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1. RESUMEN

La asfixia perinatal (PA) es una complicacién obstétrica frecuente que consiste en
una interrupcién temporal en el suministro de oxigeno alrededor del nacimiento.
Numerosas investigaciones han sugerido que la PA constituye un factor de riesgo
para diversos trastornos del neurodesarrollo. Sin embargo, ain no se conoce el
impacto de la PA en el estriado, una de las regiones cerebrales de mayor
vulnerabilidad. Tampoco se ha encontrado una estrategia terapéutica eficaz para
revertir los efectos deletéreos producidos por la PA. Por lo tanto, en el presente
trabajo se evalu6 el efecto de la PA en el estriado y sus conductas asociadas,
estudiando el grado de neuroproteccién ejercida por la Palmitoiletanolamida
(PEA), un mediador lipidico que ha mostrado eficacia en diversos modelos de
injuria cerebral y neurodegeneracion. Se utilizd el modelo murino de PA
desarrolado por Bjelke, que constituye una valiosa herramienta experimental en el
marco de la Psicologia Comparada. Los animales fueron tratados con 10 mg/kg de
PEA dentro de la primera hora de vida. Se realizaron estudios de conducta en el
dia postnatal 30 (Campo Abierto y Laberinto elevado en cruz), asi como estudios
morfoldgicos y bioquimicos. La PA produjo una desregulacién en las conductas
prototipicas de rearing y grooming, asi como una reduccion en la
inmunoreactividad de los neurofilamentos fosforilados de peso molecular
alto/medio (pNF-H/M), de la proteina 2 asociada a microtubulos (MAP-2) y del
namero de astrocitos (GFAP+). El tratamiento con PEA normalizé el tiempo
dedicado a las conductas prototipicas, restaurd parcialmente el numero de
astrocitos GFAP+ y previno la disminucion de la inmunoreactividad de pNF-H/M y
MAP-2. Por lo tanto el tratamiento con PEA atenud el dafio estriatal inducido por la

PA, demostrando su posible rol neuroprotector luego de la PA.

Palabras clave: asfixia perinatal - estriado — neuroproteccion -

Palmitoiletanolamida — conductas prototipicas.



2. INTRODUCCION

En este trabajo se realiz6 una investigacion experimental cuantitativa
acerca de la neuroproteccion con Palmitoiletanolamida (PEA) en asfixia perinatal
(PA), estudiando los efectos conductuales y su correlato morfolégico y bioquimico
en el estriado murino.

La PA es una complicacion obstétrica frecuente que consiste en una
interrupcion temporal en el suministro de oxigeno que ocurre alrededor del
nacimiento (Herrera-Marschitz et al., 2011). La prevalencia es de
aproximadamente 1 a 10/1000 nifios nacidos vivos (Douglas-Escobar & Weiss,
2015), con una alta tasa de mortalidad y morbilidad tanto a corto como a largo
plazo. En virtud del avance cientifico, la mortalidad ha ido disminuyendo en las
Ultimas décadas, y por lo tanto son mayores los casos de morbilidad (Holubiec et
al., 2017). La PA constituye un factor de riesgo de paralisis cerebral, epilepsia y
distintos trastornos del neurodesarrollo (Perna & Cooper, 2012).

La PA ha sido estudiada en los ultimos veintiséis afios utilizando un modelo
experimental en ratas (Barkhuizen et al.,, 2017). Dicho modelo murino fue
establecido por Bjelke y colaboradores (1991) e implica inducir la PA el dia
esperado del parto sumergiendo a la crias en un bafio térmico para simular una
asfixia intrauterina. Este modelo ha permitido estudiar distintas alteraciones
sinapticas que permitirian explicar los trastornos del neurodesarrollo asociados a
la PA (Herrera et al., 2017). Las regiones del sistema nervioso central (SNC) mas
vulnerables a la PA son el hipocampo, el estriado y la corteza cerebral (Grimaldi et
al., 2012). En este caso se estudio el efecto de la PA sobre el estriado. Esta region
cerebral, si bien tiene como funciones principales las locomotoras, también
participa de las emociones y la cognicion (Fitzgerald, Gruener & Mtui, 2012). De
hecho, el dafio provocado por la PA en el estriado ha sido asociado a patologias
psiquicas como la depresion, el trastorno obsesivo-compulsivo y las adicciones,
entre otros (Boksa & El-Khodor, 2003; Ferré et al., 2007). Estos trastornos podrian
deberse en parte a la degeneracién neuronal provocada por la PA en el estriado

(Grimaldi et al., 2012). Debido a que la mayor parte de los estudios se ha centrado



en los efectos de la PA en el hipocampo, region cerebral asociada a la memoria y
el aprendizaje (Barkhuizen et al., 2017), el presente trabajo se propuso ahondar en
los efectos de la PA en el estriado.

Hasta el momento no existe una estrategia terapéutica eficaz para revertir o
mejorar los efectos deletéreos producidos por la PA, aunque el tratamiento por
hipotermia, que consiste en reducir la temperatura cerebral en el neonato, ya se
utiliza en la clinica. Sin embargo, la reduccion del dafio cerebral resulta parcial, por
lo que la busqueda de otros agentes neuroprotectores es relevante (Blanco et al.,
2011). En este sentido, la Palmitoiletanolamida (PEA) se presenta como un
posible neuroprotector en casos de PA. Este lipido endégeno presente en los
cerebros murino y humano ha mostrado efectos neuroprotectores en diversos
modelos de injuria cerebral y neurodegeneracion, como por ejemplo el reducir el
dafo generado por la PA en el hipocampo y sus conductas asociadas a los 30
dias postnatales de la rata (Herrera, Kolliker-Frers, Barreto, Blanco & Capani,
2016; Herrera et al., 2018). Dicho punto temporal resulta relevante ya que
corresponde a la edad comprendida entre los 4 y 11 afios de un humano, periodo
en el cual suelen manifestarse los trastornos del neurodesarrollo asociados a la
PA (Semple, Blomgren, Gimlin, Ferriero & Noble-Haeusslein, 2013). En este
sentido, el presente trabajo también se propone estudiar los efectos de la PEA en
el estriado a los 30 dias postnatales de ratas sometidas a PA.

Esta investigacion se enmarca en el campo de la Psicobiologia (Pinel,
2007) y la Psicologia Comparada (Pinel, 2007; Papini, 2010) dado que no se
estudian las conductas murinas por si mismas sino en cuanto estos resultados
pueden, mutatis mutandi, aplicarse posteriormente a los seres humanos. De
hecho, este trabajo se inserta en una linea de investigacion sobre neuroproteccion
en PA gue se encuentra vigente hace mas de veinticinco afios (Barkhuizen et al.,
2017; Herrera et al., 2017; Herrera-Marschitz et al., 2017).

Cabe destacar que se han hecho todos los esfuerzos posibles para reducir
el nimero de animales usados y minimizar su sufrimiento, siguiendo las normas
bioéticas con certificacion nacional del Comité Institucional para el Cuidado y Uso

de Animales de Laboratorio de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL, #



4091/04) ya que la institucién donde se han realizado los experimentos (ININCA-
UBA-CONICET) pertenece a dicha universidad, y todos los procedimientos
realizados han seguido los principios de la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (Garantia de Bienestar Animal, A-3033-01/ protocolo #
S01084).



3. MARCO TEORICO

3.1. Asfixia perinatal

La PA es un sindrome clinico caracterizado por la suspensién del suministro
de oxigeno que ocurre alrededor del nacimiento (Herrera-Marschitz et al., 2011).La
PA puede ser causada por diferentes procesos, entre ellos la comprension del
cordon umbilical, alteraciones en el intercambio de gases en la placenta y falla
pulmonar del feto, produciendo falta de oxigeno (hipoxia) o de perfusién
(isquemia) hacia distintos érganos del cuerpo durante el periodo perinatal, que, en
seres humanos, empieza en la vigésimo octava semana de gestacion y termina en
el séptimo dia post parto (Galeano, 2013).

En los dltimos afos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo
de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF), principalmente a través de la
Alianza para la Salud de la Madre, el Recién Nacido y el Nifio y el Plan de Accion
Todos los Recién Nacidos, han hecho hincapié en la necesidad de realizar nuevos
tratamientos e intervenciones para disminuir la mortalidad y morbilidad causada
por problemas perinatales. Informan (OMS & UNICEF, 2014) que si bien en los
ultimos decenios, la mortalidad mundial de los menores de cinco afios se ha
reducido en casi un 50%, la mortalidad neonatal solamente lo hizo en un 37%. Al
haberse avanzado en el tratamiento de las enfermedades infantiles, las muertes
de recién nacidos representan ahora el 44% de todas las muertes de nifios
menores de cinco afos. En todo el mundo, casi tres millones de bebés mueren
durante los primeros 28 dias de vida y se producen dos millones y medio de
muertes fetales por afio. La mayoria de las muertes de recién nacidos suceden en
paises de ingresos bajos y medianos. El 44% de las muertes fetales y el 73% de
las muertes de recién nacidos se producen en torno al momento del trabajo del
parto y el nacimiento, y en los primeros dias después del nacimiento, es decir en
el periodo perinatal. En nuestro pais el porcentaje de muertes estimado en esta
etapa es de 6 cada 1000, lo que daria un total de unas 4.800 muertes anuales
(Grupo Interinstitucional de las Naciones Unidas sobre la Estimacion de la

Mortalidad en la Nifiez, 2009). Mas del 80% de la mortalidad neonatal se debe a



tres causas: las complicaciones de la prematuridad, las muertes perinatales
relacionadas con el parto y las infecciones neonatales. Dentro de las muertes
relacionadas con el parto, la causa mas frecuente es la PA. La incidencia estimada
de PA es de 1 cada 1000 nacimientos a término en paises desarrollados y de 5 a
10 cada 1000 nacimientos a término en paises en vias de desarrollo (Morales et
al., 2011). Dentro de este grupo, muchos recién nacidos mueren durante el
periodo neonatal. Entre aquellos que sobreviven, un 20-30% presentan secuelas
neuroldgicas de corto a largo plazo, cuya gravedad depende de la extension de la
lesion, del desequilibrio metabdlico durante el periodo de re-oxigenacion y del
estado de desarrollo de las regiones afectadas (Morales et al., 2011). Cuanto mas
inmadura se encuentra el area afectada, mayor es la interferencia del insulto con
los cambios plasticos iniciales, necesarios para que se establezcan los circuitos
cerebrales y la sinapsis (Herrera-Marschitz et al., 2014).

Ademas, la PA es factor de riesgo de bajo peso en los neonatos, y los
mayores riesgos de muerte gestacional, neonatal y a lo largo de la lactancia los
padecen los bebés de bajo peso al nacer o en los dias subsiguientes: mas del
80% de las muertes de neonatos se producen en bebés de peso inferior al
esperable. Asimismo, el mayor riesgo de discapacidad se da en el primer dia de
vida, y un 10% de la carga mundial de discapacidad esta relacionada con las
afecciones neonatales. Muchas discapacidades, tanto fisicas como mentales,
podrian prevenirse o al menos disminuirse con una atencion y tratamientos
adecuados durante periodo perinatal (OMS & UNICEF, 2014). De aqui
entonces la particular relevancia de la investigacion en tratamientos
neuroprotectores eficaces en casos de PA, que es factor de riesgo para
numerosos trastornos mentales y neurolégicos (Herrera-Marschitz et al., 2014),
incluyendo discapacidad intelectual y trastornos del espectro autista (Schieve et
al, 2014; Modabbernia et al.,, 2016), trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad (Perna & Cooper, 2012), esquizofrenia (Pugliese et al., 2019) y

trastornos neurodegenerativos (Gupta, Jadhav & Shrikhande, 2018).



3.2. Modelo murino de asfixia perinatal

El modelo de PA creado por Bjelke y colaboradores (1991) es utilizado hace
afios en diversos laboratorios (Capani et al., 2009; Strackx et al., 2010; Morales et
al., 2011; Mudiz et al., 2014, Romero et al., 2015; Saraceno et al., 2016). Las
injurias producidas por la PA, estudiadas a través de este modelo, incluyen: dafios
neuroldgicos como astrogliosis; alteraciones sindpticas como la elevacion del
glutamato en el espacio extracelular y modificaciones en las densidades
sinapticas; altos niveles de ubiquitinacién y modificaciones en el citoesqueleto
celular de actina (Herrera et al., 2017). Asimismo este modelo de PA revel6 un
desequilibrio en los sistemas dopaminérgicos y GABAérgicos, involucrados en el
comportamiento motor y en otros circuitos de neurotransmision (Bjelke,
Andersson, Ogren & Bolme, 1991) en estrecha vinculacién con el estriado, region
cerebral estudiada en la presente investigacion. También este modelo de PA ha
resultado adecuado para la investigacion de los origenes de la esquizofrenia y el
trastorno por déficit de atencion con hiperactividad en el neurodesarrollo
(Barkhuizen, 2007).

Este modelo de asfixia se ha utilizado para analizar los efectos de la PA en
distintas regiones del SNC. Ha permitido estudiar diferentes alteraciones
sinapticas producto de la PA (Herrera et al., 2017) y exhibe algunas ventajas
remarcables tales como: (a) la PA es producida al momento del nacimiento,
reproduciendo de manera mas precisa algunas situaciones clinicas prevalentes
como la circular de cordon (Capani et al., 2009); (b) acidosis, hipercapnia e
hipoxia estan presentes en el cuerpo entero, reproduciendo una asfixia global, que
es el tipo mas comuan (Strackx et al., 2010); (c) no es invasivo quirargicamente; (d)
el hecho de que la asfixia sea producida en el cuerpo entero, afectando ambos
hemisferios cerebrales y las estructuras profundas del cerebro, hace que el
modelo sea adecuado para estudios conductuales, ya que las ratas tienen
lateralizadas las funciones cerebrales (Arteni et al., 2010); (e) ha evidenciado
solidas consecuencias conductuales, como alteraciones en la coordinacion motora
(Simola et al., 2009), la memoria de trabajo (Galeano et al., 2011; Morales et al.,

2011), la memoria episddica (Blanco et al., 2015), la memoria de referencia



espacial (Galeano et al., 2011; Blanco et al., 2015), la actividad exploratoria
(Galeano et al., 2011) y altos niveles de ansiedad (Morales et al., 2011). Este
modelo se ha mostrado asimismo eficaz para estudiar no sélo las consecuencias a
corto y mediano plazo de la PA sino también a largo plazo, resultando la injuria un
factor de riesgo para demencias como la de tipo Alzheimer (Barkhuizen, 2007).

3.3. Estriado

El estriado es una zona subcortical ubicada en ambos hemisferios
cerebrales delante del tdlamo, bajo los ventriculos cerebrales, y es el principal
componente de los ganglios basales. Est4 formado por las siguientes partes: el
nacleo caudado, el nicleo accumbens y el putamen, el cual a su vez forma parte
del nacleo lenticular (Chade, 2008; Fitzgerald et al., 2012). Es posible encontrar al
menos cuatro circuitos que empiezan en la corteza cerebral, atraviesan los
ganglios basales y regresan a la corteza (Fitzgerald et al., 2012):

e EIl asa motora, que incluye la parte posterior del estriado, se ocupa
de los movimientos aprendidos asi como de la inhibicion de los
movimientos. Esta relacionada con la memoria procedimental y de
trabajo. Intervienen en estos circuitos los neurotransmisores
dopaminérgicos, GABAérgicos y glutaminérgicos, principalmente. Su
alteracion produce trastornos tales como las enfermedades de
Parkinson y Huntington, el Trastorno Obsesivo-Compulsivo, entre
otras.

e EIl asa cognitiva, cuyo principal componente es el nucleo caudado,
participa en el aprendizaje motor y en la planificacion futura en
general, pero especialmente en lo relativo a las intenciones motoras
complejas y las tareas ejecutadas automaticamente. También influye
en la atencion focalizada.

e El asa limbica, que atraviesa la parte extremo anterior y ventral del
estriado, donde se encuentra el nacleo accumbens, esta implicada
en la expresiéon de las emociones. Posee numerosas terminaciones

dopaminérgicas, que median el aprendizaje y la conducta motivada,



y su injuria puede provocar la falta de expresiones emocionales
faciales y ausencia de gestos espontaneos. Asimismo influye en la
motivacion, los comportamientos adictivos, la agresividad y la
planificacion de la conducta. Luego de varios afios de dafio agudo,
puede producir demencia y conductas psicopéticas.

e El asa oculomotora, principalmente presente en el nucleo caudado,
con mayoria de neurotransmision GABAérgica, controla las

sacudidas oculares voluntarias y automaticas.

El estriado recibe proyecciones principalmente desde distintas regiones

de la corteza cerebral (via cortico-estriatal), las cuales son excitatorias, realizadas

principalmente a través del neurotransmisor glutamato, que actua sobre las

neuronas del estriado, en su mayoria espinosas intermedias.

El putamen recibe aferencias de la corteza motora, mientras que el caudado

recibe aferencias corticales vinculadas con diversas funciones cognitivas. A su

vez, las neuronas del putamen y el caudado son la via eferente hacia el globo

palido (via estriato-palidal) y la sustancia nigra (via estriato-nigral), las cuales se

conectan con el talamo y de alli nuevamente con la corteza cerebral. Este circuito

se produce a través de dos vias, que actuan paralelamente (Kandel, Schwartz &
Jessel, 2001):

Via directa: Comienza en la corteza cerebral, luego se proyecta hacia el
estriado, de alli al globo palido interno, y a continuacién hacia el talamo,
para regresar entonces hacia la corteza. Su funcion es excitatoria, y es
necesaria para diversas conductas tanto motoras como emocionales y
cognitivas.

Via indirecta: Inicia en la corteza, a continuacion se proyecta al cuerpo
estriado, luego al area externa del globo palido y el ndcleo subtalamico, y
regresa al area interna del globo palido, para proyectarse hacia el tAlamo y
alcanzar finalmente la corteza cerebral, con una funcion inhibitoria,

refrenando conductas motoras, emocionales y cognitivas.
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Por lo tanto el papel del estriado en relacion con la corteza cerebral es esencial
ya que, a través de sus vias excitatorias e inhibitorias, es responsable de multiples
comportamientos, y su injuria ocasiona patologias hipo e hipercinéticas, trastornos
en la memoria, la motivacién, la atencién y el razonamiento, entre otros
(Rodriguez-Oroz et al., 2007).

El estriado es una de las zonas mas vulnerables a la PA, cuyos efectos en
esta area cerebral incluyen degeneracion neuronal y astrogliosis. La degeneracion
neuronal se evidencia en: altos niveles de ubiquitinacién, es decir, marcacion de
proteinas que seran degradadas, alteraciones en el citoesqueleto de la neurona y
en su organizacion dendritica. Esta degeneracion se observa principalmente en
neuronas GABAérgicas. La astrogliosis acompafia este proceso y consiste en un
aumento excesivo en la cantidad de astrocitos como consecuencia de la injuria
cerebral (Mufiiz et al., 2014).

3.4. Neuroproteccion

La lesion cerebral posee varias fases: primero, e inmediatamente después
de la injuria, se encuentra la fase primaria, en la cual muere un gran nimero de
neuronas por necrosis celular, lo cual resulta irreversible. Luego, en la etapa
llamada latente, se produce una recuperacion parcial del metabolismo oxidativo
del cerebro. Sin embargo, después de este proceso, el metabolismo puede
deteriorarse nuevamente, siendo la fase de fracaso energético secundario, y es en
esta en la cual se vuelve a llevar a cabo la muerte neuronal por necrosis y
apoptosis. Esto es lo que se conoce como lesion secundaria (Blanco et al., 2011),
la cual puede prevenirse durante la fase latente, que ofrece una ventana
terapéutica, cuya duracion en animales es de entre 6 y 15 horas. Es en este lapso
durante el cual se podria intervenir aplicando agentes neuroprotectores, que aun
se encuentran en fase de experimentacion animal (Blanco et al., 2011). Esta fase
forma parte de la Investigacion Traslacional, que es la investigacion aplicada a
través de la cual se busca traducir el conocimiento cientifico disponible de modo
gue resulte util para la poblacién general, maximizando sus beneficios. Esta

busqueda de transferir el conocimiento empirico a la realidad, posee diversas
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etapas, entre las cuales se encuentran la experimentacion animal y los ensayos
clinicos para desarrollar potenciales nuevos tratamientos, evaluando su eficacia y
seguridad en primer lugar a través de experimentos controlados en animales
(Cabieses & Espinoza, 2011). Es en esta fase en la que se inserta la presente
investigacion, buscando posibles agentes neuroprotectores para la PA, utilizando
un modelo murino que, por las ventajas antes mencionadas, es particularmente
adecuado para posteriormente poder realizar el pasaje de la investigacion a la
clinica.

La neuroproteccion constituye entonces una alternativa terapéutica que
apunta a prevenir la lesion cerebral secundaria, ayudando a sobrevivir a neuronas
que, de no recibir este tratamiento, moririan (Blanco et al.,, 2011). Hasta la
actualidad, no existe ningun tratamiento eficaz para la PA, utilizandose en la
clinica la hipotermia terapéutica como tratamiento neuroprotector, que consiste en
la reduccion de la temperatura cerebral del neonato en 3-4°C durante al menos 72
horas, como modo de aminorar las secuelas de la PA. Sin embargo, su eficacia es
parcial y resulta sumamente costosa, lo cual es un importante obstaculo teniendo
en cuenta que los paises con mas alta incidencia de PA son los que se encuentran
en vias de desarrollo (Morales et al., 2011). Por este motivo, resulta relevante la
investigacion sobre posibles agentes neuroprotectores coadyuvantes de la

hipotermia terapéutica (Cilio & Ferriero, 2010).

3.5. Palmitoiletanolamida (PEA)

La PEA, derivada de la reaccion entre el acido palmitico y la etanolamida,
es sintetizada e hidrolizada por la microglia (Muccioli & Stella, 2008) y pertenece a
la familia de las aciletanolamidas, las cuales son mediadores lipidicos enddégenos
presentes en los cerebros humano y murino (Guida et al.,, 2017). Las
aciletanolamidas poseen propiedades protectoras y homeostaticas endbégenas
frente al dafio cerebral, regulando los procesos de inflamacion que resultan
perjudiciales para el tejido nervioso (Esposito & Cuzzocrea, 2013). Ahora bien,
esta respuesta endogena de las aciletanolamidas pareceria no ser suficiente,

razon por la cual se han estudiado sus propiedades neuroprotectoras exégenas,
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es decir, al ser administrada como droga. El tratamiento con PEA ha evidenciado
las mencionadas propiedades en mayor medida que otras aciletanolamidas, al ser
administrada de manera exdgena en diversos modelos de injuria cerebral y
neurodegeneracion (Herrera et al., 2016). Asimismo se observé un efecto
neuroprotector del tratamiento con aciletanolamidas, especificamente con PEA,
luego de la PA. Estos resultados fueron encontrados en el hipocampo (Herrera et
al., 2018). En cambio, en el presente trabajo se busca estudiar sus efectos en el
estriado.

3.6. Psicologia Comparada

La Psicologia Comparada es un area interdisciplinaria que surgié a fines
del siglo XIX, de la union entre la Psicologia Experimental y la Biologia, en
particular luego de los desarrollos de las teorias evolucionistas, que permitieron
realizar mayores comparaciones entre las distintas especies animales, incluido el
ser humano (Papini, 2010). Es una rama de la Psicobiologia, disciplina que busca
estudiar la biologia de la conducta, teniendo en cuenta los aportes de la
Neuroanatomia, la Neurofisiologia, la Neuropatologia y la Neurofarmacologia,
entre otras ciencias (Pinel, 2007).

Si bien a menudo se la ha confundido con la Etologia, la Psicologia
Comparada, a diferencia de aquella, se centra principalmente en el estudio de
mamiferos a través de una metodologia de trabajo de laboratorio, ya que su
objetivo no es el analisis del comportamiento animal por si mismo, como sucede
en la Etologia, sino la realizacion de comparaciones entre el animal estudiado y el
ser humano, buscando en ultima instancia una mejor comprension de la persona
humana (Fernandez Rios, 1987). En este sentido, la utilizacibn de modelos
animales de laboratorio permite investigar de manera mas sencilla, ya que se
pueden controlar todas las variables, dado que el comportamiento animal es mas
simple que el humano y ademas se trabaja en laboratorios, con un menor costo
econdmico y pudiendo llevarse a cabo procedimientos que, por motivos éticos, no
podrian realizarse en seres humanos (Domjan, 2010), como sucede en el caso de
la PA.
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Teniendo en cuenta que la Psicologia Comparada busca realizar
extrapolaciones y/o generalizaciones de la psicologia animal a la psicologia
humana, no se deben olvidar las necesarias precauciones para que esto se lleve
a cabo adecuadamente (Chudasama & Robbins, 2006; Ardila, 2007). En este
sentido, se toma como referencia el estudio de Semple y colaboradores (2013), en
el cual se realiza un paralelo entre el desarrollo cerebral murino y humano,
manifestando que los hitos madurativos del cerebro son similares en ambas
especies, y pudiendo por lo tanto mostrar la equivalencia entre los 30 dias
postnatales de la rata y la edad comprendida entre los 4 y 11 afios de un ser
humano (Semple et al., 2013), periodo durante el cual suelen hacerse manifiestos
los trastornos del neurodesarrollo asociados a la PA (Herrera-Marschitz et al.,
2017). Es por esta razén que se ha tomado dicho punto temporal para realizar las
pruebas.

Al existir grandes semejanzas entre el cerebro humano y el de la rata, y
ademas tratarse de un animal mamifero, su modo de parto y posibilidad de PA es
similar al humano. El modelo utilizado (Bjelke et al., 1991) ha demostrado ser
efectivo para reproducir una situacion de PA durante mas de 25 afios de
investigacion (Barkhuizen et al., 2017; Herrera et al., 2017; Herrera-Marschitz et
al., 2017), permitiendo analizar sus consecuencias tanto a nivel conductual como

morfoldgico y bioquimico.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1. Objetivos

Objetivo general:
Estudiar el potencial efecto neuroprotector de la PEA en el estriado de ratas de 30
dias sometidas a PA, a nivel conductual, morfolégico y bioquimico.

Objetivos especificos:
1. Analizar los efectos de la PA a los 30 dias en el estriado murino a nivel
conductual, morfoldgico y bioguimico.
2. Evaluar las consecuencias del tratamiento con PEA en ratas de 30 dias
gue han sufrido PA, a nivel conductual, morfologico y bioquimico, y su

posible correlato con el ser humano.
4.2. Hipoétesis
1. La PA causa injurias en el estriado murino y sus conductas asociadas, a los
30 dias postnatales.

2. La PEA posee un efecto neuroprotector en el estriado, en la injuria

ocasionada por la PA en los 30 dias postnatales.
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5. METODOLOGIA

5.1. Animales de laboratorio

Fueron adquiridas 20 ratas preifladas del bioterio de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Buenos Aires, de la cepa Sprague Dawley. En
este modelo de neuroproteccion sélo las crias macho han sido utilizadas ya que el
estrogeno presenta propiedades neuroprotectoras y constituye una variable
extrafa (Saraceno et al., 2010).

Los animales se mantuvieron a 21+2°C y 65+5% de humedad con acceso
libre a alimentos y agua, en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 hs. (luces desde las
7:00 am). Cada rata se us0 solo una vez y se hicieron todos los esfuerzos para
minimizar su sufrimiento y para reducir el numero de animales utilizados. Todos
los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guia del Instituto Nacional de
Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Garantia de Bienestar
Animal, A-3033-01/protocolo #S01084) y siguiendo las normas bioéticas con
certificacion nacional del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL)

El nimero total de ratas utilizadas fue de 63 crias macho, divididas en
cuatro grupos: ratas nacidas por parto natural inyectadas con vehiculo (grupo
control+vehiculo, n=13), ratas sometidas a PA e inyectadas con vehiculo (grupo
PA+vehiculo, n=15), ratas nacidas por parto natural inyectadas con PEA (grupo
control+PEA, n= 18) y ratas sometidas a PA e inyectadas con PEA (grupo
PA+PEA, n=17). No se utilizaron animales controles nacidos por cesarea ya que
investigaciones previas revelaron que estos no presentan diferencias significativas
con respecto a los animales controles nacidos por via vaginal (Galeano et al.,
2011; Blanco et al., 2015; Herrera et al., 2018).

5.2. Definicién de variables

El disefio del presente trabajo de investigacion es experimental cuantitativo.
Las variables independientes son: nacimiento y tratamiento. El nacimiento

presenta dos condiciones posibles: parto natural (control) o PA. El tratamiento
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presenta dos condiciones posibles: tratamiento con vehiculo (solucion fisiologica)
o tratamiento con PEA (disuelto en vehiculo).
Las variables dependientes refieren a los efectos conductuales,

morfolégicos y moleculares, cuya medicion sera explicitada a continuacion.

5.3. Instrumentos de recoleccion de datos

5.3.1. Instrumentos para las pruebas de conducta

Laberinto elevado en cruz

El instrumento consiste en un laberinto negro de melamina conformado por
una plataforma central cuadrada (11 x 11 cm.) de la cual surgen cuatro brazos:
dos brazos cerrados (50 x 11 x 40 cm.) y dos brazos abiertos (50 x 11 x 0,25 cm.),
formando un laberinto en forma de cruz, elevado a una altura de 100 cm. sobre el
nivel del piso (Galeano et al., 2015). Las sesiones de prueba se grabaron usando
una camara digital Sony HDR-AS100V.

Campo Abierto
El instrumento consiste en un cuadrado de melamina negra (60x60x40 cm.)
rodeado por paredes de 40 cm. de alto (Galeano et al., 2015). Las sesiones de

prueba se grabaron usando una camara digital Sony HDR-AS100V.

5.3.2. Instrumentos para el analisis morfologico
Se utilizd anestesia, un equipo de perfusion, un vibratomo (VT 1000 S,
Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), anticuerpos y marcadores para la técnica

inmunohistoquimica y un microscopio optico Leica.
5.3.3. Instrumentos para el analisis molecular

Se utilizé una guillotina, elementos para la homogeneizacion y diseccion

cerebral, bandas inmunorreactivas y marcadores para la técnica Western Blot.
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5.3.4. Software de conducta
Se utilizé el programa ANY-Maze (version 5.29).

5.3.5. Software de analisis de imagenes
Se utilizo el programa ImageJ (version 1.410.)

5.3.6. Software estadistico
Se utiliz6 el programa Graph pad Prism (version 5).

5.4. Procedimiento

Se utilizé el modelo experimental disefiado por Bjelke y colaboradores
(1991), segun el cual cuando las ratas prefiadas paren su primera cria, a la rata
madre se le realiza una eutanasia y sus cuernos uterinos se sumergen en agua a
37°C por 19 minutos, produciéndose entonces una asfixia severa. Luego, se
retiran las crias de dentro de los cuernos y se las estimula manualmente hasta que
su respiracion sea normal. Finalmente, se las coloca cerca de una lampara
encendida para que recuperen el calor (Barkhuizen et al., 2017).

El tratamiento respectivo (vehiculo o PEA) fue administrado en la primera
hora de vida por medio de una inyeccidén subcutanea. La dosis utilizada fue de 10
mg/kg. La dosis de 10 mg/kg de PEA (0879/10, Tocris Bioscience, Bristol,
Inglaterra) ha mostrado resultados efectivos como neuroprotector en numerosos
modelos de injuria cerebral y neurodegeneracion (Herrera et al., 2016).

Luego, las ratas fueron colocadas en jaulas con una madre sustituta que
habia parido en las ultimas 24 horas. Después del destete, se colocaron entre tres
y cuatro animales por jaula, de diferentes grupos experimentales, para poder
descartas variables extrafias provenientes de que los animales no hayan tenido la

misma madre o ambiente.
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5.4.1. Procedimiento de recoleccion de datos

Pruebas de conducta

En el dia postnatal 30, todas las ratas fueron sometidas a pruebas de
conducta en una habitacion aislada, entre las 8 y las 17 horas. Los instrumentos
fueron limpiados con etanol luego de cada prueba para minimizar los estimulos
olfativos. Durante las pruebas, se reprodujo sonido blanco (Galeano et al., 2015) y
antes de las mismas se dejo aclimatar al animal al nuevo ambiente durante cinco
minutos (Molina, Capani & Guelman, 2016). De esta manera se controlaron
variables extrafas.

Las pruebas administradas fueron:

e Laberinto elevado en cruz: Se ubico a la rata en la plataforma central, frente
a un brazo abierto. Se la dejo explorar liboremente durante 5 minutos y luego
se la regreso a la jaula. Se considero que la rata entraba en un brazo del
laberinto cuando se encontraba con sus cuatro patas adentro (Galeano et
al., 2015). Se midio la distancia total recorrida y el tiempo transcurrido en
brazos cerrados. Las ratas que se cayeron del laberinto fueron excluidas del
estudio. Se evaluaron las conductas de rearing, exploracion, y grooming,
acicalamiento. Esta prueba se aplica para evaluar actividad exploratoria y
niveles de ansiedad (Wall & Messier, 2001).

e Campo Abierto: Las ratas fueron colocadas en el centro del aparato y se les
permitio explorarlo por 5 minutos (Molina et al., 2016). Se cuantifico la
distancia total recorrida y el nimero de lineas cruzadas, asi como las
conductas prototipicas de rearing y grooming. Esta prueba se utiliza para
examinar la locomocion, la actividad exploratoria y los cambios emocionales

inducidos por la exposicién a un medio novedoso (Molina et al., 2016).
Las variables conductuales fueron registradas a posteriori por dos observadores

ciegos, previamente entrenados, y el tiempo fue cuantificado utilizando la funcién

correspondiente del programa ANY-maze.
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Inmunohistoquimica

El andlisis a través de esta técnica se realiz6 utilizando cuatro animales por
tratamiento y fue repetido cuatro veces para cada cerebro murino. En el dia
postnatal 30, a cuatro de las ratas (una por grupo), se les realizé una perfusiéon
intracardiaca para fijar el tejido (Saraceno et al., 2016). Una vez fijado el animal,
se le extrajo el cerebro y se realizaron cortes de distintas secciones del estriado.
Se obtuvieron imagenes a través de un microscopio 6ptico para poder realizar un
andlisis morfologico, es decir, estudiar como se distribuyen determinados
marcadores en el tejido cerebral. Se utilizaron los siguientes marcadores de dafio
neuronal y respuesta glial: neurofilamentos fosforilados de alto/medio peso
molecular (pNF-H/M), proteinas asociadas a los microttubulos 2 (MAP-2) y proteina
acida fibrilar glial (GFAP).

Los animales fueron anestesiados con ketamina 40 mg/kg y xilazina 5
mg/kg, por via intraperitoneal, y se perfundieron intracardialmente con
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4). Inmediatamente, sus
cerebros se retiraron y se fijaron posteriormente en la misma solucion fijadora
durante dos horas a temperatura ambiente, y luego se sumergieron durante la
noche a 4°C en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4). Se obtuvieron secciones del estriado
(50 pm) utilizando un vibrdtomo (VT 1000 S, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania).

La inmunohistoquimica se realiz6 en secciones de flotacion libre con
agitacion moderada. Antes de la tincion, las secciones se incubaron en peroxido
de hidrogeno al 3% durante 10 minutos para anular las peroxidasas endogenas.
Después de tres etapas de lavado en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4), se bloquearon
los sitios de union a anticuerpos no especificos utilizando un suero de cabra
normal al 0,3%. Las secciones de flotacion libre se incubaron durante la noche a
4°C con anti-MAP-2 (1:250, IgG policlonal de conejo; ab32454, Abcam,
Cambridge, Inglaterra), anti-pNF-H/M que reconoce las repeticiones KSP (proteina
kinesina del huso) de la forma fosforilada, (1:500, IgG monoclonal de ratén;
MAB1592, Millipore, Burlington, EE.UU.) o anti-GFAP (1:200, IgG monoclonal de
conejo; Cell-Marque, Sigma-Aldrich Company, Codigo EP672Y). Después de
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varios lavados, las secciones se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con anticuerpos secundarios (anti-lgG de ratén biotinilada, 1:500,
BA9200 o anti-lgG de conejo biotinilada, 1:500, BA-1000, Vector, Burlingame,
EE.UU.). El sistema de deteccion de estreptavidina/HRP (1:500, K0609, Dako,
Santa Clara, EE.UU.) se utiliz6 para la tincion de antigenos segun las
recomendaciones del fabricante. Las secciones se incubaron con el sustrato
diaminobencidina (D3939, Sigma-Aldrich Company, St. Louis, EE.UU.) durante
dos minutos a temperatura ambiente.

Se obtuvieron imagenes microscépicas utilizando un microscopio Optico
Leica. Se calcul6 el porcentaje de area reactiva para pNF-H/M y MAP-2 utilizando
el programa ImageJ (version 1.410.) y el nimero de astrocitos inmunorreactivos a

GFAP se estimdé manualmente.

Western Blot

El analisis a través de esta técnica se realizo utilizando cuatro animales por
tratamiento y fue repetido cuatro veces para cada cerebro murino. Los cerebros de
los animales (el estriado) fueron disecados y homogeneizados, para poder realizar
el analisis bioguimico y cuantificar la expresion de marcadores de dafio neuronal y
respuesta glial.

Los animales fueron sometidos a eutanasia por decapitacion, sus cerebros
se diseccionaron y se homogeneizaron en buffer de lisis congelado (que contenia
Tris/HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCI2 3 mM, Triton X-100 al 0,1% e
inhibidores de proteasa). Los tejidos se descongelaron en hielo y se centrifugaron
a 14000 rpm durante quince minutos a 4°C. La concentracion de proteinas de
cada muestra se analiz6 utilizando una solucion de Bradford (500-0201, Bio-Rad,
Richmond CA, EE.UU.) y albumina de suero bovino. Se diluyeron 80 pg de
proteina total en buffer de muestra (tris/THCI 0,3 M, pH 7, glicerol al 5%, SDS al
5%, EDTA 1 mM, azul de bromofenol al 0,1%) y se sometieron a electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Las membranas de
difluoruro de polivinilideno que contienen proteinas transferidas se bloquearon con

leche en polvo descremada al 5% y BSA al 1% en soluciéon salina con buffer
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Trisque contenia Tween 20 al 0,05%. Las membranas se incubaron durante la
noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-MAP-2 (1:1000, I1gG
policlonal de conejo; ab32454, Abcam, Cambridge, Inglaterra), anti-pNF-H/M
(1:500, IgG monoclonal de ratén; MAB1592, Millipore, Burlington, EE.UU.) o anti-
GFAP (1:1,000, IgG monoclonal de ratén; SC-33673, Biotecnologia Santa Cruz), y
anti-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (1:3000, IgG de conejo, G9545,
Sigma-Aldrich Company, St. Louis, EE.UU.) como carga control. Posteriormente,
las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de conejo y raton (1:3000, 170-6515 y 170-6516 respectivamente, Bio-
Rad, Richmond CA, EE.UU.) durante una hora a temperatura ambiente.

Las bandas inmunorreactivas se detectaron utilizando un sistema de
analisis de Western Blot ECL (Clarity Western ECL, 1705061, Bio-Rad, Richmond
CA, EE.UU.). Las peliculas se escanearon y la densidad oOptica de las bandas de
proteinas se cuantifico utilizando el Analizador Gel-Pro 3.1.00.00 (Media

Cybernetics).

5.4.2. Procedimiento de analisis de datos

Los resultados se expresaron como medias £+ SEM, es decir teniendo en
cuenta el error estandar de la media, para conocer la precision de la misma. La
distribucion normal y la homogeneidad de varianzas se verificaron utilizando las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Los analisis estadisticos se
realizaron mediante analisis de varianza de dos vias (ANOVA), utilizando el tipo de
nacimiento (control o asfictico) y el tipo de tratamiento (vehiculo o PEA) como
factores centrales, asi como su interaccion. Se utilizaron los analisis post hoc
Tukey o Bonferroni, segun lo recomendado en cada caso por el software
estadistico utilizado (Graph Pad Prism 5). Se consideraron significativas las

diferencias con una probabilidad igual o menor al 5%.
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6. RESULTADOS

6.1. Efectos conductuales en el dia postnatal 30

Los resultados estadisticos evidencian que ni la locomocion ni la actividad en
general fueron afectadas por la PA en el dia postnatal 30. En cuanto al nUmero de
lineas cruzadas en la prueba Campo Abierto, el ANOVA de dos vias inform6 que
ni la condicién de nacimiento (F150=1.93, p=0.1716) ni el tratamiento recibido
(F,50=0.6706, p=0.4172) han influido significativamente. Tampoco fueron
significativos la condicidon de nacimiento y el tratamiento en cuanto al tiempo que
los animales pasaron en los brazos cerrados en la prueba Laberinto elevado en
cruz (F@s54=0.03662, p=0.8493; F154=3.624, p=0.0646, respectivamente).
Asimismo, la condicion de nacimiento y el tratamiento no fueron significativos en la
distancia total recorrida en Campo Abierto (F@50=0.8553, p=0.3592;
F1,50=0.005146, p=0.9431, respectivamente) ni en la prueba del Laberinto elevado
en cruz (Fasz =0.1234, p=0.7272; F@.32=2.645, p=0.1119, respectivamente)
(Herrera, 2019).

Por el contrario, la conducta de rearing (exploracion vertical), un
comportamiento prototipico en las ratas, se vio alterada en el dia postnatal 30
como consecuencia de la PA, segun se puede deducir de los resultados. Con
respecto al tiempo dedicado a esta conducta en la prueba Campo Abierto, el
ANOVA de dos vias sefial6 que la condicion de nacimiento y el tratamiento
influyeron significativamente en este comportamiento (F,54=5.51, p=0.0226;
Fa,54=5.779, p=0.0197, respectivamente). Sin embargo, la interaccion entre estos
dos factores no resulto significativa (F(1,54=2.888, p=0.095). El analisis post hoc
indicd que las ratas asficticas tratadas con vehiculo mostraron una disminucion
significativa en el tiempo dedicado al rearing en relacién con el grupo control
tratado con vehiculo (p=0,04). Esta alteracion del comportamiento se invirtié en los
animales asficticos tratados con PEA (p=0,009), los cuales no presentaron
diferencias significativas con respecto a los controles (p=0,06, Figura 1A). Se
encontraron resultados similares en la prueba Laberinto elevado en cruz en cuanto

al tiempo dedicado al rearing. En esa prueba, tanto la condicion de nacimiento
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como el tratamiento fueron variables significativas (F,3s=41.26, p<0.0001;
Fa1,36=10.69, p=0.0024, respectivamente), y su interaccion también lo fue
(Fa36=11.67, p=0.0016). El analisis post hoc sefialé una reduccion significativa en
el tiempo dedicado a la conducta de rearing como consecuencia de la PA
(p=0.0009), lo cual se revirti6 después del tratamiento con PEA (p=0.0009). Los
animales asficticos tratados con PEA no mostraron diferencias significativas con
respecto a los controles (p=0.0643, Figura 2A). Tanto en la prueba Campo Abierto
como en el Laberinto elevado en cruz, el tratamiento con PEA en el grupo control
no tuvo un efecto significativo sobre el tiempo dedicado al rearing en relacién con
las ratas control tratadas con vehiculo (p=0,0628; p=0.0619, respectivamente;
Figuras 1Ay 2A, respectivamente) (Herrera, 2019).

Aunque las variables de tratamiento y nacimiento no resultaron significativas
con respecto al tiempo que pasaron las ratas en los brazos abiertos de la prueba
Laberinto elevado en cruz (F(54=3.203, p=0.0813; F(1,54)=1.189, p=0.2819), se
analiz6 también otro comportamiento relacionado con la ansiedad: el grooming,
conducta de acicalamiento prototipica en ratas. En cuanto al tiempo dedicado a
esta conducta en la prueba Campo Abierto, las condiciones de nacimiento y el
tratamiento influyeron significativamente (F59=6.015, p=0.0172; F(1,509=16.64,
p=0.0001, respectivamente), pero su interaccion no resultd significativa
(F@,59=3.405, p=0.8767). El analisis post hoc sefialdo que el tiempo dedicado al
grooming aumento en forma significativa como resultado de la PA (p=0.04), lo cual
pudo revertirse después del tratamiento con PEA (p=0.0009). El grupo asfictico
tratado con PEA presentd diferencias significativas con respecto a los animales
controles (p=0.06, Figura 4B). El tiempo dedicado al grooming en el Laberinto
elevado en cruz también se alter6 como consecuencia de la PA, pero el
tratamiento con PEA no revirtié los valores en esta ocasion. La condicion de
nacimiento resulto significativa (F1,32=14.15, p=0.0007), pero no asi la variable de
tipo de tratamiento (F(1,32=0.0001, p=0.9906) como tampoco la interaccion entre
ambos (F1,32=0.02445, p=0.8767). El analisis post hoc revel6 que el tiempo
dedicado al grooming aumentd significativamente en los animales asficticos

inyectados con vehiculo en relacién con los controles tratados con vehiculo
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(p=0.0412), pero esto no se invirti6 en el grupo asfictico tratado con PEA
(P=0.0645), el cual presento diferencias significativas con los controles (p=0.0389,
Figura 5B). En las pruebas Campo Abierto y Laberinto elevado en cruz, el
tratamiento con PEA en las ratas control no tuvo un efecto significativo sobre el
tiempo dedicado al grooming en comparacion con las ratas control inyectadas con
vehiculo (p=0.0641; p=0.0623, respectivamente; Figuras 1B y 2B,

respectivamente) (Herrera, 2019).

Figura 1. Tiempo dedicado a las conductas de rearing y grooming en la prueba
Campo Abierto, en el dia postnatal 30.
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Figura 1 (Modificada de Herrera, 2019): (A) Tiempo dedicado al rearing, cuantificado en segundos,

en cada grupo experimental. (B) Tiempo dedicado al grooming, cuantificado en segundos, en cada
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grupo experimental. Las barras y las barras de error representan la media +SEM calculada a través
de analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de pruebas post hoc de Bonferroni. * p<0.05,
PA-VHI frente a CTL-VHI; # p<0.01 y ## p<0.001, PA-VHI frente a PA+PEA. CTL-VHI: grupo
control tratado con vehiculo; PA-VHI: grupo sometido a PA y tratado con vehiculo; PA+PEA: grupo
sometido a PA y tratado con PEA; CTL+PEA: grupo control tratado con PEA.

Figura 2: Tiempo dedicado a las conductas de rearing y grooming en la prueba
Laberinto elevado en cruz, en el dia postnatal 30.
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Figura 2 (Modificada de Herrera, 2019): (A) Tiempo dedicado al rearing, cuantificado en segundos,
en cada grupo experimental. (B) Tiempo dedicado al grooming, cuantificado en segundos, en cada
grupo experimental. Las barras y las barras de error representan la media +SEM calculada a través
del andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguidas de pruebas post hoc de Bonferroni. *
p<0.05 y **p<0.001, PA-VHI frente a CTL-VHI; ## p<0.001, PA-VHI frente a PA+PEA; & p<0.05,
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PA+PEA frente a CTL-VHI. CTL-VHI: grupo control tratado con vehiculo; PA-VHI: grupo sometido a
PA y tratado con vehiculo; PA+PEA: grupo sometido a PA y tratado con PEA; CTL+PEA: grupo
control tratado con PEA.

6.2. Efectos morfoldgicos y bioquimicos en el dia postnatal 30

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a nivel conductual, se
estudiaron sus correlatos neurobioldgicos a través del andlisis de los siguientes
biomarcadores de dafio neuronal y respuesta glial: neurofilamentos fosforilados de
alto/medio peso molecular (pNF-H/M), proteinas asociadas a los microtubulos 2
(MAP-2) y proteina &cida fibrilar glial (GFAP) (Udovin et al., 2020).

Se analizé mediante inmunotincion en el estriado murino en el dia postnatal
30, la fosforilacion de pNF-H/M, como medida de la disfuncion axonal y la
degeneracion celular. La figura 3A muestra un ejemplo representativo de la
seccion estriatal obtenida por tincion inmunohistoquimica para pNF-H/M y se
pueden observar cambios morfolégicos como consecuencia de la PA. EI ANOVA
de dos vias revel6 que los principales factores: condiciones de nacimiento y
tratamiento, fueron significativos, al analizar el porcentaje de area reactiva para
pPNF-H/M (F(1,8=74552, p<0,0001; F1,=15608, p<0,0001, respectivamente), y su
interaccion también fue significativa (F(1,8=15639, p<0,0001). El andlisis post-hoc
indicé que el area reactiva para pNF-H/M mostré una reduccién significativa como
consecuencia de la PA (p<0,0001, Figura 3B) y que esta disminucion se atenuo
significativamente por el tratamiento con PEA pero no pudo alcanzar el estado del
grupo control (p<0,0001, Figura 3B). Consistentemente, la expresion de proteinas
para pNF-H/M en el estriado de la rata dependia de la condicién de nacimiento y el
tratamiento  recibido  (Fug=122.3, p<0.0001; F@1=8.002, p=0.0222,
respectivamente). La interaccion entre el tratamiento y la condicion de nacimiento
también fue significativa (F(1,8=10.18, p=0.0128). El andlisis post-hoc confirmé una
reduccion en la expresién de la proteina pNF-H/M en el grupo de PA con vehiculo
(p<0,0001), que se atenud después del tratamiento con PEA (p=0,0119, Figura
3C), aungue sin una reversion total al estado del grupo control (p=0,0024, Figura

3C). El tratamiento con PEA en las ratas del grupo control no tuvo un efecto
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significativo en el area reactiva y los niveles de proteina para pNF-H/M,
presentando valores similares al grupo de control inyectado con vehiculo
(p=0.9997; p=0.9937, respectivamente; Figuras 3B y 3C, respectivamente)
(Udovin et al., 2020).

Figura 3: Inmunotincion de neurofilamentos fosforilados de alto/medio peso
molecular (pNF-H/M) y niveles de proteinas en el estriado murino, en el dia
postnatal 30.
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Figura 3 (Modificado de Udovin et al., 2020): A) Imagenes representativas del estriado de cada
grupo experimental obtenidas por tincién inmunohistoquimica para pNF-H/M. La flecha blanca
indica los fasciculos axonales (AF). Barra de escala: 50 um. B) Porcentaje de las areas reactivas
para pNF-H/M medido para cada grupo experimental. C) Densidad Optica obtenida de bandas
inmunorreactivas para el nivel de expresion de proteina pNF-H/M de cada grupo experimental. Las
barras y las barras de error representan la media +SEM calculada a través de analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido de prueba post hoc de Tukey. **** p<0,0001, PA-VHI frente a CTL-
VHI. &&&& p<0.0001 y & p<0.05, PA-VHI frente a PA+PEA. #### p<0.0001 y ## p<0.05, PA+PEA
frente a CTL-VHI. CTL-VHI: grupo control tratado con vehiculo; PA-VHI: grupo sometido a PA y
tratado con vehiculo; PA+PEA: grupo sometido a PA y tratado con PEA; CTL+PEA: grupo control
tratado con PEA.

Dado que la PA afectd al citoesqueleto neuronal, también se estudio la
morfologia de la dendrita a través de la inmunotincion de un marcador especifico
de dendrita, MAP-2, en el estriado murino el dia postnatal 30. Se pueden observar
cambios morfolégicos como consecuencia de la PA (Figura 4A). De acuerdo con
los resultados del ANOVA de dos vias, se detectd una diferencia significativa en el
area reactiva de MAP-2 tanto para las condiciones de nacimiento como de
tratamiento (Fq,8= 16629, p<0,0001; F1,8= 17810, p<0.0001, respectivamente). La
interaccion entre la condicibn de nacimiento y el tratamiento también fue
significativa (F1,8=17711, p<0,0001). El analisis post-hoc revel6 que el grupo PA
con vehiculo presentd una disminucion significativa en el porcentaje de éarea
reactiva MAP-2 en comparacion con el grupo control (p<0,0001, Figura 4B). Esta
reduccion en el area reactiva de MAP-2 mejor6 después del tratamiento con PEA
(p<0,0001, Figura 4B), alcanzando los valores del grupo control (p=0.0515, Figura
4B). Estos hallazgos morfologicos se confirmaron cuando se analizé la expresion
de la proteina MAP-2 en el estriado de murino en el dia postnatal 30. El nivel de
proteina MAP-2 dependia de la condicibn de nacimiento y del tratamiento
(F@8=40.14, p=0.0002; F@18=36.83, p=0.0003, respectivamente), con una
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interaccion entre ellos también significativa (F(,8=36.09, p=0.0003). Segun el
analisis post-hoc, se observo una reduccion significativa en los niveles de proteina
MAP-2+ como consecuencia de la PA (p<0,0001, Figura 4C), que se revirtid
completamente después del tratamiento con PEA, alcanzando los valores del
grupo de control (p<0.001), Figura 4C). Finalmente, se encontraron valores
similares tanto en el area reactiva de MAP-2 como en los niveles de proteina entre
el grupo control tratado con vehiculo y el grupo control tratado con PEA (p=0.9932;
p>0.9999, respectivamente; Figuras 4B y 4C, respectivamente) (Udovin et al.,
2020).

Figura 4: Inmunotincidon de proteinas asociadas a los microtibulos 2 (MAP-2) y
expresion de proteinas en el estriado murino, en el dia postnatal 30.
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Figura 4 (Modificada de Udovin et al., 2020): A) Imagenes representativas del estriado obtenidas
por tincion inmunohistoquimica para MAP-2 en cada grupo experimental. La flecha blancamuestra
dendritas inmunotefidas para MAP-2; AF indica los fasciculos axonales. Barra de escala: 50 um.
B) Porcentaje de las areas reactivas para MAP-2 medido en cada grupo experimental. C) Densidad
Optica obtenida de bandas inmunorreactivas para el nivel de expresién de la proteina MAP-2 de
cada grupo experimental. Las barras y las barras de error representan la media +SEM calculada a
través de andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido de prueba post hoc de Tukey. ****
p<0,0001 y *** p<0,001, PA-VHI frente a CTL-VHI; &&&& p<0,0001 y &&& p<0,001, PA-VHI frente
a PA+PEA. CTL-VHI: grupo control tratado con vehiculo; PA-VHI: grupo sometido a PA vy tratado
con vehiculo; PA+PEA: grupo sometido a PA y tratado con PEA; CTL+PEA: grupo control tratado
con PEA.

Asimismo se analizo la respuesta glial a la lesion por PA y el resultado del
tratamiento con PEA en el estriado murino en el dia postnatal 30, a través de la
medicién de GFAP con las técnicas de Inmunohistoquimica y Western Blot. La
Figura 5A muestra un ejemplo representativo de la seccion estriatal obtenida por
tincion inmunohistoquimica para los astrocitos inmunoreactivos a GFAP. Cuando
se midio el numero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP, el ANOVA de dos vias
indicé que este dependia de la condicion de nacimiento y del tratamiento recibido
(Fa56=58.73, p<0.0001; F,56=16.44, p=0.0002, respectivamente), asi como de
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su interaccion (Fs6= 19.4, p<0.0001). El andlisis post-hoc revel6 que el grupo PA
con vehiculo presentd una disminucion significativa en el numero de astrocitos
inmunoreactivos a GFAP, en comparacién con el grupo control (p<0,0001, Figura
5B), que mejor6 después del tratamiento con PEA (p<0,0001, Figura 5B) aunque
no lo suficiente para alcanzar valores similares al grupo control (p=0.0628, Figura
5B). Ademés, el nimero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP+ no fue distinto
entre el grupo control tratado con vehiculo y el grupo control tratado con PEA
(p=0.9946, Figura 5B). Sin embargo, ni la condicién de nacimiento ni el tratamiento
recibido afectaron a la expresion de GFAP (F@1=0.04421, p=0.8387;
Fa8=0.01157, p=0.917, respectivamente) ni se observd una interaccién
significativa entre estos factores (F(, 8=0.002636, p=0.9603, Figura 3C) (Udovin et
al., 2020).

Figura 5: Inmunotincion de proteina &cida fibrilar glial (GFAP) y niveles de
expresion de proteinas en el estriado murino, en el dia postnatal 30.
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Figura 5 (Modificada de Udovin et al., 2020): A) Imagenes representativas del estriado obtenidas
por tincion inmunohistoquimica para GFAP en cada grupo experimental. La flecha blanca muestra
el astrocito con inmunotincién para GFAP. Barra de escala: 50 um. B) NUmero de células GFAP+
medidas en cada grupo experimental. C) Densidad Optica obtenida de bandas inmunorreactivas
para el nivel de expresion de la proteina GFAP en cada grupo experimental. Las barras y las
barras de error representan la media +SEM calculada mediante andlisis de varianza (ANOVA) de
dos vias seguido de prueba post hoc de Tukey. **** p<0,0001, PA-VHI frente a CTL-VHI. &&&&
p<0,0001, PA-VHI frente a PA+PEA. CTL-VHI: grupo control tratado con vehiculo; PA-VHI: grupo
sometido a PA y tratado con vehiculo; PA+PEA: grupo sometido a PA y tratado con PEA;
CTL+PEA: grupo control tratado con PEA.
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7. DISCUSION

7.1. Efectos de la PA en el estriado y sus conductas asociadas en el dia
postnatal 30

En el presente trabajo se investigaron las alteraciones morfologicas,
bioguimicas y conductuales inducidas por la PA en el dia postnatal 30, utilizando
el modelo experimental murino de Bjelke y colaboradores (1991), y asimismo se
estudio el efecto neuroprotector que ejercio la PEA en ese lapso.

La PA produjo una disminucion significativa en el tiempo dedicado al
rearing, el cual es un comportamiento de exploracion vertical en respuesta a la
novedad (Herrera et al., 2018), a través del cual la rata busca obtener mayor
informacion de la que logra explorando horizontalmente, tanto a nivel visual como
olfatorio (Lever, Burton & O’Keefe, 2006). Esta conducta se encuentra
directamente relacionada con el estriado ya que el nacleo accumbens interviene
en su produccién, por lo cual la lesion en esta area como consecuencia de la PA
podria haber influido en su disminucion (Lever et al.,, 2006). Asimismo esta
alteracion podria explicarse por el tiempo excesivo dedicado al grooming por los
animales asficticos, cuyo aumento se ha vinculado previamente con un aumento
en los niveles de ansiedad (Kalueff & Tuohimaa, 2005), los cuales podrian
interferir en la exploracion libre de las ratas (Lever et al., 2006).

El grooming es una conducta tipica en roedores, realizada con el fin de
acicalamiento, reduccion de estrés y termorregulacion, la cual se encuentra
mediada por los ganglios basales, por lo cual la injuria en el estriado,
particularmente en el caudado, el putamen y los sistemas dopaminérgico y
GABAérgico, a causa de la PA, puede haber influido en su aumento (Spruijt, Van
Hooff & Gispen, 1992; Barros, Tannhauser, Tannhauser & Tannhauser, 1994;
Smolinsky, Bergner, LaPorte & Kalueff, 2009). Asimismo esta intensificacion
puede estar relacionada con el incremento de la temperatura corporal que puede
producir el estrés, aumentado por la PA (Barros et al., 1994). Es decir que, al

igual que lo ocurrido en el caso del rearing, la alteracion de esta conducta nos esta
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sefialando altos niveles de ansiedad (Spruijt, 1992; Lever et al., 2006; Smolinsky
et al., 2009).

Las modificaciones en las conductas prototipicas no podrian ser causadas
por alteraciones en la locomocién o en la actividad global dado que no hubo
diferencias en la cantidad de tiempo que los animales estuvieron en los brazos
cerrados del Laberinto elevado en cruz como asi tampoco en el nimero de lineas
cruzadas ni en la distancia total recorrida tanto en el Campo Abierto como en el
Laberinto elevado en cruz (Herrera et al., 2018). En efecto, las alteraciones en la
locomotricidad como consecuencia de la PA suelen evidenciarse en edades
posteriores, habitualmente a partir de los 45 dias postnatales, a través de la
hiperactividad (Prut & Belzung, 2003; Simola et al., 2009; Morales et al., 2010), por
lo que seria interesante realizar futuros estudios conductuales a largo plazo.

Con respecto al nivel morfolégico y bioquimico, se encontraron alteraciones
inducidas por la PA, como dafio dendritico (reduccion de MAP-2), lesion axonal
(reduccion de pNF-H/M) y una disminucion en el nimero de astrocitos (células
GFAP+) en el estriado murino, en el dia postnatal 30. Las modificaciones de MAP-
2 y pNF-H/M se confirmaron mediante la técnica de Western Blot. Estos resultados
serian el correlato neurobiolégico de las alteraciones en la exploracion vertical y
en los niveles de ansiedad.

Entre los marcadores estudiados se encuentra el MAP-2, que es un
biomarcador de uso comun para evaluar la extension y distribucion de la
degeneracion del citoesqueleto dendritico inducida por la PA (Kihn, Meissner &
Oehmichen, 2005; Morales, Huaiquin, Bustamante, Fiedler & Herrera-Marschitz,
2007; Graham, Everett, Delpech & Northington, 2018). Investigaciones previas han
mostrado que la inmunoreactividad de MAP-2 disminuy6é en el hipocampo y la
corteza cerebral humanos después de la exposicion al mondxido de carbono
(Kahn et al., 2005) y que la oclusién transitoria o permanente de la arteria cerebral
media, seguida de reperfusién, redujo la expresion de MAP-2 principalmente en el
cuerpo estriado y la neocorteza murinas (Popp, Jaenisch, Witte & Frahm, 2009).
Ademas, la inmunotincién de MAP-2 disminuy6 en la corteza cerebral, el caudado

y el talamo en un modelo murino con accidente cerebrovascular perinatal (Malinak
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& Silverstein, 1996) y en la corteza cerebral de ratas neonatas después de una
hipoxia-isquemia cerebral transitoria (Blomgren et al., 1995). En el presente
estudio, se observé que la PA indujo una disminucion marcada tanto en el nivel de
proteina como en la inmunoreactividad de MAP-2 en el estriado de las ratas en el
dia postnatal 30. De acuerdo con esto, estudios previos también informaron una
reduccion significativa de MAP-2 en el estriado (Saraceno et al., 2012) asi como
en el hipocampo tanto en el dia postnatal 30 (Herrera et al., 2018), como en el dia
postnatal 120 (Saraceno et al., 2010). Esta reduccion de MAP-2 podria estar
relacionada con una disminucién de la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP)
provocada por la baja disponibilidad de oxigeno después del evento hipoxico
(Ashworth et al.,, 2003). Asimismo, recientemente se ha sefialado que la
disminucion de MAP-2 estd relacionada con comportamientos ansiosos Yy
disfunciones cognitivas en modelos murinos de isquemia cerebral global (Soares
et al., 2016), resultado que concuerda con la presente investigacion.

Los resultados también muestran una disminucion significativa en el nivel
de la proteina y en la inmunoreactividad de pNF-H/M en el estriado, en respuesta
a la PA en el dia postnatal 30. Investigaciones previas han demostrado que los
neurofilamentos cambian su grado de fosforilacion después de la hipoxia-isquemia
cerebral (Mink & Johnston, 2000) y sirven como biomarcadores clinicos de la
encefalopatia hipoxico-isquémica (Douglas-Escobar et al., 2010). Esta disminucion
en pNF-H/M podria ser el resultado de la activacion de la calpaina, una proteasa
dependiente de calcio ampliamente distribuida en el cerebro durante la hipoxia,
gue interviene en los procesos de homeostasis relativos al crecimiento y la muerte
celular (Stys & Jiang, 2002). Asimismo, se encontr6 una pérdida de pNF-H/M en el
cuerpo calloso y la capsula interna en la paralisis cerebral experimental, asi como
una disminucion en el volumen de los mismos (Drobyshevsky et al., 2007).
Aunqgue recientemente se ha demostrado que la PA se asocia con un aumento en
el nivel de la proteina y la inmunoreactividad de pNF-H/M en el hipocampo en el
dia postnatal 30 (Herrera et al., 2018), el nivel de los neurofilamentos varia segun
la region cerebral, siendo bajo en la corteza cerebral e intermedio a elevado en los

axones del tronco encefalico, el cerebelo, el tidlamo, la sustancia blanca
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subcortical y los ganglios basales, asi como también se encuentra una variacion
en los diferentes tipos de patologias (Shaw et al., 2005; Drobyshevsky et al., 2007;
Anderson et al., 2008; Guy et al., 2008; Lewis, Wolper, Miralia, Yang & Shae,
2008; Boylan et al., 2009; Herrera et al., 2018). Teniendo esto en cuenta, la
elecciéon de diversas fuentes de tejido puede explicar las discrepancias entre los
estudios, lo que haria necesario una mayor investigacion sobre el tema, que ayude
a comprender mejor estas diferencias.

La PA indujo una disminucion notable en el nimero de células astrogliales,
como ya han reportado estudios previos en el dia postnatal 30, en el estriado
murino, a través del marcador GFAP (Holubiec et al., 2017). Este hallazgo podria
atribuirse a la muerte astrocitica, que precederia a la pérdida neuronal y a la
reaccion inflamatoria, de acuerdo con evidencia anterior (Villapol, Gelot, Renolleau
& Charriaut-Marlangue, 2008; Hostenbach, Cambron, D haeseleer, Kooijman & De
Keyser, 2014; Romero et al., 2014). Investigaciones previas han mostrado que los
astrocitos dafiados severamente por la PA podrian a su vez participar, después de
la injuria, en el proceso nocivo en curso, promoviendo la formacion de lesiones
quisticas como las observadas clinicamente en el cerebro del recién nacido
(Villapol et al., 2008). Sin embargo, los resultados obtenidos en el marcador GFAP
a través de la técnica inmunohistoquimica no fueron confirmados por la técnica
Western Blot. Esto podria relacionarse con el hecho de que, como afirman
estudios previos (Saraceno et al.,, 2016; Herrera et al., 2018), las alteraciones
inducidas por la PA en los astrocitos suelen observarse en tiempos posteriores,
meses luego de la injuria perinatal (Saraceno et al., 2010; Douglas-Escobar &
Weiss, 2015), por lo que la expresion de proteinas puede aun no haberse visto
modificada en el dia postnatal 30. De todas formas, se necesitarian mas estudios

para aclarar este punto.

7.2. Efecto neuroprotector del tratamiento con PEA
Los valores disminuidos, como consecuencia de la PA, de la conducta de
rearing tanto en la prueba de Campo Abierto como en el Laberinto elevado en cruz

se vieron restaurados por el tratamiento con PEA, por lo que, en este sentido,
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ejercidé una proteccion adecuada. Ahora bien, los animales asficticos tratados con
PEA difirieron en el tiempo dedicado al grooming en comparacién con las ratas
asficticas inyectadas con vehiculo en el Campo Abierto, pero no asi en el
Laberinto elevado en cruz. Sin embargo, esto podria no ser consecuencia de que
la PEA no ejercié un efecto neuroprotector sino de que el hecho de haber medido
Unicamente el tiempo durante el cual el animal realizaba la conducta de grooming
puede no haber sido un indicador suficiente. Estudios previos (Spruij et et al.,
1992; Smolinsky et al., 2009) han sefialado que este comportamiento puede verse
afectado en su realizacion, a raiz de injurias cerebrales o drogas, por ejemplo no
llevandose a cabo en direccién céfalocaudal o haciéndolo desordenadamente, y
no necesariamente en su duracion. Por esta razon seria interesante tener en
cuenta estos datos en estudios futuros, y entonces poder efectuar un analisis mas
detallado de la conducta de grooming, determinando con mayor seguridad el
efecto de la PEA en este caso.

Con respecto a los aspectos morfolégico y bioquimico, el tratamiento con
PEA dentro de la primera hora de vida fue capaz de atenuar el dafo
citoesquelético, dendritico y axonal inducido por la PA en el estriado murino en el
dia postnatal 30, de acuerdo con las modificaciones observadas tanto en MAP-2
como en pNF-H/M, en la inmunotincion y en los niveles de proteina,
respectivamente. Ademas, la administracion de PEA podria prevenir la
disminucién en el nidmero de células GFAP que se observo en los animales
asficticos. De igual manera, recientemente se ha informado que la PEA ejerce
propiedades neuroprotectoras contra las alteraciones del citoesqueleto dendriticas
y axonales inducidas por la PA en el hipocampo (Herrera et al., 2018). Asimismo
se mostré (Blanco et al., 2015) que la PA indujo una disminucién sustancial tanto
en el nivel de proteina del receptor PPARa de PEA como en la fosfolipasa D
especifica de N-acil fosfatidiletanolamina, que es una enzima que sintetiza
aciletanolamidas, como la PEA, también en el dia postnatal 30. Esta reduccion
podria conducir a una desregulacion y una disminuciéon en el nivel de los
endocanabinoides, inhibiendo la actividad PPARa (Blanco et al., 2015), lo que

estaria involucrado en varios procesos cognitivos y emocionales (Fidaleo, Fanelli,
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Ceru & Moreno, 2014). Entonces, la administracion exdégena de PEA, para
contrarrestar estos procesos, puede explicar los efectos protectores informados en
esta investigacion.

Ademas, estos hallazgos concuerdan con estudios experimentales
anteriores sobre los efectos protectores de la PEA en la neurodegeneracion
(Skaper et al., 1996; Esposito, Impellizzeri, Mazzon, Paterniti & Cuzzocrea, 2012;
Scuderi et al., 2014; Herrera et al., 2016). La PEA ejercio efectos neuroprotectores
contra la disminucién en la expresion de MAP-2 inducida por péptidos amiloides
(Scuderi et al., 2014; Tomasini et al., 2015) y por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina en un modelo animal de enfermedad de Parkinson (Esposito et
al., 2012). De manera similar, la PEA podria prevenir la reduccién de MAP-2
después de la hipoxia (Kiuhn et al., 2005; Fernandez-Lopez, Lizasoain, Moro &
Martinez-Orgado, 2013; England, Hind, Rasid & O"Sullivan, 2015).

7.3. Aplicaciones ala Psicologia Comparada

El presente trabajo se llevd a cabo teniendo en cuenta la posible futura
aplicacion en seres humanos de los hallazgos realizados, es decir, desde la
perspectiva de la Psicologia Comparada, que procura una mejor comprension de
la persona humana a través del uso, en este caso, de modelos animales de
laboratorio, por su mayor sencillez, costo econdémico, simplicidad en el manejo de
variables y motivos éticos (Domjan, 2010). Asi también, la experimentacién en
animales es una de las fases de la Investigacion Traslacional, que busca
maximizar los beneficios del conocimiento cientifico, de forma tal que resulte
beneficioso para la poblacién general. Esta etapa es necesaria para desarrollar
potenciales nuevos tratamientos, evaluando su seguridad y eficacia en primer
lugar a través de experimentos controlados en animales de laboratorio (Cabieses
& Espinoza, 2011).

En neurociencias, los animales mas utilizados en investigacion son las ratas
y ratones (Coronel Oliveros & Pacheco Calderén, 2018), pero el uso de ratas
como animal experimental presenta diversas ventajas respecto a los ratones:

poseen un comportamiento mas complejo, es mas sencillo realizarles cirugias e
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intervenciones craneales, por lo que es menor la probabilidad de causar dafio al
tejido cerebral, y es mas simple su manipulaciéon (Ellenbroek & Youn, 2016). Con
respecto al modelo murino utilizado en el presente trabajo, este ya se ha mostrado
adecuado para la investigacion de los origenes del trastorno por déficit de atencién
con hiperactividad y de la esquizofrenia (Barkhuizen, 2007) y por reproducir de
manera bastante precisa ciertas situaciones de PA prevalentes en la clinica, como
la circular de corddn (Capani et al., 2009). Asimismo, se trata de una asfixia de
tipo global, que es la mas frecuente en situaciones perinatales en seres humanos
(Strackx et al., 2010). Ademas, al existir grandes semejanzas entre el cerebro
humano y el de la rata, y tratarse de un animal mamifero, su modo de parto y
posibilidad de PA es similar al humano.

También esta investigacion se realiz0 teniendo en cuenta el estudio de
Semple y colaboradores (2013), quienes llevan a cabo una comparacion entre el
desarrollo cerebral murino y humano, basandose principalmente en los hitos
madurativos del cerebro, que son similares en ambas especies, sefialando la
equivalencia aproximada entre los 30 dias postnatales de la rata y la edad de
entre 4 y 11 afios del ser humano, periodo en el que se suelen manifestar los
trastornos del neurodesarrollo asociados a la PA (Herrera-Marschitz et al., 2017).
Ahora bien, es necesario recordar que las posibles generalizaciones y/o
extrapolaciones de la psicologia animal a la humana deben realizarse de manera
prudente y adecuada (Chudasama & Robbins, 2006; Ardila, 2007).

En este sentido, son particularmente interesantes los hallazgos conductuales
realizados en la presente investigacion acerca del aumento de las conductas
ansiosas en los animales asficticos y de su posterior hiperactividad (Prut et al.,
2003; Simola et al., 2008; Morales et al., 2009), ya que este incremento también
suele encontrarse en nifilos que han sufrido PA (Prechtl et al., 1997; Calamandrei
et al., 2004) y puede relacionarse con trastornos del neurodesarrollo, tales como el
trastorno de atencion con hiperactividad (Hoeger et al., 2000). Por lo tanto el
tratamiento con PEA, sustancia que se halla presente tanto en el cerebro humano
como en el murino y que en ambos casos puede ser inyectada asimismo de modo

exdgeno, parece ser prometedor para aminorar estos comportamientos.
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8. CONCLUSION

La PA produjo dafio neuronal y cambios morfologicos evidenciados a nivel
conductual por una disminucion del tiempo dedicado a la conducta de rearing y un
aumento del tiempo dedicado al grooming, lo cual se vincula con un
comportamiento ansioso. A nivel morfolégico y bioquimico, se produjo una
reduccion en la inmunoreactividad de pNF-H/M y MAP-2, y una disminucién en el
namero de astrocitos GFAP+. Estos resultados a su vez se correlacionaron con
una disminucion en la expresion de los niveles proteicos de MAP-2 y pNF-H/M.

El tratamiento con PEA dentro de la primera hora de vida produjo mejoras
significativas en la actividad exploratoria y una mayor regulacion de los niveles de
ansiedad, lo cual tuvo su correlato neurobiolégico en la atenuacion de las
alteraciones neuronales inducidas por la PA en el cerebro murino, entre ellas las
disfunciones axonales y dendriticas, como asi también las modificaciones al nivel
de la glia. Por lo tanto, la PEA representaria un agente neuroprotector para las
alteraciones en el estriado murino y sus conductas asociadas inducidas por la PA
en el dia postnatal 30.

En futuras investigaciones se podran realizar estudios en etapas del
desarrollo tanto mas tempranas como mas tardias, para evaluar el efecto
neuroprotector de la PEA en diversas edades. Asimismo, dado que el tratamiento
con PEA en algunos casos no pudo revertir completamente el dafio producido por
la PA, seria interesante combinar esta sustancia con otros tratamientos, como el
enriquecimiento ambiental, que ya ha demostrado una efectividad parcial en el
modelo experimental de PA (Galeano et al., 2015), de modo de lograr un efecto
sinérgico entre ambos procedimientos. De la misma manera, futuros estudios
podran profundizar en la comparacién entre ratas y seres humanos, tanto a nivel
morfolégico y bioquimico como conductual, con la necesaria prudencia en las

generalizaciones y/o extrapolaciones de la psicologia animal a la humana.
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