuronal en
areas como la corteza y el hipocampo (Gould E., 1999; Pickering C., 2006), por lo que éste es un
periodo de vulnerabilidad, especialmente para el sistema glutamatérgico. Los receptores de
glucocorticoides y determinadas subunidades de los receptores AMPA colocalizan en el 90% de las
fibras musgosas de las neuronas del hipocampo (Pickering C., 2006), por lo que la liberacién de
glutamato estd estrechamente ligada a la accién de la corticosterona (Abrahdm 1., 1996). Un estrés
cronico induce un incremento de la expresion de receptores AMPA en el hipocampo, haciendo a
esta region particularmente vulnerable a neurotoxicidad (Riaza Bermudo-Soriano C., 2012). Este
puede resultar en una muerte selectiva de las neuronas con mayores niveles de receptores de
glucocorticoides y por tanto su reduccién global (Bellinger F. P., 2006). De hecho, en la edad adulta
la densidad de fibras musgosas en el hipocampo esta disminuida en ratas que han sido sometidas
a separacion materna (Huot R. L., 2002), y con ella, la densidad de subunidades GIuR1, GIuR2 y
GluR3 del receptor AMPA (Pickering C., 2006). En esta region cerebral también se produce una
disminucién de la expresion de las subunidades NR1 y NR2B del receptor NMDA (Bellinger F. P.,
2006; Pickering C., 2006). Sin embargo en la corteza prefrontal no se observan cambios en la

expresion de las subunidades de estos receptores (Pickering C., 2006).

El aumento de glucocorticoides que supone la separacion materna induce un aumento de la
expresion de NOS no sélo en el NPV del hipotalamo, sino también en areas del sistema limbico
como el hipocampo y la amigdala. Las variaciones en los niveles de esta enzima implican
alteraciones en la regulacion del sistema glutamatérgico a través de los receptores NMDA, y dado
que el NO contribuye a la formacidn de la fase tardia de la LTP (/gnarro L. J., 2000), interfieren con

los procesos de memoria.
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La taurina estd relacionada con la formacidn de la memoria (de/ Olmo N., 2000a, 2003) e interviene,
con el mecanismo de LLPr,y en el proceso de consolidacion de la LTP (del Olmo N., 2003; Sudrez L. M.,
2013), y su concentracién se incrementa como respuesta al estrés agudo (Abrahdm 1., 1996; Wu,
1998) y también tras la exposicién a un estrés crénico (Lee J. H., 2007). La taurina esta relacionada
con los sistemas GABAérgico (del Olmo N., 2003), glutamatérgico y serotoninérgico (Kong W. X.,
2006), por lo que su alteracion como consecuencia del estrés postnatal afecta también a estos
sistemas de neurotransmision. Se ha visto también que la separacion materna tiene efectos a largo
plazo y sexualmente dimdrficos en la concentracidén de taurina cerebral, que se ha encontrado
disminuida en hembras adultas sometidas a separacién materna durante las dos primeras

semanas de vida (Leret M. L., 2010a).

La separacion materna resulta en alteraciones a largo plazo en las funciones dopaminérgica (Brake
W. G., 2004) y serotoninérgica (Arborelius L., 2007). La activacién de receptores de glucocorticoides
induce un incremento de la expresion de la enzima MAO, y con ella la degradacion

monoaminérgica (Argiielles S., 2010).

Este procedimiento experimental induce cambios duraderos en el sistema dopaminérgico de
manera que en la edad adulta el incremento de la sintesis de dopamina que se produce en el
mesencéfalo, la sustancia nigra y el nlcleo accumbens tras la exposicién a estrés esta mitigado en
ratas que han sido sometidas a separacion materna (Brake W. G., 2004; Chocyk A., 2011; Jahng J. W.,
2010). La separacion materna también induce un incremento de la actividad dopaminérgica en
areas como el hipotdlamo, septo y estriado en la adolescencia por una disminucién de los
receptores D,, atenuando su efecto inhibitorio (McCormick C. M., 2002; Fone K. C. F., 2008). Por el
contrario, en la corteza prefrontal la falta de cuidados maternos induce una disminucidn de la
funcion dopaminérgica (Fone K. C. F., 2008). La alteracion de los sistemas dopaminérgico
mesolimbico y mesocortical por las experiencias tempranas adversas afecta a su funcién de
modulacién de la formacidon de la memoria (Gurden H., 1999). Ademads, el estrés postnatal
temprano induce modificaciones en los receptores de dopamina (Mizoguchi K., 2008) y puesto que
la activacion de estos receptores estimula la formacion de LTP (Jay T. M., 2003) la formacion de

memoria también esta dificultada por este motivo.
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Las variaciones en los niveles de glucocorticoides, que intervienen en su ontogenia, afectan al
desarrollo del sistema serotoninérgico (Siegel G. F., 2006). En el nucleo dorsal del rafe, la separacion
materna induce un incremento de la expresion del transportador de serotonina en la edad adulta
(Gardner K. L., 2009), ademas de una disminucién de la actividad del sistema serotoninérgico y de la
modulaciéon que este nucleo ejerce sobre el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala

basolateral (Matthews K., 2003).

Ademas, por su relacién con la actividad del eje HHA y la secrecion de glucocorticoides, en
respuesta a diversos estimulos estresantes la sintesis, liberacidn y turnover de serotonina varia en
diferentes areas cerebrales (Gardner K. L., 2005; Lanfumey L., 2008). Como consecuencia de la
separacion materna, se han observado variaciones en la concentracidn de serotonina (Arborelius L.,
2007, Matthews K., 2003, Vicentic A., 2006) y de su metabolito, el acido indolacético (Daniels W. M. U.,
2004) en el hipocampo, la corteza prefrontal, asi como en el hipotalamo y la amigdala. Por otra
parte, el estrés postnatal también disminuye la densidad de axones serotoninérgicos en regiones
cerebrales como el hipocampo y la amigdala (Kuramochi M., 2009). En el hipocampo, la disminucion
de la concentracion de serotonina induce una disminucién de receptores GR y por tanto una

disfuncidn en la actividad del eje HHA (Lee J. H., 2007).

Con respecto a los efectos del estrés postnatal temprano en los neuroesteroides, la variacién de
los niveles de corticosterona modifica la actividad de la aromatasa cerebral, de modo que se altera
la sintesis de neuroesteroides y con ella la organizacién del cerebro durante el periodo postnatal,
ya que los esteroides neuroactivos intervienen en la transmisién GABAérgica (Kelly S. J., 1999).
También estdn relacionados con los sistemas de neurotransmisién monoaminérgicos (Mellon S. H.,
2007). La secrecion de neuroesteroides se incrementa tras la separacién materna, y la variacién de

sus niveles afecta a los procesos de aprendizaje y memoria (Korol D. L., 2004; Sutcliffe J. S., 2007).
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En lo concerniente a las alteraciones que induce el estrés postnatal temprano en la respuesta al
estrés y en los distintos sistemas de neurotransmision a largo plazo, los distintos analisis muestran
mayoritariamente conclusiones similares. Los resultados de diversos estudios sugieren que son
suficientes unas horas de separacién materna para alterar el funcionamiento del eje HHA vy
provocar alteraciones en el desarrollo postnatal de diversos sistemas de neurotransmisién.
Asimismo, se ha visto que las modificaciones que induce la falta de cuidados maternos
contribuyen a la diferenciacién de las respuestas emocionales y cognitivas, que pueden persistir a

lo largo de la vida del animal.

Pero a pesar de la aparente claridad de las alteraciones funcionales que produce la separacion
materna durante periodos de tiempo prolongados, tiene efectos muy dispares en los procesos
cognitivos. Por una parte, algunos estudios muestran que esta forma de estrés temprano no afecta
a la memoria (Guijarro J. Z., 2007; Hsu H. C., 2004). Por otra, se ha visto que la separacién materna
afecta a la memoria espacial pero no a la capacidad de reconocimiento de objetos (Leret M. L.,
2010b). Distintos autores han observado tanto empeoramientos del aprendizaje y la memoria (Aisa
B., 2007; Bagot R. C., 2009; Hui J., 2011; Huot R. L., 2002; Kosten T., 2007a; Roozendal B., 2002), como
mejorias de los mismos procesos debidos a la separacidon materna (Barha C. K., 2007; Bronzino J. D.,

1996; Lehmann J., 2000, 2002, Zhang M., 2008).

Por lo anteriormente expuesto, a pesar de la bibliografia creciente alrededor de la importancia del
estrés sufrido en los primeros dias de vida postnatal, no hay resultados concluyentes acerca de sus
consecuencias a lo largo del desarrollo, haciéndose necesario el aporte de nuevos datos que

contribuyan a clarificar sus efectos en distintos momentos de la vida.
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OBJETIVOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Las consecuencias de la separacién materna no estdn claramente establecidas y los resultados
existentes acerca de los efectos comportamentales de este procedimiento experimental son muy
heterogéneos. Las modificaciones a nivel neuroquimico que induce esta forma de estrés una vez
finalizado, de manera inmediata, no han sido estudiadas, y las alteraciones que produce no han
sido comparadas en distintos momentos del desarrollo. Por otra parte, no hay uniformidad en los
estudios en machos y hembras, por lo que tampoco esta bien establecido si los efectos del estrés

postnatal temprano son los mismos en ambos géneros o existen dimorfismos sexuales.

El objetivo general de este trabajo consiste en el estudio a lo largo del desarrollo de las posibles
modificaciones debidas a la separacion materna durante el SHRP en los sistemas

neurobioldgicos que subyacen a los procesos cognitivos de ratas Wistar de ambos sexos.

Con este fin, se realizd6 en distintos momentos del desarrollo un andlisis morfofuncional en
regiones cerebrales extrahipotaldamicas no sélo relacionadas con los procesos cognitivos, sino
también implicadas en la respuesta al estrés y susceptibles de ser alteradas por procesos
estresantes durante el desarrollo postnatal. Asimismo, se estudiaron los procesos cognitivos de los
animales sometidos a separacién materna y sus controles correspondientes en diferentes

momentos de la adolescencia y en la edad adulta.

Estudio neuroanatémico = tincidén inmunohistoquimica
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OBJETIVOS Y DISENO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este estudio, se establecieron una serie de objetivos enfocados a la evaluacion
de los efectos de la separacidon materna en distintos momentos del desarrollo, cada uno de los

cuales, con su correspondiente planificacién experimental, se detalla a continuacion:

Para determinar los posibles efectos del estrés temprano en el peso, tanto al comienzo (PN 3)
como al terminar el periodo de separacidn materna (PN 15), se realizé un control del peso de

los animales de ambos grupos experimentales.

Puesto que los niveles de corticosteroides y los distintos sistemas de neurotransmision
intervienen en la maduracién cerebral, las posibles modificaciones debidas por la separacién
materna pueden alterar el desarrollo postnatal. Con el fin de definir el impacto de este
modelo de estrés postnatal inmediatamente después de su induccion, el dia PN 15 se realizé
una valoracion de la corticosterona plasmadtica. Asimismo, se llevd a cabo un andlisis
neuroquimico para la valoracién del contenido aminoacidérgico y monoaminérgico en el
hipocampo, septo y estriado, regiones cerebrales implicadas en la respuesta al estrés y los

procesos cognitivos.

En la adolescencia temprana y tardia se realizé un estudio en el campo abierto de la
actividad motora, la impulsividad y la memoria de reconocimiento espacial y no espacial.
Asimismo, se estudiaron el aprendizaje, la adquisicion y la consolidacion de la memoria en el
laberinto radial de 8 brazos. A continuacién se realizé un andlisis neuroquimico de los
sistemas de neurotransmision aminoacidérgico y monoaminérgico en el hipocampo, el septo
y el estriado. Ademas, en la adolescencia temprana se llevd a cabo un estudio
neuroanatdmico mediante inmunomarcaje del sistema glutamatérgico, asi como de la
densidad neuronal y de proteinas enlazantes de calcio en el hipocampo, el septo, el nucleo

accumbens, la amigdala y la corteza prefrontal.

Por ultimo se realizd un estudio de los efectos del estrés postnatal a largo plazo. Para ello, en
la edad adulta se realizaron estudios en el campo abierto de la actividad motora, la
impulsividad y la memoria de reconocimiento espacial y no espacial, asi como el andlisis
neuroquimico de aminodcidos y monoaminas en el hipocampo, el septo y el estriado.
Asimismo, se realizd un estudio de inmunomarcaje de las proteinas enlazantes de calcio y la
enzima nNOS en el hipocampo, el septo, el nlcleo accumbens, la amigdala y la corteza
prefrontal para determinar si las modificaciones neuroanatomicas observadas en la

adolescencia temprana se mantienen a largo de la vida del animal.
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MATERIAL Y METODOS

1 ANIMALES

Los animales empleados fueron suministrados por el animalario de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Complutense de Madrid (ANUC). Durante toda la experimentacioén, el
manejo y el tratamiento de los animales se acogié a lo dispuesto en el Real Decreto 223/1988
sobre la proteccién de los animales utilizados para la investigacion cientifica, como también a la

norma en el Consejo de la Comunidad Europea (86/609 CEE).

Se utilizaron camadas de ratas (Rattus novegicus) Wistar de la cepa albina (figura 16) de ambos
sexos. La adolescencia de las ratas se divide en tres fases: temprana, media y tardia (McCormick
20100). La adolescencia temprana comienza tras el destete, el dia PN 21, y se prolonga hasta el dia
PN 34; la media es una transicién y comprende los dias PN 34-46; la tardia se desarrolla entre los
dias PN 46-59. Durante el periodo de adolescencia tienen lugar cambios neurales y
comportamentales tipicos de la maduracién sexual (figura 17). Por convenio, la madurez sexual se

alcanza el dia PN 60 (McCormick 2010a), cuando comienza la edad adulta.

e
ﬁ?’ —lh v\ Fig. 16. Rata Wistar cepa albina.
Apertura de Apertura vaginal;
NACIMIENTO  los ojos pico de estradiol Pico de testosterona
destete Separacion
l prepucial l
_ ¥
Gestacién Adolescencia media Semanas de
-3-2-10123456\‘?81‘911}

Ciclos estrales regulares; Niveles adultos EDAD ADULTA

comienzo produccidn de esperma corticosterona

Fig. 17: Representacion esquematica a lo largo del tiempo de los principales momentos del desarrollo desde el
nacimiento hasta la edad adulta. McCormick y Mathews 2010.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en cuatro momentos del desarrollo: en PN15 (Figura 18A), en la adolescencia
temprana y tardia y en la edad adulta (Figura 18B). Todo el proceso experimental se realizé en un
ciclo de luz invertida de 12-12 horas (periodo de oscuridad o fase activa, de 8:00 a 20:00 horas, en
luz roja), y a una temperatura y humedad constantes. A lo largo del procedimiento, tanto las
madres como las crias (Figura 18C) de los grupos de experimentacién dispusieron de agua y
alimento ad libitum, a excepciéon de los animales destinados a las pruebas de comportamiento en
el laberinto radial de 8 brazos durante las cuales fueron sometidos a restriccién calérica. Tras el
destete el dia PN 21, los animales se separaron por sexos y se mantuvieron en jaulas en grupos de

hermanos de 4-6 individuos.

Fig. 18: Ratas Wistar en distintos momentos del
desarrollo. A: crias PN 15; B: adulto PN 70;
C: Madre y camada el dia PN 0.
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MATERIAL Y METODOS

2 SEPARACION MATERNA

La separacidon materna es un modelo de estrés postnatal temprano.

Siguiendo el protocolo de COLORADO (Colorado R., 2006), los animales del grupo experimental se
sometieron a separacién materna (SM) durante 5 horas diarias en la fase activa (de 9:00 a 14:00)
desde al dia PN 3 hasta el 7 y del dia PN 10 al 14 (Figura 19). Durante este tiempo, las madres de
estas camadas se introdujeron de forma individualizada en una jaula, con agua y comida ad
libitum, y se mantuvieron en luz roja en una habitacidn aparte hasta el momento de retorno con

sus crias.

Una vez finalizado el procedimiento de SM, todas las camadas permanecieron con sus respectivas

madres hasta el momento del destete, el dia PN 21.

Fig. 19. Representacion esquemadtica del procedimiento de separacién materna.

3 CONTROL DEL PESO

Los animales de ambos grupos se pesaron el dia PN 3 y el dia PN15, al comienzo y finalizacion de la
separacion materna, con el fin de determinar la posible repercusion de este procedimiento en el

peso de los mismos.

62



MATERIAL Y METODOS

4 VALORACION DE CORTICOSTERONA POR RADIOINMUNOENSAYO

4.1 TOMA DE MUESTRAS PARA VALORACION DE CORTICOSTERONA

Para realizar una valoracidon de la concentracién de corticosterona en plasma después de la
separaciéon materna, se tomaron muestras de sangre de crias de ambos grupos experimentales el

dia PN15, 24 horas después de la finalizacién de este procedimiento experimental.

La sangre se recogid en el momento del sacrificio, que se llevo a cabo de forma rapida mediante
decapitacién con guillotina, siempre en un intervalo horario comprendido entre las 11:00 y las
13:00 para controlar las fluctuaciones circadianas de los niveles de corticosterona. Las muestras se
centrifugaron a 12000 r. p.m. durante 5 minutos y el plasma asi obtenido se congelé a -202C hasta

el momento de la determinacion de los valores de corticosterona.

4.2 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Las muestras se procesaron utilizando un kit comercial para la valoracidn de la concentracion de
corticosterona (Double Antibody Corticosterona **°I RIA kit, InmuChem™)* siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. Se emplearon 10 ul de cada una de las muestras de suero sanguineo

obtenido y corticosterona marcada radiactivamente como trazador (**I-Corticosterona).
El andlisis de las muestras se realizé midiendo la radiactividad en un contador de centelleo.

La determinacion de las concentraciones de corticosterona se efectud por extrapolacién de los
valores de radioactividad obtenidos de cada muestra analizada en una curva de regresién obtenida

con los valores de las concentraciones conocidas de las soluciones estandar.

Los datos obtenidos se expresaron en ng de corticosterona / ml de plasma.

125,

1
Kit para valoracion de corticosterona mediante radioinmunoensayo (RIA). InmuChem™ Double Antibody Corticosterona “~I RIA kit.
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5 ESTUDIO COMPORTAMENTAL

En el periodo de adolescencia y la edad adulta de los animales, se llevaron a cabo pruebas de
comportamiento que permitieron el estudio de la respuesta emotiva y de la memoria de los

animales. Para ello se realizaron pruebas en el campo abierto y en el laberinto radial de 8 brazos.

En el campo abierto (Figura 20) se evaluaron la respuesta emotiva y la memoria no espacial y
espacial mediante las pruebas de reconocimiento y localizacidn de objetos respectivamente. Las
pruebas comportamentales en este recinto se llevaron a cabo en la adolescencia temprana y

tardia y en la edad adulta.

En el laberinto de 8 brazos (Figura 21) se realizé el estudio de la memoria espacial a corto y largo
plazo mediante las pruebas de adquisicidon y consolidacion de memoria respectivamente. Estas

pruebas tuvieron lugar durante el periodo de adolescencia tardia.

Fig. 20: Imagen del campo abierto

Fig. 21: Imdgenes del
laberinto radial de 8 brazos y
una rata a la salida de uno de
los pasillos en una prueba de
comportamiento.
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5.1 PRUEBAS EN EL CAMPO ABIERTO

Las pruebas de comportamiento realizadas en campo abierto se adaptaron del modelo
desarrollado por ENNACEUR y DELACOUR (1987) que permiten tanto el estudio de la actividad
motora y el comportamiento impulsivo del animal, como el estudio de la memoria de trabajo no
espacial y espacial (mediante las pruebas de reconocimiento y localizacién de objetos
respectivamente). Esta prueba esta basada en la preferencia natural de los roedores por lo

desconocido que les lleva a explorar mas lo novedoso que lo familiar (Ennaceur A., 2005).

El campo abierto empleado consistia en un recinto cuadrado con las superficies negras formado
por una plataforma central cuadrada de 60cm de lado dividida por lineas blancas en 6x6 cuadrados

y cuatro paredes de 60cm de altura (Figura 22).

Para la realizacién de cada una de las pruebas se coloca un Unico animal en el sector periférico del
aparato, orientado hacia el exterior. El orden de los animales en la realizacién de las pruebas es
aleatorio y éstas se llevaron a cabo siempre en un intervalo horario comprendido entre las 9:00 y

las 14:00, para evitar fluctuaciones en la respuesta de los animales debidas a su ciclo circadiano.

Después de cada prueba, tanto el recinto como los objetos empleados en la misma se limpiaron

con una disolucidn de etanol en agua al 30% para eliminar los olores, orines y defecaciones.

60

A
v

60

Fig. 22. Representacion esquematica del campo abierto.
e Las medidas del mismo estan expresadas en centimetros.

<>

Fig. 23. Representacidn esquematica de los sectores del campo abierto.

Los cuadrados rallados son los correspondientes al sector periférico.

Los cuadrados sombreados son los correspondientes al sector interno.

Los cuadrados con el entramado de rombos corresponden al sector central.
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Como paso previo para las pruebas de memoria, se llevd a cabo una habituacién con el fin de que
los animales se familiarizaran con el campo abierto. Para esto, se introdujo a cada individuo en el

recinto durante 10 minutos cuatro dias consecutivos, los dias PN 26-29, 50-53, 170-173.

La observacion de los pardmetros para el estudio de la actividad motora y el comportamiento
impulsivo se realizé durante los 5 minutos de la primera sesidn de habituacion, los dias PN 26, 50 y
170. Este estudio comportamental estd basado en la actividad exploratoria espontanea que
presentan las ratas bajo las condiciones del estrés moderado que les supone la introduccién en un

entorno novedoso y permiten estudiar su respuesta emotiva y adaptacién al estrés.

Actividad motora

La actividad motora de los animales se estudid mediante la deambulacién total (DT), que es la
medida del nimero total de cuadrados que el animal cruza por completo a lo largo de los cinco
minutos de duracién de la prueba. Para poder analizar el comportamiento impulsivo en este
tiempo, se registraron de manera individual las deambulaciones externa (DE, nimero de
cuadrados del sector periférico que cruza el animal), interna (DI, nimero de cuadrados del sector
interno que cruza el animal), y central (DC, nimero de cuadrados del sector central que cruza el

animal) (Figura 23).

Como parte de la actividad motora del animal, se observé también su comportamiento orientativo
contabilizando el nimero de posturas erguidas (PE), consideradas como aquellas en las que el
animal se sostenia Unicamente sobre las extremidades posteriores, apoyando o no las superiores

en la pared, y manteniendo el cuerpo en posicion vertical independientemente del tiempo.

Comportamiento impulsivo

El estrés que les produce a los animales la introducciéon en un nuevo entorno se evalué mediante
el comportamiento impulsivo, en relacion a su tendencia a adentrarse a la zona central del campo
abierto o permanecer en la periferia. La impulsividad se midié a través de los ratios con respecto a

la DT de la deambulacién interna (DI/DT) y central (DC/DT).
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Prueba de reconocimiento de objetos

Se llevd a cabo para evaluar la memoria no espacial de los animales a través de su capacidad de
reconocimiento de un objeto previamente conocido frente a otro nuevo teniendo en cuenta la

actividad exploratoria asociada al interés por estos.

Se realizo los dias PN 30, 54 y 174, después de la ultima sesidon de habituacidn. Consiste en dos

sesiones de 3 minutos cada una con un periodo de descanso entre ambas de 15 minutos.

En la primera sesidn se introdujeron en el campo abierto dos objetos idénticos (botellas de
plastico de 7cm de diametro y 28cm de altura, llenas de arena y pegadas a la superficie para evitar
su desplazamiento durante la prueba) dispuestos en esquinas adyacentes, suficientemente
separados de las paredes para que los animales pudieran rodearlos (Figura 24). Cada animal se
colocd en el sector periférico del aparato, orientado hacia el exterior. Se contabilizé el nimero de
veces que los animales se aproximaron a cada objeto para explorarlo y el tiempo que pasaron
explorando activamente cada uno (aproximando las vibrisas a menos de tres centimetros o incluso

apoyandose en los objetos).

En la segunda sesidén uno de los objetos anteriormente expuestos se cambia por otro distinto (un
bote de refresco de 6cm de diametro y 11cm de altura, lleno y pegado a la superficie para evitar su
desplazamiento durante la prueba) (Figura 25). Se contabilizé de nuevo el numero de

acercamientos a cada objeto y el tiempo de exploracién activa de cada uno.

Los parametros analizados en esta prueba fueron el nimero de acercamientos al objeto nuevo con
respecto al total de acercamientos a ambos objetos en la segunda sesion y el porcentaje de
tiempo que el animal pasa explorando el objeto nuevo respecto al tiempo total de exploracién de

los dos objetos en la segunda sesién.

e}
\ / Fig. 24. Representacién esquemadtica de la disposicidon de los dos objetos idénticos en la
ad primera fase de la prueba de reconocimiento de objetos.

Bk

s

Fig. 25. Representacion esquematica de la disposicion de los objetos antiguo y nuevo en
la segunda fase de la prueba de reconocimiento de objetos.
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Prueba de localizacién de objetos

Se realizd para estudiar la memoria espacial de los animales mediante su capacidad de identificar

el cambio de ubicacién de un objeto previamente identificado.

La prueba de localizacion de objetos se realizo tres dias después de la prueba de reconocimiento
de objetos, los dias PN 33, 57 y 177. Consiste en dos sesiones de 3 minutos cada una con un

periodo de descanso entre ambas de 15 minutos.

La primera sesion es idéntica a la de la prueba de reconocimiento de objetos (Figura 26). Se
introdujeron en el campo abierto dos objetos idénticos (botellas de pldstico de 7cm de didmetro y
28cm de altura, llenas de arena y pegadas a la superficie para evitar su desplazamiento durante la
prueba) dispuestos en esquinas adyacentes, suficientemente separados de las paredes para que
los animales pudieran rodearlos. Cada animal se colocé en el sector periférico del aparato,
orientado hacia el exterior. Se contabilizdé el nimero de veces que los animales se aproximaron a
cada objeto para explorarlo y el tiempo que pasaron explorando activamente cada uno

(aproximando las vibrisas a menos de tres centimetros o incluso apoyandose en los objetos).

En la segunda sesién uno de los objetos expuestos en la sesidén anterior se cambid de sitio y se
colocé en la esquina enfrentada (Figura 26). Se contabilizé de nuevo el nimero de acercamientos a

cada objeto y el tiempo de exploraciéon activa de cada uno.

Los pardmetros analizados en esta prueba fueron el nUmero de acercamientos al objeto cambiado
respecto al total de acercamientos a ambos objetos en la segunda sesion y el porcentaje de
tiempo que el animal pasa explorando el objeto cambiado respecto al tiempo total de exploracidon

de ambos objetos en la segunda sesidn.

EEEE

Fig. 26. Representacion esquematica de la disposicion de los dos objetos idénticos en la
\ primera fase de la prueba de localizacion de objetos (arriba) y de la disposicion cambiada de
‘CH: estos dos objetos en la segunda fase (abajo) de la prueba.
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5.2  PRUEBAS EN EL LABERINTO RADIAL DE 8 BRAZOS

Por su mayor complejidad y duracién respecto a las realizadas en el campo abierto, las pruebas
llevadas a cabo en este aparato nos permiten un estudio mas completo de la memoria espacial de
los animales. El laberinto radial de 8 brazos, desarrollado por OLTON y SAMUELSON (1976), se
emplea para valorar de forma conjunta las memorias de trabajo y referencia, componentes del
aprendizaje y la memoria espacial que permiten el almacenamiento y la busqueda de Ia

informacidn necesaria para la resolucidn de estas pruebas (Carrillo-Mora P., 2009).

La capacidad de aprendizaje en este aparato estd basada en la motivacion alimenticia, y permite el
estudio de la memoria espacial a corto y largo plazo (mediante las pruebas de adquisicion y

consolidacién de la memoria respectivamente).

Desde el dia PN 34, los animales de ambos grupos de experimentacion se sometieron a una
restriccion caldrica para mantener su peso corporal en un 85% de su peso normal hasta el final del
estudio comportamental. Se colocé al fondo de cada uno de los pasillos del laberinto un pellet
(cereal azucarado) que una vez comido no se repone, de tal manera que la resolucién del laberinto

consiste en la entrada en el mayor nimero posible de brazos distintos.

El recinto utilizado es de madera y estd formado por una plataforma central decahexagonal de
58cm de didmetro, de la que salen de forma alterna 8 brazos de 60x8cm con paredes de 25cm de
altura (Figura 27). En la entrada de cada brazo se puede colocar una compuerta que abre o cierra

el paso con un mecanismo de guillotina.

Fig. 27. Representacion esquematica del laberinto radial de 8 brazos. Las medidas del mismo se expresan en centimetros.
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Para la realizacidon de cada una de las pruebas, se colocé un Unico animal en el centro del
laberinto, siempre en la misma orientacidn. Se realizd una Unica sesidn diaria con cada animal. El
orden de los animales en la realizacion de las pruebas fue aleatorio y se llevaron a cabo siempre en
un intervalo horario comprendido entre las 9:00 y las 14:00, para evitar fluctuaciones en la

respuesta de los animales debidas a su ciclo circadiano.

Después de cada prueba, el laberinto se limpié con una disolucion de etanol en agua al 30% para

eliminar los orines y defecaciones.

Aprendizaje

Previamente al comienzo del aprendizaje, se realizé un preentrenamiento con el fin de que los
animales se familiarizaran con el circuito. Consistié en una Unica sesién en la que se introdujeron

en el laberinto al conjunto de los individuos de cada jaula durante 10 minutos.

Las sesiones de aprendizaje comenzaron el dia PN 41. En cada una se observé la resolucién del
laberinto y se anotaron como errores de memoria de trabajo (EMT) las reentradas en un brazo ya
visitado (Figura 28). Las sesiones concluian tras comerse el animal todos los pellets o después de 5
minutos establecidos como maximo. La prueba finalizaba después de tres sesiones consecutivas

cometiendo cada animal 3 o menos EMT o tras 14 sesiones establecidas como maximo.

Se contabilizé el nimero de sesiones de entrenamiento requeridas por cada animal.

Fig. 28. Representacion esquemadtica de un error de memoria de trabajo (EMT) cometido en la resolucion del laberinto en la
prueba de aprendizaje. El circulo rojo representa el pellet de comida; los pasillos sombreados en gris representan aquellos
pasillos que ya han sido visitados.
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Pruebas de adquisicion y consolidacion de memoria

Las pruebas de adquisicidon y consolidacién de memoria se realizaron para estudiar la memoria
espacial de los animales a corto y largo plazo respectivamente mediante la observacion de los
errores de trabajo y referencia cometidos en la resolucion del laberinto. Se realizaron de manera

consecutiva en la adolescencia tardia, una vez los animales terminaron las sesiones de aprendizaje.

La adquisicién de memoria se evalud entre los dias PN 48-64. La prueba consta de dos fases
consecutivas: la primera con 4 brazos del laberinto cerrados por compuertas y la segunda con
todos los brazos abiertos. Se separan por un intervalo de 10 segundos necesarios para retirar las
compuertas de los brazos, que son alternos y siempre los mismos. En la primera fase se
contabilizaron los EMT (Figura 29); en la segunda, los EMT (Figura 30) y los errores de memoria de
referencia (EMR) como las reentradas en los brazos visitados durante la primera fase (Figura 31).
La suma de los EMT y EMR fueron los errores totales (ET). Ambas fases terminan una vez el animal
se come todos los pellets o tras 5 minutos establecidos como maximo. La prueba se dio por
concluida después de tres sesiones consecutivas cometiendo cada animal 3 o menos ET o tras 5

sesiones establecidas como maximo.

La consolidacion de memoria se llevo a cabo entre los dias PN 59-75, transcurridos 11 dias en los
que éstos no habian realizado ninguna otra prueba. Consistié en una Unica sesién idéntica a la

prueba de adquisicién de memoria, en la que también se contabilizaron los EMT, EMR y ET.
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Fig. 29. Representacion esquematica de un error de memoria de trabajo (EMT) cometido en la resolucion del laberinto en
la primera fase de las pruebas de adquisicidn y consolidacion de memoria. El circulo rojo representa el pellet de comida.
Las barras negras representan las compuertas de los pasillos que se encuentran cerrados.

Los pasillos sombreados en gris representan aquellos pasillos que ya han sido visitados.

—\@?( —(\45( —O\N —/\@.( —f\@j

Fig. 30. Representacidén esquemadtica de un error de memoria de trabajo (EMT) cometido en la resolucidn del laberinto en
la segunda fase de las pruebas de adquisicidn y consolidacion de memoria. El circulo rojo representa el pellet de comida.
Los pasillos sombreados en gris representan aquellos pasillos que ya han sido visitados en la primera fase de la prueba.
Los pasillos sombreados en naranja representan los pasillos que han sido abiertos en esta segunda fase de la prueba.

Los pasillos sombreados en azul representan los pasillos que ya han sido visitados en la segunda fase de la prueba.
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Fig. 31. Representacidon esquematica de un error de memoria de referencia (EMR) cometido en la resolucién del laberinto en
la segunda fase de las pruebas de adquisicidn y consolidacion de memoria. El circulo rojo representa el pellet de comida.

Los pasillos sombreados en gris representan aquellos pasillos que ya han sido visitados en la primera fase de la prueba.

Los pasillos sombreados en naranja representan los pasillos que han sido abiertos en esta segunda fase de la prueba.

Los pasillos sombreados en azul representan los pasillos que ya han sido visitados en la segunda fase de la prueba.
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6 ESTUDIO NEUROQUIMICO

6.1  SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS PARA EL ESTUDIO NEUROQUIMICO

El sacrificio de los animales para el estudio neuroquimico se realizé6 en cuatro momentos del
desarrollo: el dia PN 15, 24 horas después de la finalizacidn del procedimiento de separacion
materna, y los dias PN 34, 58, 178, 24 horas después de la finalizacion de las pruebas

comportamentales.

Los animales fueron sacrificados de forma rapida mediante decapitacién con guillotina (Figura 32),
en un intervalo horario comprendido entre las 11:00 y las 13:00 para controlar las fluctuaciones
circadianas de los niveles de neurotransmisores. Se extrajeron los encéfalos (Figura 33) y se

congelaron y mantuvieron a -809C.

Las areas cerebrales diseccionadas para realizar el estudio fueron el hipocampo dorsal y ventral, el
septo y el cuerpo estriado. Se localizaron en cortes coronales siguiendo el atlas estereotdxico de

PAXINOS Y WATSON (Figura 34) y se pesaron (Paxinos G., 1998). La extraccién se realizé en frio.

Fig. 32: Imagen de la guillotina empleada en la decapitacién

Fig. 33: Imagen de la extraccion del encéfalo de una rata
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Fig. 34. Vista de dos secciones coronales del encéfalo de rata. Extraido de Paxinos y Watson (1998).

A: nivel de corte para la obtencion del septo (SEP en la imagen) y del cuerpo estriado (ST en la imagen).

B: nivel de corte para la obtencién del hipocampo dorsal (HCd en la imagen) y ventral (HCv en la imagen).

74



MATERIAL Y METODOS

6.2 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Las muestras extraidas fueron homogeneizadas en 250 ul de tampdn fosfato potdsico 150 mM pH
6.8 y 250 pl de acido perclérico (PCA) 0.2 N? a 42C conteniendo disulfito sédico 0.4 mM?® y EDTA
0.4 mM.

El homogeneizado se centrifugd en una biofuga refrigerada a 12000 r. p.m. durante 10 minutos y
el sobrenadante obtenido se separd para el andlisis de los neurotransmisores monoaminérgicos y

de aminoacidérgicos. Las muestras se conservaron a -802C hasta el momento del analisis.

Para la separacidn y cuantificacidon de las monoaminas y aminodacidos de las muestras se utilizé un

cromatoégrafo liquido de alta resolucion (HPLC) acoplado a un detector electroquimico Metrohm®

con una sensibilidad de 10 nA (Figura 35). Las muestras se inyectaron en un volumen de 100 pl.

El detector estd acoplado a un soporte informatico que mediante el programa CromaNec® nos

permite la obtencidn de cromatogramas para el analisis de los datos.

La fase estacionaria del HPLC la constituydé una columna MEDITERRANEA SEA18®, con un tamafio

de poro de 5 um y unas medidas de 20x0.46 cm.

La fase movil empleada es especifica para el analisis de monoaminas® y aminoécidos’.

Fig. 35. HPLC acoplado al detector electroquimico

! Tampon fosfato potdsico 150 mM pH 6.8. Se prepara en agua MiliQ. Se ajusta el pH con NaOH 1 N (se prepara con agua MiliQ) a 6.8.

2 Acido perclérico (PCA) 0.2 N (conteniendo disulfito sédico 0.4 mM y EDTA 0.4 mM). Se prepara en agua MiliQ a partir de acido perclérico (70%) y se
afiade EDTA sodico y disulfito soédico 1 M.

3 Disulfito sédico 1M. Se prepara en agua MiliQ.

4

Fase mdvil para monoaminas. Se prepara en agua MiliQ y contiene: KH,PO, 0.05M, EDTA sddico 0.1mM, heptano sulfonato sédico 1mM. Se afiade un
20% de metanol y se ajusta el pH con acido acético glacial a 3.66. La fase movil se filtra por un filtro de celulosa de 0.45 um de poro y se desgasifica con
helio antes de comenzar a usarla.
5

Fase movil para aminodacidos. Se prepara en agua MiliQ y contiene: NaH,PO, 0.05M, EDTA sédico 0.1mM. Se afiade un 27% de metanol y se ajusta el pH

con acido clorhidrico a 4.42. La fase mdvil se filtra por un filtro de celulosa de 0.45 um de poro y se desgasifica con helio antes de comenzar a usarla.
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Condiciones especificas para el andlisis de monoaminas

El voltaje del detector acoplado al HPLC fue de 80 mV y el flujo de la bomba de 1 ml/min.

La inyeccidén de las muestras en el loop se realizd a partir del sobrenadante recogido para el

analisis en el procesamiento, que se descongeld en el momento previo al analisis.

Condiciones especificas para el andlisis de aminoacidos

El voltaje del detector acoplado al HPLC fue de 85 mV y el flujo de la bomba de 0.9 ml/min.
La inyeccién para el analisis de aminoacidos se realizé a partir de las muestras derivatizadas.

Para la derivatizacién de los aminoacidos de las muestras, se afiadieron a un cono eppendorf 15 ul
del sobrenadante obtenido en la centrifugacion del homogeneizado descongelado, 60 ul de
tampdn fosfato potasico 150 mM pH 6.8" y 60 pl de PCA 0.2 N* conteniendo disulfito sédico 0.4
mM?y EDTA 0.4 mM y. A continuacidn se afiadieron 100 pl de NaOH 1 N* para ajustar cada una de
las muestras al pH dptimo para que se produjera la reaccién de derivatizacién (pH 5.5 - 6.5). Las

muestras asi preparadas se pueden conservar a 42C antes del andlisis.

Una vez ajustado el pH de cada una de las muestras se afiadieron 23.5 pl de reactivo de
derivatizaciéon OPA-sulfito® (siempre en una proporcién 1:10 al volumen de muestra previamente
preparado) que se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Es importante
que al anadir el OPA-sulfito el cono eppendorf esté bien protegido de la luz ya que este reactivo es

fotosensible.

! Tampon fosfato potdsico 150 mM pH 6.8. Se prepara en agua MiliQ. Se ajusta el pH con NaOH 1 N*a6.8.

2A'cido perclérico (PCA) 0.2 N (conteniendo disulfito sédico 0.4 mM y EDTA 0.4 mM). Se prepara en agua MiliQ a partir de acido percldrico (70%) y se
afiade EDTA sddico y disulfito sédico 1 M.

3 Disulfito sédico 1M. Se prepara en agua MiliQ.

4 NaOH 1 N. Se prepara en agua MiliQ.

3 Reactivo de derivatizacion OPA-sulfito. Se prepara en un cono eppendorf oscuro forrado con papel de aluminio ya que el OPA es fotosensible. Se afiaden
por orden: 2.2 mg de OPA (si no se pesa esta cantidad exacta, se modifican las cantidades del resto de reactivos a afiadir posteriormente

proporcionalmente), 50 pl de sulfito sédico 1 Mm° (se agita), 50 pl de etanol puro (se agita), 0.9 ml de tampén borato sédico 0.4 M pH 10.4. Se agita hasta

que se disuelve completamente y se puede conservar a 42C durante una semana.

6 Sulfito sédico 1 M. Con agua MiliQ, se prepara en un cono eppendorf oscuro y forrado con papel de aluminio (ya que este reactivo es fotosensible) y se
mantiene a 4°C.

7Tampén borato sédico 0.4 M pH 10.4. Se prepara en agua MiliQ a partir de 4cido bdrico. Se ajusta el pH con NaOH 1 N4 a 10.4. Se desoxigena con

nitrégeno durante 30 minutos.

76



MATERIAL Y METODOS

En el andlisis neuroquimico se determinaron las concentraciones de las monoaminas dopamina
(DA) y serotonina (5-HT) y de sus metabolitos (DOPAC y 5-HIAA respectivamente) y las de los

aminodcidos GABA, glutamato y taurina.

La actividad dopaminérgica y serotoninérgica se determind a través del turnover de dopamina y
serotonina, calculado como la relacién de la concentracidn de los metabolitos respecto a la de sus

correspondientes monoaminas (DOPAC/DA y 5-HIAA/5-HT).

La determinacion de las concentraciones de los neurotransmisores se efectué a partir de las areas
de los picos de los cromatogramas obtenidos (Figura 36) en el registro de cada una de las muestras

y de los patrones de monoaminas' y aminodacidos®.

Los datos obtenidos en el analisis neuroquimico se expresaron en ng de neurotransmisor / gr de
tejido en el caso de las monoaminas y en ug de neurotransmisor / gr de tejido en el caso de los

aminoacidos.

my
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20246 DOPAC
5-HT SHIAA
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T
53830 - [1 taurina
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Fig. 36. Cromatogramas del andlisis de
47035 monoaminas y aminoacidos.

min

1
Patrones de monoaminas para HPLC: DA, DOPAC, 5HT, S5HIAA. Se preparan en agua MiliQ a una concentracion de 50 y 100 ng/ml. Se hacen alicuotas y se

congelan a -20°C.

2
Patrones de aminodcidos para HPLC: GABA, glutamato y taurina. Se preparan en agua MiliQ a una concentracion de 5y 10 ug/ml en el caso del GABA y de

100y 250 pg/ml en el caso del glutamato y la taurina. Se hacen alicuotas y se congelan a -202C.

77



MATERIAL Y METODOS

7 ESTUDIO NEUROANATOMICO

7.1 PERFUSION Y TOMA DE MUESTRAS PARA EL ESTUDIO NEUROANATOMICO

Los animales destinados al estudio neuroanatdmico se recogieron al azar de los diferentes grupos
que iban a ser sometidos a las pruebas de comportamiento en campo abierto el dia PN 26.
Previamente a la perfusion, fueron anestesiados utilizando una mezcla de ketamina-xilacina®

inyectada via intravenosa.

Para el estudio neuroanatdmico, el tejido cerebral se sometid a un proceso de fijacidon para
preservar la integridad celular mediante una técnica de perfusion intraventricular (Figura 37)

inyectando una solucién fijadora® con una bomba peristaltica Gibson Miniplus 2°® (Figura 38).

Una vez extraido el encéfalo, se le sometid a una postfijaciéon y a un tratamiento de crioproteccién.
Para esto se introdujo primero 3-4 dias en una solucidn fijadora a 42C y a continuacién 24-48 horas
en una solucién crioprotectora® a 4C. Por ultimo se incluyeron en bloques de TissueTek® que se

congelaron y conservaron a —80°C.

Figura 37: perfusién de rata

Figura 38: Bomba peristaltica Gibson Miniplus empleada para la perfusién

! Ketamina-Xilacina: 80 mg / 12 mg / Kg peso del animal

2 Solucidn fijadora para perfusion. Se prepara en una campana de extraccion. Contiene paraformaldehido al 4% en tampdn PB 0.1M4 a65°C. Una vez
preparada, se enfria y se mantiene a 4°C.

3 Solucién crioprotectora. Se prepara en agua MiliQ y contiene sacarosa al 30%. Se mantiene a 4°C.

4 Tampdn PB (fosfato monosddico-disédico) 0.1M pH 7.3-7.4. Se prepara en agua MiliQ y contiene: NaH,PO, 0.02M, Na,HPO, 0.08M. Se ajusta el pH con

4cido clorhidrico a 7.3-7.4.
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7.2  PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Los bloques obtenidos, se cortaron en un Criostato American Optical® a —202C. El grosor de cada
corte oscild entre los 30-40 um. Los cortes se recogieron de forma seriada en unos pocillos que

contenian tampén PB 0.1 M™.

Para el andlisis neuroanatdmico se realizaron dos técnicas de tincién inmunohistoquimica
diferente: una con anticuerpos biotinilados (técnica ABC) y otra con anticuerpos fluorescentes
(técnica de inmunofluorescencia). En ambos casos, todos los pasos se llevaron a cabo en flotacion

y agitacion lenta. Los anticuerpos empleados estan detallados en la tabla 1.

Controles y especificidad de los anticuerpos

Para asegurar que no aparece inmunomarcaje inespecifico, se realizaron controles negativos en el
estudio inmunohistoquimico. Los controles incluyeron incubaciones en paralelo de secciones
alternas con suero normal u omitiendo el antisuero primario. La especificidad de los anticuerpos

usados ha sido asegurada por las compafiias comerciales.

7.2.1 METODO AVIDITA-BIOTINA PEROXIDASA (ABC)

El método ABC esta representado en la figura 39. Antes de cada uno de los pasos detallados a

continuacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampén PB 0.1 M™.

El primer paso de esta técnica es la inhibicién de la peroxidasa enddgena, que se realizd en una
incubacién de 20 minutos con H,0, al 3%”. Seguidamente se realizd una incubacién durante 1

hora a temperatura ambiente en una solucién con suero® de burro.

A continuacién, se realizé un bloqueo con solucién avidita-biotina'. Este paso consiste en la
incubacién con avidina durante 15 minutos y posterior incubacién con biotina durante 15 minutos.

Entre las incubaciones se realizé un lavado de 2-3 minutos con tampén PB 0.1M".

1
Tampon PB (fosfato monosddico-disddico) 0.1M pH 7.3-7.4. Se prepara en agua MiliQ y contiene: NaH,P0, 0.02M, Na,HPO, 0.08M. Se ajusta el pH con

4cido clorhidrico a 7.3-7.4.

2 1
H,0, al 3%. Se prepara en tampén PB0.1 M .

3 1
Solucién de suero. Se prepara en tampon PB 0.1M™ pH 7.3-7.4 a una dilucién de 1/50. Contiene BSA (Bovine Serum Albumine) 0.25%, yNaN3 0.1%. Se

mantiene a 4°C.
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Tras el bloqueo, se realizé una incubacion en una solucién con el anticuerpo?® especifico al epitopo
gue se quiere estudiar (anticuerpo primario) durante 24 horas a 42C y a continuacion la incubacion
con el anticuerpo secundario biotinilado durante 1.5 horas a temperatura ambiente. Por ultimo se
realizd una incubacién de amplificacién del marcaje con solucién ABC® durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras esta ultima incubacién se realizaron 3 lavado de 10 minutos con

tampon TrisHCl 0.1 M*.

La inmunotincién realizada con esta técnica requiere un revelado con la solucidon de revelado
DAB’. Esta solucién se afiadié a cada pocillo durante 8-10 minutos y tras su eliminacién se
realizaron 3-4 lavados con tampén TrisHCl 0.1M>. En las muestras en las que esta solucidn resulta
en un revelado tenue, realizamos una intensificacidon con niquel. Tras el revelado, las muestras en

los pocillos se pueden mantener en tampdn TrisHCI® a 42C 24-48 horas.

El paso final consiste en el montaje de las muestras, que se realizé en flotacién en gelatina de
montaje® colocando los cortes sobre portaobjetos con la ayuda de un pincel. Las muestras asi

montadas se dejan secar durante 24 horas a temperatura ambiente.

Tras el montaje, hay que llevar a cabo la deshidratacién de los cortes para evitar su degradacion.
Es un proceso seriado que se realizé sumergiendo los portaobjetos en tres cubetas con diferentes
alcoholes: primero alcohol 96%, a continuacidn alcohol 100% y por ultimo xilol. En cada alcohol se
realizaron 2 inmersiones de 5 minutos cada una. Tras la ultima inmersién, cada portaobjetos se

dejo secar al aire.

Las muestras se conservaron cubriéndolas con una gota de medio de montaje DePex® y un

cubreobjetos.

! Solucién Avidina-Biotina. Se prepara en tampon PB 041M6 con un kit comercial: blocking kit avidin/biotin SP-2001, Vector Labs. Las cantidades a afiadir de
Avidita y Biotina se especifican en las instrucciones del kit. Se mantiene a 4°C.

2 Solucion de anticuerpo. Se perpara en tampén PB 0.1M6 pH 7.3-7.4 y contiene BSA (Bovine Serum Albumine) 0.25%, NaN3 0.05%, carragenan 0.4% y
tritén X-100 0.4%. Se mantiene a 4°C.

3 Solucién ABC, blocking kit avidin/biotin SP-2001, Vector Labs. Se prepara en tamp6n Tris»HCI7 0.1N y contiene: Tritén X-100 0.5%, Solucién A (kit
comercial) 0.5%, Solucién B (kit comercial) 0.5%. Se prepara 1 hora antes de su utilizacién y se mantiene a 4°C.

4 Tampdn TrisHCI (Tris-clorhidrico) 0.2N pH 7.6. Se prepara en agua MiliQ y contiene Tris 0.2N. Se ajusta el pH con acido clorhidrico 1N a 7.6.

5 Solucion de revelado con DAB. Se prepara en agua MiliQ con un kit comercial: DAB KIT Vector SK-4100. Las cantidades de cada reactivo a afiadir en la
solucidn y el orden se especifican en las instrucciones del kit.

6 . . P 8 ) ) . ) . .
Gelatina de montaje. Se prepara en tampdn Tris-HCI 0.1N " y contiene gelatina de montaje al 2.5%. Se diluye en calor y se mantiene a 4°C.

7
Tampon PB (fosfato monosddico-disédico) 0.1M pH 7.3-7.4. Se prepara en agua MiliQ y contiene: NaH,P0, 0.02M, Na,HPO, 0.08M. Se ajusta el pH con
4cido clorhidrico a 7.3-7.4.

8 4
Tampon TrisHCI 0.1N pH 7.6. Se prepara a partir de tampdn Tris-HCl 0.2N * en agua MiliQ.
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Intensificacion con Ni
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Fig. 39. Representacidon esquematica del método de tincién inmunohistoquimica avidita-biotina peroxidasa (ABC).

El cuadro violeta representa el tejido sobre el que se realiza el estudio y los tridngulos negros las moléculas a las que
se adhiere el anticuerpo primario. En el esquema de la derecha se representa el proceso de intensificacion con
niquel en el revelado con DAB.

\L}]

Fig. 40. Representacidén esquematica del método de tincion inmunohistoquimica con fluorescencia. El cuadro rosa
representa el tejido sobre el que se realiza el estudio y los triangulos negros las moléculas a las que se adhiere el
anticuerpo primario. El circulo verde representa la molécula fluorescente.
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7.2.2 TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA SIMPLE Y DOBLE
La técnica de inmunofluorescencia se representa en la figura 40.

El primer paso de esta técnica es una incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente en una
solucién con suero’ de cabra de donde se han obtenido los anticuerpos. A continuacién se

realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampén PB 0.1 M?.

Inmunofluorescencia simple

Se realizé la incubacién en una solucién con el anticuerpo® primario durante 48 horas a 4°C. A
continuaciéon se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con tampén PB 0.1 M2
Seguidamente se realizd la incubacién con el anticuerpo secundario, con una molécula
fluorescente, durante 2 horas a temperatura ambiente. La incubacion con el anticuerpo 22 y todos
los pasos posteriores se llevaron a cabo en oscuridad. Después se realizaron 3 lavados de 10

minutos cada uno, dos con tampdn PB 0.1 M?y el Gltimo con Tris-HCI 0.1N".

Inmunofluorescencia doble

Para esta técnica empleamos anticuerpos monoclonales y policlonales, que no poseian reactividad

cruzada, para poder estudiar simultdneamente ambas poblaciones.

Se realizé la incubacién en una solucidn® con una mezcla (céctel) de dos anticuerpos primarios
durante 48 horas a 49C. A continuacidn se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con
tampdn PB 0.1 M’. Después se llevd a cabo una segunda incubacién con una mezcla de dos
anticuerpos secundarios, cada uno de ellos con una molécula fluorescente de diferente color,
durante 2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion se realizaron 3 lavados de
10 minutos cada uno, dos con tampén PB 0.1 M? y el ultimo con Tris-HCI 0.1N* también en

oscuridad.

1 2
Solucién de suero. Se prepara en tampén PB 0.1M™ pH 7.3-7.4 a una dilucién 1/50. Contiene BSA (Bovine Serum Albumine) 0.25%, y NaN3 0.1%. Se

mantiene a 4°C.

2
Tampon PB (fosfato monosddico-disddico) 0.1M pH 7.3-7.4. Se prepara en agua MiliQ y contiene: NaH,P0,4 0.02M, Na,HPO, 0.08M. Se ajusta el pH con

acido clorhidrico a 7.3-7.4.
3 " . . 1 ’ ) .

Solucién de anticuerpo. Se prepara en tampén PB 0.1M™ pH 7.3-7.4y contiene BSA (Bovine Serum Albumine) 0.25%, NaN; 0.05%, carragenan 0.4% y
triton X-100 0.4%. Se mantiene a 4°C.

4
Tampodn TrisHCI (Tris-clorhidrico) 0.1N pH 7.6. Se prepara en agua MiliQ y contiene Tris 0.1N. Se ajusta el pH con acido clorhidrico 1N a 7.6
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Las muestras en los pocillos se pueden mantener en tampén Tris-HCI 0.1N* a 42C un corto perido
de tiempo. El paso final consiste en el montaje de las muestras, que se realizé en flotacion en Tris-

HCI 0.1N" colocando los cortes sobre el portaobjetos con la ayuda de un pincel.

Las muestras se conservaron cubriéndolas con una gota de medio de montaje VectaShield® y un
cubreobjetos. Se sellaron con esmalte de ufias y se almacenaron en la nevera a 42C para prolongar

la fluorescencia del marcaje.

TECNICA DE ABC |

Ab 19, anti-: Referencia Tipo Ab Dilucién
nR1 Chemicon AB1516 policlonal 1/150
GluR1 Chemicon AB1504 policlonal 1/100
GluR2/3 Chemicon AB1506 policlonal 1/100
CB Chemicon AB1508 monoclonal [1/1000
PV Sigma P-3171 monoclonal |1/1000
nNOS Chemicon AB5380 policlonal 1/500
NeuN Chemicon MAB377 monoclonal |1/1000

Ab 2° Dilucién

Biotin-SP-conjugated AffiniPure Donkey anti-rabbit IgG (H+L). Jackson Immunoresearch 715-065-152
Biotin-SP-conjugated AffiniPure Donkey anti-mouse IgG (H+L). Jackson Immunoresearch 715-065-151 1/150

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Ab 19, anti-: Referencia Tipo Ab Dilucidn
PV Sigma P-3171 monoclonal |1/1000
nNOS Chemicon AB5380 policlonal 1/500
Ab 22 Dilucion
Alexa Fluor®488 goat anti—mou.se IgG (H+L) anti.body. Molecular Probes 1/500
Alexa Fluor®594 goat anti-rabbit IgG (H+L)) antibody. Molecular Probes

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos empleados en las técnicas de tincion inmunohistoquimica para el estudio

neuroanatémico.

1
Tampdn TrisHCI (Tris-clorhidrico) 0.1N pH 7.6. Se prepara en agua MiliQ y contiene Tris 0.1N. Se ajusta el pH con &cido clorhidrico 1N a 7.6.
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7.3  ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Para la observacidn de las muestras para el estudio neuroanatémico se utilizé un microscopio Zeiss
Axioskop® acoplado a un equipo de epifluorescencia, para el andlisis de las muestras preparadas
mediante la técnica de inmunofluorescencia simple, con los siguientes filtros: filtro EX 510/60, DM
575 para visualizar la emision del fluoréforo Alexa fluor 594 vy filtro EX 450/90, DM 505 para poder
observar la emision del fluoréforo Alexa Fluor 488. Este microscopio esta también acoplado a una
camara Olympus DP70® para la obtencidn de fotografias. La captura de imagenes se realizé con el

programa informatico Motic Images Advanced 3.2°.

Las muestras preparadas mediante la técnica de fluorescencia doble fueron analizadas con un

Microscopio Laser Confocal Leika TCS SP2 AOBS.

El tratamiento de las imagenes para ajustar el brillo y el contraste se llevd a cabo con el programa

Adobe Photoshop 7.0°.

Las dreas cerebrales seleccionadas para realizar el estudio fueron el hipocampo dorsal y ventral, la
amigdala basolateral, el septo, la corteza prefrontal medial, la corteza parietal, el nucleo
accumbens y el cuerpo estriado. Se localizaron en cortes sagitales siguiendo el atlas estereotaxico

de PAXINOS Y WATSON (Paxinos G., 1998) (Figuras 41, 42).

En cada una de las muestras se determinaron por conteo celular las diferencias en la densidad de
marcaje obtenida con los diferentes anticuerpos empleados en cada caso: calbindina, GIuR1,
GluR2/3, NeuN, nNOS, nR1 y parvalbimina. Los datos obtenidos en el andlisis neuroanatémico se

expresaron en n2 de células marcadas / mm?.

84



-

-

-

-

-

.

=

MATERIAL Y METODOS

5

a

Brey

i

3

5

w

12

o o

5

-y

W

I Lateral

3.90 mm

Inter;
L

ural

tqure 87

5
LI e

FEFEEE AN
) 13

L
3

METETEE A
s

a8
LI B

(o]

Brey

pma

paf

eral

=
o

4.20

mim

Inter,

igurq 88

[N
e )

T
12

L
n £

L
E)

Fig. 41. Vista de secciones sagitales laterales del encéfalo de rata. Extraido de Paxinos y Watson (1998).

Niveles de corte para la observacion del hipocampo dorsal y ventral (HCd y HCv en las imagenes A y B) y de la

amigdala basolateral (ABL en la imagen B).

85

5

3



MATERIAL Y METODOS

2 1 o 1 2 4 5 & &
LI e

s 10 1 12 ] 14
LB e B
A Bregma

L _'_,_,_,__.-—-—g-'(_'_'_'_'_ RSA B

o

r Lateral D.40 mm e ngq 80 1
L] 4 3 2 1 o 1 2 3 Ll 5 o T & 5 1 11 o 13 “ 15
r Bragma 1
ot = T - pegmeo
¥ | i | i 1
u: T i | | o i VIMM L VN ]
I 1
; PF - P
i H !
s / A M1 ! 2
[ e !
¥ N FrAE Ky i
7 St U by 3
[ O ‘l ST
I Lo %
o ]
.S; AD 5
"i_.-\OL &
P S
2_ L]
F il ]
¥ AL 1
s
iy } Jw
t Lateral [1.90 mm Higura 83 1

v s de e Ly L b by b L
T i 1z n W 7

i L by L a1
& a E 3 1

Fig. 42. Vista de secciones sagitales mediales del encéfalo de rata. Extraido de Paxinos y Watson (1998).

A: nivel de corte medial para la observacion del septo (SEP en la imagen) y del hipocampo (HC en la imagen).

B: nivel de corte medial para la observacion de las corteza prefrontal medial (CPF en la imagen), del hipocampo (HC

en la imagen), del ndcleo accumbens (Acc en la imagen) y del cuerpo estriado (ST en la imagen).
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8 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa SPSS 15.0.

Se estudidé el efecto de los factores sexo y tratamiento sobre el conjunto de datos obtenidos
mediante pruebas no paramétricas y andlisis de varianza. Antes de dichas pruebas, todas las
variables del estudio se sometieron a un test de normalidad (mediante el estadistico Kolmogorov-

Smirnov) y de igualdad de varianza u homocedasticidad (mediante el contraste de Levene).

En todos los casos se realizé un analisis no paramétrico entre dos muestras independientes

aplicando el estadistico U de Mann-Whitney.

Las variables en las que la distribucidn de datos era normal y homocedastica fueron sometidas a
un estudio paramétrico de andlisis de la varianza (ANOVA) de dos factores. En los casos en los que
se observd interaccion entre los dos factores estudiados, las diferencias entre grupos
experimentales se determinaron mediante un analisis PostHoc. Se empled el estadistico
Bonferroni en los casos de muestras homocedasticas y el estadistico T2 o de Tamhane en el caso

de muestras no homocedasticas.

En todos los casos el grado de significacidn utilizado fue del 95%.
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1 CONTROL DEL PESO

Como se observa en la grafica 1, no se han encontrado diferencias significativas en el peso de los

animales debido a la separacion materna realizada entre los dias PN 3-14.

ﬂ_m Gréfica 1. Peso (g).
0 -

3 17 21 edad (dias)

2 VALORACION DE CORTICOSTERONA

Como muestra la gréfica 2, los machos PN 15 separados de la madre presentan una disminucion
muy significativa de la concentracidn de corticosterona. En los animales control esta concentracién
es mayor en los machos que en las hembras, sin embargo, este dimorfismo sexual no se observa
en los animales SM. Los valores de la concentracion de corticosterona en plasma estan detallados

en la tabla 2.

CONCENTRACION CORTICOSTERONA (ng/ml) |

~
o

ss, tt

il 56,41 + 2,54
MACHO ss (p=0,003), tt (p=0,002)
SM 29,67 *+ 2,35
=
I :E I control 31,46 + 1,45
HEMBRA
SM 27,56 * 2,49

Grafica 2. Concentracion de corticosterona en plasma (ng/ml). Tabla 2. Concentracidon de corticosterona
en plasma (ng/ml).
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concentracion corticosterona (ng/ml)

o

[1 machos control machos SM

hembras control 7] hembras SM

“

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente, “ss”, “tt”
muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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3 ESTUDIO COMPORTAMENTAL

3.1 PROCESOS COGNITIVOS EN EL CAMPO ABIERTO

3.1.1 ACTIVIDAD MOTORA

La actividad motora de los animales control a lo largo de la edad varia en funcién del sexo, de
manera que se mantiene estable en los machos pero presenta un pico maximo en las hembras en

la adolescencia tardia, cuando aparece un dimorfismo sexual.

La separacion materna afecta a la actividad motora de los animales a corto plazo y la modifica de

manera dependiente del sexo en la edad adulta (graficas 3 y 4; tablas 3y 4 en el ANEXO).

En la adolescencia temprana, tanto la deambulaciéon total como el nimero de posturas erguidas de
los animales SM de ambos sexos estan significativamente disminuidas con respecto a los
controles. En la edad adulta, los machos SM presentan una disminucion de ambos parametros y

las hembras SM, sin embargo, muestran un incremento del nimero de posturas erguidas.

300
2= IfE
S
200 =
£ 1501 I T
2 t J_
c t
100 A
3 ;
4 50 A
8 Gréfica 3.
-] 0 -
27 48 167
edad (dias)
50
45 {_
8 40 ss o]
2 35
a | Ss t
5 30
g 25 I
3 20 "
Ll ttt
g- 15 ttt
o 10
§ 1 Gréfica 4.
< 0
27 48 167
edad (dias)
[1 machos control machos SM
hembras control m hembras SM

wn
’

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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3.1.2 COMPORTAMIENTO IMPULSIVO

El comportamiento impulsivo de los animales control varia a lo largo del desarrollo de manera
diferente en funcion del sexo: en la adolescencia tardia se observa el pico de impulsividad minima

en los machos y maxima en las hembras, apareciendo en esta edad un dimorfismo sexual.

La separacidon materna induce alteraciones en el comportamiento impulsivo, mas patentes en los
machos (graficas 5 y 6; tablas 5 y 6 en el ANEXO): en el transcurso de la adolescencia se produce
un aumento de su impulsividad que se mantiene al alcanzar la edad adulta. En la adolescencia
temprana, los machos SM presentan una disminucion significativa de su deambulacién central. En
la adolescencia tardia se observa un incremento significativo de su impulsividad, desapareciendo
en los animales separados el dimorfismo sexual que caracteriza a los animales control en esta

etapa del desarrollo.

En la edad adulta, en PN 167, la separacion materna produce un aumento del ratio de

deambulacidn interna de los animales separados de ambos sexos.

03
0,25 % it

oiN ss, tt I
I

0,05 1
Grafica 5.

ratio deambulacion interna

27 48 167
edad (dias)

0,06

0,05 =

0,04 T = =

0,03 T I L 1

0,02

s. t
0,08y tt I I

27 48 167
edad (dias)

Grafica 6.

ratio deambulacién central

[1 machos control machos SM
hembras control [1 hembras SM

un

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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3.1.3 MEMORIA DE RECONOCIMIENTO NO ESPACIAL

Como se muestra en las graficas 7 y 8, la memoria de reconocimiento de objetos no presenta
diferencias significativas debidas a la separacién materna en ninguna de las edades estudiadas. No
se observan diferencias en esta capacidad cognitiva debidas al sexo de los animales ni a su edad, y
en todos los casos el porcentaje de tiempo de exploracidn estd por encima del 60%, lo que indica

la capacidad de los animales de discernir entre dos objetos diferentes.

El ratio de acercamientos al objeto nuevo con respecto al total y el porcentaje de tiempo de
exploracién del mismo durante la segunda fase de la prueba de reconocimiento de objetos estan

detallados en las tablas 7 y 8 respectivamente en el ANEXO.

31 52 171
edad (dias)

0,8
0,7 1

0,6 T
0,5
Gréficas 7, 8.
0,3 T
0,2
0,1

Porcentaje de tiempo de exploracion y ratio de
acercamientos al objeto nuevo en la segunda
fase de la prueba de reconocimiento de objetos.

31 52 171
edad (dias)

1 machos control machos SM

hembras control H hembras SM

“s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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3.1.4 MEMORIA DE RECONOCIMIENTO ESPACIAL

En los animales control, la memoria espacial varia a lo largo de la edad de manera distinta segtn el
sexo de los animales. Mientras que en hembras no encontramos cambios significativos, en machos
la capacidad de localizacion de objetos presenta un pico en la adolescencia tardia que marca un

dimorfismo sexual en los animales control.

Debido al estrés postnatal, los dias PN 55 y 174 hemos observado alteraciones de la memoria

espacial diferentes segun el sexo de los animales (graficas 9 y 10; tablas 9 y 10 en el ANEXO).

En machos SM, la capacidad de reconocimiento espacial estd disminuida en la adolescencia tardia,

y por el contrario, en la edad adulta ésta muestra una mejoria.

En las hembras SM no hay variaciones significativas a lo largo de la adolescencia, pero en la edad
adulta se observa una disminucion significativa del ratio de acercamientos al objeto cambiado y se
hace patente un dimorfismo sexual en los animales separados que no presentan los animales

control.
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Graficas 9, 10.

de objetos.

34 55 174
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[1 machos control machos SM
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un

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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3.2 MEMORIA ESPACIAL EN EL LABERINTO RADIAL DE 8 BRAZOS

3.2.1 APRENDIZAJE

El niumero de sesiones de entrenamiento requeridas por cada animal en el proceso de aprendizaje

esta detallado en la tabla 11 en el ANEXO.

Como se observa en la grafica 11, la separacidn materna no tiene ningun efecto significativo en el

aprendizaje de los animales.

3.2.2 ADpQUISICION DE MEMORIA

La adquisicién de memoria de los machos mejora tras la separacién materna. El dimorfismo sexual
gue establece una mejor capacidad cognitiva por parte de las hembras en los animales control no

aparece en los animales SM (grafica 12; tabla 12 en el ANEXO).

Los machos SM presentan una mejoria en la memoria de referencia que induce la aparicién de un
dimorfismo sexual en los animales separados maternalmente que no existe en los animales

control. La memoria de trabajo sin embargo no presenta ninglin cambio.

3.2.3 CONSOLIDACION DE MEMORIA

Como se puede observar en la grafica 13, la separacion materna no tiene ninglin efecto

significativo a largo plazo en la memoria espacial de los animales (tabla 13 en el ANEXO).

Sin embargo, la memoria de trabajo de los machos separados mejora significativamente tras el
periodo de consolidacion de memoria, estableciéndose un dimorfismo sexual en este tipo de

memoria que no estaba presente en los animales control.
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realizadas en el laberinto radial de 8 brazos.
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Graficas 12, 13. Numero de errores cometidos en las pruebas de adquisicidn y retencion de memoria en el
laberinto radial de 8 brazos. EMT: errores de memoria de trabajo. EMR: errores de memoria de referencia.
ET: errores totales.

[1 machos control | | machos SM
| 1 hembras control [1 hembras SM

«“

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).

Gréafica 11. Nimero de sesiones de entrenamiento
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4 POBLACION NEURONAL. INMUNOMARCAJE CONTRA NEUN

El estudio neuroanatdmico en el dia postnatal 26 con anticuerpos contra una proteina especifica
del nucleo neuronal, NeuN, pone de manifiesto alteraciones en la densidad neuronal hipocampal,
de la corteza prefrontal y del estriado ventral en las hembras, debidas a la separacion materna. En
los machos, el estrés temprano no induce modificaciones significativas en el nUmero de neuronas

de las distintas regiones cerebrales estudiadas.

En las dreas en las que se observan variaciones, aparece un incremento de este marcador en las
hembras SM, haciéndose patente un dimorfismo sexual en los animales sometidos a separacion

materna que no se observa en los animales control (ver tabla 14 en el ANEXO).

La densidad neuronal de las hembras SM estd aumentada en el hipocampo (figura 43),
principalmente en la capa piramidal del Asta de Amédn y en la capa granular del giro dentado.
Asimismo, se observa un aumento del nimero de neuronas en la corteza prefrontal medial (figura
44) y en el nicleo accumbens (figura 45). En la amigdala, sin embrago, no se observan diferencias

entre los cuatro grupos de experimentacion.

Fig. 43. Microfotografias de inmunotinciéon con NeuN en cortes sagitales de hipocampo de rata en PN26.
En la imagen hSM se observa un inmunomarcaje mas intenso en todas las regiones (CA1-3) y capas del
Asta de Amdn, asi como en la capa granular del giro dentado en comparacién con hC.

hC: hembra control; hSM: hembra separada.

GD: giro dentado; csg: capa supra granular del giro dentado; cig: capa infra granular del giro dentado.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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Fig. 44. Microfotografias de inmunotinciéon con NeuN en cortes sagitales de corteza prefrontal de rata en
PN26. Obsérvese la mayor densidad neuronal en hSM respecto a hC.

hC: hembra control; hSM: hembra separada.

BO: bulbo olfatorio; CFPm: corteza prefrontal medial; ST: estriado.

En todas las imagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

Fig. 45. Microfotografias de inmunotincidon con NeuN en cortes sagitales mostrando el nucleo accumbens
en el estriado de rata en PN26. Se observa una mayor densidad de marcaje en hSM.

hC: hembra control; hSM: hembra separada.

Acc: nucleo accumbens; BO: bulbo olfativo; TO: tubérculo olfativo.

En todas las imagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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5 SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION AMINOACIDERGICOS

A lo largo del desarrollo, las concentraciones de GABA y glutamato varian siguiendo un mismo

patrén en ambos casos, con un marcado dimorfismo sexual.

El estrés postnatal inducido por separacion materna provoca cambios, dependientes del sexo, en
los niveles de estos neurotransmisores, especialmente patentes en las edades tempranas (PN15 y
PN34). De manera general estos cambios no son permanentes y en la edad adulta no se observan
diferencias significativas en el contenido de estos aminoacidos, a excepcién del contenido de

GABA en el hipocampo ventral y de glutamato en el septo de las hembras.

Con respecto a la concentracion de taurina, en los machos control se observa el mismo patrén a lo
largo del desarrollo que el descrito para los neurotransmisores GABA y glutamato en el hipocampo
y en el septo. Sin embargo, su evolucién es diferente en las hembras control y el estriado de
ambos sexos. La separacién materna induce diferentes alteraciones en la concentracién de este
aminodcido segln el sexo de los animales; en machos produce variaciones de los niveles de
taurina en la edad postnatal temprana o en la adolescencia tardia, en funciéon de la region
cerebral, que revierten a largo plazo, y en las hembras provoca en todas las areas estudiadas una

disminucién de su concentracion en la edad adulta.

5.1 GABA

Las concentraciones de GABA en las ratas controles a lo largo de desarrollo presentan su valor
maximo a los 34 dias de edad en ambos sexos en todas las dreas cerebrales estudiadas. A partir de
esta edad observamos que la evolucidn en el contenido de este aminodcido es diferente segun el
sexo de los animales: en los machos los niveles de GABA disminuyen en la adolescencia y en las
hembras, salvo en el septo, se mantienen estables. Estas diferencias en el contenido de GABA
marcan la existencia de un dimorfismo sexual en la adolescencia tardia en el hipocampo y en el
estriado, que en el caso del hipocampo dorsal, se mantiene en la edad adulta. Los valores de
concentracion de GABA en las regiones cerebrales estudiadas en los distintos momentos del

desarrollo estan detallados en las tablas 18-21 del ANEXO.
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Las ratas que han sufrido el estrés temprano de la separacién materna presentan alteraciones en
la evolucién a lo largo de la edad de los niveles de GABA, con diferencias segun la region encefdlica
y el sexo. Cabe destacar que en el adulto sélo se observan diferencias debidas a la separacion en el

hipocampo ventral.

Los niveles de GABA en los machos SM se mantienen estables a lo largo del desarrollo en las
regiones encefdlicas estudiadas, y no se observa en la adolescencia temprana el pico de
concentracién mdéxima que presentan los machos control. Esta diferencia en el contenido de GABA
con respecto a la concentracion variable de los machos control se pone de manifiesto de manera
patente en el hipocampo ventral en todas la edades estudiadas (grafica 15); en PN15 se observa
un incremento de GABA del 75%, en PN34 una disminucién del 30%, en PN58 un incremento del
80% y en la edad adulta una disminucién del 40%. En la adolescencia temprana los machos
sometidos a separacion materna presentan una reduccion de los niveles de GABA en el hipocampo

dorsal (grafica 14) y en el septo (grafica 16).

En las hembras SM, al contrario que en las hembras control, la concentracion de GABA no varia
hasta PN34 en las cuatro areas encefalicas estudiadas. En el hipocampo dorsal y ventral y en el
estriado, a lo largo de la adolescencia disminuye hasta alcanzar en PN58 los niveles tipicos de
adulto (gréficas 14, 15 y 17). Tanto en el hipocampo ventral como en el estriado, en PN15 la
concentracién de GABA es el doble que la observada en los controles, y en la adolescencia tardia
es la mitad (graficas 15 y 17). Esta disminucion es patente también en las hembras adultas en el
hipocampo ventral, pero no se observa en el estriado. En el septo el contenido de GABA es estable
hasta la adolescencia tardia, cuando se observa un dimorfismo sexual que no presentan los
animales control. Desde PN58 hasta la edad adulta se produce una disminucién de este
neurotransmisor (grafica 16). Nuestros resultados muestran una concentracion de GABA casi

triplicada con respecto a la de las hembras control en PN15 y en PN34 una marcada disminucién.
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5.2  GLUTAMATO

En los animales control, durante las primeras etapas de la vida no existen diferencias sexuales en
los niveles de glutamato, y éstos se incrementan desde antes del destete hasta la adolescencia
temprana. En este momento del desarrollo, la concentracidon de glutamato se estabiliza en las
hembras control, pero sin embargo en los machos se produce una disminucién del glutamato en la
adolescencia tardia, cuando se alcanzan los niveles tipicos de adulto, y aparece un dimorfismo

sexual en el hipocampo y en el estriado.

La separacién materna produce cambios en la concentracion de glutamato a lo largo de la edad
siguiendo un patrén diferente segln las dreas cerebrales estudiadas y de manera diferente en
ambos sexos. En los machos se observa una estabilizacidén de los niveles de glutamato a lo largo de
la vida del animal, desapareciendo el pico caracteristico alrededor de la adolescencia de los
machos control, y en las hembras se produce una disminucién tras la adolescencia temprana,

cuando se estabiliza la concentracion de este aminoacido.

Nuestros resultados muestran en PN15 un aumento de la concentracion de glutamato de los
animales SM con respecto a sus controles en ambos sexos en todas las areas encefilicas
estudiadas. Tras la separacidn, a lo largo del desarrollo las variaciones de los niveles de glutamato
presentan diferencias sexuales y, salvo en el caso del septo, en la edad adulta no se observan

cambios significativos debidos al estrés postnatal (ver tablas 22-25 en el ANEXO).

Cabe destacar que a pesar de la variabilidad segln las areas, los incrementos observados en PN15
son muy elevados. En el hipocampo y el estriado oscilan entre el 400-800%; en el septo el
aumento varia desde un 200% en los machos SM a un 1100% en las hembras SM, haciéndose

patente un dimorfismo sexual (grafica 20).
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En los machos SM, los niveles de glutamato en el hipocampo y el estriado estan disminuidos
alrededor de un 40% en la adolescencia temprana, presentando los animales separados un
dimorfismo sexual que no se observa en los animales control (graficas 18, 19 y 21). En el estriado
ademads, en PN58 la concentracién de glutamato casi triplica la concentracién de los machos

control, y se observa un dimorfismo sexual contrario al presente en los animales control.

Las hembras SM, sin embargo, presentan una disminucién de los niveles de este aminodcido en el
hipocampo ventral y el estriado en PN58 (graficas 19 y 21). En el septo, los niveles de glutamato
van disminuyendo a lo largo de la edad alcanzando el nivel minimo en el adulto, cuando la
concentracién de este aminodacido estd significativamente disminuida con respecto a la de las
hembras control y a la de los machos SM, invirtiéndose el dimorfismo sexual existente antes del

destete (grafica 20).
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5.2.1 RECEPTORES DE GLUTAMATO

El estudio neuroanatdmico de inmunomarcaje contra los receptores GluR1, GluR2/3 y NR1 revela
qgue la separacidn materna tiene efectos sobre la subunidad GIuR1 de los receptores AMPA de
glutamato en la corteza prefrontal de las hembras. Sin embargo, no se observan variaciones en el
marcaje de las subunidades GluR2/3 de los receptores AMPA ni sobre la subunidad NR1 de los

receptores NMDA de glutamato.

GluR1

La distribucidon de la subunidad GluR1 del receptor AMPA en la corteza prefrontal presenta un
dimorfismo sexual en los animales control el dia PN26. En los machos control hay un mayor
marcaje en las capas Il y Ill con respecto a las hembras del mismo grupo. En las hembras SM se
observa un aumento del nimero de células con inmunorreactividad positiva para GIuR1, de
manera que los animales separados no muestran las diferencias sexuales que presentan los

controles (figura 46; tabla 15 en el ANEXO).

En el resto de las areas estudiadas no se observan diferencias en la distribucién de esta subunidad

del receptor AMPA.

Fig. 46. Microfotografias de inmunotincién de la subunidad GIuR1 del receptor AMPA de glutamato en la
corteza prefrontal de rata el dia PN26 en secciones sagitales. En las imagenes mC y hSM es patente un
mayor marcaje con respecto a hC.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control.

En todas las imagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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GluR2/3
La distribucion de la subunidad GIluR2/3 del receptor AMPA no presenta diferencias debidas al
sexo ni a la separacién materna en las diferentes areas cerebrales estudiadas el dia PN26.

En la figura 47 se muestra el marcaje de la subunidad GIuR2/3 el hipocampo y la corteza

prefrontal, donde no se aprecian diferencias significativas.

Fig. 47. Microfotografias de inmunotinciéon de la subunidad GluR2/3 del receptor AMPA de glutamato en
secciones sagitales mostrando fotomontajes del hipocampo (imagenes de arriba) y la corteza prefrontal
(imagenes de abajo) de rata en PN26. En ninguna de las regiones se observan diferencias de marcaje.
CPFm: corteza prefrontal medial; CA1, CA3: regiones CA1, 3 del Asta de Amodn; GD: giro dentado.

hC: hembra control; hSM: hembra SM; mC: macho control.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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NR1

La separacion materna no altera la distribucién de la subunidad NR1 de los receptores NMDA de
glutamato el dia PN26 en ninguna de las areas cerebrales estudiadas. La expresién de esta

subunidad tampoco muestra diferencias debido al sexo.

En las figuras 48 y 49 se muestra el marcaje de esta subunidad en el hipocampo y el nucleo

accumbens respectivamente.

Fig. 48. Microfotografias de inmunotincién de la subunidad NR1 del receptor NMDA de glutamato en el
giro dentado hipocampal de rata el dia PN26 en cortes sagitales, en los que no hay diferencias de marcaje.
hSM: hembra SM; mSM: macho SM.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

Fig. 49. Microfotografias de inmunotincion de la subunidad NR1 del receptor NMDA de glutamato en
secciones sagitales de nucleo accumbens (Acc) de rata en PN26. No se observan diferencias significativas.
hC: hembra control; hSM: hembra SM.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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5.3 EXPRESION DE LA ENZIMA OXIDO NiTRICO SINTASA NEURONAL (NNOS)

El estrés postnatal temprano altera la distribucion de la enzima dxido nitrico sintasa neuronal
(nNOS) en el hipocampo y en la corteza prefrontal de los machos separados. Sin embargo, el
marcaje con nNOS no presenta diferencias en las hembras SM con respecto a sus controles en

ninguna de las distintas regiones cerebrales estudiadas (tabla 16 en el ANEXO).

El dia PN 26, el hipocampo presenta un dimorfismo sexual en la distribucién de nNOS. El nimero
de células nNOS+ es menor en los machos control que en las hembras control, y se hace patente
en el Asta de Amoédn, y las capas granular y polimorfa del giro dentado. En los machos SM se
observa una disminucidn significativa del marcaje en el AA y el giro dentado con respecto a los

machos control (figura 50).

En el adulto, sin embargo, se observa un incremento del nimero de células nNOS+ en los machos
SM con respecto a sus controles, observandose en los animales separados un dimorfismo sexual
gue no esta presente en los controles a esta edad (figura 51). Estos resultados sugieren que las
modificaciones en la expresion de la enzima nNOS en el hipocampo debidas a la separacién

materna son revertidas a lo largo de la vida del animal.

En la corteza prefrontal hay un mayor nimero de células nNOS+ en los machos control que en las
hembras del mismo grupo en PN 26. Los machos SM muestran una disminucion del marcaje en las
capas Il, lll y V de esta regidn cortical, de manera que en los animales separados no se observa el

dimorfismo sexual que aparece en los controles (figura 52).

En el resto de las areas cerebrales estudiadas no se han observado diferencias debidas al sexo o a

la separacién materna.
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Fig. 50. Microfotografias de inmunomarcaje de la enzima nNOS en secciones sagitales del hipocampo
de rata el dia PN26. Las imagenes muestran un menor marcaje en mC con respecto a hC y una
disminucién en mSM con respecto a mC.

hC: hembra control; mC: macho control; mSM: macho separado.

CA1, CA3: regiones CA1, 3 del Asta de Amdn; GD: giro dentado; csg: capa supra granular del giro
dentado; cig: capa infra granular del giro dentado.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

Fig. 51. Microfotografias obtenidas con microscopia confocal de inmunomarcaje con fluorescencia de la
enzima nNOS en cortes sagitales mostrando el giro dentado del hipocampo de ratas adultas. Las imagenes
SM proceden de una inmunotincién con fluorescencia simple; la imagen mC procede de una
inmunotincién con fluorescencia doble, donde se observa el marcaje con anticuerpos frente a la enzima
nNOS (fluorescencia rojo) y la proteina parvalbimina (fluorescencia verde). Obsérvese el incremento del
marcaje en mSM con respecto a mC y el dimorfismo sexual entre hSM y mSM.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control; mSM: macho separado.

csg: capa supra granular del giro dentado; cig: capa infra granular del giro dentado.

En todas las imagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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Fig. 52. Microfotografias de inmunotincién de la enzima nNOS en la corteza prefrontal de rata PN26 en
cortes sagitales y su detalle a mayor aumento. Se observa el dimorfismo sexual entre mC y hC y la
disminucién del marcaje en mSM con respecto a mC.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control; mSM: macho separado.

CPFm: corteza prefrontal medial.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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5.4 TAURINA

La concentracidn de taurina a lo largo del desarrollo varia de manera diferente segun la region
encefalica observada. En el hipocampo y septo de los animales control se incrementa desde PN15,
muestra un pico en PN34 y disminuye durante la adolescencia alcanzando en PN58 los niveles
tipicos de adulto. En el estriado sin embargo, la taurina disminuye desde PN15 hasta PN34, cuando
se observa un pico de concentracién minima, y se incrementa a lo largo de la adolescencia hasta la

edad adulta. No se observan, en ninguno de los casos, dimorfismos sexuales.

La separacién materna altera los niveles de taurina de manera diferente en ambos sexos. En los
machos, en funcién del area cerebral, el estrés postnatal altera la concentracién de este
aminoacido inmediatamente después de la separacién o en la adolescencia tardia. En hembras, los
efectos de la separacion se hacen patentes a largo plazo, en la edad adulta, cuando se observa una

disminucién general de su concentracién (Tablas 26-29 en el ANEXO).

En machos SM, en el hipocampo dorsal y el septo los niveles de taurina en PN15 muestran un
incremento del 90% con respecto a los machos control (graficas 22 y 24). Sin embargo, en el
hipocampo ventral y el estriado se produce un aumento de su concentracién del 60% en PN58 y

se hace patente un dimorfismo sexual (gréaficas 23 y 25).

En las hembras SM el cambio mds significativo se observa en el septo en PN15, por un incremento
de mas del doble de la concentracién de taurina con respecto a las hembras control. Cabe
destacar, ademads, que el estrés postnatal da lugar a una disminucién de alrededor del 40% de los
niveles de taurina en las hembras adultas en todas las regiones cerebrales estudiadas (graficas 22-
25). En el caso del estriado aparece en la edad adulta un dimorfismo sexual en los animales

separados.
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5.5 PROTEINAS ENLAZANTES DE CALCIO

La separacién materna afecta de manera diferente a la distribucidn de las proteinas enlazantes de
calcio calbindina y parvalbumina el dia PN 26 en las diferentes regiones cerebrales estudiadas: en
la amigdala y la corteza prefrontal se produce un incremento en los animales SM de ambos sexos,
sin embargo, en el hipocampo este aumento sdlo se observa en las hembras separadas. En el
septo y en el estriado no se han observado diferencias significativas debidas a la separacion
materna en el ndmero de neuronas marcadas positivamente para ninguno de estos dos

marcadores.

Calbindina

En el hipocampo no se observan diferencias significativas entre los animales de los grupos control
y SM, si bien observamos una mayor inmunotincién de las hembras SM con respecto a sus
controles. En los animales separados es patente un dimorfismo sexual marcado por un mayor

numero de células CB+ en las hembras que en los machos (figura 53).

En la corteza prefrontal la poblacion de células CB+ se incrementa en los animales SM,
principalmente en las capas IV y V, y aparece un dimorfismo sexual en los animales separados que

no se observa en los animales control (figura 54).

En la amigdala basolateral de los animales SM se hace patente un incremento del nimero de

células CB+ en ambos sexos (Figura 55).

En el ndcleo accumbens se observa un marcado dimorfismo sexual por una mayor densidad de

células CB+ en las hembras que en los machos (figura 56).
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Fig. 53. Microfotografias de inmunotincién con calbindina en el hipocampo de rata el dia PN26 en
secciones sagitales. Véase un mayor marcaje en hSM con respectoa mSMy a hC.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mSM: macho separado.

CA1, CA3: regiones CA1, 3 del Asta de Amodn; GD: giro dentado.

En las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

200 pm|
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Fig. 54. Microfotografias de inmunotincién con calbindina en cortes sagitales mostrando la corteza
prefrontal en PN26. Se observa una mayor densidad neuronal en mSM y hSM con respecto a sus controles
y un dimorfismo sexual en SM.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control; mSM: macho separado.

En ambas imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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Fig. 55. Microfotografias de inmunotincidn con calbindina mostrando la amigdala basolateral de rata el

dia PN26 y su detalle a mayor aumento en cortes sagitales.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control; mSM: macho separado.

ABL: amigdala basolateral; HCv: hipocampo ventral.

En todas las imagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

114



RESULTADOS

100 ym

100 pm

115



RESULTADOS

Parvalbumina
Las diferencias en el nUmero de células PV+ esta detallado en la tabla 17 en el ANEXO.

En el hipocampo de los machos control hay una mayor poblacidon de células PV+ que en el de las
hembras, observable en el AA y de manera mas patente en CA1 (Figura 57). Es en esta region
hipocampal, en CA1, donde se observa un aumento del nimero de células en las hembras SM. En
animales adultos, cabe destacar que se mantiene el dimorfismo sexual observado en los animales
control en la adolescencia (figura 58). Ademads, el numero de células PV positivas estd
incrementado en las hembras SM con respecto a sus controles. Estos resultados sugieren que los
cambios que aparecen en el hipocampo debido a la separacién materna se mantienen a lo largo de

la vida del animal (figura 59).

En la corteza prefrontal también es notable el incremento del nimero de células PV+ en hembras

y machos SM con respecto a los controles (figura 60).

La amigdala basolateral presenta un aumento de marcaje con PV debido a la separacién materna

en animales de ambos sexos (figura 61).

En el septo y en el estriado ventral no se han observado diferencias significativas en el nimero de

neuronas parvalblimina positivas debidas a la separacion materna ni al sexo.

Fig. 57. Microfotografias de inmunotincién parvalbumina positiva en el hipocampo de rata PN26 en cortes
sagitales. Obsérvese el mayor marcaje de mC con respecto a hC.

hC: hembra control; mC: macho control.

CA1, CA3: regiones CAl, 3 del Asta de Amdn; GD: giro dentado.

En ambas imdagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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Fig. 58. Microfotografias de inmunotincién con parvalbumina en cortes sagitales mostrando el hipocampo
de rata adulta. En las imagenes se observa un mayor marcaje de mC con respecto a hC.

hC: hembra control; mC: macho control.

CA1, CA3: regiones CA1, 3 del Asta de Amdn; GD: giro dentado.

En las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

Fig. 59. Microfotografias de inmunofluorescencia simple para parvalbumina mostrando distintas
subregiones del hipocampo de ratas adultas en secciones sagitales. Obsérvese un mayor marcaje en mCy
hSM con respecto a hC.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control.

CA1, CA2, CA3: regiones CA1, 2, 3 del Asta de Amodn; GD: giro dentado.

En todas las imagenes lo dorsal estad orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

117



RESULTADOS

200 ym

200 pm

Fig. 60. Microfotografias de inmunotincion parvalbumina positiva en cortes sagitales mostrando la corteza
prefrontal de rata PN26. La densidad de neuronas PV+ es mayor en SM comparada con los controles.
hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control; mSM: macho separado.

En ambas imdagenes lo dorsal estd orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.

Fig. 61. Microfotografias de inmunotincion para parvalbumina mostrando la amigdala basolateral de rata
el dia PN26 en cortes sagitales y su detalle a mayor aumento. Se observa un incremento en el marcaje de
hSM y mSM con respecto a hC y mC, respectivamente.

hC: hembra control; hSM: hembra separada; mC: macho control; mSM: macho separado.

ABL: amigdala basolateral; HCv: hipocampo ventral.

En todas las imagenes lo dorsal esta orientado hacia arriba y lo rostral a la izquierda.
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6 SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION MONOAMINERGICOS

6.1 DOPAMINA

Como puede observarse en las graficas 26-29, el contenido de dopamina a lo largo del desarrollo varia en las
distintas areas estudiadas. En el hipocampo, el contenido de dopamina en los animales separados de la
madre muestra alteraciones diferentes en ambos sexos. En el septo cabe destacar que los animales control
presentan el pico de concentracién maxima de dopamina en la adolescencia temprana, al contrario que los
animales separados que muestran su concentracién minima. En el estriado los niveles de dopamina
incrementan a lo largo del desarrollo tanto en los animales control como en sometidos a separacidon

materna.

Existe un dimorfismo sexual en el contenido dopaminérgico hipocampal a lo largo de la edad. En el
hipocampo dorsal, antes del destete y en la edad adulta la concentracién de DA es mayor en los machos
que en las hembras de ambos grupos. Sin embargo en la adolescencia tardia los niveles de dopamina son
mas elevados en las hembras control que en los machos. En el hipocampo ventral, el mayor contenido de
dopamina de los machos en la edad temprana se observa sélo en el grupo SM y en la edad adulta sélo en los

animales control.

Tras la separacién materna, el indice DOPAC/DA presenta diferencias significativas en todas las &reas
estudiadas, diferentes en machos y hembras, como muestran las graficas 30-33. En el hipocampo, los
machos SM presentan una disminucion del turnover de dopamina a los 15 dias de edad; sin embargo, esta
tasa de recambio estd incrementada en la adolescencia en el hipocampo dorsal. Las hembras SM por el
contrario presentan un aumento del turnover de DA el dia PN 35 cuando se observa un dimorfismo sexual
muy marcado en todas las dreas estudiadas. En la edad adulta cabe destacar un incremento de la tasa
DOPAC/DA en el septo de los animales separados con respecto a los control y un dimorfismo sexual en el

estriado que establece una mayor tasa de recambio dopaminérgica en los machos que en las hembras.

La concentracidon de dopamina en los distintos momentos del desarrollo en las regiones estudiadas, asi

como su tasa de recambio estan detallados en las tablas 30-37 en el ANEXO.
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Grafica 26.

Gréfica 27.

Gréfica 28.

Grafica 29.

RESULTADOS

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,

“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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6.2  SEROTONINA

La separacién materna induce una disminucion del contenido de serotonina principalmente de las hembras.
Este efecto se observa a los 15 dias de edad en el estriado (Grafica 37) y en la adolescencia temprana en el
hipocampo ventral y el septo (Graficas 35, 36). En los machos SM se observan diferencias significativas

Unicamente en el hipocampo ventral el dia PN 35.

En las graficas 38-41 se puede apreciar que el turnover de las neuronas serotoninérgicas a los 15 dias de
edad en los animales separados de ambos sexos en inferior al presentado por los animales control. El indice
5-HIAA/5-HT en la adolescencia temprana presenta un incremento muy elevado en el hipocampo dorsal y el
septo de las hembras. Por el contrario, en el estriado en PN 35 este indice se ve disminuido en los machos
SM, mientras que en PN 56 los machos SM muestran un incremento de valor del turnover en comparacion
con los machos control. En la edad adulta sélo permanece alterada la tasa de recambio de serotonina de los

animales separados en el hipocampo, observandose un aumento significativo en ambos sexos.

Existen diferencias sexuales en el contenido de serotonina y su tasa de recambio tanto en los animales
controles como sometidos a separacidon materna en todas las areas estudiadas en distintos momentos a lo
largo del desarrollo. El dimorfismo sexual de la concentracion de esta amina en PN 15 sdlo se hace patente
en el hipocampo dorsal (Grafica 34). En PN 35 observamos diferencias de concentracion de serotonina segun
el sexo en el hipocampo ventral y el septo, y en PN 56 en el hipocampo dorsal y el estriado. En la edad adulta
solo se observa dimorfismo en el septo. En todos los casos los niveles de este neurotransmisor son mayores

en las hembras que en los machos.

El indice 5-HIAA/5-HT en PN 15 es significativamente mayor en las hembras que en los machos en el
hipocampo. A los 35 dias de edad esta diferencia con respecto al sexo se observa en el hipocampo dorsal y el
estriado de los animales separados, y el dia PN 56 solo existe en los animales control en el estriado. En los
animales adultos el dimorfismo sexual se detecta en el septo de los animales control y en el estriado de
ambos grupos experimentales; en ambos casos, los valores del turnover de serotonina son mayores en los

machos con respecto a las hembras.

La concentracidon de serotonina en los distintos momentos del desarrollo en las regiones estudiadas, asi

como su tasa de recambio estan detallados en las tablas 38-45 en el ANEXO.

122



RESULTADOS

HIPOCAMPO DORSAL

350
300
s S
fE 250
g
"]
B 200
g
8 100 ~7
50
Gréfica 34.
o
15 34 58 178
edad (dias)
HIPOCAMPO VENTRAL
600
s, tt
500

400 /, -

concentradidn serctonina (ng/g tejido)

200
100
Gréfica 35.
o]
15 34 58 178
edad (dias)
SEPTUM
700 S
600 -
% 25 / ')>?—"
o , tt
B 400 >\ 2 /
: N\ y/
'g 300 \
:s 200 V
100 T
Grafica 36.
o
15 34 58 178
edad (dias)
ESTRIADO
800
700 s
S
§ coch / ~———
t S
% 500 '/7;
E 400 8/
g 300
§ 200
100
Gréfica 37.
o
15 34 58 178
edad (dias)
@ machos control machos SM
/\ hembras control X hembras SM

un  u
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123



tumover serctanine

RESULTADOS

HIPOCAMPO DORSAL

s i,/tt

AN
N

A AN

2*& M

L AN «

1 — tt
Gréfica 38.
o
15 34 58 178
edad (dias)
HIPOCAMPO VENTRAL
3,5
s,.t
3
2,5
2
1,5
£ <
g 1 /t
0,5 =
Grafica 39.
o) : ‘ ‘
15 34 58 178
edad (dias)
SEPTUM
3,5
3
N
2,5
2 >\
1,5
£ t
g 1
t SSs
0,5
E Gréfica 40.
o) : ‘ ‘
15 34 58 178
edad (dias)
ESTRIADO
2,5
2 A
1,5
S
tt »
.E 1 /\§’ t ¥\;7/ oS
g s, tt
0,5
E Gréfica 41.
o
15 34 58 178
edad (dias)
¢ machos control machos SM
/\ hembras control X hembras SM
“s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,

“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).

124



DISCUSION



DISCUSION

El estrés induce plasticidad adaptativa en el cerebro, y cuando se sufre durante un periodo
sensible del desarrollo, puede interferir con la programacion de funciones cerebrales especificas
(Chocyk 2013). Asi, el estrés postnatal que supone la separacién materna (Aisa B., 2007; Diaz-Lujdn V.
E., 2008; Ladd 2000; Wigger 1999) induce modificaciones neuroendocrinas que afectan la
neurogénesis de diversos sistemas de neurotransmisidon (Arborelius L., 2007; Brake W. G., 2004;
Chocyk 2013; Daniels W. M. U., 2004; Faturi C. B., 2010; Kauffman, 2000), alterando el desarrollo
emocional y cognitivo (Aisa B., 2007; Bagot R. C., 2009; Barha C. K., 2007; Cannizzaro C., 2006; Cirulli F.,
2003; Colorado R., 2006; Hui J., 2011; Huot R. L., 2002; Levine S., 2001; Liu D., 2000; Oitzl M. S., 2010).
Ademas, algunos estudios demuestran que las alteraciones producidas por la exposicion temprana
a situaciones adversas son patentes también en la edad adulta (Faturi C. B., 2010; McCormick C. M.,

2010a, b; Plotsky P. M., 1993).

El objetivo general de este trabajo consiste en el estudio a lo largo del desarrollo de los efectos de
la separacién materna en los sistemas de neurotransmisién que subyacen a los procesos cognitivos
de ratas Wistar de ambos sexos. De la misma manera que hemos establecido objetivos concretos
para llevar a cabo los andlisis en las distintas etapas de la vida de los animales, la discusion de los

resultados esta estructurada de acuerdo a los mismos, cronolégicamente.

ALTERACIONES DEBIDAS A LA SEPARACION MATERNA EN EL PERIODO POSTNATAL TEMPRANO

En un primer término, el objetivo de este estudio pretende el andlisis de las alteraciones
provocadas por la separaciéon materna en la etapa postnatal temprana. Como primer resultado a
tener en cuenta, el protocolo de estrés repetido que hemos seguido (Colorado R., 2006) no produce
diferencias en el peso de los animales tras el periodo de separacidon con respecto a los controles.
Por una parte, se sabe que los efectos de la separacién materna son consecuencia de la falta de
cuidados maternos y no de la separacién per se (Huot R. L., 2004), pero por otra, precisamente la
separacion materna induce un incremento de los cuidados de las crias tras la reunién con la
madre, a modo de compensacién (Macri S., 2008); ademas, se ha visto que esta forma de estrés
postnatal no tiene efectos en el desarrollo fisioldgico y comportamental de las crias (Farkas J.,
2009). De acuerdo a estas observaciones, nuestros resultados apuntan que este protocolo de

separacion materna no interfiere negativamente en la alimentacion de los animales.

126



DISCUSION

Las consecuencias de la separacidn materna a nivel neuroendocrino se analizaron a través de los
niveles de corticosterona en plasma; a nivel neuroquimico se estudiaron los efectos en el
hipocampo, septo y estriado. El hipocampo es una regidon especialmente sensible al estrés
(Andersen S. L., 2004; Gould E., 1999), aunque sus efectos son patentes también en regiones
cerebrales como la corteza prefrontal, el estriado y la amigdala (Andersen S. L., 2008) por ser areas
extrahipotalamicas relacionadas con el eje HHA (Diaz-Lujén V. E., 2008). En linea con la bibliografia,
una vez finalizado el protocolo de separacién, encontramos alteraciones tanto en los niveles de
corticosterona plasmatica de los animales SM (Huot R. L., 2002) como en las concentraciones de los

distintos neurotransmisores analizados en el hipocampo, septo y estriado.

Esta descrito que el estrés induce una liberacion de glutamato (Lowy M. T., 1993; Pickering C., 2006)
gue si es excesiva y mantenida en el tiempo puede conducir a procesos de excitotoxicidad (Fisher
A. K., 2002; Lephart E. D., 1999; Pickering C., 2006; Sapolsky R. M., 2003). Esto estd de acuerdo con
nuestros resultados, en los que se observa un incremento significativo de glutamato en ambos
sexos el dia PN 15, tras la separacién materna, en todas las regiones cerebrales estudiadas.
Ademas el GABA, que actia como aminodcido excitador hasta el dia PN 10, muestra un resultado
semejante en hembras y un incremento restringido al hipocampo en machos. Cabria pensar que
este aumento de aminoacidos excitatorios tras la separacion materna seria la causa de un
incremento de la excitabilidad neuronal que conduciria a la muerte celular en distintas regiones
cerebrales, especialmente en el hipocampo. Para poder afirmar esta hipdtesis, nos apoyamos en
los resultados del andlisis neuroanatdomico de los receptores de glutamato en PN26, tras el
destete, que constituyen un estudio paralelo de los efectos de la separacion materna y los danos
de una posible excitotoxicidad. Se sabe que en el 90% de las fibras musgosas hipocampales
colocalizan receptores de GR y subunidades GluR2/3 del receptor AMPA de glutamato (Pickering C.,
2006) y se ha visto que la exposicidén a separacion materna repetida durante el SHRP induce una
disminucién de estas fibras musgosas en el hipocampo (Huot R. L., 2002) y de la expresion de las
subunidades GIuR1 y GIuR2 del receptor AMPA (Pickering C., 2006). Por esto, en combinacidn con
los resultados de la concentracién de glutamato, las variaciones en el marcaje de las distintas
subunidades de sus receptores nos sirven para hacernos una idea de las posibles respuestas
neuronales frente a la estimulacién glutamatérgica. En contra de lo esperado, en los animales que
han sido sometidos a separacion materna no hemos observado disminucidn en la expresién de las
subunidades GIuR1 ni GIuR2/3 con respecto a los animales control en ninguna de las regiones
cerebrales estudiadas, de hecho, en las hembras separadas el marcaje de GIuRl estd
incrementado en la corteza prefrontal. Por otra parte, el estudio con el marcador neuronal NeuN

nos permite conocer la densidad neuronal de las distintas regiones cerebrales; no hemos
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encontrado la expresiéon de este marcador disminuida en ningun caso, al contrario, la densidad
neuronal estd incrementada en las hembras SM. Tomando estos resultados en conjunto, podemos
afirmar que, a pesar del incremento de aminoacidos excitatorios, la exposicidon a estrés postnatal

repetido no produce pérdida neuronal.

El incremento de glutamato en el hipocampo, septo y estriado pone de manifiesto la relacion de
estas regiones cerebrales con el eje HHA: puesto que contienen receptores de glucocorticoides (de
Kloet E. R., 1998; Dedovic K., 2009; Diaz Lujén V. E., 2008), las variaciones de estas hormonas por el

estrés de la separaciéon materna alteran la secrecidn de glutamato en las mismas (Abraham 1., 1996).

Dado que el modelo de separacién materna empleado en este estudio supone un estrés repetido,
cabria esperar un incremento de los niveles de glucocorticoides por la activacién del eje HHA
(Daniels W. M. U., 2004; Huot R. L., 2002). Sin embargo, nuestros resultados del analisis de
corticosterona el dia PN 15 no sélo no muestran aumento en la concentracion de este
glucocorticoide en los animales separados con respecto a los animales control, sino que revelan
qgue en los machos SM ésta esta significativamente disminuida. En contra de lo esperado tras un
estrés postnatal repetido (Huot R. L., 2002), el procedimiento de separacion materna que hemos
empleado induce una disminucion de corticosterona, efecto observado como consecuencia de la

manipulacién temprana (Durand M., 1998).

Puesto que el glutamato estd incrementado el dia PN 15 en todas las regiones cerebrales, no cabe
pensar que los niveles de corticosterona no se vean afectados por el procedimiento de separacién
materna; estos resultados podrian explicarse si, tras un tiempo prolongado de estrés, por un
proceso de retroalimentacion negativa los niveles en plasma de hormonas corticoideas
disminuyeran como mecanismo de neuroproteccién (de Kloet E. R., 1998). Como la liberacién
glutamatérgica depende de la activacién de receptores de glucocorticoides (Abraham I., 1996),
podria ser que tras el estrés cronico de la separaciédn materna se modifique la funcion
glutamatérgica a nivel genético por modificaciones en la expresion de receptores de
glucocorticoides (Champagne F. A., 2009), de manera que queda alterada mientras se mantienen
elevados los niveles de estas hormonas; al retornar a sus niveles normales por retroalimentacién
negativa, a largo plazo se normalizaria asimismo la funcién glutamatérgica. Esto a su vez explicaria
la normalizacién (en el caso de las hembras SM) o disminucién (en el caso de los machos SM)
posterior de los niveles de glutamato que encontramos tras el destete, en la adolescencia
temprana. Ademas de los elevados niveles de glutamato, observamos un incremento de los niveles

de GABA, en el caso de las hembras sometidas a separacién materna en las mismas regiones en las
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gue aumenta el glutamato, y en el caso de los machos sélo en el hipocampo; lo que podria

interpretarse como un mecanismo de compensacion para evitar una posible excitotoxicidad.

Las diferentes variaciones en machos y hembras de la concentracion de corticosterona en plasma
y del contenido de GABA pueden explicarse por el papel de los neuroesteroides en la modulacion
de sus receptores (Briones-Aranda A., 2005). Tras la separacion materna, en PN 15, los machos
muestran un incremento de GABA sdlo en el hipocampo, mientras que las hembras lo presentan
en el hipocampo, en el septo y en el estriado. El estrés afecta a la funcionalidad del receptor
GABA, a través de su modulacion por alopregnanolona, metabolito de la progesterona que actua
como inhibidor de la actividad del eje HHA (Sutcliffe J. S., 2007). Este esteroide se sintetiza en
neuronas aferentes glutamatérgicas y GABAérgicas en la corteza, hipocampo y estriado (Mellon S.
H., 2007); su sintesis cerebral comienza desde el dia PN 7 (Grobin A. C., 2006), actla a través del
receptor GABA, (Kelly S. J., 1999; Mellon S. H., 2007) y su concentracidn se incrementa tras el estrés
agudo (McCormick 2002). Los neuroesteroides y los glucocorticoides comparten la ruta biosintética
(de Kloet E. R., 1998; Mellon S. H., 2007), por lo que un incremento debido a estrés de la actividad del
eje HHA induce no sdlo el incremento de corticosterona (Huot R., L., 2002) sino también de
alopregnanolona (McCormick C. M., 2002). La potenciacién de la inhibicion del eje HHA por la
alopregnanolona (Sutcliffe J. S, 2007) explicaria la disminucién de la concentracién de
corticosterona encontrada en los machos separados con respecto a sus controles. Ademas, el
cambio de funcionalidad de GABA de neurotransmisor activador a inhibidor en el desarrollo
postnatal estd acelerado por la hiperactivacion de los receptores GABA, (Ganguly K., 2001), por lo
gue un incremento de activadores de este tipo de receptores, como la alopregnanolona, supondria

un cambio en la maduracién de los sistemas de neurotransmisién tras la separacion materna.

Por otra parte, tras el nacimiento, la expresién de la enzima GAD estd incrementada en regiones
con una elevada concentracidon de glucocorticoides (Davis A. M., 1996), y su concentracién se ha
relacionado con los niveles de testosterona (Davis A. M., 1999; McCarthy M. M., 1997), por lo que
cabria pensar que el incremento de GABA en los machos en el hipocampo y no en el resto de
regiones cerebrales estudiadas tras la separacién materna, podria estar relacionada con una
expresion aumentada de esta enzima. Asimismo, la concentracion de taurina en PN15 aparece
incrementada en el hipocampo de los machos que han sufrido separacién materna. Este resultado
concuerda con otros estudios que demuestran que los niveles de taurina aumentan en situaciones
de estrés (Kong W. X., 2006; Wu J. Y., 1998), y su liberacidon esté relacionada con la concentracion de
GABA vy glutamato (E/ idrissi A., 2008). Ademas, la taurina modifica la funcidn hipocampal y la

respuesta al estrés (Franconi F., 2004), de manera que el incremento que observamos en nuestros
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resultados podria ser otra forma de regulacién de la hiperactivacién del eje HHA en los machos
qgue han sufrido separacion materna. La concentracién de este aminodcido aparece asimismo
incrementada en el septo de ambos sexos, posiblemente como mecanismo de neuroproteccion
frente a una posible excitotoxicidad (Hada J., 1996, Oja S. S., 2000; Saransaari P., 1997a; Wu H., 2005).
La taurina no solo tampona el incremento de calcio (Chen S. W., 2004, El Idrissi A., 2008), sino que
también fosforila proteinas dependientes da calcio evitando su activaciéon (Wu J. V., 1998). Este
aminodcido puede tener un papel en la respuesta al estrés en dreas cerebrales en las que un
incremento de calcio intracelular no puede ser amortiguado por proteinas enlazantes de calcio.
Este resultado pone de manifiesto una respuesta al estrés diferente en distintas regiones
cerebrales, asi como una expresidon desigual de aminodcidos cerebrales, cuyo metabolismo se
regula diferencialmente durante el desarrollo (Cheluja M. G., 2007). La taurina, ademas de su papel
en la homedstasis del calcio tiene una importante funcién en la regulacion de la transmisién
glutamatérgica. Ya que la liberacién de taurina estd asociada a la activacién de receptores NMDA
de glutamato (Wu J. Y., 1998), un aumento de glutamato podria explicar un aumento de taurina tras
la separaciéon materna. En linea con esta idea, nuestros resultados muestran un incremento de
taurina (aunque no significativo en todos los casos) en aquellas regiones cerebrales en las que

hemos observado un incremento de glutamato tras el procedimiento de separacion materna.

Los sistemas monoaminérgicos también estdn afectados por las experiencias estresantes
tempranas (Arborelius L., 2007; Brake W. G., 2004; Gardner K. L., 2009). La separacién materna induce
modificaciones en el desarrollo de las vias dopaminérgicas (Brake W. G., 2004), y en nuestros
resultados observamos variaciones de la tasa de recambio dopaminérgica en regiones
extrahipotaldmicas de regulacion del eje HHA. En los machos, el estrés postnatal temprano induce
una disminucidn de turnover de dopamina el dia PN15 en el hipocampo; en las hembras, por el
contrario, provoca un incremento del mismo en el estriado. Estas variaciones ponen de manifiesto
gue los sistemas dopaminérgicos que se ven afectados por la separacién materna, son distintos en

machos y hembras.

Los andlisis neuroquimico y hormonal en PN15 ponen de manifiesto diferencias sexuales en Ia
respuesta al estrés. Este dimorfismo sexual estd de acuerdo con otros estudios que describen una
respuesta al estrés influida por el sexo (Desbonnet L., 2008; Diaz-Lujdén V. E., 2008), que puede deberse
a un dimorfismo en la regulacion del eje HHA por los esteroides gonadales (Sutcliffe J. S., 2007,
Mendez-Lépez M., 2009). En los machos se produce un pico de secrecidon de testosterona en la
primera semana de vida postnatal y la expresion de la enzima aromatasa es mayor que en

hembras, por lo que la actividad del eje HHA esta potenciada debido a un incremento de estradiol
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cerebral durante la diferenciacidn sexual (Colciago A., 2005; Schwarz J. M., 2008). Esta potenciacion
del eje en los machos en el periodo postnatal, apoya el dimorfismo sexual que encontramos en
nuestros resultados en los niveles de corticosterona en los animales control. Debido a una
hiperactivacion del eje HHA como consecuencia del estrés (de Kloet E. R., 1998), la secrecién de
hormonas gonadales en los animales sometidos a separacién materna estaria asimismo
potenciada. Por una parte, en los machos que han sufrido estrés postnatal estaria incrementada la
secrecioén de testosterona, que inhibe la actividad del eje HHA (Sutcliffe J. S., 2007); por otra, estaria
incrementada la sintesis de estradiol cerebral, que posee un papel neuroprotector (Figueiredo H. F.,
2002; Ochedalski T., 2007). Estos resultados indican que las consecuencias de la separacion materna
son diferentes en funcidn del sexo del animal y sugieren que esta forma de estrés repetido induce
diferentes alteraciones en los sistemas cerebrales de machos y hembras apuntando a la activacidn
de distintos mecanismos de compensacién para evitar dafios neuronales durante el periodo de

desarrollo postnatal.

A pesar de los dimorfismos sexuales observados en los animales SM, hay alteraciones debidas a la
separacion materna que parecen comunes a machos y hembras. Nuestros resultados ponen de
manifiesto una disminucién de la tasa de recambio de la serotonina en el hipocampo en PN 15,
tras la separacion materna, en ambos sexos. El sistema de neurotransmisidén serotoninérgico es
sensible a las variaciones por distintas formas de estrés; otros estudios previos de separacion
materna (Arborelius L., 2007; Matthews K., 2003; Vicentic A., 2006) y adrenalectomia (Leret M. L., 2004)
ya habian revelado una disminucidn de la concentracién de serotonina en el hipocampo, asi como
una disminucién de la inervacion serotoninérgica como consecuencia del estrés (Kuramochi M.,
2009). La maduracién del sistema serotoninérgico culmina tras el nacimiento (Oreland S., 2009), y la
disminucién de la actividad que hemos encontrado pone de manifiesto una disfuncién en este
sistema que puede alterar no sdlo la modulacién de la respuesta al estrés (Lanfumey L., 2008) sino
también la modulacidn del desarrollo de otros sistemas como el dopaminérgico (Alex K. D., 2007; di

Matteo V., 2002).

Ademds, en el septo se observa un incremento de la concentracion de glutamato y taurina en los
animales separados también en ambos sexos. El septo es una region cerebral implicada en la
regulacién del eje HHA (de Kloet E. R., 1998; Diaz Lujén V. E., 2008). La taurina interviene en la
neurotransmisién aminoacidérgica (del Arco A., 2001; Chepkova A. N., 2006; El Idrissi A., 2008) y se
encuentra asociada a terminales glutamatérgicos (Torp R., 1992). Por su funcién neuroprotectora
durante el desarrollo (Oja S. S., 2000), el incremento de este aminodacido en el septo podria ser un

mecanismo de compensacién del incremento glutamatérgico tras la separacién materna.
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ALTERACIONES DEBIDAS A LA SEPARACION MATERNA DURANTE LA ADOLESCENCIA

A la vista de las alteraciones observadas en las primeras semanas de vida debidas a la separacion
materna, el objetivo de los estudios realizados a lo largo de la adolescencia esta enfocado al
analisis de las alteraciones en los procesos cognitivos y de las modificaciones a nivel neuroquimico
y neuroanatdmico que subyacen a ellas. Las modificaciones sexualmente dimdrficas que aparecen
en el periodo postnatal temprano explican parte de los cambios que hemos encontrado

posteriormente en nuestro estudio.

Los resultados del estudio neuroanatémico con el marcador NeuN en PN26 revelan un dimorfismo
sexual en la respuesta al estrés postnatal de la poblacién neuronal, que indica que las hembras
gue han sido sometidas a separacidn materna incrementan la densidad neuronal en el hipocampo,
la corteza prefrontal y el estriado, probablemente como respuesta a danos inducidos por el estrés
repetido. Cabe destacar el aumento en el hipocampo, especialmente llamativo en el giro dentado;
esta es la regién mas sensible del hipocampo al estrés mantenido durante el desarrollo postnatal
(Gould E., 1999) por ser cuando ocurre la proliferaciéon de células granulares, proceso que esta
regulado negativamente por los glucocorticoides (Gould E., 1999; McEwen B. S., 1991). Este aumento
de la poblacién neuronal podria deberse a un incremento de la proliferacidon o a una disminucién
de la muerte neuronal. Para poder definir la causa de este incremento poblacional, nos apoyamos
en los resultados obtenidos de la concentracién de taurina en estas regiones cerebrales. Se sabe
que la taurina en cultivos celulares estimula la proliferacién neuronal, de manera independiente
de la accidon de GABA (Herndndez-Benitez R., 2012); sin embargo, en las hembras no se observan
variaciones en el contenido de este aminodcido en el periodo postnatal temprano, por lo que
podriamos pensar que la diferencia en la densidad neuronal podria deberse a una disminucién en
la muerte neuronal tipica del desarrollo cerebral. Ademds, no hemos observado variaciones en la
expresion de las subunidades estudiadas de los receptores AMPA ni NMDA (a excepcion de la
expresion de GIuR1 en la corteza prefrontal), lo que indica que a pesar del incremento en el
numero de neuronas en estas regiones cerebrales no se ha modificado la expresién de receptores
de glutamato. Ademas, en contra de lo esperado por un incremento neuronal, la concentracion de
glutamato de las hembras SM en la adolescencia temprana no difiere de los controles. En su
conjunto, estas observaciones apuntan a una posible regulacién a la baja de receptores de
glutamato para evitar un proceso de excitotoxicidad inducido por el incremento glutamatérgico

que se produce por el estrés que supone la separacién materna.
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Por otro lado, el marcaje de células que contienen CB en la adolescencia temprana es mayor en las
hembras que en los machos que han sufrido separacién materna. Esta descrito que las proteinas
enlazantes de calcio modulan la concentracidn de calcio intracelular (Lephart D., 1999), por lo que
un incremento de las mismas podria asegurar la supervivencia neuronal en procesos de
excitotoxicidad. Teniendo en cuenta este resultado, parece que las hembras sometidas a este
procedimiento experimental no sélo regulan a la baja los receptores de glutamato, sino que
también activan mecanismos de control de la concentracién de calcio para evitar dafios celulares

inducidos por estrés postnatal.

La corteza prefrontal de las hembras que han sufrido separacién materna es la Unica region
cerebral estudiada en la adolescencia temprana en la que encontramos un incremento de la
subunidad GluR1 del receptor AMPA de glutamato ademas de un incremento de la densidad
neuronal; asimismo, se observa un aumento de las proteinas enlazantes de calcio calbindina y
parvalbumina. Se sabe que las neuronas no-piramidales que contienen calbindina o parvalbimina
son GABAérgicas en la mayoria de las areas corticales (defelipe J., 1993), y que el estrés temprano
puede interferir directamente con el desarrollo de diferentes poblaciones de interneuronas
GABAérgicas en la corteza prefrontal (Helmeke C., 2008), por lo que el aumento de proteinas
enlazantes de calcio en esta region podria deberse también a un incremento de interneuronas
GABAérgicas. De esta manera, el aumento de glutamato tras la separacion materna, que podria
tener efectos deletéreos en la corteza prefrontal por hiperactivacién de los receptores AMPA,

estaria amortiguado por la presencia de proteinas enlazantes de calcio.

Los resultados del estudio neuroanatémico de los machos en PN26 revelan diferencias en las
modificaciones inducidas por la separacion materna con respecto a lo observado en las hembras:
los machos parecen alterar la modulacién del sistema glutamatérgico como consecuencia del
estrés postnatal repetido, especialmente en el hipocampo y la corteza prefrontal. A pesar de que
la expresién de la subunidades de los receptores AMPA y NMDA de glutamato no varian, en PN 26
los machos SM si muestran una disminucién en la distribuciéon de la enzima nNOS hipocampal,
apuntando a una disfuncién en la transmision glutamatérgica. El NO modula el receptor NMDA de
glutamato (Bliss T., 1996; Wink D. A., 1996) y el incremento de la liberacidn de glutamato activa su
sintesis (Ignarro L. J., 2000). Estos estudios sugieren que una falta de NO dificultaria la funciéon
glutamatérgica, lo que apoya la disminucién de la concentracién de glutamato hipocampal que
muestran los machos sometidos a separacién materna en la adolescencia temprana en relacién a
la disminucidon de la expresion de la enzima nNOS que demuestran nuestros resultados de

inmunotincion.
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La disminucién del marcaje de nNOS también se hace patente en la corteza prefrontal de los
machos que han sufrido estrés postnatal. En esta regién cerebral hemos encontrado ademas un
incremento de calbindina y parvalbimina, lo que explica la disminucién de nNOS: esta enzima es
dependiente de calcio (/gnarro L. J., 2000), y un incremento de proteinas enlazantes de calcio, que
disminuye la concentracién de calcio intracelular (Lephart E. D., 1999), induciria una disminucion de

la expresion de esta enzima.

Por otra parte, en el hipocampo, las células que contienen nNOS son interneuronas GABAérgicas
(Valtschanoff J. G., 1993), igual que las neuronas nNOS positivas corticales (Chesselet M. F., 1989;
Gabbott P. L., 1995). Considerando estos estudios, la disminucién del marcaje con nNOS que
muestra nuestro estudio neuroanatémico podria ser el resultado de una disminuciéon de las
neuronas GABAérgicas como consecuencia del estrés temprano (Hsu F. C., 2003), lo que explicaria
en parte la disminucién del contenido de este aminoacido en el hipocampo de los machos SM en

la adolescencia temprana.

En el estudio neuroanatdmico en PN26 de la amigdala hemos encontrado un incremento
significativo de las proteinas enlazantes de calcio calbindina y parvalbumina en los animales
separados de ambos sexos, que sugiere la importancia de su papel y su regulacién en respuesta al
estrés temprano. Las variaciones de glucocorticoides regulan la actividad de esta region cerebral
(Karst H., 2002), que esta implicada en la regulacién de las respuestas emocionales y en la
formacion de recuerdos emocionales fuertes (Oitzl M. S., 2010), por lo que el incremento de estas
proteinas en ambos sexos como consecuencia de la separacion materna podria ser un mecanismo
de neuroproteccidn (Lephart E. D., 1999). La amigdala es necesaria para que ocurra un cambio entre
el procesamiento de las relaciones asociativas de la representacion espacial-contextual a través
del hipocampo en una representacién procedural, como respuesta a un estimulo a través del
nucleo caudado como consecuencia de la exposicidn a estrés (Beck K. D., 2010). Su activacién como
consecuencia del estrés facilita la plasticidad hipocampal y el almacenamiento de informacién
(zoladz pP. R., 2013), y las proteinas enlazantes de calcio, que regulan las sefiales pre vy

postsindpticas, intervienen en la plasticidad dendritica (Giachino C. 2007, Schwaller B. 2002).

En la adolescencia temprana, las capacidades cognitivas estudiadas no presentan diferencias
sexuales. Esto podria tener su explicacion en el hecho de que en este periodo aun no se ha
alcanzado la madurez sexual: hasta la quinta semana postnatal no tiene lugar el pico de
produccion de estradiol, hasta la sexta no comienzan los ciclos estrales regulares ni la produccidn

de esperma y hasta la octava no se alcanza el pico de testosterona (McCormick C. M., 2010a).
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La memoria de reconocimiento, estudiada en el campo abierto, no varia en machos y hembras ni

tampoco con la edad. Ademas no esta afectada por la separacion materna. Este tipo de memoria
supone la capacidad de reconocer y discernir entre dos objetos diferentes, capacidad necesaria
para el reconocimiento del entorno y la supervivencia (Steckler T., 1998), lo que explicaria el hecho

de que no presente dimorfismos sexuales ni se vea alterada debido al estrés postnatal.

Esta descrito que la corteza prefrontal medial interviene en esta capacidad cognitiva (Ennaceur, A.,
1997; Steckler T., 1998), y a la vista de nuestros resultados, modificaciones como el incremento del
marcaje con GluR1 en las hembras SM, la disminucién del marcaje con nNOS en los machos SM o
el incremento de proteinas enlazantes de calcio, nos indican la activacion de mecanismos
compensatorios que permiten que funciones como el reconocimiento de objetos no se alteren
como consecuencia del estrés postnatal temprano. Por otra parte, en el analisis neuroquimico y
neuroanatémico del hipocampo en la adolescencia, hemos observado tanto dimorfismos sexuales
en el contenido de varios neurotransmisores como distintas modificaciones debido a la separacién
materna, por lo que podemos afirmar, como ya lo hicieron otros autores (Ennaceur A., 1997; Steckler
T., 1998) que esta regidn cerebral no estd directamente implicada en la memoria de

reconocimiento no espacial de los objetos.

En referencia a la actividad motora, nuestros resultados muestran una disminucion de la misma

en la adolescencia temprana en animales de ambos sexos tras la separacién materna, que también
induce una disminucidn del numero de posturas erguidas. Una disminucién en la locomocion esta
relacionada con una disminucién de la liberacion de dopamina en el estriado (Cabib S., 1994),
region cerebral que estd relacionada con la actividad motora y exploratoria, de manera que en
respuesta a estrés, la via nigroestriatal se activa (Chocyck A., 2011). Las hembras que han sufrido
separacion materna muestran un incremento de la tasa de recambio de la dopamina en el estriado
en PN35, pero sin embargo no encontramos alteraciones de los niveles de esta monoamina en los
machos. Esto se explica porque los glucocorticoides modifican el desarrollo de las vias
dopaminérgicas (Braun K., 2000; Chocyck A., 2011) pero, debido al estrés, se producen diferentes
variaciones de la concentracion de dopamina en funcidn del sexo (Beck K. D., 2002). Por otra parte,
en el hipocampo de los animales que han sufrido separacion materna observamos un incremento
de la tasa de recambio de la dopamina y una disminucidn de la concentracién de serotonina. Una
disminucién de serotonina evita la habituacion motora en el campo abierto (Bidzinski A., 1998), lo

gue puede estar directamente relacionado con la disminucion de la actividad motora.

Estos animales también presentan una disminucién de la concentracidon de dopamina en el septo,

aunque estadisticamente no es significativa; en esta regidon cerebral también se observa un
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incremento del turnover de dopamina y una disminucién de serotonina sélo en las hembras
separadas. Las alteraciones que se producen en el hipocampo afectan a la funcidén estriatal, puesto
gue esta region cerebral esta relacionada directa (Steckler T., 1998, Schwabe L., 2012) e
indirectamente (Cammarota M., 2008) con el estriado. El septo estd asimismo relacionado con el
estriado y con el hipocampo (Beck K. D., 2010), y esta implicado en los procesos de control
emocional a través de la via mesolimbica (Barili P., 1998; Ruiz-Gallo M., 2008) y en las funciones
comportamentales a través de la transmisidn serotoninérgica (Hensler J. G., 2006). A la vista de las
alteraciones que hemos encontrado, la disminucién de la actividad motora en la adolescencia
temprana estd determinada por una disfuncion dopaminérgica en los animales sometidos a
separaciéon materna. Cabe destacar que la concentracién de GABA también esta disminuida en el
septo en ambos sexos. Podria ser que esta diminucidn de la funcién inhibitoria (Herlenius E., 2004)
esté relacionada con las disfunciones hipocampales encontradas en machos y hembras, asi como
los cambios en el sistema serotoninérgico, que modula la transmisidon dopaminérgica (Alex K. D.,

2007; di Matteo V., 2002).

En el estriado de los machos separados, observamos ademas una disminucién de los niveles de
glutamato, patente también en el hipocampo. Este aminodcido también interviene en el
comportamiento motor (Baumann M. H., 2011; Galvan A., 2006) y con la modulacion del sistema
dopaminérgico (Reiner A., 2010), por lo que esta alteracion en el sistema glutamatérgico de los
machos puede estar asimismo relacionada con la disminucidn de su actividad motora en la

adolescencia temprana.

Parece que el estrés producido por la separacién materna provoca una disminucién de la actividad
motora de los animales con bases neuronales sexualmente dimorficas; en las hembras esta
relacionada con una disfuncién dopaminérgica y en los machos, ademas, con una disfuncién
glutamatérgica. En cualquier caso esta capacidad depende de la actividad estriatal y de su

modulacién por el hipocampo y el septo.
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La actividad motora y el comportamiento impulsivo estan estrechamente relacionados por ser

caracteristicas del comportamiento exploratorio de los animales, en el que interviene la
transmision glutamatérgica (Baumann M. H., 2011; Galvan A., 2006). Aunque no hemos encontrado
variaciones significativas en el comportamiento impulsivo de los animales en la adolescencia
temprana, la deambulacidn central de los machos separados esta disminuida con respecto a la de
los machos control a esta edad. Estos animales, como ya hemos visto, presentan una alteracion en
la transmisidon glutamatérgica: la expresion de la enzima nNOS esta disminuida en su corteza
prefrontal y en su hipocampo, donde también aparecece disminuida la concentracion de
glutamato. Por una parte, se sabe que la via mesocortical dopaminérgica interviene en procesos
emocionales (Ruiz-Gallo M., 2008) y funciones ejecutivas (Buckert M., 2012), y por otra, que la corteza
se relaciona con el hipocampo a través de la modulacién de la transmisién excitatoria (Barili P.,
1998); la via mesolimbica, junto con la via mesocortical, también estd implicada en procesos de
control emocional (Horsley R. R., 2007; Madruga C., 2006; Ruiz-Gallo M., 2008). Analizando estas
observaciones en su conjunto, nuestros resultados sugieren que el comportamiento impulsivo esta
relacionado con la transmisidon glutamatérgica y la modulacién que ejerce en las distintas vias

dopaminérgicas.

En linea con estas observaciones, en la adolescencia tardia la actividad motora y el
comportamiento impulsivo presentan un dimorfismo sexual en los animales controles. Tanto la
deambulacidn total como el ratio de deambulaciéon interna y el nimero de posturas erguidas son
mayores en hembras que en machos. La concentracién de dopamina y serotonina en el hipocampo
es mayor en las hembras control, asi como la concentracién de serotonina en el estriado; estos
dimorfismos podrian explicar una potenciacion de la funcién dopaminérgica (Alex K. D., 2007; di
Matteo V., 2002); asimismo, la concentracién de glutamato y GABA en el hipocampo y el estriado
también es mayor en las hembras, por lo que las diferencias sexuales en la actividad motora y la
impulsividad en la adolescencia tardia parecen estar relacionadas no sélo con los sistemas
dopaminérgicos de neurotransmision (Ruiz-Gallo M., 2008), sino también con los aminoacidérgicos
que los modulan (Baumann M. H., 2011; Galvan A., 2006; Reiner A., 2010). Nuestros resultados estan
de acuerdo con trabajos previos que describen un dimorfismo sexual en el comportamiento

exploratorio de los animales (Bowman R. E., 2003; Duchesne A., 2009).

137



DISCUSION

La separacidn materna no produce alteraciones motoras en PN56, pero sin embargo, si induce
variaciones en el comportamiento impulsivo de los machos en este momento del desarrollo. Este
resultado esta en linea con diversos autores que han encontrado un incremento de la impulsividad
como consecuencia de la separacion materna (Catalani A., 2000; Colorado R., 2006, Kwak H. R., 2009;
Lambas-Sefias L., 2009; Neumann I. D., 2005; Pickering C., 2006; Rees S. L., 2006; Roman E., 2006), asi como
una respuesta sexualmente dimérfica en los comportamientos emocionales en respuesta a un
estrés (Diaz-Lujén V. E., 2008). En machos que han sufrido separacion materna incrementa la
concentracién de glutamato en el estriado y taurina en la misma region cerebral. Como la taurina
se encuentra asociada a terminales glutamatérgicos (Torp R., 1992) y potencia la transmision de
este aminoacido (del OImo N., 2000a), el aumento de la funcién glutamatérgica en esta regién
cerebral a la que apuntan nuestros resultados, como hemos comentado anteriormente, podria ser
el motivo por el que la impulsividad de los machos separados aparece incrementada en la
adolescencia tardia. Cabe destacar que la taurina, de manera exdgena, inhibe la liberacién vy
sintesis de serotonina (Kong X. W., 2006), lo que explica el incremento de la tasa de recambio

serotoninérgica que aparece también en el estriado en estos animales.

Los resultados de nuestro estudio apuntan que la memoria de reconocimiento espacial varia

segun el sexo y el momento del desarrollo. En la adolescencia temprana ninguno de los dos sexos
posee la capacidad de reconocer el cambio de posicidon de un objeto previamente presentado, y la
separacion materna no tiene ningun efecto sobre la misma. Sin embargo, en la adolescencia tardia
aparece un dimorfismo sexual en la capacidad de localizacién espacial, que es mayor en los
machos control. Este dimorfismo sexual ya se habia observado en la capacidad de reconocimiento
espacial en otros estudios (Jonnasson Z, 2005; Sutcliffe J. S., 2007), y la observacidn en nuestros
resultados en |la adolescencia tardia, cerca de la madurez sexual, estd ademas en concordancia con
el hecho de que el uso de diferentes estrategias en la resolucién de laberintos depende en parte
de los estrégenos (Beck K. D., 2010), que intervienen en los procesos de aprendizaje (Catalani A.,
2011; Daniel J. M., 2006; Mendez Lopez M., 2009; Sutcliffe J. S., 2007), adquisicidon y retencion de la
memoria espacial (Daniel J. M., 1999). La mayoria de los machos usa estrategias de lugar o la
memoria de referencia, como ir a un determinado brazo, y la mayoria de las hembras usa una
estrategia de respuesta o la memoria de trabajo, como girar en una determinada direccidon (Beck K.
D., 2010; Galea L. A. M., 2001). Estas observaciones explican el hecho de que en la adolescencia
tardia la capacidad de reconocimiento espacial de objetos sea mejor en los machos control, que
sin embargo cometen un mayor nimero de errores que las hembras control en la resolucion del

laberinto radial de 8 brazos.
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Nuestros resultados muestran una alteracién de la memoria espacial en la adolescencia tardia sélo
en los machos separados; este resultado estd apoyado por otros estudios que muestran que las
alteraciones causadas en la memoria y el aprendizaje por estrés estan mas relacionadas con los
machos que con las hembras (Zoladz P. R., 2013), que son mas resistentes al empeoramiento de la
memoria como consecuencia del estrés (Bowman R. E., 2005). Por otra parte, cabe destacar que los
resultados obtenidos en el estudio del comportamiento impulsivo también muestran cambios sélo
en los machos; la resolucién del laberinto radial se realiza mejor y con un menor nimero de
errores si los animales muestran hiperactividad (Gérisch J., 2006), por lo que, aunque no se observe
un incremento de la deambulacidn total, el aumento de la impulsividad de los machos separados
podria estar relacionado con la mejora de su resolucion del laberinto radial, de manera que la
emotividad de los animales influya en sus capacidades cognitivas. De hecho, en la adolescencia
tardia, las hembras control muestran una mayor actividad motora e impulsividad y en la resolucién

del laberinto radial de 8 brazos comenten un menor nimero de errores que los machos control.

El empeoramiento de la capacidad de reconocimiento espacial de los machos separados en la
prueba de localizacién de objetos indica un empeoramiento de la memoria de referencia de estos
animales, que sin embargo, aparece mejorada en el laberinto radial de 8 brazos en la prueba de
adquisicion de memoria. Las diferencias obtenidas entre los resultados de la memoria espacial
estudiada en el campo abierto y en el laberinto de 8 brazos se deben a que en el primer aparato se
analiza la capacidad de reconocimiento espacial per se y en el segundo la adquisicidon de la
memoria espacial tras un aprendizaje condicionado: los laberintos son instrumentos que permiten
el estudio de la memoria empleando un refuerzo, por lo que en cierto modo suponen un estrés
para los animales sometidos a este tipo de pruebas (Catalani A., 2011). El aprendizaje y la
adquisicion de la memoria estan influidos por el sexo, y las hembras no sélo aprenden mas rapido
gue los machos en pruebas instrumentales (Bimonte H. A., 2000; Catalani A., 2011), sino que ademas
son mas resistentes que los machos a los efectos adversos del estrés en la memoria (Bowman R. E.,
2005; Catalani A., 2011). El estradiol regula los efectos organizativos en las capacidades cognitivas
del estrés y protege contra los efectos de la corticosterona, por esto en la adolescencia tardia,
cuando ya existen ciclos estrales regulares (McCormick C. M., 2010a) los machos expresan mas
efectos morfoldgicos y comportamentales frente a la exposicidn a estrés que las hembras (Catalani
A., 2011). Por otro lado, se ha visto que el procesamiento de la memoria tras un estrés leve mejora
mas rapidamente en machos que previamente han sido sometidos a separacion materna (Bagot R.
C., 2009), y que su respuesta de liberacion de corticosterona esta amortiguada (Daniels W. M. U.,

2004). Por esto, las hembras controles resuelven mejor el laberinto radial de 8 brazos, que supone
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un ligero estrés (Carrillo-Mora P., 2009; Catalani A., 2011), pero los machos que han sido previamente

sometidos a separacion materna mejoran su resolucion.

En la adolescencia tardia, las hembras separadas muestran variaciones en los niveles de glutamato
y GABA en el hipocampo ventral y el estriado que no parecen tener efectos a nivel
comportamental, y los machos, presentan variaciones en los sistemas de transmision
aminoacidérgicos que parecen estar relacionadas con las variaciones en sus capacidades
cognitivas. Sin embargo, esta descrito que las dreas activadas en la conducta espacial en machos y
hembras son diferentes (Beck K. D., 2010). En las hembras separadas, la disminucién de GABA vy
glutamato, cuya biosintesis estd relacionada (Hassel B., 2006), parece ser un mecanismo de

compensacién para evitar alteraciones de los procesos cognitivos en la adolescencia tardia.

Las modificaciones que muestran los machos separados en la concentracidon de taurina y GABA

pueden explicar los cambios que presentan en su memoria espacial.

Los niveles de GABA en el hipocampo ventral estan aumentados en los machos SM, asi como la
concentracién de glutamato, aunque estadisticamente no es significativo. Se sabe que la taurina
esta asociada con el sistema GABAérgico a través de la activacién de los receptores GABA, (Paula-
Lima, 2005). Un incremento de la concentracion de glutamato induce una liberacién de GABA vy
taurina actuando a través del NO retrégrado de las neuronas postsindpticas (Oja S. S., 2000; Paula-
Lima A. C., 2005; Saransaari P., 1997b). Asociada al sistema GABAérgico, la taurina tiene efectos
depresores del sistema nervioso por activacién de receptores GABA, (Saransaari P., 1997b); el
incremento de GABA vy taurina en el hipocampo ventral de los machos separados explica la
disminucién de la capacidad de reconocimiento espacial de estos animales en la adolescencia
tardia, por una disfunciéon de la actividad hipocampal, necesaria para la memoria espacial (Aggleton

J. P., 2004; Bliss T., 1996; Cassel J. C., 1998; Galani R., 1998; He J., 2002; Kosten T., 2007a).

Por otra parte, la taurina esta relacionado con la formacién de la memoria (de/ Olmo N., 2000q,
2003) e interviene, con el mecanismo de LLP:5y en el proceso de consolidacion de la LTP (del OImo
N., 2003; Sudrez L. M., 2013). Este aminoacido se puede encontrar asociado a terminales
glutamatérgicos (Torp T., 1992), en los que facilita la excitabilidad sinaptica disminuyendo el umbral
de activacién (del Olmo N., 2000a). De acuerdo a estos estudios, un incremento de taurina induce
una mejora de la formacién de la memoria a largo plazo. Asimismo, se sabe que el NO contribuye a
la formacién de la fase tardia de la LTP (Ignarro L. J., 2000). En el estudio neuroanatdmico de los
animales adultos, el marcaje de nNOS en los machos separados estd incrementado; este resultado

apunta una activacidon excitatoria en esta regidon cerebral que podria ser patente en la
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adolescencia tardia. Se sabe que la reactivacion sinaptica es necesaria para la formacién de L-LTP
(Frey U., 1998), y un incremento de la sintesis de NO podria indicar una mejora del proceso de
formacion de memoria a largo plazo. Ademas, esta descrita una relacidon entre la liberacidon de
taurina y NO (Saransaari P., 1999). Teniendo en cuenta estos resultados en su conjunto, las
variaciones encontradas en la enzima nNOS y en la concentracién de taurina en el hipocampo
ventral de los machos separados, apuntan una mejora de la formacidn de la memoria espacial a
largo plazo, reflejada en los resultados de adquisicién y consolidacion de la memoria obtenidos en

el laberinto radial de 8 brazos.

Esta descrito que la separacién materna modifica el proceso de LTP de manera diferente en
machos y hembras (Bronzino J. D., 1996), lo que apoya las diferentes variaciones que encontramos

en ambos sexos en los aminodacidos implicados en este proceso.

Ademads de las variaciones en el hipocampo ventral, los machos separados presentan un aumento
de glutamato y taurina también en el estriado, que es una estructura implicada en el
reconocimiento espacial ademads de en el comportamiento exploratorio y motor de los animales
(Schwabe L., 2012), por lo que estas variaciones pueden asimismo estar relacionadas con la

adquisicion y consolidacion de la memoria espacial de estos animales.

A pesar de que la induccion de LTP también depende de la activacion de receptores de dopamina
(Sudrez L. M., 2013), que actia como regulador de cambios sindpticos en distintas regiones
cerebrales (Jay T. M., 2003), los machos sometidos a separacién materna no presentan alteraciones
en los niveles de esta monoamina. De hecho este sistema no presenta alteraciones en la
adolescencia tardia que parezcan tener efectos en los procesos cognitivos de los animales

sometidos a separacion materna.
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ALTERACIONES DEBIDAS A LA SEPARACION MATERNA EN LA EDAD ADULTA

Con el fin de esclarecer si la separacion materna tiene efectos a largo plazo y si las alteraciones
gue hemos observado a lo largo del desarrollo se mantienen, llevamos a cabo un estudio de los
procesos cognitivos y un analisis neuroquimico en la edad adulta. Asimismo, realizamos un anlisis
neuroanatémico con los marcadores con los que obtuvimos los resultados mas significativos en la

adolescencia temprana.

En lo concerniente a los mecanismos de respuesta al estrés, la taurina en las hembras adultas que
han sido sometidas a separacién materna estd disminuida en todas las regiones cerebrales
estudiadas. Por otro lado, en estos animales se mantiene en la edad adulta el incremento de
parvalbumina que aparece en la adolescencia. Como ya hemos visto anteriormente, la taurina es
un aminoacido con propiedades neuroprotectoras (Hada J., 1996; Oja 2000; Saransaari P., 1997a;
Tadros M. G., 2005; Wu H., 2005) por su capacidad de tamponar el incremento de calcio (Chen S. W.,
2004; El Idrissi A., 2008). Ademds, la taurina facilita la procesos de plasticidad sinaptica (de/ O/mo N.,
20000). Las proteinas enlazantes de calcio no sélo modulan la concentraciéon de calcio intracelular
(Lephart E. D., 1999), sino que también regulan las sefiales pre y postsinapticas e intervienen en la
plasticidad de las dendritas (Giachino C. 2007, Schwaller B. 2002). Teniendo estas observaciones en
cuenta, nuestros resultados sugieren que el mantenimiento del incremento de esta proteina
enlazante de calcio en el hipocampo, que esta implicado en la regulacién de la actividad del eje
HHA (Dedovic K., 2009), es un mecanismo de proteccién frente a posibles dafios neuronales por

excitotoxidad, ante la disminucién de otros mecanismos de neuroproteccién como la taurina.

Nuestros resultados demuestran que existen modificaciones en la actividad de los sistemas de
neurotransmision dopaminérgico y serotoninérgico en distintas regiones cerebrales. Esta descrito
que las experiencias adversas durante el desarrollo postnatal producen alteraciones en estos
sistemas que se manifiestan en la edad adulta (Gardner K. L., 2009). Ademas, ponen de manifiesto
distintas alteraciones en la actividad motora, la impulsividad y la capacidad de reconocimiento

espacial.
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El comportamiento impulsivo de los animales separados de ambos sexos estd incrementado en la
edad adulta. El incremento de la tasa de recambio serotoninérgico que presentan en el
hipocampo, junto con la disminucion de GABA en el hipocampo ventral parecen inducir una
disminucién de la inhibicion de esta regién en la modulacion del estriado (Schwabe L., 2012, Steckler
T., 1998), resultando en un incremento de la impulsividad de estos animales. La tasa de recambio
de la dopamina en el septo también esta incrementada, pudiendo estar afectando asimismo esta

regulacion.

Por otra parte, en los machos que han sufrido separacion materna se observa una disminucién de
la concentracién de dopamina en el hipocampo ventral, lo que refleja una disfuncidon de Ia
transmision dopaminérgica que resulta en la disminucion de la actividad motora que muestran
estos animales en la edad adulta (Herlenius E., 2004; Jay T. M., 2003; Ruiz-Gallo M., 2008). Ademas, la
separacion materna induce un incremento de la capacidad de reconocimiento espacial en los
machos. De acuerdo con la relaciéon de la funcién del hipocampo ventral con esta capacidad
cognitiva (Aggleton J. P., 2004; Bliss T., 1996; Cassel J. C., 1998; Galani R., 1998; He J., 2002; Kosten T.,
2007a), tal como hemos descrito en la adolescencia tardia, la causa de esta modificacién puede ser
la variacién del contenido de GABA que presentan los machos separados. La disminucion de la
inhibicidon en el hipocampo ventral, que se pone de manifiesto en los menores niveles de GABA
encontrados en estos animales, indica un incremento de la actividad de esta region hipocampal,

implicada en la memoria espacial.

Las hembras separadas, en la edad adulta muestran un incremento del nimero de posturas
erguidas y un incremento de la impulsividad, que pueden estar relacionadas con el
empeoramiento de la capacidad de reconocimiento espacial de estos animales. En este momento
del desarrollo, las hembras que han sufrido separacion materna presentan variaciones en la
transmision dopaminérgica, serotoninérgica y aminoacidérgica en el hipocampo, septo y estriado,
sistemas implicados en el comportamiento exploratorio (Ruiz-Gallo M., 2008; Galvan A., 2006;

Baumann M. H., 2011), que aparece alterado en nuestros resultados.
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DISCUSION GENERAL

La respuesta al estrés y la realizacion de tareas cognitivas parece estar programada por diferentes
niveles de cuidados maternos (Liu D., 2000). Nuestro trabajo, a diferencia de otros estudios de
separacion materna prolongada, no muestra un incremento de la actividad motora ni una
disminucién del comportamiento exploratorio de los animales adolescentes y adultos (Aisa B.,
2007; Colorado R., 2006; Huot R. L., 2002; Slotten H., 2006; Wigger A., 1999); ademds, deja patente una
mejora de la memoria espacial en los distintos momentos del desarrollo analizados, asemejando
nuestros resultados a los obtenidos en experimentos de periodos breves de separacidon materna o
incluso a trabajos de manipulacién postnatal en lo que a mejoras cognitivas se refiere (Biagini G.,
1998; Bilbo S. D., 2007; Cannizzaro C., 2006; Durand M., 1998; Guijarro 2007; Kosten 2007, Lehmann 2002;

Pickering 2006; Roman, 2006; Roozendal 2002).

Para entender las diferencias encontradas con resultados de estudios previos hay que tener en
cuenta que no todos los estudios acerca de las consecuencias de la separacién materna en los
procesos cognitivos siguen el mismo protocolo de separacidn (Nishi M., 2013): existen variaciones
tanto en el numero de dias de separacién como en el tiempo de la misma. El protocolo que hemos
seguido nosotros (Colorado R., 2006), con dos dias de descanso en el periodo de separacion
materna, constituye una manera no sélo de evitar diferencias en la alimentacién y el peso de los
animales que podrian interferir con los resultados, sino de evitar la sensibilizacién al estrés; es
posible que esta pausa en la aplicacion del estrés sea clave para evitar efectos deletéreos en el

periodo postnatal temprano y suponga en cambio una ventaja en el desarrollo.

Otro factor a tener en cuenta es que la mayoria de los estudios se realizan el la adolescencia o en
la edad adulta y no siempre en animales de ambos sexos, por lo que los resultados obtenidos con
protocolos similares de separaciéon tampoco son comparables. Los efectos del estrés son distintos
en machos y hembras (Bowman R. E., 2005; Zoladz P. R., 2013), y esta descrito que aunque en machos
no varian a lo largo de la edad, en las hembras son diferentes en la adolescencia y la edad adulta

(Bowman R. E., 2005), y también varian en funcion del ciclo estral (Bowman R. E., 2001).
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Por otra parte, los estudios comportamentales no siempre se acompafian de estudios
neuroquimicos o neuroanatdmicos, asi como los estudios moleculares no suelen llevar asociados
estudios de comportamiento. Los resultados de nuestro estudio sirven para esclarecer las
diferentes variaciones neuroquimicas y neuroanatdmicas que pueden explicar los cambios en la
respuesta al estrés en machos y hembras, asi como la relacidn entre las capacidades cognitivas de
los animales y los procesos neurobioldgicos que subyacen a ellas. Asimismo este trabajo pone de

manifiesto la importancia del estudio de los mismos en ambos sexos y a diferentes edades.

Los cambios debidos a separacion materna no sélo se deben a las variaciones en los niveles de
corticosterona, sino también a la regulacién extrahipotalamica del eje HHA durante el desarrollo
postnatal y a las variaciones de neurotransmisores (Faturi C. B., 2010), como demuestran los
resultados de nuestro estudio. Ademas, los efectos de este procedimiento de estrés postnatal
pueden ser beneficiosos; diversos trabajos apuntan una mejora de las capacidades cognitivas
como consecuencia de la separacién materna (Pryce C. R., 2003; Schéble S., 2007; Weiss I. C., 2001), asi
como una respuesta amortiguada de liberacién de corticosterona (Daniels W. M. U., 2004) y una
mejora de la funcidn hipocampal (Bagot R. C., 2009) tras la exposicidn a estrés en la adolescencia y
la edad adulta. A la vista de estas observaciones, la mejora cognitiva que demuestran nuestros
resultados nos plantea que la separacion materna repetida durante largos periodos de tiempo
puede ser un procedimiento con consecuencias positivas para las crias a largo plazo. De la misma
manera que el estrés agudo durante el aprendizaje mejora esta capacidad (Beck K. D., 2010;
Chaouloff F., 2008; Roozendal B., 2002), el estrés postnatal temprano podria preparar a los animales
para enfrentarse de una manera mas efectiva a determinadas tareas cognitivas a lo largo de Ia
vida. La disminucidn de los cuidados maternos puede ser interpretada en las crias como una sefial
de adversidad ambiental (Meaney M. J., 2002) induciendo un reajuste de la adaptabilidad vy
regulacién de los sistemas neuroendocrinos implicados en las respuestas de miedo y estrés de las
crias (Macri S., 2006) que les proporcione un beneficio en la respuesta a un estimulo peligroso en la

edad adulta.

Las experiencias tempranas pueden ser importantes para predecir posibles demandas y problemas
que puedan aparecer a lo largo de la vida del animal (Schwabe L., 2012), permitiendo definir
estrategias adaptativas en una edad mas avanzada (Meaney M. J., 1996), y nuestros resultados son
el reflejo de cémo la exposicion repetida a estrés durante el desarrollo postnatal temprano pone
en marcha la modificacion de los sistemas de respuesta a estrés y de neurotransmision, de manera

distinta en funcién del sexo.
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CONCLUSIONES

De los resultados de este trabajo se extraen las siguientes conclusiones:

10.

En respuesta al estrés inducido por la separacidn materna se modifican los niveles de

corticosterona en plasma, que presentan un marcado dimorfismo sexual.

La separacion materna produce alteraciones sexualmente dimodrficas en los sistemas
monoaminérgicos de neurotransmisidn, en todas las regiones cerebrales estudiadas, en

los distintos momentos del desarrollo.

Las concentraciones de GABA y Glutamato varian con la edad siguiendo un mismo patrén,

gue se ve alterado por la separacion materna, de distinto modo en funcion del sexo.

La concentracion de taurina se ve afectada por la separacién materna de manera
sexualmente dimérfica en las distintas regiones cerebrales analizadas y en todas las

edades estudiadas.

El modelo de separacidn materna utilizado no provoca pérdida neuronal en las regiones
cerebrales estudiadas, ni disminuye el nimero de receptores de glutamato, indicando que

no se produce dano neuronal como consecuencia de la separacion materna.

El incremento de la densidad de proteinas enlazantes de calcio muestra que la separacion
materna pone en marcha mecanismos de compensacion frente a un posible dafio

neuronal en machos y hembras.

La activacion de los mecanismos de neuromodulacion, como compensacion de las
alteraciones debidas a la separacion materna, es diferente en ambos sexos. En hembras,
las modificaciones de éstos se mantienen en el adulto, pero, sin embargo, en machos

revierten.

La memoria de reconocimiento estudiada en el campo abierto no varia en los animales
debido al sexo ni a la edad, asi como tampoco a consecuencia de la separacidon materna,

sin embargo, si se producen alteraciones de la memoria de reconocimiento espacial.

La separacidn materna afecta a la actividad motora de los animales a corto plazo y la
modifica, de manera dependiente del sexo, en la edad adulta. Asimismo produce

alteraciones en el comportamiento impulsivo, mas patentes en los machos.

El comportamiento impulsivo de los animales estd relacionado con la capacidad de

reconocimiento espacial en el campo abierto.

147



ANEXO



ANEXO

DEAMBULACION TOTAL |
26 dias de edad (x4 50 dias de edad (x4 170 dias de edad
control || 158,740 * 13,030 |l 173,800 + 12,300 |l 131,875 + 18,366
ss (p=0.002)
MACHO = =
M 101,630 * 7,505 § 188,678 + 18,122 § 57,833 + 6,074
t (p=0.013) v s (p=0.024) 2| ss (p=0.004), t (p=0.020)
~ [=)
control || 157,625 * 10,894 § 240,556 + 7,351 § 137,000 + 18,514
1 1
HEMBRA = =
M 108,063 + 14,442 § 243,438 + 12,069 § 121,846 + 13,504
t (p=0.016) IS o
POSTURAS ERGUIDAS |
26 dias de edad (x4 50 dias de edad (=4 170 dias de edad
control 25,818 + 2,471 . 24,550 + 4,166 , 22,167 + 1,195
ss (p=0.004)
MACHO = S
M 11,222 + 2,471 § 35,300 + 4,005 § 13,286 + 2,378
ttt (p=0.000) L ss (p=0.004) IS t (p=0.041)
— o
- o
control 23,222 + 4,766 g 41,050 + 2,737 g 19,375 + 2,758
1 1
HEMBRA = =
M 10,800 + 0,374 || S| 42719 3816 | S| 26,000 + 3,898
ttt (p=0.000) L IS t (p=0.041)
RATIO DEAMBULACION INTERNA |
26 dias de edad (x4 50 dias de edad (x4 170 dias de edad
o
control 0,114 + 0,020 , 0,064 + 0,010 8 0,164 + 0,038
ss (p=0.008), tt (p=0.008) || T.
MACHO 5 S
M 0,072 * 0,016 g 0,143 t 0,017 S 0,256 * 0,028
s s tt (p=0.003)
[s2]
control 0,064 + 0,018 . 0,147 + 0,020 e 0,088 + 0,024
o
1
HEMBRA =
M 0,098 + 0,031 , 0,130 + 0,009 § 0,215 + 0,034
& tt (p=0.003)
RATIO DEAMBULACION CENTRAL |
26 dias de edad g 50 dias de edad (=4 170 dias de edad
o (o)
control 0,018 + 0,003 § 0,011 + 0,005 § 0,033 + 0,008
T [ s(p=0.034), t (p=0.035) I
MACHO = =
M 0,004 + 0,002 § 0,028 + 0,006 , 0,038 + 0,011
tt (p=0.004) o
o
control 0,010 * 0,004 § 0,026 + 0,005 , 0,012 + 0,006
1
HEMBRA =
M 0,022 + 0,008 § 0,028 + 0,004 , 0,038 + 0,012
1
Qo

Tablas 3, 4, 5, 6. Deambulacién total (nUmero total de cuadrados recorridos por cada animal), nimero de
posturas erguidas contabilizadas y ratios de la deambulacion interna y central en el campo abierto.

Los datos estdn expresados como media + error estandar de la media.

un o

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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% TIEMPO EXPLORACION OBJETO NUEVO I

30 dias de edad (x4 54 dias de edad (x4 174 dias de edad
control || 66,854 10,735 . 77,226 + 4,374 , 73,481 + 3,903
MACHO
SM 72,649 + 5,101 , 74,639 + 3,735 , 71,230 + 3,561
control || 62,414 £ 9,757 . 80,012 * 2,620 , 80,906 + 3,258
HEMBRA
SM 74,865 + 2,260 , 82,214 + 1,555 , 78,819 + 2,469
RATIO ACERCAMIENTOS OBJETO NUEVO I
30 dias de edad (x4 54 dias de edad (x4 174 dias de edad
eantrol 0,603 + 0,105 . 0,561 + 0,029 . 0,541 + 0,019
MACHO
SM 0,649 + 0,015 , 0,558 + 0,027 , 0,546 + 0,006
control 0,534 + 0,080 . 0,572 + 0,023 , 0,527 + 0,019
HEMBRA
SM 0,620 £ 0,037 , 0,543 + 0,027 , 0,569 £ 0,023
% TIEMPO EXPLORACION OBJETO CAMBIADO I
33 dias de edad (x4 57 dias de edad (x4 177 dias de edad
control || 50,854 * 8,595 , 74,887 + 5,575 , 62,670 * 2,586
MACHO ss (p=0.003), tt (p=0.004)
o
SM 54,102 + 9,871 , 54,923 + 2,308 S 73,386 + 6,013
Iogll
0
] 52,339 + 9,323 . 46,898 + 3,975 § 59,822 + 3,892
1l
HEMBRA =
M 35,559 + 6,762 . 55,570 + 2,456 S 60,213 + 3,840
i
RATIO ACERCAMIENTOS OBJETO CAMBIADO |
33 dias de edad & 57 dias de edad L xd 177 dias de edad
control 0,530 £ 0,067 , 0,645 £ 0,049 , 0,558 + 0,035
ss (p=0.001)
MACHO ~
M 0,532 + 0,081 . 0,556 + 0,030 § 0,686 + 0,037
ss (p=0.001) & || ss (p=0.002), t (p=0.048)
control 0,494 + 0,086 . 0,463 + 0,029 , 0,546 + 0,004
HEMBRA
SM 0,477 £ 0,063 , 0,475 £ 0,032 \ 0,512 £+ 0,005
ss (p=0.002), tt (p=0.007)

Tablas 7, 8, 9, 10. Porcentaje del tiempo de exploracidn y ratio de acercamientos al objeto nuevo y al objeto
deslocalizado en la segunda fase de las pruebas de reconocimiento y localizacion de objetos, respectivamente.

Los datos estan expresados como media * error estdndar de la media.

uon  ugn
,t

S indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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ENTRENAMIENTO i

n2 SESIONES
control 6,50 £ 0,93
MACHO
SM 5,20 + 0,79
FOnTTol 792 £ 1,14
HEMBRA
o 7,20 + 0,98
ADQUISICION DE MEMORIA
EMT EMR ET
S 1,85 + 0,38 3,58 + 0,21 5,43 + 0,62
MACHO : (70,002
sM 1,04 £ 0,28 2,92 £ 0,18 4,15 + 0,45
s (p=0.042), t (p=0.023)
. 1,14 + 0,35 2,69 + 0,46 3,27 £ 0,55
HEMBRA
sM 1,05 + 0,08 3,45 £ 0,19 4,53 + 0,25
RETENCION DE MEMORIA
EMT EMR ET
I 0,80 £ 0,25 3,00 + 0,54 3,80 £ 0,70
MACHO
o 0,00 + 0,00 2,40 + 0,43 2,80 + 0,55
s (p=0.049), tt (p=0.010)
T 0,36 + 0,15 2,00 £ 0,52 2,58 + 0,69
HEMBRA
sM 0,40 £ 0,16 1,90 £ 0,41 2,30 £ 0,52

Tablas 11, 12, 13. Numero de sesiones de entrenamiento y nimero de errores cometidos en las pruebas de
adquisicidn y retencién de memoria en el laberinto radial de 8 brazos.

EMT: errores de memoria de trabajo. EMR: errores de memoria de referencia. ET: errores totales.
Los datos estan expresados como media * error estdndar de la media.

un

s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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EXPRESION DE NeuN (N‘-’células/mmz)
CORTEZA PREFRONTAL
HIPOCAMPO MEDIAL ESTRIADO
MEDIAL
176 £9 1194 + 42 1238 + 29
control
MACHO
168+ 6 116341 1263 £ 65
SM
177 £10 1247 +43 1200 + 146
control
HEMBRA
sM 217t6 1884 + 125 1647 £ 92
s (p=0.034); t (p=0.034) s (p=0.021); t (p=0.021) s (p=0.021); t (p=0.034)

EXPRESION DE GluR1 (N‘-’células/mmz)

CORTEZA PREFRONTAL
MEDIAL
110+ 4
control
MACHO 013
SM -
60+4
control ss (p=0.009); tt (p=0.009)
HEMBRA '118’+ m :
SM -
EXPRESION DE nNOS (N2células/mm?) [
CORTEZA PREFRONTAL
HIPOCAMPO MEDIAL
OCAMPO MEDIAL
312 10+1
control | (5-0.002); t (p=0.033) s (p=0.022); t (p=0.014)
MACHO '22;1 . : 6'+o .
SM - -
50+2 6+0
control
HEMBRA 817 i1
SM - -
EXPRESION DE PARVALBUMINA (N2células/mm?)
CORTEZA PREFRONTAL AMIGDALA
HIPOCAMPO MEDIAL
OCAMPO MEDIAL BASOLATERAL
27+2 128+9 49+5
control
MACHO
25%2 134+7 716
M
t (p=0.022)
19+1 104 £5 44 +3
control =0.006); t (p=0.011
HEMBRA ss (p=0.006); t (p=0.011)
S 24%1 1212 638
t (p=0.027) t (p=0.037)

Tablas 14, 15, 16, 17. Niumero de células positivas para el marcaje con NeuN, GIuR1, nNOS y PV (n2 céIuIas/mmZ).

Los datos estan expresados como media + error estandar de la media.

ANEXO

“s”, “t” indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).

152



ANEXO

CONCENTRACION DE GABA (ug/g tejido) HIPOCAMPO DORSAL

15 dias de edad (x4 34 dias de edad (x4 58 dias de edad (x4 178 dias de edad
o~ [Ta)
control 85322 + 5831 (| S| 181,872 + 15736 | S | 75908 + 14,696 , 76,089 + 9,796
MACHO i i
sM 152,538 + 11,159 , 146,721 + 17,308 , 96,809 + 18,922 , 63,462 + 4,733
tt (p=0.001)
control 125,640 + 31,190 ) 188,108 + 18,827 ) 130,330 £ 20,247 ) 126,168 + 18,932
HEMBRA s (p=0.049) s (p=0.037)
o
sM 122,080 + 27,918 , 176,561 + 9,302 S 96,990 + 18,442 \ 76,746 + 18,369
?1
CONCENTRACION DE GABA (pg/g tejido) HIPOCAMPO VENTRAL
15 dias de edad & 34 dias de edad (x4 58 dias de edad (x4 178 dias de edad
o o [s2]
control || 88626 £ 6076 || S || 204,936 + 28,381 || S | 69,838 + 12,237 | S | 139,283 * 13,661
MACHO i i i
SM 155,246 + 8,411 , 138,596 + 21,436 , 126,481 + 17,677 , 84,587 + 14,212
tt (p=0.001) s (p=0.025), t (p=0.048) t (p=0.037) tt (p=0.007)
<
control 89,340 + 6,850 S 193,544 + 21,914 ) 153,960 + 9,725 134,205 + 16,059
HEMBRA T ss (p=0.002), tt (p=0.007)
o
SM 212,459 + 21,219 243,326 t 27,722 § 80,532 + 16,069 85,034 + 22,906
tt (p=0.006) iy tt (p=0.007)
CONCENTRACION DE GABA (ng/g tejido) SEPTUM |
15 dias de edad (x4 34 dias de edad (x4 58 dias de edad 178 dias de edad
~ 0
control || 127,524 £ 22,642 || S | 469,086 + 89,068 || S | 191,562 + 42,240 201,375 + 37,880
MACHO i i
SM 211,932 + 39,932 , 229,887 + 45,022 172,717 + 44,117 205,425 + 34,420
t (p=0.043)
~
control | 98433 £ 9,787 || & || 457,536 + 156,154 241,540 + 47,933 331,524 + 56,648
1
HEMBRA = =
sM 287,755 + 56,922 , 285,342 + 60,941 369,456 + 79,577 § 207,398 + 75,220
tt (p=0.006) t (p=0.043) s (p=0.046) o
CONCENTRACION DE GABA (ng/g tejido) ESTRIADO |
15 dias de edad & 34 dias de edad (x4 58 dias de edad 178 dias de edad
~ o
control 142,071 £ 22,928 8 320,619 + 34,809 8 102,479 + 23,886 173,358 + 12,520
MACHO ?Il ?Il
SM 150,827 + 38,112 , 219,786 t 25,758 169,812 + 16,894 180,061 + 24,056
<
control || 107902 + 7,660 || S || 215042 + 35123 | , || 224,182 + 30,859 237,765 + 27,998
HEMBRA T ss (p=0.003), tt (p=0.006)
sM 194,476 + 20,225 , 284,625 + 37,641 § 106,290 + 7,278 183,995 + 48,688
t (p=0.011) L

Tablas 18, 19, 20, 21. Concentracion de GABA (ug/g tejido) en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum vy
estriado.

Los datos estdn expresados como media * error estdndar de la media.

uon ugn
s’ "t

indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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ANEXO

CONCENTRACION DE GLUTAMATO (ug/g tejido) HIPOCAMPO DORSAL |

15 dias de edad x4 34 dias de edad x4 58 dias de edad x4 178 dias de edad
[22] [22]
control || 223,288 + 45,086 || 8 || 1450,941 + 82,972 || 8 || 545,304 + 113,182 || , || 502,687 * 65,713
MACHO ?Il ?Il
SM 975,833 + 210,324 , 792,453 + 178,512 , 608,070 + 133,118 , 536,578 + 132,151
tt (p=0.002) s (p=0.037), t (p=0.018)
-
control || 215897 + 78,681 || S || 1384,081 + 84,866 | , || 1265736 + 331,864 || , | 882,674 * 149,478
HEMBRA £  (p70.0%9)
<
SM 1208,500 + 287,316 \ 1539,900 + 206,187 § 619,686 + 176,043 \ 463,288 + 113,798
t (p=0.016) &
CONCENTRACION DE GLUTAMATO (ng/g tejido) HIPOCAMPO VENTRAL |
15 dias de edad & 34 dias de edad L xd 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
~ < ~
control 88,137 + 21,813 8 || 1339,862 + 125,241 || 8 463,569 + 84,373 S 793,656 + 114,598
MACHO ?Il ?Il ?Il
SM 701,166 + 132,903 \ 816,698 + 153,024 \ 787,041 = 154,734 \ 606,339 + 106,780
tt (p=0.005) s (p=0.037), t (p=0.025)
[¥o3
control || 126,156 + 51,696 || 8 || 1229,524 + 147,762 || , || 1154,880 + 62,331 | , [ 909,705 * 101,205
HEMBRA T ss (p=0.003), tt (p=0.003)
o
SM 1116,716 + 117,852 \ 1689,972 + 288,006 § 458,177 + 140,968 \ 658,345 + 184,617
tt (p=0.004) IS
CONCENTRACION DE GLUTAMATO (pg/g tejido) SEPTUM |
15 dias de edad & 34 dias de edad L xd 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
~ ~
control 297,425 + 36,730 8 1665,488 + 92,653 S 449,353 + 93,045 , 450,290 + 38,497
MACHO ?1 ?1
o
SM 768,681 + 204,026 \ 1611,566 + 552,097 § 519,016 + 158,745 \ 400,018 + 76,042
s (p=0.025), t (p=0.020) I
(2]
control || 189,062 £ 57,196 || & || 1045984 £ 344,459 || , || 466,369 + 84,324 |, || 771,742 £ 223,490
1
HEMBRA = =
SM 2084,562 *+ 418,788 é 766,499 + 95,654 , 664,867 + 170,492 § 120,705 + 28,121
s (p=0.025), tt (p=0.004) || L T |l s(p=0.010), t (p=0.014)
CONCENTRACION DE GLUTAMATO (pg/g tejido) ESTRIADO |
15 dias de edad (s 34 dias de edad L xd 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
[22] o —
control || 119,066 + 20,869 || S || 1187,797 + 63,332 || S || 210,636 + 44,136 | S || 496,882 + 63,638
MACHO T T || ss (p=0.006), tt (p=0.008) || T
SM 881,878 + 129,729 \ 706,486 = 102,284 602,887 + 15,842 595,950 + 58,041
tt (p=0.003) t (p=0.012)
<
control || 222,117 + 82,547 || S || 997,974 + 122,986 766,493 + 173,940 827,490 + 104,467
HEMBRA £ : (p70029)
o
SM 1165,152 + 153,755 , 936,226 + 99,732 § 175,607 = 29,989 , 566,590 + 147,070
tt (p=0.004) & || ss (p=0.008), tt (p=0.006)

Tablas 22, 23, 24, 25. Concentracién de glutamato (ug/g tejido) en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum y
estriado.

Los datos estan expresados como media * error estdndar de la media.

un  ugn
,t

S

indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,

ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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ANEXO

CONCENTRACION DE TAURINA (ug/g tejido) HIPOCAMPO DORSAL

15 dias de edad x4 34 dias de edad x4 58 dias de edad 178 dias de edad
o ~
control || 541,805 + 54,723 || S |l 1255,307 + 166,579 || 8 || 411,520 + 65,660 547,161 * 55,313
MACHO ?Il ?Il
0
SM 1049,034 + 148,420 , 1015,764 + 93,567 g 661,724 + 99,538 541,846 + 22,222
tt (p=0.005) &
o
RONtrol 845,028 + 235,904 , 1453,115 + 10,735 § 404,866 + 12,048 659,381 + 34,818
1
HEMBRA = =
M 746,729 + 77,073 || S | 1293,125 + 147359 || S || 439,254 £ 74,767 372,039 + 79,262
T I tt (p=0.005)
CONCENTRACION DE TAURINA (ng/g tejido) HIPOCAMPO VENTRAL
15 dias de edad & 34 dias de edad L xd 58 dias de edad 178 dias de edad
o o
control 484,762 + 40,089 8 || 1163,006 + 140,380 || S 365,617 + 49,051 459,105 + 7,756
MACHO ?Il ?Il
SM 727,585 = 117,333 \ 810,276 + 103,167 \ 572,223 + 77,392 421,149 + 39,576
ss (p=0.009), t (p=0.036)
[¥o3 o
control || 399,267 + 49,411 || 8 || 909,685 + 98,453 | & || 381,446 + 33,786 491,636 + 30,512
HEMBRA E’ E’
[t} o
SM 590,468 + 78,335 § 1063,194 + 121,163 § 285,084 + 38,749 300,408 + 60,908
T iy t (p=0.027)
CONCENTRACION DE TAURINA (ug/g tejido) SEPTUM
15 dias de edad & 34 dias de edad L xd 58 dias de edad 178 dias de edad
o o
control 630,053 + 73,544 8 1624,218 + 88,673 8 412,832 + 83,073 474,110 + 23,952
MACHO L ?1
o
SM 1231,815 + 243,288 \ 1393,078 + 270,079 § 348,178 + 85,082 407,589 + 54,169
t (p=0.039) I
(Yo}
control | 628,565 + 86221 |, || 1722,100 £ 528,820 || S || 317,504 + 18,924 463,786 + 76,655
1
HEMBRA =
SM 1371,951 + 164,093 \ 1005,575 + 95,109 § 454,168 + 73,532 261,668 + 54,342
tt (p=0.006) o t (p=0.036)
CONCENTRACION DE TAURINA (pg/g tejido) ESTRIADO
15 dias de edad (s 34 dias de edad L xd 58 dias de edad 178 dias de edad
-
control | 458085 £ 41075 | S || 320,619 + 34809 | , [ 379,490 + 47,909 541,367 + 50,046
1
MACHO = ~
M 546,274 + 141,048 | S || 219,786 * 25,758 | S || 607,641 £ 37,678 525,820 + 37,584
IS & || ss (p=0.005), tt (p=0.009)
Dl 25}
control 395,718 + 42,142 8 215,042 + 35,123 8 445,723 + 54,377 566,547 + 41,581
HEMBRA @' @'
SM 549,353 + 59,233 § 284,625 + 37,641 , 384,585 + 37,726 350,900 + 43,818
IS s (p=0.015), t (p=0.012)

Tablas 26, 27, 28, 29. Concentracidn de taurina (ug/g tejido) en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum y

estriado.

Los datos estan expresados como media * error estandar de la media.

un ugn
,

S

indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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ANEXO

CONCENTRACION DE DOPAMINA (ng/g tejido) HIPOCAMPO DORSAL

15 dias de edad x4 34 dias de edad x4 58 dias de edad x4 178 dias de edad
control || 43,667 £ 2,435 || 150,571 £ 70,695 | | 63,798 + 8,437 || 78,749 £ 11,067
s (p=0.021) s (p=0.046)
MACHO 5 S
SM 134,138 + 31,422 g 13,133 + 3,012 , 40,738 + 9,876 g 288,100 + 148,241
ss (p=0.007) IS IS ss (p=0.006)
o wn
control || 16,169 * 6,189 , 22,775 + 9,930 || S || 261,000 + 112,758 || S || 41,401 * 11,792
T || s(p=0.032),t (p=0.028) || T
HEMBRA N
SM 14,567 * 3,149 . 15,724 + 5,551 =] 59,791 + 12,403 . 34,575 + 4,989
i
CONCENTRACION DE DOPAMINA (ng/g tejido) HIPOCAMPO VENTRAL |
15 dias de edad & 34 dias de edad & 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
o
control 19,380 * 5,548 , 18,842 + 5,004 , 35,864 + 7,639 3 252,004 + 98,019
o
I || ss(p=0.009), t (p=0.029)
MACHO 5
SM 128,370 + 40,681 \ 15,916 + 1,391 S 49,038 + 7,839 \ 38,069 + 2,938
s (p=0.032), t (p=0.037) o
control 75,446 + 38,174 , 33,011 + 13,531 , 64,027 + 17,127 , 30,941 + 6,477
HEMBRA = =
M 16934 + 5274 || 8 3,498 t 0,958 S|l 41,852 %538 , 47,324 + 8,040
IS ss (p=0.004) IS
CONCENTRACION DE DOPAMINA (ng/g tejido) SEPTUM |
15 dias de edad & 34 dias de edad L xd 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
control 543,926 + 176,394 , 1533,544 + 721,826 , 847,481 + 245,021 , 1052,266 + 221,752
MACHO =
SM 1239,810 + 643,719 \ 416,015 + 28,735 S 1176,061 £ 229,251 \ 904,924 + 115,010
i
control || 663.248 £ 310,517 || , || 1714,764 + 803,434 | |l 1003,251 + 260,020 || , [ 1835651 * 436,808
HEMBRA
SM 2098,552 *+ 855,182 \ 470,787 + 154,226 \ 1334,585 + 359,620 1225,571 + 236,320
CONCENTRACION DE DOPAMINA (ng/g tejido) ESTRIADO |
15 dias de edad & 34 dias de edad & 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
-
RONtrol 2719,669 t 469,590 . 115792,831 + 1302,739( 6321,155 + 599,237 g 8573,456 *+ 536,936
1
MACHO = =
SM 3114,938 + 491,769 \ 4881,579 + 664,807 3 7218,485 + 322,741 \ 7973,287 + 641,793
i
[22]
control || 3609,610 499,616 || , ||6413,112 + 1855,345| , || 6933,784 + 554,816 || & || 9373,525 + 264,189
1
HEMBRA = =
SM 3564,940 = 701,731 § 6270,797 = 371,115 , 6905,516 = 501,744 \ 8063,405 + 572,543
1
o

Tablas 30, 31, 32, 33. Concentracion de dopamina (ng/g tejido) en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum y

estriado.

Los datos estdn expresados como media * error estandar de la media.

uon ugn
s’, "t

ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).

indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
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ANEXO

TURNOVER DE DOPAMINA HIPOCAMPO DORSAL

15 dias de edad x4 34 dias de edad 58 dias de edad 178 dias de edad
[a2]
o
control 1,926 + 0,571 S 0,380 + 0,217 0,623 + 0,129 0,645 + 0,164
t (p=0.019) n
MACHO = =
sm 0,285 + 0,069 § 2,727 + 0,211 2,190 + 0,441 § 0,625 + 0,167
IS t (p=0.014) ss (p=0.009), t (p=0.018) IS
(X}
<
control 0,490 * 0,123 , 1,191 + 0,375 S 0,393 + 0,062 0,930 + 0,312
1
HEMBRA S =
M 0,871 t 0,359 S 6,778 + 2,190 s 0,614 + 0,114 0,864 + 0,198
9 9
o o
TURNOVER DE DOPAMINA HIPOCAMPO VENTRAL |
15 dias de edad & 34 dias de edad 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
0 o
control 4,909 + 1,308 8 1,495 + 0,462 0,772 + 0,166 3 0,303 + 0,033
ss (p=0.004), t (p=0.011) || T T
MACHO = =
SM 0,305 + 0,059 § 1,439 + 0,281 0,791 £ 0,253 0,696 t 0,165
éll
control 1,034 + 0,287 0,331 * 0,094 0,462 + 0,095 0,521 + 0,089
HEMBRA = —
M 0,986 + 0,229 S 13,447 + 4636 || § 0,484 + 0,082 0,423 + 0,056
I || s(p=0.042),t(p=0.027) || &
TURNOVER DE DOPAMINA SEPTUM |
15 dias de edad (s 34 dias de edad 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
o
<
control 0,830 + 0,304 0,401 + 0,193 0,315 + 0,024 3 0,240 + 0,003
1
MACHO =
SM 0,815 + 0,275 \ 0,234 + 0,040 0,332 £ 0,023 \ 0,327 £+ 0,032
t (p=0.023)
< o
Dl o~
control 0,287 * 0,066 , 0,186 + 0,019 g 0,313 + 0,025 g 0,205 + 0,032
1 1
HEMBRA ~ = =
SM 0,204 + 0,047 § 0,748 + 0,232 0,375 + 0,040 0,298 + 0,032
I || s(p=0.042), t (p=0.023) t (p=0.023)
TURNOVER DE DOPAMINA ESTRIADO |
15 dias de edad & 34 dias de edad L xd 58 dias de edad 178 dias de edad
o D
control 0,487 + 0,109 3 0,174 + 0,006 3 0,229 + 0,015 0,197 + 0,012
b T ss (p=0.002)
MACHO = =
SM 0,302 £+ 0,020 § 0,158 + 0,009 § 0,231 £+ 0,018 0,223 + 0,017
IS IS ss (p=0.002)
- ~ o~
control 0,265 + 0,001 S 0,139 + 0,003 3 0,214 + 0,012 S 0,159 + 0,008
T | s(p=0.025), tt (p=0.008) || T @
HEMBRA = = =
SM 0,366 + 0,024 § 0,179 + 0,006 ) 0,213 + 0,014 0,181 + 0,010
t (p=0.011) IS

Tablas 34, 35, 36, 37. Turnover de dopamina en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum y estriado.

Los datos estan expresados como media * error estandar de la media.

un wgn
, T

S

indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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ANEXO

CONCENTRACION DE SEROTONINA (ng/g tejido) HIPOCAMPO DORSAL |

15 dias de edad x4 34 dias de edad x4 58 dias de edad x4 178 dias de edad
0 o
control || 331,930 + 62,114 || S || 125745 + 20,758 || 8 || 237,610 + 10,142 || , || 225754 + 51,633
s (p=0.024) T T s (p=0.041)
MACHO <
SM 315,386 + 20,348 g 142,441 + 38,827 , 210,275 + 25,380 \ 220,745 + 41,519
s (p=0.024) o s (p=0.041)
(%o} <
control || 269652 + 46,763 || S || 132,492 + 23,378 | 8 || 279,651 + 31,590 | , || 228,696 + 17,038
i i
HEMBRA S
SM 151,943 + 31,641 , 87,513 + 19,009 S 267,933 + 20,675 , 217,387 + 15,492
i
CONCENTRACION DE SEROTONINA (ng/g tejido) HIPOCAMPO VENTRAL |
15 dias de edad L xd 34 dias de edad L xd 58 dias de edad L xd 178 dias de edad
Rontiol 239,440 + 33,356 , 265,455 + 50,704 , 383,195 + 23,906 , 431,446 + 40,125
MACHO —
SM 253,887 + 28,975 \ 169,361 + 38,721 § 435,593 + 44,162 \ 382,665 * 16,960
s (p=0.040), tt (p=0.004) || L
RONtrol 314,848 + 15,978 , 511,483 + 91,818 , 416,404 + 22,966 , 378,632 + 47,688
s (p=0.040), tt (p=0.004)
HEMBRA &)
SM 237,584 + 65,962 \ 200,630 = 59,158 S 350,891 + 28,839 \ 360,978 + 41,965
‘.C?L
CONCENTRACION DE SEROTONINA (ng/g tejido) SEPTUM |
15 dias de edad xd 34 dias de edad L xd 58 dias de edad xd 178 dias de edad
~ o
control 358,663 + 29,890 3 149,315 + 18,314 S 534,865 + 34,961 , 475,883 + 65,096
o o
I o sss (p=0.001)
MACHO S
SM 290,532 * 65,914 \ 211,883 + 32,137 g 422,086 + 25,725 \ 485,823 + 55,846
& sss (p=0.001)
] 466,651 + 97,902 , 405,736 + 68,636 , 493,692 + 67,867 , 636,722 + 31,664
s (p=0.021), tt (p=0.003)
HEMBRA m) =
SM 459,303 + 81,894 o 146,923 + 37,365 =] 602,984 + 63,172 . 656,541 + 36,917
i i
CONCENTRACION DE SEROTONINA (ng/g tejido) ESTRIADO |
15 dias de edad xd 34 dias de edad L xd 58 dias de edad xd 178 dias de edad
D
control || 427,777 55303 || & || 710,353 + 90,213 | , || 526953 + 38,620 | , [ 587,270 * 47,637
T s (p=0.040)
MACHO 2
SM 332,591 + 76,744 g 700,172 + 47,241 \ 600,302 + 19,139 \ 534,475 + 41,646
& s (p=0.040)
] 517,527 + 6,665 , 573,099 + 190,452 , 618,780 + 40,458 , 569,829 + 46,184
HEMBRA tp=0 030
SM 309,437 + 9,273 , 576,519 + 110,745 \ 639,733 + 26,204 , 648,723 + 23,035

Tablas 38, 39, 40, 41. Concentracidn de serotonina (ng/g tejido) en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum y
estriado.
Los datos estan expresados como media + error estandar de la media.

un wgn
,

s indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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ANEXO

TURNOVER DE SEROTONINA HIPOCAMPO DORSAL

15 dias de edad & 34 dias de edad & 58 dias de edad & 178 dias de edad
control 2,003 + 0,037 , 1,434 £ 0,317 , 1,162 £ 0,126 , 1,547 £ 0,139
MACHO = ~
sM 0,862 + 0,103 , 0,783 £ 0,070 g 1,384 + 0,214 g 1,999 + 0,095
ss (p=0.004), t (p=0.014) IS IS tt (p=0.002)
o
control 4,595 + 0,643 8 0,865 * 0,177 , 1,167 + 0,130 , 1,363 + 0,074
o
s (p=0.011), t (p=0.022) |y
HEMBRA = =
M 2,318 * 0,308 g 6,040 * 1,232 S 1,463 £ 0,127 1,707 £ 0,124
& || ss (p=0.003), tt (p=0.003) & tt (p=0.002)
TURNOVER DE SEROTONINA HIPOCAMPO VENTRAL |
15 dias de edad & 34 dias de edad & 58 dias de edad & 178 dias de edad
< o —
- o o
control 1,695 + 0,026 g 1,015 + 0,223 g 0,072 £ 0,005 g 1,135 + 0,073
1 1 1
MACHO = = =
M 1,014 £ 0,123 , 1,094 £ 0,077 S 0,092 + 0,009 S 1,382 £ 0,067
s (p=0.013), tt (p=0.008) o o t (p=0.028)
[¥o) o -
control 3,046 * 0,231 3 0,573 + 0,075 S 0,091 + 0,008 3 1,124 + 0,098
o o o
s (p=0.014),t (p=0.019) | T T iy
HEMBRA = =
M 1,853 £ 0,259 1,437 £ 0,287 S 0,114 + 0,008 S 1,277 £ 0,080
& & t (p=0.028)
TURNOVER DE SEROTONINA SEPTUM |
15 dias de edad & 34 dias de edad & 58 dias de edad & 178 dias de edad
control 2,884 + 0,813 , 1,439 + 0,479 ) 0,979 £ 0,093 , 1,142 + 0,037
MACHO
sM 1,988 + 0,448 , 1,699 + 0,386 , 0,932 + 0,057 , 1,105 = 0,057
3 3
control 2,975 + 0,337 g 0,812 * 0,182 , 1,063 + 0,092 = 0,810 * 0,036
o o
L t (p=0.019) L sss (p=0.000)
HEMBRA =
sM 1,090 + 0,057 1,805 + 0,249 g 1,038 + 0,061 0,955 + 0,040
t (p=0.014) s
TURNOVER DE SEROTONINA ESTRIADO |
15 dias de edad & 34 dias de edad & 58 dias de edad & 178 dias de edad
o -
control 1,844 + 0,258 , 1,653 + 0,266 8 0,753 * 0,016 8 1,113 + 0,059
T || s(p=0.012), t (p=0.048) || T ss (p=0.006)
MACHO = =
sM 0,997 + 0,060 , 0,843 + 0,145 , 0,905 + 0,044 § 1,207 + 0,065
tt (p=0.005) s (p=0.030), t (p=0.016) & ss (p=0.006)
— ~ o0
control 2,152 + 0,065 g 1,296 + 0,014 8 0,887 * 0,035 g 1,022 + 0,039
o o o
1 1 1
HEMBRA = = =
sM 1,595 + 0,372 , 2,025 + 0,366 § 0,955 + 0,039 , 1,016 + 0,030
1
o

Tablas 42, 43, 44, 45. Turnover de serotonina en el hipocampo ventral, hipocampo dorsal, septum y estriado.

Los datos estan expresados como media + error estandar de la media.

S

“un ugn
,

indica diferencias significativas (p<0.05, U<0.05) debidas al sexo y al tratamiento respectivamente,
“ss”, “tt” muy significativas (p<0.01, U<0.01), “sss”, “ttt” altamente significativas (p<0.001, U<0.001).
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