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Resumen

En nuestro laboratorio se cuenta con dos sublineas endogamicas seleccionadas
en base a su frecuencia de bostezo espontaneo, las ratas de alto y bajo bostezo,
HY y LY (de sus siglas en inglés, respectivamente). Estos animales muestran
diferencias en la organizacién de la conducta de aseo, en sus respuestas ante
distintos estresores, y también en el despliegue de las conductas sexual masculina
y materna. Estas diferencias entre las sublineas pueden estar, al menos
parcialmente, originadas por la calidad e intensidad cuidado que proveen las
madres HY, el cual pudiera condicionar mayores respuestas ante estresores. En
este trabajo exploramos en detalle el efecto del cuidado materno en la conducta
de bostezo y en las respuestas conductuales y hormonales ante varios tipos de
estresores en su descendencia. Para este fin realizamos intercambio de camadas,
para conocer el efecto de distintos patrones de cuidados maternos en ambos
genotipos y se evalué también la conducta de los hibridos HY/LY como un
complemento a la maniobra de intercambio de camadas, para considerar las
interacciones que pueden deberse al ambiente uterino.

En el Experimento 1 se realizé intercambio de camadas (cross-fostering) entre las
sublineas HY y LY. A la descendencia en la edad adulta se le evalud la frecuencia
de bostezo espontaneo y las respuestas en las pruebas de conducta semejante a
la ansiedad de caja luz-oscuridad, campo abierto y laberinto en cruz elevado.

Los machos de la sublinea HY criados por madres LY mostraron una menor
frecuencia de bostezo espontaneo respecto de los criados por madres HY. En

cuanto a las pruebas que evalian conducta semejante a la ansiedad, se observé



gue los machos HY fueron méas ansiosos que los LY, independientemente del tipo
de madre que los crio. Sin embargo la diferencia entre HY y LY fue menor cuando
los primeros fueron criados por una madre LY. La duracion de la tigmotaxis en el
campo abierto es un importante indice de conducta semejante a la ansiedad. Los
hijos HY criados por madres LY pasaron menos tiempo en tigmotaxis que los
criados por madres HY, demostrandose asi un importante componente materno en
las diferencias de las respuestas conductuales entre ambas sublineas.

En el Experimento 2 se obtuvieron hibridos de la cruza entre las sublineas HY y
LY. Estos hibridos fueron divididos en dos grupos: los que fueron producto de una
madre HY con un padre LY y los que fueron hijos de una madre LY con un padre
HY. La frecuencia de bostezo espontaneo de los hibridos fue intermedia respecto
de lo obtenido en las sublineas HY y LY, sin diferencia significativa entre los
hibridos de madre HY respecto de los de madre LY. En la prueba de campo
abierto la conducta de los hibridos fue diferente de la sublinea HY y muy similar a
lo mostrado en las LY colocando a los hibridos en esta prueba con los mismos
niveles de conducta semejante a la ansiedad que caracterizan a la sublinea LY.
En la prueba de caja luz-oscuridad el numero de transiciones entre el
compartimento oscuro y el iluminado fue también un valor intermedio en los
hibridos respecto de las sublineas.

En los Experimentos 3 y 4 realizamos intercambio de camadas entre la sublinea
HY y ratas de la cepa exogamica Sprague-Dawley (SD). En el Experimento 3
evaluamos la conducta materna respecto al tipo de hijos adoptados y en el 4
evaluamos la frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia del

Experimento 3, asi como su desempefio en las pruebas de conducta semejante a
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la ansiedad y después de estas se midieron los niveles plasméticos de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH, de sus siglas en inglés) y de corticosterona.

Las siguientes conductas maternas dependieron del tipo de madre: duracion total
del lamido ano-genital y corporal, duracion total del amamantamiento en posicion
de cifosis (también conocido como amamantamiento con la espalda arqueada,
“arched-back nursing”, o amamantamiento de alta intensidad) y tiempo que
pasaron dentro del nido, estas variables fueron mayores en las madres SD
respecto de las madres HY. Las siguientes conductas maternas dependieron del
tipo de hijo: latencia de acarreo (menor para hijos HY), nimero de reacarreos y
reacomodos dentro del nido que producen vocalizaciones audibles (mayor con los
hijos HY).

La frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia del intercambio de
camadas entre HY y SD dependio tanto del hijo como de la madre. Siendo mayor
la frecuencia de bostezo espontaneo tanto en hijos SD como hijos HY criados por
madres HY. Se observé ademas una mayor frecuencia de bostezo espontaneo en
los hijos HY respecto de los SD independientemente del tipo de madre que los
crio. En las pruebas de conducta semejante a la ansiedad se observé que tanto en
la prueba de caja luz-oscuridad, como en la de campo abierto los machos SD
criados por madres HY tuvieron mayores niveles de conducta semejante a la
ansiedad respecto de los SD criados por madres SD. Los niveles de ACTH no
difirieron entre los grupos después de las distintas pruebas conductuales, sin
embargo los niveles de corticosterona después de la prueba de campo abierto

fueron mayores en los sujetos SD criados por madres HY respecto de los SD



criados por madres SD, por lo que fueron mas sensibles al estrés causado por
esta prueba.

Los resultados anteriores nos llevan a concluir que tanto el bostezo como las
respuestas conductuales y hormonales en los ambientes novedosos en la sublinea
HY tienen un componente genético y también uno epigenético (ambiente
maternal). Por otro lado, las diferencias conductuales de las madres HY afectaron
las respuestas de estrés de la cepa SD, pero no las de la sublinea LY por lo que
esta Ultima debe contar con factores de resistencia de origen genético o
epigenético que la previenen del efecto que induce la madre HY. Finalmente, las
crias HY fueron capaces de alterar algunas conductas maternas tanto de madres
SD como de las HY. Por lo que las crias juegan un rol central en el perfil ansioso
gue muestran conductual y neuroenddcrinamente.

Los resultados muestran que:

1) La elevada frecuencia de bostezo espontaneo de la sublinea HY cuenta
tanto con un componente genético como con un epigenético ligado al tipo
de cuidado materno.

2) La sublinea LY es resistente a los efectos epigenéticos que provee el
cuidado materno de la sublinea HY.

3) La cepa Sprague-Dawley es susceptible a los efectos epigenéticos debidos
al cuidado materno de la sublinea HY elevando su frecuencia de bostezo
espontaneo, respuestas de conducta semejante a la ansiedad y respuestas

neuroendécrinas diferenciales.



Introduccioén

La conducta es el conjunto de pautas motoras que se observan en los animales en
respuesta a estimulos tanto internos como externos con la finalidad de mantener
la homeostasis y resolver sus problemas ecoldgicos. Los principales sistemas
organicos que participan en la conducta son el sistema nervioso y el
osteomuscular (Slater, 2000). ElI primero controla y el segundo ejecuta los
patrones de movimiento innatos y adquiridos. En los vertebrados superiores (aves
y mamiferos) estos sistemas son tan importantes que el sistema nervioso es el
principal consumidor de energia en proporcion con el peso del sujeto y el sistema
osteomuscular es el que tiene mayor masa respecto al resto del organismo (Curtis
y Barnes, 1989).

El repertorio de comportamiento de un animal contiene conductas innatas y
adquiridas. Las primeras se heredan, en tanto que las segundas requieren de un

proceso de desarrollo dependiente del aprendizaje (Curtis y Barnes, 1989).

Bostezo

Entre las conductas innatas, el bostezo destaca porque se ha descrito en todos los
grupos de vertebrados, en los cuales su patron motor es practicamente el mismo
(Walusinsky, 2009). El bostezo consiste en una inspiracion profunda que se realiza
con una amplia apertura de la boca laringe y faringe, seguida por un breve acmé y
una espiracion fuerte y corta (Barbizet, 1958; Collins y Eguibar, 2010; véase la

Figura 1).



Figura 1. Bostezo en las ratas. Secuencia fotografica en la que se observa un bostezo de una
rata. El bostezo se define como un apertura amplia y progresiva de la boca con una profunda
inspiracion hasta un acmé durante el cual los musculos de la cara y cuerpo se contraen
fuertemente seguido de una espiracion breve, generalmente acompafiado con el cierre de los ojos,
lagrimeo y salivacion, asi como el estiramiento de los miembros anteriores y en ocasiones también
los posteriores (Uribe y cols., 2015).

La funcion del bostezo no ha sido completamente elucidada. Se ha descartado
gue tenga como principal funcion contrarrestar la hipoxia o la hipercapnia puesto
que los cambios en la composicion de los gases que se respiran no cambian su
frecuencia de ocurrencia. En humanos se demostré que no varia la frecuencia de
bostezo cuando se les expone a una atmosfera de oxigeno al 100% o de biéxido
de carbono al 5% (Provine y cols., 1987). De igual forma se ha descartado que el
bostezo tenga un papel en la activacion cerebral puesto que el andlisis
electroencefalografico del efecto del bostezo en la actividad cerebral no muestra
un aumento de los patrones de actividad eléctrica propios de la vigilia (Guggisberg
y cols., 2007). Una hipoétesis que ha cobrado auge en los ultimos ocho afios es
que la funcién del bostezo es la termorregulacion cerebral, ya que los incrementos
en la temperatura cerebral causados por el ambiente, el estrés, el suefio y algunos
estados patolégicos, se asocian con un incremento en la frecuencia de bostezo;
adicionalmente, la ocurrencia de un bostezo en las ratas esta precedida por un
incremento en la temperatura de la corteza prefrontal (Gallup y Eldakar, 2012). El
aumento de la frecuencia de bostezo durante el estrés o durante la recuperacion

del mismo, ha hecho del bostezo un util indicador conductual que permite junto



con otras conductas tales como el acicalamiento, el rascado y el estiramiento,
establecer el grado de estrés al que un sujeto esta sometido (Uribe y cols., 2015).
En los siguientes animales se han descrito cambios en la frecuencia de bostezo en
relacion con estrés: en ratas, mediante estrés térmico (Gallup y cols., 2011), estrés
por toques eléctricos (Tufik y cols., 1995), estrés por expectacion en la restriccion
alimenticia (Holmgren y cols., 1991) y estrés por restriccion de movimiento (Uribe,

2010, véase la Figura 2).
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Figura 2. Frecuencia de bostezo espontaneo después de 15 minutos de estrés por
restriccion. A) Después de 15 minutos de estrés por restriccion la frecuencia de bostezo
espontaneo disminuye en la sublinea HY (*P< 0.05). B) En la sublinea LY la frecuencia de bostezo
aumenta significativamente después del estrés (**P< 0.01). Este efecto se relaciona con la
capacidad de recuperarse del estrés la cual es mayor en la sublinea LY (tomada de Uribe, 2010).

En primates no humanos, se registran aumentos en la frecuencia de bostezo
relacionados con estados de estrés. En chimpancés, se incrementa en estados de
tension social, encuentros agresivos o ante la proximidad de humanos en los
chimpanceés silvestres (Vick y Paukner, 2010). En los monos capuchinos aumenta
ante el estrés térmico cuando las temperaturas ambientales alcanzan los 37° C
(Gallup, 2010). En humanos se ha mostrado aumentos en la frecuencia de
bostezo asociados al estrés provocado por la expectacion tal como en las
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siguientes situaciones: estar esperando en una fila para donar sangre, antes de
una competencia olimpica, a punto de dar el primer salto en paracaidas, musicos
antes de dar un concierto (Provine, 2005).

El papel del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal en la expresion del bostezo es
determinante: las ratas adrenalectomizadas no bostezan y la inyeccion de
dexametasona restituye la frecuencia normal de bostezo (Anias-Calderon y cols.,
2004). Por otro lado, la inyeccion intracerebroventricular de la hormona ACTH o de
factor liberador de corticotropina aumentan la frecuencia de bostezo (Collins y
Equibar, 2010).

En la transicion suefio-vigilia, cuando ocurren los cambios mas acentuados en la
frecuencia de bostezo espontaneo en los roedores (acrofase del ciclo circadiano
del bostezo, Anias y cols., 1984, véase la Figura 3), también es el momento del
dia en el cual se presenta el pico de liberacion de corticosterona (acrofase del
ciclo circadiano de la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, Dixit y
Buckley, 1967). Por lo anterior se puede notar que estrés, termorregulacion y ciclo
suefio vigilia, lejos de ser topicos independientes del fendmeno del bostezo, son
aspectos complementarios de una teoria que lo explica.

Todo lo anterior nos hace suponer que los cambios metabdlicos asociados a la
activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal desencadenan el bostezo como un
mecanismo homeostatico para regular la temperatura y aumentar los niveles de

02, como un mecanismo de proalimentacion.
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Figura 3. Frecuencia de bostezo espontaneo de las ratas HY a lo largo del dia. A) Cambios en
la frecuencia de bostezo espontadneo a lo largo del dia cuando las ratas se encuentran bajo
iluminacién natural. B) Cambios en la frecuencia de bostezo a lo largo del dia cuando los animales
se encuentran bajo un ciclo luz-oscuridad artificial, incluye encendido o apagado total de la luz. La
frecuencia de bostezo espontaneo en ambos casos se incrementa significativamente cuando se
aproxima el cambio de luz a oscuridad, lo que en roedores se relaciona con un incremento en la
actividad del eje hipotalamo-hip&fisis-adrenal (tomada de Anias y cols., 1984).

Estrés

Se considera que el estrés es el conjunto de respuestas fisiologicas y
conductuales que se desencadenan como consecuencia de un estimulo que
amenaza la integridad fisiol6gica o psicologica del individuo (McEwen, 2000).
Entre ellas, destaca la activacion del sistema simpatico que libera catecolaminas y
del eje hipotadlamo-hipofisis-adrenal con la liberacion al torrente sanguineo, en
forma secuencial de las hormonas: factor liberador de corticotropina, hormona
ACTH vy glucocorticoides, cortisol en humanos y corticosterona en ratas (Sapolsky
y cols., 2000). Estas hormonas tienen importantes efectos a nivel del sistema
nervioso central y de todo el organismo. El factor liberador de corticotropina actia
ademas, como neurotransmisor para regular las respuestas conductuales

provocadas por el estrés (Korte y De Boer, 2003).



Cuando las respuestas de estrés se prolongan, se ocasionan distintos trastornos
organicos y conductuales que pueden afectar la salud del individuo, ocasionando
distintas enfermedades (Ulrich-Lai y Herman, 2009). Por ejemplo, el estrés cronico
causa exceso de sintesis y liberacion del factor liberador de corticotropina en
estructuras como la amigdala y el nucleo paraventricular del hipotdlamo ante un
estresor (Ostrander y cols., 2006). Este exceso de factor liberador de
corticotropina ha sido involucrado en el desarrollo de patologias tales como la
ansiedad y/o la depresién (Meaney, 2001). La obesidad, el sindrome metabdlico y
la hipertension arterial, enfermedades que se han catalogado como epidemias en
distintas regiones del mundo, se relacionan con el estrés prolongado en los

humanos (Chrousos, 2009).

El desarrollo de los trastornos de ansiedad y/o depresion esta determinado por
factores genéticos y epigenéticos. Estos Ultimos consisten en modificaciones
tempranas y prolongadas en la expresion del acido desoxidorribonucleico (ADN)
producidas por factores medio ambientales (Meaney, 2009). Un ejemplo de
factores genéticos es una variacion en el gen del transportador a serotonina en
humanos favorece un incremento en la ansiedad. Otro ejemplo es una variacion
de baja actividad del promotor del gen de la enzima monoaminooxidasa que
metaboliza a serotonina, dopamina y noradrenalina, y que ha sido involucrado en
el trastorno depresivo en humanos (Gross y Hen, 2004). Respecto a los
determinantes epigenéticos, el tipo de cuidado materno influye en las respuestas
conductuales y neuroenddcrinas. Un cuidado materno deficiente, con poco

contacto entre la madre y las crias, asi como el maltrato a estos ultimos, causa
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respuestas exageradas a los estresores en la edad adulta de la descendencia,
esto se ha constatado en ratas, primates no humanos y humanos (Meaney, 2001).
Los individuos con cuidado materno deficiente sintetizan y liberan una mayor
cantidad de factor liberador de corticotropina el cual a su vez aumenta la liberacion
de ACTH vy glucocorticoides, adicionalmente el mecanismo de retroalimentacion
negativa que modula la liberacion de glucocorticoides esta disminuido por lo que
sus altos niveles se mantienen durante mas tiempo (Liu y cols., 1997, véase la
Figura 4). Las respuestas exageradas a los estresores se correlacionan con la
metilacién del gen promotor del receptor a glucocorticoides en el hipocampo en
humanos asi como en roedores (Meaney, 2009). La metilacibn de este gen
disminuye la expresion del receptor, lo que retarda la disminucién de los niveles de
glucocorticoides posterior al estresor, facilitando las enfermedades relacionadas

con el mismo (Meaney, 2009).

goy 4 100% b )
- * * * _
% ‘.'_ | *
o 60} . £ 800
S 2
g ‘-:—:' 600
o 40t ]\’3
;E < 400}
©
8 20! O High LG-ABN £
= ® LowLG-ABN 9 200 |
T K © High LG-ABN
8 I o ———— * Low LG-ABN
0 Pre St10 St20 PS/20 PS/40 PS/B0 PS/120 Pre S10 S20 P20 P40 PE0 P120

Figura 4. Efecto del lamido ano-genital y corporal materno y el amamantamiento en cifosis
en la concentracién plasmética de corticosterona y ACTH posteriores al estresor. Los
individuos de la cepa Long-Evans que fueron adoptados por una madre que les proporciond mayor
cantidad de lamido y amamantamiento durante la lactancia presentan menores concentraciones de
la hormona corticosterona (a) y de la hormona ACTH (b) inmediatamente después de 20 minutos
de estrés por restriccion de movimiento y durante 100 minutos después de iniciado éste respecto
de los individuos que fueron adoptados por madres de menor duracion del lamido y
amamantamiento en cifosis (*P< 0.05; tomada de Liu y cols, 1997).
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Los roedores han sido ampliamente utilizados como modelos para entender los
trastornos relacionados con el estrés ya que comparten con los humanos el
desarrollo de patologias fisiolégicas y conductuales.

Al igual que en los humanos, en los roedores el estrés genera Ulceras
estomacales, hipertrofia de las glandulas adrenales, trastornos cardiovasculares,
deficiencias inmunoldgicas entre otros trastornos organicos. Por otro lado los
cambios conductuales producidos por el estrés tienen paralelo con los humanos.
Los roedores al igual que los humanos, cuando son sometidos a estrés cronico
presentan conductas de evitacion propias de los trastornos de ansiedad y
conductas apaticas y anhedodnicas propias de los trastornos depresivos. Mas adn
los roedores responden a farmacos ansioliticos y antidepresivos de manera dosis
dependiente mejorando sus conductas de evitacion. Las homologias entre las
respuestas de estrés en humanos y roedores han generado importantes
contribuciones al entendimiento de la neurobiologia del estrés, empezando por la
comprension del papel de la activacion del eje hipotdlamo-hipofisis adrenal y sus
alteraciones debidas al tipo de crianza.

El eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal no es el Unico elemento regulador de las
respuestas conductuales que se modifica debido al cuidado materno deficiente. En
el modelo de Meaney y cols. (2001), los adultos que durante la lactancia recibieron
poco lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en cifosis tienen otras
alteraciones en los sistemas de neurotransmision. Entre las mas importantes se
encuentra una menor expresion del receptor a benzodiacepinas en el nudcleo
central y lateral de la amigdala, locus coeruleus y tracto solitario y de los

receptores alfa dos adrenérgicos en el locus coeruleus y en el tracto solitario, los
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niveles del estos receptores son muy importantes para regular las respuestas de
ansiedad por lo que una menor expresion facilita que la conducta ansiosa sea mas
exagerada y que el estado de ansiedad y la activacion simpatica sean de mayor
duracion (Caldji y cols., 1998). De igual forma, la baja estimulacion por parte de la
madre provoca, mayor expresion de factor liberador de corticotropina en otras
regiones no directamente relacionadas con la activacion del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal que producen mayores niveles del receptor para factor liberador
de corticotropina en el locus coeruleus y amigdala, lo que se correlaciona con
mayores respuestas conductuales en pruebas de conducta semejante de ansiedad
tal como la prueba de campo abierto y la de laberinto en cruz elevado (Caldji y

cols., 1998).

Conducta materna en las ratas

Los cambios conductuales de una rata hembra prefiada inician alrededor de una
semana antes del parto cuando disminuye la actividad, aumenta el aislamiento e
inicia la construccion del nido (Rees y cols., 2004). Al igual que otros mamiferos,
durante el parto la rata ayuda a sus crias a salir del conducto vaginal y una vez
fuera de este, ingiere la placenta, el cordon umbilical y las membranas fetales y los
lame para limpiar la sangre y liquido amnidético. Una vez que han nacido todos las
crias inicia con un patron conductual que incluye actividades dirigidas a las crias y
otras dirigidas a si misma. Las primeras se agrupan dentro de un episodio de
amamantamiento: la madre ingresa al nido, lo reconstruye acarreando paja con la
boca, amontonando la que ya se encuentra en este, acomoda a las crias que se

han dispersado por sus movimientos, se coloca encima de ellos dejando un
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espacio para que estos accedan a los pezones, se lame y acicala a si misma y
lame a las crias (Rees y cols., 2004). El lamido ano-genital y corporal
proporcionado a las crias puede ser ano-genital o corporal, el ano-genital esta
enfocado a la limpieza de los genitales pero también este es un estimulo
necesario para el reflejo de la miccion y defecacion de las crias. Asi mismo, la
madre ingiere las excretas tanto para mantener la limpieza del nido como para
recuperar los nutrientes y agua perdidos durante la lactancia, también se sabe que
una adecuada estimulacion sensorial a los genitales determina que los
descendientes tengan una adecuado desempefio sexual en la etapa adulta
(Moore, 1984). El lamido hacia el cuerpo de las crias, lamido corporal, proporciona
limpieza y estimulacién sensorial a las crias para un desarrollo adecuado de esta
especie atricial. Una vez que ha lamido corporal y ano-genitalmente a la mayoria
de las crias, éstos empiezan a buscar los pezones de la madre para iniciar un
episodio de amamantamiento. Cuando las crias alcanzan a estimular lo suficiente
a la madre, ésta adopta una posicion de amamantamiento en cifosis, durante la
cual estira las patas delanteras y traseras facilitando el acceso a los pezones, se
encuentra practicamente inmavil y la cantidad de leche eyectada es mayor (Stern,
1997). Conforme las crias se sacian, la dejan de estimular por medio de sus
movimientos y la succion y se quedan dormidos, generalmente la madre también
se queda dormida. Posterior al episodio de amamantamiento, la madre sale del
nido para realizar ingesta de comida y agua, asi como acicalarse y patrullar el
ambiente que la rodea, descansa fuera del nido, para posteriormente iniciar un
nuevo episodio de amamantamiento. Estas conductas maternas varian en su

cantidad y duracién ampliamente dentro de esta especie (Rees y cols., 2004).
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Conducta maternay las respuestas de estrés

Ciertas maniobras modifican la conducta materna en las ratas, una de las mas
estudiadas es la manipulacién temprana o del inglés, “handling”, la cual consiste
en una separacion breve (Deneberg y Smith, 1963). Cuando se separa 15 minutos
a las crias de sus madres y se les vuelve a reunir nuevamente, las madres
proporcionan mas lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en cifosis a las
crias respecto las que no son sometidas a esta maniobra (Pryce y cols., 2001). En
las crias que pasaron por este tratamiento se observan conductas menos ansiosas
en la etapa adulta en las pruebas de conducta semejante a la ansiedad y
respuesta fisiolégicas de estrés de menor intensidad y duracion (Valleé y
cols.,1997). La estimulacion de la conducta materna durante el “handling” depende
tanto de cambios conductuales en las crias como en la madre, causados por este
lapso de separacion. La conducta materna de amamantamiento en cifosis y la
duracién del lamido corporal y ano-genital presentan una correlacion positiva con
las respuestas conductuales y hormonales de estrés de las crias en la etapa
adulta (Meaney y cols., 1985). Otras conductas relacionadas con las respuestas
de estrés en los hijos son el tiempo que las madres permanecen en contacto con
las crias y el tiempo que tardan en acarrearlos y juntarlos en el nido cuando estos
han sido dispersados (Franks y cols., 2011).

Las deficiencias en la conducta materna tales como una menor calidad del nido,
un menor tiempo en contacto con las crias, un menor tiempo de lamido ano-genital
y corporal y de amamantamiento en cifosis se relacionan con una mayor conducta

semejante a la ansiedad en la descendencia en la prueba de campo abierto,
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consistente en un menor tiempo pasado en el centro del mismo (Weaver y cols.,
2006), y también es el caso en el laberinto en cruz elevado con un menor tiempo
pasado en los brazos abiertos (Huot y cols.,, 2001). Adicionalmente, la
descendencia de madres deficientes en tiempo de lamido ano-genital y corporal a
las crias y amamantamiento en cifosis, presentan ante la exposicion a estresores,
mayores respuestas neuroenddcrinas, como son: una mayor secrecion de factor
liberador de corticotropina, hormona ACTH y corticosterona, esto es, cambios en
la operacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Liu y cols., 1997). La conducta
materna deficiente se encuentra en cierta proporcion de las poblaciones de
distintas cepas de ratas, tales como las Long-Evans, Sprague-Dawley o Wistar
(Meaney, 2001). En estas cepas se encuentra una correlacion entre el grado de
lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en cifosis y las respuestas
conductuales y hormonales de estrés en las crias (Meaney, 2001). En la Tabla 1
se muestran ejemplos de grupo de ratas en las que se ha estudiado el efecto de la
conducta materna en el desempefio de la descendencia en pruebas de que

involucran estrés, mediante el modelo de intercambio de camadas.

Tabla 1. Cepas de ratas en las que la conducta materna tiene un efecto en las

respuestas conductuales y fisioldgicas.

Cepaderata | Conductadelamadre | Efectoenla Autores
descendencia
Fisher 344 Bajo porcentaje de Las criadas por Fisher Moore y
respecto ratas | lamido ano-genital, 344 tienen menor cols., 1996.
Long Evans. menor tiempo de desempefio copulatorio,
amamantamiento. crias de menor peso.
Low LG-ABN | Menor duracion del Las criadas por low LG- Liuy cols.,
respecto high | lamidoy ABN tienen mayores 1997;
LG-ABN. amamantamiento en respuestas conductuales | Francisy
cifosis. y neuroenddcrinas a Meaney
estresores. 1999.
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Hatano LAA
respecto de

Mayor latencia de
acarreo de toda la

Las criadas por Hatano
LAA tienen bajo

Othay cols.,
2002.

Hatano HAA. | camaday bajo cantidad | desempeiio en la tarea
de lamido corporal y de baja evitacion y
ano-genital a las crias. mayores respuestas ante

estresores.
Flinders Menor cantidad de Las Flinders sensibles Malkesman
sensibles episodios de lamido cuidadas por Flinders y cols.,
respecto mayor duracion del sensibles muestran 2008.
Sprague- acarreo de las crias. mayores niveles basales
Dawley. de corticosterona,

respecto de las Fliders

sensibles cuidadas por

madres SD.
Espontanea- Mayor duracion del A las SHR les disminuye | McCarty y
mente amamantamiento, la presion, frecuencia Lee, 1996;
hipertensa lamido corporal y ano- cardiaca y su conducta Cierpial y
(SHR) genital de las crias y en campo abierto es mas | cols., 1990.
respecto tiempo en el nido. ansiosa, asi como las
Wistar-Kyoto respuestas medulares
(WKY). adrenales simpéaticas

cuando son adoptadas

por WKY.
Wistar-Kyoto La conducta materna de | Las ratas criadas por la Ahmadiyeh
respecto de las WKY puede ser linea WKY presentan y cols.,
Fisher 344. cuantitativamente mas peso que las criadas | 2004.

caracterizada por menor
contacto y mas periodos
de abandono de sus
crias. En contraste las
F344 que realizan
durante mayor tiempo
comportamientos mas
activos tales como el
lamido y aseo y el
amamantamiento en
cifosis.

por F344 a los 21 dias
pero no hay diferencias a
los cuatro meses.

Los F344 criados por las
WKY entierran
significativamente menos
y las criadas por WKY
realizan mas
aproximaciones al
electrodo. Por lo tanto la
crianza de F344 genera
una estrategia proactiva.

LG-ABN: Licking-Grooming and Arched-Back-Nursing

La contraparte de la maniobra de “handling” se llama privacion materna y esta

consiste en separar a las crias de las madres durante tres horas o mas

diariamente durante los primeros 21 dias de vida (Valleé y cols., 1997). Esta
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separacion estimula también el lamido ano-genital y corporal y amamantamiento
por parte de las madres, sin embargo el cuidado neto recibido por dia es menor, lo
gue genera hijos con mayores respuestas conductuales y fisioldégicas de estrés
(Rees y coals., 2006).

El estrés prenatal es también un factor del ambiente temprano que modifica las
respuestas de estrés en la etapa adulta. Las ratas prefiadas han sido sujetas a
distintos tipos de estresores: entrenamiento de evitacion condicionada, suspension
de la cola, hacinamiento, toques eléctricos, ruido, inyecciones salinas, estrés por
restriccion de movimiento 45 minutos, tres veces al dia, entre los dias del 15 al 21
de gestacion. De adultos los descendientes prenatalmente estresados presentan
un incremento en los niveles de la conducta semejante a la ansiedad, mayor
susceptibilidad a drogadiccion, emocionalidad, conducta depresiva y alteraciones
de la memoria asi como alteraciones del ritmo circadiano (Weinstock, 2008). El
estrés prenatal también causa una mayor respuesta del eje hipotalamo-hipéfisis-
adrenal a los estresores, los niveles de receptores a glucocorticoides tipo | y Il son
reducidos en el hipocampo a los 90 dias de edad, hiperglucemia, propension a la
hipertensién arterial, mayor activacién de la médula suprarrenal con mas liberacién
de noradrenalina e incremento de la serotonina en el hipotalamo y corteza cerebral
(Meaney, 2001). Este conjunto de caracteristicas se pueden revertir cuando las
crias prenatalmente estresados son adoptados por una madre que no fue
estresada durante la etapa prenatal, lo que indica que al igual que con el estrés
por privacibn materna, las caracteristicas desarrolladas por los descendientes
dependen del tipo de cuidado materno (Maccari y cols., 2003). Como se menciond

anteriormente, las modificaciones que causa la madre a sus crias por medio de su
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patrén de cuidado materno quedan impresas en el ADN, esto ocurre por medio de
modificaciones de metilacién y acetilacion de genes especificos, los cuales
regulan las respuestas conductuales y fisioldgicas de estrés (Meaney 2009). Estas
modificaciones ocurren en el hipocampo e influyen en al menos 900 genes, la
mayoria de ellos relacionados con la reproduccion celular y con la formacion de
sinapsis y espinas dendriticas (Weaver y cols., 2006). Sin embargo, los efectos
del bajo lamido y el amamantamiento en cifosis en las respuestas conductuales y
fisiolégicos de los adultos se han podido revertir mediante la infusion de
sustancias que previenen la desacetilacién de las histonas o que promueven la
metilacion del ADN. Weaver y cols., (2006) aplicaron a adultos que habian sido
cuidados por madres de alto lamido y bajo lamido por via intracerebroventricular el
inhibidor de la desacetilasa de histona tricostatina A y el aminoacido metionina
(promotor de la metilacion). El inhibidor de la desacetilasa revirtié el efecto de las
madres de bajo lamido y amamantamiento en cifosis y el aminoacido metionina
revirtio el efecto de las madres de alto lamido y amamantamiento en cifosis, en la
conducta semejante a la ansiedad en la prueba de campo abierto (véase la Figura
5).

Estrés, emocionalidad y ansiedad.

A lo largo del presente trabajo se manejaran estos tres términos por lo que es
necesario precisar el sentido en el que se estdn empleando.

El término estrés se utiliza para referirse al estado fisiolégico que caracteriza al
organismo se esta enfrentando a situaciones que amenazan su homeostasis

llamadas estresores durante el estrés ocurren respuestas generalizadas de activa-
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Figura 5. Efecto del tipo de cuidado materno en la conducta dentro del campo abierto y su
reversion por medio de inhibidor de la desacetilasa de histona tricostatina A (TSA) y por el
aminoacido donador de grupos metilo, metionina. a) El cuidado materno con baja cantidad de
lamido y amamantamiento en cifosis provoca que los individuos tengan una conducta mas ansiosa
la cual se manifiesta por la evitacion del centro de campo abierto respecto de los individuos que
reciben mayor cantidad de lamido y amamantamiento en cifosis. El efecto del bajo lamido se
revierte por la aplicacion intracerebroventricular de tricostatina A. El efecto del alto lamido se
revierte con el aminoacido metionina, el cual provoca que los individuos de alto lamido y
amamantamiento en cifosis eviten el centro del campo abierto (*P< 0.05, **P<0.01). b) Las
variables anteriormente mencionadas no tienen efecto en el total de cuadros cruzados en la prueba
(tomada de Weaver y cols., 2006).

cion autonémica y del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal. El estrés ocurre ante
amenazas reales o imaginarias y puede estar acompafiado de toda una gama de
emociones tales como el miedo, ansiedad, ira o tristeza. La respuesta de estrés
facilita el despertar, la alerta, la vigilancia, la cognicién, atencion y agresion, se
inhiben las funciones vegetativas tales como la reproduccion y la alimentacion. Se
incrementa la oxigenacién y nutricion al cerebro, masculos esqueléticos y corazoén;
aumenta el tono cardiovascular, la frecuencia respiratoria, el catabolismo y la
destoxificacion de productos metabdlicos y sustancias extrafias (Chrousos, 2009).

El término emocionalidad surgié para estudiar la relacién entre la conducta y las
respuestas fisiologicas de estrés. Alrededor de los afios 30's del siglo veinte se

crearon pruebas para roedores en las que se buscO correlacionar estas dos
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variables. Patrones de conducta, tal como el congelamiento, la locomocion, la
evitacion de lugares iluminados o abiertos; y la inhibicion del apetito estan
correlacionados con la magnitud de respuestas fisioldgicas de estrés tales como la
activacion simpatica y del eje hipotalamo-hipéfisis adrenal. Asi surgio el termino
emocionalidad, que se refiere a la magnitud con la que se presentan estas
conductas (Ramos y Morméde, 1997).

El término ansiedad se refiere a la experiencia subjetiva que ocurre ante un
peligro real o imaginario, consistente en sensacioén de dafio o muerte inminente,
acompafada de hipervigiliancia, irritabilidad y aumento en la capacidad de
sobresalto se parece al miedo excepto porque la ansiedad se refiere a un peligro
inespecifico en tanto que el miedo es una emocidn respecto a algo concreto.
(Steimer, 2002).

Para el estudio de la neurobiologia y farmacologia de la ansiedad, el miedo y el
estrés, se han creado pruebas conductuales para roedores en las que se relaciona
la conducta de los roedores con reacciones fisiolégicas, conductuales vy
farmacoldgicas. De esta forma, los farmacos que en los humanos provocan
ansiedad, tales como los antagonistas alfa dos adrenérgicos o los antagonistas de
acido gama-amino-butirico (GABA), al ser aplicados a los roedores de manera
dosis dependiente aumentan las respuestas de evitacion hacia el olor de sus
predadores, los espacios iluminados, abiertos y novedosos, asi como a
conespecificos desconocidos, o algun contexto al que haya sido condicionado
mediante un castigo. De manera inversa la aplicacion de farmacos que en
humanos son ansioliticos, estos han probado disminuir las respuestas de evitacion

en roedores. Es por lo anterior que también se habla de ansiedad en roedores
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aunque, por supuesto, se desconoce el estado subjetivo que experimentan. Dado
esto Ultimo, es comun que en el lenguaje cientifico se utilice la expresion
“semejante a la ansiedad” (axiety-like), para designar aquellas conductas
animales que semejan neurobioldgica, farmacoldgica y conductualmente a la
ansiedad en humanos (Goémez y cols., 2002).

De lo anteriormente de dicho se infiere que la conducta semejante a la ansiedad
son aguellos aspectos de la emocionalidad que son sensibles de manera dosis

dependiente a farmacos ansioliticos y ansiogénicos.

Evaluacién de la conducta semejante a la ansiedad

Existe una amplia gama de pruebas que evallan la conducta ante estresores en
roedores. Se les puede clasificar en aquellas que provocan estrés fisico y
psicolégico y aquellas que solo provocan estrés psicologico. Estas ultimas se
consideran un mejor modelo para la comprension de los trastornos conductuales
relacionados con el estrés tales como los de ansiedad y depresion, ya que en los
humanos los desencadenantes, sobre todo en las patologias psiquiatricas, son
mas bien de caracter psicoldgico (Millan, 2003).

Es por lo anterior que pruebas de conducta semejante a la ansiedad para roedores
gue se basan en el estrés que experimentan los roedores ante los lugares
novedosos, abiertos, iluminados y elevados tienen un valor practico y heuristico,
puesto que Unicamente estan afectando el lado psicolégico del animal. En el
presente trabajo seleccionamos las pruebas de campo abierto, caja luz-oscuridad
y laberinto en cruz elevado dado su amplio uso y que las respuestas son

consistentes en el tiempo y condiciones. La ventaja de estas pruebas es que son
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relativamente rapidas y no suponen un proceso de aprendizaje. Estas pruebas
ademas han sido validadas mediante maniobras farmacoldgicas, psicologicas y
neurobioldgicas en las que se han relacionado distintos estados internos con las
distintas conductas que se pueden observar dentro de las pruebas. Las conductas
que principalmente se evallan en estas pruebas son la locomocion (vertical y
horizontal), el lugar en el que pasa el tiempo y las conductas de desplazamiento,
tal como el aseo. El efecto del estrés en estas conductas es el siguiente: mayores
niveles de estrés disminuyen la locomocion y la exploracion de la zona aversiva
del aparato y aumentan las conductas de desplazamiento. El efecto de los
farmacos es el siguiente: los ansioliticos aumentan el tiempo dedicado a la
exploracion de la zona aversiva y en el caso de la locomocion y las conductas de
desplazamiento el efecto no es del todo claro, puesto que hay trabajos donde se
reporta un aumento y otros donde se reporta una disminucion. Para aclarar esta
controversia (Ramos y Morméde, 1997) hicieron un estudio en el que realizaron
mediciones conductuales de seis lineas de ratas en la pruebas de laberinto en
cruz elevado, campo abierto y caja luz-oscuridad y correlacionaron lo obtenido por
cada linea en cada una de las conductas en cada una de las pruebas. Mediante el
analisis de componentes principales, descubrieron que hay dos principales grupos
de variables que se correlacionan entre si. El primer grupo de variables esta
formado por el tiempo en brazos abiertos del laberinto en cruz elevado, el nimero
de entradas a los brazos abiertos, el tiempo en el centro del campo abierto, el
tiempo en tigmotaxis (en contacto con superficies verticales) y el tiempo en el
espacio iluminado asi como el nimero de transiciones entre los compartimentos

de la caja luz-oscuridad. ElI segundo grupo importante de variables esta
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correlacionado con la locomocion en el campo abierto, y el niumero de entradas a
brazos cerrados en el laberinto en cruz elevado. De aqui se desprende que en
estas pruebas hay un grupo de variables relacionadas con la evitacion del sitio
aversivo y un grupo de variables relacionadas con la locomocioén y lo por lo tanto la

emocionalidad es, al menos, bidimensional (Ramos y Morméde, 1997).

Tigmotaxis

Dentro del primer grupo de variables, el tiempo pasado en los brazos abiertos y el
tiempo pasado en el centro de la prueba de campo abierto representan el inverso
de la cuantificacion de la conducta de tigmotaxis; la tigmotaxis es la conducta que
presentan los roedores de permanecer y moverse cerca de las superficies
verticales, es decir, pegados a los muros, instinto importante para disminuir el
riesgo de depredacion. Treit y Fundytus (1988) mostraron que la tigmotaxis
aumenta con los estresores y farmacos ansiogénicos y disminuye con farmacos
ansioliticos por lo que es una Util medida tanto de la emocionalidad y como de la
conducta semejante a la ansiedad. Lamprea y cols., (2008) mostraron que las
ratas prefieren estar en contacto con dos muros, a estar en contacto con uno y
prefieren estar en contacto con tres muros respecto de las dos previas. Por lo
tanto, es posible distinguir entre distintos grados de tigmotaxis y cuando se utiliza
el campo abierto de forma cuadrangular el tiempo en las esquinas es una medida
directa de tigmotaxis (Lamprea y cols., 2008). En nuestro laboratorio hallamos que
el tiempo pasado en tigmotaxis en la prueba de campo abierto es mayor en los
individuos machos de la sublinea HY respecto de los de la sublinea LY

independientemente de las posibles variaciones en la iluminacion y las maniobras
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previas que causan estrés. A diferencia del tiempo pasado en tigmotaxis, otras
variables como la duracion del aseo o la deambulacion solo son diferentes entre
estas sublineas en ciertos contextos, por lo que consideramos que la variable
tiempo en tigmotaxis tiene mayor peso en el analisis de las pruebas de conducta
semejante la ansiedad (Uribe, 2010).

Es por lo anteriormente expuesto que en lo sucesivo al tiempo pasado en las

esquinas le llamaremos tigmotaxis.
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Antecedentes

En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor se cuenta con
dos sublineas de la cepa Sprague-Dawley seleccionadas por su frecuencia de
bostezo espontaneo. Las de alto bostezo, HY (del inglés, High-Yawning) con una
frecuencia promedio de 20 bostezos por hora en machos, y las de bajo bostezo
LY, (del inglés, Low Yawning) con alrededor de dos bostezos por hora en machos
(Urb&-Holmgren y cols., 1990). En trabajos previos se ha mostrado que existen
diferencias en las respuestas a estresores entre las sublineas. Existe una
correlacion negativa entre la frecuencia de bostezo espontaneo y el tiempo pasado
en los brazos abiertos en la prueba del laberinto en cruz elevado, lo que
interpretamos como que las ratas que bostezan mas muestran una mayor
conducta semejante a la ansiedad (Uribe, 2010). Por otro lado, el patrén de aseo
de las HY respecto de las LY tiene un mayor numero de eventos de aseo caudal
después de la inmersién en agua (Moyaho y cols., 1995), lo que se ha relacionado
con un mayor grado de estrés (Kalueff y Tuohimaa, 2005; van Erp y cols., 1994).
Las anteriores observaciones sugieren que el bostezo y el aseo que se han
descrito en las HY forman parte de un conjunto de conductas que se observan en
aquellas ratas que presentan mayores respuestas conductuales y enddcrinas ante
estresores.

Las HY ofrecen una ventaja importante dada su alta frecuencia de bostezo
espontaneo ya que esta conducta puede ser usada como indicador del grado de
estrés a lo largo de muchas observaciones; situacidon que no ocurre con las

distintas pruebas de conducta semejante a la ansiedad como son la prueba de
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campo abierto o la del laberinto en cruz elevado, pues en éstas los sujetos sélo
pueden ser observados una vez debido a que hay un proceso de habituacion que
no permite evaluar la conducta semejante a la ansiedad una segunda vez en la
misma prueba (Ramos, 2008). Es probable que la conducta de bostezo no se use
como indicador de estrés en otras lineas de ratas debido a su baja frecuencia de
bostezo espontaneo.

La diferencia entre las sublineas HY y LY en su conducta en la prueba del
laberinto en cruz elevado es comparable a la que existe entre las lineas de alta
ansiedad y baja ansiedad (HAB y LAB, respectivamente de sus siglas en inglés),
las cuales fueron seleccionadas a partir de la cepa Wistar en base a sus
respuestas extremas en la distribucién normal que se obtiene en esta prueba, es
decir las HAB pasan menos tiempo en los brazos abiertos y las LAB pasan mas
tiempo (Landgraf y Wigger, 2002). La seleccion de nuestros animales en base a la
frecuencia de bostezo espontaneo es un indicador adecuado de sus niveles de
conducta semejante a la ansiedad en la etapa adulta. Sin embargo, a diferencia de
las lineas de ratas mencionadas (HAB y LAB), en las cuales ya se descart6 el
componente materno (Wigger y cols., 2001); en las ratas HY y LY la causa de la
diferencia en las respuestas de estrés parece estar correlacionada con el cuidado
materno recibido en la lactancia, dadas las diferencias en la conducta materna
entre ambas sublineas (Ugarte y cols., 2011).

En la conducta materna de las sublineas HY y LY estan presentes todos los
componentes que se observan en las cepas Sprague-Dawley y Wistar que fueron
descritos en la introduccion (Ugarte y cols., 2011). Sin embargo, las madres HY

construyen nidos de menor calidad y pasan menos tiempo en el nido en
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comparacion con las madres LY y Sprague Dawley (Ugarte y cols., 2011). Por otra
parte, las madres HY muestran una mayor latencia de lamido de las crias, asi
como una mayor cantidad de re-acarreos y acarreos atipicos (acarreos que se
realizan por la cabeza, el abdomen y/o las extremidades y no de la piel del dorso
del cuello como sucede normalmente, véase la Figura 6), este tipo de acarreos
fueron relacionado por Salas y cols., (2002) con el estrés hacia las madres
cuando estas eran lactantes. El procedimiento que realizaron Salas y cols., (2002)
consistio en separar diariamente a la hembras de sus madres 12 horas diarias
durante los primeros 21 dias de vida, estas hembras que fueron privadas de sus
madres durante los primeros dias de vida fueron apareadas de adultas y su
conducta materna se observé hallandose que presentaron prolongadas latencias
para el acarreo y acarreos atipicos, asi como también se observé que provocaban
gue en las crias aumentara la frecuencia vocalizaciones audibles.

Las crias HY presentan significativamente menor peso y lo mismo sucede en el
caso de las crias LY que fueron criadas por madres HY, lo que implica un fuerte
efecto materno sobre los parametros alométricos (Ugarte, 2006). El bajo peso es
una variable se ha relacionado con el estrés de las crias (Buhl y cols., 2007).
Ugarte (2006) analizé también el efecto que tuvo el intercambio de camadas en la
conducta materna de la descendencia: cuando fueron madres, las hijas HY que
fueron criadas por una madre LY pasaron menos tiempo en posicion de
amamantamiento y menos tiempo dentro del nido, en comparacién con las
hembras HY criadas por madres HY. Sin embargo estas modificaciones en la
conducta materna de la descendencia del intercambio de camadas entre HY y LY

no apoya que el patréon diferente de conducta que presentan las madres HY se
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deba a una transmision epigenética puesto que estos cambios en los patrones de
conducta no las acercaron al patron de conducta materna de la sublinea LY.
Cuando las hembras HY son criadas por LY, siguen presentando mayor cantidad
de acarreos atipicos (Ugarte, 2006) lo que indica de igual modo que el patron
conductual de las madres HY no es atribuible a la transmision epigenética que ha
sido ampliamente estudiado en la cepa Long-Evans por Meaney y su grupo de

colaboradores (Meaney, 2001).
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Figura 6. Porcentaje de madres de la cepa SD y de las sublineas HY y LY que presentan
acarreos atipicos demas de tres crias durante mas de tres dias. El nUmero madres que
presenta re-acarreos (A) y acarreos atipicos (B) es mayor en la sublinea HY seguida de la LY y las
que menos presentan estas conductas fueron las de la cepa SD (**P< 0.05, tomada de Ugarte y
cols., 2011).

Barajas (2002) realiz6 intercambio de camadas entre las sublineas HY y LY para
conocer el posible rol del cuidado materno en la emocionalidad, el patrén de aseo
y la frecuencia de bostezo espontdneo, con sus respectivos controles de
intercambio de camada entre la misma sublinea, sin realizar ajuste al tamafio de la
camada ni a la proporcion de sexos. A partir del destete, los individuos
permanecieron en jaulas individuales (21 X 44 X 20cm) hasta el momento de la

prueba a los 75 dias. Las ratas cuidadas por madres adoptivas LY exhibieron una
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mayor cantidad de aseo que las ratas cuidadas por las madres adoptivas HY,
situacion inesperada ya que las ratas HY son las que presentan mayor cantidad de
aseo cuando se exponen a un ambiente novedoso (Eguibar y Moyaho, 1997). Las
hembras HY cuidadas por madres LY incrementaron la frecuencia de episodios de
aseo, por un aumento del aseo ano-genital y del rascado (Barajas, 2002). En la
prueba de campo abierto las ratas LY cuidadas por madres adoptivas HY
disminuyeron la frecuencia de apoyos, variable que se relaciona con una mayor
emocionalidad, sin embargo no se observaron cambios en otras variables
importantes dentro de esta prueba tales como el tiempo pasado en el centro y la
distancia recorrida. En cuanto al bostezo, dentro de estos experimentos se
observd un abatimiento del mismo en todos los grupos experimentales: en los
machos HY la frecuencia no super6 los 3.3 bostezos por hora y en los LY su
frecuencia fue de tan solo 0.7 bostezos por hora, y no se encontré un efecto del
cuidado materno sobre la frecuencia de bostezo espontaneo (Moyaho y cols.,
2009). Dado que el bostezo es una conducta altamente sensible al estrés, es muy
probable que el aislamiento social tuviese un fuerte impacto en su frecuencia y
esta sea la razon de que las frecuencias de bostezo en los experimentos de
Barajas (2002) hayan sido bajas. Se sabe que el aislamiento social de las ratas
modifica distintas vias de neurotransmisién (Ferdman y cols., 2007; Lukkes y cols.,
2009; Serra y cols., 2000; Lapiz y cols., 2003), tales como un incremento en la
recaptura basal de dopamina en la amigdala (Fone y Porkess, 2008) o también
aumenta las respuestas conductuales a estresores (Fone y Porkess, 2008; Serra y
cols., 2000; Lapiz y cols., 2003) por ejemplo, en la prueba de campo abierto los

sujetos aislados tienen una menor proporciéon de entradas al cuadro central
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(Ferdman y cols., 2007). Considerando en conjunto los efectos del aislamiento
social en la emocionalidad, suponemos que estos pudieron encubrir diferencias
mas sutiles causadas por las diferencias en el patron de conducta materno entre
estas sublineas, por lo que se estima pertinente realizar un experimento de
intercambio de camadas entre ambas sublineas, esta vez manteniendo a los
individuos en jaulas colectivas y, adicionalmente, ajustando el tamafio de las
camadas en el dia postnatal 1 pues se sabe que esta variable afectan las
respuestas de estrés en la etapa adulta (Spencer y Tilbrook, 2009). Spencer y
Tilbrook (2009) usando la cepa Wistar compararon la conducta de los adultos que
fueron criados en camadas de cuatro respecto de los que fueron criados en
camadas de 16 hallando que los de camadas pequefias presentaron menores
niveles de conducta semejante a la ansiedad en la prueba del laberinto en cruz
elevado.

Moyaho y cols., (2009) mostraron que el bostezo se correlaciona directamente con
la proporcion de sexos e inversamente con el tamafio de la camada. Las camadas
mas grandes generan adultos mas ansiosos y con menor conducta de exploracion
(Seitz, 1954), son ademas las crias que realizan mas vocalizaciones ultrasénicas
co un pico alrededor de los 40kHz ante la separacion (Hofer, 1993) asi como
individuos que en la edad adulta presentan mayores niveles plasmaticos de
corticosterona y tienden a formar Ulceras gastricas ante el estrés (Grota y Ader,
1969). Por lo anterior se infiere que una causa posible de que exista una
correlacion entre la frecuencia de bostezo espontaneo y el tamafio y proporcion de

sexos de la camada esté relacionada con el cuidado materno temprano.
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Justificacion

Dado que la conducta materna es diferente en la sublinea HY respecto de la LY y
la SD, es factible que este sea un factor epigenético que determine la respuesta
ante estresores en las sublineas. El estudio de la relacién entre la conducta
materna y el tipo de respuestas ante situaciones que generan estrés en la etapa
adulta en los tres grupos de ratas, permitird la caracterizacion fenotipica de estas
sublineas dada su alta homogeneidad genética, para proponer a una de ellas (HY)

como un modelo para el estudio de los estresores y sus consecuencias.
Hipotesis
La frecuencia de bostezo espontaneo y las respuestas conductuales vy fisiologicas

ante estresores difieren entre las sublineas HY, LY y SD dependen del cuidado

materno.

Objetivo general

Determinar el efecto del cuidado materno sobre la conducta de bostezo y las
respuestas ante estresores en las ratas HY, LY y SD.

El propésito de este trabajo es conocer el grado de asociacion entre la frecuencia
de bostezo espontaneo, las respuestas de estrés y el cuidado materno, y medir si
efectivamente estas variables presentan un correlato enddcrino después de la

exposicion a diferentes estresores.
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Objetivos especificos

1.- Cuantificar y analizar el efecto que tiene en la sublinea HY un cuidado materno
con mayor estimulacién, proporcionado por las madres LY, en cuanto a la
frecuencia de bostezo espontaneo y las respuestas conductuales en pruebas que
evallan la conducta semejante a la ansiedad. En forma reciproca conocer el
efecto que tiene el patron de conducta materna de la sublinea HY en la frecuencia
de bostezo espontaneo y el desempefio en pruebas de conducta semejante a la
ansiedad en la sublinea LY.

2.- Valorar el peso del componente materno (epigenético) y genético en la
conducta de bostezo y en el desempefio de la descendencia en pruebas de
conducta semejante a la ansiedad, por medio de la hibridacién entre ambas
sublineas.

3.- Evaluar el efecto de las crias en el patrén de conducta materna de la sublinea
HY, por medio del andlisis del patron de conducta de la sublinea HY y de la cepa
Sprague-Dawley, cuando estas se encuentran cuidando crias del otro grupo
respecto de cuando se encuentran cuidando crias del mismo grupo.

4.- Evaluar el efecto de la crianza en la frecuencia de bostezo espontaneo, el
desempefio en pruebas de conducta semejante a la ansiedad y la liberacion de
ACTH vy corticosterona posterior a un estresor ligero, el ambiente novedoso, en la
descendencia del intercambio de camadas entre la sublinea HY y la cepa

Sprague-Dawley.

33



Experimento 1

Conducta de la descendencia del intercambio de

camadas entre las sublineas HY y LY.

Objetivo

Evaluar el efecto del cuidado materno de la sublinea LY y HY en la descendencia
en la frecuencia de bostezo espontaneo, asi como las respuestas conductuales
ante estresores en base a tres pruebas estandarizadas: laberinto en cruz elevado,

campo abierto y caja luz-oscuridad.

Metodologia

Animales

Se utilizaron los machos de la descendencia de hembras nuliparas de 80-90 dias
de edad de ambas sublineas provenientes del bioterio de nuestro laboratorio.
Estas hembras fueron mantenidas en jaulas de acrilico de 46X32X20 cm; cuatro
ratas por jaula con ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas (la luz se enciende a las
0700 horas), con agua y alimento balanceado para roedores (Purina Mills, EUA) a
libre demanda, con temperatura controlada de 22+2°C y humedad relativa de 42.5
+ 7.5%. Fueron apareadas con machos sexualmente expertos de su misma
sublinea, mantenidos en las mismas condiciones excepto porque solo cohabitaron
con las hembras que estaban en turno de apareamiento, estas hembras

cohabitaron en trios durante una semana con los machos.
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Citologia vaginal y apareamiento

Para programar adecuadamente el dia del parto se realizaron frotis vaginales
diariamente con la finalidad de establecer el ciclo estral y el momento de la prefiez
al observar de la presencia de espermatozoides en el frotis. Para realizar el frotis
se tomaron muestras vaginales con una gota de solucién fisiologica estéril en un
asa bacterioldgica, la cual fue distribuida homogéneamente en un portaobjetos de
vidrio, teflida con hematoxilina-eosina y vista al microscopio Optico. Una vez
identificadas las hembras en la etapa de proestro fueron puestas a cohabitar en
trios de dos hembras y un macho sexualmente experto. La citologia vaginal se
continuo realizando diariamente hasta encontrar espermatozoos en el frotis y se le
asignd como el dia uno de prefiez. Una vez prefiadas las hembras fueron puestas
nuevamente con hembras en cajas colectivas de cuatro individuos hasta una
semana antes del parto. Semana en la cual se les colocé individualmente en una
caja de acrilico de 46X32X20 cm a la que se afadié alimento con un mayor
contenido de proteina apto para la prefiez y lactancia (Purina Mills No. 5012, E. U.
A.) y, se le proveyo con virutas de madera caracteristicas, para que la hembra
pudiera construir su nido.

Intercambio de camadas

Entre 12 y 24 horas después de concluido el parto las camadas enteras fueron
intercambiadas. Para realizar el intercambio fueron retiradas las madres de su caja
y puestas en una jaula individual. Una vez fuera la madre, dentro de cada caja las
crias fueron sexadas y contadas para finalmente cambiarlas a la caja de la madres
adoptivas con igual proporcidon de sexos y ajustar a ocho crias por camada.

Cuando la camada fue colocada en el nido de la madre receptora se tomoé el
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aserrin y viruta de ésta y se distribuy6 junto con algunas excretas a las crias
adoptivas con la finalidad de que se impregnaran del aroma de la madre adoptiva.
Posteriormente fueron regresadas las madres a sus respectivas cajas. Se
realizaron intercambio de camadas entre madres de diferente sublinea (“cross-
fostering”) como grupo tratamiento y entre madres de la misma sublinea como
grupo control (“in-fostering”). Por lo anterior, se formaron entonces cuatro grupos
experimentales: HY-HY, HY-LY, LY-HY y LY-LY (relacién madre-hijos). A la edad
de 23 dias los machos de cada camada fueron puestos en jaulas colectivas con
alimento estandar para crecimiento y mantenimiento (Purina Mills No. 5001, E. U.
A.) y las hembras y la madre fueron sacrificadas. De cada grupo se obtuvieron
siete camadas y se analizaron cuatro individuos por camada, por lo que fueron
observados un total 112 sujetos (7X4X4).

Evaluacién frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia

A los 60 dias de edad, a la descendencia le fue observada la frecuencia de
bostezo espontaneo en cristalizadores de vidrio de 10X19 cm con un papel filtro
en la base, durante 60 minutos a las 0900. Estos cristalizadores fueron apilados
en dos columnas de tres alternando con piezas rectangulares de acrilico que
permitieron taparlos para evitar que los animales se escapen y dejando una ranura
para que pudiera ventilarse su interior. Al Ultimo trozo de acrilico se le colocaron
ladrillos para evitar que los sujetos escaparan. A los lados de las columnas se
colocaron espejos que permitieron ver a los animales cuando estos daban la
espalda al observador (véase la Figura 7). Durante la observacion se registro el

minuto en que ocurrié cada bostezo de cada sujeto.
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Figura 7. Ratas dentro de los cristalizadores para la observacién de bostezo. Los individuos
son colocados en cristalizadores de 19 X 10 mm con un papel filtro en la base y espejos a los lados
gue permiten mirarlos aun cuando le den la espalda al experimentador, todas las observaciones se
hicieron de las 0900 a 1000 horas.

Aparatos para pruebas de conducta semejante a la ansiedad
Campo abierto: consiste en una caja de 60X60 cm con muros de 50 cm y una
caja cubica de inicio de 20 cm de lado comunicadas por una puerta cuadrada de
ocho centimetros de lado, con una compuerta corrediza, todo el campo abierto se
encuentra pintado de negro, excepto por uno de los lados en el cual hay un vidrio
oscuro que permite observar al sujeto sin interferencia. El piso de la caja de 60X60
cm esta marcado con una cuadricula de nueve cuadros de 20X20 cm, numerados,
de los cuales uno es el cuadro central y cuatro cuadros son esquinas. El tiempo
pasado en el cuadro central y en las esquinas son un importante de la tigmotaxis.
Caja luz-oscuridad: consiste en una caja con dos compartimientos cubicos de 30
cm de lado y 30 de alto, comunicados por una puerta cuadrada de ocho

centimetros de lado, un compartimiento pintado de blanco brillantemente

iluminado (450 lux) y uno pintado de negro con baja iluminacion ( 25 lux).
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Laberinto en cruz elevado: consiste en una cruz de madera barnizada,
impermeable al agua, con dos brazos abiertos y dos cerrados, de 12x70 cm, con
muros de 20 cm de altura, elevado a 90 cm del piso.

Procedimiento

Todas las maniobras experimentales se realizaron dentro del bioterio en el cual se
encontraban viviendo los animales de tal manera que la Unica perturbacion que
recibian estos antes de las maniobras experimentales fue extraerlos de su jaula.
Dado que no se tuvieron que habituar a ambientes diferentes a aquel en el que se
encontraban, hubo un minimo de variacion en el ruido ambiental, temperatura,
humedad y aromas, entre otras variables, que pueden perturbar la conducta de los
roedores (Pawlak y cols., 2012). Particularmente en pruebas de estrés y en
animales susceptibles como la sublinea HY.

Evaluacién de la conducta de la descendencia en las pruebas de conducta
semejante a la ansiedad

A los 90 dias se tomaron tres individuos al azar de cada camada y cada uno de
ellos se utilizé6 para una prueba distinta: laberinto en cruz elevado, caja luz-
oscuridad y campo abierto. El uso de estas tres diferentes pruebas permite evaluar
distintos aspectos de la emocionalidad en roedores y al mismo tiempo corroborar
mediciones equivalentes de la misma (Ramos, 2008). En las tres pruebas antes
de colocar al sujeto, el aparato fue limpiado con solucién limpiadora elaborada a
base de alcohol iso-propilico (5%), alcohol etilico (15%), Extran® (10%), hidréxido
de amonio (0.5%), agua destilada (59.5%) y Pinol® (10%), y secado con toallas de

papel desechables (Sanitas®). La prueba fue video-filmada con una camara
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Samsung modelo SC-MX10A y posteriormente evaluada usando el programa The
Observer XT v. 11, (Noldus, Paises Bajos). Todas las pruebas se realizaron en
orden aleatorio tanto de los sujetos como de los aparatos en la ventana de tiempo
comprendida entre las 1600 y 1800 horas, con la presencia del experimentador a
dos metros del aparato.

Procedimiento para la prueba de campo abierto: se colocé al animal en la caja
de inicio durante dos minutos, se abrié la compuerta de guillotina, permitiendo la
entrada del animal al campo abierto, una vez que entré se cerré la puerta y se
evalud la conducta durante 10 minutos. En el caso de los animales que después
de cinco minutos no ingresaron al campo abierto desde la caja de salida la puerta
de guillotina fue cerrada y puesto el animal al centro del campo abierto y de igual
forma fue evaluada la conducta durante 10 minutos. Las variables a registrar
fueron: cuadro en el que se encuentra el sujeto, numero de erguidos (cuando el
animal se para sobre sus patas traseras) y apoyos (cuando el animal se para en
sus patas traseras y apoya las delanteras en un muro del campo abierto). A partir
del registro de la primera variable se obtuvo, el nUmero de cuadros cruzados (con
las cuatro patas), lo que proporcioné una medida de la locomocion (distancia
recorrida) y el tiempo pasado en el cuadro central y en las esquinas, lo que se

denomina tigmotaxis.
Procedimiento para la prueba de caja luz-oscuridad: el animal fue tomado del

cuerpo y puesto en el compartimiento iluminado de la caja luz-oscuridad. Las

variables registradas fueron: tiempo que permanece en cada uno de los
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compartimientos y el nimero de transiciones (nimero de veces que pasa del
compartimiento iluminado al oscuro y viceversa, con las cuatro patas).
Procedimiento para la prueba del laberinto en cruz elevado: el sujeto de cada
fue extraido de su caja de vida (tomado por el cuerpo) y puesto en el centro del
laberinto en cruz elevado viendo hacia los brazos cerrados y registrando su
conducta durante cinco minutos. Se tomaron en cuenta las siguientes variables:
lugar en donde se encuentran las cuatro patas (brazos cerrados, centro o brazos
abiertos) y el numero de veces que asomoé la cabeza por debajo del nivel de los
brazos abiertos (“head dipping”, del término en inglés) explorando el espacio que
rodea a los mismos.

Analisis estadistico

A los datos de cada prueba se les aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) de dos
factores (sublinea de la madre x sublinea del hijo) seguido de la prueba de Tukey,
utilizando el programa Sigma Plot v. 11 para Windows 7, se considero diferencia
significativa cuando P< 0.05. Este mismo programa fue utilizado para la

elaboracion de las graficas.

Resultados del Experimento 1

Frecuencia de bostezo espontaneo en cristalizadores.

El bostezo de la sublinea HY fue significativamente mayor que la de la sublinea LY
(Fw= 101.1, P< 0.001, seguida de Tukey, q= 14.2, P< 0.001), no se obtuvo
diferencia significativa en cuanto al tipo de madre (Fy= 1.5, P= 0.2) con una
interaccion (madre x hijo, Fq= 4.3, P< 0.05), la prueba de Tukey mostro que, la

frecuencia de bostezo espontaneo de los hijos HY que fueron adoptados por una
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madre HY fue significativamente mayor que la de los HY adoptados por una madre
LY (Tukey, g=3.3, P= 0.03, véase la Figura 8). No se obtuvieron diferencias
significativas en la comparacion de los demas grupos experimentales. De cada
camada se observo la frecuencia de bostezo espontaneo de todos los individuos,
posteriormente se tomo el promedio de cada camada para realizar el ANOVA de
dos factores, por lo que las gréficas de la Figura 8 corresponden a los promedios

de los promedios de cada camada, lo que valida ain mas el resultado.
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Figura 8. Frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia de la adopcidén cruzada entre
la sublinea HY y la LY. La frecuencia de bostezo espontaneo de la sublinea HY fue
significativamente mayor que la de la sublinea LY (***P< 0.001). Dentro de la sublinea HY la
frecuencia de bostezo espontaneo fue significativamente menor cuando los hijos fueron criados por la
madres LY que cuando fueron criados por madres HY (*P< 0.05). Las barras son la media + el error
estandar de la media.

Conducta en la prueba de campo abierto.

Los hijos HY pasaron significativamente mas tiempo en tigmotaxis que los LY (Fq)=
6.6, P= 0.02, seguido de Tukey, q=23.6 P= 0.02). No se obtuvo diferencia
significativa en cuanto al efecto producido por la madre en cuanto al tiempo pasado

en tigmotaxis por los hijos (F1)=1.2 P= 0.3) pero si se obtuvo interaccion (madre x
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hijo, F1)=4.6, P= 0.04). Por lo que dentro de los hijos HY, los provenientes madre HY
pasaron significativamente mas tiempo en tigmotaxis que los de madre LY (Tukey, g=
23.2, P=0.04); aunque en los hijos LY el tiempo que pasaron en tigmotaxis no fue
influido por el tipo de madre (Tukey, q=21.1, P=0.5). En las madres HY, los hijos HY
pasaron significativamente mas tiempo en tigmotaxis que los cuidados por madre LY
(Tukey, g= 24.8, P=0.003), pero no fue el caso para las madres LY, en las que no se
obtuvo diferencia significativa en cuanto al tipo de hijo (Tukey, q= 20.4, P= 0.8, véase
la Figura 9 A).

El tiempo pasado en el centro del campo abierto fue significativamente menor en los
hijos HY respecto de los LY (F1)=4.7, P= 0.04, seguido de Tukey, q=23.1, P= 0.04,
véase la Figura 9 B) sin que se obtuvieran influencias significativas por el tipo de
madre (F1)=2.1, P= 0.2), ni interaccion (madre x hijo, F1)= 0.07, P=0.8).

El porcentaje de visitas al centro no difiere significativamente entre los hijos de las
dos sublineas (F@1)= 2.3, P= 0.1) ni entre los dos tipos de madre (F@)= 2.3, P= 0.1) ni
tampoco se obtuvo interaccion (madre x hijo, F1)=0.9 P=0.4).

La distancia recorrida por los hijos no dependi6é de la sublinea del hijo (F1)=1.8, P=
0.2), ni de la sublinea de la madre (F1)=0.7, P= 0.4) pero si se obtuvo una interaccion
(madre x hijo, F1)=4.7, P= 0.04). Dentro de los hijos HY, los que fueron criados por
madres LY recorrieron una distancia significativamente mayor que los criados por
madres HY (Tukey, g=22.9, P< 0.05). Los hijos LY deambulan distancias similares
independientemente de la sublinea de la madre (Tukey, q= 21.4, P= 0.3). Dentro de
las madres HY, los hijos LY recorren significativamente méas distancia que los HY

(Tukey, g=23.6, P= 0.02). Dentro de las madres LY, no se obtuvo diferencia
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significativa en las distancia recorrida por los hijos HY respecto de los hijos LY

(Tukey, g=20.8, P=0.6; véase la Figura 10 A).

*
T
EEm Madre HY
** EER Madre HY B * — MZd:g LY
— A & —3 MadreLY —~ 50 =
» 500 1 2
2 —‘ S 40 - l
> 400 4 b=
g’ 300 4 %
= c _
c 200 A o 20
o o
o
3 100 - £ 10 1
E o
= 0 T T = 0 T T
HY LY HY LY
Sublinea del hijo Sublinea del hijo

Figura 9. Conducta de tigmotaxis en la prueba de campo abierto de la descendencia de la
adopcién cruzada entre la sublinea HY y la LY. A) El tiempo pasado en tigmotaxis fue
significativamente mayor en los individuos de la sublinea HY respecto la sublinea LY (*P< 0.05).
Dentro de los individuos HY, los que fueron criados por una madre HY significativamente pasaron
significativamente mas tiempo en tigmotaxis que los que fueron criados por una madre LY (*P< 0.05).
Dentro de los individuos criados por madres HY, los de la sublinea HY pasaron significativamente mas
tiempo en tigmotaxis que los de la LY (**P< 0.01). B) El tiempo pasado en el centro fue
significativamente menor en los individuos de la sublinea HY respecto de los de la LY
independientemente de la madre que los crio (*P< 0.05). Las barras son la media * el error estandar
de la media.

El nimero de apoyos fue significativamente menor en los hijos HY respecto de los LY
(F1=14.3 P< 0.001, seguido de Tukey, g= 25.3, P< 0.001). Estas diferencias no se
ven afectadas por la sublinea de las madres (F1)=0.03 P= 0.9) ni interaccion (madre
x hijo, F1)=3.3 P=0.08; véase la Figura 10 B)

El nimero de erguidos fue significativamente menor en los hijos HY respecto de los
LY (Fap= 9.3, P= 0.006, seguido de Tukey, g= 24.3 P= 0.006), Sin diferencias
significativas relacionadas con el tipo de madre (F1)=0.004 P= 0.9) ni interaccion

(madre x hijo, F1)=0.7 P=0.4).
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Figura 10. Locomocién durante la prueba de campo abierto de la descendencia de la adopcién
cruzada entre la sublinea HY y la LY. A) La distancia recorrida por los individuos HY que fueron
criados por madres HY fue significativamente menor que la de los HY criados por madres LY (*P<
0.05). Dentro de los hijos criados por madres HY, los HY recorren significativamente una menor
distancia que los LY (¥P< 0.05). B) El niimero de apoyos realizados durante la prueba de campo
abierto fue significativamente menor en la sublinea HY que en la sublinea LY (***P< 0.001). Las
barras son la media + el error estandar de la media.

La latencia de salida de la caja de inicio fue significativamente mayor en los hijos de
la sublinea HY respecto la sublinea LY (Fy)= 14.5 P< 0.001, seguido de Tukey g=
25.4 P< 0.001), sin diferencias significativas debidas al tipo de madre (F1= 0.5 P=
0.5), ni interaccion (madre x hijo, F1= 0.6 P= 0.5, véase la Figura 11).

Conducta en la prueba de caja luz-oscuridad

El nimero de transiciones del compartimento iluminado hacia el oscuro y viceversa
fue significativamente menor en los hijos HY que en los LY (Fu= 43.7, P< 0.001,
seguido de Tukey, gq= 29.3, P< 0.001). No se obtuvieron diferencias significativas
debidas al tipo de madre adoptiva (Fy= 0.8, P= 0.4). Ni interaccion (madre x hijo,
Fu= 2.8, P=0.1; véase la Figura 12 A).

El tiempo que permanecieron en el compartimiento iluminado fue significativamente

menor en los hijos HY que en los LY (F= 6.7, P= 0.02, seguido de Tukey, g= 23.6,
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P=0.02). En cuanto al tipo de madre, no se obtuvieron diferencias significativas entre

los criados por las madres HY y los criados por las madres LY (F= 0.8, P= 0.4) ni

interaccion (madre x hijo, F1)= 0.007, P=0.9; véase la Figura 12 B).

200 - -

150 A

100 A

Latencia de salida (s)
a
o
1

EEm Madre HY
1 Madre LY

o

HY
Sublinea del hijo

Figura 11. Latencia de salida de la caja de inicio durante la prueba de campo abierto de la
descendencia de la adopciéon cruzada entre la sublinea HY y la LY. La latencia de salida de los
individuos HY fue significativamente mayor respecto de los individuos LY independientemente de la
madre que los crio (***P< 0.001). Las barras son la media * el error estdndar de la media.
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Figura 12. Conducta en la prueba de caja luz-oscuridad de la descendencia de la adopcidon
cruzada entre la sublinea HY y la LY. A) El nimero de transiciones fue significativamente menor en
la sublinea HY respecto de la LY independientemente del tipo de madre (***P< 0.001). B) El tiempo
pasado en el compartimento iluminado fue significativamente menor en la sublinea HY respecto de la
LY independientemente del tipo de madre adoptiva (*P< 0.05). Las barras son la media + el error

estandar de la media.
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Conducta en la prueba del laberinto en cruz elevado

En la variable tiempo pasado en los brazos abiertos, no se obtuvo diferencia
significativa entre los hijos HY y LY, solo una tendencia (F1)= 4.6, P= 0.06) a que los
hijos HY pasaran menos tiempo en los brazos abiertos. No se obtuvo diferencia
significativa debida al tipo de madre (Fy= 2.5, P= 0.1), ni se obtuvo una interaccion
(madre x hijo, Fy= 1.8, P=0.2, véase la Figura 13 A).

En cuanto al porcentaje de entradas a los brazos abiertos no se obtuvieron
diferencias significativas en cuanto al tipo de hijos (F)= 2.0, P=0.2) ni por el tipo de
madres que realizaron la crianza (F)= 2.4, P= 0.1) o interaccion (madre x hijo, Fu)=
0.9, P= 0.4, véase la Figura 13 B).
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Figura 13. Conducta en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado de la descendencia de
la adopcidn cruzada entre la sublinea HY y la LY. A) En el tiempo pasado en brazos abiertos no se
obtuvieron diferencias significativas entre los grupos experimentales. B) En el porcentaje de entradas
a los brazos abiertos no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Las
barras son la media + el error estandar de la media.

El nimero de asomos fue significativamente menor en los hijos HY que en los LY
independiente de del tipo de madre (F)= 13.3, P= 0.005, seguido de Tukey, q= 25.2,

P=0.005). No se obtuvo diferencia significativa en el nimero de asomos dependiente

46



del tipo de madre (F1)= 3.4, P=0.09), pero si se obtuvo una interaccion (madre x hijo,
F@= 8.6, P=0.02). No se obtuvo diferencia significativa en los hijos HY dependiente
del tipo de madre (Tukey, g= 21.1, P= 0.4). Los hijos LY criados por madre HY
realizaron un numero de asomos significativamente mayor que los criados por madre
LY (Tukey, g= 24.6, P= 0.008). Dentro los hijos criados por madre HY el nUmero de
asomos fue significativamente menor en los hijos HY que en los LY (Tukey, g= 28.6,
P< 0.001), pero no se obtuvo diferencia significativa en el tipo de hijos cuidados por

madre LY (Tukey, q= 20.6, P=0.7; véase la Figura 14).
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Figura 14. Niumero de asomos en la prueba del laberinto en cruz elevado de la descendencia de
la adopcidn cruzada entre la sublinea HY y la LY. Dentro de los hijos criados por madre HY, el
namero de asomos fue significativamente menor en los hijos HY que en los LY (***P< 0.001).
Independientemente del tipo de madre, el nUmero de asomos de los hijos LY fue significativamente
mayor que el nimero de asomos de los hijos HY (**P< 0.01). Dentro de los hijos LY, los que fueron
criados por madre HY realizaron significativamente un mayor nimero de asomos que los que fueron
criados por madre LY (**P< 0.01). Las barras son la media + el error estandar de la media.

Al analizar los datos de esta prueba fueron descartados los individuos que se
cayeron del laberinto, los cuales fueron 13/28= 46.4% individuos a los que se les

realizé la prueba. A saber, se cayeron un hijo HY criado por madre HY, cinco hijos
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HY criados por madre LY, tres hijos LY criados por madre HY y cinco hijos LY

criados por madre LY.
Discusion del Experimento 1

Los individuos de la sublinea HY, independiente de la madre que los cuidg,
presentaron mayores respuestas conductuales que la LY ante un ambiente novedoso
en la prueba de campo abierto (véase la Figura 9), caja luz-oscuridad (véase la
Figura 12) y laberinto en cruz elevado (véase la Figura 14); asi como una mayor
frecuencia de bostezo espontaneo (véase la Figura 8). Los presentes resultados
concuerdan con los de Moyaho y cols., (1995), Ugarte (2006), Uribe (2010) y Barajas
(2002) quienes mostraron que en la prueba de campo abierto los individuos de la
sublinea HY presenta mas tigmotaxis que los de la sublinea LY, dado que en estos
trabajos precedentes reportan que los machos HY permanecen menos tiempo en el
centro del campo abierto respecto de los LY. Uribe (2010) también mostro que las
sublinea HY es mas ansiosa en la prueba del laberinto en cruz elevado, al pasar
menos tiempo en los brazos abiertos del mismo. Sin embargo, la conducta de los
hijos del intercambio de camadas muestra que el cuidado materno esta
contribuyendo con la expresion de respuestas de estrés (véanse figura 9 y 10), y la
frecuencia de bostezo espontaneo en las sublinea HY (véase la Figura 8).

La frecuencia de bostezo espontaneo fue mayor en la sublinea HY y dentro de las
HY, las que fueron adoptadas por madres HY presentaron la mayor frecuencia
respecto de las criadas por madres LY (véase la Figura 8). Esto indica que cuando
se obtuvo la sublinea HY por medio de 21 generaciones de cruzas endogamicas

usando como criterio la frecuencia de bostezo espontaneo (Urba-Holmgren y cols.,
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1990), se seleccionaron distintos grupos de genes que contribuyen tanto al bostezo
como al tipo de cuidado materno proporcionado por las madres HY. Cabe destacar
gue este trabajo de tesis se realizé en las generaciones 78 a 82 de las HY y 72 a 76
de las LY. En el caso de las SD se renueva la base genética cada afio con machos
gue se obtienen de Harlan, E. U. A., Harlan, UNAM y del Instituto de Neurobiologia
de la UNAM para garantizar sus caracteristicas como Sprague-Dawley.

Cuando los roedores se encuentran en un ambiente novedoso como el campo
abierto, la tendencia a permanecer en contacto con superficies verticales compite
con la tendencia a explorar y dependendiendo del grado de emocionalidad del
individuo, se presentaran en diferente medida, las ratas mas ansiosas permaneceran
mas tiempo en tigmotaxis y realizaran en menor medida la conducta exploratoria que
se traduce en locomocion y por lo tanto distancia recorrida (Prut y Belzung, 2003). En
la prueba de campo abierto del presente experimento los hijos de la sublinea HY
permanecen mas tiempo en tigmotaxis y recorren menor distancia cuando son
criados por una madre HY que cuando son criados por una madre LY (véanse
Figuras 9 y 10), lo que indica que el cuidado proporcionado por la madre HY los hace
mAas ansiosos. Estos resultados son apoyados por otros trabajos en los que se ha
reportado que el cuidado materno deficiente aumenta las respuestas de estrés en la
etapa adulta en la prueba de campo abierto (Weaver y cols., 2006). En la sublinea
LY el cuidado de la madre HY no afecta el tiempo pasado en tigmotaxis ni la
deambulacion total, debido posiblemente a un factor de resistencia genética a pesar
del cambio del ambiente postnatal (véanse Figuras 9 y 10). Gross y Hen, (2004) al
realizar una revision de cémo se origina la ansiedad a lo largo del desarrollo

muestran que en muchos casos es necesario tanto el elemento genético como el
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epigenético para que se desarrollen trastornos de ansiedad, pues por si solo el
ambiente temprano adverso no es suficiente. Por lo tanto es posible que las
estructuras cerebrales de la LY la esté protegiendo contra el desarrollo de la
susceptibilidad al estrés que podria ser provocado por el tipo de conducta materna
gue provee la sublinea HY.

La prueba de caja luz-oscuridad se basa también en la evaluacién de conductas de
los roedores motivadas por tendencias opuestas: el instinto de explorar los
alrededores y el instinto de permanecer en el lugar mas seguro. En la caja luz-
oscuridad se evalla la competencia entre la tendencia a permanecer en los espacios
poco iluminados, lo cual dificulta la depredacion, y la tendencia a explorar los
espacios novedosos que pueden estar iluminados. Al igual en que la prueba de
campo abierto, en la prueba de caja luz-oscuridad los individuos mas ansiosos
optardn por permanecer en la parte mas segura del aparato, esto es el
compartimento oscuro, y disminuiran el grado de exploracion del mismo, teniendo
como efecto un menor niumero de transiciones entre ambos compartimentos y por
ende un menor tiempo de permanencia en el compartimento iluminado (Ohl, 2005;
Bourin y Hascoét, 2003). Las ratas HY pasan significativamente menos tiempo en el
compartimento iluminado y realizaron menos transiciones entre los dos
compartimentos (véase la Figura 12) lo que indica que son mas ansiosas que las LY.
Sin embargo en la caja luz-oscuridad no se ve una influencia materna como en el
caso de la prueba de campo abierto ya que en esta no se obtuvo que los sujetos HY
cuidados por madres LY disminuyeran su emocionalidad, la cual es valorada en la
caja luz-oscuridad y esta dada por el tiempo pasado en el compartimento iluminado.

Esto posiblemente se debe a que esta prueba no evalla las mismas dimensiones de
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emocionalidad que la prueba de campo abierto como claramente lo han demostrado
Ramos y Mormede (1997). De tal forma que es posible que algunas de las
dimensiones de emocionalidad que se encuentran como diferencia entre la sublinea
HY y la LY no estén determinadas por el tipo de cuidado materno sino por factores
genéticos o por factores epigenéticos anteriores a la lactancia es decir, in utero.

En la prueba del laberinto en cruz elevado al igual que las dos anteriores supone un
conflicto entre la exploracion completa del lugar novedoso y la permanencia en la
zona segura, es decir los brazos cerrados, con la variante de que en este caso el
sitio aversivo consiste en un lugar elevado que supone un lugar en el que puede
ocurrir una caida (acrofobia), ademas de no contar con las superficies verticales que
implican los brazos abiertos (Pellow y cols., 1985). En esta prueba las variables
temporales en los brazos abiertos y el porcentaje de entradas a los mismos no fueron
significativamente diferentes entre los grupos experimentales (véase la Figura 13)
posiblemente debido a que el nimero de individuos descartados a causa de las
caidas redujo bastante la muestra (se redujo de siete individuos a tan solo dos en los
individuos de la sublinea LY cuidados por madre LY). Por lo que se esperaria que de
ampliarse la muestra se obtuvieran al menos las diferencias mostradas por mi en los
estudios de maestria (Uribe, 2010) que consisten en un menor tiempo pasado en los
brazos abiertos asi como un menor porcentaje de entradas a los mismos por parte de
la sublinea HY respecto de LY. De manera relevante el nUmero de asomos del brazo
abierto hacia el piso fue menor sublinea HY (véase la Figura 14) tal como fue
obtenido por Uribe (2010). Las LY que fueron criadas por madres HY presentaron un
mayor nimero de asomos respecto de las que fueron criadas por las madres LY

(véase la Figura 14). En este caso la interaccién ocurrié en la direccién opuesta a la
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sublinea HY en la que el cuidado materno diferente causé una disminucién de la
exploracion. En la sublinea LY el cuidado materno diferente proporcionado por la
madre de la sublinea HY, produjo un incremento de la exploracion, esto puede
deberse a una interaccion entre el genotipo LY y el ambiente temprano que
proporciona la madre HY. El tratamiento proporcionado por las madres HY, tiene
efecto opuesto en la sublinea HY respecto a la LY es decir en las primeras estaria
aumentando la emocionalidad y en las segundas disminuyéndola. Esta interaccién en
sentido opuesto, puede ser causada por la constitucion genética diferente de ambas
sublineas. En apoyo a esta inferencia se encuentra que ante un mismo tratamiento,
un reduccién del tamafio de la camada a cuatro crias, en la cepa Wistar presenta una
menor conducta semejante a la ansiedad en la prueba del laberinto en cruz elevado
(Spencer y Tilbrook, 2009); en tanto un tratamiento semejante incrementa la
conducta semejante a la ansiedad en la cepa Sprague-Dawley (Dimitsantos y cols.,
2007). En los humanos se ha mostrado que un exceso de cuidado materno al igual
gue una deficiencia en el mismo puede ser el origen de mayores niveles de conducta
semejante a la ansiedad (Chorpita y Barlow, 1998). Por lo que esta interaccion entre
madres HY e hijos LY puede ser la 6ptima para generar altos niveles de exploraciéon
del tipo asomos en la sublinea LY.

En el presente trabajo proponemos que es la conducta materna diferente que
proveen las madres HY eleva las respuestas de estrés y las cuales causan a su vez
un aumento en la frecuencia de bostezo espontaneo en la sublinea HY. En apoyo a
esta propuesta esta que el cuidado materno de la sublinea LY disminuyo
simultaneamente la frecuencia de bostezo espontaneo y la conducta semejante a la

ansiedad mostrada en el campo abierto. Por otro lado, se encuentran los trabajos
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gue muestran que el estrés puede aumentar la frecuencia de bostezo espontaneo
gue se mencionaron en la introduccion (Dourish y Cooper, 1990; Tufik y cols., 1995;

Uribe, 2010).
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Experimento 2

Conducta de la descendencia de la hibridacion

entre las sublineas HY y LY.

Introduccioén

En el Experimento 1 se pudo mostrar que las algunas de las variables
conductuales analizadas dentro de la sublinea HY dependen del cuidado materno.
Sin embargo, se obtuvo que las caracteristicas de bajo bostezo y menores
respuestas de estrés de la sublinea LY no fueron alteradas cuando fueron criadas
por las madres HY. Esto implica que la sublinea LY cuenta con genes que la
pueden hacer insensible al tipo cuidados maternos que proporcionan las madres
HY. La obtencion de hibridos por cruza reciproca es una aproximacion para
conocer un posible efecto prenatal, asi como las interacciones genéticas que
regulan el bostezo y las respuestas de conducta semejante a la ansiedad en la
edad adulta. Existen respuestas conductuales que pueden ser modificadas por la
gestacion tales como las altas respuestas de conducta semejante a la ansiedad de
los ratones BALB/cJ respecto de los C57BL/6J en las que se ha mostrado
mediante transferencia de embriones que es necesario tanto el ambiente uterino
de la madre BALB/cJ como su estilo de crianza para que se desarrolle el fenotipo
ansioso (Francis y cols., 2003). La generacion de hibridos es una metodologia
mas sencilla que ha permitido elucidar efectos maternos sobre el fenotipo tal como
lo mostré Reinhold, (2002) a partir de una muestra de 34 trabajos en los que se

estudian el efecto materno en caracteristicas morfoldgicas y conductuales de los
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hibridos entre razas de mamiferos tales como bueyes, ratones y ratas. Dentro de
estas caracteristicas podemos mencionar: edad de inicio de la pubertad, el peso
corporal, respuestas a drogas, conducta de construccién del nido y ambulacion
(Reinhold, 2002).

Una ventaja adicional de la hibridacion como complemento de los estudios de
adopcion cruzada es que la descendencia es genéticamente uniforme lo que
permite aislar de mejor manera el componente materno. Por ejemplo, en los
estudios de realizados para observar el componente materno en la hipertension
arterial con las ratas WKY y SHR. En los estudios de adopcién cruzada se pudo
observar que las crias de la linea WKY alteraron el patron de conducta de las
madres SHR vy viceversa, sin embargo cuando realizaron el experimento con los
hibridos pudieron establecer que el grado de lamido ano-genital y corporal y
amamantamiento en cifosis son los determinantes en el componente materno de

la hipertension arterial (Myers y cols., 1989).

Objetivo

Evaluar la frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia hibrida en la
edad adulta, asi como las respuestas conductuales ante estresores en base a tres

pruebas estandarizadas: laberinto en cruz elevado, campo abierto y caja luz-

oscuridad.

Metodologia

Animales
Se utilizaron machos de la descendencia de hembras con las mismas
caracteristicas y mantenidas en las mismas condiciones que en el Experimento 1,
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las cuales fueron apareadas con machos sexualmente expertos de la sublinea
opuesta o de la misma sublinea. En el presente experimento, dado que no era
importante que coincidieran las fechas de parto no se realizé la citologia vaginal.
Para estimar la fecha de parto y asi aislar a la hembra una semana antes del parto
el M. V. Z. Omar Isidro Maldonado, que maneja el bioterio determino la fecha de
parto para separar a la hembra prefiada y que tuviera una semana de habituacion
y aislamiento en la caja de lactancia antes del parto.

A partir de los apareamientos se obtuvieron cuatro grupos experimentales, 1.-
hijos HY controles de madre y padre de la sublinea HY, 2.- hijos LY controles de
madre y padre de la sublinea LY, 3.- los hibridos producto de padre HY y madre
LY y 3.- los hibridos producto de madre HY y padre LY. Entre las 12 a 24 horas
posteriores al parto las camadas fueron ajustadas a 8 individuos con igual
proporcion de sexos. A la edad de 23 dias los machos de cada camada fueron
puestos en jaulas colectivas con alimento estandar para crecimiento y
mantenimiento (Purina Mills No. 5001, E. U. A.) y las hembras y la madre fueron
sacrificadas. Se obtuvieron siete camadas de las sublineas HY y LY y seis de

cada grupo de hibridos.

Evaluacion frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia

y pruebas de conducta semejante a la ansiedad

La evaluacion de la frecuencia de bostezo espontaneo y conducta en pruebas de

ansiedad fue similar a lo desarrollado en el Experimento 1.
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Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se realizé la prueba t de Student para comparar a los
hibridos de madre HY con los hibridos de madre LY y posteriormente se realizé un

ANOVA de dos factores (madre e hijo).

Resultados del Experimento 2

En ninguno de los parametros observados se obtuvo diferencia significativa entre
los hibridos de madre HY y los de madre LY, al aplicar la prueba t de Student
Unicamente a estos dos grupos experimentales, véase la Tabla 2.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis ANOVA de dos factores en el que se
compard la conducta de los hibridos con la de hijos de la sublinea HY y LY
controles que fueron evaluados en las mismas condiciones y tiempo que los
hibridos.

A continuacion se presentan los valores obtenidos posteriores al analisis ANOVA

de dos factores.

Frecuencia de bostezo espontaneo en cristalizadores.

La frecuencia de bostezo espontdneo fue afectada por el genotipo de los hijos
(Fp= 19.2, P< 0.001), siendo los hijos HY los de significativamente mayor
frecuencia de bostezo espontaneo respecto de los LY (Tukey, g= 9.9, P< 0.001) y
los hibridos (Tukey, q= 7.8, P < 0.001), y la de los hibridos fue significativamente
mayor que la de los LY (Tukey, g= 4.2, P= 0.02). Sin diferencias significativas

debidas al tipo de madre (F1)= 0.4, P= 0.5; vease la Figura 15).
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Tabla 2. Conducta de los hibridos de madre HY respecto de la conducta de

los hibridos provenientes de madre LY.

Variable Hibrido de  Hibrido de Valor Valor
madre HY madre LY det deP

Frecuencia de bostezo 9.0+£1.3 78+x1.1 -1.2 0.5

espontaneo

Conductaen la prueba de

campo abierto

Tiempo pasado en tigmotaxis (S) 3349+249 3344+199 -0.02 0.99

Distancia recorrida (m) 26.8+1.1 222129 -1.4 0.2

Tiempo pasado en el centro (s) 341+7.2 299155 -0.5 0.6

Numero de apoyos 40.1+4.1 304+4.2 -1.8 0.1

Numero de erguidos 22.3+4.7 18.4+ 3.4 -0.7 0.5

Proporcion de entradas al cuadro 9.1+23 99+1.3 0.3 0.7

central

Latencia de salida (Ss) 110.7+59.9 27.0+4.8 -1.5 0.2

Conducta en la prueba de caja

luz-oscuridad

Numero de transiciones 4.0+0.9 31+14 -0.5 0.6

Tiempo en el compartimento 53.4+18.3 241+85 -1.5 0.2

iluminado (s)

Conductaen la prueba del

laberinto en cruz elevado

Tiempo en los brazos abiertos (s) 143.8+39.4 112.0+319 -0.6 0.5

Porcentaje de entradas a brazos 57.7+95 428+11.9 -0.9 0.4

abiertos

Numero de asomos en brazos 258+54 27.2+6.5 0.2 0.9

abiertos

Los datos son la media * error estandar de la media de los hibridos respecto al tipo de madre que
los gesto, parid y crio. Prueba t de Student y valor de P con once grados de libertad.
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Figura 15. Frecuencia de bostezo espontaneo de los hibridos respecto de las sublineas HY y
LY. La frecuencia de bostezo de los individuos de la sublinea HY fue significativamente mayor que
la de los otros tres grupos (***P< 0.001). La frecuencia de bostezo de los hibridos fue
significativamente mayor que la de los individuos de la sublinea LY (*P< 0.05). La frecuencia de
bostezo espontaneo de los hibridos fue un 45% de la sublinea HY y un 311% de la sublinea LY.
Las barras son la media + el error estandar de la media.

Conducta en la prueba de campo abierto.

El tiempo pasado en tigmotaxis dependio del tipo de hijo (Fi= 4.7, P= 0.02), pero
no del tipo de madre (Fgy= 0.0003, P= 0.99). Los hijos HY pasaron
significativamente mas tiempo en tigmotaxis que los hibridos (Tukey, gq= 4.3, P<
0.01) Sin diferencia significativa de HY respecto LY (Tukey, q= 2.8, P= 0.1) ni
entre LY y los hibridos (Tukey, q=1.0, P= 0.8; véase la Figura 16 A).

El tiempo que pasaron en el centro no difirié entre las madres (F)= 0.2, P= 0.7),
pero si entre los hijos (F@)= 3.4, P< 0.05; véase la Figura 16 B).

La distancia recorrida depende del tipo de hijo (F)= 4.1, P= 0.03) pero no del tipo
de madre (Fy= 1.7, P= 0.2). Los hijos HY recorren significativamente menos
distancia que los hibridos (Tukey, g=4.2, P= 0.02) y se obtuvo una tendencia a que

recorran menos distancia que los LY (Tukey, q=3.3, P= 0.07). No se obtuvo
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diferencia significativa entre los hibridos y la sublinea LY (Tukey, gq= 0.2, P= 0.99;

véase la Figura 17 A).
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Figura 16. Conducta de tigmotaxis en la prueba de campo abierto de los hibridos respecto
de las sublineas HY y LY. A) Los hibridos pasaron significativamente menos tiempo en tigmotaxis
respecto los individuos de la sublinea HY (*P< 0.05), sin diferencia significativa respecto los
individuos de la sublinea LY. B) Los hibridos y los individuos de la sublinea LY pasaron
significativamente mas tiempo en el centro respecto la sublinea HY (*P< 0.05). Las barras son la
media * el error estandar de la media.

El numero de apoyos no difirié significativamente de acuerdo a la sublinea de la
madre (Fy= 2.9, P= 0.1) pero si de acuerdo al tipo de hijo (Fz= 5.7, P= 0.009).
Las crias HY realizaron significativamente menos apoyos que los hibridos (Tukey,
g= 4.1, P=0.02) y que los LY (Tukey, g=5.5, P= 0.005). No se obtuvo diferencia
significativa entre el los hibridos y los LY (Tukey, g= 2.6, P= 0.2; véase la Figura
17 B).

El nimero de erguidos no dependio del tipo de madre (Fy= 0.6, P= 0.4), pero si
del tipo de hijo (F= 3.6, P= 0.04). Los hijos HY realizaron significativamente
menos erguidos que los LY (Tukey, g= 3.8, P=0.03) y que los hibridos (Tukey, q=
3.8, P=0.03), sin diferencias significativas entre hibridos y LY (Tukey, gq= 0.8, P=

0.8).
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Figura 17. Locomocidon durante la prueba de campo abierto de los hibridos respecto de las
sublineas HY y LY. A) Los hibridos recorrieron significativamente mayor distancia respecto los
individuos de la sublinea HY (*P< 0.05) sin diferencia significativa respecto de los individuos LY. B)
Los hibridos y los individuos de la sublinea LY realizaron significativamente un mayor nimero de
apoyos respecto de los sujetos HY (*P< 0.05). Las barras son la media + el error estandar de la
media.

En la proporcion de visitas al cuadro central no se obtuvo diferencia significativa
entre los hijos de madres HY y los hijos de madres LY (F@)= 0.1, P=0.7). Pero si
se obtuvieron diferencias significativas dependientes de los hijos (Fz= 4.1, P=
0.03). Los hijos HY visitan en proporcion significativamente menos veces el centro
del campo abierto respecto de lo mostrado por los hibridos (Tukey, g= 3.9, P=
0.03), pero no respecto de los LY (Tukey, qg= 2.2, P= 0.3); ni tampoco se
obtuvieron diferencias significativas entre estos ultimos y los hibridos (Tukey, g=
1.2, P=0.7).

Respecto a la latencia de salida no se obtuvieron diferencias significativas entre
los distintos grupos experimentales probados (madre, F)= 2.8, P= 0.1; hijo Fp)=

0.2, P=0.8, véase la Figura 18).
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Figura 18. Latencia de salida de la caja de inicio en la prueba de campo abierto de los
hibridos respecto de las sublineas HY y LY. En la latencia de salida no se obtuvieron
diferencias entre los grupos experimentales aunque se obtuvo una tendencia (P< 0.1) a que los
hijos de madre LY, tanto hibridos como homocigotos, tuvieran una menor latencia de salida. Las
barras son la media + el error estandar de la media.

Conducta en la prueba de caja luz-oscuridad

El nimero de transiciones entre el compartimento iluminado dependié del hijo
(F»= 4.9, P=0.02), pero no de la madre (F)= 0.3, P= 0.6). Los hijos HY realizaron
significativamente menos transiciones que los LY (Tukey, g= 5.1, P= 0.004). Los
hibridos también realizaron significativamente menos transiciones que los
individuos de la sublinea LY (Tukey, g= 3.6, P= 0.04) sin diferencias significativas
entre los sujetos HY respecto de los hibridos (Tukey, g= 2.5, P= 0.2; véase la
Figura 19 A). El tiempo pasado en el compartimento iluminado dependié de los
hijos (F)= 3.6, P=0.04), pero no de la madre (F1= 3.3, P= 0.08). Los hijos HY
pasaron significativamente menos tiempo en el compartimento iluminado que los
LY (Tukey, g= 4.4, P< 0.01). Los hijos hibridos no difirieron significativamente de
los LY (Tukey, q= 2.9, P=0.1), ni de los HY (Tukey, g=2.4, P= 0.2; véase la Figura

19 B).
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Figura 19. Conducta en la prueba de caja luz-oscuridad de los hibridos respecto de las
sublineas HY y LY. A) Los hibridos realizaron significativamente menos transiciones respecto los
individuos de la sublinea LY (*P< 0.05) sin diferencia significativa de los de la sublinea HY. B) Los
hibridos no difirieron significativamente de los controles en el tiempo pasado en el compartimento
iluminado, Unicamente se obtuvo diferencia significativa entre los individuos de la sublinea HY y los
de LY (*P< 0.05). Las barras son la media + el error estandar de la media.

Conducta en la prueba de laberinto en cruz elevado

En la prueba de laberinto en cruz elevado no se obtuvo diferencia significativa en
el tiempo pasado en los brazos abiertos debida al tipo de madre (F)= 0.6, P=0.5),
ni debida al tipo de hijo (Fi= 1.6, P= 0.2, véase la Figura 20 A). El porcentaje de
entradas a los brazos abiertos tampoco fue significativamente diferente
dependiendo del tipo de madre (Fu= 1.3, P= 0.3) ni se obtuvo diferencia
significativa entre los tres grupos experimentales de hijos (Fi»= 0.9, P= 0.4; véase
la Figura 20 B).

El nimero de asomos no vario de acuerdo al tipo de madre (F)= 0.04, P=0.8) ni

al tipo de hijo (F»= 1.5, P= 0.3, véase la Figura 21).
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Figura 20. Conducta en los brazos abiertos del laberinto en cruz elevado de los hibridos
respecto de las sublineas HY y LY. A) El tiempo que permanecieron los sujetos en los brazos
abierto no difirié significativamente entre los grupos experimentales. B) El porcentaje de entradas a
los brazos abiertos no difirié significativamente entre los grupos experimentales. Las barras son la
media * el error estandar de la media.
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Figura 21. Niomero de asomos en la prueba del laberinto en cruz elevado de los hibridos
respecto de las sublineas HY y LY. En el nUmero de asomos hacia el piso, cuando el animal se
encontraba en los brazos abiertos no se obtuvo diferencia significativa entre los grupos
experimentales. Las barras son la media * el error estandar de la media.

Discusion del Experimento 2

Este experimento nos permitio determinar el posible el patrén de herencia de los
genes que causan la diferencia en la frecuencia de bostezo espontaneo y los que

causan las diferencias en las respuestas conductuales de estrés. En el caso de la
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frecuencia de bostezo espontaneo (véase la Figura 15), en los hibridos los niveles
de bostezo (8.4 bostezos por hora) se encontraron relativamente cerca de la
media del nUmero de bostezos por hora de las sublineas HY y LY (10.7 bostezos
por hora) lo que indica que los hibridos son heterocigotos para un gen
semidominante que provoca una elevada frecuencia de bostezo espontaneo. Esta
aseveracion es apoyada por Urba-Holmgren y cols., (1990) quienes concluyeron
gue el bostezo de la sublinea HY es causado por un par de alelos que muestran
un patron de expresion semidominante. Este calculo fue realizado a partir de la
ecuacion de Bruell que involucra la varianza de la generacion F2, la diferencia
entre las lineas parentales, la desviacion de los hibridos del punto medio entre las
lineas parentales y la variacion ambiental estimada como el promedio de la
varianza de las lineas de progenitores homogéneos o de hibridos (Bruell, 1962).

El tiempo en tigmotaxis durante la prueba de campo abierto parece estar
determinado por al menos un gen dominante puesto que fue mayor en la sublinea
HY respecto las hibridas, sin diferencia significativa entre estas Ultimas y la
sublinea LY (véase la Figura 16). Esto indica que los niveles de conducta
semejante a la ansiedad de las hibridas son equiparables a los de la sublinea LY
puesto que su grado de tigmotaxis es similar. En el caso de la distancia recorrida
en la prueba campo abierto, ésta fue menor en la sublinea HY que en las hibridas
sin diferencia significativa entre estas Ultimas y la sublinea LY, lo que también
indica un patron de herencia dominante (véase la Figura 17). Resultados
semejantes se observan en las variables del campo abierto llamadas tiempo en el
centro (véase Figura 16 B), nimero de apoyos (véase la Figura 17), nimero de

erguidos y en el porcentaje de visitas al centro, asi como nimero de transiciones
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en la prueba de caja luz-oscuridad (véase la Figura 19), a saber, la sublinea HY
presenta mayores niveles de conducta semejante a la ansiedad que los dos
grupos de hibridos y la sublinea LY. Por lo tanto en los hibridos la caracteristica de
menores niveles de conducta semejante a la ansiedad se estd comportando como
aquellas causadas por un gen dominante es decir se parece completamente a una
de las lineas parentales, dado que no presenta diferencia significativa respecto de
la sublinea LY.

En ninguna variable conductual evaluada se obtuvo diferencia significativa entre
los hibridos de madre HY y de madre LY (véase la Tabla 2). Mas aun, llama la
atencion que en la frecuencia de bostezo espontaneo la diferencia fue apenas de
un 15% entre un grupo de hibridos y el otro sin que sean estas significativas,
cuando la diferencia entre ambas sublineas fue de un 693%. En otra variable
conductual importante, el tiempo en tigmotaxis, una importante medida de
conducta semejante a la ansiedad (Prut y Belzun, 2003) la diferencia entre los
hibridos fue de 0.17%, mientras que la diferencia entre ambas sublineas alcanzé
un 23%. Estos resultados nos muestran que mediante el experimento de
hibridacion no fue posible determinar el efecto materno en el bostezo y las
respuestas conductuales de estrés debidas a la gestacion y la lactancia. La
hibridacion diluye las diferencias entre ambas sublineas independientemente del
tipo de madre, lo que descarta el efecto 6vulo y todo lo que esto implica, esto
incluye al citoplasma del 6vulo, las mitocondrias y su ADN.

Como la sublinea LY fue resistente a la influencia del cuidado materno, en los
experimentos tres y cuatro decidimos emplear la cepa Sprague-Dawley de la cual

se ha constatado que es susceptible a los efectos ambiente temprano que causa
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mayores respuestas de estrés (Valleé y cols., 1997). Ademas esto permitié contar
con resultados que sirvan de referencia para otros trabajos en los que se ha
empleado la cepa Sprague-Dawley. Por otro lado, se decidié medir los niveles de
ACTH y CORT para ver si las diferentes respuestas conductuales de estrés tenian
también un correlato fisiologico que se ha observado en aquellos organismos

deficientes de cuidados maternos (Meaney, 2001).
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Experimento 3

Conducta materna del intercambio de camadas

entre la sublinea HY y la cepa SD

Introduccioén

Las interacciones madre-cria son cruciales para determinar las respuestas
conductuales y fisiolégicas de los individuos en la edad adulta (Meaney, 2001). Se
ha demostrado en ratas y primates no humanos que la calidad de la atencion
materna tiene efectos en el desarrollo neuroendocrino, las respuestas de estrés, la
arquitectura del cerebro y los comportamientos cognitivos, afectivos y sociales
(Nelson y Winslow, 2008).

Las respuestas de estrés en la edad adulta estan fuertemente determinadas por la
experiencia temprana, entendida ésta como el ambiente de la gestacion y la
lactancia (Meaney, 2001). El estudio de la calidad de la atencion materna durante
la lactancia en ratas es un modelo Util para entender la neurobiologia del estrés
debido a que la mala calidad del cuidado materno produce respuestas de estrés
mayores y prolongadas (Meaney, 2007). La cantidad de lamido y de
amamantamiento en cifosis determina la resistencia fisiolégica y conductual de
estrés en la edad adulta (Liu y cols., 1997). Sin embargo, hay muchas otras
conductas maternas en ratas, que también afectan a las respuestas de estrés en
la edad adulta, tales como la calidad y cantidad de acarreos y la construccion del
nido que estan relacionadas con el grado de motivacién de la madre para cuidar a

las crias (Rees y cols., 2004).
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La expresion de la conducta materna adecuada a lo largo periodo de lactancia
depende de las hormonas estradiol, progresterona, prolactina y oxitocina,
principalmente y de la estimulacion sensorial proporcionada por las crias
(Rosenblatt, 1967; Gonzéalez-Mariscal y Melo, 2013). La estimulacion de las
madres por las crias lactantes tiene tal efecto en el cerebro adulto que incluso
hembras virgenes y machos pueden ser inducidos a expresar el comportamiento
materno cuando estan expuestos a las crias durante mas de cinco dias, el llamado
proceso de sensibilizacién (Rosenblatt, 1967). Después de la sensibilizacion, los
sujetos muestran acarreos, agrupamiento, lamido y postura de amamantamiento
en cifosis a pesar de no tener la capacidad de produccion de leche (Rosenblatt,
1967). Estos cambios de comportamiento ocurren junto con cambios plasticos en
la amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal tales como neurogénesis,
remodelacién dendritica, asi como la formacion y eliminacion de las espinas
dendriticas y por lo tanto la cantidad de sinapsis. Estos cambios ocurren junto con
una elevacion de los niveles de estrogenos incluso en los machos, asi como un
aumento en la secrecién de glucocorticoides (Leuner y cols., 2010).

Para que existan adecuadas interacciones madre-crias, las crias necesitan emitir
sefiales que afecten a los sentidos de sus madres tales como el oido, el olfato, la
vista, el tacto y el gusto (Stern, 1997). Las crias emiten sefiales tales como
vocalizaciones, movimientos, emiten calor y olores. Estas sefiales inducen la
atencion materna apropiada, que incluye alimentacion, termorregulacion y
estimulacion tactil a sus crias, lo que permite el desarrollo adecuado de la
descendencia (Rees y cols., 2004). Las crias que no emiten vocalizaciones, y que

no muestran niveles adecuados de movimientos reciben menos estimulacion, ya
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gue inducen un pobre cuidado materno, impactando las deficiencias en la
descendencia en su propio desarrollo, estableciendo asi un circulo vicioso: la
estimulacion insuficiente de las crias hacia la madre, provoca a su vez
estimulacion insuficiente de la madre hacia las crias, generando un circuito de
retroalimentacion positiva que puede ser pernicioso (Stern, 1997).

Una descendencia poco estimulante puede provocar descuido materno que a su
vez afecta el desarrollo de las crias al disminuir la interaccion con sus madres
(Gonzélez-Mariscal y Melo, 2013). Las ratas madres lactantes que crian parejas
de hijos alcohdlicos e hijos desnutridos presentan una latencia de acarreo
incrementada (Ness y Franchina, 1990). Aunque se ha establecido que la duracién
del lamido y el amamantamiento en cifosis dependen del tipo madre (Meaney,
2001), otros autores han hallado que estos comportamientos, tanto el
amamantamiento en cifosis como el lamido hacia las crias, pueden ser
influenciados por el tipo de descendencia que se encuentran criando (Clinton y
cols., 2010; Walker y cols., 2003; Kurata y cols., 2009; Galler y Tonkiss, 1991,
Moore y cols., 1997; Cierpial y cols., 1990). En los seres humanos, los bebés con
bajo peso al nacer o con alguna deficiencia mental reciben menos atencion de sus
madres por lo que reciben menos estimulacion, lo que provoca a su vez
deficiencias en el desarrollo psicomotor y afectivo (Barrett y Fleming, 2011). Los
bebés prematuros con bajo o muy bajo peso al nacer, son menos atractivos
debido a sus caracteristicas fisicas, una disminucién de los reflejos motores,
dificultad para mantener niveles adecuados de atencion, menor sensibilidad ante
diferentes tipos de estimulos y de una comunicacion inadecuada con sus madres

(Gonzélez-Mariscal y Melo, 2013).
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Sabemos que la sublinea HY tiene diferente organizacion de la conducta materna,
pero no sabemos aun cuales de estos déficits son causados por las crias y cuales
dependen de las madres.

En diferentes cepas de ratas obtenidas por proceso de seleccion para algunas de
las caracteristicas conductuales o fisioldgicas influidas por el estrés, se ha
observado que, en efecto, hay un impacto de la descendencia dependiente del
comportamiento materno. Cuando las madres de la linea espontaneamente
hipertensas (SHR) crian hijos de la linea control normotensa Wistar-Kyoto (las
cuales se caracterizan por tener mayores niveles de conducta semejante a la
ansiedad), el patron de conducta materna termina pareciéndose a las madres
Wistar-Kyoto, es decir las crias Wistar-Kyoto, modifican la conducta materna de la
linea SHR. Esta situacion también se ha mostrado para el caso de las madres de
la linea Flinders resistente a colinérgicos (FRL, de sus siglas en inglés) crian hijos
de la linea Flinders sensible a colinérgicos (FSL, de sus siglas en inglés, estos
altimos son un modelo de la depresion). Las crias de ratas seleccionadas por su
alta respuesta a ambientes novedosos (HR, de sus siglas en inglés) alteran el
patrén de conducta de las madres de baja respuesta ante ambientes novedosos
(LR, de sus siglas en inglés), la linea HR se ha propuesto como un modelo de
adiccion a drogas (Friedman y cols., 2006; Clinton y cols., 2010; Cierpial y cols.,
1990). Por lo tanto, esto significa que algunas de las caracteristicas del
comportamiento materno estan siendo reguladas por la descendencia, en estos
grupos de ratas seleccionadas para el estudio de caracteristicas relacionadas con
respuestas de estrés, como la hipertensién, la depresion y las adicciones

(Friedman y cols., 2006; Clinton y cols., 2010; Cierpial y cols., 1990).
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Objetivo
Analizar el papel de las crias en el desempefio conductual de las madres SD y HY.

Metodologia

Animales

Diez hembras de la cepa SD y diez hembras de la sublinea HY de 90 dias de
edad, sin aplicacibn de pruebas previas, ni experiencia reproductiva fueron
apareadas con machos del mismo grupo y mantenidas en un ciclo de luz-
oscuridad de 12:12 (las luces se encienden a las 0700), con alimento balanceado
para ratas (Purina Mills, No. 5012, USA) y agua purificada a libre demanda. Para
lograr la sincronicidad en los partos se realiz6 el procedimiento de citologia vaginal
tal como se describe en el Experimento 1. Durante la gestacion se les mantuvo en
grupos de cuatro hembras hasta entre cinco y siete dias antes del parto cuando
fueron colocadas individualmente en una caja de 46X32X20 cm, en la que se
mantuvieron a lo largo del experimento.

Procedimiento de adopcion cruzada (cross- fostering)

Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en el Experimento 1. Obteniendo los
siguientes grupos experimentales: cinco madres HY y cinco madres SD que
adoptaron crias de un su grupo (grupos de control); y cinco madres HY y cinco
SD que adoptaron una camada del grupo contrario (grupos de tratamiento).

Procedimiento de observacion

La caja de vida se colocd en una mesa de observacién, la madre fue extraida de

su jaula tomada del térax y se le mantuvo en una jaula individual por dos minutos
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mientras las crias se dispersaron en la cama de aserrin y viruta en el lugar
opuesto respecto a la zona de nido. Una vez que las madres fueron regresadas a
su jaula por el experimentador, se observaron en vivo utilizando el programa The
Observer XT, v. 11, (Noldus, Paises Bajos) para el registro de la conducta. Las
siguientes variables fueron cuantificadas como eventos: acarreo (lleva a la cria
con la boca agarrada por la piel del cuello), re-acarreo (la madre extrae a la cria
del nido), acarreo atipico (lleva a la cria tomada por otro lugar del cuerpo que no
sea la piel del dorso del cuello), reacomodos (recoge a la cria del nido y la mueve
a otra parte dentro del nido), y reacomodos con vocalizaciones (reacomodos
durante los cuales la cria emite vocalizaciones audibles). Las siguientes variables
se midieron como los estados conductuales, en los que fue cuantificada su
duracion: lugar donde la madre esta (dentro o fuera del nido), lamido ano-genital
(lame a una cria en la region ano-genital), lamido corporal (lame una cria en
cualquier parte excepto la region ano-genital), auto-aseo corporal (la madre
acicala su propio cuerpo), auto-aseo de la cabeza (la madre acicala su propia
cabeza), exploracion (olfateo, excavacion, exploracion del entorno), enterramiento
(la madre avienta el aserrin y virutas directamente a sus crias), amamantamiento
de baja intensidad (se sitia sobre las crias para que mamen con un minimo de
cifosis) y amamantamiento en cifosis (arquea la espalda en cifosis para facilitar el
acceso de las crias a los pezones). La duracién total del periodo de observacion
fue de 30 min. Todas las observaciones se realizaron entre 1600 y 1800 horas.
Cada madre se observo cinco veces a lo largo del periodo de lactancia a los 2, 4,

6, 8 y 10 dias postnatales de sus crias.
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Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando andlisis de varianza (ANOVA) de dos
factores (tipo de madres y tipo de las crias), seguido de la prueba de Tukey,
utilizando el programa Sigma Plot, v.11. para Windows 7 P< 0.05 fue considerado

como significativo.

Resultados del Experimento 3

Las madres SD pasaron significativamente mas tiempo que las HY realizando las
siguientes conductas, independientemente tipo de crias que estaban cuidando:
lamido ano-genital (F)= 7.1; P= 0.02) lamido corporal (Fu= 9.4; P= 0.007), y
amamantamiento en cifosis (Fq)= 5.4; P= 0.03), véase la Figura 22 A, By C. En
las conductas antes mencionadas no se obtuvieron diferencias significativas
debidas a las crias, ni interaccion (lamido ano-genital: crias, F1)= 0.3, P= 0.6,
madre X crias, F)= 0.06, P= 0.8; lamido corporal: crias, Fu)= 0.02, P= 0.9, madre
x crias, Fp= 0.3; P= 0.6; amamantamiento en cifosis: crias, Fu= 2.9, P= 0.1,
madre x cria, F)= 0.5, P= 0.5). En amamantamiento de baja intensidad no se
obtuvo diferencia significativa entre los grupos experimentales (madre, Fu)= 3.8;
P=0.07; crias, F@= 0.5; P= 0.5; madre x crias, F@)= 0.6, P= 0.4, véase la Tabla 3).
Las madres SD pasaron significativamente mas tiempo en el nido, en contacto con
sus crias, que las madres HY independientemente del tipo de crias que estaban
cuidando (madre, F1y= 10.2, P= 0.006, véase la Figura 22 D) y no se obtuvieron
diferencias significativas entre las tipo de crias ni interaccion (crias, Fyy= 2.1; P=
0.09, madre x crias, Fq= 0,0; P= 1, véase la Figura 22 D). Se obtuvo una

tendencia a pasar mas tiempo en la construccién del nido cuando las madres SD
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cuidaron crias HY (madre, Fq= 1.2; P= 0.3; crias, Fg= 3.4; P= 0.08; madre x
crias, Fg)= 3.9; P=0.07; véase la Tabla 3).

Los siguientes parametros dependen del tipo de las crias cuidadas
independientemente del tipo de madre: cuando éstas cuidaron crias HY tuvieron
una latencia significativamente menor para acarrear toda la camada (F@)= 5.3; P=
0.04, véase la Figura 23 A), llevaron a cabo un nimero significativamente mayor
de eventos de re-acarreos (Fu)= 10.6, P= 0.005, véase la Figura 23 B), y una vez
que estuvieron en el nido, realizaron un numero significativamente mayor de
reacomodos de las crias (F@q)= 7.4, P= 0.02), todo esto respecto las madres que
cuidaron crias SD (véase la Figura 23 C).

No se obtuvieron diferencias significativas entre el tipo de madre ni interaccion en
las siguientes conductas: latencia de acarreo (madre, F)= 3.3; P= 0.09, madre x
crias, F= 0.7; P= 0.4), nimero de re-acarreos (madre, F)= 3.0, P= 0.1, madre x
crias, Fg= 2.5, P=0.1), nimero de reacomodos (madre, F1= 1.3, P= 0.3; madre x
crias, Fgy= 0.7, P= 0.4). Las madres HY realizaron significativamente mas
reacomodos que causaron vocalizaciones audibles respecto a las madres SD
independientemente del tipo de las crias que se encontraban cuidando (madre,
Fo= 8.3; P< 0.01, véase la Figura 22 E). No se obtuvieron diferencias
significativas entre el tipo de crias en el numero de reacomodos con
vocalizaciones audibles (hijos, Fq)= 3, P= 0.1; madre x crias, Fu)= 3,8; P= 0,07).
No se obtuvo diferencia significativa en el nUmero de acarreos atipicos entre los
grupos experimentales (madre, Fyy= 0.2; P= 0.7; crias, Fg)= 1.6; P= 0.2; madre x

crias F)= 0.02, P= 0.9, véase la Tabla 3).
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En las conductas no enfocadas hacia las crias la Unica diferencia significativa que
se obtuvo fue respecto a la duracion total del auto-aseo corporal, que fue
significativamente mayor en las madres HY respecto las SD independientemente
de las crias cuidadas (madre, F1= 6.0 P= 0.03; hijos, F)= 0.8, P= 0.4; madre x
crias, Fgy= 0.01, P=0.9, véase la Tabla 3).

En las siguientes variables no se obtuvieron diferencias significativas entre los
grupos experimentales: duracién del enterramiento (de las crias), duracién de la
exploracién, nimero de transiciones, duracion del auto-aseo de la cabeza, tiempo
pasado en la ingestion de agua y tiempo dedicado a la ingestion de alimento

(véase la Tabla 3)
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Tabla 3. Conductas maternas y no maternas desplegadas por madres HY y
SD en funcién del tipo de crias, durante la prueba de acarreo.

Madre SD Madre HY Valor de P
Conducta Crias HY Crias SD Crias HY Crias SD Entre Entre | Interac-
madres crias cion
Amamantamiento
206+ 79 202 + 53 52+34 137 £ 48 0.07 0.5 0.4
pasivo (s)

Construccion del nido (s) 108 + 32 28 +13 44 + 15 47 + 17 0.3 0.08 0.07
Enterramiento (s) 69 + 40 42 +41 441272 20+1.8 0.08 0.6 0.7
Acarreos atipicos

5.6+0.7 46+t1 53+1 4.0+0.8 0.7 0.2 0.9
(Numero de eventos)
Exploracion (s) 897 £ 111 798 £ 112 964 £ 63 775 £ 26 0.8 0.1 0.6
Transiciones
14+3 11+3 131 9+0.5 0.4 0.1 0.9
(Numero de eventos)

Auto-aseo corporal (s)* 90+ 51 136+ 34 230+ 82 29061 0.03 0.4 0.9
Auto-aseo de cabeza (s) 52 +23 80 +22 99+6 64+ 10 0.4 0.9 0.08
Ingestion de agua (s) 46+ 8 93+17 96 + 23 99 + 23 0.2 0.2 0.2
Ingestion de comida (s) 205+ 56 212+ 34 26976 | 37975 0.08 0.4 0.4

Los datos son la media + EEM de duracion total (s) de conductas maternas se muestran durante la
prueba de recuperaciéon, y el nimero de veces (Numero de eventos) se dio cuenta de los
comportamientos anotado como eventos. El valor P fue el obtenido de la prueba ANOVA de por
dos vias. * Diferencia significativa entre la madre HY y la SD independientemente del tipo de crias.
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Figura 22. Conductas maternas que dependieron del tipo de madre independientemente del
tipo de crias que se encontraban cuidando. A) Duracién total del lamido corporal. B) Duracion
total del lamido ano-genital. C) Duracién total del amamantamiento en cifosis. D) Tiempo total
pasado dentro del nido. E) NUmero total de reacomodos dentro del nido durante los cuales las
crias emitieron vocalizaciones audibles. Las barras son la media + el error estdndar de la media.
(**P< 0.01, *P< 0.05, diferencia significativa entre las madres SD y HY).
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Figura 23. Conductas maternas que dependen del tipo de cria adoptiva. A) Latencia de
acarreo de toda la camada. B) NUmero de re-acarreos, veces que extrae las crias del nido. C)
Numero de reacomodos de las crias dentro del nido. Las barras son la media * el error estandar de
la media (**P< 0.01, *P< 0.05, diferencia significativa entre el cuidado dirigido hacia crias HY
respecto del proporcionado a las crias SD independientemente del tipo de madre).

Discusion del Experimento 3

Las madres HY pasaron menos tiempo en el nido, efectuando lamido corporal y
ano-genital, y desplegando amamantamiento en cifosis (véase la Figura 22). Por lo
tanto, las madres HY proporcionan menos estimulacion a sus crias, lo que podria
producir respuestas de estrés mas altas en la descendencia en la edad adulta

(Meaney, 2001).
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Las conductas maternas diferentes que se atribuyeron inicialmente a las madres
HY (Ugarte y cols., 2011) dependieron de las crias HY independientemente de la
madre adoptiva. Las crias HY causan que algunas de las conductas de las madres
SD cambien hacia el patron de conducta originalmente establecido en las madres
HY, y las madres HY cuidando crias SD no las muestran. Estas conductas
modificadas por las crias HY son: menor latencia para el acarreo de toda la
camada y el nUmero de re-acarreos y re-arreglos dentro del nido (véase la Figura
23). Tanto las madres SD como las HY acarrean a todas las crias HY en un 62%
del tiempo empleado para recuperar a toda la camada SD, y realizan tres veces
mas re-acarreos y reacomodos con las crias HY que con las crias SD.

Los patrones diferentes de acarreo estan vinculados con el estrés prenatal, a
continuaciobn mencionamos algunos ejemplos:

- Neumann y cols., (2005) expusieron a hembras gestantes de la linea HAB
(de alta ansiedad) ante hembras lactantes, dado que la hembras lactantes
agreden a las gestantes, esto constituye un estresor para las gestantes.
Cuando estas gestantes tuvieron a sus crias, mostraron un patron de
acarreo mas rapido el se atribuy6 al estrés sufrido durante la gestacion.

- Las madres que cuidan crias de la linea Flinders sensible a colinérgicos
(FSL) muestran una mayor latencia de acarreo de toda la camada que
aquellas madres que cuidan a crias de la linea Flinders resistente a
colinérgicos (FRL). Ademés, la latencia de acarreo se correlaciona
positivamente con los niveles de depresion de la descendencia medidos en
la prueba de nado forzado. (Friedman y cols., 2006). La linea (FSL) es un

modelo de depresion ya que muestra mayor inmovilidad en la prueba de
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nado forzado, anhedonia y menor actividad locomotora entre otras
caracteristicas conductuales y neurobiolégicas que se presentan en los
humanos deprimidos.

- Cuando ratas gestantes fueron estresadas con periodos diarios en
presencia de un gato en la misma caja, esto caus6 que las madres
realizaran menos acarreos, proporcionaran menos lamido a sus crias y
ademas pasan menos tiempo en el nido que los controles (Patin y cols.,
2002).

Asi, el patron de acarreo alterado hacia las crias HY podria ser causado por que
estas crias estdn modificando sus respuestas de estrés de las madres.

Otro ejemplo de patron de acarreo diferente es el provocado por las crias de la
linea de ratas catalépticas, las madres Wistar normales que cuidan a crias de esta
linea muestran una mayor latencia para acercarse a ellos, acarrear a la primera
cria 'y a la camada completa, respecto de cuando estan cuidando crias de la cepa
Wistar normales (Petrenko y cols., 2004). Las madres que cuidan crias con
deplecion de dopamina (por inyeccion intraperitoneal de 6-hidroxidopamina) tardan
mas en acarrear a toda la camada y en establecerse en el nido (Wilkins y cols.,
1997), acarrean ademas a sus crias con menos frecuencia y pasar menos tiempo
en contacto con ellas, esto se asocia con una menor incidencia de vocalizaciones
ultrasdnicas emitidas por crias (Noirot, 1972). La deplecion de dopamina provoca
gue las crias se muevan mas, lo que puede ser la causa de latencias mas largas
para el acarreo; para probar si el exceso de movimiento esta causando que las
crias depletadas de dopamina sean menos atendidas, estas fueron anestesiadas y

se observo que la latencia para reunir a la camada es mas corta (Wilkins y cols.,
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1997). Teniendo en cuenta las diferencias en las respuestas dopaminérgicas en
HY sublinea respecto LY (Eguibar y cols., 2003; Urba-Holmgren y cols., 1993), y
las diferencias en la afinidad de la dopamina por los receptores D1 y D2 en la
sublinea HY respecto de LY (Diaz-Romero y cols., 2005), es posible que el
sistema dopaminérgico esté jugando un papel relevante tanto en las respuestas de
estrés como en los patrones de conducta materna causados por las crias.

En este trabajo, se registra una conducta que no se considera en la mayoria de los
experimentos de conducta materna: nimero de reacomodos dentro del nido. En
nuestras observaciones clasificamos los reacomodos en dos tipos: con
vocalizaciones audibles y sin vocalizaciones audibles, emitidas por las crias. El
namero de reacomodos con vocalizaciones audibles fue mayor en las madres HY
independientemente del tipo de hijo que cuidasen (véase la Figura 22). Las
vocalizaciones audibles se han relacionado con el manejo brusco que pueden dar
los adultos que no son sus madres a las crias (Polan y Hofer, 1999), ya que las
crias de ratas con una alta tasa de vocalizaciones audibles reciben menos
agresiones de ratas virgenes y de los machos no sensibilizados (Noirot, 1972). El
manejo brusco por parte de la madre también causa vocalizaciones audibles, este
manejo brusco con vocalizaciones audibles por parte de la madre se provocé en
madres lactantes que fueron estresadas por hacinamiento con machos
desconocidos durante la gestacion (Moore y Power, 1986). Por lo tanto es posible
que el cuidado materno diferente provoque estrés a las crias y que éste sea la
causa de una mayor frecuencia de vocalizaciones audibles durante el acarreo.

La frecuencia de reacomodos sin vocalizaciones audibles su frecuencia fue mayor

hacia crias de la sublinea HY independientemente de la madre (véase la Figura
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23). El re-acarreo y la frecuencia de reacomodos asi como la duracion del lamido
ano-genital y corporal aumenta cuando las crias han sido privadas de cuidados
maternos durante 12 horas, aunque las madres no hayan sido privadas de sus
crias, lo que implica que las sefiales que estan enviando las crias privadas
incrementan el cuidado materno (Pereira y cols., 2006). Es probable, entonces,
gue las crias HY sean mas exigentes que las crias SD debido a que las madres
HY ofrecen menos cantidad de lamido ano-genital y corporal y amamantamiento
en cifosis. Aunque aun desconocemos la naturaleza del rasgo exigente, éste
podria estar dado por vocalizaciones ultrasonicas, movimientos o la emisién de
feromonas y pudo haber evolucionado como resultado de la crianza por parte de
madres negligentes.

Dado que la conducta materna se determina por el tipo de interacciébn que se
establece con la descendencia, una patologia relacionada con el desarrollo
temprano adverso no sélo esta determinada por la predisposicion materna sino
también el tipo de interaccion que se establece entre la madre y la descendencia.
Esto amplia el abanico de posibilidades como resultado de la crianza recibida. En
la vida real, la complejidad de las interacciones madre-hijos puede determinar un
ajuste fino del comportamiento y en las respuestas fisioldgicas en la edad adulta
para obtener Optimas caracteristicas fenotipicas para enfrentar el entorno social y
natural, el tipo de busqueda de alimento y las respuestas ante los depredadores,
estableciendo un estilo de afrontamiento (coping style) que permita el aumento de
su adecuacion biolégica.

Estos resultados anulan la vision del comportamiento de la madre como algo

constante a través de las camadas y generaciones (Champagne y cols., 2003), ya
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que las crias también pueden determinar el patron conductual de la madre, el
cuidado recibido y por lo tanto puede contrarrestar o sinergizar la direccion en la

que la madre los lleva.
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Experimento 4

Conducta de la descendencia del intercambio de

camadas entre la sublinea HY y la cepa SD.

Introduccioén

La frecuencia de bostezo espontaneo esta influida por el cuidado materno como
se pudo mostrar en el Experimento 1. Sin embargo, en este mismo experimento
no se observo efecto en la frecuencia de bostezo espontaneo de la sublinea LY
cuando las crias son cuidadas por madre HY. Mas aun, en la sublinea LY no
alteraron significativamente los parametros de respuestas conductuales de estrés
aun cuando fueron cuidadas por madres que lamen menos a sus crias, realizan
menos amamantamiento en cifosis como lo son las madres HY y estan menos
tiempo en contacto con ellas. Esta resistencia al cuidado materno diferente se
observé también en los hibridos, los cuales no fueron influidos por el tipo de
cuidado provisto por la madre HY. Esto nos ha hecho suponer que en la sublinea
LY hay un gen que esta proveyendo resistencia al efecto de las madres HY. La
necesidad de genes susceptibles como condicion para el desarrollo de mayores
respuestas a estresores dadas por eventos del desarrollo temprano ha sido
claramente establecida por Gross y Hen, (2004), quienes realizaron una revision
del importante componente genético que tienen los trastornos ligados al estrés
tales como esquizofrenia, trastorno de estrés postraumatico, trastorno de ansiedad

generalizada y depresion. Estos trastornos necesitan un ambiente temprano
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desfavorable o un evento traumatico para poder establecerse, pero por si solos no
son suficientes el evento ambiental ni los genes desencadenan el trastorno.

De la cepa Sprague-Dawley (SD), se ha mostrado en distintos trabajos que el
cuidad materno deficiente aumenta las respuestas fisiologicas y conductuales de
estrés: los individuos de la cepa SD que durante la lactancia recibieron de sus
madres SD menos tiempo de contacto, menos lamido ano-genital y corporal y
amamantamiento en cifosis, presentan mayores respuestas conductuales de
estrés, tales como una menor deambulacién en el campo abierto y mayor grado de
tigmotaxis (Bailoo, 2011; Masis-Calvo y cols., 2013) junto con mayores niveles de
corticosterona posteriores al estrés y con una retroalimentacion negativa del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal mas prolongada (Bartha y cols., 2007). Esto implica
gue es posible que a diferencia de la sublinea LY, la cepa SD si sea susceptible al

cuidado diferente de la HY mostrado en el Experimento 3.
Objetivo

Evaluar el efecto del cuidado materno de la sublinea HY y la cepa SD en la
descendencia en la frecuencia de bostezo espontaneo, asi como las respuestas
conductuales y hormonales ante estresores en base a tres pruebas

estandarizadas: laberinto en cruz elevado, campo abierto y caja luz-oscuridad.

Metodologia

Sujetos

Los sujetos que fueron observados en el presente experimento fueron los machos
de la descendencia del intercambio de camadas del Experimento 3, los cuales
fueron destetados a los 23 dias de edad y puestos en jaulas colectivas en grupos
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de cuatro. 40 sujetos de la sublinea HY, de los cuales 20 fueron adoptados por
una madre HY y 20 por una madre SD; y 40 de la cepa SD de los cuales 20 fueron

adoptados por una madre HY y 20 por una SD.

Aparatos y procedimiento.

Al igual que en los Experimentos 1y 2 se evaluo el bostezo a los 60 dias de edad
y a los 90 se evaluaron respuestas conductuales en pruebas de conducta
semejante a la ansiedad, sin embargo, en este experimento se cuantificaron los
niveles plasmaticos de la hormonas ACTH y corticosterona, causados por la
prueba de conducta semejante a la ansiedad. Una vez concluidas las pruebas de
caja luz-oscuridad y de laberinto en cruz elevado, con duracién de cinco minutos,
los animales fueron dejados en el aparato durante 12 minutos mas y despueés de
esto fueron puestos en una jaula individual por tres minutos mas, al tiempo que
fueron trasladados a un cuarto contiguo para su sacrificio. Por lo que, a 20 minutos
de iniciadas las pruebas conductuales, todos los animales fueron sacrificados por
decapitacién. En el caso de la prueba de campo abierto también se dejé a los
sujetos hasta que cumplieron 17 minutos en total de estar en el aparato, para
posteriormente ser puestos en la jaula individual durante tres minutos y
sacrificados al cumplirse los 20 minutos. La muestra fue obtenida de sangre del
tronco en tubos con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante,
fue centrifugada a 3,500 revoluciones por minuto durante diez minutos,
posteriormente el plasma fue separado y conservado a -20°C, para su posterior

analisis mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas. Para tal efecto se
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utilizaron kits comerciales que contenian todos los reactivos necesarios para el
procedimiento (Corticosterone ELISA Kit Catalog No. ADI-900-097, Enzo®; ACTH

Hormone ELISA Catalog No. 21-ACTHU-EO1 ALPCO®).
Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados mediante la prueba analisis de varianza
ANOVA de dos factores seguidos de la prueba de Tukey. Los factores usados
fueron madre e hijo. Para realizar el analisis fue empleado el programa Sigmaplot

v. 11 para Windows.

Resultados del Experimento 4

Frecuencia de bostezo espontaneo en cristalizadores

La frecuencia de bostezo espontaneo de los individuos HY fue significativamente
mayor que la de los SD independientemente de la madre adoptiva que los crio
(hijo, F1)= 48.9, P< 0.001, seguida de Tukey, g= 9.9, P< 0.001, véase la Figura 24)
los individuos que fueron criados por madre HY independientemente de su grupo
tuvieron una frecuencia de bostezo espontaneo significativamente mayor que los
criados por madre SD (madre, F)= 11.4, P= 0.005, seguida de Tukey, q= 4.8, P=
0.005, vease la Figura 24), no se obtuvo interaccion (madre x hijo, Fg)= 2.0, P=
0.2).

Conducta en la prueba de campo abierto

El tiempo pasado en tigmotaxis fue significativamente mayor en los individuos SD
que en los HY, (hijo, Fy)= 15.3, P< 0.001, seguida de Tukey, g= 5.5, P= 0.002) no
se obtuvo diferencia significativa debida al tipo de madre (F)= 0.8, P= 0.4) pero si
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Figura 24. Frecuencia de bostezo espontaneo de la descendencia de la adopcién cruzada
entre la sublinea HY y la cepa SD. La frecuencia de bostezo espontaneo de los individuos HY fue
significativamente mayor que la de los individuos SD independientemente de la madre que los crio
(***P< 0.001). La frecuencia de bostezo espontaneo de los individuos que fueron criados por madre
HY fue significativamente mayor que la de los que fueron criados por madres SD (**P< 0.01). Las
barras son la media + el error estandar de la media.

una interaccion, siendo significativamente mayor el tiempo en tigmotaxis de los
hijos SD respecto de los HY cuando son cuidados por madre HY; y dentro de los
hijos SD, los que fueron criados por madre HY pasaron mas tiempo en tigmotaxis
respecto de los que fueron cuidados por madre SD (madre x hijo, F1= 5.0, P<
0.05, seguida de Tukey, hijos cuidados por madre HY, g= 6.0, P< 0.001, madre

cuidando a hijos SD, g= 3.02, P< 0.05, véase la Figura 25 A).

El tiempo pasado en el centro del campo abierto fue significativamente mayor en
los individuos HY que en los SD (hijo, F)= 9.2, P= 0.009, seguida de Tukey, q=
4.3, P= 0.009) sin diferencia significativa debida al tipo de madre ni interaccion
(madre, Fy= 0.1, P= 0.7, madre x hijo, Fq)= 2.0, P= 0.2, véase la Figura 25 B).
Correspondientemente, el porcentaje de visitas al centro fue significativamente
mayor por parte de los individuos HY independientemente de la madre que los
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cuidd (hijo, Fp)= 15.5, P< 0.001, seguida de Tukey, g= 5.6, P< 0.001) sin que se
obtuvieran diferencias significativas debidas a la madre ni interaccion (madre, F1)=

0.0009, P= 0.98, madre x hijo, F)= 1.7, P=0.2).
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Figura 25. Tigmotaxis en el campo abierto de la descendencia de la adopcidn cruzada entre
la sublinea HY y la cepa SD. A) El tiempo pasado por la sublinea HY en tigmotaxis del campo
abierto fue significativamente menor que el de la sublinea SD (**P< 0.01). Los individuos de la
cepa SD que fueron criados por una madre HY pasaron significativamente mas tiempo en
tigmotaxis que los que fueron cuidados por una madre SD (*P< 0.05). B) El tiempo pasado en el
centro fue significativamente mayor en la sublinea HY respecto la SD (**P< 0.01). Las barras son la
media = el error estandar de la media.

La latencia para abandonar la caja de salida en la prueba de campo abierto fue
significativamente mayor en los individuos SD que los HY (hijo, F1= 5.1, P= 0.04,
seguida de Tukey, g= 3.2, P= 0.04) sin diferencias significativas debidas al factor
madre (F@1)= 0.03, P=0.9) pero si se obtuvo una interaccion: dentro de las madres
HY, los hijos SD tuvieron significativamente una mayor latencia que los HY; y
dentro de los individuos SD, aquellos que fueron criados por madre HY tuvieron

una latencia de salida significativamente mayor que los que fueron criados por
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madres SD. Los hijos HY que fueron criados por madre SD tuvieron una
significativamente mayor latencia de salida que los que fueron criados por madre
HY (madre x hijo, Fy= 13.9, P= 0.003, seguida de Tukey, hijos cuidados por
madre HY, g= 5.8, P< 0.001, madre cuidando a hijos SD, g= 3.5, P= 0.03, madre

cuidando a hijos HY, g= 4.0, P=0.02, véase la Figura 26).
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Figura 26. Latencia de salida de la caja de inicio del campo abierto de la descendencia de la
adopcién cruzada entre la sublinea HY y la cepa SD. Los individuos HY tardan menos en
ingresar al campo abierto respecto los SD (*P< 0.05). Dentro de los individuos cuidados por las
madres HY, los sujetos HY tuvieron una latencia de salida significativamente menor respecto de los
SD (**P< 0.01). Dentro de los individuos SD los que fueron criados por una madre HY tuvieron una
latencia de salida significativamente mayor que los criados por una madre SD (“P< 0.05). Dentro
de los individuos HY, los que fueron criados por una madre SD tuvieron una latencia de salida
significativamente mayor los que lo fueron criados por una madre HY (*P< 0.05). Las barras son la
media * el error estandar de la media.

La distancia recorrida dentro del campo abierto fue significativamente menor en
los individuos HY (hijo, F1)= 4.6, P< 0.05, seguida de Tukey, g= 3.02, P< 0.05) no
se obtuvo diferencia significativa debida al tipo de madre que los crio (madre, F)=
0.2, P=0.7) pero si interaccion, dentro de la madre SD los hijos HY deambularon
significativamente menos que los SD y se obtuvo una tendencia a que los hijos HY

tuvieran menor deambulacion cuando fueron cuidados por una madre SD (madre X
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hijo, Fq)= 4.7, P< 0.05, seguida de Tukey, hijos cuidados por madre SD, q= 4.4,

P=0.008, madre cuidando a hijos HY gq= 2.7, P=0.08, véase la Figura 27 A).

El nimero de apoyos no difirid entre los grupos experimentales (madre, F@)=

0.0009, P= 0.98, hijo, F1)= 0.4, P= 0.6, madre x hijo F= 0.8, P= 0.4).

No se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos experimentales
debidas al numero de erguidos (madre, F;)= 0.03, P= 0.9; hijo, Fy= 1.0, P= 0.3;

madre x hijo, F= 1.8, P= 0.2, vease la Figura 27 B).
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Figura 27. Locomocion dentro del campo abierto de la descendencia de la adopcidén cruzada
entre la sublinea HY y la cepa SD. A) La distancia recorrida fue significativamente menor por
parte de los individuos HY independientemente de la madre que los cuid6 (*P< 0.05). Dentro de los
individuos que fueron cuidados por madre SD, los HY recorrieron una significativamente menor
distancia que los SD (**P< 0.01). B) No se obtuvo diferencia significativa entre los grupos
experimentales en cuanto al nimero de apoyos realizados. Las barras son la media * el error
estéandar de la media.

Conducta en la prueba de caja luz-oscuridad

En la prueba de caja luz-oscuridad los individuos HY pasaron significativamente

mas tiempo en el compartimento iluminado que los individuos SD
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independientemente del tipo de madre que los crio (madre, F= 0.007, P= 0.9;
hijo, F)= 13.7, P= 0.002, seguida de Tukey, gq= 25.2, P= 0.002, véase la Figura 28
A). Se obtuvo una interaccién que indica que solamente dentro los individuos
criados por madre HY, los hijos HY pasaron significativamente mas tiempo en el
compartimento iluminado que los SD en tanto que en los individuos criados por
madre SD no hay diferencia significativa (madre x hijo, F)= 5.8, P= 0.03, seguida
de Tukey, hijos cuidados por madre HY, gq= 26.1, P< 0.001, véase la Figura 28 A).
También se obtuvo una tendencia a que dentro de los individuos SD, los que
fueron criados por madres HY pasaran menos tiempo en el compartimento
iluminado que los que fueron criados por madre SD (F)= 5.8, P= 0.03, seguida de
Tukey, madre cuidando a hijos SD, g= 22.5, P= 0.096, véase la Figura 28 A) El
namero de transiciones entre el compartimento iluminado y el oscuro no fue
diferente entre los grupos experimentales (madre, F)= 0.009, P= 0.9; hijo, F)=
1.9, P=0.2; madre x hijo, F= 0.7, P= 0.4, véase la Figura 28 B).

Conducta en la prueba del laberinto en cruz elevado

En la prueba del laberinto en cruz elevado se obtuvo una tendencia de los
individuos HY a pasar mas tiempo en los brazos abiertos (madre, F1)= 0.7, P= 0.4,
hijo, F)= 3.8, P= 0.07; madre x hijo, Fy= 0.1, P= 0.7, véase la Figura 29 A). El
porcentaje de entradas a brazos abiertos no difirié entre los grupos experimentales
(madre, Fgy= 0.8, P= 0.4; hijo, F= 1.7, P= 0.2, madres X hijo, Fz)= 0.6, P= 0.4,
véase la Figura 29 B). EI nUmero de asomos fue significativamente mayor en los
individuos HY que en los SD (hijo, F1)= 6.6, P= 0.03, seguida de Tukey, g= 3.6, P=

0.03) no se obtuvieron diferencias significativas debidas al tipo de madre que los
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crio ni interaccion (madre, F@1)= 0.3, P= 0.6, madre x hijo, F3)= 0.6, P= 0.5, véase

la Figura 30).
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Figura 28. Desempefio en caja luz-oscuridad de los individuos producto de la adopcién
cruzada entre la sublinea HY y la cepa SD. A) El nimero de transiciones entre el compartimento
iluminado y el oscuro no fue significativamente diferente entre los grupos experimentales. B) Los
individuos HY, independientemente de la madre que los crio pasaron significativamente mas
tiempo en el compartimento iluminado (***P< 0.001). Dentro de los individuos criados por madre
HY, los de la cepa SD pasaron significativamente menos tiempo en el compartimento iluminado

(“**P< 0.001). Las barras son la media el error estandar de la media.
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Figura 29. Conducta en laberinto en cruz elevado de los individuos producto de adopcién
cruzada entre la sublinea HY y la cepa SD. A) En el tiempo pasado en brazos abiertos no se
obtuvo diferencia significativa entre los grupos experimentales, sin embargo se obtuvo una
tendencia a que los individuos HY, independientemente del tipo de madre adoptiva, pasen mas
tiempo en los brazos abiertos (P= 0.07). B) En el porcentaje de entradas a brazos abiertos no se
obtuvieron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Las barras son la media + el
error estandar de la media.
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Figura 30. NiUmero de asomos realizados durante la prueba del laberinto en cruz elevado de
los individuos producto de intercambio de camadas entre la sublinea HY y la cepa SD. El
numero de asomos realizados por los individuos HY fue significativamente mayor que los
realizados por los SD, independientemente del tipo de madre adoptiva (*P< 0.05). Las barras son
la media + el error estandar de la media.

Concentraciones plasméaticas de las hormona ACTH y de

corticosterona previos y posteriores alas pruebas conductuales.

La concentracion plasmatica basal de ACTH, es decir, de los individuos que fueron
sacrificados sin previas pruebas no difirid significativamente entre los grupos
experimentales (hijo, Fy= 0.02, P= 0.9; madre, Fy= 0.07, P= 0.8; hijo X madre,
Foy= 0.02, P= 0.9, véase la Figura 31 A). La concentracion plasmatica de
corticosterona basal no difirié significativamente entre los grupos experimentales
(hijo, Fg)= 2.8 P= 0.1; madre, Fy= 0.1, P= 0.7; hijo X madre, Fy= 1.8, P= 0.2,
véase la Figura 31 B).

Posterior a la prueba de campo abierto no se obtuvieron diferencias significativas
en la concentracion plasmatica de ACTH (madre, Fyy= 0.8, P= 0.4; hijo, Fy)= 0.1,
P=0.8; madre x hijo, F1)= 0.3, P= 0.6, véase la Figura 32 A). La concentracion de
corticosterona después de la prueba de campo abierto, fue significativamente

menor en los individuos HY independientemente del tipo de madre que los cuidd
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Figura 31. Niveles basales, sin previas maniobras, de las hormonas ACTH y corticosterona
de los individuos producto de la adopcidn cruzada entre la sublinea HY y la cepa SD. A) La
concentracién plasmatica de ACTH no difirié significativamente entre los grupos experimentales. B)
La concentracidon plasmatica basal de corticosterona no difirié significativamente entre los grupos
experimentales. Las barras son la media * el error estandar de la media.

(hijo, F1)= 36.8, P< 0.001, seguido de Tukey, q= 8.6, P< 0.001 véase la Figura 32
B). Los individuos cuidados por madre HY tuvieron una concentracion plasmatica
de corticosterona significativamente mayor, independientemente de su grupo
(madre, F1y= 8.1, P= 0.02, seguida de Tukey, g= 4.0, P= 0.02, véase la Figura 32
B). Dentro de los individuos SD, aquellos que fueron criados por una madre HY
tuvieron una concentracion plasmatica de corticosterona 70% mayor
significativamente que los criados por madre SD, después de la prueba de campo
abierto (madre x hijo, F)= 6.1, P= 0.03, seguida de Tukey, madre cuidando a hijos

SD, q=5.0, P=0.004, véase la Figura 32 B).

La concentracion plasmatica de ACTH no difiri6 significativamente entre los grupos
experimentales después de la prueba de caja luz-oscuridad, sin embargo se
obtuvo una tendencia a que los individuos SD tuvieran una mayor concentracion

de ACTH que los HY (Fu)= 3.9, P= 0.07, vease la Figura 33 A) y a que los inidivi-
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Figura 32. Niveles plasméticos de las hormonas ACTH y corticosterona posteriores a la
prueba de campo abierto en la descendencia del intercambio de camadas entre la sublinea
HY y la cepa SD. A) La concentracién plasmatica de ACTH no difirié significativamente entre los
grupos. B) La concentracién plasmatica de corticosterona fue significativamente menor en la
sublinea HY respecto de la SD (*P< 0.05). Dentro de los individuos SD, aquellos que fueron
criados por madre HY tuvieron niveles significativamente mayores de corticosterona respecto de
los criados por madre SD (*P< 0.05). Las barras son la media + el error estandar de la media.

duos cuidados por madre SD tuvieran una mayor concentracién de ACTH que los
cuidados por madre HY (Fw= 4.0, P= 0.06, véase la Figura 33 A). Después de la
prueba de caja luz-oscuridad la concentracion plasmatica de corticosterona no
difirié entre los grupos experimentales (madre, F1)= 0.1, P= 0.8; hijo X madre F)=
2.8, P= 0.1 véase la Figura 33 B) aunque se obtuvo una tendencia a que en la
descendencia de HY sea menor independientemente de la madre que los crio

(hijo, Fy= 4.3, P=0.06, véase la Figura 33 B).

Posterior a la prueba del laberinto en cruz elevado no se obtuvieron diferencias
significativas en la concentracion plasmatica de ACTH (hijo, F)= 0.01, P= 0.9;
madre, F)= 0.06; hijo X madre Fuy)= 2.2 P= 0.2, véase la Figura 34 A) y en la

concentracion plasmatica de corticosterona se obtuvo una tendencia a que dentro
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Figura 33. Niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona posteriores a la prueba de caja luz-
oscuridad de los descendientes de la adopcidn cruzada entre la sublinea HY y la cepa SD. A)
Se obtuvo una tendencia a que los individuos HY tuvieran una menor concentracion de la hormona
ACTH, independientemente de la madre que los crio (P= 0.07) y de igual forma una tendencia a
que los individuos cuidados por madres HY tuvieran una menor concentracion de ACTH
independientemente del grupo de procedencia (P= 0.06). B) Se obtuvo una tendencia a que los
individuos HY tuvieran una menor concentraciébn de corticosterona respecto de los SD
independientemente de la madre que los cuido (P= 0.06). Las barras son la media + el error
estéandar de la media.

de los individuos SD aquellos que fueron criados por madre SD tuvieran el doble
de los niveles de corticosterona respecto de los criados por madre HY (hijo, F)=
3.7, P= 0.09; madre, Fy= 2.0, P= 0.2; hijo X madre Fu)= 4.7, P= 0.06, véase la

Figura 34 B).
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Figura 34. Niveles plasméticos de ACTH y corticosterona posteriores a la prueba del
laberinto en cruz elevado de la descendencia de adopcién cruzada entre la sublinea HY y la
cepa SD. A) No se obtuvo diferencia significativa entre los grupos experimentales, en cuanto a la
concentracién plasmatica de la hormona ACTH. B) Se obtuvo una tendencia que dentro de los
individuos SD a que los que fueron cuidados por madre HY presenten menor concentracion de
corticosterona (P= 0.06). Las barras son la media + el error estandar de la media.

Discusion del Experimento 4

La frecuencia de bostezo espontaneo fue afectada tanto por el genotipo como por
el tipo de cuidado materno tanto en las ratas HY como en las SD (véase la Figura
24). En los sujetos de la cepa SD, el cuidado materno de HY incrementé el
bostezo en un 66% respecto del cuidado materno de SD y en la sublinea HY el
bostezo se incrementd un 55% en las crias cuidadas por madre HY respecto de
las cuidadas por madre SD. Por otro lado, la frecuencia de bostezo promedio de
los sujetos HY independientemente de la madre que los crio fue 17.1 bostezos por
hora y la de los sujetos de la cepa SD fue de tan sélo 6.3 bostezos por hora
(véase la Figura 24) la diferencia entre los hijos HY y SD fue significativa lo que
indica que a pesar de que el cuidado materno influye, el genotipo de las crias

también fue un factor determinante para la expresion de esta conducta. Un
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ejemplo de resultados parecidos son los obtenidos en la adopcion cruzada de
ratones C57BL/6J con ratones BALB/cJ en los primeros los niveles de conducta
semejante a la ansiedad y liberacion de corticosterona después de un estresor son
mucho menores que en los BALB/cJ, después de la adopcion cruzada disminuyen
los niveles significativamente pero siguen manteniéndose diferencias significativas

entre los grupos (Priebe y cols., 2005).

En la prueba de campo abierto la cepa SD estuvo mayor tiempo en tigmotaxis,
menor tiempo en el centro y tuvo una mayor latencia de salida, respecto de la
sublinea HY (véase la Figura 25 y 26). Estas tres variables estan relacionadas con
una mayor emocionalidad y con mayores niveles de conducta semejante a la
ansiedad. Al parecer, genéticamente la cepa SD tiene mayor conducta semejante
a la ansiedad respecto de la sublinea HY, a pesar de que las madres SD
estimulan mas a sus crias mediante el lamido ano-genital y corporal y el
amamantamiento en cifosis (véase la Figura 22), lo cual disminuye las respuestas
ante estresores en la etapa adulta. Esto nos lleva a suponer que la sublinea HY
respecto de la cepa SD tiene genes de menores respuestas de estrés junto con
cuidado materno de menor lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en
cifosis. Esto es semejante a lo que ocurre con la linea de alta ansiedad (HAB)
respecto de la de baja ansiedad (LAB) ya que la linea HAB a pesar de presentar
una mayor conducta semejante a la ansiedad su cuidado materno se describe
como de mejor calidad puesto que dedica mas tiempo a la construccién del nido,
acarreo de las crias, mayor tiempo de amamantamiento en cifosis y pasa mas

tiempo cerca de sus cerca de sus crias (Wigger y cols., 2001).
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La cepa SD presenta una mayor deambulacién en la prueba de campo abierto
(véase la Figura 27) lo que la hace menos emocional respecto a esta dimensién
de la emocionalidad. Como se menciond en la introducciéon, Ramos y Morméde
(1997) realizaron un experimento en el correlacionaron distintas conductas que
abarcan las respuestas de emocionalidad, mostrando que la deambulacion y la
tigmotaxis corresponden a dos ejes independientes de la emocionalidad. Esto
quiere decir que aunque la deambulacion se reduce y la tigmotaxis aumentan
proporcionalmente con el grado de estrés, esto no significa que un animal que por
Su constitucion genética presenta alta tigmotaxis, también necesariamente tenga
gue presentar baja deambulacion. Lo anterior nos lleva a concluir que la sublinea
HY es menos emocional respecto a la tigmotaxis pero mas emocional que la SD

respecto a la deambulacion.

En la prueba de caja luz-oscuridad la cepa SD permanecié menos tiempo en el
compartimento iluminado respecto a la sublinea HY (véase la Figura 28) lo que
indica mayor nivel de emocionalidad y de conducta semejante a la ansiedad por
parte de la cepa SD al igual que lo visto en la variable tigmotaxis. De acuerdo con
Ramos y Mormeéde (1997), el tiempo en el compartimento iluminado en la prueba
de caja luz-oscuridad representa la misma dimensiéon de emocionalidad que el
tiempo pasado en tigmotaxis en el campo abierto por lo que este resultado
reforzaria el obtenido en la prueba de campo abierto. Adicionalmente, en la prueba
de laberinto en cruz elevado se observa un mayor nimero de asomos por parte de

la sublinea HY respecto SD lo que indica también una menor emocionalidad de
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HY, puesto que estos asomos representan una mayor actividad exploratoria en el

sitio mas aversivo del aparato, que son los brazos abiertos.

En el presente experimento fue muy claro el efecto del tipo de cuidado materno en
la emocionalidad de la cepa SD. En la prueba de campo abierto, los individuos de
la cepa SD criados por una madre HY presentan mayor nivel de emocionalidad
respecto de los SD criados por una madre SD, dado que permanecieron
significativamente mas tiempo en tigmotaxis (véase la Figura 25). Esto se ve
reforzado por una mayor latencia de salida de los individuos de la cepa SD criados
por madre HY respecto de los criados por madre SD (véase la Figura 26). En la
misma direccioén, existid una tendencia (P< 0.1) a una mayor emocionalidad en la
caja luz-oscuridad de los individuos SD criados por madre HY, respecto de los
criados por madre SD, ya que los primeros pasaron menor cantidad de tiempo en
el compartimento iluminado. Sin embargo no se ve un efecto de la madre SD en la
conducta en pruebas de ansiedad de la sublinea HY respecto de la crianza de
madre HY tal y como se obtuvo en la adopcion cruzada entre LY y HY
(Experimento 1), la madre LY hace menos emocional a la sublinea HY respecto
del efecto de la madre HY. Resultados semejantes se han obtenido cuando se
realizan intercambios de camadas entre ratones criados selectivamente por su alto
y bajo consumo de alcohol, ya que a los ratones de la linea de alto consumo, la
adopcion cruzada les disminuye el consumo de alcohol en tanto que en la linea de
bajo consumo no hay efecto (Barrenha y Chester, 2012). Cuando se realiza
intercambio de camadas entre la cepa SD y las lineas Wistar-Kyoto (WKY) y la

espontaneamente hipertensa (SHR): las crias SD que son adoptadas por madres
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de cualquiera de estas dos lineas, presentan mayor comportamiento exploratorio
respecto de la los individuos de la cepa SD criados por madres SD, pero cuando
las crias de las lineas WKY y SHR son adoptadas por madres SD no difieren en
este aspecto respecto de las criadas por madres de sus respectivas lineas
(Howells, y cols., 2009). Lo que nos permite inferir que la cepa SD es mas sensible
a este tipo de maniobras. En la linea Flinders sensible a colinérgicos (FSL) cambia
su conducta cuando es criada por madres de la linea Flinders resistente a
colinergicos (FRL) disminuyendo el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado, un indicador de conducta semejante a la depresion. En tanto que las ratas
de la linea FRL no aumentan en la duracion en el tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado cuando son criadas por madres de la linea FSL. Por lo se
puede decir que la conducta semejante a la depresion tiene un componente
materno solamente en las ratas FSL pero no asi en las ratas FRL (Friedman y
cols., 2006). En las lineas de ratas criadas selectivamente respecto a los extremos
en su agresividad hacia los humanos, se realiz6 un experimento de adopcion
cruzada obteniéndose los siguiente: los machos de la linea agresiva criados por
madres de la linea mansa incrementan su agresion poco pero significativamente,
sin embargo los niveles de agresiéon de los machos de la linea mansa no cambian
en dependencia de la madre adoptiva; las madres de la linea agresiva aumentaron
dos veces los niveles de corticosterona postestrés en los machos de la linea
mansa, pero las madres de la linea mansa no cambian la respuesta de
corticosterona de los machos de la linea agresiva. (Plyusnina y cols., 2009). Este

conjunto de ejemplos nos hablan de la variacion que existe en los efectos del
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cuidado materno y de como ocurren interacciones entre el genotipo y el ambiente

temprano.

Los niveles basales de corticosterona no difirieron entre la sublinea HY y la cepa
SD lo que indica que cuando no estan sometidas a estresores no presentan
diferencia significativa en sus niveles de corticosterona (véase la Figura 31) pues
estos son regulados por las demandas metabdlicas que varian circadianamente
(Korf 'y von Gall, 2013). Después de la prueba de campo abierto, en
correspondencia con la mayores respuestas conductuales semejantes a la
ansiedad, la cepa SD mostr0 mayores niveles de la hormona corticosterona
(véase la Figura 32) lo que muestra que este estresor esta actuando en mayor
medida en la cepa SD impactando tanto la conducta semejante a la ansiedad

como la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal.

Ya que los menores niveles de corticosterona no muestran aparejados menores
niveles de ACTH en la sublinea HY respecto de la cepa SD, entonces es posible
inferir que las glandulas adrenales de la sublinea HY son menos sensibles a la
ACTH respecto de la cepa SD, esta situacion en otros trabajos ha sido relacionada

con el estrés cronico (Giralt y cols., 1987; Ostrander y cols., 2006).

En la prueba de campo abierto, dentro de los individuos de la cepa SD se observé
gue aquellos que fueron criados por madre HY fueron mas emocionales respecto
de los que fueron criados por madre SD y que esto se correspondié con mayores
niveles de corticosterona después de la prueba, por lo que se infiere que un mayor

estrés psicoldgico provocd tanto un mayor nivel de conducta semejante a la
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ansiedad como una mayor activacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal. La
mayor activacion del eje hipotdlamo-hipodfisis-adrenal junto con una mayor
conducta semejante a la ansiedad ha sido correlacionada en distintos trabajos (Liu
y cols., 1997; Landgraf y Wigger, 2002). Se ha propuesto que la causa de que se
encuentren aparejadas las mayores respuestas fisiolégicas con las conductuales
ante estresores se debe a que ambas son reguladas por las mismas estructuras:
hipocampo, amigdala y corteza prefrontal y que factores tales como el estrés
cronico o el cuidado materno poco estimulante causan el desarrollo de los circuitos
que prolongan y aumentan estos dos tipos de respuestas de estrés (Ulrich-Lai,

2009).

En conclusién, en la cepa SD la alta frecuencia de bostezo espontaneo se
encuentra asociada a mayores respuestas de conducta semejante a la ansiedad
en las pruebas de campo abierto (véase la Figura 25 y 26) y caja luz-oscuridad
(véase la Figura 28) y a mayor liberacion de corticosterona posterior a la prueba

de campo abierto (véase la Figura 32).
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Discusion general

Nuestros experimentos muestran que la frecuencia de bostezo espontaneo es un
rasgo que tiene un componente genético y otro epigenético. El genético esta dado
por al menos un par de alelos semidominantes, como se puede constatar en la
frecuencia de bostezo espontaneo de los hibridos HY/LY y LY/HY (véase la Figura
15). En estos grupos, la frecuencia de bostezo espontdneo se encuentra en un
rango intermedio entre la frecuencia de bostezo de ambas sublineas. El gen
semidominante debe de encontrarse dentro de los autosomas, puesto que de
encontrarse en los cromosomas sexuales las frecuencias de bostezo de los
hibridos habrian sido diferentes a lo hallado. De encontrarse en el cromosoma X o
en el ADN mitocondrial, los hibridos hijos de madre HY presentarian idéntica
frecuencia de bostezo a la de la sublinea HY; y hibridos de madre LY idéntica
frecuencia de bostezo a la de la sublinea LY. De encontrarse en el cromosoma Y
la frecuencia de bostezo de los hibridos de madre LY habria sido mayor que la de
los de madre HY.

Cuando los individuos HY son cuidados por madres LY (véase la Figura 8) o por
madres SD (véase la Figura 24) se observa que su frecuencia de bostezo
espontaneo fue significativamente menor que los controles cuidados por madres
adoptivas de la sublinea HY. Esto implica que para que el gen de alto bostezo se
exprese completamente es necesario el ambiente de lactancia dado por la madre
HY. Dado que las madres HY proporcionan menor cantidad de lamido ano-genital
y corporal y amamantamiento en cifosis (véase la Figura 22), y que esta calidad de

cuidado materno afecta las respuestas de estrés en ratas (Liu y cols., 1997),
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entonces es factible que la mayor cantidad de lamido ano-genital y corporal y de
amamantamiento en cifosis proporcionado por las madres LY (Ugarte y cols.,
2011) y por las madres SD (véase la Figura 22) las cuales disminuyen las
respuestas de estrés en HY y por lo tanto disminuyen los niveles de bostezo. La
disminucion de las respuestas conductuales de estrés debidas al cuidado materno
en la sublinea HY fue mostrada cuando al ser cuidadas por madres LY
disminuyeron su emocionalidad en variables importantes tales como la tigmotaxis
y la distancia recorrida en la prueba de campo abierto alcanzando los niveles los
individuos de la sublinea LY (véanse Figuras 9 y 10). Como se menciond en la
introduccion, el grado de lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en
cifosis afectan el desarrollo hipocampal, ya que se sabe que una cantidad mayor
de este tipo de estimulaciéon aumenta el nimero de células y espinas dendriticas
gue se forman, asi como el niumero de receptores a glucocorticoides en esta
estructura (Weaver y cols., 2006). La relacién entre el funcionamiento hipocampal
y la frecuencia de bostezo consiste en que esta conducta se desencadena cuando
las neuronas septohipocampales liberan acetilcolina en el hipocampo (Collins y
Equibar, 2010), por lo tanto, es posible que los cambios en el hipocampo
causados por el tipo de cuidado materno, estén afectando la via por la que se
expresa el bostezo.

Si el ambiente de lactancia dado por la madre HY favorece la alta frecuencia de
bostezo espontaneo, entonces se deberia de ver que todos individuos que fueran
cuidados por las madres de alto bostezo, presentaran una mayor frecuencia de
bostezo espontaneo respecto de aquellos que siendo de las mismas

caracteristicas genéticas, fueran criados por una madre de la cepa SD o de la
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sublinea LY, pero no fue el caso. Unicamente se vio una mayor frecuencia de
bostezo espontaneo en los individuos SD que fueron criados por madre HY (véase
la Figura 24) pero eso no ocurrié ni con los individuos de la sublinea LY (véase la
Figura 8) ni con los hibridos entre HY y LY (véase la Figura 15). Esto significa que
para que el cuidado materno influya en la frecuencia de bostezo espontaneo debe
de haber una susceptibilidad genética que permita que los individuos que son
criados por madre HY incrementen su frecuencia de bostezo espontaneo. Tal
susceptibilidad parece existir s6lo en los individuos de la cepa SD y de la sublinea
HY pero no en los LY ni en los hibridos entre HY y LY. Esto nos lleva a pensar que
entre el bagaje genético de la sublinea LY deben de existir genes que estén
evitando que el cuidado materno proporcionado por HY aumente la frecuencia de
bostezo espontdneo y ademas inferimos que estos genes deben de ser
dominantes puesto que los hibridos no son susceptibles a incrementar su
frecuencia de bostezo espontaneo ni sus respuestas de estrés por efecto del tipo
de cuidado materno (véase la Tabla 2). Los genes que hacen resistente a la
sublinea LY al incremento de su frecuencia de bostezo espontaneo provocada por
los cuidados de la madre HY, también podrian estar actuando en el sistema de
respuesta de estrés puesto que la sublinea LY no solamente permanecié con
menor frecuencia de bostezo espontaneo sino que también mantuvo constantes la
mayoria de sus respuestas conductuales de estrés al ser cuidados por una madre
HY (véanse Figuras 9, 10, 11, 12 y 13). Proponemos que para explicar los
resultados de nuestros experimentos existen en juego al menos tres tipos de pares

de alelos con efectos distintos:
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1.- Los que favorecen una mayor frecuencia de bostezo espontaneo. Estos fueron
descritos por Urba-Holmgren y cols., (1990) como semidominantes y en el
presente trabajo mostramos que su expresion depende del cuidado materno.

2.- Los que determinan el patron de cuidado materno de las madres HY. La
existencia de estos alelos se mostré cuando Ugarte (2006) observo que a pesar
de que las hembras HY fueran criadas por otro tipo de madres (como las LY y
SD), éstas no diferian en el patrén de conducta materna. Nosotros mostramos que
este patron de cuidado materno determina también las respuestas de estrés de la
descendencia, al parecer estos alelos fueron seleccionados por incrementar la
frecuencia de bostezo.

3.- Los que dan a los individuos que los portan resistencia al tipo de cuidado
materno que proporciona la madre HY. Estos alelos se encuentran en la sublinea
LY pero no en la sublinea HY ni son la norma en la cepa Sprague-Dawley.
Mostramos que a pesar de recibir un cuidado que incrementa la frecuencia de
bostezo espontaneo y respuestas de estrés, estas respuestas no se alteran en LY
respecto de los cuidados por madres LY. Este tipo de alelos deben tener un patrén
de herencia dominante puesto que los hibridos mostraron niveles iguales en
respuestas conductuales de estrés alos de LY.

Este dltimo tipo de genes no es inesperado, puesto que la sublinea LY fue
obtenida por seleccién por su baja frecuencia de bostezo espontaneo (Urba-
Holmgren y cols., 1993) y por lo tanto, a lo largo de su historia evolutiva, se
debieron seleccionar genes que dieron a sus portadores resistencia a una madre
tipo HY que provoca que en sus hijos se incremente la frecuencia de bostezo

espontaneo. Dado que se observé la capacidad de las crias HY para modificar la
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conducta materna tanto de SD como de HY (véase la Figura 23) cabria

preguntarse de qué manera contribuye esta conducta alterada de la madre a las

respuestas de estrés de su descendencia.

Los hallazgos mas relevantes de nuestro trabajo son los efectos del cuidado

materno de la sublinea HY en la cepa SD:

Primero, porque son una prueba mas de la asociacion causa-efecto del
estrés en la frecuencia de bostezo. Un cuidado materno asociado con
modificaciones en las vias de respuesta de estrés aumento la frecuencia de
bostezo junto mayores respuestas de conducta semejante a la ansiedad y
mayor activacion del eje hipotalamo-hipdéfisis-adrenal posterior al estrés
causado por un ambiente novedoso, un estresor psicoldgico. Esto sitla a la
frecuencia de bostezo como un indicador de la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal que vale la pena explorar puesto que esta conducta se
puede evaluar repetidas veces sin la necesidad de dispositivos costosos.
Hasta ahora la frecuencia de bostezo espontaneo de las ratas de la cepa
SD ha sido utilizada como un indicador de respuestas farmacoldgicas
relacionadas con la estimulacion de los receptores dopaminérgicos de la
familia D2 (Collins y Eguibar, 2010) o bien se estudia la frecuencia de
bostezo para entender la fisiologia y etologia de esta conducta pero ahora
mostramos que puede ser utilizada con otra finalidad, es decir evaluar los
efectos del cuidado materno en el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal.

Segundo, el uso de este modelo de cuidado materno con menor cantidad

de lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en cifosis, permite
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realizar menor numero de observaciones conductuales previas a los
experimentos. En el modelo tradicional se observa a las madres lactantes
en los dias 6 a 8 de lactancia cinco veces al dia, con duracion de 72
minutos cada observacion. De todas las hembras observadas se conserva
Unicamente a aquellas que se encuentran una desviacion estandar por
encima de la media y una desviacion estandar por debajo de la media de la
cantidad de lamido ano-genital y corporal y amamantamiento en cifosis y se
excluye a todas las hembras que no se encuentran en los extremos, las
cuales son el 60% de las observadas y solo el restante 40% que se
localizan en los extremos de la curva normal son utilizadas para conocer los
efectos de estas conductas (Liu y cols., 1997; Champagne y cols., 2003;
Barha, y cols., 2007; Masis-Calvo y cols., 2013; Sequeira-Cordero y cols.,
2013). En nuestro modelo contamos con un grupo completo sin necesidad
de realizar preseleccion: las hembras de la sublinea HY. Las cuales pueden
ser utilizadas como las madres que proporcionen baja cantidad de lamido
ano-genital y corporal y amamantamiento en cifosis y como contraparte las
hembras de la cepa de referencia SD. El modelo de observacion materna
empleado Unicamente requiere observacion de la conducta materna
durante 30 minutos al dia. Esta observaciéon solo se realizara en caso de
que se desee constatar o correlacionar los niveles de las conductas arriba

mencionadas.
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Conclusiones

1.- El patrén de conducta materna de la sublinea HY influye para elevar la
frecuencia de bostezo espontaneo, tanto en la sublinea HY como en la cepa
Sprague-Dawley.

2.- La elevada frecuencia de bostezo espontaneo de la sublinea HY cuenta con un
componente genético independiente del tipo de cuidado materno recibido.

3.- En la sublinea LY no se afecta la frecuencia de bostezo espontaneo ni las
respuestas ante las pruebas de conducta semejante a la ansiedad cuando reciben
el cuidado materno de la sublinea HY.

4.- En los hibridos la frecuencia de bostezo espontaneo es la intermedia entre las
sublineas y en las respuestas de estrés, los hibridos muestran niveles
equivalentes a LY.

5.- El cuidado materno de la sublinea HY causo en la cepa SD elevada frecuencia
de bostezo espontaneo, junto con mayores respuestas conductuales vy fisiologicas
ante estresores.

6.- ElI cuidado materno de SD afecta la frecuencia de bostezo espontaneo de HY
sin afectar sus respuestas al conductuales y hormonales ante estresores.

7.- El patron de conducta materna de la sublinea HY se debe tanto a las
conductas que vienen determinadas genéticamente por la madre como a los
estimulos que proporcionan las crias.

8.- Las madres SD que cuidaron a las crias HY muestran un diferente patrén de

conducta materna que las que cuidaron a las crias SD.
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Perspectivas

1.- Conocer cuales son los aspectos de la conducta de las crias HY o la clase de
estimulos que estan proporcionando a la madre para alterar de esa manera la
conducta, pueden ser estimulos ultrasénicos, o pueden tener que ven con el olor o
con los patrones de movimiento y estimulos térmicos.

2.- Alterar en grado variable la conducta de las madres colocandoles distintas
cantidades de hijos HY en una camada, para ver como se afecta la conducta
materna y ver como esta variable impacta a las crias. La prediccion es que a
medida que aumente el numero de crias HY en una camada se alterara
progresivamente la conducta de la madre y esto impactard en la frecuencia de
bostezo espontaneo y las respuestas de estrés de la descendencia.

3.- Alterar la conducta de las madres SD mediante el estrés crénico prenatal y la
privacion materna con la finalidad de disminuir la calidad del cuidado materno y
analizar el efecto en los hijos especialmente en la conducta de bostezo la cual no
ha sido aun explorado.

4.- Conocer los cambios hipocampales que causa en las crias el patron de
cuidado materno de la sublinea HY.

5.- Evaluar las respuestas a farmacos ansioliticos, ansiogénicos y antidepresivos
en la descendencia SD cuidada por madres de la sublinea HY para validarlo como
un modelo de maltrato infantil.

6.- Realizar hibridacién entre la sublinea HY y la cepa Sprague Dawley, esperando
que en este caso si existan diferencias entre los hibridos dado que la SD si han

mostrado susceptibilidad al patron de conducta expresado por las madres HY.
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