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Resumen

La corteza prefrontal (CPF) se ha relacionado fuertemente con conductas complejas como
la flexibilidad, la inhibicion de conductas y la interaccion social. Dichas tareas son posibles
gracias a la flexibilidad dindmica de las interconexiones tanto de la CPF con otras areas,
como dentro de la misma, la cual es llevada a cabo a través de la modulacion de las senales
excitatorias e inhibitorias que generan las dos principales poblaciones neuronales: neuronas
piramidales las cuales son glutamatérgicas y componen el 80% de la poblacion neuronal, e
interneuronas GABAérgicas que componen el 20% restante.

Entre los moduladores de la excitabilidad de la CPF podemos resaltar el papel de la
serotonina la cual regula la neurotransmision excitatoria glutamatérgica reduciendo o
incrementando las corrientes activadas por glutamado principalmente por medio de los
receptores 5-HT o y 5-HT,a, respectivamente. Ademas, durante el desarrollo fetal, la
serotonina juega un importante papel autoregulatorio, ademds de en la neurogénesis,
migracion y maduracion neuronal, por lo cual alteraciones de su concentracion durante ésta
etapa puede derivar en anormalidades de la corteza cerebral, asi como de la conducta, lo
cual es la base teorica del modelo de hiperserotoninemia durante el desarrollo (DHS).

En el presente trabajo se estudid el impacto de alterar los niveles de serotonina de las
madres gestantes en la conducta social y la modulacion de las corrientes activadas por
glutamato de las crias, por medio de la imitacion de una hiperserotoninemia materna al
administrarles un agonista serotoninérgico. De éste modo se encontrd que el tratamiento
administrado provoca cambios permanentes/de larga duracion, los cuales se efectuan
principalmente en la fase gestacional de las crias y no de manera postnatal. Entre dichos
cambios, durante las pruebas conductuales se encontr6 una disminucion de la conducta
social tanto a edad infantil como juvenil. Por otra parte, durante el estudio
electrofisiologico, se notd una reduccion del pico y el estado estacionario de las corrientes
activadas por glutamato en las neuronas piramidales de CPF de las crias. Sugiriendo asi los
resultados mostrados en éste trabajo que la alteracion de los niveles de serotonina maternos
durante el desarrollo son capaces de producir cambios tanto conductuales como

electrofisiologicos en las crias.



1 Introduccion

1.1 Corteza prefrontal

1.1.1 Definicién y generalidades

La region mas anterior del lobulo frontal de los mamiferos es denominada Corteza
Prefrontal (CPF), la cual se caracteriza por ser la parte de la corteza cerebral que recibe mas
proyecciones de nucleo dorso medial del tdlamo (Dalley, Cardinal, & Robbins, 2004;
Fuster, 2008; Miller, 1999; Uylings, Groenewegen, & Kolb, 2003). La CPF es una
coleccion de areas corticales interconectadas, que basandose en estudios de referencia
anatomicos pueden dividirse de manera general en regiones dorsolateral (CPFDL),
ventrolateral (CPFVL), dorsomedial (CPFDM), ventromedial (CPFVM) y orbitofrontal
(COF). Dichas regiones, envian y reciben proyecciones de practicamente todos los sistemas
corticales sensoriales y motores, asi como muchas estructuras subcorticales (Forbes &

Grafman, 2010; Fuster, 2008; Miller & Cohen, 2001; Miller & Wallis, 2013).
Medial Lateral

T\
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m Dorsal Ventral - Orbitofrontal

Figura 1: Corteza Prefrontal. Region mas anterior del lobulo frontal la cual puede
dividirse anatomicamente en regiones dorsolateral (CPFDL), ventrolateral
(CPFVL), dorsomedial (CPFDM), ventromedial (CPFVM) y orbitofrontal (COF).
En la rata la CPF se divide en tres areas principales, la primera que puede delinearse

comprendiendo la corteza ventral orbital (VO) y ventral lateral orbital (VLO). La segunda

es la region lateral que incluye las cortezas insular agranular dorsal y ventral (AID, AIV) y



la corteza lateral orbital (LO). Y finalmente, es la division frontal medial, la cual puede sub-
dividirse en region dorsal, que incluye las cortezas precentral (PrC) y la cingulada anterior
(Cgl); y el componente ventral que incluye las cortezas prelimbica (PrL), infralimbica (IL)
y medial orbital (MO). Aunque no esta clara la funcion de esta subdivision en la rata,
estudios sobre el patrén de proyecciones de la zona PL e IL, infiere que la primera
participaria mas en las funciones limbicas cognitivas (homologas a la CPFDL de primates),
y la segunda controlaria actividades viscerales-autonomas (homologas a la CPF

orbitomedial de primates) (Dalley et al., 2004; Fuster, 2008; Vertes, 2004).

[+ Medial
Ventral

Figura 2: Corteza Prefrontal de Rata. En la rata la CPF se divide en tres dreas
principales: Medial, la cual incluye las cortezas precentral (PrC), cingulada
anterior (Cgl), prelimbica (PrL), infralimbica (IL) y medial orbital (MO),
Ventral, comprendiendo la corteza ventral orbital (VO) y ventral lateral orbital
(VLO); y la region Lateral que incluye las cortezas insular agranular dorsal y
ventral (AID, AIV) y la corteza lateral orbital (LO).

1.1.2 Funcioén y Relacién con la conducta social

La CPF es fuertemente asociada con conductas complejas como la atencion, la inhibicion
de distractores, la evaluacion e interpretacion de informacion dentro del contexto de
experiencias pasadas, almacenamiento de informacion semantica sobre uno mismo y otros,
y la organizacion temporal de las acciones o las conductas, asi como el juicio moral y los
procesos sociales cognitivos (Adolphs, 2003; Forbes & Grafman, 2010; Fuster, 2008;
Miller & Cohen, 2001; Miller & Wallis, 2013)



En particular, la relacion entre la regulacion de la conducta social y la CPF se ha planteado
a partir de multiples estudios de lesion (S. W. Anderson, Bechara, Damasio, Tranel, &
Damasio, 1999; Jenkins et al., 2014; Kolb, 1974; Milne & Grafman, 2001; Schneider &
Koch, 2005; Y. Yang & Raine, 2009). En estos estudios, los pacientes con lesion unilateral
de la COF del lado derecho se ven afectados en la conducta social, la toma de decisiones, el
procesamiento emocional y la personalidad (Y. Yang & Raine, 2009), aquellos con lesion
en la CPFVM tuvieron un pobre desempefio con respecto al grupo control, principalmente
en la tarea de reconocimiento de emociones faciales, de igual modo que en la medicion de
la Teoria de la Mente (ToM), es decir el entendimiento de los pensamientos e intenciones
de los demés. Por su parte, aquellos con lesiéon en la CPFDL también presentan un
desempefio pobre en la medicion de la ToM y la empatia (Jenkins et al., 2014). Ademas,
individuos con lesion en la CPFVM exhibieron una reduccion en la atribucion implicita de
estereotipos comparada con controles normales y aquellos con lesion en la CPFDL (Milne
& Grafman, 2001). De igual manera, en Monos Rhesus, la lesion prefrontal ha mostrado
producir aproximadamente cinco cambios interrelacionados en la conducta social,
incluyendo reducciéon de la agresion y aislamiento social (Deets, Harlow, Singh, &
Blomquist, 1970; Fuster, 2008). Por otro lado, ratas con lesion orbitofrontal mostraron
mayor agresividad en pruebas de agresion macho-macho y agresion inducida por shock
(Kolb, 1974) asi como déficits en conductas sociales y de juego (Kolb, 1974; Uylings et al.,
2003).

Por otra parte, Chad E. Forbes y Jordan Grafman en su revision “The Role of the Human
Prefrontal Cortex in Social Cognition and Moral Judgment” (2010) plantean inicialmente
la vision clésica de la cognicidn social, la cual divide ésta en: (a) procesos implicitos, en
los cuales se ha involucrado principalmente a la amigdala, insula, hipotdlamo, corteza del
cingulo anterior (CCA) y la COF; y (b) procesos explicitos, en gran medida adjudicados a
la CPF. Ante esta vision de la cognicidn social, que maneja como distintos y excluyentes un
proceso del otro, asi como las respectivas regiones del cerebro involucradas, los autores
argumentan que a pesar de que estas regiones se ven generalmente involucradas en los

procesos implicitos o explicitos, estas no lo estdn de manera exclusiva ya que interactian
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en todos los niveles de procesamiento. Por ejemplo, a pesar de que la amigdala y la CCA
son reclutadas generalmente para el procesamiento de procesos cognitivos sociales
implicitos como lo es la activacion de estereotipos, denotan que multiples estudios sugieren
la importancia de la CPFDL para la regulacion o supresion de estos. Lo anterior, debido al
aumento de las demandas de procesamiento de esta region, especificamente a velocidades
implicitas y explicitas de procesamiento, durante la tarea de activacion negativa de
estereotipos en presencia de sefiales contextuales que prioricen diferentes estados
motivacionales o afectivos. Siendo esta clase de hallazgos indicadores de que las regiones
involucradas en procesamientos implicitos y explicitos pueden interactuar a velocidades
rapidas y lentas de procesamiento, y que las caracteristicas de la situacion pueden alterar el
como las redes neuronales involucradas en la cognicion social perciben y reaccionan a

estimulos sociales.
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Figura 3: Conectividad entre regiones criticas para los procesos Implicitos y Explicitos de la cognicion Social. Las
flechas bidireccionales solidas denotan una conectividad neuronal reciproca directa dentro de un sistema de
procesamiento determinado, ya sea explicito o implicito. Las flechas discontinuas bidireccionales representan
conectividad reciproca directa entre dos regiones que suelen participar en procesos implicitos o explicitos. Los circulos
azules denotan regiones neuronales que normalmente estan mas involucrados en el procesamiento cognitivo implicito.
Los circulos rojos denotan regiones neuronales que normalmente estan mds involucrados en el procesamiento cognitivo
explicitos. Sin embargo, estas regiones no estan involucradas exclusivamente en el procesamiento implicito o explicito,
esta conjetura es representada por las tres cajas sombreadas y flecha grande a la derecha. El cuadro mads claro
representa regiones implicadas en gran medida en los procesos implicitos, representadas aqui por la amigdala en aras de
la simplicidad. El cuadro gris oscuro resalta regiones ampliamente involucradas en procesos explicitos. El cuadro medio
sombreado representa regiones reclutados para ambos procesos. (Modificado de Forbes & Grafman, 2010)



De este modo, gracias a la flexibilidad dinamica en los circuitos involucrados tanto en los
procesos explicitos como los implicitos, la CPF guia las conductas a través de la seleccion
de estimulos relevantes, y supresion de aquellos que no lo son, lo cual es llevado a cabo
so6lo mediante la coordinacién de los patrones de distribucion de las fibras aferentes, la

conectividad interna y el destino de las fibras eferentes.

1.1.3 Arquitectura y composicion celular

En la CPF existe una especificidad laminar en el tipo de células y proyecciones, siendo
distribuidas en seis capas que para su estudio se organizan y numeran desde la superficie
externa a la sustancia blanca (Fuster, 2008; Puig, Celada, & Artigas, 2004; Santana Ramos,
2007):

e Capa I (molecular o plexiforme). Estd ocupada por algunas neuronas dispersas,
principalmente gliales, y consiste principalmente de extensiones de dendritas
apicales de las células localizadas mas profundamente en la corteza y por axones
que viajan a través de ésta capa o que forman conexiones en ella.

e Capa II (granular externa). Esta compuesta principalmente por pequenias células
esféricas llamadas células granulares y contiene algunas células piramidales
pequefias que hacen conexion con otras areas corticales del mismo hemisferio.

e Capa III (piramidal externa). De manera predominante contiene células
piramidales pequefias y medianas que establecen conexiones comisurales con el
hemisferio opuesto asi como con cortezas de asociacion dentro del mismo
hemisferio, siendo asi la principal fuente de eferentes corticales (en cortezas de
cinco capas la mayoria de las proyecciones taldmicas son a ésta capa).

e Capa IV (granular interna). Del mismo modo que la capa II, se encuentra
compuesta principalmente de células granulares, pero en este caso son
principalmente interneuronas de circuito local (en cortezas de seis capas es la

principal diana de la informacion sensorial que llega desde el tdlamo).



e Capa V (piramidal interna). Contiene esencialmente células piramidales
tipicamente mayores que las de la capa III. Es la principal fuente de eferentes hacia
gran numero de zonas subcorticales.

e Capa VI (polimérfica o multiforme). Es una capa de neuronas bastante
heterogénea. Se difumina dentro de la sustancia blanca que forma el limite inferior
de la corteza y también es una capa de salida de la corteza. La mayoria de sus

proyecciones son al tdlamo

Ademas, las capas I-1II contienen las dendritas apicales de neuronas que tienen sus somas
en capas V y VI, mientras que estas Ultimas contienen las dendritas basales de neuronas

situadas en capas [l y IV.

Capa | 3
Plexiforme

Capa Il f
Piramidal i
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“Lﬂl"l

Capa IV
Granular®
Interna

Figura 4: Representacion Grdfica de las capas de la CPF

Asi, puede denotarse que la CPF se encuentra poblada principalmente por dos tipos

neuronales, interneuronas, las cuales son principalmente GABAérgicas, representando el
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15-25% de la poblacién total y el control local inhibitorio; y, mayoritariamente, neuronas
piramidales (75-80 % del total), las cuales son glutamatérgicas. En particular, las neuronas
piramidales, morfologicamente estan constituidas por un soma de aproximadamente 25-50
um de didmetro, un conjunto de dendritas basales distribuidas cerca del soma y una
dendrita apical que proyecta hacia las capas superficiales, gracias a la cual tienen la
capacidad de captar sefales excitatorias e inhibitorias a distintos niveles corticales y, una
vez integrada esta informacion, emitir un impulso eléctrico hacia las distintas areas de

proyeccion (Andrade, 2011; Puig et al., 2004; Santana Ramos, 2007).

1.1.4 Modulacion

Como anteriormente se menciono, el control local inhibitorio es mediado a través de células
multipolares de circuito local (interneuronas) que secretan GABA (4cido y-aminobutirico),
un aminoacido considerado el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso
central (SNC). El control inhibitorio juega un papel esencial en el sistema nervioso tanto
previniendo que exista demasiada excitacion como ayudando a coordinar la actividad entre
las neuronas. Estas funciones son llevadas a cabo a través de dos receptores principales,
GABA, y GABAg. El receptor GABA,4 es un receptor ionotropico que abre directamente
un canal a Cl . El receptor GABAGg, por otra parte, es un receptor metabotropico, es decir,
que activa una cascada de segundos mensajeros, la cual frecuentemente activa
indirectamente un canal de K* (Fuster, 2008; Kandel, Schwartz, Jessell, Siegelbaum, &

Hudspeth, 2012).

Por otro lado, las sefiales excitatorias glutamatérgicas representan la inmensa mayoria de
las sinapsis en el cerebro lo cual es patente dado el gran nimero de neuronas piramidales y
la alta concentracion del glutamato a través de todo el sistema nervioso, principalmente en
la CPF. El glutamato deriva directamente de la transaminacion del a-acetoglutarato o de la
glutamina que es sintetizada por las células gliales, por lo cual la interaccion entre las
células gliales y las neuronas excitatorias juega un papel importante en la disponibilidad y

regulacion del glutamato. Tras la despolarizacion de la terminal nerviosa que lo contiene, el



glutamato se libera en la hendidura sindptica en una forma dependiente de calcio,
ejecutando su accion excitatoria a través de dos amplias categorias de receptores: los
receptores ionotrdpicos, los cuales activan directamente a canales i6nicos y los
metabotropicos que se activan de manera indirecta ya que se acoplan con segundos
mensajeros a través de un sistema de proteinas G. Existen tres principales subtipos de
receptores a glutamato ionotropicos: AMPA, Kainato y NMDA, nombrados de acuerdo a
los agonistas sintéticos que los activan (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato,
kainato y N-metil-D-aspartato, respectivamente). Los receptores de tipo AMPA y Kainato
contienen un canal el cual es permeable a Na" y K'. El receptor tipo NMDA contiene un
canal permeable a Ca®", K" y Na', el cual ademas del sitio de union para glutamato tiene
sitios de unién para Zn®', glicina, Mg*" y algunas poliaminas como la espermina y la
espermidina, los cuales regulan el funcionamiento de éste canal de diversas maneras
(Fuster, 2008; Kandel et al., 2012; Mori & Mishina, 1995; Vyklicky et al., 2014; Wollmuth
& Sobolevsky, 2004).

Sin embargo, la diversidad y complejidad de las tareas llevadas a cabo por la CPF no se
debe Gnicamente a sefiales excitatorias e inhibitorias, sino también a la alta sensibilidad que
tiene a su estado neuroquimico, modulado por las entradas ascendentes de grupos
colinérgicos y monoaminergicos del mesencéfalo, incluyendo la acetilcolina (Ach), la
serotonina (5-HT), la dopamina (DA) y la noradrenalina (NA), a través de terminales
originadas en el prosencéfalo basal (BF), el rafe dorsal y medial (NR), el area tegmental
ventral (VTA) y el locus caeruleus (LC), respectivamente (Bruin, Corner, Feenstra, Eden,

& Uylings, 1991; Dembrow & Johnston, 2014; Fuster, 2008; Santana Ramos, 2007).

Dado el papel modulador de los anteriormente citados grupos colinérgicos vy
monoaminergicos, es dificil atribuirles una funcién especifica, sin embargo, se encuentran
implicados en algunas funciones mas que en otras, en virtud de su distribucion en la CPF y
de algunas restricciones relacionadas con el tipo celular, localizacion, concentracion y
conectividad. Por ejemplo, la acetilcolina ha sido implicada principalmente en procesos

relacionados con la atenciéon (Bloem, Poorthuis, & Mansvelder, 2014; Poorthuis et al.,
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2013; Poorthuis & Mansvelder, 2013); la NE se ha vinculado con la memoria operativa, la
concentracion y el estrés, del mismo modo que la DA (Arnsten, 2009; Dash, Moore,
Kobori, & Runyan, 2007; Rossetti & Carboni, 2005; Seamans & Yang, 2004; Z. Zhang,
Cordeiro Matos, Jego, Adamantidis, & Séguéla, 2013), sin embargo, esta tltima también ha
sido encontrada participe en la organizacion y ejecucion de la conducta motora por parte de
la CPF (Sawaguchi, Matsumura, & Kubota, 1986), la conducta dirigida a objetivos
(Hollerman, Tremblay, & Schultz, 2000) y la motivacion y recompensa (Schultz, Dayan, &
Montague, 1997; Schultz, Tremblay, & Hollerman, 2000). Por otra parte, la serotonina se
ha encontrado que desempefia un papel en el control de la cognicion y la memoria (Clarke,
Dalley, Crofts, Robbins, & Roberts, 2004; Clarke, Walker, Dalley, Robbins, & Roberts,
2007; Park et al., 1994), la flexibilidad (Clarke et al., 2005) y el control de impulsos
(Dalley, Theobald, Eagle, Passetti, & Robbins, 2002; Rogers, Blackshaw, et al., 1999;
Rogers, Owen, et al., 1999), ademds de estar implicado en procesos relacionados a la
conducta social (Crockett, Clark, Hauser, & Robbins, 2010; Kiser, Steemers, Branchi, &
Homberg, 2012; Moskowitz, Pinard, Zuroff, Annable, & Young, 2003).

1.2 Serotonina

1.2.1 Generalidades

La serotonina, cuyo nombre quimico es S5-hidroxitriptamina (5-HT), es una indolamina de
amplia distribucion en el cuerpo, principalmente los sistemas, gastrointestinal, respiratorio
y cardiovascular (Fuster, 2008). El cerebro contiene solamente el 1-2%, sin embargo en éste
la 5-HT es practicamente ubicua, regulando desde el control motor (Carey, 2010) hasta la
conducta sexual (Uphouse & Guptarak, 2010), incluyendo el humor (Hensler, 2010), la
conducta social (Duman & Canli, 2010) y la impulsividad (Robbins & Crockett, 2010),
entre otros (Cassel, 2010; M. D. Lee & Clifton, 2010; Lowry & Hale, 2010; McBride,
2010; Sommer, 2010). Sin embargo, la 5-HT no atraviesa la barrera hematoencefalica, por
lo que el cerebro sintetiza la propia a partir del aminoacido triptofano gracias a la accion de

dos enzimas: la triptéfano hidroxilasa (TPH), que forma 5-hidroxitriptofano (5-HTP) a
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partir del triptofano y es responsable del paso limitante de la biosintesis de la 5-HT; y la L-
Aminodcido aromatico descarboxilasa (5-hidroxitriptéfano descarboxilasa, AAAD) que
descarboxila el 5-HTP a 5-HT, reaccion que sucede rapidamente a medida que el precursor
inmediato se encuentra disponible. Tanto el triptéfano como el 5-HTP son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica (Brailowsky, 1995; Brunton, Lazo, & Parker, 2007;

Fuster, 2008; Kandel et al., 2012).

Las neuronas serotoninérgicas se encuentran distribuidas cerca de la linea central del tallo
cerebral a lo largo de toda su extension rostro-caudal en nueve ntcleos principales (Bl a
B9) llamados Nucleos del Rafe (NR). Estos nucleos se agrupan en rostrales y caudales, que
a su vez se sub-dividen en nucleo caudal lineal (CLi), rafé dorsal (DR) y nucleo del rafé
medial (MnR); y nucleo del rafé magnus (RMg), obscurus (ROb) y pallidus (RPa)
respectivamente. A partir de estos nucleos nacen fibras que llegan a practicamente todo el
sistema nervioso (ganglios basales, hipotdlamo, talamo, hipocampo, sistema limbico,
corteza cerebral, cerebelo y médula espinal), siendo los rostrales los que proyectan a
practicamente todo el cerebro, mientras que los caudales envian sus fibras hacia las areas

del tallo cerebral y la médula (Hornung, 2003, 2010).

Figura 5: Sistema Serotoninérgico. Representacion grdfica de la
distribucion de las terminales serotoninérgicas (flechas) a partir de
los nucleos del rafé (6valos rojos) a través del SNC.
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1.2.2 Receptores Serotoninérgicos

Las terminaciones eferentes de los ntcleos del rafé inervan a practicamente todo el cerebro,
donde la serotonina que liberan actia a través de 13 distintos receptores, uno ionotrépico
(5-HT3) y el resto metabotropicos, los cuales pueden agruparse en funcion al tipo de
proteina G a la que se acoplan. Los receptores asociados a Gg/11, los miembros de la familia
5-HT; (5-HT,a, 5-HT,p, 5-HT)¢), relacionadas con la activacion de la fosfolipasa C (PLC)
y una tendencia a despolarizar la membrana celular y/o incrementar la excitabilidad del
compartimento celular en que se encuentran. La Familia de receptores 5-HT; (5-HT 4, 5-
HT,p, 5-HTp, 5-HT g y 5-HT§) y el 5-HTs (tanto 5-HTss como 5-HTsg) se encuentra
acoplada a Gj, cuya activacion lleva a la inhibicion de la adenilato ciclasa y la subsecuente
disminucién del AMP ciclico (¢cAMP) que desemboca en una reduccion de la actividad
neuronal o la hiperpolarizacion de la membrana a través de canales HCN. Los receptores a
5-HT restantes (5-HT4, 5-HT¢ y 5-HT7) se encuentran asociados a proteinas Gg y modulan
de manera positiva la adenilato ciclasa que usualmente resulta en un efecto excitatorio
directo (Barnes & Sharp, 1999; Heine, Ponimaskin, Bickmeyer, & Richter, 2002; Marek,
2010; Mengod, Cortés, Vilar6, & Hoyer, 2010; Nichols & Nichols, 2008; Ponimaskin,
Heine, Zeug, Voyno-Yasenetskaya, & Salonikidis, 2007).

1.3 Modulacién serotoninérgica de la Corteza Prefrontal

De entre los anteriormente citados receptores a serotonina, en la CPF se pueden encontrar
principalmente a tres de ellos: el 5-HTs el 5-HTa y el 5-HTza. El 5-HT3, se expresa
fuertemente en las capas I — III, casi de manera exclusiva en interneuronas GABAérgicas y
mas especificamente en aquellas que expresan colecistoquinina o las proteinas de union a
calcio calbindina y calretinina. El receptor 5-HT s cuya mayor expresion se da en las capas
V y VI, tanto en interneuronas como en neuronas piramidales. Y el receptor 5-HT>a, el cual
se expresa en interneuronas y neuronas piramidales principalmente de las capas [l y V, y
en menor medida en la capa VI. Principalmente en la capa V, pueden encontrarse dos
poblaciones de interneuronas de disparo rapido que expresan paravalbumina y receptores 5-

HT;a 0 5-HT:4, pero no ambos, en una proporcion aproximada al 50%. En esta misma
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capa, alrededor del 60% de las neuronas piramidales expresan a los receptores 5-HT 4 0 5-
HT,a, coexpresando ambos receptores alrededor de un 80% de estas células (Celada, Puig,

& Artigas, 2013; Leiser et al., 2015; Puig et al., 2004; Puig & Gulledge, 2011).

El efecto mas claro de la serotonina en la CPF es una inhibicidon causada por la activacion
del receptor 5-HT) 4 y a su aparente papel dominante en la regulacion de la excitabilidad de
las neuronas piramidales de esta area. La inhibicién causada por el receptor 5-HT 4 se debe
a un aumento en la conductancia de K" y la subsecuente hiperpolarizacion de la membrana
neuronal, la cual es mediada por activacion de canales Kir3.x secundaria a la liberacion de
la subunidad By de la proteina G a que se encuentra unido el receptor (Andrade, 2011;
Celada et al., 2013; Puig, 2011; Puig et al., 2004; Puig & Gulledge, 2011). Ademas, el
receptor 5-HT ;A se encuentra también involucrado en la modulacion de la neurotransmision
excitatoria glutamatérgica dado que su activacion suprime la sefial mediada por AMPA a
través de la inhibicion de CAMKII y reduce las corrientes mediadas por NMDA reduciendo
la estabilidad de los microtubulos y el subsecuente trafico de las subunidades del receptor
NMDA a través de los microtubulos (Cai, Gu, Zhong, Ren, & Yan, 2002; Yuen et al., 2005;
Zhong, Yuen, & Yan, 2008)

Por otro lado, la activacion del receptor 5-HT,4, reduce la conductancia a potasio en reposo
induciendo una lenta despolarizacién de la membrana por un incremento del Ca®"
intracelular (lo cual incrementa las corrientes postsindpticas excitatorias [EPSC’s]). Sin
embargo, la habilidad del receptor 5-HT,5 para despolarizar las neuronas es limitada, v,
normalmente, solo unos cuantos milivolts de despolarizacion son observados, no obstante,
la activacion del receptor 5-HT»4 puede aumentar la generacion de potenciales de accion en
respuesta a otras entradas excitatorias. Ademas de esto, uno de los mecanismos mas
importantes por el cual el receptor 5-HT,, incrementa la excitabilidad de las células
piramidales parece estar mediada por la inhibicién de la corriente de posthiperpolarizacién
(IAHP) normalmente observada después de wuna rafaga de picos. Como la

posthiperpolarizacion (AHP) estd implicada en la determinaciéon de la excitabilidad

neuronal, una inhibicion de este tipo podria contribuir a regular la actividad de los patrones
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de disparo de las neuronas corticales (Andrade, 2011; Celada et al., 2013; Puig, 2011; Puig
et al., 2004; Puig & Gulledge, 2011).

La administracion local en la corteza media prefrontal de DOI (2, 5-dimetoxi-4-yodo-
anfetamina), un agonista parcial de los receptores 5-HT,a/c, provoca un aumento en la
liberacion de 5-HT debido a la activacion de los circuitos CPF-NR, el cual se revierte por
un antagonista AMPA/KA y se reproduce por la perfusién de AMPA. Dicho aumento de 5-
HT producido por DOI también puede revertirse a través de la reduccion de la transmision
glutamatérgica mediante la aplicacién local de agonistas de los receptores metabotropicos
del glutamato (mGIuR) de las familias I1/111, que inhiben presinapticamente la liberacion de
glutamato y posindpticamente la actividad de las neuronas corticales. Asimismo, la
liberacion cortical de 5-HT también aumenta cuando se incrementan las concentraciones
extracelulares de glutamato enddgeno, ya sea bloqueando su recaptacion o incrementando
su liberacion desde terminales taldmicos tras la estimulacion eléctrica del tdlamo. Por otra
parte, la activacion del receptor 5-HT;a,c se opone a la habilidad del receptor 5-HT s para
despolimerizar los microtubulos, sugiriendo que la dindmica microtubular y el transporte de
las subunidades del receptor NMDA por los microtubulos es regulada por los receptores 5-
HT;a y 5-HT,ac de manera opuesta. Estos resultados indican que existe una importante
interaccion entre la activacion de receptores 5-HT,a corticales y la transmision
glutamatergica de la corteza media prefrontal (Martin-Ruiz et al., 2001; Puig et al., 2004;
Yuen, Jiang, Chen, Feng, & Yan, 2008; Zhong et al., 2008).

Sin embargo, estudios in vitro indican que la activacion de los receptores corticales 5-HT4
inducen efectos opuestos en las neuronas piramidales, y se registran tanto despolarizaciones
como hiperpolarizaciones; estas tltimas mediadas, muy probablemente, por la activacion de
receptores 5-HT»a localizados en interneuronas GABAérgicas de disparo rapido, que al
activarse provocan corrientes postsinapticas inhibitorias (IPSC’s). No obstante, la
estimulacion eléctrica de los NR, ejerce una potente supresion predominante de la actividad
de las interneuronas de disparo répido, similar a la observada en neuronas piramidales, la

cual es mediada por el receptor 5-HT ;o (Andrade, 2011; Celada et al., 2013; Leiser et al.,
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2015; Puig, 2011; Puig et al., 2004; Puig & Gulledge, 2011).

En el caso de las interneuronas de disparo lento, éstas posiblemente modulan la actividad
piramidal a través de sus contactos con las dendritas apicales, lo cual, debido a la
localizacion caracteristica de los receptores 5-HTs3 (en un gradiente descendente desde la
capa [ a VI) se sugiere que son la diana del denso plexo de terminales serotoninérgicos que
llegan a las capas superficiales de la corteza. Ademads, tanto en registros de neuronas
gabérgicas corticales como, se ha descrito la presencia de corrientes excitadoras entrantes
de sodio y potasio de elevada amplitud y desensibilizacion rapida concordantes con una

corriente producida por un canal i6nico

Finalmente, tanto por medio de estudios inmunohistoquimicos como electrofisiologicos, se
ha demostrado la coexpresion de los receptores 5-HT;n y 5-HT,a en las neuronas
piramidales de la CPF (Amargés-Bosch et al., 2004; Wedzony, Chocyk, & Mackowiak,
2008), sin embargo, la funcion de ésta coexpresion atn no ha sido dilucidada. Dado que la
mayor expresion del receptor 5-HT,a reside en la dendrita apical (Cornea-Hébert, Riad,
Wu, Singh, & Descarries, 1999; Jakab & Goldman-Rakic, 1998) mientras que la expresion
del receptor 5-HT;s es somatodendritica con un marcado énfasis en el cono axonal
(Azmitia, Gannon, Kheck, & Whitaker-Azmitia, 1996; DeFelipe, Arellano, Gomez,
Azmitia, & Muioz, 2001; Pompeiano, Palacios, & Mengod, 1992; Riad et al., 2000), se ha
sugerido que los axones serotoninérgicos sean capaces de establecer contactos axo-
axonicos con las neuronas piramidales, similar a aquellas establecidas por las interneuronas
GABA¢érgicas de candelabro, lo que podria tener un fuerte impacto en la generacion de los
potenciales de accion. De este modo, los axones serotoninérgicos proximos a las dendritas
apicales podrian modular las entradas glutamatérgicas en las neuronas piramidales,
mientras aquellos proximos a los conos axonales controlarian la probabilidad de producir
un impulso nervioso a través de la activacion de los receptores 5-HT;o (Celada et al.,
2013). Esta teoria sugiere la existencia de distintas poblaciones de neuronas 5-HT en los
NR, cuyos axones pasarian cerca de la dendrita apical o el cono axonal, y generarian

respuestas opuestas en la misma neurona. De hecho, se ha descrito la existencia de dos
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plexos muy densos de axones serotoninérgicos en las capas | y Va de la corteza
somatosensorial, entre ambos, los axones serotoninérgicos se disponen verticalmente,
paralelos a las dendritas apicales enriquecidas en receptores 5-HT,a. A Su vez, se ha
descrito la existencia de axones serotoninéergicos que pasan horizontalmente cerca del cono
axonal de neuronas piramidales, areas ricas en receptores 5-HT;a Y GABAA (Puig et al.,
2004). Otra posibilidad que se sugiere es la de que los receptores 5-HT;a Yy 5-HT2a regulen
de manera cooperativa la manera en que las neuronas piramidales codifiquen las entradas
excitatorias en disparos de potenciales de accion, especificamente modulando el receptor 5-
HT,a la ganancia eléctrica de la neurona por medio del control de la posthiperpolarizacion,
mientras el receptor 5-HT;4 controla el rango de intensidad de las entradas sobre las cuales
la célula codificara las entradas excitatorias en actividad de disparo a través de la

regulacién del potencial de membrana de la célula (Andrade, 2011).
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Figura 6: Regulacion Serotoninérgica de la CPF. Las neuronas piramidales de la corteza prefrontal
proyectan densamente al rafé dorsal y medial, modulando la actividad de las neuronas
serotoninérgicas directa e indirectamente. A su vez, la 5-HT endogena modula la actividad de las
neurnas piramidales a través de la activacion de diferentes receptores, de entre los cuales los
receptores 5-HT 4,y 5-HT,, juegan el papel principal. (Modificado de Celada et al., 2013).
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1.4 Serotonina durante el neurodesarrollo

Por otra parte, previo a su papel como neurotransmisor, la serotonina ejerce un importante
papel durante el neurodesarrollo, inicialmente actuando de manera autoregulatoria,
influenciando el desarrollo de las neuronas serotoninérgicas, y conforme el desarrollo
continua, la serotonina actia en todas las fases subsecuentes: neurogénesis/
neuroproteccion, gliogénesis, migracion celular y finalmente en la diferenciacion y
maduracion (Patricia M. Whitaker-Azmitia, 2010). Dado esto, a pesar de que la supresion
de receptores a 5-HT, o los genes involucrados en el metabolismo de ésta, no produce
anormalidades graves en el desarrollo del cerebro (Gaspar, Cases, & Maroteaux, 2003), la
pérdida o ganancia de las funciones de ciertos receptores a 5-HT en periodos criticos del
desarrollo produce cambios particulares en la formacién de conexiones neurales. Ejemplo
de esto, es la reduccion de la organizacion intercolumnar de las proyecciones axonales
(Miceli et al., 2013), anormalidades en la organizacion laminar y columnar de la corteza
cerebral (Janusonis, Gluncic, & Rakic, 2004) y una disminucién de las agrupaciones tipo
barril de roedores (Cases et al., 1996), ademés de multiples cambios en la conducta (Gaspar
et al., 2003; Insel & Winslow, 1998; Kahne et al., 2002; McNamara, Borella, Bialowas, &
Whitaker-Azmitia, 2008; Oberlander, 2012; Patricia M Whitaker-Azmitia, 2005).

Debido a lo anterior, es predecible la temprana expresion del sistema serotoninérgico en el
cerebro humano, siendo evidentes las neuronas serotoninergicas en el tronco cerebral desde
la semana 5 de gestacion en humanos y el dia 11 de gestacion en roedores (Oca, Gutiérrez,
& Rodriguez, 2013; Patricia M. Whitaker-Azmitia, 2010). Sin embargo, no se han
detectado sitios de biosintesis temprana de serotonina en estructuras embrionarias o
extraembrionarias, lo cual sugiere el origen materno como la principal fuente de serotonina

(Coté et al., 2007).

1.5 Modelo de hiperserotoninemia durante el desarrollo (DHS)

La Doctora Patricia M. Whitaker-Azmitia, por medio de su modelo animal de

hiperserotoninemia durante el desarrollo (DHS) aborda la teoria de la madre como fuente
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de la serotonina en etapas tempranas de la gestacion, aunando el antecedente de que, en esta
misma etapa temprana, no se encuentra completamente formada la Dbarrera
hematoencefalica, lo cual permitiria a la serotonina entrar al cerebro del feto en desarrollo y
causar una pérdida de terminales serotoninérgicas (Patricia M Whitaker-Azmitia, 2005).
Dicha pérdida siendo postulada a través de una retroalimentacion negativa mediada
principalmente por el receptor 5-HTjs (Oca et al., 2013; Patricia M Whitaker-Azmitia,
2005; Patricia M. Whitaker-Azmitia, 2010). Para el desarrollo de éste modelo, con base a
trabajos previos (A. V. Shemer, Azmitia, & Whitaker-Azmitia, 1991; A. Shemer, Whitaker-
Azmitia, & Azmitia, 1988; P. M. Whitaker-Azmitia & Azmitia, 1986; P. M. Whitaker-
Azmitia, Lauder, Shemmer, & Azmitia, 1987), la doctora Whitaker-Azmitia administra a
las madres gestantes 1 mg por kilogramo de peso de 5-Metoxitriptamina (5-MT), un
agonista serotoninérgico, desde la fecha en que son identificables las primeras neuronas
serotoninérgicas (dia gestacional 12) hasta el nacimiento de las crias y una dosis igual a las
crias desde la fecha de su nacimiento hasta el dia postnatal 20, un dia antes del destete

(Kahne et al., 2002).

Estrés
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® A des en (

Figura 7: Base Teorica del Modelo DHS. Distintos factores como el estrés, la cocaina y
algunos farmacos pueden aumentar la concentracion de serotonina materna, lo cual,
debido a que la barrera hematoencefalica del feto se encuentra inmadura, es capaz de
provocar diversas alteraciones en el neurodesarrollo del feto, la concentracion de algunos
péptidos y posteriormente cambios en su conducta.
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De tal modo, bajo el tratamiento anteriormente descrito, las crias desarrollan una serie de
anormalidades sociales, conductuales y en péptidos, entre las que se puede destacar un
incremento a nivel de amigdala del péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) y una disminucion en la oxitocina (OT) en el nucleo paraventricular del
hipotdlamo (Patricia M Whitaker-Azmitia, 2005). De igual modo, se ha descrito
hipersensibilidad a estimulos auditivos o tactiles, disminucion de la alternacion en la prueba
de alternacion espontdnea y disminucion en las vocalizaciones inducidas por separacion de
las madres al ser removidas éstas (Kahne et al., 2002). Asi como presentar una menor
interaccion social basada en el olfato, pasar menor tiempo con la madre durante la fase
activa y tener un menor apego a la madre en la prueba de regreso a la madre (McNamara et

al., 2008).

Cabe resaltar, que dada la similitud entre las alteraciones presentes en el modelo DHS y
aquellas presentadas en el Autismo, ademas de la fuerte participacion del sistema
serotoninérgico en origen de las alteraciones, se ha postulado éste como modelo para dicho
trastorno del desarrollo (Kahne et al., 2002). La hipoétesis de relacionar un trastorno en los
niveles de serotonina con el Autismo surge debido a que la presencia de hiperserotoninemia
en los pacientes con dicho trastorno es considerado el dato mas ampliamente replicado
desde que lo reportaran Schain RJ y Freedman DX (1961), presentandose en
aproximadamente una tercera parte de los pacientes (G. M. Anderson et al., 1987; Mulder,
2006). No obstante, aunque importante la teoria serotoninérgica, la genética juega un papel
primordial en la etiologia del autismo, como demostraron inicialmente Folstein y Rutter en
sus estudios gemelares (Folstein & Rutter, 1977), el cual fue seguido por multiples
hallazgos que suman a la fecha méas de 100 genes relacionados con dicho trastorno (De
Rubeis et al., 2014; Sanders et al., 2012). Ademas, otras alteraciones, como la disminucién
de Oxitocina, han sido postuladas (J. J. Green & Hollander, 2010; L. Green et al., 2001;
LoParo & Waldman, 2015; Modahl et al., 1998), esto debido a la influencia de dicha
hormona en la regulacion de la conducta social y a que la administracion de esta hormona
ha demostrado reducir sintomas del autismo como las conductas repetitivas (Hollander et

al., 2003) y el bajo aprendizaje social (Gordon et al., 2013).
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2 Justificacion

La corteza prefrontal (CPF) se ha relacionado fuertemente con conductas complejas como
la flexibilidad, la inhibicion y la interaccion social, mismas que se ven afectados ante una
alteracion en el sistema serotoninérgico (Gaspar et al., 2003; Kahne et al., 2002), lo cual

denota la particular importancia de dicho sistema en el correcto funcionamiento de la CPF.

La serotonina ejerce un papel modulador de la excitabilidad de las neuronas piramidales de
la CPF principalmente a través de los receptores 5-HT A y 5-HT»4, cuya activacion provoca
respuestas antagonicas entre ellas (Cai et al., 2002; Martin-Ruiz et al., 2001; Yuen et al.,
2005, 2008; Zhong et al., 2008). Sin embargo, previo a su papel como neurotransmisor, la
serotonina ejerce un importante papel autoregulatorio durante el neurodesarrollo, ejerciendo
una reduccion en el crecimiento de las terminales serotoninérgicas y el nimero de
receptores ante un incremento en la concentracion de serotonina (P. M. Whitaker-Azmitia
& Azmitia, 1986; P. M. Whitaker-Azmitia et al., 1987). Lo anterior, deriva en
anormalidades en la organizacion laminar, columnar e intercolumnar de la corteza cerebral
(Janusonis et al., 2004; Miceli et al., 2013), asi como cambios en la conducta (Kahne et al.,
2002; Patricia M Whitaker-Azmitia, 2005). Dado ésto, es posible conjeturar que ésta misma
autoregulacion del sistema serotoninérgico durante el desarrollo sea capaz de generar

cambios en la modulacion de la neurotransmision excitatoria glutamatérgica.

De esta manera, el estudio de la influencia que ejerce una hiperserotoninemia en las madres
gestantes sobre la conducta y modulacién serotoninérgica de areas como la CPF en las
crias, nos ayudard a comprender de mejor manera, tanto los procesos subyacentes en la
regulacion de la excitabilidad de las neuronas piramidales de esta area, como la repercusion
de los cambios en la quimica interna de las madres durante la gestacion sobre el desarrollo
de las crias, lo cual puede tener trascendencia en trastornos del desarrollo como el autismo

que ha sido fuertemente relacionado con alteraciones en el sistema serotoninérgico.
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3 Hipoétesis

Una hiperserotoninemia materna durante el desarrollo produce cambios conductuales y
neuromodulatorios mediados por serotonina sobre las corrientes activadas por glutamato en

neuronas piramidales agudamente disociadas de corteza prefrontal de las crias.
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4 Objetivos

4.1 General

Estudiar los cambios producidos por una hiperserotoninemia materna en la respuesta
moduladora de serotonina sobre las corrientes de Glutamato de neuronas piramidales de la

capa 5 y 6 de corteza prefrontal de rata.

4.2 Particulares

1. Desarrollar el modelo de Hiperserotoninemia materna por administracion s.c. de 5-
MT en rata.

2. Evaluar conductualmente a los crios de ratas tratadas con hiperserotoninemia
materna.

Pruebas conductuales:
e Interaccion Social
e Regreso a la madre

3. Inducir corrientes ionicas activadas por Glutamato en neuronas piramidales
agudamente disociadas de la capa 5-6 de corteza prefrontal de rata.

e (Caracterizar pico, estado estacionario, relacion EE/P y constante de
tiempo de desensibilizacion (tau).
e Constante de tiempo de recuperacion (tau rec).

4. Evaluar el efecto modulatorio de la Serotonina sobre las corrientes idnicas activadas
por Glutamato en neuronas piramidales agudamente disociadas de la capa 5-6 de
corteza prefrontal de rata.

e (aracterizar pico, estado estacionario, relacion EE/P y constante de
tiempo de desensibilizacion (tau).
e (Constante de tiempo de recuperacion (tau rec).

e Efecto modulatorio de la Serotonina sobre la corriente.
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5 Metodologia

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999). La creacion del
modelo se realizé en ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley con diagnostico de segundo
parto, procedentes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Auténoma de

Puebla. Posteriormente, los experimentos se realizaron en las crias macho resultantes.

5.1 Modelo de hiperserotoninémia del desarrollo (DHS)

El protocolo de obtencion del modelo de hiperserotoninémia del desarrollo descrito
inicialmente por Patricia M Whitaker-Azmitia (A. V. Shemer et al., 1991; Patricia M
Whitaker-Azmitia, 2005; McNamara et al., 2008) y mas tarde replicado (Cannizzaro et al.,

2007; Martin et al., 2012), Se describe a continuacion con algunas modificaciones.

5.1.1 Eleccioén de la droga

Se eligid la 5-metoxitriptamina (5-MT) por su relativamente alta potencia en todos los
receptores a serotonina probados, aproximadamente 1/10 la potencia de la serotonina. La
adicion de un grupo metoxi, en lugar del hidroxilo de la serotonina, hace que la molécula
sea mas estable en solucion a pH neutro y reduce la sensibilidad a la luz. A pesar de que es
metabolizada por tanto por la monoaminoxidasas A como la B, es un sustrato relativamente
mas pobre que la serotonina, por lo cual se puede esperar que la vida media de la inyeccion

sea un poco mas largo.

5.1.2 Dosis

La dosis usada en este modelo no causa ningun signo del sindrome serotoninérgico clasico
en los animales, pero en los dias finales de inyeccion a las madres se puede encontrar un

poco de edema en las patas. La bibliografia ha citado esta dosis y ha encontrado efectos
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significativos en el desarrollo de las terminales serotoninérgicas(Lauder, Liu, & Grayson,
2000; A. V. Shemer et al., 1991; P. M. Whitaker-Azmitia et al., 1987). Se ha reportado
generalmente que la hiperserotoninemia del autismo es de un 50% de incremento en los
niveles de serotonina en suero, o alrededor de 100ng/ml de suero. Asumiendo una
distribucion en el agua total del cuerpo, y su relativamente baja potencia comparada con la
serotonina, los niveles de 5-MT de la rata deben entonces aproximar a los cambios

observados en el autismo.

5.1.3 Inyeccioén

Para crear el modelo de hiperserotoninémia del desarrollo (DHS), comenzando en el dia
gestacional (GD) 11 (un dia antes del momento en que las neuronas serotoninérgicas son
identificadas) (Patricia M. Whitaker-Azmitia, 2010) y hasta el parto, cuatro hembras
prefiadas fueron inyectadas de manera subcutdnea con el agonista no especifico de la
serotonina 5-MT (SIGMA-Aldrich Company) a una dosis de (1.0 mg/Kg) que se aproxima
a replicar el 50% de incremento de serotonina en sangre de los pacientes autistas y se ha
encontrado que inhibe el crecimiento de las terminales serotoninérgicas produciendo un
déficit de comportamiento(A. V. Shemer et al., 1991). Un segundo grupo de cuatro hembras
se inyectaron de manera similar con un volumen equivalente de solucion salina a modo de
descartar la influencia de la inyeccion por si misma en los subsecuentes analisis. Por
ultimo, un grupo mas de cuatro hembras fueron inyectadas siguiendo el modelo original del
modelo DHS, es decir, del GD 11 al dia de parto con 5-MT a una dosis de 1.0 mg/Kg y mas
tarde a las cria desde el dia post-natal 0 (PND 0), el dia de nacimiento, hasta el dia antes del

destete (PND 21) con la misma dosis (1.0 mg/Kg).

Todas las inyecciones se realizaron a una misma hora y siguiendo una metodologia de

doble ciego.

Los efectos del agonista se confirmaron conductualmente de acuerdo al modelo propuesto

de hiperserotoninemia durante el desarrollo y los efectos compatibles con la ya publicado.
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5.2 Pruebas de comportamiento

Todas las pruebas se realizaron en el horario de 6 - 9 pm durante la primera mitad de la fase
nocturna de las ratas. Los comportamientos que tienen lugar en la caja de origen se
probaron en una caja de 470 mm x 290 mm x 190 mm de acrilico; los comportamientos que
utilizan un “campo abierto” fueron probados en un equipo de 60cm x 60cm de madera. El
dia previo a las pruebas en “campo abierto” los animales se manipularon y habituaron de

manera individual al “campo abierto” durante 10 minutos.

5.2.1 Regreso a la madre

En el dia post-natal 17 (PND 17), la camada se coloco individualmente en una caja con un
muro opaco situado a la mitad del lado més largo. La madre se situd en un lado y las crias
en el lado opuesto del muro. El muro cuenta con un orificio de 2.5 cm por 2.5 cm a nivel
del suelo, a través del cual pueden pasar la cria pero no la madre. Se le dio a las crias un
total de 10 minutos (600s) para cruzar de regreso con la madre. Se defini6 como “regreso a
la madre” cuando las patas traseras de la cria hubiesen cruzado a la apertura hacia el lado
en que se encuentra la madre (BlaZzevi¢, Dolenec, & Hranilovi¢, 2011; McNamara et al.,

2008).

5.2.2 Interaccion Social

En el dia post-natal 35 (PND 35), las ratas fueron removidas de manera individual de su
caja de origen y colocadas en un “campo abierto” por pares de mismo sexo pero
completamente desconocidos el uno para el otro, siendo colocados en esquinas opuestas.
Las ratas fueron alternadas a modo de que nunca se ocup6 la misma para pruebas seguidas.
El ntimero total y duracion de olfateos ano-genitales, olfateo del cuerpo, monta no olfatoria
(definida por tener al menos dos de las patas en la rata extrafia sin movimiento de los
bigotes o la nariz), comportamientos de aseo y juego fueron grabados. Entre cada prueba, el
campo abierto se limpi6é con alcohol al 70%, agua destilada y dejado secar (Bolivar,
Walters, & Phoenix, 2007; P. R. Lee, Brady, Shapiro, Dorsa, & Koenig, 2005; Silverman,
Yang, Lord, & Crawley, 2010; M. Yang, Clarke, & Crawley, 2009).
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Las modificaciones realizadas al protocolo de obtencion del modelo de hiperserotoninémia
fueron: se comenzd la administracion un dia antes del momento en que las neuronas
serotoninérgicas son identificadas, en vez de en el mismo dia; y se elimin6 la serie de
inyecciones realizadas a la cria desde el dia post-natal 0 (PND 0), el dia de nacimiento,
hasta el dia antes del destete (PND 20) debido a que éste estudio se enfoca especificamente
en los cambios en el sistema serotoninérgico que puedan ser producidos por una

hiperserotoninémia materna.

5.3 Disociacién Aguda

El protocolo de disociacion empleado ya ha sido previamente descrito por (Bargas, Howe,
Eberwine, Cao, & Surmeier, 1994; Surmeier, Song, & Yan, 1996; Flores-Hernandez et al.,

2000, 2002) el cual se describe a continuacion con algunas modificaciones:

Las ratas son anestesiadas con halotano y decapitadas, los cerebros se disecan rapidamente
y se colocaron en solucion fria de isetionato con bajo calcio (en mM): 140 isetionato de
sodio, 2 KCl, 2 MgCl,, 0.1 CaCl,, 23 glucosa, 15 HEPES, pH = 7.4, 300-310 mOsm/L y
suplementada con (en mM): 1 4cido piruvico, 0.005 glutation, 0.1 NG-nitro-L-arginina, 1
acido kinurénico, y gaseada con O,. Posteriormente se obtiene rebanadas sagitales de 350
pum con ayuda de un vibratomo (Campden) mientras estdn sumergidas en la misma
solucion. De las rebanadas obtenidas, se diseccionan las capas V-VI de la corteza prefrontal

tal como se muestra en la Figura 8.

Posteriormente las rebanadas disecada se mantienen entre 45 a 90 minutos a temperatura de
30° C en una solucién salina balanceada de Earle (EBSS, SIGMA) amortiguada con
bicarbonato de sodio (NaHCOs) suplementada con (en mM): 1 acido piravico, 0.005
glutation, 0.1 N -nitro-L-arginina, 1 acido kinurénico; burbujeada con 95% O,/ 5% CO,,

pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300-310 mOsm/L.
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Figure 9

Interaural 11.70 mm Bregma 2.70 mm

Figura 8: Corte sagital de cerebro de rata (Paxinos & Watson, 1998) donde se resalta el drea
correspondiente a la corteza prefrontal seiialando el lugar donde se hara el corte para la obtencion de las
capas Vy VI

Después de al menos 45 minutos de incubacion se toma una rebanada de corteza prefrontal
para su tratamiento enzimatico, el cual se realiza en una camara de cultivo de 40 ml con
solucion salina balanceada de Hanks (HBSS, SIGMA) amortiguada con HEPES burbujeada
con O, conteniendo 0.5 mg/ml de papaina (Calbiochem) a 33°C + 1, durante 10 minutos y
suplementada con (en mM): 1 acido piravico, 0.005 glutation, 0.1 N¢ —nitro-L-arginina, 1

acido kinurénico.

Transcurrido el tiempo de la digestion enzimatica, el tejido es lavado con la solucion de
isetionato y posteriormente disociado mecanicamente con pipetas Pasteur de diferentes
calibres (pulidas al fuego). La suspension de células se siembra en cajas Petri de 35 mm
(Nunclon Surface, NUNC) montadas en el microscopio de registro. Después de 10 minutos
de incubacion la suspension es lavada con una solucion de fondo (en mM): 140 NaCl, 23
Glucosa, 15 HEPES, 2 KCl, 2 MgCl,, 1 CaCl, y 1% rojo fenol, burbujeada con O,, pH =
7.4 ajustado con NaOH, 300-310 mOsm/L; para su posterior registro por medio de la

técnica de fijacion de voltaje.

Las modificaciones realizadas al protocolo de disociacion fueron: los cortes cerebrales son

sagitales y no coronales, también hubo cambios en el tratamiento enzimatico, se realizaron
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pruebas en cuanto al tiempo, cantidad y tipo de enzima, obteniendo que la papaina a una
concentracion de 0.5 mg/ml durante 10 min., a 33°C + 1, presenta menor dafio en la

estructura celular.

Estas pruebas se realizaron de forma cualitativa y permitieron la obtencion de células

disociadas de mejor viabilidad.

5.4 Técnica célula completa en protocolos de fijaciéon de voltaje

(Whole—cell recordings).

Se emplea la técnica de célula completa con fijacion de voltaje (Bargas et al., 1994). Los
electrodos de registro seran estirados de tubos capilares de borosilicato tipo Corning 8250
(WPI 1B120F4, Sarasota FL) utlizando un Micropipette Puller Modelo p-97, (Sutter

Instrument Co).

La solucion interna para registro de corrientes de Glutamato se encuentra compuesta de (en
mM): 175 N-metil-D-glutamina (NMDG), 40 HEPES, 2 MgCl,, 10 écido etilen glicol-bis
(B-aminoetil éter) -N, N, N’, N’-tetraacético (EGTA), 12 fosfocreatina, 3 Na,ATP, 0.35
Na3;GTP, 0.1 leupeptina, pH = 7.3 con H,SOy4, 265 — 270 mOsm/L.

La solucién externa compuesta de (en mM): 127 NaCl, 20 CsCl, 5 BaCl,, 2 CaCl,, 12
glucosa, 10 HEPES, pH = 7.3 con NaOH, 300-305 mOsm/L.

Los registros se obtuvieron con un amplificador para fijacion de voltaje “voltage clamp”
Axopatch 1-D (Axon Instruments, Foster City, CA) y controlado con el programa pClamp
Version 10 (Axon Instruments, Foster City, CA) ejecutdndose en una computadora tipo

Pentium con una interfase tipo Digidata 1322A (Axon Instruments, Foster City, CA).
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La resistencia de los electrodos es tipicamente de 6-10 MQ en el bafio. Después de la
ruptura del sello, la resistencia serial es menor a 25 MQ. Cuando el cambio de la resistencia
serial es mayor al 50% el experimento es suspendido. El potencial de membrana se

mantiene en -80mV mientras no hay protocolo activo.

Para su registro, se diseco la capa V-VI, como anteriormente se menciono, eligiéndose para
su registro las neuronas piramidales de mayor capacitancia, la menor longitud y nimero de
dendritas, y que mantuviera sus caracteristicas morfologicas (forma de pirdmide o pera y

dendrita apical visible).

5.5 Aplicacion de farmacos

Para inducir la corriente activada por ligando, este es aplicado a través de un sistema de dos
capilares con un angulo de 45° entre ellos y una distancia de 200 a 600 um de la célula a
registrar. Un capilar lleva la solucioén externa (control) y el otro lleva esta misma mas el
ligando a utilizar. El intercambio de solucion se realizd por la apertura de valvulas
solenoides 98302-00 (Cole-Parmer) comandadas por la salida digital del sistema Digidata

1322A, y un aparato de control fabricado en el laboratorio.

La célula es bafiada por la solucion del primer capilar con la solucién externa o control,
después del cambio, la célula se bafia por la solucion del segundo capilar conteniendo el
ligando a probar durante 2s a 6s, seglin el protocolo empleado para posteriormente regresar
a la solucion control. El tiempo en que el electrodo detecta el cambio de las condiciones

ionicas entre una solucion y otra es de 6ms.
Las farmacos son preparados como soluciones concentradas en agua desionizada de al

menos 1000 veces la concentracion final a utilizar. Los ligandos utilizados son Glutamato

100 uM y Serotonina 40 uM (SIGMA-Aldrich Company).
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5.6 Protocolos electrofisiolégicos.

Los protocolos empleados para el registro electrofisioldgico seran:
Rampa (-100 mV a +40 mV) con una duracion de 200 ms para generar las corrientes de
Na'y Ca*".

+40mV

-80mV

-100mV

Aplicacion de Glutamato, el potencial de mantenimiento es de — 80 mV durante 6s de los

cuales 3s son para la aplicacion de Glutamato.

Glutamato

Glut -80mV | | 3s

Recuperacion Glutamato. Se determina la constante de tiempo (Tau) en que la corriente
activada por Glutamato puede ser recuperada al 100 % después de una aplicacion inicial. El
periodo de tiempo entre aplicaciones del agonista es de 40s. Y el periodo de tiempo entre la
aplicacion primera y segunda aplicacion se va incrementando con un delta de tiempo de

750 ms. El potencial de mantenimiento es de — 80 mV.

Glutamato Glutamato
Glut -80mV 3s 3s
At
Glut 750ms

30



5.7 Analisis estadistico.

Los valores en tablas, graficas o texto, representan el valor de la media de los resultados
obtenidos + su error estandar de la media (ESM). Los ajustes y graficas son realizados en
el programa Origin 10 (Microcal Software Inc., Northampton, MA En el andlisis
estadistico, los datos fueron analizados primero con una prueba Shapiro (p<0.05) para
determinar el comportamiento de una distribucion normal. Las diferencias entre las medias
de grupos experimentales son analizadas mediante una ANOVA de una via con una
postprueba de Bonferroni, p < 0.05. En datos que no mostraron una distribucién normal se

empled la ANOVA de Kruskall-Wallis.

Para el analisis de la contante de tiempo de recuperacion de la corriente activada por
Glutamato, se empled un ajuste logistico de exponencial de decaimiento con el programa de
Origin.10 La férmula que se utilizara para este ajuste es la siguiente:
uil
y=A>exp "
Donde:
A =100 % de la respuesta
T = Valor del tiempo

T=Valordet
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6 Diagrama de Trabajo

6.1 Modelo de hiperserotoninémia del desarrollo (DHS)

Ratas Hembra Sprague-
Dawley de segundo parto con
fecha de diagnostico de
gestacion de 0 a 5 dias de

diagnostico.
\ /
Doble ciego Modelo Original
Marcaje e Inyeccion de 5-MT s.c. Marcaje e Inyeccion de 5-MT s.c.
dosis 1 mg/kg/dia. Desde GD 11 hasta dosis 1 mg/kg/dia. Desde el GD 11
PNO. hasta el PN 21.
A4

Dia PNI17: Prueba conductual
“Regreso a la Madre” (10min)

Dia PN35: Evaluaciéon de
Interaccién Social en campo
abierto (10 min).
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6.2 Disociacion de Neuronas

Anestesiadas con  Halotano y
decapitadas

A4

ﬂiortes Coronales de 350 pum, se diseca m

Corteza Prefrontal

\_

v

Tratamiento enzimatico con papaina Las rebanadas son mantenidas en la
(0.5 mg/ml) a 32°C en solucion HBSS solucion  EBSS  (burbujeada 5%
(burbujeada con O,) durante 20 min. C0,/95% 0O,), 30°C a durante 45 min.

Disociacion mecanica de las rebanas Fijaci(’)n de

empleando la solucion de isetionato neuronas
(burbujeada con O,). ij (10 min)

Registro  electrofisiolégico de las
Analisis de Resultados neuronas disociadas por la técnica de
fijacion de voltaje

7

Conclusiones

33



7 Resultados

Tras el nacimiento de las crias de las madres administradas, éstas fueron clasificadas en 3
grupos distintos los cuales al revelarse el doble ciego se denominaron con la siguiente
nomenclatura la cual se utilizard durante el resto del presente trabajo:
e 5-MT Gest: Crias de ratas tratadas bajo el tratamiento de 5-MT (Img/Kg) del GD11
hasta su nacimiento.
e Sol. Salina: Crias de ratas tratadas con solucién salina del GDI1 hasta su
nacimiento.

e 5-MT Pre-Post Natal: Crias bajo el tratamiento original del modelo DHS.

7.1 Pruebas de Comportamiento

7.1.1 Regreso a la Madre

Las crias de ambos grupos tratados con 5-MT (5-MT Gest, n = 11; 5-MT Pre-Post Natal, n
= 13) mostraron un mayor tiempo para cruzar a la misma cdmara en que se encuentra la
madre tras la separacion (5-MT Gest, 01:47.64 + 00:22.68 min; 5-MT Pre-Post Natal,
01:56.54 + 00:24.01 min) con respecto a los controles tratados con solucién salina
(01:06.67 = 00:14.80 min, n = 6). Sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente

significativa para ninguno de los grupos. F(2, 27) = 1.01688, p = 0.37516 (Grafico 1).
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B 5-MT Gest
Bl so!.5alina
] 5-MT Pre-Post Natal

02:30.00 Regreso a la Madre

02:00.00

01:30.00

01:00.00

Tiempo (min)

00:30.00

00:00.00 -

Grdfico 1: Prueba de regreso a la madre PNDI17 (5-MT Gest, n=11; Sol.
Salina, n=6; 5-MT Pre-Post Natal, n=13). Las crias de ambos grupos
tratados con 5-MT muestran una tendencia a tardar mas tiempo para entrar
a la misma seccion que la madre, sin embargo ésta no es estadisticamente
significativa.

7.1.2 Interaccion Social

Durante la prueba de Interaccion Social se muestra de igual manera una tendencia no
estadisticamente significativa por parte de las crias de las madres administradas con 5-MT
(5-MT Gest, n = 8; 5-MT Pre-Post Natal, n = §) a invertir menor tiempo en la interaccion
social (5-MT Gest, 01:21.50 £+ 00:17.44 min; 5-MT Pre-Post Natal, 01:49.88 + 00:18.10
min) con respecto a aquellas administradas con solucion salina (Sol. Salina, 02:10.00 +
00:11.04 min, n = 5) F(2, 18) = 2.10776, p = 0.1505, asi como el nimero de interacciones
(5-MT Gest, n=11; Sol. Salina, n=6; 5-MT Pre-Post Natal, n=13), F(2, 18) = 2.726, p =
0.09243. Esta tendencia se muestra principalmente acentuada en el grupo 5-MT Gest el
cual present6 el menor tiempo y nimero de interacciones en la suma de los promedios de
las 5 conductas sociales consideradas (Olfateo Anogenital, Olfateo corporal, monta no
reproductiva, ased mutuo y juego). De igual modo, presento reduccion en la comparativa de
tiempo empleado en el olfateo anogenital (14.25 + 04.89 seg), y corporal (35.13 + 09.23

seg) de la rata extraia comparada con el grupo administrado con solucién salina (40.20 +
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07.17 seg y 70.40 £ 07.41 seg, respectivamente), asi como el niumero de olfateos
anogenitales (5-MT Gest, 2.75 = 0.94; Sol. Salina, 6.2 + 0.42), casos particulares mostrados
en los Grafico 2¢, Grafico 2d, y Grafico 2e, los cuales son estadisticamente significativos
(tiempo de olfateo anogenital, F[2, 18] = 6.08275, p = 0.00959; tiempo de olfateo corporal,
F[2,18] = 4.47643, p = 0.02642; nimero de olfateos anogenitales F[2, 18] = 4.41018, p =
0.02762).

Tabla 1: Resultados de las pruebas de conducta

Grupo "
Conducta ANOVA Probabilidad
5-MT Gest Sol.Salina 5-MT Pre-Post Natal
RegresoalaMadre | 41,76 4+ 00227 | 01067 + 001148 | 01565 + 00240 1.01688 037516
(min:seg)
Total deInteraccion | 1515 4 00474 | 02100 + 001410 | 01499 + o00:18.1 210776 0.1505
Social (min:seg)
Total de Interaccion
Social (Cantied) 1M+ 257 | 202 + 438 | 14875 & 217 2726 0.09243
Olfateo Anogenital | 145 4 00.049 | 00:402 + 00:07.2 | 00:33.3 + 00:05.8 | 6.08275 0.00959
(min:seg)
Olfateo Anogenital | 575, o4 | 62 + o042 | 4875 + 084 441018 0.02762
(Cantidad)
Offateo Corporal | 40451 4+ 00:09.2 | 01:10.4 + 00:07.4 | 00:525 + 00:07.5 | 4.47643 0.02642
(min:seg)
Ofateo Corporal 5 132 92 + 147 | 9125 : 163 3.05637 0.07198
(Cantidad)
Monta no Reproductiva | ,.539 4 00018 | 00058 + 00044 | 00013 + 00013 287212 | 55786
(min:seg) (Kruskal-Wallis)
Monta no Reproductiva 3.87511
(Cantand) 1125 + 047 18 & 124 | 0125 & 013 [ LN ] 014408
. 0.57484
Aseo Mutuo (min:seg) | 00:09.0 + 00.067 | 00:084 + 00043 | 00059 + 00:02.8 | 07502
(Kruskal-Wallis)
4 0.24165
AseoMutuo (Cantidad)| 1+ 053 12+ os2 | oe2s x 028 [, Ll | 088619
Juego (minseg) | 001193 + 00:07.0 | 00052 + 00026 | 00170 + 00106 | 073412 0.49376
, 0.91853
Juego (Cantidad) 275 £ 149 06 + 027 2+ 125 |y camaiin| 063178
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Interaccién Social

Interaccién Social
02118+ T -
02:01
8 204
01:44 4 s
_ 8
= 01:26 o
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o 01:094 =
£ s 10
D 052 4 e
2 oosz ]
E
00:35 - E
00:17 o
00:00 - 0-
Bl 5-MT Gest
c) Il sol.Salina
[ 15-MT Pre-Post Natal
Olfateo Corporal
. 01:26 4
00:52 - T — —
| — -
00:43 01:08 1
. T 00:52
= c
£ E
— o
o [=8
a E 00:35
E o
g F
=
00:17 4
00:00 -
B 5-MT Gest
e) Bl sol-salina

[ 15-MT Pre-Post Natal

Olfateo Anogenital

7. .
[ ——]

Numero de Interacciones

Grdfico 2: Resultados de la prueba de Interaccion Social el PND35 (5-MT Gest, n=8; Sol. Salina, n=35; 5-
MT Pre-Post Natal, n=38).a) Tiempo total empleado en las 5 conductas sociales consideradas en que se
presenta una tendencia a invertir menor tiempo en la interaccion social, principalmente por parte del grupo
5-MT Gest. b) Promedio de la suma total de interacciones sociales durante los 10 minutos de duracion de la
prueba. ¢) Tiempo total invertido en la conducta de olfateo anogenital durante los 10 minutos de duracion de
la prueba donde se puede apreciar una reduccion significativa en el tiempo invertido en esta conducta en el
grupo 5-MT Gest con respecto a los otros dos grupos. d) y f) Respectivamente, tiempo total invertido en la
conducta de olfateo corporal y numero de olfateos anogenitales durante los 10 minutos de prueba, mostrando
ambas una diferencia significativa entre el grupo 5-MT Gest y Sol. Salina. (*, p<0.05 en post-prueba
Bonferroni entre grupos)
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7.2 Analisis Electrofisiolégico

Para su registro, se eligieron células piramidales con el tamafio entre ellas lo mas uniforme
posible, la menor longitud y nimero de dendritas, y que mantuviera sus caracteristicas
morfologicas (Figura 9a y Figura 9b), confirmandose su viabilidad a través de un
protocolo de Rampa (-100 mV a +40 mV) con duracién de 200 ms (Figura 9¢) tomandose
en cuenta solo aquellas células que presentaran una resistencia de membrana mayor a 1GQ
y una resistencia de acceso menor a 25 MQ. El area de las células registradas se determind
por su capacitancia, dichas células oscilaron entre 10 y 20 pF no mostrando diferencias

significativas entre los grupos (F[2, 32] = 1.13942, p = 0.33265).

500

| [ ]
I(pA) = 0.804 * V(mV) -38.211(1S)

0
o
5% cm = 18.83 pF
Rm = 1.24 GQ
-1000 2+ —
- Ca* = -822.790
= Ra= 24.4 MQ
= _1500
F]
c
v
‘£ -2000
S
-2500
-3000
-3500
Na' = -3611.522
_400—0100 -80 -60 -40 =20 0 20 40

Voltaje (mV)

Figura 9: Viabilidad de las células. a) y b) Microfotografias de ejemplo de las células agudamente
disociadas utilizadas para el registro de las corrientes de glutamato. ¢) Ejemplo de un trazo representativo
obtenido a partir del analisis del protocolo de Rampa (-100 mV a +40 mV) acompaiiado de los principales
datos que confirman la viabilidad de la célula.
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Durante el andlisis electrofisiologico se encontr6é una reduccion en las corrientes activadas

por glutamato (100 uM) en presencia de 5-HT (40 uM) con respecto a las condiciones

control para los tres grupos analizados, la cual es mostrada en el Grafico 3.

Glutamato

Control

Glutamato

Control

5-MT Gest

Glutamato Glutamato

5-HT

L Lavado

Sol. Salina

Glutamato Glutamato

5-MT Pre-Post Natal

Glutamato Glutamato Glutamato

Control | Lavado

- e an en s e s e e e e > e e wn o e o -

Grdfico 3: Corrientes activadas por glutamato (100
uM). Trazos  representativos  de  corriente
(normalizada)  contra  tiempo  mostrados  en
condiciones control, en presencia de 5-HT (40 uM) y
tras el lavado para cada uno de los grupos. Marca de
escala: 0.1 vs 3000 ms.

Tras el andlisis de las corrientes activadas por glutamato, se estudio el tamafio de la

corriente, la cual se determind a través de la relacion guardada entre el pico y el tamafio de

la célula (densidad de corriente, pA / pF), no encontrandose diferencias significativas entre

los tres grupos tanto bajo condiciones control ( F[2, 32] = 0.59477, p = 0.55851); como en
presencia de 5-HT (F[2, 32] = 0.02372, p = 0.97658) tal y como se muestra en el Grafico

4a. Sin embargo, se aprecio una diferencia al comparar ambas condiciones dentro de cada
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uno de los grupos (Grafico 4b), diferencia la cual es concordante con la encontrada al
analizar la modulacion serotoninérgica del pico de corriente activado por glutamato
(mostrada a continuacién), analisis el cual muestra de manera mas clara y perceptible estos

cambios.

Durante el estudio de la modulacion serotoninérgica de las corrientes activadas por
glutamato, se encontraron diferencias significativas entre los grupos, tanto en el estudio de
la reduccion del pico de la corriente (F[2, 32] = 16.17704, p < 0.001) como para la
reduccion del estado estacionario (F[2, 32] = 17.87971, p < 0.001). Se identificé una
reduccién clara mostrada en los Grafico 5 y Grafico 6, con una diferencia significativa
para el porcentaje de reduccion del pico en las poblaciones 5-MT Gest (n = 10) y 5-MT
Pre-Post Natal (n = 13) en comparacion con la poblacion tratada con solucion salina (n =
12) al realizar la post-prueba de Bonferroni entre pares (p<0.01 y p<0.001
respectivamente). De igual manera, una diferencia altamente significativa fue hallada para
el porcentaje de reduccion del estado estacionario entre las tratadas con 5-MT vy la
poblacion tratada con solucion salina al realizar la misma post-prueba (5-MT Gest,

p<0.001; 5-MT Pre-Post Natal, p<0.001).

B 5-VT Gest

Bl Sol.Salina b)

] 5-MT Pre-Post Natal T

Densidad de Corriente (pA / pF)
Densidad de Corriente (pA / pF)

Control 5MT Gest Sol.Salina 5.MT Pre-Post Natal

Griafico 4: Densidad de Corriente. a) No se encontraron diferencias significativas para los grupos en la
relacion guardada entre el pico de la corriente y el tamaiio de la célula en ninguna de las dos condiciones
probadas. Sin embargo, se aprecia una diferencia entre las dos condiciones al ser acomodados los mismos
datos de manera comparativa en cada uno de los grupos utilizados como se muestra en b).
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a) —m— 5-MT Gest b Bl 5T Gest

—e— Sol.Salina Salina
|4 5-MT Pre-Post Natal -MT Pre-Post Natal

Control Lavado

5-HT

Pico de Corriente de Glutamato Normalizado
o
Porcentaje de Reduccion (%)

Tiempo (min)

Grdfico 5: Modulacion serotoninérgica del pico de corriente. a) Cursos temporales de los picos de la
corriente activada por glutamato (100uM) normalizados en los que se observa claramente la diferencia en la
reduccion entre los grupos tratados con 5-MT y el grupo tratado con solucion salina. b) Porcentaje de
reduccion del pico de corriente entre los tres grupos analizados mostrando una diferencia altamente
significativa entre los grupos tratados con 5-MT (5-MT Gest, 31.56 + 3.00 %, 5-MT Pre-Post Natal, 35.93 +
2.99 %) y aquel tratado con solucion salina (16.83 + 1.79 %). (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001 en post-
prueba Bonferroni entre grupos).

—=—5-MT Gest 5-MT Gest
a) —s— Sol.Salina ) Il Sol Salina
—=4— 5-MT Pre-Post Natal ] 5-MT Pre-Post Natal
Control 5HT Lavado

Estado Estacionario
ey

504

.
S
1

094

0.8+ 304

0.7+

4

06 iy ,_‘_J"N-;

204

Estado Estacionario de Corriente
de Glutamato Normalizado
Porcentaje de Reduccion (%)

00 T T T T T 1

Tiempo (min)

Grdfico 6: Modulacion serotoninérgica del estado estacionario. a) Cursos temporales de los estados
estacionarios de la corriente activada por glutamato (100uM) normalizados en los que se observa
claramente la diferencia en la reduccion entre los grupos tratados con 5-MT y el grupo tratado con solucion
salina. b) Los grupos tratados con 5-MT presentaron una clara reduccion altamente significativa (5-MT Gest,
37.82 £ 2.86 %, 5-MT Pre-Post Natal, 42.32 + 2.74 en el porcentaje de reduccion del estado estacionario con
respecto al grupo tratado con solucion salina (21.91 + 2.49 %). *, p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 en post-
prueba Bonferroni entre grupos.
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] 5-MT Pre-Post Natal
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Gridfico 7: Relacion EE/P. No se encontro diferencia significativa entre los grupos en el andlisis
de la relacion entre el estado estacionario y el pico de la corriente activadas por glutamato en
condiciones control, ni en presencia de 5-HT (40uM); sin embargo, se puede observar una
tendencia por parte del grupo 5-MT Gest a presentar un estado estacionario de menor tamaiio en
relacion al tamario del Pico de corriente
En contraste, la relacion entre el estado estacionario y pico de la corriente activada por
glutamato, no presento diferencias significativas para ninguno de los grupos en condiciones
control (F[2, 32] = 2.37803, p = 0.10893), ni en presencia de serotonina (F[2, 32] =
2.72918, p = 0.08047); sin embargo, se puede observar una leve tendencia por parte del

grupo 5-MT Gest a presentar un estado estacionario de menor tamafio en relacion al tamaino

del Pico de corriente (Grafico 7).

De igual manera, la comparacion entre los tres grupos para el andlisis de los tiempos de la
constante de desensibilizacion, mostrada en el Grafico 8b, no mostro diferencias
significativas en ninguna de las dos condiciones, (control, F[2, 32] = 0.86967, p = 0.42876;
presencia de 5-HT, F[ 2, 32] = 0.70592, p = 0.50118).

Por su parte, tras el analisis estadistico de los resultados del protocolo de recuperacion,
como se muestra en el Grafico 9, tampoco se presentan diferencias significativas en el
tiempo necesario para la recuperacion total de la corriente activada por glutamato para
ninguno de los tres grupos tanto en condiciones control (F[2, 22] = 0.09608, p = 0.90877),
como en presencia de 5-HT (F[2, 22] = 0.25378, p = 0.77875).
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Gridfico 8: Constante de Tiempo de Desensibilizacion. a) Ejemplo del grafico de una corriente activada por
glutamato con el trazo de una funcion de decaimiento exponencial ajustada a los datos b) El andlisis de los
tiempos de la constante de desensibilizacion no mostro diferencias significativas para ninguno de los tres
grupos en condiciones control ni en presencia de 5-HT(40uM).
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Gridfico 9: Constante de Tiempo de Recuperacion. a) y b) Grdficas de las curvas promedio de recuperacion
de los tres grupos tanto en condiciones control como en presencia de 5-HT(40uM) respectiamente. ¢) No se

encontraron diferencias entre en la comparativa de los promedios de la constante de tiempo de recuperacion,
tanto en condiciones control como en presencia de 5-HT.
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Tabla 2: Resultados del estudio electrofisiologico

Grupo
Conducta ANOVA |Probabilidad
5-MT Gest Sol.Salina 5-MT Pre-Post Natal
Densidadde corriente | | qar . 44082 | 58904 & 8584 | 71374 &+ 9533 | 0595 0,559
en control (pApF)
Densidad de corriente
on SHT (ADF) 49062 + 9938 | -50219 = 8023 | -48021 : 6909 | 0024 0.977
R ion del Pi
ed““c"(’;)"e o | 31567 + 3003 | 16838 + 1797 | 35938  2.997 | 16.477 | 1.40E-05
0)
Reduccion de Estado| 5, 404 4 5861 | 21915 + 2490 | 42322 + 2746 | 17.880 | 6.12E-06
Estacionario (%)
EEPenControl (%) | 24827 + 2004 | 33095 = 2804 | 31010 + 3102 | 2378 0.109
EEPen5-HT (%) | 23692 + 2026 | 32010 = 2744 | 28895 + 3274 | 2729 0.080
Tauen Control (ms) | 321394 + 42842 | 348081 + 32133 | 385936 + 34709 | 0870 0429
Tauen 5-HT (ms) | 306186 + 42118 | 336709 + 31560 | 363241 + 32634 | 0706 0.501
Tau de Recuperacion enf ,.-, 155 4 581507 | 2753438 + 199214 | 2844700 + 374730 | 0.096 0.909
Control (ms)
Tau de Recuperacion enf so0) nag & 509133 | 3462207 + 550804 |3863.196 + 562173 | 0254 0779

5-HT (ms)
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8 Discusion

En el presente estudio, se realizaron las pruebas de “Regreso a la madre” e interaccion
social en campo abierto para medir la influencia del farmaco y la diferencia en los
tratamientos de ambos grupos administrados con 5-MT sobre la conducta social, una de las
caracteristicas distintivamente afectadas en el modelo de hiperserotonemia durante el
desarrollo (modelo DHS). En estas pruebas, respectivamente, se encontrd una tendencia a
la disminucion en el apego a la madre y una disminucion tanto en tiempo como en nimero
de interacciones sociales por parte de ambos grupos con respecto al grupo tratado con
solucion salina (Grafico 1, Grafico 2a y Grafico 2b). Sin embargo, a pesar de coincidir
con lo reportado por Whitaker-Azmitia y su equipo (McNamara et al., 2008) los resultados
no fueron estadisticamente representativos, lo cual puede deberse a la diferencia en el
tamafio de los grupos, siendo mucho mayores los del equipo de Whitaker-Azmitia, lo cual
reduciria en gran medida el error estdndar, permitiendo asi la significancia de los
resultados. Otra posibilidad para la diferencia en la significancia, puede ser resultado del
cambio en el horario de aplicacion de las pruebas, habiendo sido realizadas durante la fase
activa (primera mitad de la fase nocturna, 18:00-21:00 hrs) en vez del horario reportado
(12:00 y 15:00 hrs). El cambio anterior, fue hecho en base a datos previos que demuestran
que la interaccion social es mayor durante la primer mitad de la fase nocturna (Kask,

Nguyen, Pabst, & von Horsten, 2001).

No obstante a las modificaciones y disimilitudes previamente citadas, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo y numero de interacciones de
olfateo anogenital para el grupo 5-MT Gest con respecto al grupo tratado con solucién
salina (Grafico 2¢ y Grafico 2e), lo cual concuerda con lo reportado por el equipo de
Whitaker-Azmitia (McNamara et al., 2008) y otros estudios que relacionan la disminucién
en esta conducta con dafio en las terminales serotoninérgicas (Hall, Sell, & Hurley, 2011;
Morley, Arnold, & McGregor, 2005). Del mismo modo, se encontré una disminucion
significativa en el tiempo de olfateo corporal para la comparativa en estas mismas

poblaciones, lo cual, en conjunto, sugiere una disminucién en toda conducta social basada
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en el olfato.

La disminucion social basada en el olfato anteriormente expuesta podria ser explicado por
una disminucién de Oxitocina producida por la reduccion de terminales serotoninérgicas
consecuencia del tratamiento, tal y como lo postula Whitaker Azmitia (2005), esto, debido a
la importancia de ésta hormona en la tarea de reconocimiento social (Jennifer N. Ferguson,
Young, & Insel, 2002; J. N. Ferguson, Insel, Young, & Aldag, 2001; Winslow & Insel,
2002) y la dependencia a la serotonina para la secrecion de la misma (Jergensen, Kjaer,
Knigge, Moller, & Warberg, 2003). Sin embargo, las alteraciones en el nimero de células
productoras de Oxitocina en el nucleo paraventricular ante un tratamiento similar al
utilizado durante éste estudio se ha reportado principalmente en hembras (Madden & Zup,

2014) las cuales no fueron consideradas en el presente trabajo.

Una explicacion alternativa para la disminucion de la conducta social basada en el olfato
encontrada en los grupos tratados con 5-MT, puede ser la disminucion en la inervacion
serotoninérgica del bulbo olfatorio, de modo similar a como ocurre tras las exposicion
durante el desarrollo temprano al inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina
citalopram (J. Zhang et al., 2013). El bulbo olfatorio se encuentra profusamente inervado
por proyecciones serotoninérgicas provenientes de los nucleos de rafé dorsal y medial,
principalmente en su capa glomerular (McLean & Shipley, 1987b), donde la serotonina
modula las entradas de olor en el bulbo olfatorio por despolarizacion directa de algunas
células mitrales y de penacho a través de los receptores 5-HT,a,c € hiperpolarizacion
indirecta de otras por medio de inhibiciones mediadas por GABA (Fletcher & Chen, 2010;
Hardy, Palouzier-Paulignan, Duchamp, Royet, & Duchamp-Viret, 2005; Liu, Aungst,
Puche, & Shipley, 2012; Petzold, Hagiwara, & Murthy, 2009). Aunado a lo anterior, a nivel
de las células receptoras del olfato, se han encontrado receptores 5-HT;o y 5-HTp, los
cuales se ha demostrado regulan las corrientes salientes de potasio de éstas células (Gao et
al., 2013). De éste modo, la densa proyeccion al bulbo olfativo desde los nucleos de rafé
sugiere que el sistema serotoninérgico puede influir significativamente la integracion

sindptica en el sistema olfatorio en su nivel inicial (McLean & Shipley, 1987b). Asi, la
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alteracion de los niveles de serotonina conlleva a alteraciones en el aprendizaje olfativo
(McLean, Darby-King, Sullivan, & King, 1993; Moriizumi, Tsukatani, Sakashita, & Miwa,
1994), la preferencia de olores (McLean, Darby-King, & Hodge, 1996; McLean et al.,
1993) y el reconocimiento social olfativo (Dulcy, Ganesh, & Rajan, 2010; Letty et al.,
1997). Incluso, si la reduccion de los niveles de serotonina se presenta durante el desarrollo,
la inervacion serotoninérgica al bulbo olfativo disminuye, tanto de vertebrados como de
invertebrados (Benton, Huber, Ruchhoeft, Helluy, & Beltz, 1997; Dulcy et al., 2010; Oland
& Tolbert, 1996; Sullivan, Benton, & Beltz, 2000). Sin embargo, la disminucién en la
inervacion serotoninérgica debida a la reduccion de los niveles de serotonina durante los
primeros dias postnatales es revertida parcialmente en edades posteriores (Dulcy et al.,
2010)a comparacion de lo ocurrido al inhibir la recaptura de serotonina a edades similares,
caso en que la disminucion de la inervacion es apreciable aun en edades adultas (J. Zhang
et al., 2013). Dado lo anterior, se soporta la teoria de una disminucion en la inervacion
serotoninérgica del bulbo olfatorio como explicacion de los resultados conductuales
mostrados en el presente trabajo. No obstante, el hecho de que el grupo con mayor
afectacion sea el grupo 5-MT Gest a pesar de que dicha inervacion se da hasta un periodo
postnatal (McLean & Shipley, 1987a), sugiere que el dafo es previo a la inervacion del

bulbo olfatorio y posiblemente no localizado directamente en éste.

Por otra parte, es de interés sefialar que en el grupo 5-MT Gest se presentaron casos en que
la interaccion social fue practicamente nula, mismos los cuales presentaban una marcada
disminucién en su tamafio, la cual alcanzé hasta un 50% del tamafio de aquellos tratados
con solucidn salina (no reportado), ambas, caracteristicas que no se presentaron de modo
tan marcado en el grupo 5-MT Pre-Post Natal. Ademas, se encontr6 también una diferencia
significativa entre los grupos previamente citados en el tiempo invertido en la conducta de
olfateo anogenital (Grafico 2¢). La diferencia existente en la conducta y caracteristicas
fisicas entre ambos grupos tratados con 5-MT, puede deberse a la influencia de la
serotonina durante la fase post-natal, es decir el agonista serotoninérgico 5-MT puede estar
cumpliendo parte de las funciones de la serotonina en el neurodesarrollo a través de la

activacion de sus receptores, ya que la sinaptogénesis y la elaboracion de dendritas aun
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depende de éste neurotransmisor tras el nacimiento de la cria (Patricia M. Whitaker-
Azmitia, 2010). Asi, debido al tratamiento durante la fase gestacional, la dosis administrada
puede estar, si no ayudando a una mejoria, evitando un mayor dafio consecuencia de la
disminucién de las terminales serotoninérgicas provocada por la administracion de 5-MT a
las madres gestantes. Por lo cual, los resultados de éstas pruebas y sobre todo la diferencia
existente entre ambos grupos administrados con 5-MT, uno solamente durante la gestacion
y el otro de manera gestacional y postnatal, refuerzan la teoria sobre la importancia e
implicacion de los niveles de serotonina materna en el correcto desarrollo del sistema

nervioso central de la cria y en particular del sistema serotoninérgico de ésta.

En lo respectivo al estudio electrofisiologico, en base a la localizacion de los diferentes
receptores ionotropicos a glutamato (Dodt, Frick, Kampe, & Zieglgédnsberger, 1998; Eder et
al., 2003) y las caracteristicas de las corrientes obtenidas, argiiimos que corresponden
principalmente al receptor NMDA, lo que corresponde también al efecto de la serotonina
sobre la corriente obtenida, ya que la bibliografia reporta una disminucion del 17.1£1.0%
de la corriente NMDA en presencia de serotonina (Yuen et al., 2005), valor el cual es muy
proximo al obtenido (16.84+1.79%). Sin embargo, el analisis del tamafio de la corriente, las
caracteristicas del pico, estado estacionario, relacion Estado estacionario/Pico y constante
de tiempo de desensibilizacion (tau), no mostraron diferencias significativas entre los
grupos, del mismo modo que la constante de tiempo de recuperacion, lo cual sugiere que el

tratamiento no cambia las caracteristicas de los receptores a glutamato.

Por otro lado, al analizar el efecto modulatorio de la Serotonina sobre las corrientes
activadas por glutamato se encontraron diferencias altamente significativas entre los grupos
tratados con 5-MT y el tratado con solucion salina, tanto en la reduccién del pico, como en
la reduccion del estado estacionario (Grafico S y Grafico 6), hecho que alude a cambios de
larga duracion/permanente en la regulacion serotoninérgica en respuesta a la alteracion de
los niveles de serotonina maternos, tal y como lo postulan diversos trabajos (Bezek, Ujhazy,
Mach, Navarova, & Dubovicky, 2008; Blazevi¢, Jur¢i¢, & Hranilovi¢, 2010; Hranilovic,
Blazevic, Ivica, Cicin-Sain, & Oreskovic, 2011; P. M. Whitaker-Azmitia, 2001).
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Dado que los principales receptores serotoninérgicos encontrados en neuronas piramidales
de la capa V-VI de CPF son el receptor 5-HT;s y 5-HTza, el incremento obtenido en la
reduccion para los grupos tratados con 5-MT en comparacion con los tratados con solucion
salina pueden ser explicados tanto por una disminucion en el numero o sensibilidad del
receptor 5-HT»4, como por el aumento en cualquiera de estos mismos ambitos para el
receptor 5-HT 4. Es decir, debido al efecto opuesto de estos receptores sobre la corriente
NMDA (Yuen et al., 2008), aunado a la diferencia en la sensibilidad de los mismo (Barnes
& Sharp, 1999; Peroutka & Snyder, 1979), su activacion simultanea en el soma de la
neurona piramidal provocaria una respuesta predominate inhibitoria pero menor a la
evocada si solo se activara el receptor 5-HT ;. Sin embargo, una reduccion en el nimero
y/o sensibilidad del receptor 5-HT,4 acercaria mucho el efecto de la serotonina sobre ésta
region al de activar exclusivamente al receptor 5-HT;s. Por otro lado, el aumento de
numero y/o sensibilidad del receptor 5-HT; s desencadenaria efectos inhibitorios capaces de
superar el antagonismo por parte del receptor 5-HT,5 enmascarando por completo la

participacion de éste ultimo.

Ambas teorias anteriormente expuestas son adaptaciones posibles a la hiperserotoninemia
materna imitada por la administracion del agonista serotoninérgico 5-MT, debido a que

ambas conllevan mecanismos que compensarian el exceso de éste neurotrasmisor.

Por un lado, una disminucion del nimero y/o sensibilidad del receptor 5-HT»4, podria
deberse al papel que juega dicho receptor en la liberacion de serotonina en la corteza
prefrontal por medio de la activacion de los circuitos CPF-NR (Martin-Ruiz et al., 2001;
Puig et al., 2004; Zhong et al., 2008). Lo anterior, ya que al reducir la funcion de éste
receptor en particular se reduciria la liberaciéon de 5-HT en dicha area, reduciendo asi la
probabilidad de una posible sobreexcitaciéon de las neuronas piramidales a nivel de la
dendrita apical causada por un exceso de serotonina. Ademads, ya que éste receptor se ve
implicado en la morfogénesis de las espinas dendriticas (Jones et al., 2009; Yoshida et al.,
2011) su correcta modulacion evitaria cambios en la arquitectura dendritica y la

conectividad sinaptica como las encontradas en éste modelo(Hough & Segal, 2015).
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Por otro lado, el aumento del receptor 5-HT;s en las mismas instancias previamente
mencionadas tendria de igual modo inferencia en compensar el exceso de serotonina debido
a su funcién como autoreceptor (Albert, Le Francois, & Millar, 2011; Blier, Pifieyro, el
Mansari, Bergeron, & de Montigny, 1998), inhibiendo la exocitosis de neurotransmisor
frente a menores concentraciones del mismo. Asi mismo, a nivel de la CPF, contrarrestaria
la sobreexcitacion provocada por el aumento de actividad del receptor 5-HT,4 causada por
el exceso de serotonina, esto debido a que la activacion del receptor 5-HT;s suprime la
sefial mediada por AMPA y reduce las corrientes mediadas por NMDA (Cai et al., 2002;
Yuen et al., 2005; Zhong et al., 2008). Ademas, un aumento de la inhibicioén de la exocitosis
serotoninérgica seria una respuesta adaptativa coherente a un exceso de serotonina durante
el desarrollo ya que durante ésta fase altas dosis de serotonina pueden conducir a una

muerte neuronal (P. M. Whitaker-Azmitia & Azmitia, 1986).

Finalmente, no obstante al mecanismo que esté conduciendo al aumento en la reduccion de
la corriente activada por glutamato, dado a que la capa V de la CPF es la principal fuente de
eferentes hacia gran numero de zonas subcorticales y que ésta sobreinhibicién causaria un
silenciamiento de la misma, podria entonces ser importante participe de impedimentos en
funciones emocionales, cognitivas y sociales de orden superior las cuales han sido
ampliamente vinculadas con la CPF, sugiriendo esto la posibilidad de una relacion entre
dicho aumento en la reduccion de la corriente y los cambios en la conducta social
encontrados. Lo anterior, sin perder de vista que el sistema serotoninérgico se encuentra
ampliamente distribuido por todo el SNC y que se ha demostrado la existencia de
alteraciones en otras multiples 4reas como el sistema limbico, por lo cual se puede hablar
de los trastornos en la CPF en este trabajo citados, solamente como participantes de los

cambios en la conducta mencionados, mas no como Unicos causales.

Por otra parte, ya que las funciones emocionales, cognitivas y sociales se encuentran
afectadas en algunos trastornos como el Autismo, los presentes hallazgos pueden ayudar al

entendimiento de los mecanismos subyacentes y su posible etiologia, por supuesto, lo
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anterior, sin obviar la participacion de otros ntcleos participantes en dicho trastorno no
profundizados en el presente trabajo dado su enfoque en la corteza prefrontal, como el

nucleo paraventricular del hipotalamo y en el nucleo central de la amigdala.
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9 Resumen de resultados

En base a los objetivos planteados se pueden resumir los siguientes hallazgos:

1. Desarrollar el modelo de Hiperserotoninemia materna por administracion s.c. de 5-
MT en rata.

El modelo animal de hiperserotoninemia durante el desarrollo (modelo
DHS) es reproducible siguiendo el tratamiento especificado por su autora.
Una alteracion en los niveles de serotonina durante la gestacion de las crias
es capaz de provocar cambios de larga duracion/permanente en las crias.

Los cambios provocados a las crias del modelo DHS se encuentran
principalmente dados durante la fase gestacional.

2. Evaluar conductualmente a los crios de ratas tratadas con hiperserotoninemia
materna.

Las crias bajo el tratamiento del modelo DHS presentan una disminucién en
la conducta social con respecto a las crias tratadas con solucion salina.

Las alteraciones en la conducta de las crias bajo tratamiento del modelo
DHS se encuentran directamente relacionados con los niveles de serotonina
de la madre.

Una hiperserotoninemia materna durante el desarrollo es capaz de producir
cambios en la conducta de las crias

3. Inducir corrientes ionicas activadas por Glutamato en neuronas piramidales
agudamente disociadas de la capa 5-6 de corteza prefrontal de rata.

El aumento de los niveles de serotonina de las madres gestantes no provoca
cambios en las caracteristicas del pico, estado estacionario, relaciéon Estado
estacionario/Pico, constante de tiempo de desensibilizacion ni la constante
de tiempo de recuperacion.

4. Evaluar el efecto modulatorio de la Serotonina sobre las corrientes i0nicas activadas
por Glutamato en neuronas piramidales agudamente disociadas de la capa 5-6 de
corteza prefrontal de rata.

El aumento de los niveles de serotonina de las madres gestantes provoca un
aumento en el porcentaje de reduccion del pico y el estado estacionario de
las corrientes activadas por glutamato en neuronas piramidales agudamente
disociadas de corteza prefrontal de las crias.

Una hiperserotoninemia materna durante el desarrollo es capaz de producir
cambios en la modulacidon serotoninergica de las corrientes activadas por
glutamato en neuronas piramidales agudamente disociadas de corteza
prefrontal de las crias.
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10Conclusiones

Una hiperserotoninemia materna durante el desarrollo es capaz de producir tanto cambios
en la conducta como en la neuromodulacion mediada por serotonina de las corrientes
activadas por glutamato en neuronas piramidales agudamente disociadas de corteza
prefrontal de las crias, cambios los cuales pueden tener participacion en trastornos del

desarrollo como el autismo.
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