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RESUMEN: El maltrato infantil es uno de los mayores problemas sociales
y econémicos a nivel mundial. Entre las personas que han sido victimas del
MI existe una alta prevalencia de violencia, abuso de drogas y enfermedades
psiquidtricas, entre otros. A nivel fisioldgico, el eje hipotdlamo-pituitaria-
adrenal y la respuesta al estrés estin dlrectamente relacionados con esta
prevalencia. Ademds, en los tltimos afios, ha aumentado la preocupacién
por el efecto de la contaminacién sobre la salud humana. El objetivo de este
proyecto es determinar el efecto de la exposicién crénica a un ambiente
contaminado con ozono, sobre algunos biomarcadores, en un modelo
animal de privacién materna. Se medird cémo afecta la exposicién a 0zono
sobre la capacidad cognitiva y el estado de ansiedad. Ademds, se analizard
la variacién de corticosterona y ACTH en plasma tras la exposicién a un
estresor agudo. Por tltimo, se analizard el volumen del hipocampo y sus
subdreas, asi como el grado de metilacion del ex6n promotor del receptor
de glucocorticoides 1F y del exén promotor de vasopresina. Con el presente
trabajo se pretende ampliar el conocimiento sobre el desarrollo cognitivo
de nifios que han sufrido maltrato infantil.

Palabras clave: Maltrato infantil; ozono; desarrollo cognitivo.

ABSTRACT: Childhood maltreatment is one of the biggest social and
economic problems worldwide. Among people affected by Childhood
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maltreatment there is a high prevalence, inter alia, of violence, drugs abuse
and psychiatric disorders. At the physiological level, the Hypothalamic-
Pituitary-Adrenal axis and the stress response are key to this prevalence.
Moreover, in recent years, pollution has become an important issue
because it affects directly human health. The objective of this experiment
is to elucidate the effect of a chronic exposure to pollution, in particular
ozone, on some biomarkers in a maternal deprivation animal model.
We will measure how ozone exposure affects cognitive ability as well as
anxiety state. Besides, the plasma variation of corticosterone and ACTH
after an acute stressor will be analysed. We will also see if hippocampus
and hippocampal subareas volume is altered in the animal model after the
exposure to ozone. Finally, we will evaluate the methylation state of the
exon promotor of glucocorticoid — receptor 1F and the exon promotor of
vasopressin. This study is thought to start looking for the answer to how
pollution affects the cognitive development of children who have suffered
from Childhood maltreatment.

Key words: Child abuse; ozone; cognitive development.

1. INTRODUCCION

Existen periodos durante los cuales el cerebro es especialmente sensible a los
estimulos del entorno. Uno de estos periodos comprende desde la etapa prenatal
hasta los 2 afios (Dobbmg, Sands, 1973). Durante esta etapa, distintas experiencias
reforzardn unas conexiones y eliminaran otras, produciendo cambios, que pueden
mantenerse hasta la edad adulta (Andersen, Teicher, 2004; Buss et al., 2012).

Muchos de los factores inmunoldgicos y endocrinos importantes para el
desarrollo y el crecimiento neurolégico también estin involucrados a nivel central
en la respuesta al estrés (Buss er al., 2012) y, por tanto, el estrés juega un papel
determinante en el desarrollo del cerebro.

El ser humano vive en un entorno en constante cambio. El estrés, y la respuesta
fisioldgica que conlleva, es una de las formas de adaptacién a esos cambios. A
rasgos generales, mientras que el estrés agudo es una pieza clave para la adaptacion,
la cronicidad del estrés produce una disrupcion continuada de la homeostasis,
pudiendo desarrollarse efectos negativos a largo plazo. Ademds, que el estrés nos
afecte positiva o negativamente depende de factores como el entorno social, la
genética y el tipo de estresor. Algunos de estos factores estin determinados, en
ocasiones, por decisiones personales, sin embargo, otros se escapan de nuestro
control. Por ejemplo, mientras que sufrir un evento estresante durante la nifiez
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(Early life Stress, ELS) es un hecho que no podemos controlar, el lugar donde
vivimos vy, por tanto, el tipo de aire y estresores que respiramos, pueden estar
condicionados por nuestras decisiones (Sapolsky 2015).

1.1. Respuesta al estrés

Superar el estrés de forma efectiva implica que la respuesta a éste se active de
forma rdpida y finalice cuando el estresor deje de estar presente. En este proceso
estdn involucrados el sistema auténomo, que se activa de forma inmediata produ-
ciendo la liberacidon de noradrenalina (NA) y adrenalina, y el sistema endocrino
que, mediante el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Fig 1), produce una
concentracién maxima de corticoides (Co) en 15-20 minutos (Buss et al., 2012).

Ficura 1. Eje Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal
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Una disrupcion de la homeostasis produce la liberacion de la hormona libera-
dora de corticotropina (CRH) y de la vasopresina (AVP) desde el niicleo paraven-
tricular (PVN). Estas estimulan la liberacion de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH) desde la pituitaria anterior, la cual actda sobre las cortezas adrenérgicas
liberando glucocorticoides (Miller, O’Callaghan, 2002). Los glucocorticoides
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se distribuyen por el cuerpo y proporcionan un feedback negativo al sistema a
través de la pituitaria, el hipotdlamo y el hipocampo (Hip) (Kaufman et al., 2000),
mediante la activacion de los receptores glucocorticoides (GCr) (Buss ez al., 2012).

1.2. Maltrato en la infancia

El maltrato infantil (MI) es un problema a nivel mundial, con una prevalencia
del 15% (Gilbert er al., 2009). Segtin UNICEF 6/10 nifios en el mundo de entre
2 y 14 afios sufren maltrato fisico a diario (Europapress, 2014). En las dltimas
décadas numerosos estudios epidemiolégicos han apoyado la hipétesis de que sufrir
un evento estresante, durante la nifiez (early life stress, ELS), aumenta el riesgo
de padecer déficits cognitivos, depresion, drogodependencia, comportamientos
suicidas y violentos, asi como peor respuesta a los tratamientos (Nemeroff, 2016).
El Centro de Control y Prevencién de Enfermedades estima que la erradicacién
del MI reduciria 1/2 la tasa de depresion, 2/3 la de alcoholismo y 3/4 1a de suicidio,
abuso de drogas y violencia doméstica (van der Kolk, 2016).

En los dltimos afios, se ha visto que los procesos epigenéticos parecen ser
determinantes para las consecuencias a largo plazo del ELS (Hertzman, 2012).
Pacientes suicidas que habian sido victimas del MI tenfan disminuida la expresion
del GCr en el Hip, por un aumento en la metilacién del exén promotor del GCr
1F (Lutz, Turecki, 2014).

En modelos animales se ha observado que ratas que han recibido cuidados
adecuados durante la infancia tienen aumentada la expresién del GCr (Kaufman
et al., 2000), la longitud dendritica y densidad sindptica en el Hip y disminuido el
ARNm de CRH en el PVN. También observaron que, ante distintos estresores,
estas ratas muestran menor nivel de NA en el PVN (Nemeroff, 2016) y menor
aumento de ACTH vy corticosterona, con un ripido descenso a niveles basales
(Kaufman et al., 2000). Por otro lado, a nivel conductual, cuanta mds atencién
recibian las crias, menor ansiedad presentaban (Miller ez al., 2016).

Ademis de este modelo animal, existen otros en los que el ELS se simula
separando a las crias de sus madres durante los primeros dias de vida (privacion
materna, PM). Estas crias mostraron un aumento de la expresién de AVP, de la
secrecion de corticosteroides y de la activacién de PVN. Ademds, mostraron
mayor comportamiento de desesperacién y una disminucién de la memoria. Si
este modelo se prolongaba a 6 semanas, se empezaban a ver cambios epigenéticos
como la hipometilacién del promotor de AVP (Lutz, Turecki, 2014).
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1.3. Contaminacion atmosférica

Segin la OMS, el 92% de la poblacién mundial vive en lugares donde el
nivel de calidad del aire excede los limites fijados, provocando unas 3 millones
de muertes al afio (WHO 2016).

En las tltimas décadas, se ha sefialado que el aire contaminado afecta, ademas
de alas vias respiratorias, a otros 6rganos, y que esta relacionado con enfermedades
crénicas como hipertension o enfermedades neurodegenerativas. En los dltimos
afios el interés sobre el 0zono ha aumentado no sélo por el efecto que tiene sobre
la salud, sino, también, porque se espera que su concentraciéon aumente como
consecuencia del cambio climatico (Kodavanti, 2016).

Un estudio reciente confirmé que los efectos perjudiciales causados por el
ozono son debidos a la activacion de la respuesta simpiética y endocrina al estrés
(Kodavanti, 2016). Aunque los estudios en humanos son limitados, se ha demos-
trado que la exposicion aguda a ozono produce un aumento de la concentracién
de cortisol. En ratas, la exposicion al ozono disminuye la densidad de botones
sindpticos en el Hip, aumenta los niveles de corticosterona y ACTH, y aumenta
la activacion del tronco cerebral, del hipotdlamo, Amy y LC. Ademads, disminuye la
capacidad cognitiva (Miller ez al., 2016).

Puesto que el ELS y el ozono producen cambios fisioldgicos mediante la
activacion del eje HPA, se hace necesario un estudio que comience a dilucidar
de qué forma afecta la contaminacién al desarrollo cognitivo y conductual en
infantes que han sufrido algin tipo de MI. En este estudio se pretende determinar
si la intervencidn terapéutica realizada sobre un nifio que ha sufrido MI puede
verse condicionada por el lugar de residencia.

2. OBJETIVOS

Se plantea la hipotesis de que la exposicidon a ozono podria afectar de
forma negativa al desarrollo de animales que han sufrido PM. El objetivo que
se propone en este estudio es determinar de qué forma afecta el ozono a los
siguientes parametros:

— Capacidad cognitiva: andlisis de la memoria espacial.

— Estado de ansiedad: ponderacién entre la motivacién de explorar y la

aversion que experimentan los animales en un laberinto.

— Respuesta al estrés: cuantificacién de los niveles en sangre de corticosterona
y ACTH tras la exposicion aguda a un estresor.

— Epigenética: determinar el grado de metilacién del ex6n promotor de GCr
1F y del ex6n promotor de AVP.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Procedimiento experimental

Se utilizardn 17 parejas de ratas Wistar, que se mantendran bajo condiciones
estindar de animalario. El agua y la comida estaran disponibles ad libitum. Todos
los procedimientos tendran que ser aprobados por el Comité de Etica de Expe-
rimentacién Animal.

Se espera que nazcan entre 5 y 10 crias de cada pareja. En el tercer dia postnatal
(P3), las crias se dividirdn en dos grupos (n = 40): uno serd sometido a PM, el otro
no lo serd. Tras la PM, cada grupo se dividird en dos subgrupos (n = 20): uno se
expondra durante 5 meses a altas concentraciones de 0zono, el otro se mantendra
en un ambiente normal.

Ficura 2. Procedimiento experimental. PM: Privacién materna;
Lab. B: Laberinto Barnes; Lab. C: Laberinto en cruz

Estrés agudo Estrés agudo Estrés agudo Estrés agudo

Control Control

Transcurridos estos 5 meses, cada grupo de 20 animales serd dividido en 4
grupos (n = 5).

Para someter a los animales a PM las crias serdn separadas de sus madres y
puestas en cajas individuales 3 horas al dia desde P3 al destete. Las crias perte-
necientes a los grupos control se mantendran en la caja inicial con sus madres.

La exposicion a 0zono se realizard mediante un sistema de ventilacion individual
(BeiJing Biolaunching Technologies Co., Ltd.,). Los animales estardn expuestos
a una concentracién de 0.25 ppm + 10% durante 5 meses.
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3.2. Anadlisis del comportamiento

e Capacidad cognitiva

Ellaberinto de Barnes consiste en una plataforma circular con huecos circulares
situados en el perimetro de la plataforma. Todos los huecos tienen un falso fondo
excepto uno, debajo del cual se coloca una caja de escape. La medida de la memoria
espacial se basa en la habilidad del sujeto para encontrar el hueco de escape.

Cada rata serd sometida a 2 entrenamientos por dia, durante 7 dias, con una
separacion minima de 30 minutos. Después, se realizard el test 12 horas (memoria
a corto plazo) y 48 horas después del ultimo ensayo (memoria a largo plazo).

Se medirdn: tiempo de latencia, tasa de error, velocidad, tiempo en movimiento,
y estrategia de busqueda.

e Estado de ansiedad

Para valorar este punto se usard el laberinto elevado en cruz. Consiste en 4
brazos en forma de cruz unidos por una plataforma central. Dos de los brazos
estdn abiertos al exterior (BA) y dos estin cerrados (BC).

El test consiste en colocar a la rata en la plataforma central y permitirle la
exploracién del laberinto durante 5 minutos, para evaluar el estado de ansiedad de
las ratas. Se medirdn: tiempo de latencia, entradas totales a los brazos, entradas a
BA, entradas a BC, tiempo en cada seccién y comportamiento de no-exploracion.

3.3. Respuesta al estrés

Las ratas serdn sometidas a estrés agudo mediante la inmersién durante 15
minutos en un tanque de agua fria (15 °C). Se tomard 1 muestra de sangre de 400
pL antes del test y 3 (1/30 min) después de este.

Los niveles de corticosterona y ACTH se analizarin mediante kits comerciales
(Cat No: ADI-901-097; Enzo Life Sciences. Cat No: M046006; MD BioSciences).

3.4. Epigenética

Los animales serdn sacrificados por decapitacion. Posteriormente se diseca-
ran el hipocampo y el hipotdlamo. Para la extraccién del ADN de las muestras
se usard el kit DNeasy (Quiagen, DNeasy Blood & Tissue Kits). Para analizar el
estado de metilacién del ex6n promotor del GCr 1F y de AVP se hard un mapeo
por bisulfito seguido de una amplificacién por PCR.
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3.5. Anadlisis estadistico

Para elegir el test adecuado se analizard la normalidad de los datos, asi como
la homogeneidad de varianzas. Ademds, se tendrd en cuenta si los datos proceden
de muestras pareadas o muestras independientes. Se considerardn diferencias
significativas si p < 0,05.

4. POSIBLES RESULTADOS Y DISCUSION

Las personas que han sufrido MI tienden a ser mds agresivas, tienen mayor
riesgo de sufrir enfermedades y responden peor a los tratamientos. La contamina-
cidn es otro factor que puede aumentar dicha probabilidad y, junto con el maltrato,
produce la sobreactivacion del eje HPA (Nemeroff, 2016). En este proyecto se
pretende determinar de qué forma afecta una exposicién crénica a 0zono a un
modelo animal de MI. Para ello se medirdn pardmetros que, como diversos estudios
han demostrado, pueden modificarse por alguna de las dos condiciones.

Se ha observado que las crias que no han recibido cuidados adecuados presentan
mayores niveles de corticosterona y ACTH tras la exposicién a un estresor agudo
(Kaufman et al., 2000). Debido a esto, es previsible una mayor concentracién
en sangre de estas hormonas tras la realizacién del test ‘tanque de agua fria’ en
ratas que, no solo han sufrido PM, sino que también han sido expuestas a ozono.
Ademids, se ha visto que sufrir PM aumenta el estado de ansiedad (Miller ez al.,
2016) por lo que, aparte de sufrir mayor aumento de hormonas tras la realizacién
del test, estas ratas podrian presentar niveles basales de hormonas mds altos que
se correlacionasen con un aumento de la ansiedad en el laberinto en cruz.

Por dltimo, podrian esperarse cambios epigenéticos en el grupo que serd
expuesto a PM. Por un lado, se espera un aumento de la metilacién del ex6n
promotor de GCr. Por otro lado, la metilacién del promotor de AVP se prevé
disminuida en los grupos que sufran PM y exposicién a ozono.

En el presente trabajo se pretende clarificar de qué forma afecta la calidad
del aire a personas que han sufrido M1, lo que podria suponer un dato a tener en
cuenta a la hora de realizar un tratamiento adecuado.
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