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RESUMEN

La interaccion madre-hijo es importante para el desarrollo del sistema nervioso
central. La ausencia de cuidados maternos en el periodo posnatal puede causar
alteraciones en la morfologia dendritica en modelos animales de laboratorio (ratas,
primates no humanos) adultos, pero este hecho no ha sido estudiado en ratas al
14 DPN. El modelo mas utilizado es el de Separacion Maternal Parcial en la rata
(SMP), el cual consiste en separar a las crias de su madre durante varias horas al
dia (3,6,24) durante el periodo hiporesponsivo al estrés (2-14 dias postnatales;
DPN). Se ha encontrado en ratas adultas que sufrieron SPM una disminucion en la
arborizacion dendritica (menor longitud de dendritas, menor espinas dendriticas,
etc) en la corteza prefrontal, hipocampo ventral, nicleo Acumbens, entre otros. Sin
embargo, el modelo de SMP causa estrés cronico temprano, lo cual hace que la
interpretacion de los resultados sea ambigua. Por otro lado, se desconoce en qué
etapa del desarrollo temprano ocurren los cambios a nivel dendritico en las areas
afectadas, por ello se plante6 el siguiente objetivo. Objetivo. Explorar la
participacion de la experiencia sensorial y social, a través de la separacion
maternal total y crianza artificial, durante el dia posnatal 14 (dia en que termina el
periodo hiporesponsivo al estrés) sobre la modificacion de la citoarquitectura de
las neuronas del hipocampo y corteza media prefrontal. Método. Crias ratas
(n=24) de 4 DPN, fueron sometidas al sistema de separacion materna y crianza
artificial hasta el DPN 14.Se formaron los siguientes grupos de trabajo: 1) Aislado
(CA; n=8), 2) Aislado estimulacion corporal (CA-Corporal; n=8) y 3) Criado por su
madre (CM; n=8). Al 14 DPN se sacrificaron y se continuo con el procedimiento de
la técnica de Golgi-Cox y andlisis de Sholl. Se determino longitud dendritica total,
arborizacion dendritica, nimero maximo de orden y densidad de espinas
dendriticas. Resultados. Los datos de Hipocampo ventral, corteza media
prefrontal capa Ill y V, no muestran diferencias significativas entre los grupos.
Conclusion. La separacion materna total y crianza artificial al 14 DPN no
modifica la citoarquitectura de las neuronas en Hipocampo ventral y Corteza

media prefrontal capa lll y V.




1. INTRODUCCION
Los primeros contactos del nifio o nifia con sus padres son fundamentales para
establecer un vinculo, asi como interactuar con el mundo, lo que lo favorece. El
recién nacido busca la interaccion con la madre. El busca y espera una respuesta
a sus acciones. Si el nifio o nifla no tiene respuesta, se inhibe y deja de
comunicarse. (Bowlby, 1954).
El entorno postnatal es objeto de gran cantidad de estudios debido a la amplia y
creciente literatura que indica que las experiencias durante la vida temprana
pueden ser la causa de gran diversidad de alteraciones. En los roedores, como en
la mayoria de los mamiferos, el habitat postnatal de las crias est4 determinado
principalmente por la madre (Colorado R., 2006).
Los estudios de privacion materna iniciados por Harlow y sus colegas en la
década de 1950 fueron motivados por los tipos de "extrafios" y devastadores de
comportamientos observados entre los huérfanos institucionalizados de Europa
occidental y Gran Bretafia después de la Segunda Guerra Mundial
(Bowlby, 1951).
Diversos estudios clinicos y preclinicos recientes han mostrado que la negligencia
o desatencion materna puede interferir seriamente con el desarrollo
socioemocional del nifio, tornandolo vulnerable a sufrir trastornos psiquiatricos
futuros (Poehlmann y cols., 2011).Se han realizado muchos estudios sobre los
efectos de la etapa infantil que repercuten en la edad adulta, pero aun se tienen

muchas dudas por resolver.

2. ANTECEDENTES
John Bowlby realizé en 1944 un estudio sobre delincuentes juveniles y descubrid
que un rasgo comun en sus historias era una carencia de atencion materna y de
afecto. En 1950 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) le encomendd que
redactara un informe sobre la salud mental de los nifios, que aparecié en 1951
bajo el titulo cuidados maternos y salud mental. En él, tras revisar los estudios
existentes, llegdé a la siguiente conclusion: “Consideramos esencial para la salud
mental que el bebé y el nifio pequefio experimenten una relacion calida, intima y
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continuada con la madre (0 sustituto materno permanente) en la que ambos hallen
satisfaccion y goce”.

Uno de los grupos de investigacion mas productivos sobre los mecanismos
epigenéticos en el periodo postnatal es el encabezado por Michael Meaney.
Desde el afio 1988, dirige en la Universidad de McGill un grupo que trabaja, entre
otras lineas, en el mecanismo por el cual la conducta materna, en ratas, afecta la
respuesta al estrés de sus crias. Este estudio mostré que las crias de ratas muy
cuidadas, presentaban un elevado nivel del receptor de glucocorticoides en
hipotalamico y I6bulo frontal y ello terminaba traduciéndose en un menor nivel de
factor liberador de corticotrofina en el hipotdlamo, es decir, una menor respuesta
endocrina al estrés (Kappeler y Meaney, 2010).

El profesor Ted Schaeffer fue uno de los primeros cientificos en proponer que la
experiencia adquirida durante la infancia modificaba la respuesta al estrés en la
etapa adulta. Durante este periodo las crias tienen una intensa interaccién con su
madre, a través de la conducta que ella despliega hacia ellas. En 1974, Fleming y
Rosenblatt propusieron que la aversidon/atraccion hacia las crias dependia del
sistema olfatorio, principal y accesorio. Ellos mostraron que la anosmia total
causada por la remocion de los bulbos olfatorios o periféricos por la aplicaciéon de
sulfato de zinc al epitelio olfatorio, reducia en las madres la percepcién de olores y
disminuia el tiempo dedicado al lamido de las crias. Ademas, se ha propuesto la
existencia de un circuito neural que regula la conducta maternal (“circuito
maternal®), en el que se incluye al sistema olfatorio principal y accesorio, sus
proyecciones hacia el sistema limbico, como la amigdala, el ndcleo accumbens y
la corteza prefrontal, el nucleo “cama” de la estria terminal, el septum y el area
predptica media. Para evaluar la participacion de los factores (sefiales o
estimulos) que participan durante el periodo posnatal sobre el desarrollo de las
crias se ha utilizado desde hace algunos afos el paradigma experimental de
“separacion maternal” disefiado por el Dr. Ted Schaeffer. Asi, las crias separadas
del nido y criadas dentro de un sistema de crianza artificial han sido estudiadas,
los resultados sugieren la participacién de factores epigenéticos provenientes de la

madre (hormonas, estimulos sensoriales) y de los compafieros de camada
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(sensoriales y sociales) durante el periodo posnatal en el desarrollo de los
sistemas neurales que regulan la expresion de la conducta maternal, la agresion
maternal, el aprendizaje social, la atencion y la respuesta al estrés (Melo y
Fleming, 2006). Se ha mostrado que ratas que fueron separadas de su madre y
de sus hermanos de camada, y criadas artificialmente, muestran mayor agresion
ofensiva (no gestantes) y maternal (Melo y cols., 2006). Esta interaccion materna
influye en el desarrollo del comportamiento en la descendencia. Curiosamente, la
cantidad de aseo materna proporcionada a los cachorros parece que tiene un
papel importante en el desarrollo de dimorfismo sexual; cachorros machos reciben
mas estimulacién maternal de la regiébn anogenital que las mujeres (Moore y
Morelli, 1979). Esta diferencia de sexo depende de la exposicion hormonal
gonadal de la cria. Se sabe que es la presencia de una hormona prepucial la que
genera que la madre emplee un mayor tiempo en la ejecucion de lamido perineal
ya que al extirpar la glandula prepucial o si a las hembras se les unta extracto de
glandula masculina en la regidon perineal, este dimorfismo sexual desaparece
(Moore, 1982). Como se podra deducir tanto machos como hembras poseen esta
glandula (en ambos conectada al tracto uretral) y en ambos existe la presencia de
Dodecil propionato, una hormona que es efectiva en inducir el aseo de la region
perineal de las crias. Se cree que los machos contiene mayor cantidad de esta
hormona y que la testosterona y/o metabolito regula esta diferencia en la cantidad
de estimulos perineales que la madre provee a las crias de acuerdo a su sexo
(Moore, 1988).

Ahora se sabe segun Champagne y cols. (2007), que el cuidado materno (por
ejemplo, conducta materna de lamido) en rata durante la infancia, influye a largo
plazo en las respuestas ante el estrés y en procesos sociales, emocionales y
cognitivos de las crias. Se encontré que el arbol dendritico es més corto y hay
menor densidad de espinas dendriticas en neuronas del hipocampo CAl de las
crias adultas con bajo cuidado materno con respecto a las que si tienen cuidado
materno adecuado. Estos resultados sugieren que los cuidados maternos pueden
alterar, a largo plazo, el funcionamiento cognitivo 6ptimo. En un trabajo de tesis de

pregrado encontraron cambios morfoldégicos en neuronas piramidales de la capa
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tres de la corteza media prefrontal y de la region CA1 del hipocampo debidos a la
privacion materna parcial del DPN 1 al DNP14, el cual utiliza dos grupos de crias
de rata, uno denominado privacion materna (PM) y otro control (C) donde se les
separa de la madre desde DP1 hasta DP5 por una horay de DP6 a DP14 durante
dos horas diarias (Sanchez, 2008), el cual sugiere que este protocolo de PM
utilizado causa una interferencia suficientemente grande entre la madre y las crias
como para provocar alteraciones en el neurodesarrollo normal de ellas.

Un estudio piloto en ratas juveniles que fueron criadas en un modelo animal de
privacion materna a través de la crianza artificial (CA). Algunas de las
investigaciones se encuentran los efectos del aislamiento social sobre la
morfologia neuronal de corteza prefrontal, nicleo accumbens e hipocampo en
etapas criticas del desarrollo en la rata Sprague Dawley. Se detecté que el dafio
provocado por el aislamiento social es mas severo si es aplicado en etapas
tempranas del desarrollo, por la tendencia de un mayor dafo en las ratas aisladas
en etapa de juego (Martinez, 2009). El efecto de la crianza artificial al DP 7 sobre
la morfologia del NAcc y ABL en la rata, en el NAcc, el aislamiento no causo6
cambios significativos en la arborizacion dendritica, en la ABL, el aislamiento
incrementd la arborizacién, el numero de orden y longitud dendritica en
comparacion con el grupo control, la estimulacion tactil previno algunos efectos del
aislamiento (Sanchez, 2016). En un estudio de la crianza materna favorece el
desarrollo neuronal en la rata al dia 21 posnatal en Hipocampo dorsal y ventral
concluye que la estimulacion tactil corporal aplicada en la crianza artificial en ratas
macho sometidas al aislamiento socio-materno durante los dias postnatales 4-21

previene el efecto del aislamiento (Arellano, 2016).

3. MARCO TEORICO

3.1PERIODO POSNATAL
Numerosos estudios demuestran que distintos estimulos durante las primeras
semanas de vida influyen en el desarrollo del sistema nervioso central (SNC)

causando persistentes alteraciones en una amplia variedad de procesos
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conductuales vy fisioldgicos en la etapa adulta (Flores y cols., 1996; Hsu y cols.,
2003; Colorado y cols. 2006)

La madre y la cria dependen de las experiencias somatosensoriales de la madre
en su relacidn con la cria, experiencias que estimulan la produccién de oxitocina y
opioides enddgenos, que facilitan los fenomenos de plasticidad neuronal (Forero,
2005).

Durante los primeros 10-14 dias de vida, las crias de los roedores (ratas, ratones)
se mantienen juntas a través de movimientos de amontonamiento para preservar
la temperatura corporal (termorregulacion conductual), debido a que ellas aun no
pueden regular su temperatura corporal. Es asi como se proporciona calor y el
aislamiento de todos sus miembros activos (Alberts, 1978).

La respuesta a estresores en la adultez depende de la predisposicion genética y
de la historia de vida particularmente en etapas tempranas. Esto determina si un
organismo sera resistente a estresores. Individuos vulnerables pueden tener
cambios en la expresion de receptores de corticosteroides, atrofia de las células
hipocampales, neurogénesis reducida, alteracion en las vias monoaminérgicas,
menor plasticidad sinaptica y dafio en la habilidad de aprender, llevando a un

estado patoldgico (De Kloet y cols. 2005).

3.2CONDUCTA MATERNA
La conducta materna (CM) consiste en la expresion de una serie de patrones
motores y eventos somato-sensoriales por parte de la madre durante la gestacion,
el parto y la lactancia. Esto con la finalidad de proveer de nutrientes, proteccion,
calor y los estimulos sensoriales (estimulos tactiles, auditivos y odoriferos),
hormonales (a través de la leche materna) y sociales (interaccion madre-hijos y
entre los hermanos) necesarios para el crecimiento, desarrollo y maduracion de la
progenie. Incluso, en especies que viven en grupos sociales estables, la madre
favorece el establecimiento de las posiciones sociales de la progenie dentro de la
comunidad. De manera reciproca, la progenie provee a la madre de los estimulos
sensoriales; tactiles, succioén, odoriferos, visuales y sociales indispensables para el

establecimiento y mantenimiento de la CM post-parto (Fig. 1; Melo y cols., 2013).
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Nutricion Estimulos de la succion
Estimulos tactiles Estimulos Auditivos
Estimulos Odoriferos Estimulos Visuales
Estimulos Sociales Estimulos odoriferos

Hormonas y factores bioactivos

Figura 1. Interaccion madre-hijos.

Durante la interacciébn madre-hijos existe un intercambio de sefales (estimulos)
entre la madre y la progenie. Como se puede observar, la madre provee a las
crias (progenie o hijos) de nutrientes y de estimulos sensoriales, hormonales y
sociales necesarios para su crecimiento y desarrollo. La otra parte de la diada; las
crias, corresponden con la emision de sefiales sensoriales y sociales. De tal
manera que este intercambio se vuelve en un ciclo (Tomado de Melo y cols.,
2013).

El amamantamiento es sin duda, el componente conductual mas importante de la
CM de todos los mamiferos, pues esté involucrada directamente en proveer de
alimento a la progenie. Esta conducta se inicia desde el momento mismo del parto
y se repite (c/2-3 hrs en roedores, c/24 hrs en conejos; ¢/3-5 hrs en humanos) a
través de toda la lactancia (22-24 roedores; 23-24 conejos; 1-12 meses humanos).
No obstante, la frecuencia de amamantamiento disminuye después de la segunda
mitad de la lactancia, cuando las crias inician la ingesta de alimento sélido.
Durante el amamantamiento, la madre adopta la postura de amamantamiento
adecuada y especifica para cada especie, para facilitar que el infante alcance la
glandula mamaria y succione. En la rata, la madre inicialmente adopta la postura
de amamantamiento (PA; ventroflexion) de baja intensidad, mientras les lame el
cuerpo y la region anogenital para estimular la miccion, la defecacion y proveerlos

de estimulos sensoriales, y las crias despliegan la conducta de busqueda del
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pezon en el vientre de la madres, esta conducta intensifica la PA de alta intensidad
y se inicia el amamantamiento. (Swanson y cols. 1979; Anderson y Wagner, 1995)
Moore y colaboradores (1982) reportaron que las madres lamen mas la region
anogenital de las crias macho, que la de las crias hembra (Moore, 1982). Lo
anterior hizo que ellos propusieran que ademas de las hormonas sexuales, los
estimulos tactiles anogenitales participan en la diferenciaciébn sexual cerebral,
reproductiva y conductual, como la conducta de juego-lucha.

En condiciones normales, después de las dos primeras semanas de nacimiento la
rata madre deja el nido materno regularmente, separandose de la camada por
periodos de diez minutos a una hora, dependiendo de la edad de las crias sin que
haya dafos aparentes en su desarrollo. (Kalinichev, Plotsky 2002).

Hallazgos en humanos sefialan que los lazos afectivos entre madres e hijos, se
presentan de manera similar en la generacién posterior (Francis y cols. 1999).

Se han reportado estudios electrofisiolégicos, donde la manipulacién ambiental
postnatal aumentd la sensibilidad al receptor de corticosterona, aumentando el
efecto inhibitorio de la corticosterona en la excitabilidad y plasticidad de CAl lo
cual facilita el aprendizaje en el animal adulto (Zou y cols. 2001). Entre los
hallazgos de las investigaciones moleculares se ha propuesto que los efectos de
programaciéon que son ejercidos por la conducta materna estan asociados con un
anico gen, el gen de RG. Una progenie con cuidados maternos debidos tiene una
alta expresion hipocampal de RG debido a la desmetilacion de un residuo de
cisteina en la region de union 5° NGF1A en el promotor del exén 17 (Weaver,
2004).

3.3MODELOS ANIMALES
Para estudiar el papel de la experiencia temprana en el desarrollo de los
organismos, hay paradigmas experimentales que manipulan la cantidad de
estimulos sensoriales o las sefales sociales que reciben las crias durante el
periodo pre-destete posnatal. Por ejemplo, en condiciones de laboratorio, existen
efectos "positivos" en el desarrollo de la descendencia cuando se aumenta la

estimulacion temprana, por: 1) la reduccion del numero de cachorros en la camada
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(Leigh y Hofer, 1973), 0 2) separar las crias de la madre por un breve periodo de
tiempo (15 min; manipulacibn que promueve el aumento del lamiendo
materna cuando los cachorros son devueltos a la madre, (Lee & Williams,
1974). Por otro lado, es posible inducir efectos "negativos” en la descendencia por
la disminucién de la cantidad de estimulacion proporcionada a las crias, por 1)
aumentar el niumero de crias dentro de la camada (Fleming y cols., 1979), 2)
inducir anosmia en la madre (Fleming y Rosenblatt, 1974; Fleming y cols., 1979;.
Moore, 1984), 3) la separacion de las crias de la madre para una porcion de cada
dia (separacion materna parcial), o 4) separar las crias de la madre y el nido
totalmente, y ponerlo en un sistema de crianza artificial (Hall, 1975; Gonzalez y
cols., 2001; Lomanowska y Melo, 2016). Este ultimo paradigma que actualmente
se esta utilizando para evaluar la participacion de la experiencia temprana es el de
la separacion maternal total y crianza artificial. Priva a las crias de los estimulos
sensoriales (tactiles y odoriferos) y sociales provenientes de la madre y de los
compafieros de camada sin causar estrés crénico ni desnutricion (Lomanowska y
cols., 2011).

3.4CUIDADOS MATERNOS DEFICIENTES
Se han hecho estudios con madres de altos y bajos cuidados maternos basados
en las observaciones conductuales (lamido /acicalado y posicién arqueada de
amamantamiento, LG-ABN), durante 19 dias por un periodo de 6-8 horas (Liu y
cols. 1997). La progenie de madres con alto LG-ABN muestra reducido nivel de
ACTH y de la respuesta de corticosteroides ante estrés. Las crias de madres con
alto cuidado mejoraron el desarrollo cognitivo en pruebas de memoria espacial y
reducida ansiedad en la adultez (Liu y cols. 1997). La progenie adulta de madres
con bajo cuidado, manifiesta un aumento significativo en la respuesta
noradrenérgica al estrés a nivel del PVNh, - aumento- de receptores de
corticotropina (CRH) a nivel de locus ceruleus y un incremento en el ARNm de
CRH del nucleo central de la amigdala, ademas de un decremento de receptores
a benzodiacepina en el nucleo basolateral y central de la amigdala y en locus

coeruleus (Caldji y cols. 1998).
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3.5SEPARACION MATERNA

Las consecuencias de la separacion materna dependen del momento en que se
produce, asi como de la duracion de la misma (Nishi, 2013).

Los adecuados cuidados suministrados por la madre a sus crias en las primeras
semanas después del parto incrementan la densidad de las sinapsis en el
hipotdlamo, desarrollan la funcibn hipocAmpica y mantienen en buen
funcionamiento el mecanismo de produccion de los glucocorticoides. Cuando se
interrumpe el cuidado materno de modo natural, o en el laboratorio a través del
uso de diversos modelos animales, el efecto positivo inducido maternalmente se
afecta negativamente. La separacion materna neonatal en ratas ha sido
ampliamente utilizada como un modelo de desarrollo neurolégico para imitar los
trastornos relacionados con el estado de animo. Los cuales producen una amplia
gama de anomalias de comportamiento que persisten en la edad adulta. Sin
embargo el momento en el que se aplica la separacion materna es determinante,
ya que si es aplicada antes del periodo de hiporesponsividad del eje HHA al estrés
(DPN 1 AL DPN 3) reduce significativamente la densidad de espinas dendriticas a
nivel de las neuronas piramidales de la tercera capa de la CmPF, mientras que
durante el periodo de baja respuesta (DPN 5 al DPN 7) al estrés, no se observan
diferencias en la morfologia dendritica (Bock y cols. 2005).

En una investigacion se estudio el efecto de la separacién y el uso de una materna
sustituto (manipulacién humana) sobre la morfologia dendritica de las neuronas en
la corteza prefrontal (CPF), el hipocampo ventral CAl, y el nicleo accumbens
(NAcc), regiones cerebrales en ratas macho que se han asociado con los
trastornos afectivos en pre-puber (DPN 35) y post-puberal (DPN 60). Las
caracteristicas morfologicas de las dendritas se estudiaron mediante el método de
tincion de Golgi-Cox. La separaciéon materna indujo una disminucién en la longitud
dendritica total y densidad de la espina dendritica en las neuronas del CPF, el
hipocampo ventral CAl y el NAcc a una edad posterior a la pubertad. A la inversa,
la manipulacion humana produjo un aumento en la densidad de la espina
dendritica en las neuronas piramidales de la PFC y el hipocampo a una edad

prepuberal, y una disminucion en la longitud dendritica de las neuronas NAcc a
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una edad posterior a la pubertad. Estos resultados sugieren que la condicion de la
atenciéon materna afecta a la morfologia dendritica de las neuronas en el cortex
prefrontal, el hipocampo ventral CA1 y el NAC a diferentes edades. Estas
modificaciones anatdmicas pueden ser relevantes para los comportamientos

alterados observados en estos animales (Monroy y cols., 2010).

3.6EJE HHA

El eje HHA interviene en el desarrollo de la activacion conductual, emocional y
autonomica asi como en el desarrollo de respuestas endocrinas ante la exposicion
a una situacion de estrés. Las conductas maternales adecuadas en la progenie
resultardn en una mayor expresion génica de receptores que permitiran lograr una
mejor regulacion de la respuesta conductual ante una situacion de estrés. La
regulacion del eje por corticoides se realizarA sobre dos poblaciones de
receptores: los receptores a mineralocorticoides (MR) y los receptores a
glucocorticoides (GR). Los MR, presentes desde el nacimiento (en los roedores),
son los responsables del mantenimiento de la actividad basal del eje HHA. Los
GR, aparecen luego de varias semanas del nacimiento y controlan la actividad del
eje HHA a los niveles basales (De Kloet y cols. 2005).

Es un sistema que consta de tres estructuras: el hipotdlamo, la hipodfisis y las
glandulas suprarrenales, mismas que a su vez liberan diferentes hormonas: la
hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona adenocorticotropa
(ACTH) y los glucocorticoides (GC), respectivamente. La CRH es un péptido de 41
aminoacidos, sintetizado y liberado por las neuronas parvocelulares del nuicleo
paraventricular (PVN) del hipotalamo (Bloom y cols., 1982). La CRH es liberada al
sistema porta-hipofisiario, a través del cual es transportada hacia la hipofisis
anterior. La CRH estimula en los corticotropos adenohipofisiarios la sintesis y
secrecion de ACTH, a través de la unidn a receptores especificos en esas células
(Rivier y Vale, 1983; Aguilera y cols., 2008). La ACTH liberada al torrente
sanguineo se une a receptores de alta afinidad, localizados en la membrana de las
células de la corteza suprarrenal, donde estimula la sintesis y liberacion de GC
(Kloet y cols., 1998).
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Los estudios llevados a cabo durante las ultimas cuatro décadas han encontrado
consistentemente que todos los dias la "manipulacion” o breve separacion de crias
de rata de sus madres (BMS) durante los primeros 2-3 semanas de vida disminuye
el comportamiento ansioso inducida por el estrés agudo e hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA) la activacion del eje durante la edad adulta (Ader y Grota, 1969;
Meaney y cols., 1994).

Los investigadores han observado que las crias que fueron mas estimuladas por la
madre, cuando fueron madres, estimularon mas a sus propios hijos, porque, al
parecer, el referente de memoria afectiva, fruto de la accion del eje HHA y de la
accion de los glucocorticoides en su propia relacion con la madre, estimulan
potenciales de largo plazo en el hipocampo, estructura que esta relacionada con el
almacenamiento de la memoria y el aprendizaje (Forero, 2005).

Michael Meaney y Moshe Szyf, ligaban lo anterior con la disminucion de
receptores cerebrales para glucocorticoides, y al proceso de metilacion del DNA.
Las hijas de ratas que expresan menos conductas maternas tenian tendencia a
incrementar los grupos metilos unidos a la regién de promotores, la posicion “on”
del interruptor del gene de receptores de glucocorticoides. Es decir, mecanismos
epigenéticos estarian regulando la expresion de ese gene. Ubicados alli, estos
grupos metilos bloquean el acceso para que el factor de transcripcion active la
produccion del gene. Como resultado, se producen menos receptores.
Experimentos subsecuentes muestran que al administrarse las enzimas que
extraen los grupos metilos del DNA, pueden también revertir los efectos
provocados por las madres descarinadas (Fish 'y cols. 2004).
Otras investigaciones de los mismos autores sefialan que a su vez las hijas de
madres descarifiadas, al ser ellas madres, se comportan del mismo modo.
También ellas presentan mayor metilacién, junto con una reduccion del gene que
codifica para un receptor de estrogenos en el hipotalamo, una region del cerebro
gue tiene que ver con la reproduccién. Estos receptores amplifican la produccién
de oxitocina, una hormona que promueve la interaccion madre-hija (Oxitocina la

hormona del afecto; Weaver y cols., 2004). Entonces al haber menor produccién
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del gen para producir estrégenos, se producirA menos oxitocina, lo que
probablemente cause cuidados maternos deficientes.

Por otro lado, se ha mostrado que los glucocorticoides estimulan el receptor
NMDA para que permita el ingreso de calcio a la neurona y se una a la
calmodulina, formando el complejo calcio-calmodulina que resulta primordial en los
procesos de crecimiento neuronal, al estimular la formacion del BDNF. Las
neurotrofinas estadn relacionadas con la plasticidad cerebral posnatal porque
coordinan el remodelamiento celular y estimulan en la neurona la liberacion de
neurotransmisores. El nuimero de nuevas sinapsis se incrementa en forma
exponencial en el periodo posnatal, especialmente durante las primeras dos
semanas de vida, aumentando el nUmero de las neuronas granulosas del giro
dentado del hipocampo. La neurogénesis y la sinaptogénesis aumentan la
posibilidad de modificacion en la funcidén cerebral, que depende de las primeras
experiencias, es decir, si la relacion madre-hijo es adecuada se suceden los
cambios neurobioquimicos y biomoleculares al interior de la neurona que
estimulan la neurogénesis y la plasticidad neuronal. Por el contrario, si la relacién
madre-hijo es deficiente, como sucede en la privacion materna y la privacion
afectiva, se presentan fenébmenos de poda neuronal, apoptosis e hiperactividad del
eje HHA, que como lo comentamos anteriormente, estan relacionados con mayor
vulnerabilidad al estrés, disminucion de la respuesta inmunoldgica y presentacion
de cuadros de ansiedad y depresién, que a su vez incrementan la morbi-
mortalidad. (Roceri, 2004).

PERIODO HIPORESPONSIVO

En la rata, la mayoria de las neuronas granulares se producen durante las dos
primeras semanas de vida postnatal, coincidiendo con el periodo hiporesponsivo al
estrés (Schlessinger y cols., 1975). Estas dos primeras semanas se caracterizan
por tener concentraciones basales bajas de glucocorticoides y una respuesta
disminuida de la glandula suprarrenal al estrés, lo que se ha denominado como
“periodo hiporesponsivo” al estrés (Schapiro y cols., 1962; Sapolsky, 1986). Sin
embargo, es conocido que ciertos estresores tales como la separaciéon maternal

prolongada pueden elevar las concentraciones de glucocorticoides aun durante el
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periodo hiporesponsivo (Levine, 1994). Una de las areas cerebrales que es
afectada por la exposicion en periodos tempranos al estrés es el hipocampo,
debido en gran medida a la interaccion de altas concentraciones de
glucocorticoides con sus receptores hipocampales (Ladd, 2004).

En general, los patrones alterados de la actividad HHA persisten en modelos de
roedores en todo el curso de la vida. Sin embargo, el enriquecimiento ambiental
(Francis, Diorio, Plotsky, y Meaney, 2002) y la manipulacién de la cantidad de
estimulaciéon somatosensorial temprana puede mejorar algunos de estos efectos
duraderos (Brake y cols., 2004; Caldji y cols, 1998).

3.7SISTEMA LIMBICO

El sistema limbico estd conformado por varias estructuras y nucleos los cuales
estan interconectados tanto funcional como anatdmicamente, las principales
funciones de este sistema comprenden las endocrinas, autonémicas, regulacion
de estimulos emocionales, motivacion y memoria. Las regiones que se incluyen en
este sistema son: hipocampo, bulbo olfatorio, amigdala, hipotalamo, algunos
ndcleos talamicos y areas de la neocorteza (Swenson, 2006).

El sistema limbico se puede dividir en regiones limbicas corticales y subcorticales.
La porcién cortical del sistema limbico (" I6bulo limbico") incluye el hipocampo,
circunvolucion del hipocampo y la circunvolucién del cingulo. Estas regiones estan
compuestas de tejido cortical filogenéticamente mayor, con menos de 6 capas
(allocortex). Los nodos corticales extendidos del sistema limbico incluyen la
corteza prefrontal orbital y medial. Por ultimo, las regiones limbicas subcorticales
incluyen la amigdala, nacleo septal, nicleo accumbens, los cuerpos mamilares, el
hipotalamo, el nucleo anterior del talamo y mesencéfalo limbico. (White y cols.,
2008).

El hipocampo, la corteza prefrontal, y los circuitos neuronales interconectadas
estan implicados en varios aspectos de los procesos cognitivos y de memoria-
(Thierry y cols., 2000). Ahora se sabe que ademas de las emociones, la formacion
hipocampal, la amigdala y la corteza que los rodea estan implicadas en procesos

de aprendizaje y memoria (Carlson, 2006).
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3.7.1 HIPOCAMPO VENTRAL

Situado en la parte medial del I6bulo temporal y porcion anterior del hipocampo.
Se relaciona con varios nucleos del sistema nervioso central; entre estos se
encuentran la corteza media prefrontal, ndcleo accumbens, amigdala y éarea
ventral tegmental (Grace, 2000). La formacion hipocampal tiene tres regiones
citoarquitectonicas distintas: el giro dentado, el hipocampo y el subiculo, las
cuales, a diferencia de la mayoria de las conexiones cortico-corticales, tienen
eferencias unidireccionales. Segun las conexiones, caracteristicas y tamafio de las
neuronas, el hipocampo se divide a su vez en las regiones CA3, CA2 y CAl
(Cornus Ammonis), esto en la rata y es esta Ultima estructura la que envia
proyecciones glutamatergicas a la parte ventral de la CmPF y otra parte de las
neuronas envia proyecciones a la ABL, en cambio, el hipocampo recibe muy
pocas conexiones reciprocas por medio de fibras corticales. Las aferencias
corticales hacia el hipocampo se dan de manera indirecta, normalmente por medio
de las cortezas rinales que conforman la region parahipocampal (Sesack y cols.,
1989), con las cuales genera la mayoria de las conexiones.

El hipocampo estéa implicado en la integracion de la informacién multimodal y es
responsable de la formacion inicial de la memoria declarativa antes que la
informacion se transfiere a otras regiones del cerebro para su almacenamiento. La
formacion de los recuerdos es informado por la experiencia emocional,
especialmente a través de las conexiones con la amigdala, lo que conduce a un
sesgo emocional en la seleccion de los recuerdos procesados en largo plazo.
(Cools y cols., 2005). EI hipocampo es especialmente sensible al estrés y también
limita las respuestas al estrés biologico a través del sistema hipotalamo-pituitaria y
adrenal. Conocida por su capacidad inusual para la neurogénesis postnatal. (Bush
y cols., 2000).

Una funcién neuroendocrina del hipocampo es participar en la terminacion de la
respuesta de estrés por medio de una retroalimentacién negativa que inhibe el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (eje HHA: Kim y Diamond, 2002). En el hipocampo
existen dos tipos de receptores para corticosteroides, los mineralocorticoides (MR)
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y los glucocorticoides (GR). Estos ultimos, de menor afinidad y ocupados de
manera masiva por corticosteroides en la respuesta al estrés, son los principales
mediadores de los efectos adversos del estrés en el hipocampo (afectan
negativamente al metabolismo neuronal, la supervivencia celular, las funciones
fisioloégicas y la morfologia neuronal del hipocampo en las ratas). Numerosos
estudios en las dos Ultimas décadas apoyan la idea de que el estrés y las
hormonas del estrés deterioran las formas de memoria dependientes del
hipocampo, tanto en humanos como en animales (Kim y Diamond, 2002). Estudios
en pacientes exhiben un incremento de la actividad del eje HHA, con un aumento
del numero de pulsos secretores de hormona adrenocorticotropica y un aumento
de la magnitud de los pulsos de cortisol. Se conoce que el efecto de los
glucocorticoides consiste en la regulacion del metabolismo general y del
comportamiento afectivo por medio de su accion directa en numerosas regiones
cerebrales (Zandio y cols. 2002). La actividad del eje HHA esta controlada por
determinados circuitos cerebrales, que incluyen el hipocampo y la amigdala. Los
glucocorticoides mediante su efecto directo en el hipocampo e hipotalamo realizan
una retroalimentacion negativa en el eje HHA. Se ha demostrado que las
concentraciones elevadas de corticoides mantenidas en el tiempo pueden
dafiar las neuronas del hipocampo, en particular las neuronas piramidales
CA3 (Zandio y cols. 2002). Este dafio a nivel del hipocampo conlleva una
reduccion de la retroalimentacion negativa sobre el eje HHA, manteniendo la
elevada actividad glucocorticoidea y causando un mayor dafio en el hipocampo.

Con base en estudios genéticos, anatomicos y conductuales, recientemente se ha
propuesto separar al hipocampo en dos diferentes regiones: hipocampo ventral
(HV) e hipocampo dorsal (HD; Fanselow y Dong, 2010).El hipocampo dorsal, que
se corresponde con el hipocampo posterior en primates, realiza funciones
principalmente cognitivas. El ventral (anterior en primates) se relaciona con el
estrés, la emocion y el afecto. Sorprendentemente, la expresion génica en el
hipocampo dorsal se correlaciona con las regiones corticales implicadas en el

procesamiento de la informacion, mientras que los genes expresados en el
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hipocampo ventral se correlacionan con regiones implicadas en la emocion y el
estrés (amigdala y el hipotalamo).

Por lo tanto es viable decir que el hipocampo ventral es una estructura encargada
de modular la emocion y los procesos afectivos. (Fanselow y Dong, 2010).

El ventral recibe proyecciones directas del bulbo olfatorio, estas proyecciones
tienen una funcién importante en la depresion que se desarrolla después de que el

bulbo olfatorio pierde algunas funciones (Song y Leonard, 2005).

3.7.2 CORTEZA MEDIA PREFRONTAL

La corteza media prefrontal (CmPF) recibe proyecciones de todas las areas
sensoriales, ademas de la amigdala, corteza entorrinal y circunvolucion del cingulo
(Barbas, 2000). La CmPF es una region de la corteza prefrontal (CPF) con una
funcién principalmente ejecutiva, relacionada sobre todo con el lenguaje, cognicion
social y regulacion del comportamiento emocional (Markram y Markram, 2010).
Corresponde al area cortical que recibe proyecciones del nucleo medial dorsal del
talamo en mayor proporcion (Vazquez, 2008) y del hipocampo (Thierry y cols.,
2000) entre otras. La CmPF presenta inervaciones eferentes a estructuras
viscero-motoras en el hipotalamo, asi como proyecciones aferentes provenientes
del tAlamo mediodorsal y de la amigdala. En el &area prefrontal de la corteza
cerebral existe también una amplia inervacion dopaminérgica proveniente del area
ventral tegmental (Morgane y cols., 2005).

Las neuronas piramidales se encuentran en diferentes regiones del encéfalo de
los mamiferos, sobre todo en la corteza cerebral, hipocampo y amigdala. En la
CmPF se encuentran en las capas Ill y V, su estudio es de gran importancia
porque son integradoras de la informacion de otras éareas corticales o
subcorticales y porque se encuentran en estructuras relacionadas con procesos
cognitivos (Spruston, 2008). Se caracterizan por tener un soma triangular y
estructuralmente se dividen en dos dominios: basal y apical, cada uno con
proyecciones dendriticas distintas. Tienen un axén que surge de la base y se
ramifica para crear diversos contactos glutamatérgicos (Fig. 2; Monroy y cols,

2010). Las aferencias que reciben provienen de distintos nucleos y se distribuyen
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en diferentes regiones de la neurona. Las sinapsis inhibitorias gabaergicas las
reciben el soma y el axdn, mientras que las excitatorias (principalmente
glutamatergicas) llegan a las dendritas, las cuales estan cubiertas de espinas
(DeFelipe y Farifias, 1992). Presentan espinas proximales y distales, dependiendo
de la distancia del soma a la que se encuentren, las primeras son sitios
postsinapticos de regiones corticales muy cercanas a la CmPF, mientras que las
distales reciben sinapsis de nucleos corticales méas profundos subcorticales, como

el tAlamo o la amigdala. (Elston y DeFelipe, 2002).

Figura 2. Neurona piramidal de la corteza media prefrontal capa lll.

La forma, ramificacion y extension del arbol dendritico, asi como la cantidad de
espinas dendriticas, son parametros de la morfologia neuronal que varian en torno
a los cambios del medio (Fiala y cols, 2008)

Los periodos prolongados de separacion de la madre estan asociados con
aumento de la apoptosis y disminucion de la produccion de factores neurotroficos,
del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y del factor de crecimiento
neuronal (NGF). Todos los anteriores factores son responsables de los cambios
en la citoarquitectura y de la reparacion neuronal, aumentan la produccion de
nuevos brotes terminales y estimulan la sinaptogénesis. EI BDNF y el NGF
estimulan los microtubulos, la reparacion celular y el crecimiento de las células
musgosas del hipocampo que se conectan con las células de la capa CA3 y las
células colaterales. La disminucion en la produccion de los factores protectores
neuronales ocasiona atrofia y muerte de las células de la capa CA3 y de las

células musgosas (Kehoe, 1999).
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3.8 NEUROPLASTICIDAD
Neuroplasticidad, plasticidad neural, plasticidad neuronal o plasticidad sinaptica.
La Organizacion Mundial de la Salud (1982) define el término neuroplasticidad
como la capacidad de las células del sistema nervioso para regenerarse
anatomica y funcionalmente, después de estar sujetas a influencias patoldgicas
ambientales o del desarrollo, incluyendo traumatismos y enfermedades.
Nuestro cerebro nos permite percibir e interactuar con el mundo exterior. Las
conexiones sinapticas entre las neuronas se pueden ajustar para responder con
flexibilidad a los cambios en el medio ambiente, por ejemplo, cuando se aprende.
En la figura 4 se encuentran los mecanismos de plasticidad sindptica de cada fase
de desarrollo. Los cambios postsinapticos que se producen en las sinapsis
glutamatérgicas excitatorias en el hipocampo y la corteza cerebral en ratas y
ratones. (Lohmann y Kessels, 2014).
La capacidad de las sinapsis de someterse a cambios plasticos de las respuestas
postsinapticas se determina por muchos factores. Estructura sinaptica y
transmision sinaptica (receptores). Fundamental para muchos mecanismos de
plasticidad son quinasas y fosfatasas que median o influyen en la plasticidad
singptica. Es importante destacar que estos componentes moleculares de la
plasticidad sinaptica son las demandas cambiantes para la adaptacion neuronal
durante el desarrollo (Lohmann y Kessels, 2014). Estructura sinéptica: durante las
primeras semanas las neuronas de desarrollo sufren alteraciones estructurales
sustanciales: dendritas y axones crecen a un ritmo rapido y establecen nuevos
contactos sinapticos. La presencia de las espinas dendriticas maximiza la
conectividad dentro del volumen disponible de tejido. Composicion receptor
AMPA: la mayoria de las sinapsis utilizan a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA) —tipo de receptores de glutamato (AMPAR) para la
transmision rapida de sefiales a través de la sinapsis. La eficacia por la que las
sefales se transmiten a través de la sinapsis depende del nimero de AMPARS en
el sitio postsinaptica. La potenciacion a largo plazo (LTP) y depresién a largo plazo

(LTD) de la fuerza sinaptica se expresan mediante la adicion y eliminacion de
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AMPAR sinapticas (Bassani y cols., 2013). Composicion receptor NMDA:
NMDARS son receptores ionotropicos que mediante la transmision de iones de
calcio median multiples formas de plasticidad sindptica (Malenka y Nicoll, 1993).
Ademas, NMDARs desempefian un papel estructural y pueden estabilizar las
sinapsis (Alvarez y cols. 2007). Mecanicamente importante es su regulacion
sofisticada del poro de iones. Quinasas y fosfatasas: eventos de plasticidad
singptica estan mediados por la alteracién de las interacciones de proteinas a
través de la fosforilacion. Los objetivos de fosforilacibn comprenden una gran
variedad de proteinas sinapticas - incluyendo NMDAR y AMPAR. Aqui, nos
centramos en aquellos Ser / Thr quinasas / fosfatasas que son considerados
clasicamente el mas importante para la plasticidad sinaptica: la proteina quinasa A
(PKA), la proteina quinasa C (PKC) y la CaMKIl, y las fosfatasas PP1, PP2A vy la

calcineurina (PP2B;Lohmann y Kessels, 2014).

FASES DE DESARROLLO DE LA PLASTICIDAD SINAPTICA

Etapas postnatales tempranas del desarrollo de la sinapsis, PD 0-4 (FIG. 3A)
El comportamiento del roedor recién nacido se basa en gran medida en los
reflejos. Por ejemplo, el reflejo de succién requiere olfato y sensacion tactil, y esta
mediada por el tronco cerebral. El hipocampo y la corteza reciben informacion
sensorial, Unica experiencia limitada durante los primeros dias de vida (Colonnese
y cols., 2010). La densidad de las sinapsis es aun muy baja en el hipocampo (Fiala
y cols., 1998) y la corteza (De Felipe y cols., 1997),

Cabe destacar que una de las subunidades del receptor de glutamato de cola
larga, GluA4, se expresa al maximo durante este periodo. Como AMPARs
contiene GluA4-se pueden incorporar en las sinapsis durante las primeras etapas
de la formacion de sinapsis (Sia y cols. 2007).

El desarrollo de sinapsis antes de la aparicion de la experiencia visual y
auditiva, PD5-14 (FIG. 3B).

La segunda fase postnatal del desarrollo del cerebro conduce hasta el momento
en que los ratones y las ratas abren los 0jos, el oido y comienzan a interactuar con

el medio ambiente al final de la segunda semana de vida. Numerosas sinapsis
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aumentan de manera constante, a una velocidad de maxima en el hipocampo
(Fiala y cols., 1998) y casi al maximo en la corteza (De Felipe y cols., 1997).

El GABA actia como transmisor de despolarizacion durante la primera semana de
vida y se convierte en inhibidora sélo durante la segunda semana. La causa del
cambio de despolarizacion a la accion de hiperpolarizacion de GABA es una
reduccion en la concentracion de cloruro intracelular durante la segunda semana
postnatal, que esta mediada a su vez por los cambios en la expresion del
transportador de cloruro (Rivera y cols., 1999). Es importante destacar que, en las
sinapsis GABAérgicas las despolarizaciones pueden quitar el bloqueo de
magnesio de NMDAR durante esta etapa del desarrollo (Leinekugel y cols., 1997)
y por lo tanto pueden contribuir directamente a la plasticidad (Chancey y cols.
2013).

Durante las proximas 2 semanas cuando los animales jovenes comienzan a
explorar el entorno, aumentan la densidad de sinapsis rapidamente en la corteza y
el hipocampo (De Felipe y cols., 1997).

PO 0-4 PD 514 PD 15-28 Mlabere

Figura 3. Etapas fundamentales de la sinapsis.

Esquemadtica de la estructura y de plasticidad en cuatro etapas fundamentales del
desarrollo de moléculas de sinapsis glutamatérgicas.

A, entre el dia postnatal 0 y 5 la mayoria de las sinapsis se encuentran en el eje
dendritico, AMPARSs solamente consistir en GluA4 y NMDARs tener toda GIUN2B.
Fosfatasas PP1 y PP2A estan presentes, pero las quinasas primos son todavia
ausentes. B, entre los dias postnatales 5 y 14 sinapsis son todavia escasos, pero

empezar ocurre en las espinas, GluA2long esta temporalmente la subunidad
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dominante de cola larga AMPAR, mientras AMPAR de cola corta subunidades
GluA2 / 3 también empezar a ser expresado. PKA esta convirtiendo en la quinasa
dominante. C, en la tercera y cuarta semanas después de los numeros de la
columna vertebral a luz a aumentar exponencialmente. Dos tipos de AMPARs
dominan de este momento en adelante: Glu-Al / 2s y GIuA2 / 3s. La quinasa PKC
estd alcanzando niveles maximos. Los niveles de expresion de la calcineurina
(PP2B) CaMKIl y van en aumento. D, cuando el roedor esta maduro, los nimeros
de la columna vertebral maximizar, el interruptor del desarrollo de GIuN2B a
GIuN2A ha ocurrido y CaMKIl y la calcineurina (PP2B) han alcanzado niveles
maximos. (Lohmann y Kessels, 2014).

En la primera fase de desarrollo temprano de roedores, se emplean mecanismos
de plasticidad sinaptica para crear la red sinaptica. En la segunda fase de
desarrollo de conexiones sinapticas estan siendo afinados para preparar de
manera optima el cerebro para interpretar y responder al mundo exterior. Durante
la tercera fase, la plasticidad singptica se utiliza para procesar, interpretar y
codificar toda esta nueva informacion en el cerebro. En la fase cuatro, el
hipocampo y la corteza madura utilizan plasticidad sinaptica para aprender,

adaptar el comportamiento y crear recuerdos. (Lohmann y Kessels, 2014).

3.9 NEUROGENESIS
La neurogénesis, es decir, el proceso que implica la generacion de nuevas
neuronas, se ha demostrado que se producen en el hipocampo y en el bulbo
olfativo en mamiferos adultos, lo que sugiere que las células madre neuronales
persisten durante toda la vida util. Los precursores primarios han sido identificados
en regiones especializadas llamadas nichos neurogénicos. Curiosamente, las
células que dan lugar a las nuevas neuronas en el cerebro adulto expresan
marcadores de células gliales, un linaje celular que es un largo camino de la de las
neuronas. Estudios llevados a cabo durante el desarrollo del cerebro han
demostrado que las células gliales radiales no sélo dan lugar a astrocitos, sino

también a las neuronas, oligodendrocitos y células ependimales. Ademas, se sabe
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que las células gliales radiales son también los precursores de las células madre

neuronales en el cerebro adulto (Arrias-Carrion y cols., 2007).

AMNESIA INFANTIL

Los adultos son incapaces de recordar eventos especificos de nuestros primeros
afos de vida, fue nombrado amnesia infantil por Sigmund Freud hace méas de 100
afos (Freud 1900, 1914 ). Propone que la pérdida de memoria en los bebés y los
nifios se debe a los altos niveles de neurogénesis postnatal en el hipocampo.

Los recuerdos episodicos se forman durante el primer periodo postnatal se olvidan
rapidamente, un fendbmeno conocido como "amnesia infantil '. A pesar de esta
pérdida de memoria, las experiencias tempranas influyen en el comportamiento de
adultos, planteando la cuestion de qué mecanismos subyacen los recuerdos
infantiles y amnesia. Una experiencia aprendida durante el periodo de amnesia
infantil se almacena como una huella de memoria latente durante mucho tiempo.
La formacién y el almacenamiento de esta memoria latente requiere el hipocampo,
sigue un limite temporal agudo y se produce a través de mecanismos tipicos de
los periodos criticos del desarrollo, incluyendo el interruptor de expresion de las
subunidades del receptor de NMDA, que es dependiente de factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) y metabotropicos del receptor de glutamato 5
(mGIuR5; Travaglia y cols., 2016).

Existen dos ideas sobre la amnesia infantil, se debe a que las estructuras clave
para la formacion y el almacenamiento de memoria ("inmaduras del cerebro") o, el
proceso de maduracion en curso interfieren con la consolidaciéon de la memoria
estable (teorias "en curso de maduracion cerebral”). Las dos regiones clave para
la memoria declarativa, la corteza y el hipocampo, muestran el desarrollo postnatal
prolongada ( Eriksson y cols., 1998)

Curiosamente, los niveles de la neurogénesis y la estabilidad de la memoria son
inversamente proporcionales: La incapacidad para formar, memorias estables
persistentes en la vida temprana coincide con un periodo de alta neurogénesis,
mientras que la capacidad de formar, memorias estables persistentes solamente

emerge en periodos posteriores del desarrollo como la tasa de la disminucion de
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la neurogénesis (Figura 4). Sugieren la hipdtesis neurogénica de los ideales de
Campbell y Spears (1972) en la que las “nuevas neuronas" degradan memorias
existentes, ya sea aumentando la excitabilidad (y por lo tanto la inestabilidad) de
las redes de memoria del hipocampo o la sustitucion de las conexiones sinapticas
en el hipocampo preexistentes en los circuitos de memoria. A esta se le integran
las visiones contemporaneas de forma continua la neurogénesis impactos del
hipocampo funcion del circuito y de almacenamiento de informacion (Chambers y
cols., 2004).

Neurogenesis
Memoria de retencion

Afos
Figura 4. La hipétesis neurogénica de la amnesia infantil.

Los niveles de neurogénesis (negro) y la estabilidad de la memoria / retencion
(gris) son inversamente proporcionales: La incapacidad para formar memorias
estables persistentes en la vida temprana coincide con un periodo de alta
neurogénesis, mientras que la capacidad de formar, memorias estables
persistentes solamente emerge en adelante periodos de desarrollo como la tasa

de disminucién de neurogénesis (Josselyn y Frankland, 2012).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En los roedores, durante las primeras dos semanas de vida se encuentran bajo un
periodo de desarrollo, donde la responsividad a estimulos estresantes es casi
ausente (periodo hiporesponsivo). Se ha propuesto que el cuidado materno es
esencial para que este proceso ocurra adecuadamente. Asi, nos planteamos la

siguiente pregunta ¢En qué medida la ausencia de cuidados maternos durante los
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dia 4 al 14 postnatales, afecta la citoarquitectura de areas involucradas en regular

las respuestas emocionales como el Hv y la CmPF?

5. JUSTIFICACION

Los fundamentos tedricos y clinicos de la neuropsicologia infantil se basan en la
neuropsicologia del adulto, pero estos tienen muchas diferencias. Por ello la
importancia de hacer estudios en la etapa infantil para obtener resultados mas
precisos.

En ratas adultas se ha reportado que la separacion maternal total y crianza
artificial modifica negativamente el desarrollo de varias conductas sociales como la
conducta materna, la conducta sexual masculina, y la agresién (Gonzalez y Cols.,
2001; Fleming y Cols., 2002; Melo y Cols., 2006). Como solucién han dado
estimulacién corporal revirtiendo los efectos negativos. Sin embargo se
desconoce si la separacion materna total y crianza artificial en etapa infantil
modifica negativamente la citoarquitectura de las neuronas en distintas areas del
cerebro.

A pesar de que existen investigaciones que evallan la importancia de los cuidados
maternos en los adultos, los resultados son poco claros, debido en parte a las
diferentes formas de evaluacién. Asimismo los estudios publicados hasta la fecha
no han evaluado la morfologia dendritica de hipocampo ventral y corteza media
prefrontal en etapa infantil en animales de crianza artificial. Por lo tanto, en este
trabajo se evaluo el efecto de la crianza artificial sobre la morfologia dendritica a

14 DPN. Asi como el efecto de la estimulacion tactil corporal.

6. HIPOTESIS
La ausencia de cuidados maternos en ratas de 14 dias posnatal afecta la
citoarquitectura del hipocampo ventral y corteza media prefrontal capa Ill y V

disminuyendo la densidad de espinas y longitud dendritica.
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7. OBJETIVO GENERAL
Explorar la participacion de la experiencia sensorial y social, a través de la
separacion maternal total y crianza artificial, durante el dia posnatal 14 sobre la
modificacion de la citoarquitectura de las neuronas del hipocampo y corteza media

prefrontal.

7.10BJETIVOS ESPECIFICOS:
o Evaluar los efectos de la separacion materna total y crianza artificial sobre
la morfologia dendritica de Hv, CmPF c-lll y V al 14 dias postnatales (DPN).

o Determinar si la estimulacion tactil corporal previene los efectos negativos.
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REPRODUCCION DEL MODELO DE SEPARACION MATERNA TOTAL Y
CRIANZA ARTIFICIAL.

EL MODELO DE CRIANZA ARTIFICIAL.

La SMT consiste en separar a crias totalmente del nido a partir del dia 3-4 de vida,
colocarlas y mantenerlas dentro de un sistema de crianza artificial (Fig.5), para
proveerles de calor, proteccion, y nutrientes, hasta el destete (22 dias de edad).
(Melo y cols. 2013).

//'
|

| s

TIRTEEE
W=

Figura 5. Sistema de crianza artificial.

Se muestra el sistema de crianza artificial, el cual consiste en un acuario de agua
caliente, dentro del cual se colocan recipientes con aserrin. Después de implantar
un catéter en la mejilla de las crias, se colocan dentro de los recipientes. A través
de un sistema de catéteres se conectan a una jeringa llena de leche artificial y ésta
se fija sobre una bomba de infusion la cual infunde leche durante 10 minutos cada

hora, durante las 24 horas del dia.

La SMT vy crianza artificial, tiene algunas caracteristicas: 1) permite criar a la
progenie dentro de un ambiente controlado sin la madre, sin los hermanos de
camada, sin el olor del nido, y sin la leche materna, 2) las crias no son privadas de
nutrientes ya que el peso corporal y de diversos 6rganos internos (higado,
cerebro, intestinos) de estas crias no difiere del de las criadas por su madre, 3) es
posible evaluar de manera especifica la participacion de cada uno de los estimulos
sensoriales /sociales/hormonales involucrados durante este periodo critico de

desarrollo, 4) la temperatura corporal no se modifica ya que permanecen en un
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ambiente con temperatura controlada. De hecho, ratas adultas que sufrieron SMT
y criadas en el sistema de crianza artificial presentan (Fig.6): 1) déficit de atencion
e hiperactividad, 2) déficit de aprendizaje social, 3) reduccién de la respuesta
inhibitoria al prepulso (PPI, prepulse inhibition, elemento utilizado como modelo
de esquizofrenia, 4) déficit en la expresion de la conducta sexual masculina, y en
la conducta materna, 5) cambios en la respuesta a anfetaminas, 6) incremento en
la respuesta al estrés, 7) incremento en la agresividad materna vy territorial en el
macho, 8) mayor impulsividad, 9) altos niveles de depresion y ansiedad, 10)
reduccion en los niveles de sinaptosina (proteina de las sinapsis), N-Cam
(moléculas de adhesion celular), GAP-43 (proteinas para la elongacién de los
axones) y factor neurotrofico derivado del cerebro en varias regiones del cerebro
como la corteza prefrontal y el nacleo accumbens,11) reduccién en la longitud de
dendritas, y el numero de espinas dendriticas, de la corteza prefrontal y el
hipocampo ventral (CA1). Ademés, la adicion de estimulos sensoriales (con una
brocha de pelos de camello) o sociales (se colocan crias de la misma edad dentro
de los recipientes de aislamiento) durante el aislamiento, previenen parcialmente

algunos de los efectos negativos de la SMT. (Melo y cols. 2013).

Conducta materna
Atencion
- e ER
/ ] 07'} Aprendizaje social
R
”ﬂ?}\'\" R ta al estré
VY . N espuesta al estrés
;\r‘, ‘\ \i‘."/ -?\ 2 N )
: R4 ( Agresién materna
S

Agresion impulsiva

Juego-lucha (machos
juveniles)

‘ -

Figura 6. Efectos de la separaciéon materna total y crianza artificial.

Se muestran los efectos de la separacion materna total y crianza artificial durante
el periodo postnatal. Como se observa en el esquema, el aislamiento produce:

déficit de la CM, déficit de atencidon y de aprendizaje social. Ademas, incrementa la
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respuesta al estrés, la agresion materna (hembras) e impulsiva (machos), y la
conducta de juego-lucha en machos juveniles, entre otras alteraciones.

Estas estimulaciones de hisopado reemplazan el lamido materno critico para la
normalidad del desarrollo de la funcion endocrina y fisiolégica, incluyendo la
induccion de la defecacion y la miccion (Burton y cols.,, 2006; Lovic y
Fleming, 2004; Melo y cols., 2006). Las manipulaciones en la cantidad de
estimulaciones somato-sensorial de todo el cuerpo se han encontrado para

moderar el efecto de la privacion materna (Lovic & Fleming, 2004).

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar obtenidas del bioterio de produccién
del Centro de Investigacion en Reproduccion Animal (CIRA) de la Universidad
Auténoma de Tlaxcala-CINVESTAV. Las ratas crias fueron sometidas al sistema
de crianza artificial durante los dias 4 al 14 de edad, sacrificadas al dia 14 para

extraer cerebro y proceder con su andlisis.

PROCEDIMIENTO GENERAL

Tres o cuatro dias después del nacimiento de las ratas, se retiraron de sus nidos.
De las veinticuatro ratas macho 8 se regresaron inmediatamente para ser criadas
por su madre (grupo control CM), los otros machos restantes se les implanté un
catéter PE-10 en la mejilla (Lomanowska y cols., 2011). Fueron colocados dentro
de un sistema de crianza artificial (CA), sin comparfieros (CA y CA-T), y
alimentados con férmula lactea (leche preparada). La leche se administré a través

del catéter hasta el dia 14 postnatal.

CIRUGIA

La cirugia consiste en implantar un catéter en la mejilla del neonato para
alimentarlo. Para esto se requirid un catéter de polietileno PE-10 (Intramedic Clay
Adams Brand) de diez centimetros de longitud, aproximadamente. Un extremo del
catéter es previamente expuesto al calor para redondearlo y se coloca en ese sitio

una pieza circular de plastico (rondana) que sirve como anclaje en la pared de la
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mejilla interna de la cria. Posteriormente se coloca dentro del catéter un cable
guia de acero inoxidable de 0.24 cm. de diametro y 7.2 cm. de longitud. Ademas,
con un tubo de silastic se cubre un extremo para evitar lastimar a la cria. Poco
antes de implantar el catéter se humedece con aceite el extremo donde se
encuentra el tubo de silastic, para asegurar un deslizamiento adecuado a través
de la mejilla de la cria.

En el dia del implante (DPN 4), se pesa a cada cria y se anestesia con hielo en la
parte que se va a implantar. A continuacion se introduce el catéter por el extremo
cubierto de silastic empujando con presion de la mejilla interior de la boca a la
parte externa de la mejilla, se pasa lentamente hasta que el extremo que tiene la
rondana toque la pared interna de la mejilla. Después se retira el tubo de silastic y
el cable guia, y se aplica crema antibacterial (Terramicina) en la parte perforada.
Se coloca otra rondana en el extremo exterior de la pared de la mejilla seguido por
un pedazo corto de catéter PE-50 (Intramedic Clay Adams Brand) que sirve para
asegurar que el catéter no se salga.

La cria se coloca dentro del recipiente de aislamiento, y éste dentro de una
incubadora de agua caliente (38-39°C). A partir de este dia, el peso corporal de

cada cria se registra todos los dias hasta el destete.

CRIANZA ARTIFICIAL.

Posterior a la cirugia, cada cria se aloja dentro de un recipiente de plastico (11
mm. de didmetro x 20 mm. de profundidad), cuyo piso es previamente cubierto con
aserrin estéril. El recipiente se coloca dentro de un segundo recipiente que se
encuentra flotando en un acuario con el agua a una temperatura de 39°C +/- 1, de
esta forma la temperatura dentro del recipiente oscila entre los 34-36°C. Conforme
las crias van creciendo, la temperatura del agua se reduce de manera gradual
hasta los 31-32°C al final del periodo cuando las crias ya tienen pelo.

El catéter implantado en la mejilla es conectado a otro mas grande (PE-50) y éste
a su vez, a una jeringa desechable con leche artificial (formula tomada de la
Universidad de Lowa; Messer y cols., 1969, modificada por Smart y cols., 1983)

para su alimentacion. La jeringa es montada en una bomba de infusion
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programable Harvard (Harvard Apparatus Syringe Pumps, PHD 2000). Esta a su
vez, se programa para infundir leche cada hora durante diez minutos, las 24 horas
del dia.

La velocidad de infusion se ajusta cada dia de acuerdo al peso corporal promedio
de las crias conectadas a la bomba (Gonzalez y cols., 2001). Para el primer dia
dentro del sistema de crianza artificial (DPN 4 de la cria), la cantidad corresponde
al 33% del peso corporal promedio, es decir, el peso promedio de las crias se
multiplica por 0.33, el resultado (corresponde a la cantidad total de leche que
consumiran por 24 horas) se divide entre 240 (nimero total de minutos de infusion
por dia) y el resultado corresponde a la velocidad de infusion. En los siguientes
dias la velocidad se ajusta de acuerdo al peso promedio de todas las crias
aumentando al 1% cada dia hasta un maximo del 45% del peso promedio.

Cada mafana a la misma hora, la bomba se detiene y las crias son pesadas, los
catéteres PE-10 y PE-50 limpiados con agua destilada tibia y las jeringas se
reemplazan por otras nuevas con leche tibia (en bafio maria). Todas las crias
reciben estimulacion en la region anogenital dos veces al dia, durante 30-45
segundos con un pincel humedo de cerdas de camello en direccion de arriba hacia
debajo, simulando los lamidos de la madre, en la region anogenital para estimular

la defecacion y miccion (Gonzalez y cols., 2001).

GRUPOS EXPERIMENTALES

Se formaron los siguientes grupos experimentales:

1) CM, criados con su camada por su madre.

2) CA, recibieron estimulacién en la region anogenital dos veces al dia para
inducir la miccion y defecacion.

3) CA-T, recibieron estimulacién en el cuerpo con un pincel, cada 3 horas durante
5 veces al dia y dos veces al dia estimulacion anogenital para inducir la miccion y

defecacion.
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PREPARACION DE FORMULA LACTEA

La formula lactea fue provista por la Universidad de lowa, E. U. A. (Dieta Messer;
Messer y cols., 1969) cuya férmula contiene: ZnSo,4, CuSOg4, FeSO,4, KCl y MgCls,
ademas metionina, triptéfano, vitamina mix, Fosfato de Calcio Tribasico y Acido
Deoxicolico marca (Sigma), leche evaporada (Carnation), agua estéril, proteina de

soya y aceite de maiz.

ESTUDIO MORFOLOGICO

Camillo Golgi ide6 uno de los métodos de impregnacion de células nerviosas, que
aun mantiene un sitial de honor dentro del campo de la descripcion morfofuncional
del sistema nervioso. Este método permite la impregnacién selectiva de las células
nerviosas y sus prolongaciones con la reaccion del nitrato de plata y el dicromato
de potasio o de sodio (Alvarado, 1994). La modificacion que utilizamos en este
trabajo es la que realiz6 Cox (1891) donde es sustituida la plata por el mercurio. A
pesar de los cambios que se han hecho a través de los afios es una técnica que

se sigue utilizando con buenos resultados.

PROTOCOLO DE LA TINCION DE GOLGI-COX.

a) Después de realizar la crianza, al dia 14 posnatal anestesiar a las ratas con
una sobredosis de pentobarbital sédico una dosis de 60 mg/Kg.

b) Perfundir con solucion salina al 0.9% por el ventriculo izquierdo del
corazoén, realizando un corte a la arteria aorta descendente con la finalidad
de quitar los eritrocitos del tejido cerebral.

c) Remover los cerebros para ser fijados en 20 ml de la solucién de Golgi-Cox
y almacenar en la oscuridad durante 21 dias.

d) Después de este tiempo drenar la solucion de Golgi-Cox y reemplazar por
una solucion de sacarosa al 30%. Los cerebros fueron almacenados en la
oscuridad por 2 dias mas antes de cortar.

e) Montar el cerebro en la platina del vibratbmo utilizando pegamento
cianoacrilico y sumergirlo en agua destilada

f) Cortar el tejido haciendo rebanadas de 200 um de grosor.
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g) Montar las rebanadas en laminillas gelatinizadas al 2 % presionandolos
uniformemente con papel filtro himedo.

h) Mantener las laminillas en una camara humeda durante el tiempo de corte
de todo el cerebro.

i) Hacer revelado de los cortes obtenidos.

PROTOCOLO DE REVELADO DE LA TINCION DE GOLGI-COX.
El procedimiento se realiza en total oscuridad (Gibb y Kolb, 1998).
1) Enjuagar con agua destilada, 1 minuto.
2) Hidréxido de amonio, 30 minutos.
3) Enjugar con agua destilada, 1 minuto.
4) Fijador rapido de Kodak al 50%, 30 minutos.
5) Enjuagar con agua destilada, 1 minuto.
6) Deshidratar el tejido con concentraciones crecientes de etanol, 50, 70 y
95%, 1 minuto en cada uno, para finalizar con 5 minutos en alcohol absoluto (2
veces).
7) 15 minutos en xileno.
8) Cubrir el tejido con resina sintética (al 60% en xilol, marca Hycel) y
9) Resguardar en oscuridad para su secado.

TRAZADO DE NEURONAS CONTRASTADAS CON LA TINCION DE GOLGI-
COX.

Una vez que se localiz6 el area de interés con ayuda de Paxinos y Watson 1986,
en este caso la corteza media prefrontal y el hipocampo ventral, procedimos a
identificar las neuronas, mediante su observacién a 40X utilizando un microscopio
Optico marca Leica modelo DMSL acoplado a una camara lacida marca Leica.
Con este mismo equipo se procedié al trazado de las espinas dendriticas
utilizandose una distancia de 30 micrometros de longitud por cada dendrita

neuronal, dicha observacion se realizé a 100X.
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CORTEZA MEDIA PREFRONTAL

Las neuronas caracteristicas de la corteza son de tipo piramidal cuyo soma tiene
la forma de una piramide o de un triangulo isGsceles cuyo vértice superior se
prolonga hacia la superficie del cerebro como dendrita apical o prolongacion; del
cuerpo de la célula surgen un nimero de dendritas basales que se arborizan en la
vecindad de la célula las cuales reciben estimulos equitadores tanto de la misma
area como de areas adyacentes. Tanto las dendritas apicales como las basales
tienen espinas dendriticas y constituyen el sitio de sinapsis glutamatérgica, siendo
el numero de espinas el nimero minimo de contactos sinapticos de la neurona
(Spruston 2008; Figura 7).

Figura 7. Localizacion de la corteza media prefrontal.

Corte coronal de cerebro de rata, donde podemos localizar perfectamente la

CmPF a Bregma 3.20mm (Paxinos y Watson, 1998).

HIPOCAMPO

La formacién hipocampal en la rata se asemeja a una estructura con forma de C
extendida desde la parte septal hacia la zona basal del prosencéfalo siguiendo la
linea rostrodorsal. A lo largo de la formacion hipocampal, sobre el eje
septotemporal es la region dorsal; y la porcion méas caudal es lo que llamamos

hipocampo ventral (Figura 8; Witter y Amaral, 2004).
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Figura 8. Localizacién del hipocampo.

Esquema que representa tridimensional y bidimensionalmente la region
hipocampal del cerebro de rata (Modificado de Witter y Amaral, 2004).

Las neuronas piramidales del hipocampo ventral presentan un soma triangular
caracteristico. Del apice del soma emerge el arbol dendritico apical que se
extiende hacia la fisura hipocampal. De la base del soma presenta de 5-15

dendritas basilares que se extienden hacia el stratum (Fig. 9; Juarez y cols., 2008).

Bregma -5.30mm

Figura 9. Localizacién de hipocampo ventral.

a) Lamina de atlas de Paxinos y Watson (1998) a nivel de Bregma -5.30mm,
donde se encuentra la region CALl ventral, b) Microfotografia de una neurona

piramidal de la region CA1 del hipocampo ventral (Juarez y cols., 2008).

ESPINAS

Las espinas dendriticas son mindsculas protuberancias protoplasmaticas que
revisten la superficie de muchas neuronas y representan el sitio de contacto
sinaptico de tipo excitador por excelencia. La densidad de estas va de 1 a 10 por

micrémetro a lo largo de la longitud de la dendrita. Algunas neuronas como las del
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hipocampo contienen miles de espinas a lo largo de la arborizacion dendritica
(Sorra y Harris, 2000).

ANALISIS DE RESULTADOS MORFOLOGICOS

La evaluacion de los datos morfologicos se realizd6 mediante el analisis de Sholl
(Fig. 10; Sholl, 1953), el cual consiste en iluminar de diferentes colores las
dendritas de acuerdo a sus bifurcaciones, contandose como primaria a la dendrita
gue surge del soma, secundaria, terciaria y sucesivamente hasta n orden, después
colocar una plantilla transparente de una serie de circulos concéntricos alrededor
del cuerpo de la neurona (el centro debe coincidir con el soma) y de esta manera
determinar el nUmero de dendritas que interceptan cada uno de los circulos. Para
el analisis, cada caso fue representado por el valor promedio obtenido por cada
circulo de radio diferente (10 um de diferencia entre cada circulo que antecede a
otro), estos datos nos permite evaluar la longitud dendritica total (indicador de la
complejidad del &rbol dendritico), asi como la longitud por nimero de orden
(medida de la complejidad de las dendritas; Stephens y cols., 2005). Para obtener
el nimero de espinas dendriticas, se buscé un segmento de 30 um de las
dendritas distales al soma, se dibuja y contabiliza las espinas en estos segmentos
y se hace un promedio del nimero de espinas (Vega y cols., 2004; Solis y cols.,
2007).

Figura 10. Plantilla de discos concéntricos para el analisis de Sholl.
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Cada disco conceéntrico esta calibrado para que el primer circulo corresponda a un
radio de 10 um, el segundo a 20um y sucesivamente todos representan 10 um

mas.

9. RESULTADOS
Los resultados obtenidos de la morfologia dendritica utilizando la técnica de Golgi-
Cox realizada a 24 animales tanto experimentales como controles. Los parametros
evaluados en este andlisis comprenden: la arborizacion dendritica, el namero
méximo de orden, la longitud dendritica total y la densidad de espinas dendriticas
en 10 um. Estos parametros fueron evaluados a neuronas piramidales de

hipocampo ventral y corteza media prefrontal capa lll y V.

9.1CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA 1l
ARBORIZACION DENDRITICA DE LA CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA
1
Los resultados en el pardmetro de arborizaciéon dendritica de la corteza media
prefrontal capa Ill se observa cambios del grupo tactil con respecto al grupo

control.

CmPF capa Il

-~ CM
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—4— CA-T
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Numero de circulo (10 gm/cc)

Gréfica 1. Arborizacion dendritica CmPF c-Ill.

Arborizacion dendritica de neuronas de la corteza media prefrontal capa Ill al 14
DPN. Cada grupo con n= 8, ANOVA de una via con una *p<0.05. Se observa una
tendencia de un decremento de las intersecciones del grupo tactil con respecto al

control.
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NUMERO DE ORDEN DE LA CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA IlI
Los resultados en el parametro de nimero de orden de la corteza media prefrontal
capa lll se observa cambios en los grupos aislado y tactil, respecto al grupo

control.

CmPF capa lll
- CcM

- CA
—& CA-T

300

200+

Longitud (mm)

1004

Grafica 2. Namero de orden CmPF c-IlI.

Numero de orden de la corteza media prefrontal capa Il al 14 DPN. Cada grupo
con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. Se observa diferencias
significativas en una disminucién del orden 2 y 3 de los grupos asilado y tactil con

respecto al control.

LONGITUD DENDRITICA DE LA CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA Il
Los resultados en el parametro de longitud dendritica de la corteza media
prefrontal capa Ill se observa cambios en del grupo tactil, respecto al grupo

control.
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Gréfica 3. Longitud dendritica CmPF c-Ill.
Longitud dendritica de la corteza media prefrontal capa Ill al 14 DPN. Cada grupo
con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. Se observa diferencia significativa

en una disminucion del grupo tactil respecto al control.

DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICAS DE LA CORTEZA MEDIA
PREFRONTAL CAPA Il

Los resultados en el pardmetro de densidad de espinas dendriticas de la corteza
media prefrontal capa Ill presenta algunas variaciones pero no son diferencias

significativas en los grupos aislado y tactil, respecto al grupo control.

CmPF capa lll

ESPINAS

CcM CA CA-T

Gréfica 4. Densidad de las espinas dendriticas CmPF c-Ill.
Densidad de espinas dendriticas de la corteza media prefrontal capa Ill al 14 DPN.
Cada grupo con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. No se observa

diferencias significativas.
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9.2CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA V
ARBORIZACION DENDRITICA DE LA CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA
\%
Los resultados en el parametro de arborizaciéon dendritica de la corteza media
prefrontal capa V no se observa cambios en los grupos aislado y tactil, respecto al

grupo control.
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Grafica 5. Arborizacion dendritica CmPF c-V.
Arborizacion dendritica de neuronas de la corteza media prefrontal capa V al 14
DPN. Cada grupo con n= 8, ANOVA de una via con una *p<0.05. No se observa

diferencias significativas.

NUMERO DE ORDEN DE LA CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA V
Los resultados en el pardmetro de niumero de orden de la corteza media prefrontal
capa V se observa cambios en los grupos aislado y tactil, respecto al grupo

control.
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Grafica 6. Numero de orden CmPF c-V.

Numero de orden de la corteza media prefrontal capa V al 14 DPN. Cada grupo
con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. Se observa diferencias
significativas en una disminucién del orden 3 y 4 de los grupos asilado y tactil con
respecto al control.

LONGITUD DENDRITICA DE LA CORTEZA MEDIA PREFRONTAL CAPA V
Los resultados en el pardmetro de longitud dendritica de la corteza media

prefrontal capa V se observa cambios en el grupo tactil, respecto al grupo control.
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Gréfica 7. Longitud dendritica CmPF c-V.
Longitud dendritica de la corteza media prefrontal capa V al 14 DPN. Cada grupo
con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. Se observa diferencia significativa

en una disminucion del grupo tactil respecto al control.
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DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICAS DE LA CORTEZA MEDIA
PREFRONTAL CAPA YV

Los resultados en el parametro de densidad de espinas dendriticas de la corteza
media prefrontal capa V presenta algunas variaciones pero no son diferencias

significativas en los grupos aislado y tactil, respecto al grupo control.
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Gréfica 8. Densidad de espinas dendriticas CmPF c-V.
Densidad de espinas dendriticas de la corteza media prefrontal capa V al 14 DPN.
Cada grupo con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. No se observa

diferencias significativas.

9.3HIPOCAMPO VENTRAL
ARBORIZACION DENDRITICA DEL HIPOCAMPO VENTRAL
Los resultados en el pardmetro de arborizacion dendritica del hipocampo ventral

no se observa cambios en los grupos aislado y tactil, respecto al grupo control.
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Gréfica 9. Arborizacion dendritica Hv.
Arborizacion dendritica de neuronas del hipocampo ventral al 14 DPN. Cada grupo
con n= 8, ANOVA de una via con una *p<0.05. No se observa diferencias

significativas.

NUMERO DE ORDEN DEL HIPOCAMPO VENTRAL
Los resultados en el parametro de numero de orden del hipocampo ventral no se
observa cambios en los grupos aislado y téctil, respecto al grupo control.
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Grafica 10. Numero de orden Hv.
Numero de orden del hipocampo ventral al 14 DPN. Cada grupo con n= 8. ANOVA

de una via con una *p<0.05. No se observa diferencias significativas.

LONGITUD DENDRITICA DEL HIPOCAMPO VENTRAL
Los resultados en el parametro de longitud dendritica del hipocampo ventral no se
observa cambios en los grupos aislado y tactil, respecto al grupo control.
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Gréfica 11. Longitud dendritica Hv.
Longitud dendritica del hipocampo ventral al 14 DPN. Cada grupo con n= 8.
ANOVA de una via con una *p<0.05. No se observa diferencias significativas.

DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICAS DEL HIPOCAMPO VENTRAL
Los resultados en el parametro de densidad de espinas dendriticas del hipocampo
central presentan algunas variaciones pero no son diferencias significativas en los

grupos aislado y tactil, respecto al grupo control.
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Grafica 12. Densidad de espinas dendriticas Hv.
Densidad de espinas dendriticas del hipocampo ventral al 14 DPN. Cada grupo
con n= 8. ANOVA de una via con una *p<0.05. El valor del grupo CA es mayor que

el CM, pero las diferencias no son significativas.
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10.DISCUSION DE RESULTADOS
El proposito de este trabajo fue determinar si los efectos de los cuidados maternos
durante los primeros 14 dias de vida o posnatales (DPN) en ratas participaban en
el desarrollo de la morfologia dendritica a nivel de las neuronas piramidales de la
corteza prefrontal capa Ill y V y el hipocampo ventral. Asi como determinar si la
privacion materna total a través de la crianza artificial afectaba la morfologia
dendritica de las anteriores areas neurales. Ademas, evaluar si la estimulacion
tactil corporal a través de una brocha de cerdas finas durante la crianza artificial
podia prevenir los posibles efectos negativos del aislamiento.
Este trabajo es parte de un proyecto grande cuyo objetivo principal es hacer un
andlisis sistematizado de la ontogenia de la morfologia dendritica de areas
neurales del sistema limbico, principalmente, durante todo el periodo postnatal
pre-destete. Asi que el objetivo principal del presente trabajo es determinar el
efecto de la privacion materna total a través de la crianza artificial sobre la
morfologia dendritica en dos areas neurales importantes del sistema limbico, asi
como el papel que juegan los estimulos tactiles corporales sobre dichos procesos
plasticos.
El modelo animal de crianza artificial ha sido utilizado para probar la importancia
de la conducta materna desplegada hacia las crias, asi como los estimulos
sensoriales, compafieros de camada, olor del nido, etc.
Durante las dos primeras semanas de vida (en la rata) el cuidado materno, asi
como otros factores extrinsecos, juega un papel importante en la maduracion de
algunos sustratos neuronales y/o neuroendocrinos como los que regulan el estrés
(McCarthy y cols., 1997), la conducta materna (Coniglio y cols., 1973) y la
conducta sexual masculina. Se ha propuesto para los tres casos anteriores que el
lamido en la region perineal y corporal que la madre provee a las crias macho es
el componente clave que modula dicha maduracion postnatal (Melo y cols., 2013).
Dentro del circuito neural que se ha propuesto (circuito maternal) que regula la
conducta materna, se incluye al sistema limbico, entre los que se encuentra el

hipocampo y la corteza media prefrontal, estructuras que estan relacionadas con
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el almacenamiento de la memoria y el aprendizaje, asi como regulacion del
comportamiento emocional.

Champagne y cols. (2007) propuso que el cuidado materno (lamido-caricia) en la
rata durante la infancia, influye a largo plazo en las respuestas ante el estrés y en
procesos cognitivos de las crias. Han encontrado un arbol dendritico corto y menor
densidad de espinas dendriticas en neuronas del hipocampo de las crias adultas
con bajo cuidado materno respecto a los cuidados por su madre. Esto sugiere que
los cuidados maternos pueden alterar, a largo plazo, el funcionamiento cognitivo
optimo. También se ha reportado disminucion de la densidad de espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de la corteza media prefrontal capa Il y
del hipocampo en sujetos que padecieron esquizofrenia (Glantz y Lewis, 2000). Se
ha reportado alteraciones en la morfologia en neuronas piramidales de la corteza
media prefrontal capa Ill debido a la privacion materna del 1-14 DPN, durante dos
horas diarias (Sanchez, 2008). Datos preliminares han mostrado los efectos de la
crianza artificial al 7 DPN en NAcc sin encontrar alteraciones y en ABL en la que la
estimulacién corporal previene los efectos de aislamiento. También se evalué al 21
DPN en hipocampo ventral e hipocampo dorsal, obteniendo resultados positivos al
aplicar estimulacion corporal. De los trabajos mostrados, sugiere que la condicion
de la desatencién materna afecta la morfologia dendritica.

Un estudio de Meaney mostré que las crias de ratas muy cuidadas, presentaban
un elevado nivel del receptor de glucocorticoides en hipotalamico y I6bulo frontal y
ello terminaba traduciéndose en un menor nivel de factor liberador de corticotrofina
en el hipotalamo, es decir, una menor respuesta endocrina al estrés (Kappeler L y
Meaney MJ, 2010). Los glucocorticoides estimulan la formacion del BDNF. Las
neurotrofinas estan relacionadas con la plasticidad cerebral.

En la rata, la mayoria de las neuronas se producen durante las dos primeras
semanas de vida postnatal, coincidiendo con el periodo hiporesponsivo al estrés
(Schlessinger y cols., 1975). Este se caracteriza por tener concentraciones
basales bajas de glucocorticoides y una respuesta disminuida de la glandula

suprarrenal al estrés. Pero algunos estresores como la separacion maternal
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prolongada pueden elevar las concentraciones de glucocorticoides aun durante el
periodo hiporesponsivo (Levine, 1994).

Durante las primeras dos semanas el nimero de nuevas sinapsis se incrementa
en forma exponencial en el periodo posnatal. La neurogénesis y la sinaptogénesis
aumentan la posibilidad de modificacion en la funcién cerebral, que depende de
las primeras experiencias. Por el contrario, si la relacion madre-hijo es deficiente,
como sucede en la separacion materna, se presentan fendmenos de poda
neuronal, apoptosis e hiperactividad del eje HHA, relacionados con mayor
vulnerabilidad al estrés, disminucion de la respuesta inmunoldgica y presentacion
de cuadros de ansiedad y depresion, que a su vez incrementan la morbi-
mortalidad.

Meaney evidencia que un entorno ambiental desfavorable puede tener un efecto
positivo, a través del aumento de la resilencia (capacidad de sobreponerse a
situaciones adversas) del individuo; o bien negativo aumentando la vulnerabilidad
del individuo, haciéndolo susceptible lo que resultar4 en dafio cerebral (atrofia de
las estructuras neurales con disminucion de las arborizaciones y desarrollo de
espinas dendriticas).

La forma, ramificacion y extensién del arbol dendritico, asi como la cantidad de
espinas dendriticas, son parametros de la morfologia neuronal que varian en torno
a los cambios del medio (Fiala, 2008)

Los resultados morfolégicos de hipocampo ventral de los parametros analizados,
longitud dendritica total, arborizacion dendritica, nimero méximo de orden y
densidad de espinas dendriticas. Se encontré que no hay diferencias significativas
en los grupos aislado y tactil respecto al criado por su madre.

En los resultados morfolégicos de corteza media prefrontal capa Ill con los mismos
parametros analizados, los datos muestran que hay diferencias significativas en
comparacion con el grupo criado por su madre en los grupos aislado y tactil en
longitud por numero de orden. También una disminucion soélo del tactil en
arborizacion dendritica y longitud dendritica total.

En corteza media prefrontal capa V, las diferencias significativas comparadas con

el grupo criado por su madre muestran disminucion en longitud por numero de
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orden de los grupos aislado y tactil. S6lo hay disminucion de longitud dendritica
total en el grupo tactil

En la mayoria de los datos muestran que no hay modificacion significativa en la
morfologia neuronal en las areas evaluadas y contrario a la informacion recopilada
de trabajos realizados en adultos, en los que el aislado presenta tendencia
negativa y el tactil revierte esos efectos, en este caso el grupo tactil muestra
valores mas negativos incluso que el aislado, esto contradice los datos esperados
en la la morfologia neuronal. Existen algunas posibles explicaciones: 1) durante
los primeros 14 dias de vida las crias se encuentran dentro del periodo
hiporesponsivo al estrés, por lo que su respuesta al estrés esta disminuida y a
pesar de separarlos de su madre, sin embargo, se ha reportado que las crias
aisladas dentro del sistema de crianza artificial no padecen de estrés crénico
temprano (Lomanowska y Kraemer, 2011; Ver, Lomanowska y Melo, 2016), como
ocurre con las crias sometidas a separacion materna parcial (Sanchez, 2008), 2)
debido a que éstas crias tienen suficiente BDNF como para contrarrestar el efecto
del aislamiento sobre la plasticidad cerebral y asi poder adaptarse a las
circunstancias, 3) tienen sistemas muy activos como lo es la sinaptogénesis que
ayuda al crecimiento de las ramificaciones dendriticas y la neurogénesis haciendo
nuevas neuronas para compensar las que se estén perdiendo. Por otro lado,
aunque no significativo, los datos provenientes del grupo de CA-Tactil muestran
una tendencia negativa en ambas estructuras analizadas. Esto podria deberse a:
1) los estimulos tactiles que las crias reciben de la madre durante los primeros 14
DPN no son suficientes para ejercer una accién positiva sobre la morfologia
dendritica y requieren de los estimulos agregada durante los siguientes 7 dias, i.e.,
al destete (DPN 21), 2) quizd se requiera de mayor intensidad/frecuencia de
estimulos tactiles durante este periodo para ejercer una accion positiva (7-8 veces
al dia??). Si se habla de la hipdtesis de amnesia infantil quizas eso suceda en el
modelo, debido a la alta neurogénesis se forman muchas neuronas y no se
proyecta la diferencia de lo que se esta perdiendo, pero las neuronas que

sobrevivan a la poda neuronal, apoptosis, etc. Contendran la informacion a largo
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plazo, lo que pensando en el futuro, se pueden desarrollar enfermedades
causadas por la alteracion del sistema nervioso central.

Se ha mostrado la importancia que tiene el medio de desarrollo en la etapa infantil,
ya que si esta es desfavorable afecta a varios sistemas causando alteraciones a
corto y largo plazo. Pero si durante esta etapa se compensa de otra forma (re-
emplazo de estimulos tactiles y/o sociales), se pueden prevenir los efectos
negativos.

No se indica una comparacion con algunos otros datos reportados ya que los
trabajos en etapa infantil son escasos y morfologia dendritica en estas areas a 14

DPN no hay reportes.

11.CONCLUSION
Los efectos de la separacion materna total y crianza artificial al 14 DPN no
modifican la citoarquitectura de las neuronas en Hipocampo ventral y Corteza
media prefrontal capa lll y V.
Al aplicar estimulacion tactil corporal para revertir los efectos negativos, no hay
modificacion de la citoarquitectura en la etapa infantil.
La ausencia de cuidados maternos tiene efectos negativos detectados
generalmente en la etapa adulta, pero estos pueden ser tratados desde la infancia
para poder revertirlos y de ser posible anularlos.
Gracias a la importancia que se le ha dado a la etapa infantil hay varias

investigaciones, pero aun falta mucho por investigar.

12.PERSPECTIVAS

e Analisis de hipocampo dorsal, amigdala, nacleo accumbens y area
predptica.

e Agregar otros grupos de estudio (Aislado-Estimulacion anogenital y Aislado-
Social).

e Evaluar morfologia y conducta a animales con este protocolo a edades

adultas
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e Incrementar el nimero de crias del grupo CA-T. Los datos no son
concluyentes.

e Con los datos obtenidos y la informacion que se adquiera, en un futuro se
debe hacer el disefio de tratamientos farmacoldgicos que sean eficaces en la

mejora de la recuperacion de la ausencia de los cuidados maternos
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