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TRABAJO LIBRE

PALMITOILETANOLAMIDA COMO NEUROPROTECTOR EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE ASFIXIA PERINATAL:
EFECTOS CONDUCTUALES. APROXIMACION DESDE LA

PSICOLOGIA COMPARADA

Kobiec, Tamara; Herrera, Maria Inés

Pontificia Universidad Catolica Argentina. Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN

La asfixia perinatal (PA) es una complicacion obstétrica frecuen-
te que consiste en una interrupcion temporal en el suministro de
oxigeno alrededor del nacimiento. Numerosas investigaciones
han sugerido que la PA constituye un factor de riesgo para diver-
sos trastornos mentales y del neurodesarrollo. Sin embargo, atn
no se ha encontrado una estrategia terapéutica eficaz para re-
vertir los efectos deletéreos producidos por la PA. En el presente
trabajo se evalud, en el dia postnatal 30, el efecto de la PAen la
conducta murina y el grado de neuroproteccion ejercida por la
Palmitoiletanolamida (PEA), un mediador lipidico que ha mostra-
do eficacia en diversos modelos de injuria cerebral y neurode-
generacion. Se utilizo el modelo murino de PA desarrollado por
Bjelke y colaboradores, que constituye una valiosa herramienta
experimental en el marco de la Psicologia Comparada. Se es-
tudié la conducta a través de las pruebas de Campo abierto y
Laberinto elevado en cruz. La PA produjo una desregulacion en
las conductas prototipicas de rearing y grooming, mejorada a
través del tratamiento con PEA, aunque no totalmente.

Palabras clave
Asfixia perinatal - Neuroproteccion - Palmitoiletanolamida -
Psicologia Comparada

ABSTRACT

PALMITOYLETHANOLAMIDE AS A NEUROPROTECTOR IN AN
EXPERIMENTAL MODEL OF PERINATAL ASPHYXIA: BEHAVIORAL
EFFECTS. AN APPROACH FROM COMPARATIVE PSYCHOLOGY
Perinatal asphyxia (PA) is a frequent obstetric complication, con-
sisting of a temporary interruption in the oxygen supply around
the birth. Previous research has suggested that PA is a risk
factor for various mental and neurodevelopmental disorders.
However, an effective therapeutic strategy to reverse the de-
leterious effects produced by PA has not yet been found. In the
present work, we evaluated, on postnatal day 30, the effect of
PA on murine behavior and the degree of neuroprotection exer-
ted by Palmitoylethanolamide (PEA), a lipid mediator that has
shown efficacy in various models of brain injury and neurode-

generation. The murine PA model developed by Bjelke et al. was
used, which constitutes a valuable experimental tool for Com-
parative Psychology. Behavior was studied applying Open Field
and Elevated in Cross Labyrinth. PA produced a dysregulation in
prototypical rearing and grooming behaviors, improved through
treatment with PEA, although not totally.

Keywords
Perinatal asphyxia - Neuroprotection - Palmitoylethanolamide -
Comparative Psychology

INTRODUCCION

En este trabajo se realiz6 una investigacion experimental cuan-
titativa acerca de la neuroproteccion con Palmitoiletanolamida
(PEA) en asfixia perinatal (PA), estudiando los efectos conduc-
tuales de la PA y las consecuencias de la administracion de
PEA en ratas de 30 dias. Previamente, ya habiamos estudiado
los efectos morfoldgicos y bioquimicos, tanto en el hipocampo
como en el estriado (Herrera et al., 2018; Udovin et al., 2020)
en este mismo punto temporal, por lo que restaba analizar los
efectos comportamentales.

La PA es un sindrome clinico caracterizado por la suspension
del suministro de oxigeno que ocurre alrededor del nacimiento
(Herrera-Marschitz et al., 2011). Esta puede ser causada por
diferentes procesos, entre ellos la comprension del cordén um-
bilical, alteraciones en el intercambio de gases en la placenta y
falla pulmonar del feto, produciendo falta de oxigeno (hipoxia) o
de perfusion (isquemia) hacia distintos érganos del cuerpo du-
rante 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).

La prevalencia aproximada en paises desarrollados es de
1-5/1000 nifios nacidos vivos, llegando a quintuplicarse en los
paises en vias de desarrollo, y posee una alta tasa de mortalidad
y morbilidad tanto a corto como a largo plazo (Morales et al.,
2011). Como la mortalidad ha disminuido en las dltimas déca-
das, por el avance de la ciencia, hay mas casos de morbilidad.
La PA continta siendo un problema de salud a nivel mundial,
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constituyendo un factor de riesgo para numerosos trastornos
mentales y neuroldgicos (Herrera-Marschitz et al., 2014), inclu-
yendo discapacidad intelectual y trastornos del espectro autista
(Modabbeernia et al., 2016), trastorno por déficit de atencion
con hiperactividad (Perna & Cooper, 2012), esquizofrenia (Pu-
gliese etal., 2019) y trastornos neurodegenerativos (Gupta, Jad-
hav & Shrikhande, 2018), entre otros.

La unica estrategia terapedtica utilizada en la clinica para dis-
minuir el dafio de la PA es la hipotermia. Sin embargo, la reduc-
cion del dafio cerebral resulta parcial y es sumamente costosa,
lo cual es un importante obstaculo teniendo en cuenta que los
paises con mas alta incidencia de PA son los que se encuen-
tran en vias de desarrollo (Morales et al., 2011), por lo que la
blsqueda de otros agentes neuroprotectores es de importancia.
Por esta razon, se esta estudiando la Palmitoiletanolamida (PEA)
como un posible neuroprotector en casos de PA. Este lipido en-
ddgeno, derivado de la reaccion entre el acido palmitico y la
etanolamida, ha mostrado efectos neuroprotectores en distintos
modelos de injuria cerebral y neurodegeneracion (Herrera et al.,
2016; 2018). Si bien se encuentra presente tanto en el cerebro
murino como en el humano, se ha comprobado que su admi-
nistracion exdgena aumenta sus propiedades homeostaticas y
antiinflamatorias ante el dafio cerebral (Herrera et al., 2016).

METODOLOGIA

Animales de laboratorio

Fueron adquiridas 20 ratas prefiadas del bioterio de la Facultad
de Veterinaria de la Universidad de Buenos Aires, de la cepa
Sprague Dawley. 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. Cada rata se usd solo una
vez y se hicieron todos los esfuerzos para minimizar su sufri-
miento y para reducir el nimero de animales utilizados. Todos
los procedimientos se realizaron de acuerdo con la Guia del Ins-
tituto Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (Garantia de Bienestar Animal, A-3033-01/protocolo
#501084) y siguiendo las normas bioéticas con certificacion na-
cional del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Anima-
les de Laboratorio de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL)
El nimero total de ratas utilizadas es de 63 crias macho, di-
vididas en cuatro grupos: ratas nacidas por parto natural in-
yectadas 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 (gru-
po control+PEA, n= 18) y ratas sometidas a PA e inyectadas con
PEA (grupo PA+PEA, n=17).

Instrumentos

Laberinto elevado en cruz: El instrumento consiste en un labe-
rinto negro de melamina conformado por una plataforma central
cuadrada (11 x 11 cm.) de la cual surgen cuatro brazos: dos bra-
zos 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. Las sesiones de prueba
se grabaron usando una camara digital Sony HDR-AS100V.
Campo abierto: El instrumento consiste en un cuadrado de me-
lamina negra (60x60x40 cm.) rodeado por paredes de 40 cm. de
alto. Las sesiones de prueba se grabaron usando una camara
digital Sony HDR-AS100V.

Procedimiento

Se utilizo el modelo experimental disefiado por Bjelke y colabo-
radores (1991), segln 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.
El tratamiento respectivo (vehiculo o PEA) fue administrado en
la primera hora de vida por medio de una inyeccion 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 re-
sultados 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 sus-
tituta que habia parido en las dltimas 24 horas. Después del
destete, se colocaron entre tres y cuatro animales por jaula, de
diferentes grupos experimentales, para poder descartas varia-
bles extrafas provenientes de que los animales no hayan tenido
la misma madre o ambiente.

Pruebas de conducta

En el dia postnatal 30, todas las ratas fueron sometidas a prue-
bas de conducta en una habitacién 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 y antes de las mismas
se dejo aclimatar al animal al nuevo ambiente durante cinco
minutos; de esta manera se controlaron variables extrafias. Las
pruebas administradas fueron:

Laberinto elevado en cruz: Se ubico a la rata en la plataforma
central, frente a un brazo abierto. Se la dejé explorar libremente
durante 5 minutos y luego se la regreso a la jaula. Se considerd
que la rata entra en un brazo del laberinto cuando se encuentra
con sus cuatro patas adentro. Se midio la distancia total recorri-
day 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, acicalamien-
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to. Esta prueba se aplica para evaluar actividad exploratoria y
niveles de ansiedad.

Campo abierto: Las ratas fueron colocadas en el centro del apa-
rato y se les permitié explorarlo por 5 minutos. 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 ex-
ploratoria y los cambios emocionales inducidos por la exposi-
cion a un medio novedoso.

Las variables conductuales fueron registradas a posteriori por
dos observadores ciegos, previamente entrenados, y el tiempo
fue cuantificado utilizando la funcidn correspondiente del pro-
grama ANY-maze.

RESULTADOS

Los resultados estadisticos evidencian que ni la locomocion ni
la actividad en general fueron afectadas por la PA en el dia post-
natal 30. En cuanto al ndmero de lineas cruzadas en la prueba
Campo Abierto, el ANOVA de dos vias informd que ni la condicion
de nacimiento (F(1150)=1.93, p=0.1716) ni el tratamiento recibi-
do (F,4,=0.6706, p=0.4172) han influido significativamente.
Tampoco fueron significativos la condicion 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(1Y54)=0.03662, p=0.8493; F“’54)=3.624, p=0.0646, respectiva-
mente). Asimismo, la condicion de nacimiento y el tratamiento
no fueron significativos en la distancia total recorrida en Campo
Abierto (F(1’50)=0.8553, p=0.3592; F(1,50)=0.005146, p=0.9431,
respectivamente) ni en la prueba del Laberinto elevado en cruz
(Fu,m =0.1234, p=0.7272; F )=2.645, p=0.1119, respectiva-
mente) (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, como se puede
deducir de los resultados. Con respecto al tiempo dedicado a
esta conducta en la prueba Campo Abierto, el ANOVA de dos vias
sefiald que la condicion de nacimiento y el tratamiento influ-
yeron significativamente en este comportamiento (F(1154)=5.51,
p=0.0226; F“154)=5.779, p=0.0197, respectivamente). Sin em-
bargo, la interaccion entre estos dos factores no resultd sig-
nificativa (F, ;,=2.888, p=0.095). EI analisis post hoc indico
que las ratas asficticas tratadas con vehiculo mostraron una
disminucion significativa en el tiempo dedicado al rearing en
relacion con el grupo control tratado con vehiculo (p=0,04). Esta
alteracion del comportamiento se invirtié en los animales as-
ficticos tratados con PEA (p=0,009), los cuales no presentaron
diferencias significativas con respecto a los controles (p=0,06).
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 como el trata-
miento fueron variables significativas (F, ..=41.26, p<0.0001;

(1,32

(1,36)

bién lo fue (F155=11.67, p=0.0016). EI andlisis post hoc sefiald
una reduccion significativa en el tiempo dedicado a la conducta
de rearing como consecuencia de la PA (p=0.0009), lo cual se
revirtio después del tratamiento con PEA (p=0.0009). Los ani-
males asficticos tratados con PEA no mostraron diferencias sig-
nificativas con respecto a los controles (p=0.0643). 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 relacion con
las ratas control tratadas con vehiculo (p=0,0628; p=0.0619,
respectivamente) (Herrera, 2019).

Aunque las variables de tratamiento y nacimiento no resulta-
ron 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 analizé
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 influye-
ron significativamente (F(1y59)=6.015, p=0.0172; F(1159)=16.64,
p=0.0001, respectivamente), pero su interaccion no resulté sig-
nificativa (F, ,,=3.405, p=0.8767). EI andlisis post hoc sefiald
que el tiempo dedicado al grooming aumentd en forma signifi-
cativa 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). El tiempo dedicado al groo-
ming en el Laberinto elevado en cruz también se alter6 como
consecuencia de la PA, pero el tratamiento con PEA no revirtid los
valores en esta ocasion. La condicion de nacimiento result6 sig-
nificativa (F(1y32)=1 4.15, p=0.0007), pero no asi la variable de tipo
de tratamiento (F(1y32)=0.0001, p=0.9906) como tampoco la inte-
raccion entre ambos (F, ,,=0.02445, p=0.8767). El analisis post
hoc reveld que el tiempo dedicado al grooming aumentd signifi-
cativamente en los animales asficticos inyectados con vehiculo
en relacion con los controles tratados con vehiculo (p=0.0412),
pero esto no se invirti6 en el grupo asfictico tratado con PEA
(P=0.0645), el cual presentd diferencias significativas con los
controles (p=0.0389). 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) (Herrera, 2019).

DISCUSION

Consecuencias conductuales de la PA y la neuroproteccion
con PEA

La PA produjo una disminucion significativa en el tiempo dedi-
cado al rearing, el cual es un comportamiento de exploracion
vertical en respuesta a la novedad (Herrera et al., 2018), a través

F(1 36)=1 0.69, p=0.0024, respectivamente), y su interaccion tam- del cual la rata busca obtener mayor informacion de la que logra
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explorando horizontalmente, tanto a nivel visual como olfatorio
(Lever, Burton & 0’Keefe, 2006). Esta alteracion podria explicar-
se 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.
Su intensificacion puede estar relacionada con el incremento de
la temperatura corporal que puede producir el estrés, aumen-
tado 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 sefialando altos niveles de ansiedad (Lever et al., 2006;
Smolinsky et al., 2009).

Las modificaciones en las conductas prototipicas no podrian ser
causadas por alteraciones en la locomocion o en la actividad
global dado que no hubo diferencias en la cantidad de tiempo
que los animales estuvieron en los brazos cerrados del Labe-
rinto 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 posterio-
res, habitualmente a partir de los 45 dias postnatales, a través
de la hiperactividad (Simola et al., 2009; Morales et al., 2010),
por lo que seria interesante realizar futuros estudios conductua-
les a largo plazo.

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, ejercid una
proteccion adecuada. Ahora bien, los animales asficticos tra-
tados con PEA difirieron en el tiempo dedicado al grooming en
comparacion 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
ejercid un efecto neuroprotector sino de que el hecho de haber
medido unicamente el tiempo durante el cual el animal realiza-
ba 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 dro-
gas, por ejemplo no llevandose a cabo en direccion céfalocau-
dal o haciéndolo desordenadamente, y no necesariamente en su
duracidn. 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.

Aplicaciones a la Psicologia Comparada

El presente trabajo se llevd a cabo teniendo en cuenta la posible
futura aplicacion de los hallazgos realizados en seres humanos,
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 economico, simplicidad en el mane-
jo de variables y motivos éticos (Domjan, 2010).Asi también, la
experimentacion en animales es una de las fases de la Investi-
gacion Traslacional, que busca maximizar los beneficios del co-
nocimiento cientifico, de forma tal que resulte beneficioso para
la poblacion general. Esta etapa es necesaria para desarrollar
potenciales nuevos tratamientos, evaluando su seguridad y efi-
cacia en primer lugar a través de experimentos controlados en
animales de laboratorio.

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 atencion con hiperactivi-
dad y de la esquizofrenia (Barkhuizen, 2017) y por reproducir de
manera bastante precisa ciertas situaciones de PA prevalentes
en la clinica, como la circular de cordon (Capani et al., 2009).
Asimismo, se trata de una asfixia de tipo global, que es la mas
frecuente en situaciones perinatales en seres humanos. Ade-
mas, 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 realizd teniendo en cuenta el es-
tudio 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 afos del ser humano, periodo en el que se sue-
len 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 (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 (Simola et al., 2008; Morales et
al., 2009), ya que este incremento también suele encontrarse
en nifios que han sufrido PA (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 pre-
sente tanto en el cerebro humano como en el murino y que en
ambos casos puede ser inyectada asimismo de modo exogeno,
parece ser prometedor para aminorar estos comportamientos.
En futuras investigaciones se podran realizar estudios en eta-
pas del desarrollo tanto mas tempranas como mas tardias, para
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evaluar el efecto neuroprotector de la PEA en diversas edades.
Asimismo, dado que el tratamiento con PEA en algunos casos
podria no haber logrado revertir completamente el dafio produ-
cido por la PA, seria interesante combinar esta sustancia con
otros tratamientos, como el enriquecimiento ambiental, que
ya han demostrado una efectividad parcial en el modelo expe-
rimental de PA, de modo de lograr un efecto sinérgico entre
ambos procedimientos. De la misma manera, futuros estudios
podran profundizar en la comparacion entre ratas y seres hu-
manos, tanto a nivel morfoldgico y bioquimico como conductual,
con la necesaria prudencia en las generalizaciones y/o extrapo-
laciones de la psicologia animal a la humana.
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