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Resumen

La memoria de trabajo (WM) es una funcion clave para varias funciones cognitivas de orden
superior, cuyo descenso en la edad adulta tardia se considera uno de los principales factores
que contribuyen al deterioro cognitivo en los ancianos. Como la maternidad se acompafa de
cambios funcionales en el sistema nervioso, el objetivo de este trabajo fue analizar el impacto
de la maternidad repetida en el declive cognitivo asociado al envejecimiento en ratas hembras.
Ademas, se analizo el sistema serotonérgico, ya que ejerce una profunda influencia sobre
diferentes elementos del comportamiento maternal y en los procesos cognitivos. Para ello se
utilizaron dos grupos de ratas hembras (nuliparas y multiparas) de 6 y 20 meses de edad.
Ademas, se investigo la funcionalidad de los receptores serotonérgicos 5-HT;a comparando el
efecto del agonista 8-OH-DPAT (0,3 mg / kg, i.p.) sobre el aprendizaje espacial usando la
prueba de Barnes en ambos grupos experimentales en las diferentes edades. En el laberinto de
Barnes, se analizaron las estrategias utilizadas para encontrar el objetivo, junto con el tiempo
invertido y los errores cometidos. Los resultados conductuales revelaron un deterioro
cognitivo asociado con el envejecimiento en ratas nuliparas. Por el contrario, las hembras
multiparas no mostraron diferencias significativas con la edad. Por ultimo, la activacion del
receptor 5-HT; indujo una mejora en el rendimiento de la prueba de Barnes que implico
disminucion en el tiempo dedicado a completar la tarea y el nimero de errores. El efecto del
8-OH-DPATrespecto al grupo salino fue més pronunciado en las ratas multiparas que en las
nuliparas a los 20 meses (tiempo, nuliparas: 17%, multiparas: 50%; errores, nuliparas: 1%,
multiparas: 76% p<0,05). Ademas, las ratas multiparas utilizaron estrategias de busqueda mas
eficaces (seriada y directa en lugar de la aleatoria). En conjunto, los resultados sugieren que la
maternidad frena el deterioro cognitivo asociado al envejecimiento y parte de este efecto
podria estar relacionado con una mejor funcionalidad del receptor 5-HTa.



Abstract

Working memory (WM) is a key function for several higher-order cognitive functions whose
declines in late adulthood is considered one of the main contributing factors of cognitive
impairment in elderly. As motherhood is accompanied by functional changes in the nervous
system, the aim of this work was to analyze the impact of repeated motherhood on the
cognitive decline associated to aging in female rats. In addition, serotonergic system was
analyzed since exert profound influence on different elements of maternal behaviour and
cognitive processes. For this purpose, two groups of female rats (nulliparous and mutiparous)
from 6 and 20 months of age were used. Additionally, it was investigated the functionality of
serotonergic 5-HT;a receptors by comparing the effect of 8-OH-DPAT (0.3mg/ kg, i.p.) on
spatial learning using the Barnes test in both experimental groups at the different ages. In the
Barnes maze, strategies used to find the target were analyzed along with the time spent and
errors committed. Behavioural results revealed a cognitive impairment associated with aging
in nulliparous control rats. At contrary, multiparous females did not show significant
differences with age. Finally, activation of the 5-HTa receptor induced an improvement in
the performance of the Barnes test that involved decrease in the time spent to complete the
task and number of errors. The effect of 8-OH-DPAT respective to saline group was more
pronounced in multiparous than in nulliparous rats at 20 months (time, nulliparous: 17%,
multiparous: 50%; errors, nulliparous: 1%, multiparous: 76% p<0.05). Moreover, multiparous
rats used more efficient searching strategies (serial and direct respect to the random).
Altogether, the results suggest that motherhood slows the cognitive decline associated to
aging and part of this effect could be related to better functionality of the 5-HT;a receptor.




Introduccion

El envejecimiento es un proceso fisiologico que lleva asociado cambios a nivel funcional,
estructural y molecular. Dichos cambios afectan a todo el organismo, incluyendo el sistema
nervioso, disminuyendo la plasticidad y capacidades cognitivas (Mora et al., 2007). La
memoria de trabajo es la funcién clave de multiples funciones cognitivas superiores cuya
disminucion con el envejecimiento es uno de los factores clave del empeoramiento cognitivo
en el anciano (Esteban et al., 2017). Estudios del laboratorio de Neurofisiologia corroboran
estos hechos en animales de laboratorio (Fig. 1), en la que se puede observar como las barras
blancas que representan animales control, experimentan un aumento a lo largo de la edad en
el tiempo y errores en la resolucion de una prueba cognitiva.
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Fig. 1. Representacion de la media del tiempo total utilizado en el test del Radial Maze y el nimero de errores cometidos por
el grupo control y el grupo madres. **p < 0,01 al comparar el grupo control y el grupo madres. ## p<0,01 al comparar el mes
3y el 20 del grupo control, mediante ANOVA seguido del test de Bonferroni. (modificado de Esteban et al., 2017)

Estos cambios negativos asociados a la edad, pueden verse atenuados por factores como una
buena salud y habitos favorables. La actividad fisica esta asociada con una buena salud fisica
y mental tanto como una correcta alimentacion (Vankim y Nelson, 2013; Pedisi¢ et al., 2014;
Cirrillo et al., 2017). Por el contrario, pueden verse agravados por habitos negativos como una
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vida sedentaria o condiciones de estrés y consumo crénico de alcohol (Rodberg et al., 2017),
entre otros.

Por otro lado se ha comprobado que la maternidad esta asociada a maltiples cambios, tanto a
nivel fisiologico en geneal, en gran parte de tipo hormonal, como a nivel del sistema nervioso,
del tipo de induccién de efectos neuroldgicos que modulan la plasticidad sinaptica y memoria
(Kinsley et al., 1999; Kinsley et al., 2008). Entre los multiples cambios que se producen con
la maternidad cabe mencionar las monoaminas cerebrales, entre las que destacamos la
serotonina ya que este neurotransmisor ejerce una profunda influencia sobre diferentes
componentes del comportamiento maternal (Angoa-Perez et al., 2014) y los procesos
cognitivos (Meneses, 1999).

Todo ello induce a especular que la maternidad podria afectar al declive cognitivo relacionado
con el envejecimiento, como puede verse en la figura 1. Como puede observarse, las ratas
multiparas (han sido madre varias veces a lo largo de su vida) preservan sus capacidades
cognitivas a lo largo de la edad al contrario de lo que ocurre con las ratas controles nuliparas,
las barras negras, que corresponden a las ratas multiparas, no modifican practicamente el
tiempo y errores cometidos en el test cognitivo a lo largo de su vida.

Ademas, trabajos previos del laboratorio de Neurofisiologia manifiestan que las ratas
multiparas muestran un menor declive a nivel del sistema serotonérgico a lo largo del
envejecimiento (Fig. 2). Este hecho es de especial interés en edades avanzadas, ya que los
animales que han pasado por este proceso maternal repetidas veces, resuelven pruebas
cognitivas (como el Radial-maze o el test de reconocimiento de objetos) con mejores
resultados que aquellas que no han criado nunca (Esteban et al., 2017).
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Fig. 2. Representacion de las diferencias de los niveles de 5-HT, 5-HTP y 5-HIAA, entre las ratas madres (n=11), las ratas
viejas control (n=13) vy las ratas jovenes (n=7), después de la inhibicidn de la enzima de aminoécidos arométicos
descarboxilasa mediante la administracion de NSD-1015 (100 mg/kg, intraperitoneal) en hipocampo (A) y estriado (B) de
ratas de 20 meses de edad. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 al comparar con el grupo de jovenes; * p<0,05; ** p<0,01 al
comparar con el grupo de viejas control aplicando ANOVA de una via y el post-hoc Bonferroni. (Cabot, 2016)

Se ha descrito que con el envejecimiento existe una disminucién de los receptores
serotonérgicos 5-HT, entre ellos el autorreceptor 5-HT;a el cual esta asociado con procesos
cognitivos (Heninger et al., 1984; Siever et al., 1984; Banerjee y Poddar, 2016). El farmaco
8-OH-DPAT es un agonista del receptor 5-HT14 que ha demostrado tener buenos resultados
en la eficacia de resolucion de pruebas cognitivas a dosis bajas (Meneses y Perez-Garcia,

2007; Haider et al., 2012).



Hipotesis y objetivos

Por todo lo mencionado anteriormente se planteé como hipdtesis que el enlentecimiento del
declive cognitivo asociado a la edad en ratas multiparas respecto a ratas controles nuliparas
podia estar relacionado con la actividad del sistema serotonérgico, por lo que se planted
como objetivo general del trabajo, analizar la funcionalidad del receptor de serotonina
5-HTa, receptor que modula de forma general la actividad del sistema serotonérgico

Objetivos especificos

1. Analizar el efecto del agonista del receptor de serotonina 5-HT;4 en ratas nuliparas y ratas
multiparas jovenes (6 meses) en los procesos cognitivos mediante la resolucion del laberinto
de Barnes.

2. Analizar el efecto del agonista del receptor de serotonina 5-HT;a en ratas nuliparas y ratas
multiparas viejas (20 meses) en los procesos cognitivos mediante la resolucién del laberinto
de Barnes.

3. Comparar el efecto del agonista del receptor 5-HT;a en ratas viejas controles y madres, con
el producido en ratas jovenes.

Para ello el farmaco elegido para llevar a cabo los experimentos es el 8 OH-DPAT a la dosis
de 0,3 mg/kg en 1 ml salino/ kg que demostré producir una mejora en aprendizaje y memoria
(Tejada et al., 2007) por via intraperitoneal.



Materiales y metodos

Animales de estudio.

Para llevar a cabo el estudio con el fin de comprobar si el proceso de maternidad repetida
preserva la funcionalidad del sistema serotonérgico durante el envejecimiento, se usaron ratas
Wistar, proporcionadas por el estabulario de la Universidad de las Islas Baleares (UIB). Se
alojaron en cajas de metacrilato (Panlab, S.L. Barcelona, Espafia) en condiciones ambientales
estandarizadas con acceso libre a agua y comida (Panlab A04). Las condiciones de la sala
donde se alojaban los animales, se mantuvo a una temperatura de 22 + 2°C, con una humedad
relativa del 70% y un ciclo luz/oscuridad de 12/12 h.

Las ratas fueron destetadas a los 21 dias de nacer, y separadas de las madres.

La primera cria se hace a los 3 meses de vida, y se repite aproximadamente cada 3 meses,
siendo 2 veces en el caso de las ratas de 6 meses, y 5/6 en el caso de las ratas de 20 meses.

Todos los animales de este experimento han sido tratados de acuerdo con la convencion
Europea para la proteccion de animales vertebrados usados para experimentacion y otros fines
cientificos (directiva 86/609/EEC), con los protocolos aprobados por el comité Local Bioético
de la Universidad de las Islas Baleares.

Para cada edad (6 y 20 meses), los animales se organizaron en 2 grupos, ratas no
reproductoras (nuliparas, n=18), y reproductoras (multiparas, n=12-14 a 6 y 20 meses
respectivamente). A su vez, cada uno de ellos se dividio en 2 grupos, uno tratado con suero
salino y otro con 8 OH-DPAT (DPAT), después de ser pesados, con el fin de realizar los
grupos de la forma méas homogénea posible.

Los grupos resultantes serian los siguientes por cada una de las edades:
Nuliparas + Salino (CN)
Nuliparas + DPAT (DN)
Multiparas + Salino (CM)
Multiparas + DPAT (DM)

Tanto el farmaco como el suero salino fueron inyectados por via intraperitoneal, y las pruebas
comportamentales se realizaron una hora después de su administracion, pues se ha visto en
trabajos previos del laboratorio de Neurofisiologia de la UIB que es en ese momento cuando
el farmaco tiene su pico de efectividad.

10



Manejo de los animales

Las ratas de experimentacion tienen poco contacto con seres humanos, puesto que estan
aisladas, y este se limita al cuidador que se encarga de reponer el agua y la comida y limpiar
los recipientes en donde se almacenan a los animales, por lo que en el primer contacto entre el
experimentador y la rata puede ser un motivo de estrés para el animal. Con el fin de que esto
no influya en las pruebas comportamentales se realizd una primera habituacién, un primer
contacto entre ambos, conocido como “timing”. Se realiza al menos dos dias antes de llevar a
cabo el test. Esto tiene como objetivo, ademas del mencionado anteriormente, que el animal
se acostumbre tanto a la presencia del experimentador, como a su olor (las ratas tienen un
olfato muy desarrollado) y a la forma que tiene este de manejar los animales.

Test de Barnes

Fig. 3. Imagen del laberinto de Barnes usado para llevar a cabo las pruebas comportamentales. Imagen tomada en el
laboratorio de Neurofisiologia de la UIB.

El laberinto de Barnes se utiliza para evaluar la capacidad de aprendizaje. Fue desarrollado
por la doctora Carol Barnes en 1979. Consta de una superficie redonda elevada un metro del
suelo, de 130 cm de diametro, en la periferia del cual encontramos 18 orificios de 10 cm de
didmetro, colocados a 3 cm de borde, y a 10 cm de distancia entre ellos. Todos los orificios
estan abiertos, es decir, dan directamente al suelo, salvo uno, en donde se encuentra un
refugio llamado “target”, que consiste en una caja de 20 x 10 cm.

Este test se utiliza principalmente para valorar de forma objetiva el aprendizaje del animal.
Secundariamente se puede valorar también la plasticidad cerebral, la memoria de trabajo
(WM) y la memoria visuo-espacial. Ademas, gracias a este test se pueden detectar problemas
a nivel cognitivo en funcion de la estrategia que siga el animal para explorar el laberinto y
encontrar el refugio. Una estrategia directa esti relacionada con el sistema serotonérgico,
mientras que una estrategia seriada esta relacionada con el sistema dopaminergico; si la
estrategia utilizada es aleatoria, 0 no definida, pude significar que existe algin problema
cognitivo.
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El animal es colocado en el centro de la superficie del laberinto de Barnes dentro de un
cilindro opaco, y se le deja a oscuras durante 10 segundos, con el fin de no influir en la
posicion en la que el animal inicia el test. Acontinuacion se le somete a un estimulo
desagradable del cual, de manera natural, el animal intentara resguardarse. Se puede utilizar
aire o un ruido estridente, pero en este caso, utilizaremos una luz potente, aprovechando que
las ratas en la naturaleza son animales que buscan la oscuridad, por lo que intentaran escapar
de la luz intensa, y la Gnica manera de lograrlo, sera encontrando el target e introducirse en él.

Para ello, la rata debera orientarse gracias a las “pistas” o sefales visuales que estan colocadas
en las paredes que ayudaran al animal a completar la prueba.

La forma de realizar la prueba es la siguiente:

El primer dia se realizo el timing, que consiste en un primer contacto entre el animal y el
experimentador. Se realizaron en las mismas instalaciones del estabulario. Consiste en
acariciar y manejar al animal de la misma manera que lo hara el dia de la prueba.

El segundo dia, el animal fue llevado del estabulario al laboratorio en donde se realizara el
test, y se realiz6 una habituacién del animal al laberinto, con el fin de que el dia del test final
no le resulte un lugar extrafio. En este caso, los animales fueron sacados del estabulario a las
8:00 a.m. y llevados al laboratorio. Alli reposaba cerca de una hora, y a las 9:00 a.m. se inici6
el entreno 0 o habituacion. Este consistio en poner la rata sobre el laberinto dentro de un
cilindro opaco durante 10 segundos. Transcurrido ese tiempo, se encendio la luz y se dejo a la
rata, explorar el laberinto durante 3 min. Transcurrido ese tiempo, en caso de que el animal no
hubiese encontrado el target, era guiado hacia él, y una vez alli, se le dejaba dentro a oscuras
y en silencio durante 2 min. Con esto se pretende que el animal entienda que el target es un
sitio seguro donde guarecerse de la luz. Una vez acabado, los animales fueron devueltos al
estabulario.

El tercer dia los animales fueron recogidos del estabulario como el dia anterior a las 8:00 a.m.
y llevados al laboratorio donde reposaron una hora. A las 9:00 a.m. se iniciaron los tests.

En este caso se realizaron 3 entrenos consecutivos, dejando que trascurrieran 10 min entre
cada uno, y un test final. Los entrenos fueron de 3 min sobre el laberinto, mas un minuto en el
refugio pudiendo ser inferior el tiempo sobre la plataforma, en el caso de encontrar el target
antes. En caso contrario, el animal se dirigio hacia el target. Por Gltimo, el test final tuvo un
tiempo maximo de 90 segundos. Después de cada entreno se limpiaba la superficie con
alcohol (Et-OH 70%).

Segun la bibliografia consultada se describen dos dosis de 8 OH-DPAT (DPAT) con efectos
marcadamente diferentes; por una parte la dosis de 1 mg/kg ha demostrado tener unos efectos
negativos sobre el aprendizaje de los individuos, mientras que una dosis mas baja 0,3 mg/kg
muestra un cambio positivo (Haider et al., 2012). Por ello, en este trabajo se decidio utilizar la
dosis baja de DPAT. Tanto el farmaco (DPAT) como el suero salino se les inyectdé media hora
antes del inicio del primer entreno, con el fin de hacer coincidir el pico maximo de efecto del
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farmaco (1 hora) con el inicio del test final. Se verificé la correcta administracién del farmaco
mediante el efecto inducido sobre la temperatura corporal a los 30 minutos de la inyeccion.

Se contabilizaron varias variables:

Latencia -primaria (tiempo que tarda el animal en encontrar por primera vez el
target).

-total (tiempo que tarda la rata en introducirse por completo en el
target, con un maximo de 180 segundos en los entrenos o 90 segundos
en el test)

Errores -primarios (se consideraran aquellos que se cometan antes de dar con el
target por primera vez).

-totales (se contaran los errores que cometa hasta el momento de
introducirse en el target).

Contaremos como un error cada vez que la rata introduzca la cabeza dentro de un orificio que
no sea el target, asi como en caso de ser el target, introducir la cabeza, pero no meterse
dentro. No se considerara un error el hecho de mirar por los limites externos del laberinto.

Otro parametro que estudiamos fue la estrategia que seguia el animal para encontrar el target.
Esta podia ser de tres maneras (Fig. 4):

Directa el animal se dirige directamente al target, o al orificio contiguo.

Seriada el animal se dirige a un orificio cualquiera, y explora cada uno de los
orificios contiguos a este, hasta dar con el target.

Aleatoria el animal no sigue ninguna estrategia determinada, visita orificios al
azar sin ningun patron definido.

Directa Seriada Aleatoria
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Fig. 4. Esquema de los tres tipos de estrategias que el animal puede seguir para encontrar el target
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Andlisis Estadistico

Finalmente se realizé el anélisis estadistico con los datos obtenidos, de latencia y errores que
los animales cometieron durante la realizacion del test, utilizando el programa “GraphPad
Prism 7. Se utilizo el test estadistico de ANOVA, de una o dos vias segin los grupos de
datos a comparar, y el post-hoc de Bonferroni para las comparaciones entre los grupos, Yy el
test de Student t-test para el analisis de los datos de grupos de dos. En todos los casos se
utilizé un nivel de significancia del 95%.
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Resultados

Todos los resultados fueron obtenidos de las diferentes variables anotadas durante la
realizacion del test de Barnes. Se analiz6 la latencia en la que se encontraba el refugio, los
errores que se cometian, y la estrategia seguida.

Efecto de la edad sobre las pruebas cognitivas

Los resultados conductuales mostraron un deterioro cognitivo asociado con el envejecimiento
en las ratas tratadas con salino que no habian pasado por el proceso de cria. Resulto que tanto
a lo que refiere a la latencia como a los errores, se vieron diferencias estadisticamente
significativas, pues las ratas viejas (20 meses) que no han criado nunca tardaron mas en
resolver la prueba que las ratas jovenes (6 meses). Pas6 lo mismo con los errores, donde
pudimos observar que hubo un aumento de los errores cometidos por las ratas viejas respecto
a las jovenes que también resulto estadisticamente significativo, por lo que podemos afirmar
que estas cohortes son distintas y por tanto existe un empeoramiento cognitivo a lo largo de la
edad.

CNG6- Control Nuliparas (6 meses)
CN20- Control Nuliparas (20 meses)
CM20- Control Multiparas (20 meses)
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Fig. 5. Tiempo utilizado y errores cometidos por ratas jovenes nuliparas (6 meses, CN6), y viejas nuliparas (20 meses,
CNZ20), y ratas viejas multiparas (CM20), comparados mediante un test de ANOVA de una via. * p < 0,05 al comparar con el
control de ratas nuliparas de 6 meses.

No obstante, este proceso de deterioro cognitivo se ve atenuado en las ratas multiparas, ya que
como podemos ver en la figura 5, no existen diferencias estadisticamente significativas en
este grupo, pues el tiempo en el que resolvieron el laberinto, fue inferior respecto a las
jovenes, y lo mismo pasaba con los errores.
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Efecto el 8-OH-DPAT en ratas jovenes (6 meses)

Fueron analizados los tiempos (latencia) que emplearon los animales para llevar a cabo el test
mediante ANOVA.

Se realizo un test de ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni con los segundos
utilizados por las ratas para realizar el test, el cual reveld que en este caso, el tiempo usado
por el grupo de ratas inyectadas con salino, nuliparas (CN), era mayor que en el caso de los
dos grupos, nuliparas (DN) y multiparas (DM), tratadas con DPAT (Fig. 6). No asi en el caso
de las ratas multiparas subministradas con salino, que aunque las diferencias observadas
fueron bastante menores que en el grupo de las ratas nuliparas tratadas con salino, las
diferencias no eran estadisticamente significativas.

Latencia

40 - CN - Contrrol Nuliparas
DN - DPAT Nuliparas
CM - Control Multiparas
o 307 DM - DPAT Multiparas
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L
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o —
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Fig. 6. Tiempo utilizado (en segundos) durante el test por los 4 grupos de ratas jovenes (6 meses). Los grupos los forman
ratas nuliparas y ratas multiparas, y en cada uno de estos grupos, dos subgrupos, uno tratado con salino y otro tratado con el
faraco 8-OH-DPAT. Cada columna representa el nimero medio de segundos utilizados por los diferentes grupos
mencionados, para realizar la prueba. Los datos se trataron estadisticamente mediante un test de ANOVA de una via, con un
nivel de significacion del 95%. ** p < 0,01 al comparar con el grupo CN Para las comparaciones multiples se ha aplicado el
post-hoc de Boferroni.

Las comparaciones dos a dos, utilizando el test de Bonferroni, nos dicen que el tiempo usado
por el grupo de ratas CN fue diferente (mayor) que el usado tanto por el grupo DN como por
el grupo DM, pero no con el grupo CM, pero a la hora de comparar los grupos suministrados
con DPAT respecto a sus controles, en el caso de ratas multiparas, las diferencias tampoco
resultan concluyentes, por lo que no podemos afirmar que el efecto de la maternidad tenga
efectos positivos sobre la cognicidn en ratas jovenes.
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Aungue el deterioro cognitivo no sea importante aun a esta edad, en la figura 6 podemos ver
que el farmaco DPAT reduce el tiempo utilizado para realizar la prueba en ratas nuliparas
pero no en multiparas comparando con sus correspondientes controles tratados con salino.

En cuanto a los errores cometidos en el grupo de ratas jovenes, podemos observar que
aquellas que les fueron tratadas con el fa&rmaco DPAT no redujeron estadisticamente el
namero de errores durante el desarrollo de la prueba (Fig. 7). Estos resultados fueron
analizados mediante un test de ANOVA de una via, pero las diferencias no resultaron
significativas, lo que podria estar relacionado con la idea anteriormente mencionada de que a
esta edad adn no existe un deterioro cognitivo notorio.

Errores
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DN - DPAT Nuliparas

— —_ CM - Control Multiparas
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Fig. 7. Errores cometidos durante el test por los 4 grupos de ratas jovenes (6 meses). Los grupos los forman ratas nuliparas y
ratas multiparas, y en cada uno de estos grupos, dos subgrupos, uno tratado con salino y otro con 8-OH DPAT. Cada columna
representa el nimero medio de errores realizados por los diferentes grupos mencionados. Los datos se trataron
estadisticamente mediante un test de ANOVA de una via, con un nivel de significacion del 95%.

Efecto del 8-OH-DPAT en ratas viejas (20 meses)

Por lo que respecta a las ratas viejas, como menciondbamos antes, pudimos observar que las
diferencias de las ratas controles viejas, entendiendo como tales aquellas que pertenecen al
grupo de ratas viejas nuliparas tratadas con salino de 20 meses, Yy las ratas controles jovenes,
es decir, ratas nuliparas tratadas con salino de 6 meses, son estadisticamente significativas
(Fig. 5). Con la edad las ratas tardan mas en realizar el test, y cometen mas errores durante su
desarrollo.

Cuando comparamos los resultados de las latencias de los 4 grupos de ratas viejas podemos
ver que no se observan diferencias estadisticamente significativas (Fig. 8).
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Fig. 8. Tiempo utilizado (en segundos) durante el test por los 4 grupos de ratas viejas (20 meses). Los grupos los forman ratas
nuliparas y ratas multiparas, y en cada uno de estos grupos, dos subgrupos, uno tratado con salino y otro tratado con el
farmaco 8-OH-DPAT. Cada columna representa el nimero medio de segundos utilizados por los diferentes grupos
mencionados, para realizar la prueba. Los datos se trataron estadisticamente mediante un test de ANOVA de una via, con un
nivel de significacion del 95%.

Podemos ver que aunque el DPAT ayude a disminuir el tiempo usado para llevar a cabo el
test, no hay diferencias estadisticas suficientes para que estas sean significativas. Hay que
tener en cuenta que se trata de ratas viejas y que el nimero de animales usados no es muy
alto.

Como podemos observar en la figura 8, parece que la tendencia es que las medias de los
grupos de ratas multiparas mejoran ligeramente (es decir, disminuyen) respecto a los grupos
gue nunca han criado, en especial las multiparas tratadas con DPAT, por lo que podemos
especular que el sistema serotonérgico queda de alguna manera preservado por la maternidad
del efecto deletéreo que se observa a lo largo del envejecimiento.

En cuanto a los errores observamos lo mismo que en las latencias. En la figura 9 tenemos
representados los errores promedio de las ratas de cada uno de los diferentes subgrupos de
ratas viejas. Como en el caso de las latencias, las diferencias entre los errores de los distintos
grupos no fueron suficientes para resultar significativas estadisticamente al realizar un test de
ANOVA.
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Fig. 9. Errores cometidos durante el test por los 4 grupos de ratas viejas. Cada columna representa el nimero medio de
errores realizados por los diferentes grupos mencionados. Los datos se trataron estadisticamente mediante un test de ANOVA
de una via, con un nivel de significacion del 95%. Para las comparaciones multiples se ha aplicado el post-test de Boferroni.

Aunque las diferencias observadas no resultaron estadisticamente significativas, si que se
observa una tendencia a que la maternidad ayude a mejorar los resultados, es decir, ayudaria a
prevenir el deterioro cognitivo a través de la edad en ratas multiparas.

Aprendizaje visuo-espacial

Como se menciona al principio, el test de Barnes consta de una habituacion que se llevara a
cabo al menos 24 horas antes del test (no la tendremos en cuenta), y tres entrenos
consecutivos con una prueba final. Con el seguimiento de las variables estudiadas (tiempo y
errores), podemos representar unas curvas que indican el aprendizaje de los animales a lo
largo del experimento (Fig. 10 y Fig. 11).

En la siguiente figura (Fig. 10) vemos las latencias de cada uno de los grupos durante los
entrenamientos Yy el test final:
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Fig. 10. Tiempo utilizado por los animales para encontrar el target durante los entrenamientos y el test. En la figura A vemos
la latencia de las ratas de 6 meses. En el analisis estadistico usado (ANOVA de dos factores) se observé que existen
diferencias entre los diferentes grupos, dentro de un mismo entrenamiento, a p<0,05 al comparar CN con CM y DM; b
p<0,05 al comparar CN con DN, CM y DM; ¢ p<0,05 al comparar CN con CM. En la figura B se observaron diferencias
entre los distintos entrenos dentro de un mismo grupo, *p<0,05.

En la figura 10 A observamos que no hay diferencias entre los distintos entrenamientos ya
que las ratas aprenden muy rapido lo que encaja con lo mencionado anteriormente, sobre que
aun no hay declive cognitivo, pero hay diferencias entre los 4 grupos de ratas en cada
entrenamiento, sobre todo al comparar el efecto del DPAT que induce una mejora. Por otro
lado, en la figura 10 B vemos que las diferencias se observan entre los diferentes
entrenamientos por lo que se demuestra que el factor aprendizaje es mejor en algunos grupos
como es el de las ratas multiparas tratadas con DPAT.

En cuanto a los errores cometidos durante los entrenamientos y el test, los podemos ver en la
figura que se presenta a continuacion (Fig. 11):
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Fig. 11. Errores cometidos por los animales para encontrar el target durante los entrenamientos y el test. En la figura A
vemos los errores de las ratas de 6 meses. En el analisis estadistico usado (ANOVA de dos factores) se observo que existen
diferencias entre los diferentes grupos dentro de un mismo entrenamiento (a p<0,05 al comparar CN con DN y DM; b p<0,05
al comparar CN con DN, CM y DM). En la figura B se observaron diferencias entre los distintos entrenos dentro de un
mismo grupo. Ademas se encontraron algunas diferencias en el segundo y tercer entreno (a p<0,05 al comparar CN con DM
y b p<0,05 al comparar CM con DM).
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En la figura 11 vemos un efecto muy parecido a la figura 10, en donde se ven las latencias.
Podemos observar que en la figura 11 A los errores son escasos, Y que el margen de mejora
entre los diferentes grupos es bajo, siendo el grupo de ratas control nuliparas las que presentan
mas errores y mas diferencias entre los distintos entrenamientos (mejoran con los
entrenamientos), mientras que el resto lo hace con muy bajo numero de errores desde el
inicio. En las ratas viejas (Fig. 11 B) los errores son algo superiores, e igual que en el caso de
las latencias, el factor aprendizaje es mas marcado y mejor en el grupo de ratas viejas
multiparas tratadas con DPAT.

Efecto de la funcionalidad del receptor 5-HT1a en la mejora cognitiva.

Para ver si realmente la maternidad ayuda a preservar el sistema serotonérgico, se calculd el
porcentaje de mejora entre los grupos tratados con DPAT respecto a los gupos controles,
tratados con salino, y se comparé si habia diferencias entre el porcentaje de mejora de las
ratas nuliparas y las multiparas de cada edad (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de mejora del 8-OH-DPAT (DPAT, 0,3 mg/kg, i.p.) en el test de Barnes

Grupo Latencia (seq) Errores (num)
Salino DPAT % DPAT Salino DPAT % DPAT
mejora mejora
6 meses
Nuliparas 249+467 | 6,7+ 1,2 73 +4.8 22+053 |10 £047 |77 +£10,48
Multiparas | 12,3+ 5,8 565+ 1 61 +8,5 20+1,26 | 0,17+0,1 96 + 3,6
20 meses
Nuliparas 572+ 94 1408+ 9 285+5,9 58+0,78 | 52 +13 95+23
Multiparas | 50,0 +11,6 |252+11,4 |49,6+18 50£1,46 |12 +0,37 |76 174 *

* p <0,05 comparacion de mejora inducida por DPAT versus salino (%) en ratas madres respecto a ratas nuliparas analizada
por t-test.

En la tabla 1 se muestra el efecto del 8-OH-DPAT en diversas edades de ratas control y ratas
que han criado repetidamente, sobre las capacidades cognitivas en el test de Barnes. En cada
grupo experimental, la mitad de los animales se trataron intraperitonealmente con salino
(CINa, 0,9%, 1 ml/kg) y la otra mitad con 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) para comparar el efecto
producido por el farmaco. Se representan los valores absolutos del grupo tratado con salino y
con del 8-OH-DPAT y la mejora inducida por el del 8-OH-DPAT (% bajada) respecto al
efecto del salino.

En la tabla podemos observar que el DPAT mejora respecto al salino tanto en la latencia
como en los errores. En las ratas jovenes, estas mejoras inducidas por el DPAT no se ven muy
acentuadas en el caso de comparar las ratas nuliparas con aquellas que han sido madres, ya
gue no se observan diferencias estadisticas cuando se aplica el t-test.

Por el contrario, cuando comparamos los grupos de nuliparas y multiparas en ratas viejas,
vemos de entrada, que las mejores inducidas por el DPAT son mucho mayores en el grupo de

21



las ratas multiparas en relacion a las nuliparas, aunque solo se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en los errores (p<0,05).

Estrategias de busqueda del target

Para finalizar, se comprobaron las estrategias utilizadas para realizar el test, por los diferentes
grupos. Se muestran en la gréfica siguiente:

CN- Control Nuliparas

Estrategias. Ratas de 6 meses DN- DPAT Nuliparas
CM- Control Multiparas

100%
’ DM- DPAT Multiparas

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

= aleatria

m seriada

m Directa

CN DN CM DM

Fig. 12. Estrategia seguida durante el test de cada uno de los grupos de ratas jovenes para localizar el target.
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Estrategias. Ratas de 20 meses
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Fig 13. Estrategia seguida durante el test por cada uno de los grupos de ratas viejas para localizar el target.

De forma general, podemos observar que las ratas nuliparas tratadas con salino usan las tres
estrategias en ambas edades y el tratamiento con DPAT aumenta el uso de la estrategia directa
tanto en el grupo de ratas jovenes como en el de ratas viejas, siendo la estrategia aleatoria la
que disminuye. En ambas edades, la estrategia aleatoria no fue utilizada por ningin animal en
los grupos de multiparas tratadas con DPAT.

El uso de mejores estrategias de busqueda del target y la ausencia de la peor estrategia
(aleatoria) en ratas multiparas tras el tratamiento con DPAT puede explicar las mejoras en las
latencias y errores observados anteriormente. Ademas recordemos que una estrategia directa
refleja una mayor funcionalidad del sistema serotonérgico, y una estrategia seriada, refleja
una mayor funcionalidad del sistema dopaminérgico. En cuanto a la estrategia aleatoria podria
reflejar un deterioro cognitivo.
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Discusion

Para comprobar si el enlentecimiento del declive cognitivo en ratas que han sido madres
sucesivamente estd asociado de algin modo con el sistema serotonérgico, se realizo el “Test
de Barnes” a los diferentes grupos de ratas jovenes y viejas, nuliparas y multiparas,
analizandose el efecto del agonista del receptor serotonérgico 5-HT;a. Con ello se evalu6 la
capacidad de mejora inducida por el farmaco en el aprendizaje, la memoria de trabajo, y la
estrategia utilizada por los animales al utilizar una dosis de 0,3 mg/kg que es apropiada para
ello (Haider et al., 2012), lo que se comprob0 previamente.

Se analizaron tanto el tiempo que tardaron los animales en resolver la prueba, como los
errores cometidos durante esta. También se analizé el aprendizaje durante los diferentes
entrenos, el porcentaje de mejora entre los grupos tratados con salino y DPAT, y finalmente la
estrategia seguida para llevar a cabo el test.

Lo primero gue se vio, es que entre los grupos control de ratas nuliparas tratados con salino de
ambas edades, se apreciaron diferencias estadisticamente significativas tanto en el tiempo
utilizado como en los errores cometidos durante el test, lo cual hace patente el declive
cognitivo que acontece con la edad, pero esas diferencias no se observaron en el grupo de
ratas viejas que habian pasado por el proceso de cria repetidamente, con lo que podemos
deducir que el proceso de cria puede mantener estable la memoria visuo-espacial a lo largo
del envejecimiento, lo cual ya apuntaba el estudio de Kinsley y cols., (1999), donde se afirma
que las ratas multiparas obtuvieron mejores resultados que las ratas nuliparas en un laberinto
radial. Otro estudio (Pawluski et al., 2006), también indica que las ratas con experiencia
reproductiva tienen mejor memoria espacial.

Si comparamos los resultados obtenidos en el grupo de ratas jovenes podemos apreciar que
los errores cometidos no difieren estadisticamente entre los grupos, sin embargo, si que se
observaron diferencias en las latencias de los grupos tratados con DPAT vy los tratados con
salino, mientras que en el caso de la maternidad no se observé un efecto suficiente, debido a
que los animales jovenes aln se encuentran en plenas facultades para realizar el test. Esto se
puede explicar teniendo en cuanta que a esa edad ain no ha empezado el declive cognitivo,
con lo que las diferencias (en cuanto a los errores cometidos) son escasas, y por tanto no
difieren estadisticamente unas de otras.

En cuanto a las ratas viejas podemos ver unas pequefias mejoras entre los grupos tratados con
DPAT respecto a los que son tratados con salino, de la misma manera que vemos que esa
mejora aumenta en las ratas multiparas respecto a las nuliparas, lo cual sugiere la idea de que
la mejora del sistema serotonérgico relacionado con los procesos que acompafian la
maternidad, ayudaria a prevenir el declive cognitivo a lo largo del envejecimiento.

En cuanto al aprendizaje, las ratas jovenes difieren los resultados entre grupos, pero no se
encuentran diferencias dentro de un mismo grupo en los diferentes entrenos, lo cual
concuerda con los resultados explicados anteriormente, pues los mejores resultados los
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obtuvieron las ratas multiparas tratadas con DPAT, pero sus resultados son buenos desde el
primer entreno, las capacidades estdn al maximo desde el principio, por lo que la capacidad de
mejora es limitada. En el caso de las ratas viejas, donde se hace patente el declive cognitivo,
vemos una mejora significativa durante los entrenos de las ratas tratadas con el agonista
DPAT, y en el caso de las ratas multiparas la mejora es ain mayor. Esto es otra evidencia de
que en la maternidad repetida se ve mejorado el sistema serotonérgico. El porcentaje de
mejora resulto significativo en los errores cometidos, ya que las ratas viejas multiparas tratada
con DPAT cometian menos errores en la busqueda del target que sus controles.

En cuanto a la estrategia seguida, se ve una clara tendencia de aumentar la estratega directa
tanto en las ratas jovenes como en las viejas, siendo la que aumentd mayoritariamente el
grupo de ratas multiparas viejas tratadas con DPAT. Ademas en el caso de las ratas viejas, se
ve un abandono de la estrategia aleatoria, que en el caso del grupo de nuliparas control es
utilizada por un 30% de los animales y es una muestra del declive cognitivo.

El uso de una mejor estrategia de busqueda como la directa a la hora de resolver el test, puede
ser un factor clave en la reduccion del declive cognitivo asociado a la edad observado en las
ratas multiparas.

Los resultados sugieren que la perdida de los receptores 5-HT como consecuencia del
envejecimiento (Heninger et al., 1984; Siever et |., 1989), podria quedar preservada durante la
maternidad, al menos parcialmente. Teniendo en cuenta que el test cognitivo utilizado para
evaluar la capacidad cognitiva depende de la funcionalidad del hipocampo (Burke y Barnes,
2006; Mora et al., 2007) y que dicha region es rica en receptores serotonérgicos (Meltzer et
al., 1998), los cambios observados podrian tener lugar a nivel del hipocampo que es una
region que mantiene una alta plasticidad a lo largo de la edad (Shapiro, 2001).

Hormonas muy relacionadas con la maternidad como es la oxitocina influyen en la
produccién de otras hormonas como los estrogenos, la dopamina, serotonina, prolactina y
endorfinas. Es posible que una sucesiva estimulacion del sistema serotonérgico en las ratas
multiparas haya podido contrarrestar el efecto de la edad en cuanto a la disminucion de
receptores serotonérgicos, aunque esta hipétesis debera ser contrastada en futuros estudios.
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Conclusiones

De este trabajo experimental podemos extraer las siguientes conclusiones:

1.

Mediante las pruebas comportamentales realizadas, se ha observado un empeoramiento
cognitivo al comparar ratas viejas con ratas jovenes nuliparas, que no se observa en ratas
viejas multiparas, lo que apunta a que el proceso de maternidad puede preservar el
deterioro cognitivo asociado a la edad.

Al comparar los resultados de las ratas jovenes tratadas con el agonista del receptor
5-HT;a 8-OH-DPAT, de las tratadas con salino, se han observado mejoras en la latencia
de realizacion del test que corresponden con una mejor estrategia de busqueda utilizada.
En cuanto a las ratas viejas tratadas con el agonista del receptor 5-HT;a 8-OH-DPAT, se
han observado mayores porcentajes de mejora en los errores cometidos al realizar el test
de Barnes en las ratas multiparas respecto a las nuliparas que podrian corresponder con
una mejor estrategia de busqueda utilizada, por influencia del sistema serotonérgico.

En conjunto los resultados sugieren que la maternidad frena el deterioro cognitivo
asociado al envejecimiento y parte de este efecto podria estar relacionado con una mejor
funcionalidad del receptor 5-HTa.
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Parte de estos resultados han sido presentados por el autor de este trabajo de fin de grado, en
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INTRODUCTION. Working memory (WM) is a key function for several higher-order cognitive functions whose declines in late adulthood is
considered one of the main contributing factors of cognitive impairment in elderly. As motherhood is accompanied by functional changes in the nervous
system, the aim of this work was to analyze the impact of repeated motherhood on the cognitive decline associated to aging in female rats. In addition
serotonergic system was analyzed since exert profound influence on different elements of maternal behavior and cognitive processes.

METHODS The hippocampus dependent test 8-arm radial maze was used to analyze changes of the spatial WM throughout the age in two groups
of female rats (nulliparous and mothers). Trials were judged complete when rats had chosen all 8 arms or spent 20 min in the trial; re-entered or non-
entered arms were computed as errors. After this, the levels of serotonin were measured in hippocampus by HPLC. Additionally, it was investigated the
functionality of 5-HT,, receptors by comparing the effect of 8-OH-DPAT (0.3mg/kg, i.p.) on spatial learning using the Barnes test in both experimental
groups at the different ages. In the Barnes maze, strategies used to find the target were analyzed along with the time spent and errors committed.
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FIG. 1. Effects of motherhood in rats on the eight-arm radial maze test compared with nulliparous female rats. Bars represent means T iporoLe o nutin: ) P one.
+ standard error of the mean (SEM) of the time spent to complete the test (A) and the sum of errors made during the test (B). **p < way ANOVA followed by bonferroni post-hoc)

0.01 comparing both groups, (##) p < 0.01, comparing 3 and 20 months (Two-way ANOVA followed by bonferroni post-hoc)
RESULTS. A cognitive impairment associated with aging was observed in

Table 1. Acute effect of 8-OH-DPAT (DPAT, 0.3 mg/kg, i.p.) on Bamnes test nulliparous control rats as the time required to complete the test increased
Group Latency (sec) Errors (number) significantly from 3 to 20 months (Fig 1 A) accompanied by a significant
i P ot DPAT S oPAT S DPAT augment in errors (Fig 1 B) and a decrease in the serotonin levels (Fig 2). At
aline ‘ X aine ‘ X contrary, multiparous females did not show significant differences in WM with

improvement improvement .
age and showed greater levels of serotonin than control female rats at 20

months. Activation of the 5-HT1A receptor induced an improvement in the
performance of the Barnes test at 20 months that involved decrease in the
Multiparous |50.0+11.6 25.2+11.4|49,6+18 50%146 124037 76 £74 % time spent to complete the task and number of errors (Table 1) and was
more pronounced in multiparous than in nulliparous rats respective to saline
group. It was observed that multiparous rats used more efficient searching
strategies to find the target (serial and direct respect to the random) than
nulliparous rats.

Nulliparous |57.2% 9,4 [40.8+ 9 28.5%5.9 5.8+0.78 5.2 +13 (9.5%23

* p = 0.05 comparing the improvement induced by DPAT versus saline (%) in mothers respect to
nulliparous rats by t-test
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