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Resumen

Introduccion: En roedores como en humanos la separacion materna durante la lactancia
(SMDL) incide en el neurodesarrollo al ser un factor estresor, afectando el metabolismo,
comportamiento y aprendizaje. Por otro lado, la exposicion a un ambiente enriquecido (AE)
activa el sistema nervioso central proporcionando estimulos fisicos, sociales y sensoriales
que conllevarian a una reduccion del estrés y adaptacion de respuestas neurobioldgicas.
Objetivo: Analizar el efecto de 15 dias de ambiente enriquecido, posterior a la separacion
materna durante la lactancia, sobre la cantidad y morfologia de la microglia y la
concentracion de corticosterona, en ratas Wistar machos y hembras durante la adolescencia
temprana. Metodologia: Se utilizaron 78 crias de ratas Wistar divididas en dos grupos, con
y sin SMDL. El dia 22 fueron separadas por sexo y tratamiento, y ubicadas en un AE o
estandar por 15 dias. Los animales se anestesiaron y perfundieron el dia 37, se tom6 muestra
sérica para medir corticosterona y se extrajo el tejido cerebral. Resultados: el AE posterior
ala SMDL no revirtio la disminucion de los niveles de corticosterona de la SMDL y AE por
si solos, pero si disminuyd el namero de microglias por debajo de los nimeros de la SMDL
sola, incidiendo en la adaptacion de una morfologia ramificada. Conclusién: La SMDL
puede afectar el sistema neuroendocrino y neuroinflamatorio, mediados por la expresion de
corticosterona y glucocorticoides. Aunque la exposicion del AE posterior a la SMDL
disminuyé el nimero de microglias y proporcioné una morfologia ramificada, este
paradigma funcionaria como un modelo de estrés que adapta el sistema garantizando un

adecuado funcionamiento a estresores futuros.

Palabras clave: Separacion materna, Ambiente enriquecido, Corticosterona, Ratas Wistar,

Sistema de recompensa.



Abstract

Effect of the enriched environment, after maternal separation, on microglial
morphology and corticosterone concentration, in adolescent Wistar rats

Introduction: In rodents as in humans, maternal separation during breastfeeding (MSDB)
as a stressor factor affects neurodevelopment, including alteration in metabolism, behavior
and learning. On the other hand, exposure to an enriched environment (EA) activates the
central nervous system by providing physical, social and sensory stimuli that would lead to
a reduction in stress and adaptation of neurobiological responses. Objective: To analyze the
effect of 15 days of enriched environment, after maternal separation during breastfeeding,
on the quantity and morphology of microglia and the concentration of corticosterone, in
male and female Wistar rats during early adolescence. Methodology: 78 offspring of Wistar
rats were divided into two groups, with and without SMDL, were used. On day 22 they were
separated by sex and treatment and placed in an EA or standard for 15 days. The animals
were anesthetized and perfused on day 37, a serum sample was taken to measure
corticosterone, and brain tissue was removed. Results: the EA after the MSDB did not the
decrease in corticosterone levels of the baseline MSDB and EA, but it did decrease the
number of microglia below the numbers of the MSDB, affecting the adaptation of a branched
morphology. Conclusion: MSDB may affects the neuroendocrine and neuroinflammatory
system, mediated by the expression of corticosterone and glucocorticoids. Although
exposure of the EA after MSDB decreased the number of microglia and provided a branched
morphology, this paradigm would work as a stress model that adapts the system,

guaranteeing proper functioning to future stressors.

Keywords: Maternal separation, Enriched environment, Corticosterone, Wistar rats,

Reward system.
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1. Marco teérico

1.1 Importancia de las Experiencias Tempranas

Los primeros afios de vida han sido reconocidos por la psicologia del desarrollo y la
neurociencia como fundamentales para el desarrollo del cerebro y la capacidad que éste tiene
para aprender y moldearse en funcion de la estimulacién ambiental que recibe y que ayuda

a sentar las bases de la maduracion fisica, emocional y cognitiva del individuo (27, 28).

En los seres humanos, el bebé al nacer establece una relacion diadica con su madre, que le
permite a ambos desarrollar un vinculo empatico (29), necesario para perfeccionar la
habilidad de reconocer las sefiales (auditivas, visuales, olfativas) del otro e identificar las
necesidades subyacentes para satisfacerlas (30, 31). Esta sincronia de respuestas que se da
en un periodo critico entre los 3 a los 9 meses de edad aproximadamente, gesta en el bebé
la capacidad de autorregular sus emociones (32) y a medida que esto ocurre, se van formando
las bases para el establecimiento de un vinculo seguro que le otorgaran sentimientos de
proteccién y seguridad (31), a partir de los cuales, podra ampliar sus capacidades afectivas

y cognitivas a medida que va creciendo (27, 33).

En el caso de los roedores, el cuidado materno consiste en una compleja exhibicion de
comportamientos predecibles y coordinados que se dan como preparacion para la llegada de
la camada, asi como para su cuidado y proteccion (34). La madre posterior al nacimiento de
sus crias inhibe las respuestas aversivas que normalmente muestran hacia los olores de las
crias recién nacidas (conducta de aceptacion), para posteriormente desplegar unas conductas
de proximidad, proteccion y cuidado hacia sus crias, facilitadas gracias a la motivacion

materna.

Teniendo en cuenta la informacion anterior, se ha demostrado que si este vinculo

madre/cuidador-hijo durante los primeros afios es amenazado por alguna situacion adversa,
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el desarrollo del individuo en esta etapa podria verse vulnerado y afectado en sus diferentes

componentes comportamental, emocional o neurobioldgico.

1.2 Estrés durante la vida temprana: Modelo Separacion

materna durante la lactancia (SMDL)

Las primeras teorias psicoanaliticas y las privaciones sociales y familiares de las poblaciones
civiles durante la Segunda Guerra Mundial, especialmente la de los nifios que fueron
posteriormente institucionalizados, despertaron el interés por estudiar la importancia del
cuidado materno sobre el desarrollo de las personas (35) e inspiraron los primeros estudios
en animales en el afio 1950 a cargo de Harry Harlow (36) y Seymour Levine (37),
interesados en identificar los efectos de los factores adversos tempranos sobre el desarrollo,
siendo la separacion materna durante la lactancia en roedores uno de los paradigmas mas

empleados para modelar el estrés en humanos durante esta etapa.

La SMDL modela la ruptura entre el vinculo materno-filial durante los primeros afios de
vida en los humanos por diferentes factores como la negligencia, el abuso o el maltrato,
afectando diferentes mecanismos biocomportamentales como los sistemas neurohormonales

y circuitos cerebrales, que soportan estos comportamientos (32).

Estudios iniciales en humanos que fueron separados de sus madres e institucionalizados y
criados en orfanatos, mostraron que estas situaciones afectan el rendimiento cognitivo,
motor e intelectual, e inducen conductas de retraimiento, poca curiosidad y alegria frente al
juego (38). Posteriormente, los estudios realizados con monos Rhesus, demostraron que el
aislamiento social durante el primer afio de vida induce alteraciones para controlar impulsos
agresivos y antisociales (40), ausencia de conductas de juego y sexuales, dificultad para
expresar la agresion, asi como, altos niveles de miedo ante la presencia de adultos, pares e
incluso monos pequefios. Sin embargo, la exposicidn a un periodo de adaptacion a la vida

social revirtié dichas conductas (41).
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En modelos con roedores, la SM también tiene diversos efectos en el sistema nervioso y el
periodo de la separacion como el tiempo de exposicion puede variar estos efectos. Una SM
de 3 horas diarias durante los dias postnatales (DP) 4 al 14 (periodo de hiposensibilidad al
estres) aumento la susceptibilidad de ratas Wistar machos a experimentar conductas
similares a la ansiedad y a evocar comportamientos similares al panico (3), pero cuando esta
separacion se acompafio de una conducta indiferente por parte de la madre hacia sus crias,
se alter0 la capacidad de responder al estrés durante toda la vida. Por el contrario, el mismo
tiempo de exposicion, pero durante el periodo de lactancia (DP1 al 21) machos como
hembras no evocaron comportamientos similares de panico (3), pero si una mayor capacidad
de afrontamiento activa (26), en hembras se disminuyd la reaccion al estrés y en los machos
hubo una mejor evaluacion del riesgo (28). La SM de 4.5 horas diarias, indujo en ratas
Wistar machos conductas de habituacion inapropiadas ante la novedad (2) y una exposicion

mas prolongada (6 horas) indujo comportamientos similares a la ansiedad (42, 30).

A continuacion, se presentan otros efectos que se han relacionado con el estrés en la vida

temprana.

1.3 Efectos relacionados con el estrés en la vida temprana

1.3.1 Efectos sobre el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal - HHA

En respuesta a un factor estresante agudo, el cerebro inicia una respuesta adaptativa
fisiol6gica para la lucha o huida (alostasis) activando el sistema nervioso simpatico y el eje
hipotdlamo-hipofisis-adrenal (HHA) que se convierte en un importante mecanismo
regulador de la fisiologia diurna y de las respuestas al estrés. Este inicia su activacion en el
hipotdlamo que induce la expresion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH,
Corticotropine Release Hormone, por sus siglas en ingles) y la vasopresina hacia la glandula
pituitaria; estas hormonas activan la hipdfisis que produce y libera la hormona
adrenocorticotropina (ACTH por sus siglas en inglés) por el torrente sanguineo hacia las

glandulas suprarrenales, que inducen la sintesis y secrecién de mineralocorticosteroides y
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glucocorticoesteroides (cortisol en seres humanos y corticosterona en roedores). Este tltimo
denominado la hormona del estrés y su aumento activa receptores en el hipotalamo y la
hipofisis para inhibir la producciéon de CRH y ACTH generando asi una respuesta de
retroalimentacion negativa permitiendo al organismo volver a su estado basal una vez hay

ausencia de la amenaza (88, 93).

3h or 6h day
Separation
PN1-PN14

Prefrontal
Cortex

pocamp
¥ MS alterations
Q‘ Neuronal
\' Systems :
Stress
CRH
Hypothalamus = HPA axis GABAA-R
‘ CRH SEROTONIN
GC-R
NCAM
BDNF
Pituitary
ACTH WNeurogenesis
Glial cells:
irculation
N W Astrocytes
- Adviiials * Ar.nvaled
A Depression microglia
Anxiety A Cytokines

Figura 1A. Representacion de los pasos para la liberacion de corticosterona. Tomado de: Disefiado y realizado por L. A. Ledn
(2013) Obtenido de: Zarate, S., Cardenas F., Triana, C., Bolafioz, M., & Leodn, L. (2014). 1B. Efectos de la Separacién materna sobre
el eje HHA. Tomado de Efectos del estrés sobre los procesos de plasticidad y neurogénesis: una revisién. Univ. Psychol. 13 (3), 1-34.
B. Zulma, D., CaicedoMera, J & Torner, L. (2017). Global Effects of Early Life Stress on Neurons and Glial Cells. Current
Pharmaceutical Design, 23, 1-8.

La concentracion de corticosterona en roedores es alta durante los Gltimos dias de gestacion
e inmediatamente después del nacimiento y a partir del DP4 al 14 los niveles basales de
corticosterona se vuelven minima o casi inexistente y hay una disminucién de la sensibilidad
suprarrenal lo que resulta en bajos niveles de glucocorticoides circulantes, a esta se le

denomina periodo de hiposensibilidad al estrés (SHRP, por sus siglas en ingles).

Sin embargo, ante una exposicién repetida a factores estresantes se puede presentar una

sobrecarga de la respuesta al estrés en la que la liberacién de los mediadores como los
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glucocorticoides y citoquinas pueden afectar el desarrollo y el adecuado funcionamiento de

sistemas nervioso, neuroendocrino, inmunoldgico, entre otros (94).

Ahora bien, la respuesta del eje HHA puede alterarse por diferentes situaciones:

Ante un estrés leve se puede generar una respuesta adrenocortical en la que los niveles de
corticotropina y corticosterona disminuyen, gracias a una condicién de retroalimentacién
negativa (28) sin embargo, esta alteracion como se menciond anteriormente duraria hasta
que la amenaza desaparece. Igualmente, se ha encontrado que ciertos comportamientos
maternos de las ratas como lamer y acicalar a las crias, disminuyen la respuesta del eje HHA
sobre el estrés alterando los niveles de las hormonas implicadas en este eje mencionadas
anteriormente (CRH, ACTH, Corticosterona) (25). La ejecucion de actividades relacionadas
con la recompensa durante el estrés, activan la region mesoestriatal y se considera que esta
tiene una contribucion esencial en la regulacion a la baja de la reaccion exagerada del
cortisol (111, 120), posiblemente porque modula la excitabilidad de la dopamina (121),
actuando como un mecanismo de adaptacion de retroalimentacion para evitar respuestas

exageradas y mas bien, actuar de forma activa ante eventos estresantes (122).

En cuanto al impacto del sexo sobre la respuesta del eje HHA, se ha encontrado una
diferencia basal entre el sexo en roedores jovenes, siendo los machos los que presentan
mayores niveles de esta hormona en comparacién con las hembras, posiblemente porque
estas son menos reactivas a la ansiedad por separacion, sin embargo, no hay claridad sobre
cudles son los niveles basales durante la juventud, posiblemente porque las hormonas en
esta etapa los enmascaran, por eso, estos datos deben leerse directamente con los grupos de
cada estudio (28).

1.3.2 Efectos sobre las areas relacionadas con el sistema de recompensa

El estrés cronico puede tener un gran impacto en las areas relacionadas con el sistema de
recompensa. Durante los primeros afios de vida, en la relacion diadica entre cuidador-hijo,
se establecen una serie de sefiales entre ambos que permiten predecir y satisfacer sus

necesidades, se gesta un aprendizaje adaptativo que le permitira al individuo en desarrollo
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crear estrategias de afrontamiento en la medida en que aprende a procesar informacion
relacionada con la recompensa y a establecer asociaciones y relaciones entre estimulos. Sin
embargo, cuando se presentan eventos estresantes cronicos se pueden inducir algunas
alteraciones en este sistema: el proceso de aprendizaje se interrumpe o perturba, afectando
la respuesta a los estimulos gratificantes, la capacidad de aprender y anticipar futuras
recompensas (95,96). Se puede generar una sensibilidad del sistema de recompensa
induciendo la pérdida del placer y de la motivaciéon, que en adultos son sintomas

caracteristicos de la depresion (123).

Dentro de las areas relacionadas con el sistema de recompensa se destacan el area tegmental
ventral (VTA por sus siglas en ingles) que se comunica con el nicleo accumbens (NAc), la

corteza prefrontal (CPF), el hipocampo (HIP) y la amigdala (A) (97).

® GABAergic

@ Glutamatergic

® Dopaminergic

@ Peptidergic
NEergic/5HTergic

Figura 2. Regiones limbicas y de recompensa en el cerebro de ratas. Resumen muy simplificado de una serie de circuitos neuronales en el
cerebro que se cree que contribuyen a la regulacion del estado de animo. Hipocampo (HP) y la corteza cerebral (PFC), nicleo accumbens
(NAc), laamigdala (Amy) y el hipotadlamo (Hypo). La figura muestra solo un subconjunto de las muchas interconexiones conocidas entre estas
diversas regiones del cerebro, lla inervacion de varias de estas regiones cerebrales por neuronas monoaminérgicas. El area tegmental ventral
(VTA) proporciona informacion dopaminérgica a la NAc; las entradas a la mayoria de las otras areas del cerebro no se muestran en la figura.
La norepinefrina (NE, del locus coeruleus o LC) y la serotonina (5HT del rafe dorsal y otros ntcleos del rafe) inervan todas las regiones que se
muestran en la figura. Ademas, las fuertes conexiones entre el hipotalamo y la via VTA-NAc. GABA, acido gamma-aminobutirico; DR, rafe
dorsal. Tomado de Nestler, E. J., & Carlezon, W. A. (2006). The Mesolimbic Dopamine Reward Circuit in Depression. Biological Psychiatry,
59(12), 1151-1159.doi:10.1016/j.biopsych.2005.09.

El area VTA se caracteriza por estar involucrada en el refuerzo positivo y negativo

relacionado con la recompensa, la prominencia de incentivos, la cognicién relacionada con
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la aversion y la toma de decisiones. El 65% de sus neuronas son dopaminérgicas, 30-35%

son gabaeérgicas y un porcentaje pequefio del 2-3% son glutamatérgicas (98).

El NAc esta ubicado en el area ventral del estriado, se compone principalmente de un 90%
de neuronas espinosas gabaérgicas y recibe proyecciones dopaminérgicas del VTA y
también entradas glutamatérgicas del HIP, la CPF (especificamente la corteza prelimbica-
PrL e infralimbica-IL), de la Amigdala basolateral (BLA por sus siglas en ingles) y del
talamo (97, 99). Se ha sugerido que el NAc esta involucrado en el aprendizaje y la seleccion
de acciones durante el comportamiento dirigido a objetivos, asi como, en las respuestas

emocionales/motivacionales relacionadas con el valor (100,101).

La Amigdala (A) tiene un gran numero de conexiones corticales y subcorticales que
maduran hasta la adolescencia (102) y con la edad se eliminan o refinan con la maduracién
afectiva y social. Esta se compone de 4 nucleos que estan implicados en procesos
emocionales y de aprendizaje especificos, asi como, en la inferencia social y la memoria
contextual (103). La BLA es necesaria para integrar el refuerzo y la informaciéon de
recompensa ayudando a sefialar la magnitud de la recompensa y calcular el valor potencial

de las acciones (104).

El HIP es una estructura limbica que tiene conexiones importantes que esta involucrada en
la formacion y almacenamiento de la memoria (105). Este puede combinar la memoria, la
recompensa e informacion espacial en la subregion CA3 para almacenar recuerdos
episodicos (106).

La region anterior del giro del cingulo (ACC por sus siglas en inglés) recibe informacién de
la corteza orbitofrontal sobre los resultados de la recompensa e informacién espacial
relacionada con la accion de las areas corticales parietales, lo que le permite aprender de los
resultados de las acciones realizadas. También, esta implicada en la emocion, al vincular la
informacion de recompensa y castigo que provoca respuestas emocionales, en el

comportamiento y en particular, en las acciones (106).
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Los eventos estresantes cronicos de acuerdo con algunos estudios en modelos animales
pueden inducir una gran sensibilidad en las areas relacionadas con el sistema de recompensa.
En investigaciones con nifios institucionalizados o que tienen factores de riesgo
socioecondémicos se ha evidenciado un mayor volumen de la A (108), pero en nifios que han
sido maltratados se ha reducido el volumen de la CPF, la A y el HIP en comparacion con
los no maltratados (109). En nifios de aproximadamente 10 afios que habian sido expuestos
a diferentes tipos de estrés durante la edad temprana como abuso, negligencia y bajo estatus
socioeconémico durante la infancia, presentaron volimenes pequefios de la A e HIP (122).
En ratas a nivel morfoldgico, este tipo de estrés se ha relacionado con la contraccién
dendritica en el HIP; la actividad inhibida en la hipdfisis, el hipotalamo, el HIP, la Ay la

reduccion de la proliferacion celular en las estructuras subcorticales (109).

Respecto a los efectos que puede generar el eje HHA sobre las areas relacionadas con el
sistema de recompensa, primero se debe tener en cuenta que en este sistema se expresan los
receptores de glucocorticoides (RG) y mineralocorticoides (RM) haciendo a este altamente
sensible a la exposicion continua al estrés, el cual con su consecuente sobreproduccion de
glucocorticoides circulantes en el sistema (107) provocarian una retroalimentacion negativa
a la baja en &reas de proyeccion de neuronas dopaminérgicas como la CPF, A e HIP (107,
111). Estudios en humanos han evidenciado que la induccion del estrés y la administracion
de cortisol disminuyen la actividad de la A especificamente en BLA, el NAc y la CPF en
situaciones de gratificacion y no gratificacion y pueden disminuir la motivacién afectando
la preferencia por la recompensa (130). Asi mismo, se ha encontrado que el estrés en la vida
temprana puede inducir una hiperconectividad entre las redes estriatales-limbicas y
limbicas-corticales (hipocampo con la corteza PrL, IL y el NAc (124) e hipoconectividad
entre las redes estriatales y prefrontales, asi como, entre las redes de la corteza prefrontal
medial y la corteza dorsolateral (encargadas de activar el autocontrol). También se ha
evidenciado la activacion de la amigdala la cual estaria incidiendo positivamente en el
comportamiento en la medida en que permitiria procesar adecuadamente las emociones
(125).
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Estos efectos a los que se enfrenta el sistema de recompensa y que lo hacen vulnerable,
podrian ser el resultado, por un lado, de una plasticidad adaptativa para responder a los
estimulos externos a los que se seguira enfrentado el sujeto durante sus primeros afios de
vida y por otra parte una respuesta adaptativa que acelera el patron de maduracion normal

de la conectividad de algunas de las areas relacionadas con la recompensa (110).

1.4. Ambiente enriquecido (AE) como técnica y modelo de estrés

En contraste con los efectos del estrés temprano por SMDL, se ha encontrado que las
condiciones de alojamiento especificas como las proporcionadas por el AE pueden ejercer

un papel neuroprotector.

En efecto, es importante mencionar que aun cuando a partir del siglo XVIII se empez6 a
reconocer que los estimulos ambientales tenian un papel sustancial sobre la estructura
cerebral (Charles Darwin, 1874) y que actividades como el ejercicio podrian favorecer el
establecimiento de nuevas conexiones interneuronales y aumentarlas (Ramoén y Cajal,
1911), fue sélo hasta después de la segunda guerra mundial que se propuso que el desarrollo
psicoldgico y cerebral dependian de la estimulacion del medio ambiente, principalmente de
aquel que se presentaba durante la infancia, ya que en esta etapa se generaban cambios

determinantes para afrontar experiencias posteriores (43, 44, 45).

El ambiente enriquecido es reconocido como una técnica de manejo de animales en tanto
utiliza estrategias que ofrecen estimulos fisicos (objetos que varian en forma y ndmero),
sociales (alojamiento en grupos) (46, 15) y sensoriales (variedad de materiales), que mejoran
la adaptacion fisioldgica y psicologica durante unas condiciones experimentales (46, 47) y
facilitan actividades exploratorias y cognitivas (48, 49). Por otra parte, es considerado como
un modelo de estrés dado que en ratas se han encontrado efectos a nivel comportamental al
mostrar una menor reactividad a nuevos estimulos, la exposicién inicial a objetos nuevos y
desconocidos (2, 50) incide en el aumento de los niveles de corticosterona (2,126) y la
aparicion de comportamientos similares a la ansiedad como consumo de sacarosa, aumento

en la deposicidn, en la latencia de eyaculacidon, entre otros (45, 126).
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Figura 3. Jaula representativa del Ambiente enriquecido. Tomado de Nithianantharajah, J., & Hannan, A. J. (2006). Enriched
environments, experience-dependent plasticity and disorders of the nervous system. Nature Reviews Neuroscience, 7(9), 697—
709.d0i:10.1038/nrn1970

Se han desarrollado diversos estudios sobre el efecto del AE en roedores, pero los protocolos
empleados son muy diversos lo que hace que la interpretacion de los resultados
experimentales sea méas desafiante, contrario a un modelo estandarizado que si permite
realizar comparaciones entre los estudios (9). Las metodologias suelen variar en términos
del tamafio del entorno, la estimulacion utilizada, el tiempo de exposicion, paradigmas a
abordar, entre otras variables (52, 9), aun asi, algunos protocolos comparten elementos. En
la mayoria de los estudios, la edad de inicio del AE es durante el primer mes de vida (1 a 4
semanas) cuando la plasticidad del cerebro es especialmente influenciada por la experiencia;
sin embargo, los resultados varian dejando evidencia insuficiente que demuestre que la
exposicion durante estos periodos puede ser efectiva. La duracion del AE es de 4 a 8
semanas, seguido de 1 a 4 semanas. Las condiciones de vivienda del grupo control suelen
ser condiciones aisladas estandar. Las cepas de ratas mas usadas son Sprague-Dawley. Y los
estudios realizados solo con machos contindan liderando la investigacion en neurociencias,
siendo pocas las que emplean un estudio mixto ya que las hembras implican el control del
ciclo estral y la inclusion de ambos implica aumentar el tamafio de la muestra. Con otros
elementos del protocolo no se alcanzan a identificar consistencias en su uso o justificacion,

por un lado, el cambio de los objetos se realiza de manera regular (diariamente o hasta 11
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veces semanales) o irregular (cambio no especificado), el area de la jaula varia desde los

20,000cm3 a 1161 cm3, el nimero de ratas por jaula varia de 2 a 12 (9).

Por lo anterior, las investigaciones que abordan los efectos del ambiente enriquecido han
producido tantas especificidades que es dificil generalizar, por eso, se presentan algunas de

ellas a continuacion.

1.4.1 Efectos del ambiente enriquecido

Unos de los primeros cambios que se evidenciaron tras la exposicion de las ratas al AE fue
el incremento de peso y de volumen cortical de hasta un 5% en la corteza visual,
somatosensorial y frontal posterior, asi como de un 6,2% de incremento en el grosor de la
corteza occipital (53) y en el volumen del hipocampo (54) También, se evidenciaron
cambios en la citoarquitectura neuronal relacionado con la expansion del citoplasma en rata
(55). Igualmente, se ha encontrado que la morfologia de la sinapsis puede cambiar, de forma
que el espacio sinaptico es de mayor tamafio en ratas enriquecidas, incrementando el area
total de contacto sinaptico y de la hendidura sinaptica, fundamentalmente en la corteza
occipital (56). Asi como, la actividad de la sinapsis especificamente de las neuronas
piramidales, a través del aumento en la ramificacién dendritica (57; 58), en el numero de
espinas dendriticas (59) en la densidad (60) y en la longitud dendritica de la capa Il de la
corteza cerebral, de las celulas estrelladas de la capa IV y de las células de Purkinje del
cerebelo (56).

Estas modificaciones neuromorfoldgicas se pueden comprender mejor teniendo en cuenta

los resultados que muestran la influencia del AE sobre los pardmetros neuroquimicos.

El AE incrementd los niveles totales de ARN en la corteza de ratas enriquecidas respecto a
las aisladas y como la funcion del ARN es basicamente la fabricacion de proteinas, este
incremento que se presenta podria ser indicativo de una mayor actividad celular en los

sujetos enriquecidos (61). También, aumento la expresion de un gran namero de genes,
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muchos de los cuales estan relacionados con la estructura, la plasticidad y la transmision

neuronal (62).

En cuanto a los efectos epigenéticos transgeneracionales, no todos se transmiten a traves de
la linea germinal, pero si se transmiten a la descendencia directamente de la madre durante
la primera semana de vida posnatal (63). Se ha demostrado que las modificaciones
tempranas del cuidado materno inducidas por el AE materno pre-reproductor, persisten
durante los primeros 10 dias de lactancia. Se considera que los mecanismos de herencia
involucrados en la transmision de la influencia ambiental de las madres a la descendencia,
esta mediada por modificaciones epigenéticas que implican la metilacion del ADN y los
cambios posteriores en la expresion de genes especificos (50). También, se ha encontrado
que el AE puede influir en los pardmetros fisioldgicos de la descendencia a lo largo de dos
generaciones. La progenie F2 femenina de abuelos expuestos a AE, responden al estrés con
niveles elevados de corticosterona, mientras que los machos los reducen. Por otra parte, el

AE paterno puede incidir sobre el peso corporal adulto de la descendencia F1y F2 (64).

Aunque se ha planteado el AE como un agente estresante leve, los efectos que tiene sobre
el estrés lo proponen también como un agente protector a nivel neurocomportamental y
neurobioldgico. ElI AE simple (alternancia semanal de objeto) y mejorado (traspaso a jaula
mas grande en la semana 5) disminuyen la ansiedad en ratas Wistar machos y este Gltimo
también evita los niveles de dolor neuropatico (65). Los tiempos de exposicion al AE son
un factor que incide en la neuroproteccion, por ejemplo, una exposicion de 8 dias en ratas
Wistar machos disminuy0 la inmunorreactividad de la proteina Delta-FosB en las regiones
cerebrales asociadas con la modulacion de las respuestas de ansiedad (46). Una exposicién
de 21 dias, en ratones C57BL/6 machos, aumento la proteina Delta-FosB en las regiones
relacionadas con la modulacion de la derrota social (66). Asi mismo, 14 dias de exposicion
posterior al estrés agudo por restriccion, previno conductas similares a la ansiedad en ratas
Wistar machos y los mecanismos subyacentes que podrian estar relacionados serian la
disminucién aguda y sostenida de la actividad de ERK-1/2 y CREB (15). A pesar de estos
hallazgos, no hay claridad sobre cuales son los mecanismos por los cuales el AE ejerce su

papel protector en el estrés y la ansiedad.
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Respecto al papel que tiene el AE sobre el HHA, este aumenta los niveles séricos de
corticosterona y la translocacion nuclear de glucocorticoides en el area de la amigdala
basolateral involucrada en el comportamiento similar a la ansiedad (15). Cuando el AE es
eliminado (modelo de pérdida), se ha evidenciado que se produce conductas caracteristicas
de la depresion atipica, aumentando los niveles de corticosterona, disminuyendo la respuesta
méaxima de glucocorticoides y aumentando la ingesta de alimentos y el peso corporal en
ratas (67).

Por Gltimo, es importante mencionar que aun cuando se han desarrollado diversos estudios
sobre el efecto del ambiente enriquecido, los componentes de este modelo en roedores
suelen variar en términos del tamafio del entorno, la estimulacion utilizada, el tiempo de
exposicion, paradigmas a abordar, entre otras variables (52), en consecuencia, a la fecha no
existe una estandarizacion del protocolo del AE respecto al procedimiento y la metodologia

para modelos animales (51).
1.5 Microglia

Se ha propuesto que un elemento importante que propicia las alteraciones inducidas por el
estrés cronico es la neuroinflamacion, en particular aquella causada por la actividad
microglial elevada (10). La microglia son células primarias mieloides que proporcionan la
forma principal de respuesta inmune adaptativa en el sistema nervioso central (10), cuyo
origen en roedores se deriva de los progenitores eritromieloides que migran al cerebro a
partir del dia 8.5 embrionario (E8.5) y continGan hasta que se forma la barrera
hematoencefalica (69); para posteriormente migrar y diseminarse por todo el SNC hasta

hacer una transicion morfolégica a un estado ramificado (68).

A medida que el cerebro se desarrolla, la microglia debe realizar diferentes funciones para
adaptarse a las necesidades que cambian temporalmente, procesar las sefiales relevantes del
entorno y equilibrar su funcidn, es por eso, que desde etapas tempranas la microglia sigue

un programa de desarrollo gradual sincronizado con el desarrollo del cerebro que se da a

24



traves de tres etapas temporales distintas: microglia temprana (Dia embrionario E10.5 a
E14); premicroglia (dia E14 al DP9) etapa en la que se expresan un subconjunto genes
relacionados con la migracion neural, neurogénesis y secrecién de citoquinas que podrian
estar implicados en el papel que esta glia asume durante la poda sinaptica y la maduracion
neuronal y posteriormente cuando el cerebro madure, entrar en la fase de vigilancia y
homeostéatica adquiriendo funciones asociadas con el mantenimiento y la sefializacion de los
tejidos. Por ultimo, la etapa de microglia adulta (DP 10 en adelante) en la que se expresan
diferentes genes, un nimero pequefio se expresan en el SNC como la CPF, el HIP y la
médula espinal y otro grupo se expresa principalmente en el saco vitalino; los primeros se
asocian con la respuesta de defensa y multiples destinos hematopoyéticos y los que se
expresan tanto en el saco vitalino como en el cerebro se relacionan con la proliferacion y el

ciclo celular (69).

La microglia cumple funciones homeostaticas diversas durante el desarrollo o en respuesta
a diferentes factores ambientales, que permiten el funcionamiento normal del cerebro (71).
Entre estas se destacan mantener un control estricto de las vias inflamatorias para prevenir
el dafio neuronal ante diferentes agentes estresores (69), modula la transmision y poda
sinaptica dando forma a los circuitos cerebrales embrionarios y postnatales (74), asi como,
la plasticidad en el cerebro sano y la modulacion de procesos que surgen como una respuesta
inflamatoria (75), responde rapidamente incluso a cambios menores en el cerebro (76),
monitorea el estado funcional de las sinapsis, influyen en los cambios neuroplasticos al
remodelar los espacios extracelulares y eliminan los elementos sinapticos mediante

fagocitosis (77).
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En cuanto a su morfologia, la microglia en desarrollo y postnatal presentan una morfologia
ameboide similar a un “macréfago” y carece de las ramificaciones caracteristicas que le
permiten escaner su entorno, indicando una activacion celular (Lawson et al., 1990). Hasta
la primera semana postnatal es considerablemente mas proliferativa que la microglia adulta
(72). Ante eventos nocivos, la microglia reactiva retracta sus procesos, aumenta su soma,
forma nuevas protuberancias mdviles y se transforma en una forma ameboide. También
puede mostrar una morfologia hiperramificada (71, 72) y si la exposicion al agente es
cronica, el soma se hipertrofia (73). La microglia activa no s6lo cambia su forma, sino que
secreta citocinas como IL-1p, IL-6 y TNF-a y es una fuente de especies reactivas de oxigeno
(ROS siglas en ingles de reactive oxygen species) que deterioran la deficiencia de energiay
la neurodegeneracién (71). Por lo tanto, la perturbacion del entorno microglial durante su
desarrollo puede alterar la expresion de genes relacionadas con la inflamacion, interrumpir

el desarrollo neuronal y el funcionamiento de las microglias, lo cual podria incidir en la
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respuesta de la microglia en las diferentes etapas del desarrollo del cerebro y en la formacion

de trastornos cerebrales en etapas posteriores (69).

Como hemos visto, la microglia se somete a una extensa reestructuracion morfologica en
respuesta al estrés que puede ser subyace a la disfuncion del sistema nervioso central y para
identificar la identidad de la microglia y estudiarla se deben tener varios factores en cuenta,
muchos de los cuales estan en discusion. Actualmente, la identificacién de la microglia se
debe realizar teniendo en cuenta la expresion de diferente genes o marcadores ya que la
expresion de un solo marcador no es suficiente porque este puede variar dependiendo de la
adaptacion microglial (133); entre los marcadores empleados se encuentra la expresion de
factores de transcripcion como PU.1 (134) Y marcadores citoplasmaticos como la molécula
adaptadora de union al calcio ionizado 1 (IBA1) (135). Aunque hay un interés considerable
en estudiar la morfologia en su estado de activacion, no esté claro si se requiere un cambio
en la manera de describir la activacion en fases M1 (Regulacion) y M2 (reparacion) ya que
la inflamacidn se resuelve después del desafio inmunolégico). Otro problema relacionado
en la exploracion de fases de activacion microglial es la dependencia de la
inmunoreactividad de Iba-1 para informar sobre su estado de activacion. Mientras que la
microglia sufre reordenamientos citoesqueléticos que alteran su morfologia (72) estos
cambios morfoldgicos pueden no representar con precision un perfil inflamatorio "activo".
Por otro lado, las limitaciones que se han encontrado sobre la nomenclatura empleada para
comprender los estados microgliales (como los mencionado anteriormente: M1, M2) han
despertado criticas a estas nomenclaturas ya que la neuroinflamacién que se presenta en el
estado M2 no siempre es perjudicial, sino que, en su lugar, representa una respuesta

adaptativa al dafio que a veces puede salirse de control (133).

1.5.1 Interaccion entre Microglia, SMDL y AE

Como se ha mencionado, la funcion microglial cumple un importante papel en el
funcionamiento del cerebro, por lo tanto, los cambios que se presenten en ella pueden

proporcionar un modelo para explicar como el estrés lo altera (78). Sin embargo, aunque
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muchos estudios han abordado este tema, son pocos los que han investigado los efectos que

tiene el estrés crénico inducido por SMDL en estas células.

Las experiencias tempranas de estrés pueden perturbar la funcion microglial, estas
experiencias aumentarian los niveles de corticosterona provocando que las microglias
expresen altos niveles del receptor de glucocorticoides (GC) como respuesta al aumento de
esta hormona y esto incidiria a su vez, en el aumento de la expresion de las. Asi mismo,
estas experiencias aumentarian la expresion de genes proinflamatorios como IL-1, TNF o
IL-6, Fyn, Irak4, que inducirian la expresion de las microglias y aumentarian su actividad

fagocitica (20).

Cuando dicha experiencia es continua, se afecta la respuesta microglial a los desafios
ambientales estresores posteriores, creando una vulnerabilidad a los “golpes secundarios”
que contribuirdn ain mas al deterioro, respondiendo de manera exagerada a experiencias
estresoras (71, 10) que podrian extenderse hasta el periodo juvenil e incluso hasta la edad
adulta (22), porque, aun cuando haya ausencia de estrés continuo, los cambios en la

expresion génica en la microglia persistiran (71).

Adicionalmente, la sensibilidad de la microglia puede ser diferente segln las especies y el
tiempo de exposicién al estrés. Por ejemplo, la exposicion continua a un agente estresor
aumenta el nimero y el area de superficie de la microglia en el hipocampo en ratones macho
adultos (22, 79) y es que la densidad microglial en ratas alcanza su punto maximo cerebral

en el DP14 en esta area, siendo este un periodo critico del desarrollo del hipocampo (80).

En otros trabajos se demostré que la exposicion a la separacion materna de manera
progresiva (4hrs/dia, DP 2-5 y 6hrs/dia, DP 6-16) junto con un destete temprano (DP17)
induce la activacion microglial en varias regiones del hipocampo como CA3 y CAl en
ratones hembra (58). Por el contrario, la separacion materna de 3 horas diarias durante el
periodo de hiporespuesta (DP 1 a 14) no afecta el nimero total y la densidad de las células
microgliales en el hilus del hipocampo de ratas Long Evans hembras, pero cuando la

separacion fue hasta el DP 15, las ratas macho presentaron un incremento del porcentaje (de
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35% a 58%) de células gliales activadas (81).Asi mismo, se ha evidenciado que la
exposicion a un AE durante 14 dias, posterior al destete disminuye la expresion de Ibal
(molécula adaptadora de unién a calcio ionizada 1, especifica de microglia) reduciendo el
numero de microglias especificamente en el hipotalamo (25).
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2. Interaccion entre el modelo de separacion
maternay el ambiente enriquecido

El AE puede generar efectos positivos sobre las consecuencias de la separacion materna en
modelos de roedores, cuando se proporciona durante la vida prepubescente y temporalmente
proximal a la separacion, pero aun, se desconoce si el AE proporcionado fuera de esta
ventana critica puede alterar los efectos, mejorando los procesos 0 mecanismos neuronales

afectados.

Francis et al., (82) con el interés de identificar si el ambiente enriquecido podria revertir los
efectos del estrés dado por la separacion materna sobre el eje HHA, expusieron a ratas Long
Evans a una SM de 180 minutos durante los dias PD1 a 14, en el DP22 al 70 se destetaron
y se agruparon en condiciones de AE y ambiente estandar, 8 a 10 por jaula. En el DP70
todos los animales fueron alojados en grupos del mismo tratamiento, dos por jaula y entre
el DP110 a 120 se realizaron diferentes pruebas: pruebas de comportamiento para medir la
supresion inducida por la novedad del comportamiento apetitoso; prueba de campo abierto;
pruebas de estrés por restriccion y muestreo de sangre en la vena de la cola para obtener
corticosterona de plasma. Por Gltimo, se trato el cerebro para identificar la expresion del
factor hipotalamico de liberacion de corticotropina (CRF). Los hallazgos encontrados fueron
que el AE de 48 dias revirtié los efectos de la SM en la funcién del eje HHA y que la
expresion del gen del receptor de glucocorticoides del hipocampo, que media los efectos de
la experiencia temprana en la expresion de la CRF, no se vio afectada por el AE . Estos datos
podrian sugerir que los efectos encontrados podrian deberse mas que a una reversién de los
mecanismos celulares, a una compensacion que se produce en las ratas con SM como

resultado del AE el cual podria estar amortiguando la actividad del eje HHA a través de

efectos sobre el receptor 5-HT1A en el hipocampo vy, tal vez, la corteza frontal.

Vivineto, Suarez y Rivarola (2) también tenian el interés de estudiar si la exposicion al AE
durante la adolescencia podria revertir o compensar los efectos de la SM sobre procesos

como el aprendizaje, la memoria y la actividad neuronal del hipocampo. Para esto, durante
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los DP 1 al 21 expusieron a ratas Wistar a la SM de 4.5 horas al dia o condicion de crianza
estandar. A partir del DP 21 al 60, las ratas fueron alojados en condiciones de vivienda
estandar o AE durante la infancia hasta la adolescencia en grupos de 7 a 10 animales . Para
el DP 60 los animales del AE fueron alojados en parejas en jaulas estandar y el DP 67 al 74
se aplicaron pruebas comportamentales para evaluar las respuestas emocionales y cognitivas
a través del campo abierto, nueva tarea de reconocimiento de objetos y la prueba aprendizaje
de evitacion inhibitoria descendente. Por Gltimo, mediante inmunoreactividad se evaluo la
expresion de c-fos y de receptores de glucocorticoides en el hipocampo. Los resultados
mostraron que los animales separados y alojados en condiciones estandar tuvieron un menor
comportamiento de aseo y por el contrario, los grupos alojados en un AE presentaron
significativamente esta caracteristica. EI AE revirtio los efectos de la SM en la area de
evitacion inhibitoria y por otro lado, aumento la expresion de c-fos, asi como, el receptor de
glucocorticoides en CAly GD.. Estos resultados les permitieron concluir que la exposicion
a un AE de 39 dias durante la adolescencia puede alterar algunos fenotipos con alta
significancia adaptativa en la edad adulta como la habituacion, los comportamientos
defensivos y la reactividad emocional en un contexto novedoso o evitativo, que el AE induce
la expresion del gen GR en subcampos hipocampales como el CA1l y CA2, lo que podria
relacionarse con cambios en la anatomia y la funcion neuronal atenuando las respuestas al

estres adrenocortical y permitiendo asi una funcion neuronal hipocampal mas eficiente.

Do prado, et al (83) también identifico los efectos de la SM y subsecuentes efectos del AE
en la adolescencia temprana en el rendimiento cognitivo y en la corteza prefrontal. Para ello,
realizaron la SM de 4 horas al dia durante los DP 2 al 20 con ratas Sprage Dawley y para el
DP 21 fueron emparejadas por sexo y grupo de tres crias por jaula ya sea enriquecida o
estandar. Fueron expuestas a un AE durante los DP 21 al 36 (15 dias). Para el DP 36 al 54
se aplico la prueba comportamental de laberinto y por Gltimo en el DP 56 se recolectaron
las muestras de sangre y cerebro. Los resultados evidenciaron que el modelo de SM
disminuyo la proteina parvalbumina (PVB) afectando por lo tanto, las interneuronas de la
CPFy la actividad proinflamatoria. Pero el AE durante los DP 21 a 36 previno la disfuncion
cognitiva en ratas macho y hembras, asi como el aumento de las citocinas proinflamatorias

circulantes que fueron evidentes en los machos, 20 dias despues de la exposicion, lo cual
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podria implicar que el AE genera una disminucién proinflamatoria y previene la perdida de
las interneuronas. Aunque ni la SM ni el EE afectaron las medidas de estrés oxidativo en la
CPF adolescente, la evidencia de dafio oxidativo se correlaciond con las dificultades en la

funcion cognitiva.

Dandi et al. 2018 (26) estudi6 los efectos que podia tener el AE posterior a la SM durante la
vida adulta, asi que expuso a ratas Wistar hembras a una SM de 3 horas diarias desde el DP
1 al 21 y al otro grupo no lo separo (10 a 13 por jaula). En los DP 23 al 65 las crias se
alojaron en la condicion estandar o AE (5 a 7 por jaula). En el DP 65 los animales se ubicaron
en pares en jaulas estandar y posteriormente se les aplico pruebas de laberinto (laberinto
elevado, prueba de campo, reconocimiento de objetos nuevos, laberinto acuatico de Morris)
para evaluar comportamientos similares a la ansiedad, locomocidn, aprendizaje y memoria
no espacial. Después se tomaron las muestras para evaluar corticosterona, BDNF y SYN.
Los resultados arrojaron que la exposicion de ratas Wistar hembras al AE durante la
adolescencia atenu6 las respuestas adrenocorticales inducidas por la SM. A nivel
comportamental, las ratas evaluadas no presentaron sintomas similares a la ansiedad y
tuvieron mejor desempefio en la prueba de memoria espacial. La SM disminuyd
significativamente la expresion de BDNF y SYN (sinaptofisina) en el hipocampo dorsal,
mientras que la exposicion al AE aumenta los niveles, compensando posiblemente la
memoria espacial asociada al estrés, el aumento de la ansiedad y la regulacion de BDNF y
SYN. Este fue el primer estudio que mostro que la SM y EE interactdan entre si, modulando
el comportamiento de los adultos y la respuesta neuroendocrina al estrés y la

neuroplasticidad.

El AE no s6lo genera efectos durante la adolescencia, sino que también durante la adultez.
Koe, Ashokan, Mitra, 2016 (3), estudiaron los efectos del AE en el adulto posterior a la SM
sobre el comportamiento similar a la ansiedad y la plasticidad de BLA. Para eso, expusieron
a ratas a una SM de tres horas diarias o no separacion durante los DP 2 al 14. En el DP 15
al 21 las camadas de ambas condiciones de crianza se alojaron con sus madres hasta el
destete. Durante los DP 21 a 56 las crias machos se alojaron en grupos de 2 animales por

jaula'y en el DP 56 al 70 estos fueron asignados 2 a 4 por jaula a la condicion de vivienda
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AE o estandar. A partir del DP 70 se aplicaron pruebas comportamentales y en el DP 74 se
tomaron las muestras de sangre y el cerebro. Los resultados obtenidos mostraron que la SM
indujo hipertrofia de las dendritas e incremento la densidad de las espinas de las neuronas
de la BLA. Sin embargo, la exposicion a un AE durante 14 dias en la etapa adulta normalizo
la densidad de las espinas, asi como los parametros dendriticos en la BLA, pero no tuvo
efectos sobre los parametros en la CPF PrL y sobre la corticosterona, cuyos niveles basales
se mantuvieron sin cambios significativos, lo que podria indicar que un modelo corto de AE
(14 dias) que inicia tardiamente (en la adultez) puede ser suficiente para revertir las
consecuencias comportamentales y cambios neuronales subyacentes al estrés de la SM y

que el AE puede inducir la plasticidad neuronal.
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2. Justificacion

Las experiencias tempranas son fundamentales para el desarrollo comportamental y
emocional de los individuos. Durante los primeros 6 afios de vida, el individuo esta inmerso
en una relacién diadica con la madre con quien, en condiciones favorables, establece un
vinculo empatico (1), que le ayudara a gestar la capacidad de autorregulacién emocional y
lo llevara a construir sentimientos de proteccién y seguridad. De esta manera, se ira dotando
de un componente afectivo que ampliara sus capacidades para enfrentar el proceso de

maduracion durante la adolescencia y posteriormente las experiencias en la adultez (2, 3).

Sin embargo, durante la primera etapa de la vida, el individuo puede exponerse a factores
psicosociales como negligencia, desatencion, maltrato, abuso infantil, abandono o
separacioén materna, que alteran su desarrollo y que se vinculan con problemas nutricionales,
lesiones perinatales, entre otros, volviéndose vulnerables a padecer trastornos emocionales

y comportamentales en etapas posteriores (4, 5, 6).

En Colombia, de acuerdo con el Boletin de salud mental en nifios, nifias y adolescentes del
Ministerio de salud y proteccion social del 2018 (8), el 34,3% de la poblacion corresponde
a nifias, nifios y adolescentes de 0 a 19 afios (7) y entre 2009 y 2018 se habian atendido
2.128.573 consultas de este grupo etario con diferentes diagnosticos de trastornos mentales
y del comportamiento. Por depresion consultaron 141.364 individuos de los cuales el 32,7%
lo hacian por depresion moderada, el 59,3% pertenecia al sexo femenino y el grupo etario
maés afectado era el de 5 a 10 afios. Por ansiedad consultaron 165.572 individuos; 5.991
presentaban trastorno de ansiedad por separacion (50,5% del sexo femenino y el 49,5% del
sexo masculino) siendo el grupo mas afectado el de 10 a 19 afios; 4,332 consultaron por
trastorno de ansiedad social en la nifiez con mayor incidencia en el grupo de 5 a 9 afios; 2600
individuos consultaron por trastorno de ansiedad fobica en la nifiez; 86.269 por trastorno de
ansiedad no especificada y por Gltimo, 68.880 por trastorno mixto de ansiedad y depresion.
En relacion con estos trastornos, es importante mencionar que para el 2021 se notificaron

29.792 casos de intento suicida y entre el 2009 y 2017 se presentaron 3.094 casos de suicidio
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(65% eran hombres y el 34,9% mujeres), de los cuales el 77% (2.382) tenian entre 15y 19
afios de edad (8).

Otra situacion que afecto la salud mental de los grupos etarios mencionados y la poblacién
adulta de Colombia fue el aislamiento al que se enfrentd el pais debido a la pandemia durante
el 2020 y 2021. Durante este tiempo se habilitaron las atenciones telefonicas para atender la
demanda de salud mental durante esta emergencia sanitaria, registrando un total de 18.089
atenciones principalmente por sintomas relacionados con la ansiedad, estrés, depresion y
exacerbaciones de trastornos mental previo (127). En cuanto a los sintomas de estrés, un
estudio evidencié que el 88% de los nifios y nifias durante el 2020 presentaron sintomas de

estrés y cambios de comportamiento, segun reporte de los padres (128).

De acuerdo con lo anterior, las experiencias adversas en etapas tempranas de la vida como
la negligencia, maltrato emocional o fisico, violencia sexual, pobreza extrema, asi como
situaciones externas adversas como las vividas por la pandemia, tienen un gran impacto
sobre el desarrollo neuronal, psicoldgico y comportamental del individuo, de ahi, que sea
importante reconocer las alteraciones que se presentan y la forma en que estas originan
cuadros clinicos tan diversos e incapacitantes en los seres humanos (10). Para esto, se han
realizado diferentes estudios; en humanos el interés inicid6 con los “nifos
institucionalizados”, en los afios 70 Renee Spitz en 1946 describid que estos nifios que no
tenian contacto social presentaban déficits a nivel fisico y comportamental (12).
Posteriormente, se realizaron estudios en roedores donde las crias eran expuestas a una
separacion materna repetida, asemejando el estrés cronico que padecen los individuos
durante las experiencias adversas tempranas. Estos estudios han evidenciado que el estrés
puede incidir sobre el mecanismo efector y regulador del estrés, por el eje hipotalamo-
hipéfisis-adrenal (HHA), al alterar los niveles de las hormonas como la corticosterona (13)
y sobre la funcién neuronal, al afectar el proceso de autofagia (14, 15, 16, 17, 18) y provocar
cambios permanentes en neuronas Yy astrocitos (19). Otro elemento importante es que el
estrés crénico perturba la funcién microglial induciendo la liberacion de moléculas
proinflamatorias y hormonas del estrés (20), que sensibilizan la microglia ante posibles

segundas situaciones de estrés o “second hit” (10) contribuyendo a un mayor deterioro (21).
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Es por eso, que la sensibilidad de la microglia al estrés y su papel en la orientacion de
muchos procesos de desarrollo, la convierten en un objetivo de estudio celular
particularmente atractivo para caracterizar las anomalias del desarrollo neurolégico
inducidas, particularmente, por el estrés ocasionado por la separacion materna durante la
lactancia (SMDL) (22).

Asi mismo, es importante comprender la manera como estas alteraciones se pueden prevenir
o tratar. Para ello, se han estudiado varias estrategias, entre ellas el ambiente enriquecido
(AE), unatécnica en la que se utilizan elementos que permiten incrementar la actividad fisica
y las interacciones sociales y sensoriales y que han demostrado tener diferentes efectos sobre
el desarrollo del sistema nervioso, permitiendo superar déficits conductuales y

neurobioldgicos provocados por estrés en la vida temprana (23-26).

No obstante, a pesar de los hallazgos individuales de los modelos mencionados, no hay
suficiente claridad sobre los posibles efectos del AE posterior a la SMDL en la microglia,
ni cdmo estas tres variables interacttan con las respuestas del eje HHA ante el estrés cronico.
No es claro cuéles son los mecanismos neuronales que subyacen a los efectos a largo plazo
de las experiencias adversas tempranas y si el AE establecido poco tiempo después del cese
del estrés cronico, reduce los efectos que éste ocasiona. En efecto, son pocos los estudios
que han tratado de investigar en el mismo experimento si estas condiciones actian de manera
diferencial segun el sexo (24, 25, 26) y aungue en este trabajo no abordaremos todas estas
inquietudes (muy importantes), si nos proponemos el propdésito de responder a la siguiente
pregunta: ¢Cuales son los efectos de 15 dias de ambiente enriquecido posterior al cese del
estrés crénico inducido por separacion materna durante la lactancia, en la activacién y
morfologia de la microglia en la corteza cerebral y sobre las concentraciones de
corticosterona, en ratas Wistar machos y hembras adolescentes?

Y la hipotesis que se explord es que 15 dias de AE posterior SMDL reduce los cambios
morfoldgicos de la microglia en la corteza cerebral de ratas Wistar machos y hembras, y

afecta los niveles basales de corticosterona.
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3. Formulacion del problema

Para comprender si el AE tiene efectos sobre las consecuencias de la SMDL, se han realizado
algunas investigaciones (2, 3, 26, 82, 83) que han tenido como objeto de estudio los procesos
neuroquimicos y neurobiol6gicos de las neuronas de la corteza cerebral de diferentes cepas
de ratas, predominando el estudio en machos, ya que el manejo de hembras implica el control
del ciclo de celo y el estudio mixto tener un mayor nimero de muestras (9). En estos estudios
se han trabajado con modelos de separacion materna estandarizados, que incluyen realizar
la separacidn durante el ciclo de luz y durante el periodo de lactancia (2, 26, 83) o antes de
finalizar (3, 82), sin embargo, estos incluyen una variacion y es el numero de horas de
separacion que puede ser entre 3 (26) a 4,5 (2, 83) horas diarias. Esta tltima variacion (4,5
hrs) aumenta los sesgos posibles por déficits de nutricién en los individuos y realizarlo
durante el ciclo de luz también podria sesgar los resultados ya que no modela el ambiente
natural de las ratas que son activas durante la noche. Asi mismo, son tantas las variaciones
que se realizan al protocolo de AE que no es posible hasta el momento encontrar un
protocolo estandarizado, por ejemplo, el tiempo de exposicion al AE varia de 14 (3), 15 (83),
39 (2), 44 (26) hasta 48 (82) dias y sus efectos han sido evaluados finalizando la adolescencia
(2, 26) o en la adultez (3, 82, 83).

De manera que existen pocos estudios que hayan analizado los efectos del AE y la SMDL
en ambos sexos y hasta el momento no hay un estudio que al tiempo observe la manera como
interactUan los efectos del AE sobre las consecuencias de una SMDL de 6 horas diarias
divididas en dos intervalos! sobre la morfologia de la microglia y los niveles de
neurohormonas como la corticosterona durante la adolescencia temprana (DP 37), etapa
particularmente sensible a las experiencias ambientales y que preparan al sistema nervioso
para responder a desafios ambientales posteriores (en este caso durante la adolescencia y

adultez).

L En la linea de investigacion se trabaja desde hace 10 afios con el modelo de separacion materna durante la
lactancia
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4. Objetivos
5.1 Objetivo general

e Analizar el efecto de 15 dias de ambiente enriquecido, posterior a la separacion
materna durante la lactancia, sobre la cantidad y morfologia de la microglia y la
concentracion de corticosterona, en ratas Wistar machos y hembras durante la

adolescencia temprana.

5.2 Objetivos especificos

e Identificar si 15 dias de ambiente enriquecido, posteriores a la separacion materna
durante la lactancia, afectan la concentracion de corticosterona de forma distinta en

machos y hembras durante la adolescencia temprana.

e ldentificar si 15 dias de ambiente enriquecido, posteriores a la separacion materna
durante la lactancia, afectan la cantidad de microglia en el Area tegmental ventral,
Nucleo Accumbens, Hipocampo, Amigdala y corteza prefrontal de forma distinta en

machos y hembras durante la adolescencia temprana.

e Identificar si 15 dias de ambiente enriquecido, posteriores a la separacion materna
durante la lactancia, afectan la morfologia de la microglia en el Area tegmental
ventral, Nucleo Accumbens, Hipocampo, Amigdala y corteza prefrontal de forma

distinta en machos y hembras durante la adolescencia temprana.
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5. Método

6.1 Sujetos

Se trabajé con la especie Rattus Norvegicus, cepa Wistar obtenidas del Bioterio de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia. Las ratas progenitoras fueron hembras
adultas (peso aproximado de 250 gramos) y machos adultos (280-300 gramos) que
estuvieron anidadas de forma individual por un periodo de una semana para permitir la
habituacion a las condiciones del experimentador, de la temperatura (22 +2 °C), humedad y
ciclo invertido de luz/oscuridad comenzando con oscuridad a las 7:00 a.m. y luz a la 7:00

p.m. Tuvieron acceso a agua y alimento ad-libitum (Lab Diet® - Laboratory Rodent Diet).

Las ratas parentales al cumplir el tiempo de habituacidn se anidaron por parejas de hembras
y macho durante 8 dias, posteriormente se retiraron los machos de los nidos y se dejaron las
hembras sin manipulacion hasta el alumbramiento, excepto para cambio y limpieza de la

jaula.

Para determinar el nimero de animales con los cuales se trabajo, se tuvieron en cuenta los
trabajos previos de la linea de investigacion? en los cuales se sefialaba que la comparacion
de grupos entre 8 y 10 animales permitia identificar diferencias estadisticas entre ellos en
caso de encontrarlos, y la formula que se tendria en cuenta para estimar el nimero seria® n=
z2.p.(1-p) /e2 donde:

Z = nivel de confianza 95% (Z=1,96)
p = es la probabilidad positiva del fendmeno (88%)

e2 = error de estimacion (que para el 95% de confianza es de 0,0025)

2 Tesis de la maestria en Fisiologia: Aya-Ramos L, Contreras-Vargas C, Rico JL, Duefias Z. Early maternal
separation induces preference for sucrose and aspartame associated with increased blood glucose and
hyperactivity. Food Funct. 2017 Jul 19;8(7):2592-2600.

3 Reynoso-Robles, Ponce-Macotela, Rosas-Lopez, & Ramos-Morales, 2015

39



6.2 Disefio experimental

El siguiente gréfico ilustra la distribucion que tuvieron los sujetos de acuerdo con la
exposicion o no a los protocolos de Separacion Materna Durante la Lactancia (SMDL) y el
Ambiente Enriquecido (AE).

Gréfico 1. Disefio experimental y cronologia de los grupos de trabajo

Fase 1. Habituacion Fase 2. Copula, gestacién, nacimiento Fase 5. Recoleccion de la muestra
Cépula 8 dias Gestacion DP 37
8 dias
8 parejas 21 dias Perfusion transcardiaca
Corticosterona Corte criostato
Fase 3. Condicion de crianza @ i %@
DP1a21
cortes
.
25um
Tratamiento
Grupo No Separados Grupo Separados IH1 Frfl -Ibal

Fase 4. Condicién de vivienda @
DP22a37
4 grupos por sexo | n=8-9

¢ ! o ﬁ:{ , € @ H &
- - -n = Microfotografia
Andlisis estadistico
A.Estandar A.Enriquecido A Esténdar A.Enriquecido 5 @

Posterior al nacimiento, se realizd6 homogenizacion entre crias de dos madres para después
realizar una distribucion aleatoria de las crias en el grupo de condicion de crianza, asi se
evitaria el sesgo del efecto de la camada y al mismo tiempo permitiria tener un nimero
manejable de animales. En ese caso, dado que se elimind el sesgo de camada, no se considerd
necesario aleatorizar el tratamiento de vivienda. Por otra parte, teniendo en cuenta las
normas éticas que rigen la investigacion con animales, no se descart6 ninguna cria 'y en todo

caso se ajustaron las camadas.
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6.3 Procedimientos

6.3.1 Separacion materna durante la lactancia (SMDL)

Se us6 el modelo de SMDL* durante 6 horas diarias, el cual es trabajado por la linea de

investigacion efectos neuronales y comportamentales del estrés desde hace 10 afios.

El grupo con tratamiento de crianza se sometié al protocolo de SMDL?® durante los dias
postnatales 1 al 21 (DP) (El dia O corresponde al nacimiento y no se incluye). Este
procedimiento se llevo a cabo durante 21 dias, cada dia las crias fueron separadas 3 horas
en la mafana (7:00 -10:00) y 3 horas en la tarde (13:00- 16:00), para un total de 6 horas
diarias. Durante la separacién se mantuvo con una temperatura de 25-28 °C (leve aumento),
luz de dia con tubo de encendido controlado por timer y dadas las condiciones de ubicacion

del cuarto, el ruido fue minimo.

Las separaciones de seis horas divididas en dos intervalos son relativamente novedosas
resultando apropiadas para disminuir posibles sesgos por déficits de nutricion en los
individuos (84) y se realizaron en el periodo de oscuridad teniendo en cuenta que la actividad
de este tipo de animales es nocturna (Munn, 1950, citado en 85) permitiendo inferir que las
crias como la madre podrén “percatarse” de la separacion debido a esa misma activacion

comportamental.

El protocolo de separacion materna se realizd de la siguiente manera:

1. Separacion: Entre los DP 1 al 21, se separaron las crias de las madres tomando las

crias una por una de las jaulas de los grupos sometidos al protocolo.

4 Este protocolo de SMDL es una condicién que genera un distrés en la cria y en la madre por lo cual su grado de invasividad es severa
segun lo reportado por Diario Oficial de la Union Europea. (2010). Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo. 2010,
Sep, 1-47. Reportado en https://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2010:276:0033:0079:es:PDF

5 En la linea de investigacion se trabaja desde hace 10 afios con el modelo de separacion materna durante la lactancia reportado por
Hofer MA. The role of nutrition in the physiological and behavioral effects of early maternal separation on infant rats. Psychosom Med.
1973 Jul-Aug;35(4):350-9.
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2. Cuidado durante la separacion: a) Las crias fueron puestas en una jaula estandar

diferente a la inicial que fue previamente acondicionada con viruta tomada del nido

materno, con el propoésito de evitar el rechazo por parte de la madre al momento de

retornarlas a la jaula inicial. b) Las jaulas con las crias fueron trasladadas a otra

habitacion donde permanecieron en condiciones de temperatura estable mediante el

uso de un sistema portéatil de calefaccion, humedad y control de ruidos.

3. Fin de la separacién: Finalizado el periodo de separacién, se retornaron las jaulas a la

habitacion original y se devolvieron una a una las

correspondiente.

Gréfico 2. Protocolo separacion materna durante la lactancia

Grupo control
Sin Separacion
materna durante la
lactancia
(NO-SMDL)

crias al nido materno

Grupo experimental
Con Separacion
materna durante la

lactancia
(SMDL)
: |
Condicién vivienda Separacion
Temperatura y Separacion de las crias de
humedad controladas sus madres.
A partir del dpn 1 a 21
2 momentos
Ciclo de luz y oscuridad durante 3 horas:
invertido durante
12 horas:
| | 7a10Hrs
07:00 a19:00 hrs , NEIT
ciclo oscuridad 13a 16 Hrs
l (180 min)
19:00 a 07:00 Hrs
ciclo luz
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Grupo control Grupo experimental
Sin separacion materna durante la Con separacion materna durante la
lactancia. (SMDL) lactancia. (SMDL)

Imagen 1. Separacién materna durante la lactancia (SMDL). Fotos propias.

6.3.2 Ambiente enriquecido

Los protocolos empleados del AE son muy diversos, pero también, suelen tener algunos
elementos comunes (52, 9). Y para el disefio del protocolo en este estudio se tuvieron en
cuenta aquellos que han demostrado efectos positivos contra el estrés, asi como, las variables
de interés que se querian estudiar. Estas variables sélo se emplearon en el grupo que Vivio

en el ambiente enriquecido:

e Duracion AE: La exposicion fue de 15 dias (DP 22 al 36) (duraciéon comunmente
empleada en los estudios y que ademas abarca hasta el inicio de la adolescencia)

e Tiempo de exposicién a objetos: 24 horas, durante 15 dias.
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e Numero de objetos: un total de 6 objetos: 2 bloque de madera, 2 tubos de plastico
cilindricos, 1 material de anidacion, 1 canasta.

e Cambio de objetos: Los objetos se reorganizaron y renovaron cada cuarto dia, 5
objetos estuvieron dentro de la jaulay 1 estuvo afuera para ser usado como recambio
cada cuarto dia

e Jaula: se construyo una jaula de dos niveles, la base con un organizador de material
plastico y las paredes con rejas, garantizando mayor espacio para las ratas, con una
dimension aproximada de 51x82x40cm de alto.

e Alimentacion: Alimentacion y agua constante, reemplazados dos veces por semana
y reubicados en diferentes lugares para favorecer el comportamiento exploratorio.

e Limpieza: Las jaulas fueron limpiadas y reorganizadas una vez por semana

Gréfico 3. Protocolo Ambiente Enriquecido®

Grupo control

Estandar
I I
Estandar todos Ciclo de luz y oscuridad EE todos los
los dias a partir invertido durante 12 horas: dias a partir del
del dpn 22 al 36 7 Hrs Luces Apagadas dpn 22 a 36

19 Hrs Luces encendidas

- | [ —
Jaula e_standar Temperatura y humedad Jaula enriquecida y
ventilada controladas grande
pequefia
! | Cambiando su Juguetes
.| Ausencia de Libre accesoa — po;l]gﬁg :j:iaada reorganizados y
i Agua y comida
juguetes dhiete 115 6l renovados cada
cuarto dia durante 15
dias.
v - 4 T,
Y %)
Y iy
. i w7
W

6 *Imagen ambiente enriquecido tomado de: http://neurociencia-
educacao.pbworks.com/w/page/9051873/est%C3%ADmulos
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Jaula AE: Posicion 1 Jaula AE: Posicion 2
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Jaula AE: vista frontal
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Imagen 2. Modelo Ambiente enriquecido: Jaulas empleadas en el proyecto. Fotos propias.

6.3.3 Grupo control para ambos grupos experimentales

Cada grupo experimental (SMDL y AE) durante los dos tipos de tratamientos, tuvieron un
grupo estandar. Los animales que no fueron separados durante la lactancia, continuaron con
su alojamiento en la jaula de medidas estandar (17,5x31x40), no fueron molestados, excepto
por el cambio del material de la cama y las crias permanecieron con sus madres hasta el
destete. Los animales de la condicion de vivienda, el dia DP 22 se dividieron en dos
subgrupos de vivienda, AE (N-A, n=8-9; S-A, n=8-9) o vivienda estandar (N-E, n=8-9; S-
E, n=8-9). Los animales fueron alojados en grupos de 8 a 9, con material para la cama,
temperatura estandar, ciclo luz oscuridad invertido, ingesta de comida (Lab Diet®) y agua
como Unica fuente de liquido, disponibles a voluntad que permanecieron en una sola

ubicacion.

6.3.4 Concentracion corticosterona

La corticosterona se midié mediante un ensayo inmunoenzimatico hecho con el plasma de
las ratas tomado al finalizar el tratamiento de ambiente enriquecido (DP 37), el
procedimiento realizado fue el siguiente: se llevd a cabo a en una sala experimental sin la
presencia de otros animales; los animales se prepararon para la perfusion transcardiaca,
inmediatamente antes de iniciar la perfusion con solucidn salina, se corta la auricula y se
colectd la sangre en un tubo eppendorf de 3ml; cada muestra se centrifugo inmediatamente
durante 10 minutos a 3000 rpm para eliminar los glébulos rojos y obtener el plasma; el

plasma se recolectd con una pipeta en un tubo eppendorf de 1.5ml; las muestras de suero
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separadas se almacenaron a -20°C hasta su uso. Se utilizé un espectrofotometro (BIORAD
Ultramark, Microplate Imaging System) para leer la absorbancia y los niveles de

concentracion de corticosterona en las muestras.

Las concentraciones de corticosterona se cuantificaron con la prueba ELISA ab108821
Abcam, siguiendo las instrucciones del proveedor. Se elabord una curva estandar de la
hormona utilizando 100um de muestra previamente reconstituida con 200um de la solucién
tampon de ensayo. La muestra por duplicado se incubd en cajas de 96 pozos que, ademas de
esta, incluian los pozos blancos, el control positivo y los controles negativos. Todo el
protocolo se desarroll6 con base en los lineamientos de las hojas técnicas del proveedor

respectivo.

6.3.5 Inmunohistoquimica

e Eutanasia - Perfusion

Las ratas fueron preparadas para estudio inmunohistoquimico el DP 37, mediante eutanasia,
conservacion de tejidos mediante perfusién transcardiaca, el protocolo a seguir fue el

empleado en el grupo de investigacion:

o El método que se empleo para realizar la eutanasia fue la inyeccion intraperitoneal
de Euthanex, un eutanasico en solucion inyectable que contenia Pentobarbital
sodico 390mg/ml, Difenilhidantoina sodica 50mg/ml.

o Se calcularon las dosis indicadas para cada sujeto de experimentacion de acuerdo
con su peso en razon de 300 microlitros de solucidn de Euthanex por kilogramo de
peso. Se usd una concentracion menor al 20% para no causar irritacion peritoneal
en la ratica y se empled el triple de la dosis anestésica para garantizar la anestesia
profunda (91, 92) La inyeccion fue por via intraperitoneal con puncion Unica con
aguja hipodérmica.

o Se vigilo la accion efectiva de la sustancia, evaluando el grado de anestesia

alcanzado.
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o Se confirmo mediante estimulacion sensorial, que el sujeto de experimentacion
hubiese alcanzado el plano anestésico profundo.

o Una vez anestesiados los sujetos, se pusieron boca arriba sobre una canastilla
ubicada en el sitio de manipulacion de animales para perfusion. Se palpo el torax
y se ubicé el esternon. Con las tijeras se corto la piel y musculo, para eso, se abrid
la cavidad toréacica a la altura del esternén y se cort6 lateralmente hasta la linea
medio clavicular derecha e izquierda rompiendo costillas y ascendiendo hasta el
segundo-tercer espacio intercostal. Se hizo visible el corazén para introducir la
aguja del sistema de perfusion con el flujo de solucion salina al 0.9% en el
ventriculo izquierdo, inmediatamente se corto la auricula derecha para permitir la
salida de la sangre y demas fluidos. El goteo se regulé por gravedad y se dejo fluir
la solucion salina al 0.9% por 15 minutos aproximadamente (volumen de 250ml).
Al finalizar se procedié a la fijacion de los tejidos mediante el paso de
paraformaldehido al 4% en solucién amortiguadora de fosfatos recientemente
preparadas durante 20 minutos (unos 150ml).

o El sistema de perfusién estuvo conformado por un equipo de venoclisis, con una
Ilave de tres vias, donde una via lleva la solucién salina al 0.9% y la otra la solucion
de paraformaldehido al 4%.

o Finalizado el proceso de fijacion (20 minutos aprox.), se procedio a la decapitacion
post-mortem. Con unas tijeras se cortd la cabeza de la rata empezando por la piel
hasta dejar descubierto el craneo. Con la gubia se quito el hueso para poder extraer
el cerebro, el cual se almacend en un tubo eppendorf de 50ml con paraformaldehido

al 4%; donde se mantuvo a 4°C hasta su uso (entre 30 a 60 dias).

e Corte con criostato

Posterior a la perfusion se extrajo la masa encefélica que fue almacenada en solucion
fijadora. Después, se transfirieron a una solucion de sacarosa al 30% durante 24 horas
aproximadamente, para su proteccion en frio. Al finalizar este periodo, los cerebros se
congelardn en isopentano en hielo seco (-70 °C), para después obtener cortes de tejido de

25um de grosor con el criostato marca Leica. De cada uno de los animales se recolectaron 5
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cortes coronales de acuerdo con el Atlas Paxinos (87), las coordenadas de Bregma de las

areas de estudio fueron las siguientes:

L Figure 1( YL
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Gréfica 4. Coordenadas de Bregma de las areas de estudio. Tomado de Paxinos G. & Watson C. The Rat Brain in Stereotaxic
Coordinates. Hard Cover Edition, (2006), 6th Edition. (129).

e Anticuerpos Anti Iba-1 para detectar Microglia
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Se utilizo el protocolo de inmunohistoquimica estandarizado por el grupo de Neurobiologia
comportamiento para la deteccion de la Microglia mediante el marcador proteina Iba-1

proteina de union al calcio ionizada 1

Tabla 1. Protocolo Iba-1

PROTOCOLO IHQ-IBA1-ABCAM

AC1_1:1000 (Iba 1, abcam- 153696)
AC2_2:1000 (Antirabit biotilinado - Vectastain PK4001)

Item Procedimiento Preparacion reactivos Tiempo
Materiales Cantidad ul
SESION 1:

1 |Recuperacion antigénica con EDTA pH 0.6% 0,37224mg de EDTA para 100ml 0,3722 10 minutos
Lavar EDTA pH 0.6% Lavados agua ultrapura tipo 1 (agua| 5ml por tubo 15

destilada)

2 |Lavar anticongelante con etanol Etanol 1000 4 minutos
Lavar etanol con agua destilada Agua destilada 1000 2 minutos
Lavar agua destilada con PBS 0.1M PBS 0.1M 1000 15 min

3 |Incubar en bloqueo de peroxidasa (H202), agitacion |PBS 0.2M 500 15 min
suave. Metanol 200

Tween 2
Peroxidasa Hidrogena 50
Aforar con Agua destilada 248

4 |Lavar con PBS 0.1M/Tween al 0.1 Tween 20X 1 45 min
PBS 0.1M 999

5 |Incubar en suero de blogueo (o tampon de bloqueo) | Tween 0.1% 1 1 Hora
Suero goat vector 1% 10
Aforar con PBS 0.1M a 1ml 989

6 |Lavar con PBS 0.1M/Tween al 0.1 Tween 20X 1 45 min
PBS 0.1M 999

7 |Incubar con anticuerpo primario IBA-1 Acl 1 36 horas
Suero de blogueo 1000

SESION 2:

8 |Lavar AclenPBS 0.1M/Tweenal 0.1 PBS Tween 0.1% 1000 45 min

9 |Incubar con anticuerpo secundario biotilinado (Kit|Ac2 2 2 Horas
Vectastain, vector) PBS Tween 0.1% 1000

10 |Lavar Ac2 con PBS 0.1M PBS 0.1M 1000 45 min

11 |Lavar con PBS 0.01M PBS 0.01M 1000 5min

12 |Incubar con complejo AB (Kit Vectastain, Vector) |A 9 1 Horay 30min
B 9
PBS 0.1M 982

13 |Lavar con PBS 0.01M PBS 0.01M 1000 12min

14 Buffer (2 gotas) 5 2a10 min
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Aplicar DAB (Diaminobenzidina, Peroxidasa |DAB (4 gotas) 5
substrate Kit DAB, Vector)

Hydrogeno peroxide (2 gotas) 5
15 |Lavar DAB con PBS 0,01M PBS 0.01M 1000 15 MIN

16 |Montar en porta objetos

e Cuantificacion de las células inmuno marcadas

Todas las imagenes fueron capturadas con un microscopio optico (Carl Zeiss-AxioVert 40
CFL) y con camara digital con el programa ZEN 2.3. Los sitios neuroanatomicos se
identificaron con la ayuda del atlas de cerebro de rata de Paxinos (Paxinos y Watson, 2007).
La cuantificacion de la expresion de Iba-1 para el Area tegmental ventral, Nicleo
Accumbens, Corteza cingulada anterior, Hipocampo, Amigdala y corteza prefrontal se
realizé a través del software especifico Image-J. Se tomaron 3 fotografias en cada region,
por individuo. El conteo de las células inmunorreactivas para Iba-1 se realiz6 de manera
manual a través del software especifico Image-J. Para cada sujeto de todos los grupos se
tomaron 3 fotos de las regiones inmunomarcadas. Como control de sesgo, otro investigador

gue no tenia conocimiento de las muestras de los grupos experimentales, repitié el conteo.

e Analisis morfologico

Se realizéb con el software especifico Image-J y bajo la técnica de tamafio del soma, nimero
puntos de rama, nimero de ramas primarias y longitud de las ramas, para lo cual, se
escogieron 3 a 5 células por area y sujeto tomadas con el objetivo de 40X. Se seleccionaron
celulas teniendo en cuenta que no se encontraran yuxtapuestas con otras. Se realiz6 una
conversion de la imagen a escala de grises (8 bits), la reconstruccion de la célula se hizo de
forma manual y se realizé la respectiva cuantificacion. Todas las imagenes utilizadas en el
analisis se tomaron con el mismo microscopio y la misma configuracion optica (Banqueri
et al., 2019; Bautista y Duenas, 2012).

6.3.6 Analisis estadistico
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El anlisis estadistico para la cuantificacion de las células inmuno marcadas, para identificar
la morfologicas y concentracion de la corticosterona, se realizd determinando si existian
diferencias estadisticamente significativas intergrupos (control vs experimental) para
posteriormente realizar comparacion de medianas de los grupos estudiados.

Se aplicaron dos pruebas estadisticas para comprobar los supuestos de normalidad: el Test
de Shapiro Wilk para determinar la distribucion de los datos y el Test de Levene para
analizar las varianzas. Para las comparaciones de los grupos en los factores estudiados, que
no cumplian con los supuestos de normalidad se realizo el andlisis estadistico con la prueba
no paramétrica Kruskall Wallis (KW). Para los datos que cumplieron con los supuestos se
aplic6 un ANOVA (A) de dos vias con los factores Crianza (No separados o Separados) y
vivienda (Estandar o Ambiente enriquecido) (Ver Anexo 1). El andlisis se realiz6 con el
software estadistico R, la significancia estadistica se consideré como p <0,05 para todos los
analisis y para identificar a que factor se le atribuyen las diferencias, se realizaron
comparaciones post hoc (Tukey HSD). Los datos se presentan en graficas box plot o cajon
de bigotes elaboradas con este mismo programa, con las cuales se puede visualizar la

variabilidad y el comportamiento del 50% de los datos por factores y variables estudiadas.

6.4 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos que se llevaron a cabo durante el desarrollo de esta investigacion
se basan estrictamente en lo estipulado por la Ley 84 de 1989, especialmente lo mencionado
en el capitulo VI: Del uso de animales vivos en experimentos e investigacion; asi mismo la
reglamentacion estipulada en la Resolucion N° 008430 de 1993 del Ministerio de Salud y
Proteccion Social de Colombia, en la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud, cumpliendo a cabalidad especialmente lo
mencionado en Titulo V, en donde se mencionan los requisitos para llevar a cabo
investigacion biomedica con animales, siendo la presente investigacion justificada en
revisiones previas de articulos concernientes a modelos animales de Ambiente Enriquecido
y su importancia para estudiar si es posible revertir los efectos posteriores a la separacion
materna durante la lactancia, asi como, su importancia para la prevencién y control de la

salud humana y para el avance del conocimiento biologico acerca de los efectos del estrés
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neonatal, el ambiente enriquecido en las areas de estudio. Para el desarrollo de esta
investigacion se seleccionaron y adquirieron legalmente ratas de la cepa Wistar, de las cuales
se hizo uso del minimo nimero requerido (mencionado en el apartado “M¢étodo”) para
obtener resultados cientificamente validos y se mantuvieron en adecuadas condiciones
sanitarias cumpliendo las reglamentaciones en vigencia. Este proyecto fue aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de
Colombia, Acta CB-FMVZ-UN-035-19 del 11 de septiembre de 2019, la cual se adjunta al final del

documento.

6. Resultados

7.1 Disminucion de los niveles de corticosterona en plasma

Respecto a si el ambiente enriquecido posterior a la separacion materna genera efectos sobre
los niveles de corticosterona, no se encontraron cambios significativos en la interaccion de
los factores crianza: vivienda en hembras (KW, grupo SAH vs SEH, p=0.48), ni machos
KW, grupo SAH vs SEH, p=0.453) (Grafico 5A). Referente a los efectos de la separacion
materna por si sola, se encontrd en el factor crianza una disminucion significativa en el nivel
de corticosterona en los machos (KW, SEH vs NEH, p= 0.001) (Grafico 5B). En cuanto a
los niveles de corticosterona debido al ambiente enriquecido por si solo (factor vivienda) se
evidencid una disminucion significativa en hembras (KW, NAH vs NEH, p=0.003) (Gréfico
5C).
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Gréfico 5. Niveles de corticosterona. Comparacion de medias + . A. Interaccion Factor de crianza vs vivienda. B Factor
de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar-
Hembras; n=8), SEM (Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.2 Diferencias en el numero de células positivas para Iba-1

7.2.1 El AE posterior a la SMDL no afecta el nimero de células positivas

para Iba-1 en el Area tegmental ventral (VTA por sus siglas en ingles)
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Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalu6 el nimero de células positivas para
Ibalen VTA.

NEH

NAH NAM
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SEH - SEM -
SAH - SAM -
Imagen 3. Iméagenes representativas de la expresion de Iba 1 en VTA. NEH (No separados-Estandar hembras). NEM (No separados-
Estandar machos). NAH (No separados-Ambiente enriquecido hembras). NAM (No separados-Ambiente enriquecido machos). SEH

(Separados-Estandar hembras. SEM (Separados-Estandar machos). SAH (Separados-Ambiente enriquecido hembras). SAM (Separados-
Ambiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento 6ptico de 10X, cortes de 25um.

El ANOVA realizado mostré unas diferencias estadisticamente significativas en el nimero
de células positivas para Iba 1 para los siguientes factores: para la interaccién entre los
factores crianza:vivienda, se presentd un aumento significativo en el nimero de celulas en
machos (F=22.158, p<0) y el post hoc no mostré cambios significativos en el grupo SAM
con respecto a su grupo control SEM (F=20.060, p=0,378) (Grafico 6A). En el factor crianza
no se presentaron cambios significativos (F=0.452, p=0,506), pero al interactuar con un
ambiente estandar se evidencio una disminucion del namero de células con respecto al grupo
control (F=-4.939, p=0.003) (Grafico 6B). En el factor vivienda se evidenci6 una
disminucion significativa (F=5.768, p=.023) (Gréfico 6C).

En hembras, la interaccion entre los factores crianza:vivienda mostré una disminucion

significativa en el nimero de células (F=5.311, p=0.028), sin embargo, este cambio no
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obedece a la interaccion del ambiente enriquecido posterior a la separacion donde los grupos
SAH vs SEH no obtuvieron cambios significativos (F=11.887, p=0,972) (Grafico 6A).
Respecto al factor crianza, este no evidencié cambios significativos por si solo (F=3.194,
p=0,084), no obstante, si mostrd diferencias disminuyendo el nimero de células cuando esta
condicién interactuaba con un ambiente estandar SEH vs NEH (Post hoc, F=-0.612,
p=0.034) (Grafico 6B). Lo mismo ocurri6 con el factor vivienda que por si solo no generd
cambios significativos (F=2.867, p= 0.101), pero al interactuar con un ambiente estandar
disminuyé el nimero de celular respecto al grupo control (Post hoc,F=0.362, p=0.040)
(Grafico 6C).

Crianza

B8 Con separacion
SAH SEH SAM  SEM S separacén
Vivienda

# Enriquecida
E3 Estandar

s Iba1l
|
|

positiva

po | SR mTmT

| {

Valor p=0.972 Valor p=0.378 Valor p=0.084 Valor p=0.506 0 Valor p=0.101 Valor p=0.023

N_Células

Grafico 6. Expresion de células positivas para Iba 1 en VTA. Comparacién de medias + sobre VTA. A. Interaccion Factor de crianza vs
vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.2.2 El AE posterior a la SMDL aumenta el nimero de células positivas

para Iba-1 en el Nucleo Accumbens (NAc) en machos.

Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalud el namero de células positivas

para Ibal en NAc.
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Imagen 4. Iméagenes representativas de la expresion de Iba 1 en NAc. NEH (No separados-Estandar hembras). NEM (No separados-
Estandar machos). NAH (No separados-Ambiente enriquecido hembras). NAM (No separados-Ambiente enriquecido machos). SEH
(Separados-Estandar hembras. SEM (Separados-Estandar machos). SAH (Separados-Ambiente enriquecido hembras). SAM (Separados-
Ambiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento 6ptico de 10X, cortes de 25um.



Se realizo un ANOVA para el grupo de los machos, que mostro diferencias estadisticamente
significativas. El numero de células positivas para Iba 1 para la interaccion del factor crianza
aumento (p<0), mostrando el post hoc un incremento en el grupo SAM con respecto a su
grupo control SEM (p=0,009) (Gréafico 7A). En la condicién de crianza no se encontraron
cambios significativos (NEM+NAM vs SEM+SAM, p=0.577) (Gréafico 7B).

Para las hembras se aplico la prueba Kruskal Wallis que mostro diferencias estadisticamente
significativas en el factor vivienda aumentando el nimero de células positivas para Iba 1
(NEH+SEH vs NAH+SAH, p=0.035) (Grafico 7C). En la interaccién entre el factor
crianza:vivienda no se encontraron cambios significativos (p=0.324) (Gréafico 7A) y
tampoco en el factor de crianza (NEH+NAH vs SEH+SAH, p=0.365) (Gréafico 7B).
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Gréfico 7. Expresion de células positivas para Iba 1 en NAc. Comparacion de medias + sobre NAc. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.2.3 EI AE posterior a la SMDL no afecto el nUmero de células positivas

para Iba-1 en el Hipocampo

Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalud el namero de células positivas
para Iba 1 en el subcampo CA1, CA2, CA3y Giro dentado (GD).
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Imagen 5. Imégenes representativas de la expresion de Iba 1 en Hipocampo. NEH (No separados-Estandar hembras). NEM (No
separados-Estandar machos). NAH (No separados-Ambiente enriquecido hembras). NAM (No separados-Ambiente enriquecido machos).
SEH (Separados-Estandar hembras. SEM (Separados-Estandar machos). SAH (Separados-Ambiente enriquecido hembras). SAM
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(Separados-Ambiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento 6ptico de 10X, cortes de 25um.

El ANOVA realizado para CA1 mostr6 unas diferencias estadisticamente significativas en
el nimero de células positivas para Iba 1 para los siguientes factores. En hembras, la
interaccion del factor crianza:vivienda no presentd cambios significativos (p=0.855. Post
hoc grupo SA vs SE, p=0.285) (Grafico 8A). El factor de crianza evidencié diferencias
significativas (p=0.000), sin embargo, en el post hoc el grupo de separacion materna que
interactta con el ambiente estandar no tuvo cambios significativos (p=0.285) (Grafico 8B).
En el factor de vivienda si se presentaron diferencias significativas, pero de acuerdo con el
post hoc, el grupo de No separado que interactta con el A. enriquecido no presenté cambios
(p=0.416) (Grafico 8C). En machos, la interaccion entre el factor de crianza:vivienda no
tuvo cambios significativos (p=0.097) (Gréafico 8A), pero el factor de crianza si tuvo
diferencias significativas (p=0.020) y en el post hoc de la interaccion de los factores
crianza:vivienda, el grupo SEM vs NEH disminuy0 significativamente el nimero de células
(p=0.030) (Grafico 8B). El factor vivienda tampoco tuvo cambios significativos (p=0.0971)
(Gréfico 8C).

H-CA1 B H-CA1 H-CA1

Crianza

SAH SEH SAM SEM t . B8 Con separacion

E3 Sin saparacion

Valor p=0.285 Valor p=0.655 Valor p=0.000 Valor p=0.020 Valor p=0.035 Valor p=0.941

Vivienda

M Enquecida
3 Estandar

s_lbal

H

positiva

N_Células

Gréfico 8. Expresion de células positivas para Iba 1 en CA1. Comparacion de medias + sobre CA1. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

El ANOVA realizado para CA2 en hembras no mostrd diferencias estadisticamente
significativas en el namero de células positivas para Iba 1 en la interaccion de los factores

crianza:vivienda (p=0.102) (Grafico 9A), el factor crianza (p=0.060) (Grafico 9B) y factor
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vivienda (p=0.102) (Grafico 9C). En machos tampoco se evidenciaron cambios
significativos en ninguno de las interacciones crianza:vivienda (p=0.436) (Grafico 9A), el
factor crianza (p=0.232) (Grafico 9B) y el factor vivienda (p=0.109) (Grafico 9C).
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Gréfico 9. Expresion de células positivas para Iba 1 en CA2. Comparacion de medias + sobre CA2. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

El Kruskal Wallis realizado para CA3 mostré unas diferencias estadisticamente
significativas en el namero de células positivas para Iba 1 para los siguientes factores. Para
la interaccion entre los factores crianza:vivienda, el grupo No separados y A.enriquecido
respecto a tu control no tuvieron cambios significativos (SAH:SEH p:0.553) (Gréafico 10A).
Para el factor de crianza el grupo Separados disminuy6 significativamente el nimero de
celulas con respecto a su grupo control (NEH:NAH vs SEH:SAH, p=0.006) (Grafico 10B).
En el factor vivienda no se presentaron cambios significativos (NEH:SEH vs NAH:SAH,
p=0.064) (Gréfico 10C). En machos, en ninguno de los factores se presentaron cambios
estadisticamente significativos, ni en la interaccion entre los factores crianza:vivienda (SAM
vs SEM, p=0.534) (Grafico 10A), ni en el factor de crianza (NEM:NAM vs SEM:SAM,
p=0.363) (Gréafico 10B), ni en el factor de vivienda(NEM:SEM vs NAM:SAM, p=0.384)
(Gréfico 10C).
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Gréfico 10. Expresién de células positivas para Iba 1 en Hipocampo CA3. Comparacion de medias + sobre CA3. A. Interaccion Factor
de crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A.
enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

El ANOVA aplicado para el &rea GD mostré unas diferencias estadisticamente significativas
del numero de células positivas para Iba 1 en algunos de los factores estudiados. En las
hembras, la interaccion de los factores crianza:vivienda no fue significativo (p=0.141)
(Grafico 11A), el factor crianza presento cambios significativos (p=0.043), no obstante en
el Post hoc del grupo No separados que interactta con el A.estandar respecto a su control
no tuvo cambios significativos (SEH vs NEH, p:0.973) (Grafico 11B). El factor de vivienda
también presenté cambios significativos (F=9.508, p=0.004) y en el Post hoc, el grupo No
separado que interactia con el A.enriquecido respecto a su control disminuyd
significativamente el nimero de microglias (NAH vs NEH, p:0.015) (Gréafico 11C). En los
machos, no se presentaron cambios estadisticamente significativos en la interaccion de los
factores de crianza:vivienda (p: 0.407) (Gréafico 11A), pero si en el factor de crianza
(p=0.026), sin embargo, en el post hoc cuando se observa la interaccion entre el grupo
Separados con A. estdndar respecto a su grupo control no se evidencian cambios
significativos (p=0.712) (Grafico 11B). En el factor vivienda tampoco se encontraron

cambios significativos (p=0.166) (Grafico 11C).
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Gréfico 11. Expresion de células positivas para Iba 1 en Hipocampo GD. Comparacion de medias + sobre GD. A. Interaccion Factor
de crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A.
enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.2.4 El AE posterior a la SMDL no afecta el nimero de células positivas

para Iba-1 en la Amigdala

Para identificar la presencia de microglias reactivas se evaluo el namero de células positivas

para Iba 1 en los subcampos de la amigdala BLA (amigdala basolateral) y BLP (amigdala

NAH SEH SAH

basolateral posterior).

NEH
h -
N -
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Imagen 6: Imagenes representativas de la expresién de Iba 1 en la Amigdala. NEH (No separados-Estandar hembras). NEM (No
separados-Estandar machos). NAH (No separados-Ambiente enriquecido hembras). NAM (No separados-Ambiente enriquecido machos).
SEH (Separados-Estandar hembras. SEM (Separados-Estandar machos). SAH (Separados-Ambiente enriquecido hembras). SAM
(Separados-Ambiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento 6ptico de 10X, cortes de 25um.

En el area BLA (por sus siglas en inglés), se realizd la prueba Kruskal Wallis para las
hembras quienes no mostraron cambios significativos. En la interaccion de los factores
crianza:vivienda no se encontraron cambios (p=0.173) (Gréafico 12A). Tampoco en el factor
crianza (p=0.186) (Grafico 12B), ni el factor vivienda (p=0.734) (Grafico 12C). Para los
machos, se realiz6 un ANOVA Yy la interaccion entre los factores crianza:vivienda no
mostraron cambios significativos (p=0.575) (Gréafico 12A). Al ver los efectos en el factor de
crianza tampoco se encontré cambios significativos (p=0.724) (Gréafico 12B), ni en el factor

vivienda (p=0.769) (Grafico 12C).

BLA BLA BLA
A M . 7 - & T . |
I Cranza
% SAH SEH  SAM SEM . 7 6 & on vt
Vivienda
W Endquecida
b E3 Estandar
- | ‘
m
£I ) ®
8 g
2 ]
2 I
g 3 ‘
“
& g
| ‘
=z

Valor p=0.173 Valor p=0.996 0 Valor p=0.734 Valor p=0.088

Valor p=0.186 Walor p=0.724

Gréfico 12. Expresion de células positivas para Iba 1 en Hipocampo BLA. Comparacion de medias + sobre BLA. A. Interaccion
Factor de crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas-
A. enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).
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En el area BLP (por sus siglas en inglés), se realizo la prueba Kruskal Wallis para las
hembras quienes no mostraron cambios significativos en la interaccion de los factores
crianza:vivienda (p=0.291) (Grafico 13A)., ni en el factor de crianza (p=0.336) (Grafico
13B). En el factor vivienda si se evidencio un cambio significativo al disminuir el nimero
de células con respecto al grupo control que vivié en condicion estandar (p=0.034) (Gréafico
13C). Para los machos, se realiz6 un ANOVA que no arrojo cambios significativos en la
interaccion de los factores crianza:vivienda (p=0.957) (Grafico 13A), factor de crianza
(p=0.306) (Grafico 13B) ni en el factor vivienda (p=0.986) (Gréafico 13C).
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Gréfico 13. Expresion de células positivas para Iba 1 en Hipocampo BLP. Comparacion de medias + sobre BLP. A. Interaccion Factor
de crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A.
enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.2.5 En la Corteza prefrontal el AE posterior ala SMDL disminuye en IL

y PrL el nimero de células positivas para Iba-1

Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalud el namero de células positivas

para Iba 1 en corteza cingulada anterior (Cg), corteza prelimbica (PrL) y corteza infralimbica

(IL).
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Imagen 7. Iméagenes representativas de la expresion de Iba 1 en la Corteza prefrontal en las &reas Cg, PrL, IL. NEH (No separados-
Estandar hembras). NEM (No separados-Estandar machos). NAH (No separados-Ambiente enriquecido hembras). NAM (No separados-
Ambiente enriquecido machos). SEH (Separados-Estandar hembras. SEM (Separados-Estandar machos). SAH (Separados-Ambiente
enriquecido hembras). SAM (Separados-Ambiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento 6ptico de 10X, cortes de 25um.

Para el &area Cg, se realiz0 en hembras un ANOVA que no mostré diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de células positivas para Iba 1 en hembras para

los siguientes factores: interaccion entre los factores crianza:vivienda (p=0.124; Post hoc
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grupo SA vs SE, F=4.651, p=0.355) (Grafico 14A), factor de crianza (p=0.154) (Gréfico
14B), factor de vivienda (=0.440) (Grafico 14C). En machos, se aplico la prueba Kruskal
Wallis y tampoco se encontraron cambios significativos en el nimero de células positivas
para Iba 1 en ninguno de los factores: interaccion de los factores crianza:vivienda (p=0.958)
(Grafico 149), factor de crianza (p=0.064) (Grafico 14B), factor vivienda (p=0.151) (Grafico
14C).
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Grafico 14. Expresion de células positivas para Iba 1 en Hipocampo Cg. Comparacion de medias + sobre Cg. A. Interaccion Factor
de crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A.
enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

Para el area IL, se realizd6 un ANOVA para hembras y machos encontrando diferencias
estadisticamente significativas en el numero de células positivas para Iba 1 para los
siguientes factores. En Hembras, la interaccion entre los factores crianza:vivienda, presentd
una disminucion significativo en el ndmero de células (p=0.002; post hoc cambios
significativos en el grupo SAM con respecto a su grupo control SEM (p=0,013) (Gréafico
15A). En el factor crianza se presentaron cambios significativos (p=0,003), pero al
interactuar la separacion materna con un ambiente estdndar no se evidenciaron cambios
significativos (Post hoc, grupo SEH vs NEM, p=998) (Grafico 15B). En el factor vivienda
no se encontraron cambios significativos (p=.0.214) (Grafico 15C). En machos, la
interaccion entre los factores crianza:vivienda no tuvo cambios significativos en la expresion
de células positivas para Ibal (p=0.451, Post hoc, grupo SAM vs SEM, p=0.991) (Gréfico

15A). En el factor de crianza si se presentaron cambios significativos (p=0,001) y en el
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grupo Separados que interactta con el ambiente estandar, respecto al grupo control, mostr6
diferencias significativas (SEH vs NEH, p=0.019). En el factor vivienda no se evidenciaron

cambios significativos (p=0.726) (Grafico 15C).
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Gréfico 15. Expresion de células positivas para Iba 1 en Hipocampo IL. Comparacién de medias + sobre IL. A. Interaccion Factor de
crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A.
enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

Para el &rea PrL, se realiz6 un ANOVA para hembras y machos encontrando diferencias
estadisticamente significativas en el numero de células positivas para Iba 1 para los
siguientes factores. En Hembras se presentaron cambios significativos en la interaccion
entre los factores crianza:vivienda (=0.014), no obstante, el post hoc no mostré cambios en
el grupo SAM con respecto a su grupo control SEM (p=0,077) (Gréfico 16A). En el factor
crianza se presentaron cambios significativos (NEH:NAH vs SEH:SAH, p=0.003), sin
embargo, cuando el factor de crianza Separados interacciona con el ambiente estandar no se
muestran cambios significativos (p=0.977) (Gréafico 16B). En el factor vivienda no se

encontraron cambios significativos (p=0.346) (Grafico 16C).

En los machos no se encontraron cambios significativos en la interaccion de los factores
crianza:vivienda (p=0.175) (Grafico 16A), factor de crianza (p=0.069) (Grafico 16B) ni en
el factor vivienda (p= 0.657) (Grafico 16C).
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Gréfico 16. Expresién de células positivas para Iba 1 en Hipocampo PrL. Comparacion de medias + sobre PrL. A. Interaccion Factor
de crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A.
enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No
separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.3 Resultados morfologia células positivas para Iba-1

Para identificar las variaciones morfologicas de la microglia se realizd6 un analisis
morfolégico del tamafio del soma, nimero de ramas primarias, nimero de puntos de ramay

longitud de la rama presentes en las areas de estudio.

7.3.1 El AE posterior a la SMDL genera cambios en la morfologia

microglial en Area tegmental ventral

La interaccion de los factores crianza:vivienda en las hembras mostré una disminucion
estadisticamente significativa en la longitud de ramas (ANOVA, p=0.035; Post hoc grupo
SA vs SE p=0.033) y No de puntos de ramas (ANOVA, p=0.079; no obstante el Post hoc
del grupo SA vs SE fue significativo p=0.033) (Gréafico 17B). Los factores de crianza y
vivienda por si solos no tuvieron efectos significativos sobre las variables morfoldgicas
estudiadas (Grafico 17B y C). En los machos, la interaccién de los factores crianza:vivienda
mostrd una disminucion estadisticamente significativa en la longitud de ramas (KW grupo
SA vs SE, p=0.016) y en el No de puntos de ramas (ANOVA, p=0.004; Post hoc del grupo
SA vs SE p=0.000) (Grafico 17A). Los factores de crianza y vivienda por si solos tampoco

tuvieron efectos significativos sobre las variables morfologicas estudiadas (Gréafico 17B y
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Gréfico 17. Evaluacién morfolégica de la microglia en VTA. Comparacion de medias + sobre VTA A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.3.2 El AE posterior a la SMDL no afecta la morfologia de la microglia

en el Nucleo Accumbens (NAc)

La interaccion de los factores crianza:vivienda en las hembras mostr6 un aumento
estadisticamente significativo en el tamafio del soma (ANOVA, p=0.008; Post hoc grupo
SA vs SE p=0.031), aunque la variable No de puntos de rama fue significativa (ANOVA,
p=0.047) el Post hoc de la interaccién del grupo SA vs SE no fueron significativos p=0.965)
(Gréfico 18A). En el factor de crianza, se encontrd una disminucidn significativa para la
longitud de las ramas (KW, p=0.034) (Gréafico 18B) y en el ANOVA del factor vivienda se
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presentd una disminucion del tamafio del soma (p=0.022, Post hoc p=0.004) y en el No de
ramas primarias (p=0.004, Post hoc p=0.004) (Grafico 18C). Las demas caracteristicas
morfolodgicas estudiados no tuvieron efectos significativos. En los machos, la interaccion de
los factores crianza:vivienda no mostré en el ANOVA diferencias estadisticamente

significativas en ninguna de las variables estudiadas: Tamafio del soma (p=0.749), No de
ramas primarias (p=0.688), No de puntos de rama (p=0.48) y Longitud de la rama (p=0.848)

(Gréfico 18A).
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Gréfico 18. Evaluacién morfolégica de la microglia en NAc. Comparacién de medias + sobre NAc. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).
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7.3.3 ElI AE posterior a la SMDL genera cambios en la morfologia

microglial en el hipocampo (HIP)

En el area CA1 no se encontraron cambios estadisticamente significativos en las variables
morfoldgicas del factor de interaccion crianza:vivienda (Gréafico 19A), crianza (Gréfico
19B) y vivienda (Grafico 19C) en hembras como en machos. El Gnico resultado encontrado
fue el aumento de la longitud de ramas en el factor de crianza en hembras (KW, p=0.049)
(Gréfico 19B).
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Gréfico 19. Evaluacién morfolégica de la microglia en CA1. Comparacion de medias + sobre CAL. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).
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En el &rea CA2 sélo se encontraron dos cambios estadisticamente significativos. En hembras
disminuyé el No de ramas primarias en el factor de vivienda (ANOVA, p=0.120, pero en el
Post hoc el grupo de interaccion NA vs NE tuvo un valor p=0.001 (Grafico 20C). En machos
aumento el tamafio del soma (ANOVA, p=0.019, Post hoc p=0.012) (Gréafico 20C).
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Gréfico 20. Evaluacién morfolégica de la microglia en CA2. Comparacion de medias + sobre CA2. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

En el area CA3 sélo se encontrd en hembras un cambio estadisticamente significativo. El
No de ramas primarias disminuyo en el factor de vivienda (ANOVA, p=0.050, no obstante,
el Post hoc del grupo de interaccion NA vs NE fue significativo, p=0.022) (Grafico 21A).
En los demas factores no se encontraron variables morfoldgicas con cambios significativos

y tampoco se evidenciaron estos en los machos (Gréafico 21B y C).
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Gréfico 21. Evaluacién morfolégica de la microglia en CA3. Comparacion de medias + sobre CA3. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

En el &rea GD soélo se encontrd en hembras cambios estadisticamente significativo en el
factor vivienda en el No de ramas primarias disminuyo (KW, p=0.036), asi como el No de
puntos de ramas (KW, p=0.03) (Gréafico 22C). En los machos se presentaron cambio
significativo en el factor crianza al aumentar significativamente el No de ramas primarias
(KW, p=0.001) (Grafico 22B). En los demas factores o variables morfolégicas no se

encontraron cambios significativos.
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Graéfico 22. Evaluacién morfolégica de la microglia en GD. Comparacion de medias + sobre GD. A. Interaccién Factor de
crianza vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No
separadas- A. enriquecido- Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido-
Hembras; n=8). NEM (No separadas-Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH
(Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM (Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido-
Machos; n=8).

7.3.4 ElI AE posterior a la SMDL generd cambios en la Morfologia

microglial en la amigdala (A)

En BLA solo se encontraron en hembras cambios estadisticamente significativos en el factor
crianza. El tamafio del soma disminuy6 (ANOVA p=0.039, Post hoc grupo SE VS NE,
p=0.049), asi como, el Numero de puntos de ramas (KW, p=0.002) (Gréafico 23B). En los
machos sélo se presentd un cambio significativo en el factor crianza, al aumentar

significativamente el No de ramas primarias (KW, p=0.018) (Grafico 23B),. En los demés
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factores o variables morfoldgicas, no se encontraron cambios significativos.
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Gréfico 23. Evaluacién morfolégica de la microglia en BLA. Comparacion de medias + sobre BLA. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

En el area BLP solo se encontré en hembras cambios estadisticamente significativo en el
factor crianza. El tamafio del soma aument6 (KW p=0.043), el No de puntos de rama
(ANOVA, p=0.029, Post hoc grupo SE VS NE, p=0.027) y la longitud de las ramas
(ANOVA, p=0.025, Post hoc grupo SE VS NE, p=0.049) (Grafico 24B), En los demas
factores o variables morfoldgicas, tanto en hembras como en machos no se encontraron

cambios significativos.
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Gréfico 24. Evaluacién morfolégica de la microglia en BLP. Comparacion de medias + sobre BLP. A. Interaccion Factor de crianza
vs vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).

7.3.5 ElI AE posterior a la SMDL genera cambios en la morfologia

microglial en la corteza prefrontal (CPF)

En el area Cg se encontr6 en hembras cambios estadisticamente significativos. En la
interaccion entre ambos factores, se presentd una disminucion en el tamafio del soma
(ANOVA, p=0.520, no obstante, el Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.025) (Gréfico
25A). En el factor de crianza aumento el numero de puntos de rama (ANOVA, p=0.000,
Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.000) y la longitud de las ramas (ANOVA, p=0.000,
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Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.001) (Gréfico 25B). En machos, los cambios
estadisticamente significativos se evidenciaron en la interaccion de los factores
crianza:vivienda, al disminuir el tamafo del soma (ANOVA, p=0.008, Post hoc del grupo
SA vs SE fue p=0.000) (Gréfico 25A). En el factor de crianza se presentaron cambios
significativos en las tres variables, el ANOVA aplicado mostré un aumento el tamafio del
soma (p=0.008, Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.000), No de ramas primarias (p=0.07,
Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.010), No de puntos de ramas (p=0.000, Post hoc del
grupo SA vs SE fue p=0.000) y en la longitud de la rama (KW, p=0.001) (Gréfico 25B). En
el factor vivienda so6lo se presentd una disminucion en la longitud de las ramas (KW,
p=0.0199) (Gréfico 25C).
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Gréfico 25. Evaluacion morfolégica de la microglia en Cg. Comparacion de medias + sobre Cg. A. Interaccion Factor de crianza vs
vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
Estandar-Machos; n=8); NAM (No separados- A. enriquecido-Machos; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8), SEM
(Separadas-Estandar-Machos; n=8); SAM (Separadas-A.enriquecido- Machos; n=8).
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En el area IL se encontré en hembras cambios estadisticamente significativos. En la
interaccion entre los factores crianza:vivienda se present6 una disminucion en el tamafio del
soma (ANOVA, p=0.097, no obstante, el analisis Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.007)
(Grafico 26A). En el factor de crianza influye en el aumento el tamafio del soma (ANOVA,
p=0.042, Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.028), y en un aumento del nimero de puntos
de rama (ANOVA, p=0.006, Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.037) (Grafico 26B).

En los machos también se evidenciaron cambios estadisticamente significativos. En el factor
de interaccion crianza:vivienda disminuyo el tamafio del soma (KW grupo SAH vs SEH
p=0.012) (Gréafico 26A). En el factor crianza, en el grupo SE vs NE aument6 el tamafio del
soma (KW, p=0.001) el No de puntos de ramas (ANOVA, p=0.041) y la longitud de las
ramas (KW, p=0.001) (Grafico 26B). En el factor de vivienda disminuy6 el No de ramas
primarias (ANOVA, p=0.003) (Grafico 26C). .
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Gréfico 26. Evaluacion morfolégica de la microglia en IL. Comparacion de medias + sobre IL. A. Interaccion Factor de crianza vs
vivienda. B Factor de crianza. C. Factor vivienda. NEH (No separadas-Estandar Hembras; n=8), NAH (No separadas- A. enriquecido-
Hembras; n=8); SEH (Separadas-Estandar- Hembras; n=8); SAH (Separadas-A.enriquecido- Hembras; n=8). NEM (No separadas-
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(Separacs.Eetincar Machos: =8y, SAM (Separadas A eniquecid. Machos nog). 1 T 170 SEM
En el area PrL se encontr6 en hembras cambios estadisticamente significativos. En la
interaccion de los factores crianza:vivienda se encontrdé una disminucion en el tamafio del
soma (ANOVA, p=0.102, no obstante, el Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.003) y en el
No de puntos de rama (KW, grupo SAH vs SEH, p=0.002) (Grafico 27A). En el factor de
crianza en el grupo SE vs NE aumento el No de puntos de rama (KW, p=0.002) y la longitud
de ramas (ANOVA, p=0.006, Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.024) (Grafico 27B).

En los machos se identificaron cambios significativos en diferentes factores. En la
interaccion de los factores de crianza:vivienda disminuyo el tamafio del soma (ANOVA,
grupo SAH vs SEH, p=0.038, Post hoc grupo SAH vs SEH, p=0.006), No de puntos de rama
(ANOVA, p=0.004, Post hoc grupo SAH vs SEH, p=0.000) y la longitud de la rama
(ANOVA, p=0.052, no obstante el Post hoc del grupo SAH vs SEH fue p=0.031) (Gréafico
27A). En el factor de crianza, aumento el tamafio del soma (ANOVA, p=0.002, Post hoc
grupo SAH vs SEH, p=0.003), el No de ramas primarias (ANOVA, p=0.000, Post hoc grupo
SAH vs SEH, p=0.000), el No de puntos de ramas (ANOVA, p=0.004, Post hoc grupo SAH
vs SEH, p=0.000) y la longitud de las ramas (ANOVA, p=0.004, Post hoc grupo SAH vs
SEH, p=0.000) (Gréfico 27B).
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Figura 5. Dibujos representativos de la microglia de los animales expuestos a la separacién materna y/o al enriquecimiento

ambiental. Cortes a 25 pum, objetivo 40X.
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Tabla 2. Resumen resultados

HEMBRAS MACHOS
AREA VARIABLE INTERACCION Factor SM  Factor AE INTERACCION Factor SM  Factor AE
SA vs SE SE vs NE NA-NE SA vs SE SE vs NE NA-NE
Corticosterona Corticosterona —_ —_
VTA - - - -
NAc - - -
cA1 -
CA2
CcA3 -
GD N Celulas positivas Ibal -
BLA
BLP
Ce
L - -
PrL
Tamafio del soma
No de ramas primarias -
vTA
No de puntos de rama - +
Longitud de la rama — - -
Tamafio del soma + -
No de ramas primarias -
NAc
No de puntos de rama
Longitud de la rama -
Tamafio del soma
No de ramas primarias
CAL
No de puntos de rama
Longitud de la rama +
Tamafio del soma +
No de ramas primarias —
CA2
No de puntos de rama
Longitud de la rama
Tamaiio del soma
No de ramas primarias -
CA3
No de puntos de rama
Longitud de la rama
Tamafio del soma
No de ramas primarias -
G., +
No de puntos de rama -
Longitud de la rama
Tamafio del soma +
No de ramas primarias
BLA
No de puntos de rama + +
Longitud de la rama
Tamafio del soma +
No de ramas primarias
BLP
No de puntos de rama +
Longitud de la rama +
Tamafio del soma - - -+
No de ramas primarias +
Ce
No de puntos de rama + +
Longitud de la rama + + -
Tamafio del soma - -+ - -+
No de ramas primarias -
n
No de puntos de rama + +
Longitud de la rama +
Tamafio del soma —- - +
No de ramas primarias
PrL +
No de puntos de rama - + - +
Longitud de la rama -+ - -+

Cambios de expresion: .

no hay cambios | T Aumenta la expresién-cambio | = disminuye la expresién-cambio
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8. Discusion

e Efectos de 15 dias de ambiente enriquecido, posterior a la separacion materna

durante la lactancia sobre los niveles de corticosterona en plasma

Los niveles de corticosterona mostraron diferencias significativas entre sexo, siendo las
hembras las que presentaron mayores niveles que los machos. Sin embargo, los resultados
posteriores a los tratamientos evidenciaron que la SMDL generé cambios en los machos al
disminuir significativamente los niveles de corticosterona y fue la condicion de vivienda,
especificamente el AE, quien afecto a las hembras al disminuir los niveles de la hormona.
Y la interaccion del AE posterior a la SMDL no revirtié ni afectd significativamente estos

resultados en ninguno de los dos sexos.

Si bien los resultados de este estudio no son consecuentes con otros reportes, esto podria
deberse a diferentes factores. Respecto a las hembras, que no presentaron cambios por la
exposicion a la SMDL, estas podrian no haberse afectado debido a que este estrés se presentd
durante los DP 1 al 21, abarcando las primeras dos semanas de vida en la que el HHA se
encuentra en un periodo hiporesponsivo al estrés provocando que no haya un aumento de
los glucocorticoides, ni mucho menos una respuesta del eje. (3). Ahora, Borgues-Aguilar,
Schauffer y Kloet, 2018, encontraron que posterior a este periodo, el eje HHA se activa y
ante una situacion de estrés podria volverse altamente sensible, sin embargo, en este
momento interferirian otros factores que continuarian explicando la ausencia de efectos en
las hembras como la exposicion repetida a un factor de estrés como esta separacion que
sobrecargarian la respuesta del eje HHA, disminuyendo los niveles de corticosterona por
una posible condicién de retroalimentacién negativa mediada por los receptores de
glucocorticoides a nivel del eje HHA (13, 94). Otro factor que podria incidir es el
comportamiento materno de la madre hacia las crias durante este periodo de lactancia; si
bien, en nuestro estudio las crias se expusieron a una SMDL 3 hrs en la mafianay 3 en la
tarde, probablemente se ven afectados comportamientos de la madre a la cria tales como la

estimulacion tactil, posibilitando que se estuvieran inhibiendo algunos cambios generados
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en el cerebro posterior a la SMDL, de hecho en un trabajo reportado por Seymour Levine
en 2001, en el que resume como las relaciones sociales iniciales con la madre, influye en el
desarrollo del eje HHA, sefiala que la estimulacién tactil, la lactancia maternay el contacto
pasivo, son importantes en la regulacion de este eje. En efecto, la estimulacion tactil se
incrementa una vez retornan las crias con su progenitora y servirian para contrarrestar
posibles alteraciones del eje (131). La estimulacién tactil, se ve disminuida en este protocolo
y se estaria promoviendo la respuesta suprarrenal para reducir la expresién de las hormonas

implicadas en la activacion del eje HHA (132).

Otro factor que puede incidir es la respuesta del eje hipotalamo-hip6fisis gonadal, el cual
tiene una relacion directa con el HHA y desde la vida temprana hasta la edad adulta puede
afectarlo diferencialmente segun el sexo, si bien se ha encontrado que las ratas hembras son
las que muestran una respuesta mas fuerte del HHA, como sucedié en este estudio, gracias
a los niveles de estradiol circulantes que elevan los niveles de la corticosterona durante
factores estresante; posterior a la SMDL los niveles de corticosterona disminuyeron en las
hembras mas que en los machos y esto podria estar influenciado por neuronas hipotaldmicas
gue quizas expresaron mayores receptores de hormonas gonadales regulando asi el eje HHA
(136.

Por otra parte, el AE en nuestro estudio que implico la exposicion continua durante 15 dias
de estimulos fisicos, sociales y sensoriales si género efectos en las hembras disminuyendo
la concentracion de corticosterona y probablemente actuando como un modelo de estrés (2,
50). En este sentido, Rivarola y cols., mostraron un aumento en el inmunomarcaje para GR
en los animales sometidos a AE que no fueron separados, mostrando que en efecto puede
considerarse como un factor que genera estrés (50). En este estudio, también se mostr6 que
el AE propicia una disminucién de los niveles de corticosterona por debajo de los estados
basales y al estar estimulando las areas relacionadas con el sistema de recompensa mediante
los diferentes objetos empleados, posiblemente contribuyd al aumento de la excitabilidad
de la dopamina (DA), como lo sugieren Douma y de Kloet (121), quienes sugieren que un
estresor cronico disminuye la actividad del circuito VTA-DA, actuando como un mecanismo

de adaptacion de retroalimentacion a la baja que evitaria respuestas exageradas de la
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corticosterona (111,120), ejerciendo a su vez, como un posible factor protector ante

enfermedades relacionadas con el estrés (12).

e Efectos de 15 dias de ambiente enriquecido, posteriores a la separacion materna

durante la lactancia sobre el nimero de las microglias

El factor de crianza, especificamente la SMDL disminuy6 el nimero de microglias en VTA
(en ambos sexos), NAc (en machos), Hipocampo (CAL en machos, CA3 en hembras) y
corteza prefrontal (IL en machos), areas relacionadas con el sistema de recompensa. En
cuanto al factor de vivienda, el AE, disminuyd el namero de microglias, pero sélo en VTA
(en ambos sexos), NAc (en machos) y en el hipocampo especificamente en GD (en machos).
Ahora bien, el AE posterior a la SMDL disminuy6 el nimero de microglias por debajo de
los nimeros de la SMDL por si sola en el NAc en machos y en el area prefrontales IL en

hembras.

Los estudios que investigan los efectos de diferentes modelos de estrés en los primeros afios
de vida han encontrado de manera general un aumento en el numero de células microgliales
en las areas cerebrales. Algunos trabajos han reportado cambios en el nimero de estas
células después de 3 horas de SM diaria en crias de rata de 14 dias (115, 116) y una posterior
disminucién de estas en el DP 28 (117, 22); los resultados de nuestro trabajo son
consecuentes con los reportados por estos estudios donde la disminucion de las microglias
se evidencid en &reas especificas como el VTA, NAc, HIP (CAly CA3) el subérea IL de la
CPF. Estos efectos podrian estar asociados a varios factores: Teniendo en cuenta el aumento
microglial que se presenta hasta el DP 14, asociado a cambios de la expresion de genes tales
como Crebl, Sply RelA, involucrados en la progresién del ciclo celular y la inflamacion
de la migracién celular, la disminucion que se presenta podia deberse justamente a una
alteracion en la actividad transcripcional de genes implicados en el desarrollo como PU.1,
Crebl, Sply RelAy a una alta tasa de actividad fagocitica (117). Lo anterior podria sugerir
que la SMDL afectaria de manera perjudicial la maduracion normal de las microglias,
principalmente en el VTA, NAc, seguido de algunas subéareas del HIP y CPF.
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En cuanto a los efectos del AE posterior a la SMDL, se evidencid una disminucién del
numero de microglias por debajo de los nimeros del factor de crianza de SMDL, pero
solamente en las areas prefrontales NAc en machos e IL en hembras y estos resultados
apoyarian los resultados de algunos estudios en donde el AE posterior a un factor estresante
no tuvo efectos sobre la expresion de microglia en la corteza o en areas como el hipocampo,
excepto en GD (119). Esta disminucion del nimero de microglias que se presento en nuestro
estudio en las areas mencionadas, podria estar influenciada por las caracteristicas del AE
empleado; el modelo implementado, que se construy6 con base en otros estudios (52) y
teniendo en cuenta los elementos que habian funcionado, también se caracteriz6 por estar
presente tiempo completo durante 15 dias y es posible que este paradigma sea mas estresante
que aquellos que usan medio tiempo (119), sin embargo, no observamos ninguna diferencia
entre los niveles de corticosterona entre SMDL y AE que nos dijera que este AE fue mas
estresante, pero, si podriamos plantear que sus efectos fueron similares a la disminucién
encontrada en el factor de crianza de SMDL reforzando este tratamiento como un modelo

de estrés que podria estar actuando como protector.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la microglia esta en un constante movimiento, sobre
todo en la edad temprana, que le permite explorar el medio ambiente para limpiar y
remodelar la matriz extracelular, esto podria generar una mayor movilidad hacia otras areas

del cerebro que se vieron afectadas por el estrés por SMDL o por el AE (137).

e Efectos de 15 dias de ambiente enriquecido, posteriores a la separaciéon materna

durante la lactancia sobre la morfologia de la microglia

En VTA, el factor de crianza de SMDL no gener6 efectos en los pardmetros estudiados de
la morfologia microglial en ningln sexo. Por el contrario, el AE por si solo disminuyo el
numero de ramas primarias y la longitud de la rama en machos y el factor de interaccion del
AE posterior a la SMDL en ambos sexos aumento la longitud de las ramas, aumento el no
de puntos de rama en machos y lo disminuyo en hembras. En NAc, el factor de SMDL
disminuyd el tamafio del soma s6lo en hembras y el factor de AE disminuyé el nimero de

ramas primarias y el tamafio del soma en hembras. Por otra parte, el factor de interaccion
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del AE posterior a la SMDL s6lo aumento el tamafio del soma en hembras. En el HIP, el
factor de crianza-SMDL, en CA1 aumento la longitud de las ramas en hembras. El factor de
vivenda-AE aumentd el tamafio del soma en CA2 en machos y disminuyo el nimero de
ramas primarias en hembras, asi como en CA3 y GD y disminuyo también en esta Gltima el
No de puntos de rama. El factor de interaccion AE posterior a la SMDL, no generd ningun
cambios en las variables morfolégicas. En la amigdala, el factor de SMDL en BLA aumento
el tamafio del somay el No de puntos de rama en hembras y esta Gltima también en machos,
BLP presento cambios sélo en hembras al aumentar el tamafio del soma, el No de puntos de
rama y la longitud de la rama. El factor de AE y el de interaccién del AE posterior a la
SMDL no generd cambios en ninguna de las variables. Por ultimo, en la CPF, el factor
SMDL en Cg aumento el tamafio del soma, el No de ramas primarias en machos y el No de
puntos de rama y la longitud de la rama en ambos sexos. El factor de AE s6lo disminuyo la
longitud de las ramas en machos y el factor de interacciébn AE posterior a la SMDL
disminuyo el tamafio del soma en ambos sexos respecto a su control; en IL el factor de
crianza aumento la longitud de la rama en machos y el tamafio del soma y el No de puntos
de rama en ambos sexos; el factor de vivienda s6lo disminuyo el No de ramas primarias en
machos Yy el factor de interaccion AE posterior a la SMDL disminuyo el tamafio del soma
en ambos sexos. En PrL, el factor de crianza-SMDL aumento el tamafio del soma y el
numero de ramas primarias en machos y el No de puntos de rama y la longitud de la rama
en ambos sexos; el factor de vivienda-AE no genero efectos y la interaccion del AE posterior
a la SMDL disminuyo la longitud de la rama en machos y el tamafio del soma y el No de

puntos de rama en ambos sexos.

Teniendo en cuenta que la evidencia reciente sugiere que diferentes grupos de microglia
podria mostrar propiedades intrinsecas distintas que se adquieren durante su maduracion o
funcion dentro del SNC (113), en este estudio encontramos que en la SMDL sola se
identifican més celulas con una morfologia ramificada (Tipo I a Ill) caracterizada por un
aumento significativo en los puntos de rama, longitud de las ramas en las regiones BLA,
BLP, Cg, IL y PrL en hembras y en machos en las areas anteriores excepto en BLP. En el
factor de AE no se encontraron microglias de tipo ramificada (Tipo I a I11) en ningin sexo,

De acuerdo con esto, se podria mencionar que tanto la SM y AE s6lo como el tratamiento
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del AE posterior a la SMDL no cambian necesariamente la microglia a un fenotipo
“activado” tipo IV a V y esto estaria en consonancia con algunos estudios que mencionan
que la exposicion a estos tratamientos generaria primordialmente un fenotipo ramificado
como una respuesta adaptativa a entornos estresantes al principio de la vida (119). Por otro
lado, durante la “activacion” (Fenotipo IV a V) de la microglia se presenta la liberacion de
citoquinas que podrian afectar el funcionamiento neuroquimico y procesos como la
plasticidad neuronal que podrian incidir en la aparicion de trastornos psiquiatricos, sin
embargo, en nuestro estudio al no presentarse este fenotipo, podriamos plantear la
posibilidad que esta respuesta adaptativa de la microglia en su forma ramificada funcionaria
como un mecanismo protector ante futuros eventos estresores que disminuiria la posibilidad

de padecer trastornos emocionales o conductuales.

Algunos estudios han evidenciado que el estrés cronico durante los primeros afios de vida
podria suscitar respuestas alteradas del sistema de recompensa debido a la disminucion de
la conectividad en la corteza prefrontal, que resultaria en la dificultad para activar el
autocontrol, conduciendo a comportamientos y enfermedades relacionadas con el estrés
como la anhedonia y la depresion. Podria disminuir la conectividad del NAc, afectando la
capacidad para identificar el valor de la recompensa y actuar de manera adaptativa para
reaccionar y hacer frente a los cambios en el entorno (97). Podria generar una maduracion
acelerada en la conectividad frontolimbica afectando la capacidad para procesar la
informacidn emocional. Por el contrario, en la amigdala se ha encontrado un aumento en su
activacion que incidiria de manera beneficiosa en los comportamientos relacionados con el
vinculo materno como lo es el contacto materno durante la relacion diadica entre cuidador
e hijo (28).

Esta alteracion en el sistema de recompensa para procesar y regular la informacién
emocional estaria relacionada con la aparicion de trastornos emocionales como la depresion,

consumo de sustancias y trastornos de conducta (12).

En funcion de la discusion planteada anteriormente, en la que se expone que el estrés crénico

por SMDL vy el AE puede ejercer efectos sobre el cerebro los cuales no necesariamente se
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relacionan con una respuesta negativa, podriamos considerar que estos resultados nos
muestran que las areas VTA, NAc y CPF son las areas mas sensibles a estos tratamientos
provocando una respuesta adaptativa fisiolégica para garantizar un adecuado
funcionamiento neuronal durante la exposicion a una situacion que demanda durante un

largo tiempo, la activacién y respuesta del sistema nervioso.

A partir de este trabajo surgen varias hipotesis y preguntas interesantes que se podrian
resolver con nuevas investigaciones, en las que se contemple el estudio de los posibles
factores gque estarian implicados en los resultados obtenidos. Identificar la expresion de los
los receptores dopaminérgicos y glucocorticoides en las areas del sistema de recompensa.
Registrar la concentracion de corticosterona en diferentes edades postnatales como el DP
14, para conocer el impacto que pueden tener otros factores del desarrollo. Estudiar los
efectos de los modelos de separacion materna y ambiente enriquecido sobre los
comportamientos relacionados con trastornos emocionales, el consumo de sustancias, etc,

caracteristicos de la alteracion del sistema de recompensa.

Para continuar profundizando en la hipétesis del ambiente enriquecido como un modelo de
estrés, seria muy importante caracterizar los efectos de cada uno de los objetos empleados
en esta estrategia de enriquecimiento para identificar el impacto que cada uno tiene sobre
las variables estudiadas (niveles de corticosterona, microglia) y evaluar los efectos que

puede generar una menor exposicion a este tratamiento.

Por otro lado, es importante mencionar que algunas de las limitaciones que se pueden
presentar para continuar profundizando en este tema, podrian ser las dificultades desde la
academia para acceder a técnicas novedosas que permitan investigar como la microglia se
relaciona con el estrés y la psicopatologia y la dificultad para obtener el presupuesto que

permitan acceder a dichas técnicas o materiales.
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9. Conclusiones

El estrés cronico por SMDL puede ejercer efectos sobre el cerebro, mediados por la
expresion de corticosterona y glucocorticoides los cuales no necesariamente se relacionan
con una respuesta negativa, sino que, podria ser una respuesta adaptativa fisiologica para
garantizar un adecuado funcionamiento neuronal durante la exposicion a una situacion que
demanda durante un largo tiempo la activacion y respuesta del sistema nervioso. Aunque el
AE posterior a la SMDL no revirtio los efectos generados por la SMDL en el nimero de
microglias, si disminuyd en machos en el area PrL algunas caracteristicas morfologicas
ramificadas (tamafio del soma, No. puntos de rama, Longitud de la rama) que se habian
presentado, y el factor de AE mostro tener efectos a nivel de la expresion de la microglia
disminuyendo su numero en areas puntuales como VTA, NAc y GD, indicAndonos
posiblemente que este paradigma estaria ejerciendo como un modelo de estrés que no
necesariamente perjudica el trabajo de las microglias, sino que, adapta el sistema para

garantizar un adecuado funcionamiento para posibles eventos estresores futuros.

Esta investigacion contribuye al reconocimiento de los multiples factores que pueden incidir
en la respuesta del sistema nervioso ante eventos estresores y uno de ellos, que esta
relacionado con este trabajo es el tiempo de exposicion a los eventos estresantes (SMDL) o
de intervencion (AE), los cuales pueden generar cambios adaptativos o no adaptativos
dependiendo de la regién estudiada, las células gliales implicadas, el tipo de microglias, el

Sexo, entre otros.

El estudio de los efectos de modelos de intervencion como el ambiente enriquecido posterior
a eventos estresores como la separacién materna, son mas complejos de lo propuesto en este
trabajo y esto lo hace méas cautivador, posiblemente, por eso cada vez se encuentren mas
investigaciones interesadas en identificar los efectos que tienen las experiencias estresantes
cronicas como la pobreza, maltrato o negligencia infantil, sobre el sistema neuroendocrino,
en la estructura y la funcion del cerebro y la manera como se asocian con el funcionamiento
de areas del sistema de recompensa relacionadas con trastornos psicolégicos. Por eso, es

muy importante continuar profundizando en estudios con modelos animales, para identificar
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cuéles son los efectos que tienen diferentes eventos especificos de estrés en el cerebro en
diferentes momentos del desarrollo. Asi mismo, se requiere impulsar la investigacion
clinica para verificar y confirmar la relevancia de este fendbmeno en los seres humanos que
permitan dilucidar el funcionamiento cerebral ante estos eventos, con el proposito de disefiar
planes de prevencion e intervencion antes que se desarrollen psicopatologias y que permitan

un manejo de la salud publica desde el &mbito preventivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla resumen Analisis estadistico

Anen VARIABLE
via
e
o
a2
s
N Calulas posttivas

‘!F15E=

Tamafio del soma
o de ramas primarias.
N de puntas de rama.

Longitud de i rama.

Tamado del sema
o de ramas primarias

No de puntos de rana.

Rongitud del rama

Tamaho del sema
Mo de ramas primarias
No e puntas de rana.

Longitud de b rama.

TamaRo del soma
Mo e ramas primarias

N de puntas de rama.

Longitud de s rama.

Tamaho del sema
o e ramas primarias.
No de puntos de rana.

Rongitud de i rama

Mo e ramas primarias.
Mo de puntes de rana.

Rongihtud de b rama.

Tamano delsoma
No de ramas primarias
Mo de puntas de rama

Longitud de i rama

Tamaho del soma

No da puntos du rans.

Rongitud de s rama

Tamaho del soma

Mo de ramas primarias.

N e puntas

Longitud de is rama.

Tamaho del sema
No o ramas primarias
Mo de puntos de rara.

Longitud de rama.

Tamaho del soma
Mo de ramas primarias.

Mo e puntos de rama.

Ronghud de i rama.

Corticosterana  Corticasterana

Cambios de expresion: . no hay cambios | + Aumenta la expresion-cambio | - disminuye la expresion-cambio
Pvalor: * p<0.05 | ** p<0.01 | *** p<0.001
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