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RESUMEN: Esta investigacion fue realizada para saber si la estimulacion tactil/kinestésica postnatal es efectiva en revertir el
estrés prenatal, en la citoarquitectura de CA3 del hipocampo, en crias hembras. 12 crias de ratas hembras de la cepee§prague-Da
fueron distribuidas en Grupo Control (GC), Grupo con Estrés Prenatal por restriccion (EP) y Grupo Estrés prenatal coiistimulac
Tactil/Kinestésica postnatal (EP-ETK). El estrés prenatal en crias hembras aument6 la densidad neuronal en las areascCA3b y CA3
(p<0,001). Cuando se compararon las crias con estrés prenatal con las que recibieron estimulacion tactil/kinestésicistamprana,
yeron las densidades neuronales en las areas CA3b y CA3c, (p < 0,001). La estimulacion tactil/kinestésica postnataindgsd rever
efectos del estrés prenatal, al reducir la densidad neuronal en las &reas CA3b y CA3c del hipocampo.
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INTRODUCCION

El estrés prenatal es motivo de investigacion dirigieceptores glucocorticoides (Fujioigal., 2006). El area
da a comprender su estrecha relacion con conduct@A3 del hipocampo es particularmente sensibles al estrés
ansiogenicas y disfunciones cognitivas observadas enpl@natal, experimentando sus neuronas menor crecimiento
descendencia, que en hembras se revertirian hacia la adulteziendritas apicales y basilares durante la prepubertad (Jia
(Zuenaet al, 2008). Estudios de estrés prenatal por restriet al; Bocket al), efectos que serian revertidos en hembras
cion del movimiento de las hembras gestantes, han permiitiego de aplicar manipulacion o handling postnatal (Bock
do observar en las crias consistentes incrementos de la lsoml).
mona corticosterona en respuesta a estrés (Magicatj
2003) y atrofia en neuronas del hipocampodial, 2010; El entorno perinatal se caracteriza por la presencia
Bock et al, 2011), ambos factores vinculados comle estimulos maternales y sensoriales, que son determinan-
hiperactividad del eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal, HPAes para la sobrevivencia (Ronstaal, 1993) y desarrollo
(Maccariet al). La intensidad del agente estresante resulgagnitivo de la descendencia (lgtial, 2000; Hellstronet
ser fundamental en establecer las alteraciones morfologieds 2012). De esta manera, los lamidos/acicalamiento pro-
y funcionales identificadas en el hipocampo. De esta mangrcionados por madres cuidadoras durante la primera se-
ra, la exposicion a estrés prenatal breve y suave diario, tieana de vida, han reportado aumentar la expresién de mar-
nen efectos beneficiosos sobre la neurogénesiscydores de sinaptogénesis, sinaptofisina y N-CAM, en la
dendrogeénesis, mediados por receptores mineralocorticoidgsiltez (Liuet al). De manera similar, la estimulacion tac-
mientras que el estrés gestacional extendido y severo, tigihaplicada durante el periodo lactacional induce crecimiento
efectos deletéreos completamente opuestos mediados ¢@tiendritas y de espinas dendriticas en areas limbicas de la
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corteza prefrontal (Richards al, 2012). En consecuencia, extensiones sobre los cuatro miembros; y finamente se repi-
es posible hipotetizar que el estrés prenatal induce mecatigb minutos de estimulacion tactil. Este protocolo se reali-
mos que produce de atrofia celular, incrementando la dersd-3 veces al dia. Las camadas fueron mantenidas en condi-
dad neuronal de la placa hipocampal; y, la estimulacion taenes controladas de temperatura @23 °C), ciclo
til’lkinestésica por su parte tendria efectos beneficiosos shhia:noche (12:12 horas) y alimentacién ad libitum, hasta el
bre el crecimiento y maduraciéon de la placa hipocampalia postnatal 21. Los experimentos con animales se realiza-
que reducirian la densidad neuronal. La densidad neuror@h de acuerdo a las normas de bioética de la Universidad
es un marcador estereoldgico utilizado para identificar efeCatolica del Maule y a las normas bioéticas de adecuado
tos de intervenciones postnatales sobre la corteza cerebmahejo de animales de experimentacién, de “The guide for
(Hosseini-Sharifabad & Sabahi, 2014; Gonzéleal, 2014). the care and use of laboratory animals” (National Research
Al respecto, la exposicion a desnutricion calérico-proteicgouncil, Division on Earth and Life Studies, Institute for
aumenta la densidad neuronal en laminas supragranuldradoratory Animal Research, Committee for the Update of
infragranular de la corteza parietal en roedores, que el atime Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011).
biente enriquecido logra revertir (Gonzadgal). Estudios
con modelos de ratas autistas inducidas por acido valproico  El sacrificio de animales se realiz6 el dia postnatal 22.
(Edalatmaneslet al,, 2013) y de esquizofrenia (Hosseini-Se procedio a anestesiar por via intraperitoneal con una dosis
Sharifabad & Sabahi) reportan aumentos de densiddd pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso corporal). Luego
neuronal en el hipocampo, posiblemente vinculados condarealizé perfusion por via intraventricular, inicialmente con
exposicion temprana a estrés crénico en las crias. El propaero fisioldgico y luego con liquido de fijacion Bouin (cons-
sito de la presente investigacion es estudiar los efectos détlado por acido picrico 750 ml, 250 ml de formaldehido al
estimulacién tactil/kinestésica temprana en crias hembré$ % y acido acético glacial 50 ml). Los cerebros extraidos
expuestas a estrés prenatal sobre la densidad neuronal émeebn depositados en un recipiente hermético con liquido de
area CA3 del hipocampo. fijacion Bouin. Después de 48 horas de fijacién, se procedi6 a
extraer el acido picrico. A continuacién los cerebros se inclu-
yeron en parafina. Los tejidos fueron cortados con micrétomo
MATERIAL Y METODO en cortes coronales de 12 micrones de grosor. Posteriormen-
te, los cortes se montaron en un portaobjeto debidamente ro-
tulado. Finalmente, los cerebros fueron deshidratados y tefii-
Se utilizaron 12 crias hembras de la cepa Spraguss mediante la técnica de Nissl, con cresil violeta al 0,5 %.
Dawley obtenidas de 3 hembras primiparas cruzadas enllas muestras se sellaron con un cubreobjeto embebido en so-
boratorios de la Universidad Catodlica del Maule. El dikcién Consul Mount (Thermo Scientific).
gestacional 0, fue identificado por la presencia de tapén
mucoso vaginal. Las hembras gravidas fueron asignadas a La zona de medicién cerebral se establecié en la emer-
diferentes grupos experimentales. El grupo control, G@encia de los pies del hipocampo (Cuernos demmen
(n=4), la hembras prefiadas no recibieron intervencién esertes coronales entre -2,30 mm y -3,8mm del Bregma, de
perimental durante los periodos gestacional y lactacionatuerdo con el Atlas Cerebral de Paxinos. El area CA3 del
El grupo estrés prenatal, EP (n=4), recibio estrés por restidgpocampo se dividié con una linea que se proyectd entre
cion de movimiento de la madre, de acuerdo al protocolo dmbos extremos del giro dentado (Brunsbal,, 2001), per-
Ward & Weisz (1980). Las hembras prefiadas, entre los diéiiendo delimitar las zonas CA3b y CA3c. La medicion de
14 a 20 de gestacion, fueron introducidas gentilmente endensidad neuronal (neuronas/frohe hipocampo) se realizd
tubo estrecho de polietileno transparente de 7 cm de diamediante el método del Disector Optico (Sterio, 1984; West
tro por 19 cm de largo y se expuso a luz brillante de 7&8Gundersen, 1990). Para esto se utiliz6 un microscopio 6p-
Watts. Este protocolo se aplicé en el ciclo nocturno del atieo Leica DM 1000, utilizando el objetivo 100x, bajo inmer-
mal, cada sesion estuvo compuesta de 45 minutos y fuesién. Se analizaron mediciones cada 3 cortes de tejido, obte-
petido 3 veces al dia. El Grupo EP-TK (n=4), las crias fuaiendo 6 cortes por rata. Los criterios para el reconocimiento
ron expuestas a estrés prenatal descrito y ademas recibieferneuronas se basaron en estudios previos (West &
estimulacion tactil/kinestésica en el periodo lactacional, entBundersen; Gonzalet al). Bajo las condiciones sefialadas
los dias 3 al 12 postnatal, adaptado del protocolo ded€Raukle inmersién, se desplazé el plano focainé a través de
al. (1986). La sesion de estimulacién estuvo compuestagian parte del grosor de seccién del tejido. La densidad
15 minutos: 5 minutos de estimulacion tactil aplicados careuronal fue estimada usando la ecuacion, Nv= Q- /h x a(fra),
un pincel suave himedo sobre el dorso, en direccién céfadlonde Q- es el promedio total de neurona contadas, h es la
caudal; 5 minutos de estimulacion kinestésica se realiz6 @tura del disector éptico (@m) y a(fra) corresponde al area
posicion supina, con los dedos el investigador aplicé flexdel disector (250Qm?).
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Los datos obtenidos de densidad neuronal se repre- El area CA3b del hipocampo (Fig. 1) se observa
sentaron por el promedio y la desviacion estandar. En ugae el grupo expuesto a estrés prenatal presenté un au-
segunda etapa se aplicé Andlidis Varianza (ANOVA) y mento significativo de la densidad neuronal en el dia
realizé andlisis de comparacion multiple de Tukey, pagostnatal 21 (GC vs EP; a, p<0,001). La estimulacién tac-
estudiar el efecto del tratamiento. El analisis descrito se apibkinestésica, en tanto, redujo significativamente la den-
y6 en el programa estadistico SPSS versién 18.0. Se cossilad neuronal, respecto del grupo con estrés prenatal (EP
deré significativo p< 0,05. vs EP-ETK; c, p< 0,001). Finalmente, se observaron di-

ferencias significativas entre el grupo Control y Estrés pre-
natal que recibié estimulacion tactil/kinestésica (GC vs EP-
RESULTADOS ETK; b, p<0,001). La Figura 1B, muestra una micrografia
representativa del sistema de conteo celular, donde se puede
observar una alta densidad neuronal en el grupo EP, que

Los resultados obtenidos en la densidad neuronal sle reduce notablemente en el grupo EP-ETK .
las areas CA3b y CA3c del hipocampo se resumen en las
Figuras 1y 2, para los grupos control (C), grupo estrés pre-  El area CA3c del hipocampo (Fig. 2A) experimen-
natal (EP) y grupo estrés prenatal con estimulacion tactié por efecto del estrés prenatal, aumento significativo de
kinestésica (EP-ETK). En todos los casos se analizaronaddensidad neuronal en el dia postnatal 21 (GC vs EP; a,

ratas por grupo. p<0.001).
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Fig. 1. Densidad Neuronal en el area CA3b del Hipocampo. (A) Grafico que representa la densidad neuronal
(promedio neuronas/mma3) de los grupos experimentales Grupo Control, Grupo EP (Grupo Estrés Prenatal)
y Grupo EP-ETK (Grupo Estrés Prenatal y Estimulacion Téactil-Kinestésica postnatal). Se observaron dife-
rencias significativas entre el Grupo C vs EP (a, p<0,001); entre los grupos C vs EP-ETK (b, p<0,001) y;
entre los grupos EP vs ETK., (c, p<0,001) (B) Microfotografias representativas del area CA3b del
Hipocampo de los grupos C, EP y EP-ETK. La cuadricula representa un area gen290% neuronas
contabilizadas se indican con flechas negras.
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La estimulacion tactil/kinestésica postnatal por sastimulacion tactil/kinestésica (C vs EP-ETK; b, p<0.05).
parte, indujo reduccion significativa de la densidad neurorizd Figura 2B, muestra una micrografia representativa del
al compararla con estrés prenatal (EP vs EP-ETK; c, pststema de conteo celular, donde se aprecia una alta densi-
0,001). Por ultimo, se observaron diferencias significativaiad neuronal en el grupo EP, que se reduce notablemente en
entre el grupo control y el grupo estrés prenatal que recitabgrupo EP-ETK.
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Fig. 2. Densidad Neuronal en el area CA3c del Hipocampo. (A) Gréfico que representa la densidad
neuronal (promedio neuronas/mm3) de los grupos experimentales Grupo C (Grupo Control), Gru-
po EP (Grupo Estrés Prenatal) y Grupo EP-ETK (Grupo Estrés Prenatal y Estimulaciéon Tactil-
Kinestésica postnatal). Se observan diferencias significativas entre el Grupo C vs EP (a, p<0,001);
entre los grupos C vs EP-ETK (b, p<0,05) y; entre los grupos EP vs ETK., (¢, p<0,001) (B)
Microfotografias representativas del area CA3c del Hipocampo de los grupos C, EP y EP-ETK. La
cuadricula representa un area de 2802. Las neuronas contabilizadas se indican con flechas
negras.

DISCUSION

La presente investigacion proporciona importanteembras. Estudios similares de estrés prenatal cronico, han
evidencia sobre los efectos deletéreos del estrés prenéatahtificado reduccién en el crecimiento dendritico y de es-
sobre la citoarquitectura de la placa hipocampal, y comopé#nas dendriticas de células piramidales ¢dial; Bocket
estimulacion tactil/kinestésica postnatal revierte estos caal-). Estos cambios parecen estar fuertemente inducidos por
bios morfolégicos en crias hembras. desregulacion neuroendocrina de la descendencia. En pri-

mer lugar, el incremento de corticosterona inducido por estrés

La exposicion a estrés prenatal cronico de 2,25 hprenatal reduce la expresion de receptores mineralo-
ras diarias entre los dias gestacionales E14-E20 del presaticoides en células granulares, que tienen directa partici-
te estudio, indujo un aumento de la densidad neuronal cion con el menor crecimiento de dendritas y de espinas
areas CA3b,c del hipocampo, el dia postnatal 22 de crfandriticas (Tamuret al, 2011); y, en segundo lugar, se
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identifican incrementos de glutamato en el hipocampo qleeexpresion del receptor glucocorticoide en el hipocampo
tienen un efecto dual sobre CA3, por una parte €3utapakdeegut al, 2003), al compararlos con sujetos sin
excitotoxico debido a que incrementa el influjo de2@a estimulacion. Asi también, la estimulacion tactil breve en
reduce el crecimiento del arbol dendritico, y por otra partgyjetos con estrés prenatal, aumenta la neurogénesis adulta
genera una respuesta adaptativa al reducir la expresion derleel giro dentado (Guerrero Aguilezaal, 2016). Estos
subunidad NR1 del receptor NMDA, que ocasionantecedentes sugieren que la estimulaciéon tactil ocasiona
disfunciéon en tareas de aprendizaje y memoria dahportantes beneficios en la regulacion de eje HPA de estrés
hipocampo (Jiaet al). Estas alteraciones moleculares tiede las crias, en un periodo critico de su desarrollo. En este
nen impacto negativo sobre las conexiones del circuito tperiodo de lactancia se genera un fuerte vinculo maternal-
sinaptico hipocampal, generando atrofia piramidal y déficitescendencia, a través del tacto. Al respecto, la estimulacion
cognitivo en la descendencia. Ademas, los efectos del estiddil/kinestésica tendria similares efectos a los lamidos/aci-
prenatal persisten hasta la adultez, observado reducciércatamiento de madres cuidadoras, aumentando en ambos
el volumen celular y laminar de CA3 (Hosseini-Sharifabadasos la expresion de glucorreceptores en el hipocampo
& Sababhi), que permitirian explicar el aumento de densidatkediado por serotonina a través de NGFI-A (Hellsteam
neuronal observado en esta investigacion. al.), que permitiria tener una adecuada regulaciéon del eje
HPA. Por su pde, las crias que reciben alto lamidos/acicala-
Por su parte, la estimulacion tactil/kinestésica (45 mimiento experimentaron aumento en el crecimiento dendritico
diarios entre los dias 3 a 12 postnatal) en crias hembras gae espinas dendriticas en el area CAL del hipocampo en
estrés prenatal, redujo la densidad neuronal en CA3b,c. latapas adultas, al compararlas con la contraparte bajo perfil
mecanismos involucrados de la estimulacién tactitle cuidado maternal (Champaggial, 2008).
kinestésica, que impactan positivamente el desarrollo de
neuronal del hipocampo, no son del todo conocidos. Pode-  La recuperacion experimentada en CA3, producida
mos considerar dos mecanismos principales, aquellos quar estimulacion tactil/ kinestésica postnatal en crias con
aumentan la complejidad del arbol dendritico y los que aestrés prenatal, son concordantes con estudios de
than sobre la regulacién del eje HPA, en las crias. lestimulacion tactil sobre la neurogénesis adulta en el giro
estimulacién tactil, aplicada 10 min diarios entre los diatentado (Guerrero Aguilert al) y muestran un caracter
P8-P14 de edad en crias de rata, fueron suficientes paradieorfico al compararla con machos (datos no publicados),
ducir las conductas de ansiedad y mejorar en las prueljag requieren mayor investigacion para esclarecer los me-
cognitivas, las que fueron precedidas por reduccién danismos que explican estos cambios estructurales.
corticosterona plasmatica, aumento en la expresién de re-
ceptores glucocorticoides y aumento de BDNF en el
hipocampo (Antoniazat al, 2017). La expresion de BDNF SEPULVEDA, L. W.; MARTINEZ, O. D.; ROJAS, C. G.;
y BDNF mRNA en CA3 alcanza su maxima expresion ePfACHECO, V. A. & GONZALEZ, C. H. Tactile/kinesthetic
el dia 14 postnatal en la rata (Rasl, 2001), participando stimulat?on reverses t_he effects of prenatal stress in the CA3 region
en el crecimiento del arbol dendritico y en la formacién d e hippocampus in female rats: A stereological stuly.J.
espinas dendriticas en el hipocampo, dependientes de acﬁfphm" 36(3)1043-1048, 2018.

vidad ”?‘_”O”a_' (Kellneet fil" 2014). E,ste periodo SUMMARY: This investigation was undertaken in order
ontogenético coincide con la implementacion del protocolg know whether the postnatal tactile/kinesthetic stimulation is
de estimulacion tactil/kinestésica, favoreciendo los resultgffective in reversing the Prenatal Stress, in the cytoarchitecture of
dos observados en el presente estudio. Asi también tHa CA3 region of the hippocampus, in female pups. 12 pups of
estimulacion tactil de 15 min durante el periodo de lactafemale rats from the Sprague-Dawley strain were distributed to
cia (P3-P21) provoca cambios morfologicos en cortez&®ntrol Group (GC), the Prenatal Maternal Stress by restriction
limbicas en la rata, aumentando el crecimiento dendriti§°UP (EP) and Prenatal Maternal Stress with postnatal tactile/
en areas Cg3 y AID de la corteza frontal observadas a gesthetlc stimulation Group (EP-ETK). The Prenatal Maternal

dos meses de edad (Richaedsal). Estas intervenciones tress in female pups increased neuronal density in CA3b and CA3c
. . areas (p<0.001). When compared to Prenatal Maternal Stress, pups
tempranas, si bien producen cambios relevantes en el d

o, . Bhatal stress who received early tactile/kinesthetic stimulation
rrollo dendritico, se analizan en etapas adultas, fuera dgbwed a decrease in neuronal density in CA3b and CA3c areas (p

periodo critico de lactancia, en que los cambios plasticas,001). Postnatal tactile/kinesthetic stimulation was shown to
sobre la placa hipocampal son mas evidentes. successfully reverse the Prenatal Maternal Stress effects by
decreasing neuronal density in CA3b and CA3c hippocampal areas.
La estimulacion tactil postnatal induce cambios im-
portantes en la regulacion del eje HPA, reduciendo los nive- ~ KEY WORDS: Hippocampus; Early stimulation. Pre-
les plasmaticos de la hormona corticosterona y aumentarf@é@! Stress; Stereology.
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