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Resumen

Introduccion: En roedores como en humanos la separacion materna durante la lactancia
(SMDL) incide en el neuragbarrollo al ser un factor estresor, afectando el metabolismo,
comportamiento y aprendizaje. Por otro lado, la exposicién a un ambiente enriquecido (AE)
activa el sistema nervioso central proporcionando estimulos fisicos, sociales y sensoriales
gue conllearian a una reduccion del estrés y adaptacion de respuestas neurobioldgicas.
Objetivo: Analizar el efecto de 15 dias de ambiente enriquecido, posterior a la separacién
materna durante la lactancia, sobre la cantidad y morfologia de la microglia y la
conceltracion de corticosterona, en ratas Wistar machos y hembras durante la adolescencia
tempranaMetodologia: Se utilizaron78 crias de ratas Wistar divididas en dos grupos, con

y sin SMDL. El dia 22 fueron separadas por sexo y tratamiento, y ubicadasAdn @in
estandar por 15 dias. Los animales se anestesiaron y perfundieron el dia 37, se tomé muestra
sérica para medir corticosterona y se extrajo el tejido cer&wsaliltados:el AE posterior

a la SMDL no revirti6 la disminucion de los niveles de cortexasta de la SMDL y AE por

si solos, pero si disminuyé el nimero de microglias por debajo de los nimeros de la SMDL
sola, incidiendo en la adaptacién de una morfologia ramificadaclusion: La SMDL

puede afectar el sistema neuroendocrino y neuroinflamaiediados por la expresion de
corticosterona y glucocorticoides. Aunque la exposicion del AE posterior a la SMDL
disminuy6é el nimero de microglias y proporcioné una morfologia ramificada, este
paradigma funcionaria como un modelo de estrés que adagitdegha 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 alterratiogtabolism, 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 neurobiologgsplonseObjective: To analyze the

effect of 15 days of enriched environment, after maternal separation tueasifeeding

on the quantity and morphology of microglia and the concentration of corticosterone, in
male and female Wistar rats during eatiolescenceMethodology: 78 offspring of Wistar
ratsweredivided into twogroups with and without SMDL, were used. @ay22 they were
separated by sex and treatment and placed in an EA or standard for 15 days. The animals
were anesthetized and perfdsen day 37, a serum sample was taken to measure
corticosterone, and brain tissuesvamoved Results:the EA after theMSDB did not the
decrease in corticosterone levels of the bas@is®B and EA, but it did decrease the
number of microglia below thaumbers of thiMSDB, affecting the adaptation of a branched
morphology.Conclusion: MSDB may affect the neuroendocrine and neuroinflammatory
system, mediated by the expression of corticosterone and glucocorticoids. Although
exposure of the&A afterMSDB 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, CorticosterdNistar rats,

Reward system.
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1. Marco teorico

1.1 Importancia de las Experiencias Tempranas

Los primeros afios de vida han sido reconocidos por la psicologia del desarrollo y la
neurociencia comfundamentales 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 relaciéon diadica con su madre, que le
permite a ambos desarrollar un vinculo empético (29), necesario para perfeccionar la
habilidad de reconocer las sefales (auditivas, visuales, olfativas) del dewotiédar 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 npaidssto ocurre, se van formando

las bases para el establecimiento de un vinculo seguro que le otorgaran sentimientos de
proteccion y seguridad (31), a partir de los cuales, podra ampliar sus capacidades afectivas

y cognitivas a medida que va creciendo, (£3).

En el caso de los roedores, el cuidado materno consiste en una compleja exhibicién 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 padteaicimiento 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 criaglitéalas gracias a la motivacion

materna.

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

madre/cuidadehijo durante los primeros afios es amenazado por alguna situacion adversa,
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el desarrollo del individuo en esta etqqualria verse vulnerado y afectado en sus diferentes

componentes comportamental, emocional o neurobiolégico.

1.2 Estrésdurante la vida temprana: Modelo Separacion

materna durante la lactancia (SMDL)

Las primeras teorias psicoanaliticas y las privacionaalss y familiares de las poblaciones
civiles durante la Segunda Guerra Mundial, especialmente la de los nifilos que fueron
posteriormente institucionalizados, despertaron el interés por estudiar la importancia del
cuidado materno sobre el desarrollo degdarsonas (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 maternaahte 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 matefilial 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 newmabsermo

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 eintelectual, 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 paréacamipalsos
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 exposicion a wdpeate adaptacion a la vida

social revirtid 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 hora diarias durante los dias postnatales (DP) 4 al 14 (periodo de hiposensibilidad al
estrés) aumento la susceptibilidad de ratas Wistar machos a experimentar conductas
similares a la ansiedad y a evocar comportamientos similares al panico (3), pero staando e
separacion se acompafo de una conducta indiferente por parte de la madre hacia sus crias,
se alteré la capacidad de responder al estrés durante toda la vida. Por el contrario, el mismo
tiempo de exposicion, pero durante el periodo de lactancia (DR1)ahachos como
hembras no evocaron comportamientos similares de panico (3), pero si una mayor capacidad
de afrontamiento activa (26), en hembras se disminuyo la reaccion al estrés y en los machos
hubo una mejor evaluacién del riesgo (28). La SM de 4r&shdiarias, 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 seetarianado 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 hipotalamiebipofisario-adrenal - HHA

En respuesta a un factor estresante agudo, el cerebro inicia una respuestavaadaptati
fisiolégica para la lucha o huida (alostasis) activando el sistema nervioso simpético y el eje
hipotalamehipéfisisadrenal (HHA) que se convierte en un importante mecanismo
regulador de la fisiologia diurna y de las respuestas al estrés. Este imiciavacion en el
hipotalamo 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 hipofisis que producéibgra la hormona
adrenocorticotropina (ACTH por sus siglas en inglés) por el torrente sanguineo hacia las

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

ausencia de la amenaza (88).

HIPOCAMPO

3h or 6h day
Separation
PN1-PN14

Prefrontal
Cortex

MS alterations
i Neuronal
\' Systems :
Stress CRH
Hypothalamus e GABAA-R
‘ CRH SEROTONIN
GC-R
NCAM
BDNF
Pituitary

VNeurogenesis

N o W Astrocytes

- Ocvanals * Ar.nvaled
A Depression microglia

Anxiety Cytokines

Figura 1A. Representacion de los pasos para la liberacion derticosterona Tomado de: Disefiado y realizado por L. A. Le6n

(2013) Obtenido de: Zarate, S., Cardenas F., Triana, C., Bolafioz, M., & Leon, L. (M®1BJectos de la Separacion materna sobre

el eje HHA. Tomado de Efectos del estrés sobre los procesptadticidad y neurogénesis: una revisldniv. Psychol13 (3), 134.

B. Zulma, D., CaicedoMera, J & Torner, L. (2017). Global Effects of Early Life Stress on Neurons and Gli&l(@egist

Pharmaceutical Design, 23,81

La concentracion de cortidesona 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 disminucion de la sensibilidad
suprarrenklo 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 exposicion repetida a factores estresantes se puede presentar una

sobrearga 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).

Ahorabien, 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 condicion de retroalimentacion
negativa (28) sin embargo, esta alteracion como se menciond anteriornrania lolasta

gue 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 nivedieslashormoras implicadas eeste eje mencionadas
anteriormente (CRH, ACTH, Corticosterorid}). La ejecucion de actividades relacionadas

con la recompensa durante el estrés, activan la regidn mesoestriatal y se considera que esta
tiene una contribucion esencial en la regulaciéma #dja de la reaccién exagerada del
cortisol (111, 120), posiblemente porgo®dulala excitabilidad de la dopamina (121),
actuando como un mecanismo de adaptacion de retroalimentacion para evitar respuestas

exageradas y més bien, actuar de forma actiteaeuentos 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 comparacion sdmelabras, posiblemente porque

estas son menos reactivas a la ansiedad por separacion, sin embargo, no hay claridad sobre
cuales son los niveles basales durante la juventud, posiblemente porque las hormonas en
esta etapa los enmascaran, por eso, estos dieiben 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 iperos afios de vida, en la relacidon diddica entre cuidabor
se establecen una serie de sefales entre ambos que permiten predecir y satisfacer sus

necesidades, se gesta un aprendizaje adaptativo que le permitir4 al individuo en desarrollo

16



crear estrategs 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
alteracones 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 motivacién, 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) qgecomunica 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 raResumen muy simplificado de una serie de circuitos neuronales
cerebro que se cree que contribuyen a la regulacion del estado de Himioctampo (HP) y la corteza cereb(®FC), nlcleo accumben
(NAc), la amigdala (Amy) y el hipotdlamo (Hypo). La figura muestra solo un subconjunto de las muchas interconexiones entrecid#as
diversas regiones del cerepha inervacion de variasedestas regiones cerebrales por neuronas monoaminérgicas. El area tegmenta
(VTA) proporciona informacién dopaminérgica a la NAc; las entradas a la mayoria de las otras areas del cerebro no snrfauéguiem
La norepinefrina (NE, del locumeruleus o LC) y la serotonina (5HT del rafe dorsal y otros nucleos del rafe) inervan todas las region:
muestran en la figura. Ademdasfuertes conexiones entre el hipotalamo y la via MNAc. GABA, acido gammaaminobutirico; DR, rafe
dorsalTomado deNestler, E. J., & Carlezon, W. A. (2008he Mesolimbic Dopamine Reward Circuit in Depression. Biological Psychii
59(12), 11511159.d0i:10.1016/j.biopsych.2005.09.

El 4&rea VTA se caracteriza por estar involucrada en el refuerzo positivo y negativo

relacionado con la recompensa, la prominencia de incentivos, la cognicion relacionada con
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la aversién y la toma de decisiones. El 65% de sus neuronas son dopaminéreiéés, 30

son gabaérgicas y un porcentaje pequeiio-8éb2on glutamatérgic498).

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 infralimbicall), de la Amigdala basolateral (BLA por sus siglas en ingles) y del
talamo (97, 99)Seha sugerido que &lAc esta involucrado en el aprendizaje y leeseidon

de acciones durante el comportamiento dirigido a objeti@sscomo, en lagespuestas

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

La Amigdala (A) tiene un gran numero de conexiones corticales y subcorticales que
maduran hastk adolescencia (102) y con la edad se eliminan o refinan con la maduracién
afectiva y social. Esta se compone de 4 nlcleos que estdn implicados en procesos
emocionales y de aprendizaje especificos, asi como, en la inferencia social y la memoria
contextu& (103). La BLA es necesaria para integrarreuerzoy la informacion 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 importargesstfuinvolucrada en

la formacion y almacenamiento de la memoria (105). Este puede combinar la memoria, la
recompensa e informaciéon espacial kansubregionCA3 para almacenar recuerdos
episodicog106).

Laregion anterior del giro del cingu®CC porsus siglas en inglgsecibe informacion de

la corteza orbitofrontal sobre los resultados de la recompensa e informacion espacial
relacionada con la accion de las areas corticales parietales, lo que le permite aprender de los
resultados de las accionesliamdas. También, esta implicada en la emocién, 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 crénicos 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 d@ ries
socioeconomicos 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 comparacién con
los no maltratados (109). En nifios de aproximadamente 10 afios que habéxpseibos

a diferentes tipos de estrés durante la edad temprana como abuso, negligencia y bajo estatus
socioecondmico durante la infancia, presentaron volimenes pequefios de la A e HIP (122).
En ratas a nivel morfoldgico, este tipo de estrés se ha reldoiaran la contraccion
dendritica en el HIP; la actividad inhibida en la hipofisis, el hipotdlamo, el HIP, la Ay la

reduccién de la proliferaciéon celular en las estructuras subcorticales (109).

Respecto a los efectos que puede generaje¢lHA sobre |& 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 estréspal con su consecuente sobreproduccion de
glucocorticoides circulantes en el sistema (107) provocarian una retroalimentacién negativa
a la baja en &reas de proyeccion de neuronas dopaminérgicas como la CPF, A e HIP (107,
111). Estudios en humanos han evidiado 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 motivacion afectando

la preferencia por leecompensa (130). Asi mismo, se ha encontrado que el estrés en la vida
temprana puede inducir una hiperconectividad entre las redes estliathieas y
limbicascorticales (hipocampo con la corteza PrL, IL y el NAc (124) e hipoconectividad
entre las rees 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 stssmiine 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 ténica 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 neuroprotéar.

En efecto, es importante mencionar que aun cuando a partir del siglo XVIIl se empezé a
reconocer que los estimulos ambientales tenian un papel sustancial sobre la estructura
cerebral (Charles Darwin, 1874) y que actividades como el ejercicio pdaviarecer el
establecimiento de nuevas conexiones interneuronales y aumentarlas (Ramon y Cajal,
1911), fue soélo hasta después de la segunda guerra mundial que se propuso que el desarrollo
psicolégico y cerebral dependian de la estimulacion del medio rigbpeincipalmente 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 animmales e

utiliza estrategias que ofrecen estimulos fisicos (objetos que varian en forma y namero),
sociales (alojamiento en grupos) (46, 15) y sensoriales (variedad de materiales), que mejoran
la adaptacion fisiologica y psicologica durante unas condiciexgarimentales (46, 47) y
facilitan actividades exploratorias y cognitivas (48, 49). Por otra parte, es considerado como
un modelo de estr@éadoque en ratas se han encontrado efectos a nivel comportamental al
mostrar una menor reactividad a nuevos agtig) la exposicion inicial a objetos nuevos y
desconocidos (2, 50) incide en el aumento de los niveles de corticosterona (2,126) y la
apariciéon de comportamientos similares a la ansiedad como consumo de sacarosa, aumento

en la deposicién, en la latencia eyaculacion, entre otros (45, 126).
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Visual

Figura 3. Jaula representativa del Ambiente enriquecido Tomado de Nithianantharajah, J., & Hannan, A. J. (2@@&jched
environments, experienaependent plasticity and disorders of the nervous syshmture Rgiews 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 mas dfante, contrario a un modelo estandarizado que si permite
realizar comparaciones entre los estudios (9). Las metodologias suelen variar en términos
del tamafo del entorno, la estimulacion utilizada, el tiempo de exposicion, paradigmas a
abordar, entre ods 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 leceperien
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 grupsiesatro

ser condiciones aisladas estandar. Las cepas de ratas mas usadas soiDSmagu¥ los
estudios realizados solo con machos contintian liderando la investigacion en neurociencias,
siendo pocas las que emplean un estudio mixto ya que las hempliaan 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 realzananera 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 cma3, el numero de ratas por jaula varia de 2 a 12 (9).

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

ellas a continuacion.

1.4.1 Efectoglel 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 ebgrtasor
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 poddarcde forma

gue el espacio sinaptico es de mayor tamafio en ratas enriquecidas, incrementando el area
total de contacto sinaptico y de la hendidura sinptica, fundamentalmente en la corteza
occipital (56). Asi como, la actividad de la sinapsis especifente de las neuronas
piramidales, a través del aumento en la ramificacion dendritica (57; 58), en el nimero de
espinas dendriticas (59) en la densidad (60) y en la longitud dendritica de la capa Il de la
corteza cerebral, de las células estrelladasdmpa IV y de las células de Purkinje del
cerebelo (56).

Estas modificaciones neuromorfolégicas se pueden comprender mejor teniendo en cuenta

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

El AE incrementd los nides 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 enriquados (61). También, aumento la expresion de un gran niumero 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 secinaasiames 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 maternepredictor, 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 implicaretiéacion del ADN y los
cambios posteriores en la expresion de genes especificos (50). También, se ha encontrado
gue el AE puede influir en los parametros fisioldgicos de la descendencia a lo largo de dos
generaciones. La progenie F2 femenina de abugfmsestos 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 F1 y F2 (64).

Aunque se ha planteado el AE comoagente estresante leve, los efectos que tiene sobre

el estrés lo proponen también como un agente protector a nivel neurocomportamental y
neurobiolégico. El AE simple (alternancia semanal de objeto) y mejorado (traspaso a jaula
mas grande en la semana ®nadnuyen la ansiedad en ratas Wistar machos y este ultimo
también evita los niveles de dolor neuropatico (65). Los tiempos de exposicion al AE son
un factor que incide en la neuroproteccién, por ejemplo, una exposicion de 8 dias en ratas
Wistar machos diminuy6 la inmunorreactividad de la proteina DéltzsB en las regiones
cerebrales asociadas con la modulacién de las respuestas de ansiedad (46). Una exposicion
de 21 dias, en ratones C57BL/6 machos, aumento la proteinaFDsBaen las regiones
relacionalas 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 relacionadda serian
disminucién aguda y sostenida de la actividad de #RKy CREB (15). A pesar de estos
hallazgos, no hay claridad sobre cudles 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 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 péidh), se ha evidenciado que se produce conductas caracteristicas
de la depresion atipica, aumentando los niveles de corticosterona, disminuyendo la respuesta
maxima de glucocorticoides y aumentando la ingesta de alimentos y el peso corporal en
ratas (67).

Por ultimo, 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 estimulaciéon utilizagamed de
exposicion, paradigmas a abordar, entre otras variables (52), en consecuencia, a la fecha no
existe una estandarizacién del protocolo del AE respecto al procedimiento y la metodologia

para modelos animales (51).
1.5Microglia

Se ha propuestoug un elemento importante que propicia las alteraciones inducidas por el
estrés cronico es la neuroinflamacién, en particular aquella causada por la actividad
microglial elevada (10). La microglia son células primarias mieloides que proporcionan la
forma pincipal de respuesta inmune adaptativa en el sistema nervioso central (10), cuyo
origen en roedorese deriva de los progenitores eritromieloides que migran al cerebro a
partir del dia 8.5 embrionarigE8.5) y continlan hasta que se forma la barrera
hemabencefalica (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 netg¢ades que cambian temporalmente, procesar las sefales relevantes del
entorno y equilibrar su funcion, 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
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través de tres etapas temporales distintas: microglia temprana (Dia embrionario E10.5 a
E14); premicrogh (dia E14 al DP9) etapa en la que se expresan un subconjunto genes
relacionados con la migracion neural, neurogénesis y secrecion de citoquinas que podria
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
homeostética adquiriendo funciones asociadas con el mantenimiento y zeséfialie 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 s$aloyilos primeros se
asocian con la respuesta de defensa y mdltiples 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 funcioneomeostaticas 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 neunoal 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 modulacién de procesos que surgen como una respuest
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 sinapticontenedia

fagocitosis (77).
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Figura 4.Funciones fisiolégicas de Ia
microglia durante el desarrollo y la edad
adulta.

(A) Esquema que ilustra las caracteristic
morfoldgicas y proliferativas de la microgli
durante la ontogenia. Durante el desarrc
embrionario y postnatal temprano, la microg
tiene un fenotipo activado con ali
proliferacion, como lo indican las fleche
grandes.

(B) En condiciones de estado estacione
postnatal, la microglia cambia de la expans
a la baja proliferacion homeosta, y las
actividades incluyen el escaneo del ento
cerebral con extensiones dinamicas,
remodelacion de las sinapsis y la fagocito:
Se indican las moléculas involucradas en e
procesos.

(C) Durante el desarrollo postnatal tempral
la microglia produce un factor de crecimier
similar a la insulina 1 (IGF1), apoyando
supervivencia de las neuronas de la capa \
la corteza somatosensorial. Ademas,
microglia produce IGF1 para apoyar
desarrollo de células precursoras
oligodendocitos (OPC) alrededor del dia
postnatal (P7) y la homeostasis
oligodendrocitos maduros alrededor de la P
Tomado de Prinz, M., Jung, S., & Priller,
(2019).Microglia Biology: One Century of
Evolving Concepts. Cell, 179(2), 29p
311.d0i:10.1016/¢ell.2019.08.05

En cuanto a su morfologia, la microglia en desarrollo y postnatal presentan una morfologia

ameboide similar a un

Amacr - fagoo vy

carece

permiten escaner su entorno, indicando una activaciétac@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 méviles y se transforma en una forma amdlamidbéén

puede mostrar una morfologia hiperramificada (71, 72) y si la exposicion al agente es

cronica, el soma se hipertrofia (73). La microglia activa no sélo cambia su forma, sino que

secreta citocinas como4L b ,-6yITNFU y es una f raaetivas de oxigenoe s p e C

(ROS siglas en ingles de reactive oxygen species) que deterioran la deficiencia de energiay

la neurodegeneraciéon (71). Por lo tanto, la perturbacion del entorno microglial durante su

desarrollo puede alterar la expresién de genasimgladas con la inflamacién, 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 formacién

de trastornos cerebrales etapas posteriores (69).

Como hemos visto, la microglia se somete a una extensa reestructuracion morfolégica en
respuesta al estrés que puede ser subyace a la disfuncién del sistema nervioso central y para
identificar la identidad de la microglia y esttha se deben tener varios factores en cuenta,
muchos de los cuales estan en discusion. Actualmente, la identificacion de la microglia se
debe realizar teniendo en cuenta la expresion de diferente genes o marcadores ya que la
expresion de un solo marcaduar 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 umdal calcio ionizado 1 (IBA1) (135Aunque 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 (Regulacién) y M2 (reparacion) ya que
la inflamacion 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 para informar sobre su estado de activacién. Mientras que la
microglia sufre reordenamientos citoesqueléticos que alteran su morfologia (72) estos
cambios morfol6gicos pueden no representar con precision un perfil inflamatorio "activo".
Por otro lado, las limitaciones que se han encontrado sobre la nomenclatura epgi@ada
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, representaspoasta

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

1.5.1Interaccion entre Microglia, SMDL y AE

Como se ha mencionado, la funcion microgl@imple 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, soms pmque han investigado los efectos que

tiene el estrés cronico inducido por SMDL en estas células.

Las experiencias tempranas de estrés pueden perturbar la funcion microglial, estas
experiencias aumentarian los niveles de corticosterona provocandasqugcroglias
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 pnaiafleos como IEL, 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 postesgreando una vulnerabilidad afogg ol pes secunda
gue contribuirdn atn 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), porqueaun 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 segun las especies y el
tiempo de exposicion al estrés. Por ejempleeXposicion continua a un agente estresor

aumenta el numero 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, siendteein periodo critico del desarrollo del hipocampo (80).

En otros trabajos se demostré que la exposicion a la separacidon materna de manera
progresiva (4hrs/dia, DP-2y 6hrs/dia, DP 4.6) 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 separacidon 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, pedn daan

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 @di).mismo, se ha evidenciado que la
exposicion a un AE durante 14 dias, posterior al destete disminuye la éxptesibal
(molécula adaptadora de unién a calcio ionizada 1, especifica de microglia) reduciendo el

namero de microglias especificamente en el hipotalamo (25).
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2. Interaccion entre el modelo de separacion
materna y elambiente 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 separacién, pero aun, se desconoceAdt giroporcionado 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 dadorga 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 animlas 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 ultimo, se tratd el cerebro para identificar la expresion del
factor hipotalamico de liberacion de corticotropina (CRF). Los hallazgos&ados fueron

gue el AE de 48 dias revirtio 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 oiaddgor el AE . Estos datos
podrian sugerir que los efectos encontrados podrian deberse mas que a una reversion de los
mecanismos celulares, a una compensacion que se produce en las ratas con SM como

resultado del AE el cual podria estar amortiguandactavidad del eje HHA a través de

efectos sobre el receptoitbl 1A en el hipocampo y, 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 cengar 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 @0, 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 uebas 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 selavalué
expresion de 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 #dé¢htaren
significativamente esta caracteristica. EI AE revirtio los efectos de la SM en la area de
evitacion inhibitoria y por otro lado, aumento la expresion-fites casi como, el receptor de
glucocorticoides en CA1y GD.. Estos resultados les permitiawacluir 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 contextodws@o evitativo, que el AE induce

la expresion del gen GR en subcampos hipocampales como el CA1 y CA2, lo que podria
relacionarse con cambios en la anatomia y la funcion neuronal atenuando las respuestas al

estrés adrenocortical y permitiendo asi unaitmneuronal 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 horasdik 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 aplicd la pruea comportamental de laberinto y por ultimo en el DP 56 se recolectarén
las muestras de sangre y cerebro. Los resultados evidenciarorl qualedo de SM
disminuyo la proteingarvalbumina PVB) afectando por lo tanto, las interneuronas de la
CPFy la actividad proinflamatoriaPero 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 después de la exposicain
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podria implicar que el AE genera una disminucion proinflamatoria y previene la perdida de
las interneurona®\unque ni la SM ni el EE afectaron las medidas de estrés oxidativo en la
CPF adolescente, la evidencia de dafio oxidativo se correlaciordéscdificultades en la

funcion cognitiva.

Dandi et al. 2018 (26) estudio 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 nalseparo (10 a 13 por jaula). En los DP 23 al 65 las crias se
alojaron en la condicién 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
elevadoprueba de campo, reconocimiento de objetos nuevos, laberinto acuatico de Morris)
para evaluar comportamientos similares a la ansiedad, locomocién, 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 atenud 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 disminuyo
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 espacialsaciada al estrés, el aumento de la ansiedad y la regulacién de BDNF y
SYN. Este fue el primer estudio que mostré que la SM y EE interactian entre si, modulando
el comportamiento de los adultos y la respuesta neuroendocrina al estrés y la

neuroplasticidad.

El AE no sélo 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 deMrA.eso, expusieron

a ratas a una SM de tres horas diarias 0 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 seoalgjargrupos de 2 animales por

jaula y en el DP 56 al 70 estos fueron asignados 2 a 4 por jaula a la condicién 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 cerélm®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 espinasj 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) ga inicia tardiamente (en la adultez) puede ser suficiente para revertir las
consecuencias comportamentales y cambios neuronales subyacentes al estrés de la SM y

gue 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 diddica con la madre con quien, en condiciones favorables, establec
vinculo empatico (1), que le ayudara a gestar la capacidad de autorregulacion emocional y
lo llevara a construir sentimientos de proteccion y seguridad. De esta manera, se ird dotando
de un componente afectivo que ampliara sus capacidades paraaenéieptoceso de

maduracién 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, maltrdtasoa infantil, abandono o

separacion 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, @).

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 nifas, nifios y adolescentes de 0 a 19 afios (7) y entre 2008 gebhbian atendido
2.128.573 consultas de este grupo etario con diferentes diagnésticos de trastornos mentales
y del comportamiento.d? depresién consultaron 141.364 individuos de los cuales el 32,7%

lo hacian por depresion moderada, el 59,3% perteaks&xo femenino y el grupo etario

mas afectado era el de 5 a 10 afiBer 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 afextadde 10 a 19 afios; 4,332 consultaron por
trastorno de ansiedad social en la niflez con mayor incidencia en el grupo de 5 a 9 afos; 2600
individuos consultaron por trastorno de ansiedad fobica en la nifiez; 86.269 por trastorno de
ansiedad no especificagigpor ultimo, 68.880 por trastorno mixto de ansiedad y depresion.

En relacién 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% e@an hombres y el 34,9% mujeres), de los cuales el 77% (2.382) tenian entre 15y 19
afos de edad (8).

Otra situacion que afecto la salud mental de los grupos etarios mencionados y la poblacion
adulta de Colombia fue el aislamiento al que se enfrentéstiphido a la pandemia durante

el 2020 y 2021. Durante este tiempo se habilitaron las atenciones telefénicas para atender la
demanda de salud mental durante esta emergencia sanitaria, registrando un total de 18.089
atenciones principalmente por sintomadsaienados con la ansiedad, estrés, depresion y
exacerbaciones de trastornos mental previo)(127 cuanto a los sintomas de estrés, un
estudio evidencio que el 88% de los nifios y nifias durante el 2020 presentaron sintomas de

estrés y cambios de comporianto, 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 cdasvividas por la pandemia, tienen un gran impacto

sobre el desarrollo neuronal, psicolégico 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 div&os e incapacitantes en los seres humanos (10). Para esto, se han
reali zado di ferentes estudi os; en humano
institucionalizadoso, en | os afos 70 Renee
tenian contacto social rgsentaban 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 experienciaslversas tempranas. Estos estudios han evidenciado que el estrés
puede incidir sobre el mecanismo efector y regulador del estrés, por el eje hipotalamo
hipofisisadrenal (HHA), al alterar los niveles de las hormonas como la corticosterona (13)

y sobre lad@incion neuronal, al afectar el proceso de autofagia (14, 15, 16, 17, 18) y provocar
cambios permanentes en neuronas y astrocitos (19). Otro elemento importante es que el
estrés crénico perturba la funciébn microglial induciendo la liberacion de moléculas
proinflamatorias y hormonas del estrés (20), que sensibilizan la microglia ante posibles

segundas si t uasceicoomgd®) toheibdgesdb a UB snayor ddierioro (21).
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Es por eso, que la sensibilidad de la microglia al estrés y su papel éentacidn 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 rdatamnta 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 incretaextividad 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

neurobiolégicos provocados por estrés en la vida temp2826].

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 interactlan con las respuestas ddbPegnte el estrés cronico.

No es claro cuales 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 crénico, reduce los efectos que @sdsiona. En efecto, son pocos los estudios

gue han tratado de investigar en el mismo experimento si estas condiciones actian de manera
diferencial segun el sexo (24, 25, 26) y aunque en este trabajo no abordaremos todas estas
inquietudes (muy importantesi nos proponemos el proposito 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 activacion y
morfologia de & microglia en la corteza cerebral y sobre las concentraciones de
corticosterona, en ratas Wistar machos y hembras adolescentes?

Y la hipotesis que se exploro es que 15 dias de AE posterior SMDL reduce los cambios
morfologicos de la microglia en la cortezerebral 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, 88 hjan tenido como objeto de estudio los procesos
neuroquimicos y neurobioldgicos 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 edstudio mixto tener un mayor nimero de muestras (9). En estos estudios
se han trabajado con modelos de separacion materna estandarizados, que incluyen realizar
la separacion 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 ultima variacion (4,5
hrs) aumenta los sesgos posibles por déficits de nutricion en los indiwdrealizarlo

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 lehsteomento 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) 0 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
interacttan los efectos del AE sobre las consecuencias de una SMDL de 6 horss diaria
divididas en dos intervaldssobre 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 sist&sa nerv

para responder a desafios ambientales posteriores (en este caso durante la adolescencia y

adultez).

L En la linea de investigacién se trabaja desde hace 10 afios con el magdardeion materna durante la
lactancia
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4. Objetivos

5.1 0bjetivo general

Analizar el efecto de 15 dias de ambiente enriquecido, posterior a la separacién
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 tepnana.

5.2 Objetivos especificos

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

machos y hembras durantealdolescencia temprana.

0 Identificar 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 prefrontadrdesf distinta en

machos y hembras durante la adolescencia temprana.

0 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 Accumdns, 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 trabajo con la especie Rattus Norvegicus, cepa Wistamidas del Bioterio de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia. Las ratas progenitoras fueron hembras
adultas (peso aproximado de 250 gramos) y machos adultos3@28@ramos) que
estuvieron anidadas de forma individual por un mEride una semana para permitir la
habituacion a las condiciones del experimentador, de la temperatura®@p, kAmedad 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 Yy alimentdibidum (Lab Diet®- Laboratory Rodent Diet).

Las ratas parentales al cumplir el tiempo de habituacion 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 manipulacithasta 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 investigatiém 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
z2.p.(xp) /e2 donde:

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

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

2 Tesis de la maestria en Fisiologia: Ayamos L, Contrera¥argas C, Rico JL, Duefias Z. Early maternal
separation induces preference for sucrose and aspartame associated with increased blood glucose and
hyperactivy. Food Funct. 2017 Jul 19;8(7):252800.

3 ReynoseRobles, Poncdlacotela, Rosaképez, & Ramosviorales, 2015
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6.2 Disefo experimental

El siguiente gréafico ilustra la distribuciobn que tuvieron los sujetos de acuerdo con la
exposicion o no a los protood 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. Recoleccién de la muestra
8 dias Cépula 8 dias Gestacion DP 37
‘ 8 parejas 21 dias Perfusion transcardiaca
Corticosterona Corte criostato
Fase 3. Condicion de crianza ;% = %@
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

e e |6 Ny -
- B - = Microfotografia
Andlisis estadistico
A.Estindar A.Enriquecido A.Estindar A.Enriquecido 5 —

Posterior al nacimiento, se realiz6 homogenizacion entre crias de dos madres para después
realizaruna distribucion aleatoria de las crias en el grupo de condicién 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 camadasidese co
necesario aleatorizar el tratamiento de vivienda. Por otra parte, teniendo en cuenta las
normas éticas que rigen la investigacion con animales, no se descarté ninguna cria y en todo

caso se ajustaron las camadas.
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6.3 Procedimientos

6.3.1Separacion materna durante la lactancia (SMDL)

Se us6 el modelo de SMBldurante 6 horas diarias, el cual es trabajado por la linea de

investigacioérefectos neuronales y comportamentales del edggde hace 10 afios.

El grupo contratamiento de crianza se sometié al protocolo de SMidirante los dias
postnatales 1 al 21 (DP) (El dia O corresponde al nacimiento y no se incluye). Este
procedimiento se llevd a cabo durante 21 dias, cada dia las crias fueron separadas 3 horas
en la nafiana (7:0810:00) y 3 horas en la tarde (13:(®:00), para un total de 6 horas
diarias. Durante la separacion se mantuvo con una temperatur8e2feve aumento),

luz de dia con tubo de encendido controlado por timer y dadas las condiciobesad®n

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 erjpelo de oscuridad teniendo en cuenta que la actividad

de este tipo de animales es nocturna (Munn, 1950, citado en 85) permitiendo inferir que las
cr2as como | a madre podr 8n Apercatarseo de

comportamental.

El protocolo de separacion materna se realizé 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 insasigidad es
segun laeportado por Diario Oficial de la Uni6n Europea. (2010). Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo. 2010,
Sep, 147. Reportado ehttps//eurlex.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 lactanmia reportado
Hofer MA. The role of nutrition in the physiological and behavioral effects of early maternal separation on inf&stydtesom Med.
1973 JuAug;35(4):3509.
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2. Cuidado durante la separacion: a) Las crias fueron puestas en una jaula estandar
diferente a la iniciaque fue previamente acondicionada con viruta tomada del nido
materno, con el propdésito 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
habitacién donde permatieron en condiciones de temperatura estable mediante el
uso de un sistema portatil de calefaccion, humedad y control de ruidos.

3. Fin de la separacion: Finalizado el periodo de separacién, se retornaron las jaulas a la
habitacién original y se devolvieromna a una las crias al nido materno
correspondiente.

Grafico 2. Protocolo separacion materna durante la lactancia

Grupo control Grupo experimental
Sin Separacién Con Separacion
materna durante la materna durante la
lactancia lactancia
(NO-SMDL) (SMDL)
| 1 I
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 . (180 min) .
ciclo oscuridad 13 a 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 maternadurante la
lactancia. (SMDL) lactancia. (SMDL)

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

6.3.2Ambiente enriquecido

Los protocolos empleados del AE son muy diversos, pero también, suelen tener algunos
elementos comunes (52, 9).péra 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 s6lo se emplearon en el grupo que vivié

en el amiente enriquecido:

Duracién AE: La exposicion fue de 15 dias (DP 22 al 36) (duracién cominmente
empleada en los estudios y que ademas abarca hasta el inicio de la adolescencia)

Tiempo de exposicién a objetos24 horas, durante 15 dias.
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Numero de objetos:un total de 6 objetos: 2 blogule madera, 2 tubos de plastico
cilindricos, 1 material de anidacion, 1 canasta.

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

Jaula: se construy6 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
dimensién aproximada de 51x82x40cm de alto.

Alimentacién: Alimentacion y agua catante, reemplazados dos veces por semana

y reubicados en diferentes lugares para favorecer el comportamiento exploratorio.

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

Gréfico 3. Protocolo Ambiente Enriquecfdo

Grupo control
Estandar

Estandar todos
los dias a partir
del dpn 22 al 36

Jaula estandar
ventilada
pequefia

Ausencia de
juguetes

—

Ciclo de luz y oscuridad
invertido durante 12 horas:
7 Hrs Luces Apagadas
19 Hrs Luces encendidas

| I

Temperatura y humedad
controladas

EE todos los
dias a partir del
dpn 22 a 36

- |

Libre accesoa
Agua y comida

Cambiando su
posicion cada
cuarto dia
durante 15 dias

Jaula enriguecida y
grande

Juguetes,
reorganizados y
renovados cada

dias.

cuarto dia durante 15

8 1&;')

o
9
&l

6 *Imagen ambiente enriquecido tomado de: http://neurociencia
educacao.pbworks.com/w/page/90518734£33%ADmulos
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Jaula AE: Posiciéon 1

Jaula AE: Posiciéon 2

[0

Jaula AE: vista frontal
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Imagen 2. Modelo Ambiente enriquecido: Jaulas empleadas en el proyecto. Fotos propias.

6.3.3Grupo control para ambosgrupos 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 (178%3,Ino 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, n=8-9; SA, n=89) o vivienda estandar (N, n=89; S

E, n=89). 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, disponibla voluntad que permanecieron en una sola

ubicacion.

6.3.4 Concentracion corticosterona

La corticosterona se midié mediante un ensayo inmunoenzimatico hechoptasnedde

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 perfusicardiaces
inmediatamente antes de iniciar la perfusion con solucion salitartsda auricula y se
colecté la sangre en un tubo eppendorf de 3ml; cada muestra se centrifugo inmediatamente
durante 10 minutos a 300Pm para eliminar los globulos rojosoptener elplasma el

plasmase recolea con una pipeta en un tubo eppendorf de 1.5ml; las muestras de suero
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separadas se almacenaro2@°C hasta su uso. Se utilizé un espectrofotdmetro (BIORAD
Ultramark, Microplate Imaging System) para leer la absaibaly los niveles de

concentracién de corticosterona en las muestras.

Las concentraciones de corticosterona se cuantificaron con la prueba Eh188821

Abcam siguiendo las instrucciones del proveedse 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 incub6 en cajas de 96 pozos que, ademas de
esta, incluian los pozos blancos, el cohpositivo y los controles negativos. Todo el
protocolo se desarrollé con base en los lineamientos de las hojas técnicas del proveedor

respectivo.

6.3.5 Inmunohistoquimica

Eutanasia- Perfusion

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

empleado en el grupo de investigacion:

o ElI método que se empled para realiaagutanasia fue la inyeccion intraperitoneal
de Euthanex, un eutanasico en solucion inyectable que contenia Pentobarbital
sodico 390mg/ml, Difenilhidantoina s6dica 50mg/ml.

o Se calcularon las dosis indicadas para cada sujeto de experimentacion de acuerdo
con su peso en razén de 300 microlitros de solucion de Euthanex por kilogramo de
peso. Se usO una concentracion menor al 20% para no causar irritacion peritoneal
en la ratica y se empleo 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 vigild 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 experiidentac
hubiese alcanzado el plano anestésico profundo.

0 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 ubico el esternén. Con las tijerags@o la piel y musculo, para eso, se abrid
la cavidad toracica a la altura del esternén y se cort6 lateralmente hasta la linea
medio clavicular derecha e izquierda rompiendo costillas y ascendiendo hasta el
segundetercer espacio intercostal. Se hizo bisiel corazén para introducir la
aguja del sistema de perfusion con el flujo de solucién 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 peoedad y se dejo fluir
la solucién salina al 0.9% por 15 minutos aproximadamente (volumen de 250ml).
Al finalizar se procedié a la fijaciobn de los tejidos mediante el paso de
paraformaldehido al 4% en solucion amortiguadora de fosfatos recientemente
prepaadas durante 20 minutos (unos 150ml).

o El sistema de perfusion estuvo conformado por un equipo de venoclisis, con una
llave de tres %as, donde una via lleva la solutisalina al 0.9% y la otra la soluni
de paraformaldetio al 4%.

o Finalizado el proceso de fijacion (20 minutgsox), se procedio a la decapitacion
postmortem. Con unas tijeras se cort6 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 parafotdmldeh

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

Corte con criostato
Posterior a la perfusién 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 se@@ (C), para después obtener cortes de tdji€lo

25um de grosor con el criostato marca Lelidacada uno de los animales se recolectaron
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cortescoronales de acuerdo con el Atlas Paxinos (87), las coordenadas de Bregma de las

areas de estudio fueron las siguientes:

L g 1 @t

/
i

Grafica 4. Coordenadas de Bregma de las areas de estudlmmado de Paxinos G. & Watson C. The Rat Brain in Stereotaxic
CoordinatesHard Cover Edition, (2006), 6th Edition. (129).

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

proteinade unién al calcio ionizada 1

Tabla 1. Protocolo I1ba

PROTOCOLO IHQ -IBA1-ABCAM
AC1_1:1000(Iba 1, abcarm 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 (a¢ 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 PBS0.1M 1000 15 min
3 |Incubar en bloqueo de peroxidasa (H202), agitg 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
PBS0.1M 999
5 |Incubar en suero de bloqueo (o tampdn de bloqu| 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 Acl 1 36 horas
Suero de blogueo 1000
SESION 2:
8 |Lavar Acl en PBS 0.1M/Tween al 0.1 PBS Tween 0.1% 1000 45 min
9 |Incubar con anticuerpo secundario biotilinado |Ac2 2 2 Horas
Vectastain, vector) PBSTween 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 Hora y 30min
B 9
PBS 0.1M 982
13 |Lavar con PBS 0.01M PBS 0.01M 1000 12min
14 Buffer (2 gotas) 5 2 a10 min
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Aplicar DAB (Diaminobenzidina, Peroxida|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

0 Cuantificacion de las @lulas inmuno marcadas

Todas las imagenes fueron capturadas con un microscopio optico (CarhXiegsrt 40

CFL) y con cdmara digital con el programa ZEN 2.3. Los sitios neuroanatémicos se
identificaron con la ayuda del atlas ad#eabro de rata de Paxinos (Paxinos y Watson, 2007).
La cuantificacién de la expresion de {bapara el Area tegmental ventral, Nucleo
Accumbens, Corteza cingulada anterior, Hipocampo, Amigdala y corteza prefrontal se
realiz #través del software especiilmagel. Se tomaron 3 fotografias en cada region,
por individuo. El conteo de las células inmunorreactivas pard Kerealiz6 de manera
manual a través del software especifico ImagBara cada sujeto de todos los grupos se
tomaron 3 fotos de lasgmnes inmunomarcadas. Como control de sesgo, otro investigador

que no tenia conocimiento de las muestras de los grupos experimentalesirepitteo.

0 Andlisis morfologico

Se realiz ¢bn el software especifico Imadey bajo la técnica de tamaiid dema, nimero

puntos de rama, numero 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
células teniendo en cuenta que no se encontraran yuxtapuestatsasorSe realizuna
conversion de la imagen a escala de grises (8 bits), la reconstruccion de la célula se hizo de
forma manual y se realidd respectiva cuantificacién. Todas las imagenes utilizadas en el
analisis se tomaron con el mismo microscopla misma configuracion optica (Banqueri

et al., 2019; Bautista y Dfjas, 2012).

6.3.6Analisis estadistico
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El andlisis estadistico para la cuantificacion de las células inmuno magpadadentificar

la morfologicas y concentracion dedarticosterona, se realizé determmda si existian
diferencias estadisticamente significativas intergrupos (control vs experimpatal)
posteriormente realizar comparacion de medianas de los grupos estudiados.

Se aplicaron dos pruebas estadisticas gamgprobar 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 supuestdbs normalidad se realizo el andlisis estadistico con la prueba

no paramétrica Kruskall Wallis (KW). Para los datos que cumplieron con los supuestos se
aplicd un ANOVA (A) de dos vias con los factores Crianza (No separados o Separados) y
vivienda (Estdndao Ambiente enriquecido) (Ver Anexo 1). El analisis se realiz6 con el
software estadistico R, la significancia estadistica se consider6 como p <0,05 para todos los
analisis ypara identificar a que factor se le atribuyen las diferencasrealizaron
comparacionepost foc (Tukey HSD). Los datos se presengrygraficas box plot o cajén

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 estudiad

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 VIDel uso de animaleswds en experimentos e investigagiasi 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 ingggacion en salud, cumpliendo a cabalidad especialmente lo
mencionado en Titulo V, en donde se mencionan los requisitos para llevar a cabo
investigacion biomédica con animales, siendo la presente investigacion justificada en
revisiones previas de articslgoncernientes 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 prevencion y control de la

salud humang para el avance del conocimiento biolégico 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, dedas cual

se hizo uso del m2 ni mo n¥Ymer o requerido (r
obtener resultados cientificamente validos y se mantuvieron en adecuadas condiciones

sanitarias cumpliendo las reglamentaciones en vigeEgsia.proyecto fue aprobado peir
Comité de Etica de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de
Colombia, Acta CBFMVZ-UN-03519 del 11 de septiembre de 2019, la cual se adjunta al final del

documento.

6. Resultados

7.1 Disminucion de los niveles deorticosterona en plasma

Respecto a si el ambiente enriquecido posterior a la separacién materna genersobfectos

los niveles de corticosteronao se encontraron cambios significativos en la interaccion de
los factores crianzavivienda en hembras (KW, grupo SAH vs SEH, p=0.48), ni machos
KW, grupo SAH vs SEH, p=0.453) (Grafico 5AReferentea los efectos de la separacion
materna por si sola, se encontro en el factor crianza una disminucién significativa en el nivel
de corticoggrona en los machos (KW, SEH vs NEH, p= 0.001) (Gréfico 5B). En cuanto a
los nivelesde corticosterona debidbambiente enriquecido por si sdfactor vivienda se
evidencio una disminucion significativa en hembras (KW, NAH vs NEH, p=0.003) (Grafico
5C).
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Gréfico 5. Niveles de corticosteronaComparacion de medias . Interaccion Factor de crianza vs vivienBaractor
de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadakst@ndar Hembras; n=8)NAH (No separadasA. enriquecide
Hembras; n=8)SEH (Separada&stndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&s@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s@ndar
Hembras; n=8)SEM (Separadag&sndarMachos; n=8)SAM (Separadas\.enriquecide Machos; n=8).

7.2 Diferencias en el numero de células positivas para da

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

para Iba-1 en el Area tegmental ventral (VTA por sus siglas eingles)

54



Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalué el numero de células positi
Iba 1 en VTA.

NEH

NAH NAM
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SEH - SEM -
SAH - SAM -
Imagen 3. Imagenes representativas de la expresion de Iba 1 en VTREH (No separade&standar hembrad)lEM (No separades
Estandar machosNAH (No separadesmbiente enriquecido hembrasyAM (No separadesmbiente enriquecido machosJEH

(Separadogstandar hembraSEM (Separado&standar machospAH (Separadegmbienteenriquecido hembrasiAM (Separados
Ambiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento éptico de 10X, cortes de 25um.

El ANOVA realizado mostr6 unas diferencias estadisticamente significativas en el nUmero
de células positivas para Iba 1 para los siguientes factores: para la interaccién entre los
factores crianza:vivienda, se presento un aumento significativo en el ndeneétulas en
machos (F=22.158, p<0) y pbst hocno mostré6 cambios significativos en el grupo SAM

con respecto a su grupo control SEM (F=20.060, p=0,378) (Gréfico 6A). En el factor crianza
no se presentaron cambios significativos (F=0.452, p=0,508), ganteractuar con un
ambiente estdndar se evidencié una disminucién del nimero de células con respecto al grupo
control (F=4.939, p=0.003) (Grafico 6B). En el factor vivienda se evidencié una
disminucion significativa (F=5.768, p=.023) (Grafico 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 interaccién del ambiente enriquecido posterior a la separacion dgngmkos

SAH vs SEH no obtuvieron cambios significativos (F=11.887, p=0,972) (Gréafico 6A).
Respecto al factor crianza, este no evidencié cambios significativos por si solo (F=3.194,
p=0,084), no obstante, si mostré diferencias disminuyendo el nUmero @es célahdo esta
condicion interactuaba con un ambiente estdndar SEH vs NGBkt ho¢ F=0.612,
p=0.034) (Grafico 6B). Lo mismo ocurrié con el factor vivienda que por si solo no genero
cambios significativos (F=2.867, p= 0.101), pero al interactuar commbiieate estandar
disminuy6 el numero de celular respecto al grupo conRobt( hog-=0.362, p=0.040)
(Gréfico 6C).

SAH SEH SAM SEM

E3 Estandar

s Iba1l

positiva

g "o mENE amy

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

Gréfico 6. Expresi n de @ulaspositivas para Iba 1 en VTA. Comparacion de medias + sobre XTWteraccion Factor de crianza vs
vivienda.B Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaks®ndar Hembras; n=8\AH (No separadasA. enriquecide
Hembras; n=8)SEH (SepardasEs®ndar Hembras; n=8);SAH (Separadas.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8); SEH (SeparadBstndar Hembras; n=8),SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (SepardasA.enriquecide 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 evalué el nimero de células positivas

para Ibal en NAc.
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NEH NEM

NAM

SEH SEM

SAM

Imagen 4. Imagenes representativas de la expresion de Iba 1 en NN&EH (No separadegstandar hembrad)lEM (No separades
Estandar machosNAH (No separadesmbiente enriquecido hembrasyAM (No separadesmbiente enriquecido machosJEH
(Separadogstandar hembraSEM (Separadeg&standar machospAH (Separadeg\mbiente enriquecido hembra§AM (Separadoes
Ambiente enriquecido). Fotogias tomadas a un aumento éptico de 10X, cortes de 25um.



Se realizo un ANOVA para el grupo de los machos, que mostro diferencias estadisticamente
significativas. El nimero de células positivas para Iba 1 para la interaccion del factor crianza
aumenté (p<0), mostrando gbst hocun incremento en el grupo SAM coespecto a su

grupo control SEM (p=0,009) (Grafico 7A). En la condicion de crianza no se encontraron
cambios significativos (NEM+NAM vs SEM+SAM, p=0.577) (Gréfico 7B).

Para las hembras se aplico la prueba Kruskal Wallis que mostré diferencias estaafiggicam
significativas en el factor vivienda aumentando el nimero de células positivas para lba 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) (Grafico 7A) vy
tampoco en el factor de crianza (NEH+NAH vs SEH+SAH, p=0.365) (Grafico 7B).

A NAc B NAc c WAa

Crianza

SAH SEH SAM SEM

s_|ba 1l

|

0 Valor p=0.826 Valor p=0.009 . Valor p=0.365 Valor p=0.577 ) Valor p=0.035 Valor p=0.195

positiva

N_Células

Grafico 7. Expresi- n de dulas positivas para Iba 1 en NAcComparacion de medias + sobre NAc.Interacciéon Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianzaC. Factor vivenda.NEH (No separadaEst@ndar Hembras; n=8NAH (No separadas\. enriquecide
Hembras; n=8)SEH (Separada&st€ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#é.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
EsndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriqiecidoMachos; n=8);SEH (Separadag&s®ndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

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

para Iba-1 en el Hipocampo

Para ientificar la presencia de microglias reactivas se evalué el nimero de células positivas
para Iba 1 en el subcampo CAl, CA2, CA3y Giro dentado (GD).
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Imagen 5. Im&genes representativas de la expresion de Iba 1 en Hipocamp&H (No separadeg&standar hembrasNEM (No
separadogstandar machos)AH (No separadesmbiente enriquecido hembrad)AM (No separadegmbiente enriguecido machos).
SEH (Separadofstandar hembrasSEM (Separadofstandar machosSAH (Separadog\mbiente enriquecido hembrasSAM
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(Separadeg\mbiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento éptico de 10X, cortes de 25um.

El ANOVA realizado para CA1 mostré unas diferencias estadisticamente significativas en
el nimero de células positivas para Iba tapas siguientes factores. En hembras, la
interaccion del factor crianza:vivienda no presentd cambios significativos (p=C885.

hoc grupo SA vs SE, p=0.285) (Grafico 8A). El factor de crianza evidencié diferencias
significativas (p=0.000), sin embargen elpost hocel grupo de separacion materna que
interactla 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 hog¢el grupode No separado que interactla con etiquecido no presenté cambios
(p=0.416) (Gréfico 8C). En machos, la interaccion entre el factor de crianza:vivienda no
tuvo cambios significativos (p=0.097) (Grafico 8A), pero el factor de crianza si tuvo
diferencas significativas (p=0.020) y en pbst hocde la interaccién de los factores
crianza:vivienda, el grupo SEM vs NEH disminuyé significativamente el nimero de células
(p=0.030) (Grafico 8B). El factor vivienda tampoco tuvo cambios significativos (p=0.0971)
(Grafico 8C).
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Valor p=0.285 Valor p=0.655 Valor p=0.000 Valor p=0.020 Valor p=0.035 Valor p=0.941

Grafico 8. Expresi- n de dulas positivas para Iba 1 en CA1Comparacién de medias + sobre CAl.Interaccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separada&s@ndar Hembras; n=8NAH (No sepaadas A. enriquecide
Hembras; n=8);SEH (Separadag&s@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s@ndar Hembras; n=8),SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

El ANOVA realizado para CA2 en hembras no mostré diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de células positivas para lba 1 en la interaccion de los factores

crianza:vivienda (p=0.102) (Gréfico 9A), el factor crianza (p=0.060) (Grafico 3&jtgr
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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) (Gréafico 9B) y el factor vivienda (p=0.109) (Gréfico 9C).
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Valor p=1 Valor p=0.928 Valor p=0.060 Valor p=0.232 Valor p=0.102 Valor p=0.109

Gréfico 9. Expresi- n de @Bulas positivas para Iba 1 en CA2Comparacion de medias + sobre CA2 Interaccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaEs@ndar Hembras; n=8NAH (No separadas\. enriquecide
Hembras; n=8);SEH (Separada&s®@ndar Hembras; n=8);SAH (Separadas.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8),SEM
(Separadag&st&ndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

El Kruskal Wallis realizado para CA3 mostr6 unas diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de células positivas para Iba 1 para los siguientes factores. Para
la interaccid 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) (Grafico 10A).
Para el factor de crianza el grupo Separados disminuyé significativamente el nimero de
cdulas 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) (Gréafico 10C). En machos, en ninguno de los factores se presentaron cambios
eshdisticamente significativos, ni en la interaccidn entre los factores crianza:vivienda (SAM
vs SEM, p=0.534) (Gréfico 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)
(Grafico 10C).
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Gréafico 10. Expresi n de cBulas positivas para Iba 1 en Hipocampo CA3Comparacién de medias + sobre CA3Interaccion Factor
de crianza vs viviend® Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separada&sindar Hembras; n=8NAH (No separadasA.
enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separadag&st@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&stndarMachos; n=8)NAM (No separades. enriquecideMachos; n=8)SEH (Separada&stndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

El ANOVA aplicado para el &rea GD mostr6 unas diferencias estadisticamente gigagfica

del nimero 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)
(Gréfico 11A), el factor crianza presento cambios significativos (p=0.0é3obstante en

el Post hoadel grupo No separados que interactia con el A.estandar respecto a su control
no tuvo cambios significativos (SEH vs NEH, p:0.973) (Gréafico 11B). El factor de vivienda
también presenté cambios significativos (F=9.508, p=0.9@&%) elPost hoc, efyrupo No
separado que interactia con el A.enriquecido respecto a su control disminuyo
significativamente el nimero de microglias (NAH vs NEH, p:0.015) (Grafico 11C). En los
machos, no se presentaron cambios estadisticamente sigyificat la interaccion de los
factores de crianza:vivienda (p: 0.407) (Grafico 11A), pero si en el factor de crianza
(p=0.026), sin embargo, en pbst hoccuando se observa la interaccion entre el grupo
Separados con A. estandar respecto a su grupo kamirese evidencian cambios
significativos (p=0.712) (Gréafico 11B). En el factor vivienda tampoco se encontraron

cambios significativos (p=0.166) (Grafico 11C).
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Grafico 11. Exprest n de cdulas positivas para Iba 1 en Hipocampo GDComparacion de mediassobre GDA. Interacciéon Factor
de crianza vs viviend® Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separada&stndar Hembras; n=8NAH (No separadasA.
enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separada&s@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecidc Hembras; n=8)NEM (No
separada&stndarMachos; n=8)NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8)SEH (Separada&stndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8) SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

7.2.4 El AEposterior a la SMDL no afecta el nUmero de células positivas

para Iba-1 en la Amigdala

Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalu6 el numero de células positivas

para Iba 1 en los subcampos de la amigdala BLA (amigdala basolatetdt) (piBigdala

NAH SEH SAH

basolateral posterior).

NEH
h -
N -
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NEM NAM SEM SAM

Imagen 6: Imagenes representativas de la expresion de Iba 1 en la AmigddiEH (No separade&standar hembrasNEM (No
separado&standar machos)AH (No separadesmbiente enriquecido hembrab)AM (No separadegmbiente enriquecido machos).

SEH (Separadofstandar hembrasSEM (Separadogstandar machosSAH (Separadog®\mbiente enriquecido hembras}AM
(Separadog\mbiente enriquecido). Fotografias tomadas a un aumento éptico de 10X, cortes de 25um.

En el areaBLA (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.(G@&fico 12A) Tampoco en el factor
crianza (p=0.186]Grafico 12B) ni el factor vivienda (p=0.734)Gréafico 12C) Para los
machos, se realiz6 un ANOVA vy la interaccién entre los factores crianza:vivienda no
mostraron cambios significativos (p=0.576yafico 12A) Al ver los efectos en el factor de
crianza tampoco se encontré cambios significativos (p=0(Z@4jfico 12B) ni en el factor

vivienda (p=0.769}Gréfico 12C)
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Gréfico 12. Exprest n de cBulas positivas para Iba 1 en Hipocampo BLA Comparacion de mediassobre BLA.A. Interaccion
Factor de crianza vs viviend&Factor de crianz&. Factor viviendaNEH (No separadaks®@ndar Hembras; n=8NAH (No separadas
A. enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separada&stndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&stndarMachos; n=8)NAM (No separades. enriquecideMachos; n=8)SEH (Separada&stndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).
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En el area BLPor 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(Gréfico 13A), ni en el factor de crianza (p=0.33&rafico

13B). Enel factor vivienda si se evidencio un cambio significativo al disminuir el nimero
de células con respecto al grupo control que vivioé en condicion estandar (p£G.E8itp

13C) Para los machos, se realiz6 un ANOVA que no arrojo cambios significatidas en
interaccion de los factores crianza:vivienda (p=0.9%3afico 13A) factor de crianza
(p=0.306)(Grafico 13B)ni en el factor vivienda (p=0.98@%réafico 13C).
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Gréfico 13. Expresi n de cBulas positivas para Iba 1 en Hipocampo BLPComparacion dmedias + sobre BLFA. Interaccion Factor
de crianza vs viviend® Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separada&sindar Hembras; n=8NAH (No separadasA.
enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separadagstndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&s@8ndarMachos; n=8)NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8)SEH (Separada&st@ndar Hembras; n=8)SEM
(SeparadagstndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriqueido- Machos; n=8).

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

y PrL el nimero de células positivas para Ibdl
Para identificar la presencia de microglias reactivas se evalué el nimero de células positivas

para lba 1 enarteza cingulada anterior (Cg), corteza prelimbica (PrL) y corteza infralimbica

(IL).
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NEM NAM SEM

PrL

Imagen 7. Imagenes representativas de la expresion de Iba 1 en la Corteza prefromallas areas Cg, PrL, INEH (No separades
Estandar hembrad)lEM (No separade&standar machosNAH (No separadegmbiente enriquecido hembra$)AM (No separades
Ambiente enriquecido machosJEH (Separadog&standar hembraSEM (Separado&standar machospAH (Separadegmbiente
enriquecido hembraspAM (Separado®\mbiente enrigecido). Fotografias tomadas a un aumento 6ptico de 10X, cortes de 25um.

Para el area Cg, se realiz6 en hembras un ANOVA que no mostré diferencias
estadisticamente significativas en el numero de células positivas para Iba 1 en hembras para
los siguientes factores: interaccion entre los factores crianza:vivienda (p=Pds24pc
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grupo SA vs SE, F=4.651, p=0.355) (Grafico 14A), factor de crianza (p=0.154) (Grafico
14B), factor de vivienda (=0.440) (Grafico 14C). En machos, se aplico la prueba Kruskal
Wallis y tampoco se encontraron cambios significativos en el nUmero de ¢e&sitgas
paralba 1 en ninguno de los factores: interaccion de los factores crianza:vivienda (p=0.958)
(Gréfico 149), factor de crianza (p=0.064) (Grafico 14B), factor vivienda (p=0.151) (Gréfico
14C).
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Gréfico 14. Exprest n de @dulas positivas paralba 1 en Hipocampo Cg Comparacion de medias + sobre &glnteraccion Factor
de crianza vs viviend® Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadag&s@ndar Hembras; n=8NAH (No separadasA.
enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separadagstndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&s@ndarMachos; n=8)NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8)SEH (Separada&st@ndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8) SAM (Separada#.erriquecide Machos; n=8).

Para el area IL, se realizé6 un ANOVA para hembras y machos encontrando diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de células positivas para Iba 1 para los
siguientes factores. En Hembras, la interaccion entfadtares crianza:vivienda, presento

una disminucion significativo en el nimero de células (p=0.002; post hoc cambios
significativos en el grupo SAM con respecto a su grupo control SEM (p=0,013) (Grafico
15A). En el factor crianza se presentaron cambiosifggtivos (p=0,003), pero al
interactuar la separacion materna con un ambiente estandar 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=.0.2{@}afico 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) (Grafico

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

cambios significativos (p=02b) (Grafico 15C).
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Gréfico 15. Exprest n de cdulas positivas para Iba 1 en Hipocampo ILComparacion de medias + sobre AL.Interaccion Factor de
crianza vs viviendaB Factor de crianzeC. Factor viviendaNEH (No separadaks@ndar Hembras; n=8NAH (No separadasA.
enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separada&s@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&stndarMachos; n=8)NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8)SEH (Separada&st@ndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

Para el area PrL, se realiz6 un ANOVA para hembras y machos encontrando diferencias
estadisticamente significativas en el nimero 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 naoghiosen

el grupo SAM con respecto a su grupo control SEM (p=0,077) (Grafico 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 ambiedia e® se
muestran cambios significativos (p=0.977) (Grafico 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
crianzavivienda (p=0.175) (Grafico 16A), factor de crianza (p=0.069) (Grafico 16B) ni en
el factor vivienda (p= 0.657) (Gréfico 16C).
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Gréafico 16. Expresi n de c8ulas positivas para Iba 1 en Hipocampo PrLComparacién de medias + sobre PALInteraccion Facr
de crianza vs viviend® Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separada&sindar Hembras; n=8NAH (No separadasA.
enriquecide Hembras; n=8)SEH (Separada&s@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No
separada&sttndarMachos; n=8)NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8)SEH (Separada&stndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

7.3 Resultados morfologia células positivas patha-1

Para identificar las variaciones morfologicas de la microglia se realiz6 un analisis
morfoldgico 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 mostr6 una disminucion
estadisticamente significativa en la longitud de ramas (ANOVA, 850 Post hoc grupo

SA vs SE p=0.033y No de puntos de ramas (ANOVA, p=0.079; no obstante el Post hoc
del grupo SA vs SE fue significativo p=0.03&rafico 17B) Los factores de crianza y
vivienda por si solos no tuvieron efectos significativos sobredaables morfoldgicas
estudiadagGrafico 17B y C) En los machos, la interaccion de los factores crianza:vivienda
mostré una disminucidn estadisticamente significativa en la longitud de ramas (KW grupo
SA vs SE, p=0.016) y en el No de puntos de ramaO¥A, 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 estudi@dsico 17B y
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Grafico 17. Evaluaci n morfol - gica de la microglia en VTA.Comparacion de medias + sobre VPAInteraccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianz&C. Factor viviendaNEH (No separadaks@ndar Hembras; n=8NAH (No separadad\. enriquecide
Hembras; n=8);SEH (Separadag&s®@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8) SAM (Separada#.enriquecide 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 mostré6 un aumento
estadisticamente significab 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) ePost hode la interaccion del grupo SA vs SE no fueron significativos p=0.965)
(Grafico 18A) En el factor de crianza, se encontré una disminucion significativa para la
longitud de las ramas (KW, p=0.03Grafico 18B)y en el ANOVA del factor vivienda se
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presenté una disminucion del tamafio del soma (p=0R22,hog=0.004) y en el No de
ramasprimarias (p=0.004Post hocp=0.004) (Grafico 18C) Las demas caracteristicas
morfologicas estudiados no tuvieron efectos significativos. En los machos, la interaccion de
los factores crianza:vivienda no mostr6 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)
(Grafico 18A)
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Grafico 18. Evaluaci n morfol- gica de la microglia en NAcComparacion de medias + sobre NAc.Interaccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianz&C. Factor viviendaNEH (No separadaks@ndar Hembras; n=8NAH (No separadad\. enriquecide
Hembras; n=8);SEH (Separada&s@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
EsndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separadas.enriquecide Machos; n=8).
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7.3.3 El 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
morfolégicas del factor de interaccion crianza:viviei@aafico 19A) crianza(Gréafico

19B)y vivienda(Grafico 19C)en hembras como en machos. El Gnico resultado encontrado
fue el aumento de la longitud de ramas en @bfade crianza en hembras (KW, p=0.049)
(Grafico 19B)
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Grafico 19. Evaluaci n morfol - gica de la microglia en CA1Comparaciéon de medias + sobre CAl Interaccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianz&C. Factor viviendaNEH (No separadaks@ndar Hembras; n=8NAH (No separadad\. enriquecide
Hembras; n=8);SEH (Separada&s®@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8),SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).
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En el area CA2 sé6lo se encontraron dos cambios estadisticamente significativos. En hembras

disminuy6 el No de ramas primarias en el factor de vivienda (ANOVA, p=0.120, pero en el

Post hoc el grupo de interaccilith vs NE tuvo un valor p=0.00Gréfico 20G. En machos
aumento el tamafio del soma (ANOVA, p=0.0R6st hog=0.012)(Grafico 20C)
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Gréfico 20. Evaluaci n morfol- gica de la microglia en CA2Comparaciéon de medias + sobre CA2 Interaccion Factor de crianza

vs viviendaB Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaEs@ndar Hembras; n=8NAH (No separadad\. enriquecide

Hembras; n=8)SEH (Separada&s®@ndar Hembras; n=8);SAH (Separadas.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es®ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8)SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

En el area CA3 sélo se encontré 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 interaccioA Ms NE fue significativo, p=0.022)Grafico 21A)

En los demas factores no se encontraron variables morfolégicas con cambios significativos

y tampoco se evidenciaron estos en los ma@Bo&ico 21B y C)
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Gréfico 21. Evaluaci n morfol - gica de la micioglia en CA3.Comparacion de medias + sobre CA3.Interaccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaEs@ndar Hembras; n=8NAH (No separadad\. enriquecide
Hembras; n=8)SEH (Separadag&s®@ndar Hembras; n=8);SAH (Separadas.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8),SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecid- Machos; n=8).
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En el area GD solo se encontré 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=0.08prafico 22C) En los machos spresentaron 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 cambiasgnificativos.
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Gréfico 22. Evaluaci- n morfol- gica de la microglia en GDComparacion de medias + sobre GD.Interaccion Factor de
crianza vs viviendaB Factor de crianzeC. Factor viviendaNEH (No separadaks@ndar Hembras; n=8NAH (No
separadasA. enriquecide Hembrasn=8); SEH (Separada&s@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide
Hembras; n=8)NEM (No separada&s&ndarMachos; n=8)NAM (No separadesA. enriqguecideMachos; n=8)SEH
(Separada&stndar Hembras; n=8),SEM (Separada&s®ndarMachos; n=8); SAM (Separada#.enriquecide
Machos; n=8).

7.3.4 El AE posterior a la SMDL gener6 cambios en la Morfologia

microglial en la amigdala (A)

En BLA sdlo se encordronen hembras cambios estadisticamente significatine| factor
crianza. El tarafio del soma dismingy(ANOVA p=0.039, Post hoc grupo SE VS NE,
p=0.049), asi como, eliMnerode puntos de ramas (KW, p=0.0q&rafico 23B) En los
machos so6lo se presentdé un cambio significativo en el factor crianza, al aumentar

significativamente el No de ramas primarias (KW, p=0.qG3#fico 23B). En los demas
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factores o variables morfoldgicas, no se encontraron cambios significativos.
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Gréfico 23. Evaluaci n morfol - gica de la microglia en BLA.Comparacion de medias + sobre BLA.Interaccion Factor de crianza
vs viviendaB Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separada&sindar Hembras; n=8NAH (No separada®\. enriqueido-
Hembras; n=8)SEH (Separada&s®@ndar Hembras; n=8);SAH (Separadas.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es€ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8),SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

En el area BLP solo se encontré6 en hembras cambios estadisticamente significativo en el
factor crianza. El tamafio del soma aumenté (KW p=0.043), el No de puntos de rama
(ANOVA, p=0.029, Pst 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=0.04G)afico 24B) En los demas
factores o variables morfolégicamntoen hembras como en machos no se encontraron

cambios significativos.
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Gréfico 24. Evaluaci n morfol- gica de la microglia en BLP Comparacion de medias + sobre BIA Interaccion Factor de crianza
vs vivienda B Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaks®@ndar Hembras; n=8NAH (No separadad\. enrique@o-
Hembras; n=8);SEH (Separadag&s®@ndar Hembras; n=8)SAH (Separada#.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es®@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8),SEM
(Separada&stndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide 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=0Ge&fico

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=0.0@®Grafico 25B) En machos, los cambios
estadisticam@e significativos se evidenciaron en la interaccion de los factores
crianza:vivienda, al disminuir el tamafio del soma (ANOVA, p=0.008, Post hoc del grupo
SA vs SE fue p=0.000)Grafico 25A) En el factor de crianza se presentaron cambios
significativos enas 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 ¢ SE fue p=0.000) y en la longitud de la rama (KW, p=0.0Bd3fico 25B) En

el factor vivienda sélo se presentd una disminuciéon en la longitud de las ramas (KW,
p=0.0199) Grafico 25C)
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Gréafico 25. Evaluaci n morfol- gica de la microglia en CgCompagcion de medias + sobre C4. Interaccién Factor de crianza vs
vivienda.B Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaEs®ndar Hembras; n=8NAH (No separadasA. enriquecide
Hembras; n=8)SEH (Separada&s®@ndar Hembras; n=8);SAH (SeparadasA.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
Es@ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriguecideMachos; n=8);SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8),SEM
(SeparadagstndarMachos; n=8)SAM (Separadag.enriquecide Machos; n=8).
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En el &rea IL se encontr6 en hembras cambios estadisticamente significativos. En la
interaccion entre los factores crianza:vivienda se presentd una disminucion en el tamafio del
soma (ANOVA, p=0.097, no obstant# analisisPost hoc del grupo SA vs SE fue p=0.007)
(Grafico 26A) En el factor de crianzafluye en elaument el tamafio del soma (ANOVA,
p=0.042, Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0.028) unaumentadel nimero de puntos

de rama (ANOVA, p=0.006, Post hoc delpo SA vs SE fue p=0.03{préafico 26B)

En los machos también se evidenciaron cambios estadisticamente significativos. En el factor
de interaccién crianza:vivienda disminuyo el tamafio del soma (KW grupo SAH vs SEH
p=0.012)(Grafico 26A) En el factor danza, en el grupo SE vs NE aumieek tamario del

soma (KW, p=0.001¢l No de puntos de ramas (ANOVA, p=0.041) y la longitud de las
ramas (KW, p=0.001)Gréfico 26B) En el factor de vivienda dismindyel No de ramas
primarias (ANOVA, p=0.003}Grafico 2€C). .
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Gréfico 26. Evaluaci n morfol- gica de la microglia en IL.Comparacion de medias + sobre A..Interaccién Factor de crianza vs
vivienda.B Factor de crianzaC. Factor viviendaNEH (No separadaks@ndar Hembras; n=8)\AH (No separadasA. enriquecide
Hembras; n=8)SEH (Separada&s®ndar Hembras; n=8);SAH (Separadas.enriquecide Hembras; n=8)NEM (No separadas
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Es€ndarMachos; n=8);NAM (No separadesA. enriquecideMachos; n=8);SEH (Separada&sndar Hembras; n=8)SEM
(SeparadsEsndarMachos; n=8)SAM (Separada#.enriquecide Machos; n=8).

En el area PrL se encontr6 en hembras cambios estadisticamente significativos. En la
interaccion de los factores crianza:vivienda se encontré 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=0.0G23fico 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
deramas (ANOVA, p=0.006, Post hoc del grupo SA vs SE fue p=0(&4jfico 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,
grupoSAH 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=q®8&if)co

27A). En el fator 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) Ya longitud de las ramas (ANOVA, p=0.004, Post hoc grupo SAH vs
SEH, p=0.000)Grafico 27B)
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NEM SEM

Figura 5. Dibujos represenativos de la microglia de los animales expuestos a la separacion materna y/o al enriquecimiento
ambienta. Cort es a 25 em, 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 cambio$ + Aumenta la expresiénambio |- disminuye la expresiénambio
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8. Discusion

0 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 sswe siendo las
hembras las que presentaron mayores niveles que los machos. Sin embargo, los resultados
posteriores a los tratamientos evidenciaron que la SMDL generé cambioswarchoss 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 afesighificativamente 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
exposicid a la SMDL, estas podrian no haberse afedadl@o a ge 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 d€BgjéAhora, Borgued\guilar,

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 emsbaggbe
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 nivelastamsterona por

una posible condicion de retroalimentacion 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 est® pleritaattanciasi

bien, en nuestro estudio las crias se expusieron a una SMBLed la mafiana ¥ en la
tarde,probablemente se ven afectadosnportamientogle la madre a la crtales como la

estimulacion tactjlposibilitando que sestuviera inhibiendo algunos cambios generados
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en el cerebro posterior a la SMPde hecho en un trabajo reportado Seymour Levine

en 2001en el queesumecomo las relaciones sociales iniciabes la madreinfluye en el
desarrollo del eje HHA, sefiala que la estimulacién téetilactancia maternay el contacto
pasivo,son importantes en la regulacion de este Ejeefecto, la estimulacion tactil se
incrementa una vez retornan las crias con su proganjta@ervirian para contrarrestar
posiblesalteraciones dadje (L31) La estimulacion tactil, se ve disminuidaeste protocolo

y se estaria promoviendo la respuesta suprarrenal para reducir la expresion de las hormonas

implicadas en la activacion del éf¢HA (132).

Otro factor que puede incidir es la respuesta del eje hipotdigbisis gonadal, el cual

tiene una relaciéon directa con el HHAdgsde la vida temprana hasta la edad adulta puede
afectato diferencialmentesegun el sexo, si bien se ha emcado que las ratas hembras son

las que muestran una respuesta mas fuerte del, ldétAo sucedid en este estudjoacias

a los niveles de estradiol circulantes que elevan los niveles de la corticosterona durante
factores estresante; posterior a la SMD4 hiveles de corticosterona disminuyeron en las
hembras méas que en los machos y esto pesitéa influenciado por neuronas hipotalamicas

gue quizas expresaron mayores receptores de hormonas gonadales regulando asi el eje HHA
(136.

Por otra parte, el AEnenuestro estudio que implicé la exposicion continua durante 15 dias

de estimulos fisicos, sociales y sensoriales si género efectos en las hembras disminuyendo
la concentracion de corticosteronarobablementactuando como un modelo de estrés (2,

50). Eneste 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 seienostro q
el AE propicia unalisminucion 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 conéridlugumento dela excitabilidad

de la dopamind&DA), como lo sugieren Douma y de KldéR1),quienes sugieren que un
estresor cronico disminuye la actividad del circuito VDA, actuando como un mecanismo

de adaptacién de retroalimentacién a la baja que evitariaestapuexageradas 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).

0 Efectosde 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 (CA1 en machos, CA3 en hembras) y
corteza prefrontal (IL en machos), areas relacionadasel sistema de recompensa. En
cuanto al factor de vivienda, el AE, disminuy6 el nUmerendeoglias,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 dismirtugl 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 afos
de vida han encontrado denera general un aumento en el nimero 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
disminucion 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 evidencio en areas especificas como el VTA, NAc, HIP (CAl y CA3) el subérea IL de la
CPF. Btos 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 progresion del ciclo celulanffdaacion

de la migraciéon celular, la disminucién 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 (L& @nterior podria sugerir

gue la SMDL afectaria de manera perjudicial la maduracién normal de las microglias,

principalmente en el VTA, NAc, seguido de algunas subéreas del HIP.y CPF
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En cuanto a los efectos del AE posterior a la SMDL, se evidencié una disminucion del
namero de microglias por debajo de los numeros 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 setprs nuestro

estudio en las areas mencionadas, podria estar influenciada por las caracteristicas del AE
empleado; el modelo implementado, que se construyd con base en otros estudios (52) y
teniendo en cuenta los elementos que habian funcionado, tasebi@nacterizd por estar
presente tiempo completo durante 15 dias y es posible que este paradigma sea mas estresante
gue aguellos que usan medio tiempo (119), sin embargo, no observamos ninguna diferencia
entre los niveles de corticosterona entre SMDL yqAieé nos dijera que este AE fue més
estresante, pero, si podriamos plantear que sus efectos fueron similares a la disminucion
encontrada en el factor de crianza de SMDL reforzando este tratamiento como un modelo

de estrés que podria estar actuando conteqion.

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 mowéidadotras areas

del cerebro que se vieron afectadas por el estrés por SMDL o por(&#BAE

0 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 decrianza de SMDL no generé efectos en los parametros estudiados de
la morfologia microglial en ningln sexo. Por el contrario, el AE por si solo disminuy6 el
namero de ramas primarias y la longitud de la rama en machos y el factor de interaccion del
AE poserior 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
disminuy06 el tamafio del soma sélo en hembras y el factor de AE disminuy6 el nUmero de

ramas prinarias 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 crianz&MDL, en CA1 aumentd la longitud de las ramas en hembras. El factor de
vivendaAE aument6 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 ultima el
No de puntos de rama. El factor de interaccién AE posterior a la SMDL, no generd ningun
canbios en las variables morfoldgicas. En la amigdala, el factor de SMDL en BLA aumento
el tamafio del somay el No de puntos de rama en hembras y esta Ultima también en machos,
BLP presento cambios so6lo en hembras al aumentar el tamafio del soma, el Nogldepunt
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 aumenté el tamafio del soma, el No de ramas primarias en mathusde

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 interaccion AE posterior a la SMDL
disminuyo el tamafio del soma en ambos sexos respecto a su control; dadioretie

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 sélo disminuyo el No de ramas primarias en
machos y el factor de interaccion AE posterior a la SMDL disminuyangafio del soma

en ambos sexos. En PrL, el factor de cria®¥#DL aumento el tamafio del soma y el
namero de ramas primarias en machos y el No de puntos de rama y la longitud de la rama
en ambos sexos; el factor de viviera no generé efectos y la ingacion 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 propiedadegrinsecas distintas que se adquieren durante su maduracién o
funcion dentro del SNC (113), en este estudio encontramos que en la SMDL sola se
identifican mas células con una morfologia ramificada (Tipo | a Ill) caracterizada por un
aumento significativeen 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 | a Ill) en ningan sexo,

De acuerdaon 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
Afactivadoo tipo IV a V y esto estarza en ¢
gue la expsicidn a estos tratamientos generaria primordialmente un fenotipo ramificado

COMoO una respuesta adaptativa a entornos estresantes al principio de la vida (119). Por otro

| ado, durante | a Aactivaci -no (Fenmwmrndepo | V
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 pdantea
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 gqoéivar 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 deareteptativa 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
informacion emocional. Por el contrario, en la amigdala sedantado 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 alteracidn en el sistema deomapensa 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 funcién de la discusion planteada anteriormente, en lacgpene que el estrés cronico

por SMDL y 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 dngassensibles 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 netvioso

A partir de este trabajo surgen varias hipétesis y preguntas interesantes que se podrian
resolver con nuevas investigaciones, en las que se contemple el estudio de los posibles
factores que estarian implicados en los resultados obtenidos. Identigardaion de los

los receptores dopaminérgicos y glucocorticoides en las areas del sistema de recompensa.
Registrar la concentracién de corticosterona en diferentes edades postnatales como el DP
14, para conocer el impacto que pueden tener otros faderetesarrollo. 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 quencatiang 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
presentapara 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 presuugesto

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 repuesta negativa, sino que, podria ser una respuesta adaptativa fisiolégica para
garantizar un adecuado funcionamiento neuronal durante la exposicion a una situacion que
demanda durante un largo tiempo la activacion y respuesta del sistema nerviose. &lunqu

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 morfolégicas
ramificadas (tamafio del soma, No. puntos de rama, Longitud de la rama) lpleizse
presentado, y el factor de AE mostré tener efectos a nivel de la expresion de la microglia
disminuyendo su numero en é&reas 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 pudien in

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 intervencién (AE), los cuales pueden generar cambios adaptativosdaptativos
dependiendo de la region estudiada, las células gliales implicadas, el tipo de microglias, el

sexo, entre otros.

El estudio de los efectos de modelos de intervencién como el ambiente enriquecido posterior

a eventos estresores como la sepanatiaterna, son mas complejos de lo propuesto en este
trabajo y esto lo hace mas cautivador, posiblemente, por eso cada vez se encuentren mas
investigaciones interesadas en identificar los efectos que tienen las experiencias estresantes
cronicas como la pabza, 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

91



cudles son los efectos que tienen diferentes eventos especificos de estrés en el cerebro en
diferentes momentos del desarrollo. Asi mismo, se requiere impulsar &igacedn

clinica para verificar y confirmar la relevancia de este fendmeno en los seres humanos que
permitan dilucidar el funcionamiento cerebral ante estos eventos, con el propdsito de disefiar
planes de prevencion e intervencion antes que se desapsitepatologias y que permitan

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

Anexo 1. Tabla resumen Andlisis estadistico

Cambios de expresién:no hay cambios+ Aumenta la expresiénambio | disminuye la expresiénambio
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