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RESUMEN

En muchas especies de mamiferos la conducta parental, principalmente de la
madre hacia los hijos influye en su desarrollo. La conducta materna es tan
importante para las crias porque ella, junto con los hermanos de camada, es la
primera fuente de estimulacion sensorial y social después del parto. Los roedores
son especies altriciales que nacen en un estado inmaduro, estan ciegos, sordos e
incapaces de regular su temperatura corporal. Estan limitados en su coordinacion
motora y en la obtencidon de sus propios alimentos. El cuidado materno cubre
estas necesidades mediante el amamantamiento, el acarreo de las crias hacia el
nido, el lamido corporal y ano-genital. La estimulacion que reciben las crias por
parte de la madre es fundamental para la maduracion del sistema nervioso
central. Entre estos estimulos, el lamido materno es particularmente influyente y
esencial ya que ayuda en la miccién y en la defecacion de las crias, asi como en
el desarrollo neural, metabdlico y del comportamiento en la edad adulta. Ademas,
las sefiales entre los hermanos han sido identificadas como influyentes para el
desarrollo neuronal.

La separacion materna total con crianza artificial nos permite evaluar los efectos
de la conducta materna en un ambiente con control de la temperatura ambiental,
la humedad, la nutricién y la estimulacion a las crias.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos de la separacién materna y
crianza artificial en regiones del circuito limbico en ratas machos.

Se utilizaron ratas machos Wistar neonatales pertenecientes a una camada

ajustada (5 machos, 3 hembras), divididos en cuatro grupos (n=8): un grupo
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control de ratas criadas por su madre y tres grupos sometidos al sistema de
crianza artificial, uno tactil donde se le adiciono cinco estimulaciones, uno aislado
el cual no recibio estimulacion y un grupo social el cual se le acompafo con dos
hermanos donantes. Se sacrificaron a los 21 dias o a los 90 dias postnatales, se
extrajo el cerebro para posteriormente realizar cortes coronales los cuales se
tineron con la técnica de Golgi-Cox. Se analiz6 con la técnica de Sholl la
arborizacion dendritica, el niumero de orden dendritico y la longitud dendritica total,
asi como la densidad de espinas dendriticas del hipocampo dorsal y ventral, la
amigdala basolateral y el nicleo accumbens. Los grupos se compararon mediante
un ANOVA de un factor seguido de una prueba de Tukey. Se consider6
significativa una P< 0.05.

En ratas de 21 dias postnatales se obtuvo un incremento significativo en todos los
pardmetros morfolégicos analizados del hipocampo ventral, disminuyendo
significativamente en la amigdala basolateral en el grupo aislado en comparacion
con el grupo control y el tactil. En ratas de 90 dias postnatales se mantuvo el
efecto obtenido a los 21 dias postnatales en el hipocampo ventral, aumentando el
namero de orden dendritico en el hipocampo dorsal, sin obtenerse diferencias
significativas en la amigdala basolateral en el grupo aislado en comparacion con el
grupo control y tactil.

En conclusion, la privacion de los estimulos maternos causa cambios en las
estructuras dendriticas del sistema limbico, tales cambios se previenen con la

estimulacion artificial.

Pagina | 2



1. INTRODUCCION

1.1 CONDUCTAS SOCIALES EN ROEDORES

Las interacciones sociales que ocurren entre dos o mas individuos de la misma
especie son necesarias para la comunicacion, la organizacion, la coexistencia y
para garantizar la subsistencia y la perpetuacion de la especie, estas conductas
sociales se han clasificado en conductas agonistas y antagonistas (Lenz y cols.,

2007).

Las conductas agonistas implican el acercamiento mutuo y otorgan a los
participantes bienestar, por ejemplo, la conducta copulatoria (Lenz y cols., 2007), y
la conducta maternal (Gonzales y cols., 2001; Melo y cols., 2009). Las conductas
antagonistas comprenden acciones que generan la retirada de al menos uno de los
participantes de la interaccién, por ejemplo, la agresién ofensiva, la agresion
materna (Melo y cols., 2009) y el aislamiento voluntario del grupo (Lovic y cols.,
2011, Melo y cols., 2006, 2009). La expresion equilibrada de ambos tipos de
conductas, en respuesta a los factores internos y ambientales, permite la
interaccién armoniosa de la comunidad. Sin embargo, la ejecucion exagerada o

débil de alguna de dichas conductas conlleva a una disrupcién del equilibrio social.

1.2 DESARROLLO DE LAS CONDUCTAS SOCIALES
En algunas especies de mamiferos, incluyendo a los humanos y los roedores, el
comportamiento de los padres hacia las crias en desarrollo influye en la

organizacion de los sistemas neuronales y del comportamiento (Urgarte y cols.,
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2011). Estos efectos son especialmente evidentes en especies altriciales, como
los roedores, que nacen en un estado inmaduro, son ciegos, sordos, tienen
limitada coordinacidn motora, y no pueden regular su temperatura corporal u
obtener sus propios alimentos. Por lo que dependen totalmente de su madre para
sobrevivir, continuar su crecimiento y desarrollo (Rosenblatt y Lehrman, 1963;
Rees y cols., 2006). La madre, junto con otros compafieros de camada, es

también la primera fuente de estimulacion sensorial y social en el nido materno.

Durante y después del parto, la progenie es expuesta a sus primeras experiencias
sociales con su madre y sus hermanos. Durante el parto la rata madre lame el
liguido amnidtico e ingiere la placenta que cubre al cuerpo de las crias (Hudson y
cols., 1999). Después del parto, la madre acarrea a las crias con el hocico hacia el
nido, los re-agrupa, se coloca sobre ellos y adopta una postura de dorsiflexion para
el amamantamiento (Gonzéalez-Mariscal y Melo, 2013). Mientras la madre adopta la
postura de dorsiflexion, olfatea, lame los genitales y el cuerpo de las crias.
Posteriormente, la madre intensifica la postura de dorsiflexion para realizar el
amamantamiento durante la cual la madre entra en un estado de somnolencia

(Stern y Mackinnon, 1976).

En los primeros 10 a 14 postnatales, las crias de los roedores se mantienen juntos
a través de movimientos que les permiten mantener su temperatura corporal,
termorregulacion conductual (Alberts y Gubernick 1983). Cuando la temperatura
corporal de las crias que se encuentran en el centro del “amontonamiento” se
incrementa, y la de las crias que estan en la periferia disminuye, se empiezan a

mover “reptando” entre ellas para intercambiar posiciones (Bautista y Juarez.,
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2005). Asi, las crias que estaban dentro del amontonamiento quedan en la periferia
y las que estaban en la periferia quedan en el centro (Alberts y Gubernick 1983).
Aunque este tipo de movimientos no se considera como conductas sociales, se ha
propuesto que el contacto piel con piel, y el roce entre ellas durante dichos
movimientos tienen un papel importante en el desarrollo de las crias (Melo y cols.,
2006). También se ha propuesto a estos movimientos como conductas sociales
‘quiescentes” o “pasivas” (Melo y cols., 2015) debido a que cuando ocurren
después del amamantamiento, las crias manifiestan relajacion y/o sedacioén que
favorece el anabolismo proteico (Uvnas-Moberg, 1997). A partir del dia 10 al 14
postnatal, las crias empiezan a manifestar “conductas sincronizadas” o “acopladas”
(Alberts y cols., 2007), que permiten que la conducta individual gradualmente
influya en la conducta de la camada, lo cual revela lo que podria ser un
componente basico en el desarrollo de las conductas cooperativas y finalmente de
las conductas sociales. De manera interesante estas conductas se expresan junto
con la conducta de competencia para la obtenciébn del pezéon durante el
amamantamiento, lo cual permite de manera indirecta otro tipo de interacciones

(Melo y cols., 2015).

Dentro de las experiencias mas importantes se encuentra la interaccion madre-
cria; esta relacion se presenta en la forma de vinculo afectivo (Harlow y cols.,
1966), el cual es propiciado por la actividad de sistemas neuronales presentes en
la cria y en la madre que es regulado a través de comportamientos maternos
como las posturas de amamantamiento, el acicalamiento, las lamidas y las

sefales provenientes de la madre como el olor y las vocalizaciones (Hoffer, 1994).
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Esta compleja interaccion entre madre y cria tienen por objeto brindar seguridad a
los recién nacidos y modular la actividad de sus sistemas neuroendocrinos que
son basicos para el sostenimiento de la vida y que a largo plazo les permitiran
desarrollar mecanismos para afrontar las futuras demandas socio-ambientales

(Sullivan y cols., 2010).

Después del destete (periodo post-destete o hasta la pubertad) la mayoria de los
mamiferos incluyendo los roedores, despliegan conductas de juego-lucha para
desarrollar conductas adaptativas, siendo esenciales para el desarrollo de las
conductas sociales (Sullivan y cols., 2010), ya que practican las conductas que

necesitaran en la etapa adulta.

1.3 LA CONDUCTA MATERNA

La conducta materna de la rata es estereotipada y compleja, ya que consta de una
gran variedad de comportamientos que son influenciados por numerosos aspectos
sensoriales, hormonales y conductuales. La conducta materna consiste en la
expresion de una serie de patrones motores y eventos somato-sensoriales por
parte de la madre durante la gestacidon, el parto y la lactancia. La conducta
materna consiste en el cuidado de la cria, su acarreo hacia el nido y el lamido en
la region ano-genital y corporal a la cria (Urgarte y cols., 2011). Esto con la
finalidad de proveer de nutrientes, proteccion, calor y estimulos sensoriales

tactiles, auditivos, odoriferos y hormonales a través de la leche materna y la
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interaccion madre-hijo, necesarias para el crecimiento, el desarrollo y la

maduracion de la progenie. (Fleming y cols., 1992; Melo, 2015).

El inicio de la conducta materna es estimulado por las hormonas de la gestacion:
los estrégenos, la progesterona, la prolactina y la oxitocina. Después del parto, el
mantenimiento de la conducta materna depende de los estimulos sensoriales que
las crias proveen a la madre, indispensables para el establecimiento y
mantenimiento de la conducta materna post-parto (Fleming, AS. y Rosenblatt, JS.,
1974, Gonzélez-Mariscal, G. y Poindron, P., 2002). Se ha reportado que los
estimulos sensoriales y sociales que las crias experimentan durante este periodo
critico favorece su desarrollo y la maduracion de diversos procesos endocrinos,
neurales, sociales y conductuales. Se ha reportado que la calidad y cantidad de los
estimulos que la madre provee a las crias favorece el desarrollo de la conducta
materna, la agresividad, las conductas sociales y la respuesta al estrés cuando
éstas son adultas (Gonzalez-Mariscal y Melo, 2013; Melo y Toriz., 2013). Durante
la interaccién entre la madre y cria, los estimulos maternos participan en el
desarrollo y resistencia inmunoldgica del recién nacido, aumentando la probabilidad
que la cria sobreviva y asegurando que las funciones reproductivas sean exitosas
en la edad adulta (Kinsley y Lambert, 2006).

En los humanos la conducta materna es mas compleja y dificil de clasificar, pues
su expresion no sélo depende de las hormonas durante la gestacion, sino también
de factores ejecutivos, cognitivos, afectivos, mentales y sociales, asi como de
experiencias tempranas, maternas e incluso socio-culturales (Gonzéalez-Mariscal,

G. y Melo., 2013).
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1.4 EFECTO DEL CUIDADO MATERNO SOBRE EL DESARROLLO DE LA

PROGENIE

Se ha propuesto que las caracteristicas fenotipicas de un organismo son
modificadas por la experiencia sensorial y social durante la infancia, hipotesis que
ha sido confirmada durante los ultimos 15 afios y cada vez es mas claro que los
estimulos sensoriales especificos de la madre en la etapa postnatal temprana
participan en el desarrollo de los sistemas neuro-conductuales. Adicionalmente, los
estimulos maternos y las sefiales sociales de la camada han sido identificados
como influyentes en el desarrollo de toda la descendencia (Melo y cols., 2006;

2009, Segura y cols., 2014).

La exposicion o no de un organismo en desarrollo, hacia los estimulos
provenientes de las madres determinard las caracteristicas enddcrinas, cognitivas
y sociales en la etapa juvenil y/o adulta. Los efectos positivos o negativos
persisten indefinidamente tanto en la conducta como en los procesos fisiologicos
(Melo y cols., 2013). Estos efectos pueden transmitirse de una generaciéon a otra,
esto es, tiene efectos transgeneracionales debido a una modificacion epigenética.
Por ejemplo, las crias de madres de bajo lamido muestran una reducida
desmetilacion del exdn 17 del promotor del receptor para glucocorticoides, que se
traduce en la disminucion de la union del activador transcripcional de crecimiento

nervioso inducido por la proteina-A (Francis y cols., 1999).
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1.5 MODELOS ANIMALES DE CRIANZA ARTIFICIAL

Para entender en que forma afecta la conducta materna en el desarrollo y el
crecimiento de las crias, se han utilizado modelos animales para construir y
examinar la influencia de los componentes especificos que la estimulacion materna
y otras variables del ambiente temprano (Fleming, A.S. y Rosenblatt, J.S., 1974;

Melo, 2015).

Los primeros trabajos que estudiaron los efectos de la separacion materna en ratas
mostraron caracteristicas conductuales como la ansiedad, la agresividad, la
depresion y las conductas maternas anormales (Levine, 1991; Levine y Lewis,
1959; Weininger, 1954). Estos estudios iniciales proporcionaron la base para la
investigacion sobre los efectos a largo plazo de los principios de la privaciéon social
en ratas (Prycey y Feldon, 2003; Pryce y cols., 2001), implicando que las
experiencias en la vida temprana con la madre afectaran la conducta materna y

social hacia su descendencia (Gonzalez y cols., 2001).

Gran parte de las evidencias en la estimulacibn materna en la vida temprana
proviene de estudios sobre los efectos a largo plazo del contacto materno
(Lehmanny Feldon, 2003; Lyons y cols., 2010). Entre los paradigmas de uso mas
frecuente en los roedores estan la separacién materna repetida, el destete precoz,
la separacion materna parcial y la separacion materna total con la crianza artificial
(Cirulli 'y cols., 2003; Matthews y Robbins; 2003;Melo, 2015;). En dichos
procedimientos se altera el tiempo de permanencia de las crias con sus madres y
se evalla cémo esta separacion afecta los desempefios en pruebas de

funcionamiento neuroendocrino.
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Se han reportado diferentes protocolos de separacion, en los que se varia el tiempo
de separacion de las crias de la madre siendo una variable importante el nUmero
de dias del procedimiento y la etapa del desarrollo en que se encuentran las crias.
Dentro de estos protocolos, los mas usados son los de separacion materna

temprana parcial o total y los de manipulacion temprana.

La separacibn materna parcial consiste en separar a las crias del ambiente
materno de 3 a 24 horas diarias en los primeros 10 a 14 dias de vida. Por otra
parte, la separacion materna total consiste en separar a las crias totalmente del
nido a partir del dia tres al cuarto de vida, colocandolas y manteniéndolas dentro de
un sistema de crianza artificial para proveerles de calor, proteccion y nutrientes
hasta el destete (Levine, 2005, Macri y cols., 2008). Se ha propuesto que en la
separacion materna total tiene mucha influencia el sexo, por lo que es frecuente
que solamente se evallen machos para evitar problemas de la variabilidad

asociada con cambios hormonales en las etapas del ciclo estral.

El modelo de crianza artificial se origin6 a partir de la necesidad de reemplazar la
fuente materna de nutricién. La técnica de la crianza artificial se introdujo por
primera vez por Messer y cols., 1969 como una alternativa a la alimentacién

artificial de las crias de rata mediante intubacion en los primeros dias postnatales.

La crianza artificial se utiliza no so6lo con el proposito de examinar variables
nutricionales en la vida temprana, sino también para investigar el papel de la
interaccion madre-hijo y la influencia de los estimulos sociales en la vida

temprana, incluyendo la estimulacion materna sobre diversos aspectos del
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desarrollo (Lovic y Fleming, 2015; Melo, 2015). Uno de los beneficios principales
de este paradigma es que es posible investigar directamente el papel de cada una
de las variables de forma individual o combinada que participan en la interaccion
madre-hijo; es decir, la capacidad de "volver a agregar" estimulos y/o fuentes de
estimulos sensoriales individuales con el fin de poner a prueba su importancia en

el desarrollo de sistemas conductuales especificos de las crias.

En el sistema de crianza artificial las crias se retiran de su madre en el dia
postnatal tres o cuatro y son criados en aislamiento social hasta después del dia
veintiuno postnatal, se alimentan artificialmente con un sustituto de leche a través
de un catéter gastrico; permitiendo la privacion crénica del cuidado materno sin
comprometer la nutricion, y dar estimulacion mediante lamidos artificiales
realizados manualmente dos veces al dia con un pincel fino, diseflado para
simular el lamido corporal que provee la madre con el fin de estimular la miccion y
la defecacion. Varias modificaciones de este procedimiento estdndar de crianza
artificial son posibles, incluyendo la manipulacion del horario de alimentacion, el
ambiente, la temperatura y la humedad, asi como la duracién del aislamiento
(Levy y cols., 2003; Melo y cols., 2006, 2009; Segura y cols., 2014). Alojandose las
crias se alojan en recipientes de policloruro de vinilo (PVC) individualmente, que

flotan en un bafio Maria (36 a 40 °C).

El sistema de crianza donde las crias reciben solo dos estimulaciones ano-
genitales por dia para inducir la miccién y la defecacion se le conoce como crianza
artificial minima o crianza aislada (Lenz y cols, 2008 Lovic y cols, 2006; Melo y

cols., 2006). En cambio, al sistema de crianza donde las crias ademas reciben

Pagina | 11


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#11
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#12

estimulacién en el dorso y en el vientre se le conoce como crianza artificial
maximamente estimulada o crianza con estimulacion tactil (Lovic y Fleming, 2015;

Gonzalez y Cols., 2002; Melo y Cols., 2006).

1.5.1 Laférmula lactea

Las crias sometidas al sistema de crianza artificial son alimentadas con una
férmula que es preparada con leche evaporada Carnation, proteinas de soya,
minerales y vitaminas a través de la canula. Esta canula puede ser implantada de
dos maneras: por via gastro-cutdnea (Dominguez y Tomas, 2008; Hall, 1975), o
por un implante en la mejilla de la cria (Lomanowska y cols, 2011). La primera
permite un control preciso sobre la cantidad de formula lactea que se suministra a
cada cria, ya que no pasa el alimento por la cavidad oral, pero el procedimiento
implica anestesiar totalmente la cria, ademas que la canula no puede ser
reinsertada si obstruye de forma permanente con la formula lactea. El segundo
tipo de implante consiste en colocar un catéter en la mejilla, este solo requiere de
anestesia local, es rapido y facil de realizar, siendo facilmente reemplazada en

caso de que se requiera.

La preparacion de la formula lactea fue desarrollada para parecerse a la leche de
rata con respecto a su contenido de macronutrientes y de micronutrientes (Messer
y cols., 1969). En su mayor parte, la formula lactea se basa en los productos
lacteos de vaca disponibles en el mercado como lo es: la leche evaporada, el

aceite vegetal, las vitaminas y los minerales para asemejar al contenido que
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caracteriza a la leche de rata (Diaz y cols., 1981). Una diferencia notable entre
formulaciones es la fuente de proteina afadida la formula lactea, en algunos
estudios se ha utilizado la caseina de origen animal y proteina de suero
(Lomanowskay cols, 2006; Ward Y cols., 2004). Otros autores han empleado la
proteina de soya de origen vegetal (Burton y Cols., 2007; Lomanowska y cols,
2011; Lovic y cols., 2011), el beneficio de la proteina de soya es que incrementa la
homogeneidad de la leche y la viscosidad evitando la obstruccion de las canulas,
también reduce el problema de inflamacién abdominal en la rata, problema que se
tiene a menudo con proteina de suero de leche (observaciones no publicadas).
En general, las formulaciones de leche han demostrado ser satisfactorias y
nutricionalmente similares a la leche de rata (Auestad y cols., 1989). Sin embargo,
hay claras diferencias entre la formula lactea y la leche de rata, como la falta de
hormonas y de factores de crecimiento, lo que sucede con las formulas para bebé
en humanos (Brummelte y cols., 2010). Ademas, en la mayoria de los estudios
donde se utiliza la formula lactea, la composicion sigue siendo la misma a través
del desarrollo de las crias, donde los niveles de macro y micronutrientes no
cambian como lo reportado en animales alimentados por la madre (Godbole y

cols., 1981; Nicholas y Hartmann, 1991).

1.5. 2 Separacién materna total
La separaciéon materna total y la crianza artificial tiene caracteristicas que difieren
de los anteriores paradigmas de experimentacion temprana: 1) permite criar a la

progenie dentro de un ambiente controlado sin la madre y sin los hermanos de
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camada, sin el olor del nido y sin la leche materna; 2) las crias no son privadas de
nutrientes; 3) es posible evaluar de manera especifica la participacion de cada uno
de los estimulos sensoriales, los sociales y los hormonales involucrados durante
este periodo critico de desarrollo; 4) la temperatura corporal no se modifica ya que

permanecen en un ambiente controlado.

Las ratas adultas que son sometidas a la separacion materna total con crianza
artificial presentan: déficit en la atencion e hiperactividad; 2) déficit en el
aprendizaje social; 3) déficit en la expresién de la conducta sexual masculina y en
la conducta materna; 4) incremento en la respuesta al estrés; 5) incremento en la
agresividad materna, asi como la agresividad territorial en el macho; 6) incremento
en la impulsividad; 8) altos niveles de depresion y ansiedad; 9) reduccién en los
niveles de sinaptofisina , en las moléculas de adhesién celular, en las proteinas
para la elongacién de los axones y en el factor neurotréfico derivado del cerebro

en la corteza prefrontal y el nacleo accumbens.

Se ha reportado que la adicién de estimulos sensoriales con una brocha de pelos
de camello o sociales colocando crias de la misma edad dentro de los recipientes
durante el aislamiento, previenen parcialmente algunos de los efectos negativos
sobre la conducta materna (Gonzalez y Fleming, 2002; Gonzalez y cols., 2001;
Lovic y Fleming, 2004; Novakov y Fleming, 2005), la conducta sexual (Akbari y
cols., 2010; Lenz y cols., 2008) y otras conductas sociales (Melo y cols., 2006,
2009). También se ha reportado que la estimulacion induce cambios en la funcién
tiroidea y la actividad del sistema de la serotonina en el cerebro temprano en el

periodo posparto e involucrados en estos efectos en el hipocampo a largo plazo
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(Kenny y cols., 2013). Asi como la actividad locomotora (Gonzalez y cols., 2001;
Lovic y cols., 2006), el estrés y la ansiedad (Burton y cols., 2006; Gonzalez y cols.,

2001; Lovic y Fleming, 20015).

Estudios muestran que la crianza artificial no afecta la motivacion materna, sino
mas bien perjudica el "ajuste fino" de un nimero de aspectos relevantes de la
conducta maternal (Gonzalez y cols.,, 2001; Shams y cols., 2012). Esto se
demuestra por el hecho de que las madres que fueron sometidas al sistema de
crianza artificial son capaces de participar en todas las conductas maternas, sin
embargo, pasan mucho menos tiempo realizando estos comportamientos
comparadas con las ratas creadas por su madre (Afonso y cols, 2011; Fleming y

cols., 2002; Gonzalez y cols., 2001; Melo y cols., 2006, 2009; Shams y cols.,2012).

Los cerebros de las ratas jévenes y adultos sometidos a crianza artificial tienen
mayores niveles de marcadores de proteinas relacionadas con el niumero de
neuronas y ceélulas de soporte astroglial en comparacion con las ratas criadas por
su madre (Chatterjee y cols., 2007). Sin embargo, las ratas sometidas a la crianza
artificial tienen menores niveles de marcadores de proteinas de neuro-plasticidad y
funcionalidad, incluyendo la integridad de la sinapsis, la comunicacién célula-
célula, la trayectoria de los axones, y la actividad de factores neurotroficos (Burton
y cols., 2007; Chatterjee y cols., 2007). Los analisis de los cerebros de las crias
artificialmente revelan una disminucion en la poda neuronal y en la apoptosis, es
importante destacar que estos efectos son parcialmente impedidos por la
estimulacién tactil con un pincel (Chatterjee y cols., 2007). La presencia materna

es una fuente fundamental de estimulacidn durante el desarrollo del sistema
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nervioso. Por el contrario, existen pruebas de que la crianza artificial reduce la
complejidad de las dendritas neuronales que se observa en la edad adulta (Shams

y cols., 2012).

Adicionalmente, los cerebros de estas ratas parecen contener mas neuronas y
células de soporte, pero no son funcionales en comparacion con las ratas criadas
por su madre. Estos efectos estan probablemente relacionados con la reducida
poda y la apoptosis de las neuronas de las areas implicadas en las conductas
andémalas en las ratas criadas artificialmente (Chatterjee y cols., 2007). En las
neuronas del area media pre-6ptica de las ratas criadas artificial tienen mayor
arborizacion neuronal cerca del soma neuronal, en comparaciéon con las ratas

control (Shams y cols., 2012).

Por otra parte, se ha reportado que los periodos prolongados de separacion de la
madre estan asociados con aumento de la apoptosis y con una disminucion de la
produccion de factores neutréficos, como el factor derivado del cerebro y el factor
de crecimiento neuronal que son responsables de los cambios en la
citoarquitectura y en la reparacién neuronal, aumentan la produccién de nuevos
brotes terminales y estimulan la sinaptogénesis. Se ha encontrado que el factor
derivado del cerebro y el factor de crecimiento neuronal estimulan a los
microtubulos, la reparacion celular y el crecimiento de las células musgosas en el
hipocampo que se conectan con las células de la capa CA3. La disminucién en la
produccion de los factores tréficos neuronales ocasiona atrofia y muerte de las
células de la capa CA3 y de las células musgosas en el hipocampo (Shams y

cols., 2012).
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Existe evidencia de diferencias fisioldgicas entre crianza artificial y crias con su
madre en el crecimiento general de cuerpo, el crecimiento de 6rganos y en su
metabolismo (Auestad y cols., 1989). En la mayoria de los estudios, las criadas
artificialmente son mas pequefias que las crias creadas con su madre, después
del destete se obtienen pesos similares a los animales criados con su madre,
estas diferencias se atribuyen principalmente a la alimentacion con la formula
lactea. Los factores relacionados a la ausencia de contacto social en si son
probablemente mas relevantes para los resultados en la edad adulta que en la

crianza artificial (Burton y cols., 2006).

El paradigma de crianza artificial tiene una fuerte validez como un modelo animal
de la atencion institucional debido a que se replican muchos aspectos en los
orfanatos, donde las necesidades béasicas de la vida como el contacto social que
es proporcionado por los cuidadores es normalmente limitado (Brett y cols., 2015).
Ademas, también hay similitudes en los perfiles de comportamiento de las ratas
criadas artificialmente y nifios con una historia de la atencion institucional
temprano deficiente (Bruce y cols., 2009; Kreppner y cols., 2001; Nelson y cols.,

2013; Roy y cols.,2004).

En madres humanas, existe evidencia de la transmisidon intergeneracional de
comportamientos afectivos y estilos de crianza (Champagne y Meaney., 2001).
Ademas, en los seres humanos los padres también ofrecen experiencias hostiles,
socioecondémicas, de la vivienda, el estado emocional de los padres que impactan

en el comportamiento futuro del nifio (Melo y Cols., 2009).
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1.6 EFECTO DEL SISTEMA DE CRIANZA ARTIFICIAL SOBRE EL ESTRES

Se ha reportado que las perturbaciones de la relacion madre-hijo en primates y
roedores implican separaciones prolongadas o repetidas tienen consecuencias a
largo plazo sobre la fisiologia y el comportamiento de la progenie (Matthews y
Robbins, 2003). Estos efectos incluyen tanto cambios a largo plazo sobre la
reactividad al estrés, la ansiedad, la sensibilidad a los efectos de los farmacos
psico-estimulantes, asi como el comportamiento social y la respuesta después de

estimulos gratificantes (Lovic y cols., 2006).

Sin embargo, hay pruebas de que los efectos a largo plazo de la separacion de la
madre no dependen totalmente de la exposicibn a niveles elevados de

glucocorticoides (Ward y cols., 2004).

La crianza artificial de ratas después de siete dias de ser sometidas ha mostrado
niveles basales en suero sanguineo de corticosterona, y en la respuesta a un
factor estresante no eran significativamente elevados en comparacion con ratas
criadas por su madre (Gonzalez y cols., 2001). Adicionalmente, las ratas crias
artificialmente exhiben una reduccién profunda en la reactividad del estrés entre
los 4 y 14 dias posnatales, es decir, en el periodo de hiporreactividad al estrés

(Levine 2001).

Posteriormente se encontrd que la concentracion media de corticosterona sérica
se incrementa 30 minutos después del implante de canulas en la mejilla. A las 24h
después del comienzo de la crianza artificial, no hubo diferencias en los niveles

basales de corticosterona circulantes entre ratas criadas artificialmente y el
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control, en el dia post-natal 12, las ratas criadas artificialmente continuaron
mostrando bajos niveles de corticosterona basal y no mostraron incrementos en la
capacidad de respuesta del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal ante el estrés

(Lomanowska y cols., 2011).

Como se observa en la figura 1, la concentracibn de corticosterona difirid

significativamente con la edad, entre los grupos de canulacion.
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Figura 1. Determinacion de la corticosterona en crias sometidas a crianza artificial y
materna. Note que al inicio de la crianza existe una mayor concentracién de corticosterona en
ambos grupos, disminuyendo en el dia 5 y 6 sin haber diferencias significativas entre la crianza
artificial y la materna Lomanowska y cols., 2011.

las ratas lactantes exhiben un periodo de relajacion del eje hipotalamico-hipofisis-
suprarrenal a los cuatro y quince dias postnatales respecto de los dias catorce a
quince dias postnatales hay una reduccibn en la secrecion de
adrenocorticosteroides en respuesta a estresores experimentales como la

administracion exdgena de la hormona adrenocorticotréfica (Sapolsky y Meaney,
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1986). Este periodo, conocido como el periodo de hipersensibilidad al estrés es
importante para el desarrollo normal del cerebro, ya que se ha demostrado que el
alto nivel de glucocorticoides circulantes afecta al desarrollo neuronal.
Adicionalmente, las manipulaciones tempranas desinhiben la respuesta al estrés
durante el periodo de hipersensibilidad al estrés que conducen a alteraciones a
largo plazo del eje hipotalamico-hipofisis-suprarrenal al estrés en las ratas adultas

(Lehmany cols., 200, Meaney y cols., 1985).

1.7 SISTEMA SOMATOSENSORIAL

Durante mucho tiempo se ha establecido que las sensaciones tactiles son
importantes para el adecuado apego de las crias hacia las madres, de tal manera
que los bebés criados en orfanatos sin estar provistos de estas sensaciones

tactiles a menudo mueren (Dentworth., 2015).

El tacto, la presion y la vibracibn suelen clasificarse como sensaciones
independientes, aunque todas se detectan mediante los mismos tipos de

receptores (Kandel y cols., 2001).

Existen tres diferencias principales: 1) la sensacién de tacto en general deriva de
la estimulacion de los receptores tactiles situados en la piel o en los tejidos
inmediatamente por debajo de ella; 2) la sensacion de presion suele obedecer a la
deformacion de los tejidos profundos, y 3) la sensacion de vibracion resulta de la
repeticion de sefales sensitivas con rapidez, pero recurre a algunos tipos de

receptores que también emplean las de tacto y la presién (Kandel y cols., 2001).
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1.7.1 Los receptores tactiles

Existen seis tipos de receptores tactiles diferentes, en primer lugar, algunas
terminaciones nerviosas libres que estan distribuidas por todas partes en la piel y
en otros muchos tejidos que son capaces de detectar el tacto y la presion. En
segundo lugar, es el corpusculo de Meissner, que es una terminacion nerviosa
encapsulada alargada perteneciente a una gran fibra nerviosa sensitiva mielinica

(de tipo AB; Guyton y Hall., 2012).

En tercer lugar, en las yemas de los dedos y otras zonas que contienen una gran
cantidad de corpusculos de Meissner y también suelen albergar un numero
elevado de receptores tactiles de terminacion bulbar como lo son: los discos de
Merkel (Kandel y cols., 2001). A menudo los discos de Merkel se encuentran
agrupados en un érgano receptor llamado receptor en cupula de Iggo, que adopta
una orientacion ascendente contra la cara inferior del epitelio cutdneo. Esto hace
que el epitelio sobresalga hacia fuera desde este punto, lo que crea una cupula y
configura un receptor sumamente sensible, todo el grupo de discos de Merkel esté
inervado por una sola fibra nerviosa mielinica grande (de tipo AB). Estos
receptores, junto con los corpusculos de Meissner, cumplen funciones importantes
en la localizacion de las sensaciones tactiles en zonas especificas de la superficie

del cuerpo y en la determinacién de la textura de lo percibido (Costanzo, 2000).

En cuarto lugar, el leve movimiento de cualquier pelo sobre el cuerpo estimula una
fibra nerviosa que se enrosca en su base. Por tanto, cada pelo junto a su fibra
nerviosa basal se denomina érgano terminal de pelo, también constituyen

receptores para el tacto. Es uno de los receptores que se adapta con rapidez y
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como los corpusculos de Meissner, detecta basicamente el movimiento de los
objetos sobre la superficie del cuerpo, 0 su contacto inicial con el mismo (Guyton y

Hall., 2012).

En quinto lugar, ubicados en las capas mas profundas de la piel y también en los
tejidos internos aun mas profundos, son las terminaciones de Ruffini, que son
terminaciones encapsuladas multirramificadas. Estas terminaciones se adaptan
muy lentamente y, por consiguiente, resultan importantes para comunicar un
estado de deformacién continua en el tejido, como las sefiales de contacto intenso
prolongado y de presidn. Se encuentran en las capsulas articulares y sirven para

indicar el grado de rotacion articular (Kandel y cols., 2001).

En sexto lugar, los corpusculos de Pacini, se hallan inmediatamente por debajo de
la piel y se encuentran en los tejidos de las fascias del organismo. Unicamente son
estimulados por una compresion local rapida de los tejidos, debido a que se
adaptan en unas pocas centésimas de segundo; todos estos tipos de receptores

se pueden observar en la figura 2 (Guyton y Hall., 2012).

A B C D E F
Terminacion Receptor de las Receptor Corpusculo Corpusculo Organo terminal
nerviosa libre  terminaciones bulbares tactil piloso de Pacini de Meissner de Ruffini

Figura 2. Tipos de receptores sensoriales somaticos. Los tipos de receptores presentes en el
sistema somatosensorial son: A) las terminaciones nerviosas libres, B) los receptores bulbares o de
Merkel, C) los receptores pilosos, D) los corpusculos de Pacini, E) los corplsculos de Meissner, y
F) las terminaciones de Ruffini. Modificado de Guyton y Hall., 2012.
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1.7.2 Latransmision de sefales tactiles en las fibras nerviosas periféricas

Casi todos los receptores sensitivos especializados como los corpusculos de
Meissner, los receptores en cupula de Iggo, los receptores pilosos de los foliculos,
los corpusculos de Pacini, los discos de Merkel y las terminaciones de Ruffini,
envian sus sefales por fibras nerviosas de tipo Ad con una velocidad de
transmision entre 30 y 70 m/s. Por el contrario, los receptores tactiles de las
terminaciones nerviosas libres envian sus sefales sobre todo a través de
pequefias fibras mielinicas de tipo AR que conducen a una velocidad de 5 a 30

m/s.

Las terminaciones nerviosas libres para el tacto recurren a fibras amielinicas de
tipo C con velocidades que oscilan desde 1 m hasta 4 o0 5 m/s; en este caso,
envian las sefales hacia la médula espinal y hacia la parte inferior del tronco del
encéfalo. Las fibras C son desmielinizadas y se especializan en la sensacion de

picazon y dolor (Dentworth., 2015).

Las fibras C se descubrieron en 1939, por el neurofisidlogo sueco Yngve
Zotterman por medio de una técnica de microneurografia, que es un método que
registrar la actividad eléctrica en fibras nerviosas individuales utilizando electrodos
muy delgados, esto permitié evaluar las aferencias C tactiles en seres humanos.
El primer informe comprensivo de tales fibras en una cara humana fue hecho en

1990 (Dentworth., 2015).

Las fibras aferentes C tactil son un tipo de fibras nerviosas que se encuentran en

la piel con vellos en antebrazo o la espalda. Las aferencias C tactil estan
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perfectamente sintonizadas con la velocidad y temperatura de la piel cuando se

realiza una caricia (Dentworth., 2015).

Cualquier cosa por debajo de 5 mN de presion sobre la piel se califica como tacto
ligero o inocuo. En 1999, McGlone informo sobre un conjunto de estudios
psicofisicos en los que robots cepillaban los antebrazos de las personas a 0,5, 50
50 centimetros por segundo. Los sujetos sometidos a estos estudios describieron
que los estimulos a la velocidad de 5 cm/s eran los mas agradables. En 2009,
Johan Wessberg y Line S. Loken, determinaron por medio de microneurografia los
resultados de los sujetos que habian sido estimulados por medio de los robots,
reportando que los estimulos con velocidades de 5cm/s son mas agradable y

afectiva, estas estimulaciones son transmitidas por las fibras C tactiles.

Encontrando importantes resultados sobre las aferencias de C tactil, basado en
estudios de un paciente que tenia una rara condicion llamada neuropatia que la
habia dejado sin aferentes mielinizadas. Se estimulé cepillando en el antebrazo,
pero no en la palma de la mano, observando en la resonancia magnética funcional
una mayor actividad en la corteza insular (Olausson y cols., 2002, Forget y
Lamarre, 1987, Cole y Sedgwick, 1992). Otro caso, se informa sobre una familia
en el norte de Suecia con un trastorno hereditario que resulta en fibras nerviosas
mielinicas normales, pero una pérdida sustancial de fibras C tactil no mielinizadas,
las cuales son capaces de discriminar el tacto, pero no a los estimulos afectivos,
ademas, presentan una disminucién en la sensibilidad al dolor y a la temperatura

(Olausson y cols., 2008).
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Aunque las fibras C tactil no se han encontrado en la piel glabra, se han
observado de forma clara en la mano y son estimulaciones agradables. Cuando se
contrasta la activacion cerebral de un cepillado lento en el antebrazo respecto de
un cepillado lento en la palma de la mano hay una activacion significativamente
mayor de la corteza insular posterior y en la corteza orbitofrontal media anterior en
la region de proyeccion del antebrazo (McGlone y cols., 2012), ademas el surco
temporal posterior superior, la corteza prefrontal medial y la corteza cingulada
dorsoanterior también han sido implicados en el procesamiento del tacto tipo C

tactil (Lindgren y cols., 2012, Gordon y cols., 2013)

El tacto afectivo dado por las fibras C tactil puede constituir un dominio distinto del
tacto normal, ya que no se caracteriza por sus funciones sensoriales-
discriminativas, sino por su contexto social y emocional. Como tal, el contacto
social puede basarse en un tipo de informacién funcionalmente y cualitativamente
diferente al codificado por las aferentes AB, lo que requiere una organizacién
funcional especializada en la periferia y el sistema nervioso central (Morrison y

cols., 2010).

1.7.3 Las vias sensitivas
La disposicion somatotopica sugiere que los aferentes de las fibras C tactil siguen
la via espinotalamica y se dirigen a la corteza insular posterior, como el area

receptora cortical primaria (Craig, 2002).
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Casi toda la informacion sensitiva procedente de los segmentos somaticos
corporales entra en la médula espinal a través de las raices dorsales de los
nervios raquideos por el sistema de la columna dorsal-lemnisco medial (Kandel y

cols., 2001).

El sistema de la columna dorsal-lemnisco medial envia sefiales tactiles en sentido
ascendente a través de las columnas dorsales de la médula espinal, hacia los
nacleos Gracilis y cuneiforme en el bulbo raquideo y a través del lemnisco medial
a los ndcleos ventro-posterolateral del talamo y este a la corteza somatosensorial

(areas 1 al 4 de Brodmann; Guyton y Hall., 2012).

El sistema de la columna dorsal-lemnisco medial lleva informacion del tipo:

1. Sensaciones de tacto que requieren un alto grado espacial de localizacion
del estimulo.

2. Sensaciones de tacto que requieren la transmision de una fina graduacion
de intensidades.

3. Sensaciones fasicas, como las vibratorias.

4. Sensaciones que indiquen un movimiento contra la piel.

5. Sensaciones posicionales desde las articulaciones.

6. Sensaciones de presion relacionadas con una gran finura en la estimacion

de su intensidad.
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1.7.4 Latransmision por el sistema de la columna dorsal-lemnisco medial

Al penetrar en la médula espinal a través de las raices dorsales de los nervios
raquideos, las grandes fibras mielinicas procedentes de los mecanorreceptores
especializados se dividen casi de inmediato para dar lugar a una rama medial y
una rama lateral. La rama medial gira primero en este sentido y después hacia
arriba por la columna dorsal, siguiendo su proyeccion a través de esta via durante
todo su trayecto hasta el encéfalo. La rama lateral penetra en la asta dorsal de la
sustancia gris medular y a continuacion se divide muchas veces para suministrar
terminales que hagan sinapsis con las interneuronas locales en sus porciones
intermedia y anterior (Guyton y Hall., 2012). Las interneuronas locales cumplen a su
vez tres funciones: 1) una parte fundamental de ellas se ramifican en las columnas
dorsales de la médula espinal, después ascienden hacia el encéfalo; 2) muchas de
las fibras son muy cortas y acaban a nivel local en la sustancia gris de la médula
espinal para producir los reflejos locales de esta estructura, 3) otras dan origen a

los fasciculos espinocerebelosos (Kandel y cols., 2001).

Las fibras nerviosas que penetran en las columnas dorsales siguen su trayecto sin
interrupcion hasta la zona dorsal del bulbo raquideo, donde hacen sinapsis en los
nacleos de la columna dorsal. Desde aqui, las neuronas de segundo orden se
decusan de inmediato hacia el lado opuesto del tronco del encéfalo y contindan
ascendiendo a través de los lemniscos mediales hasta el tdlamo. En su recorrido
por el tronco del encéfalo, otras fibras nuevas procedentes de los nucleos
sensitivos del nervio trigémino se incorporan a cada lemnisco medial; estas fibras

desempeiian las mismas funciones sensitivas para la cabeza que las fibras de la
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columna dorsal para el cuerpo. En el tdlamo, las fibras del lemnisco medial

terminan en la zona talamica de relevo sensitivo, llamada complejo ventrobasal.

Desde este punto, las fibras nerviosas de tercer orden proyectan, hacia la

circunvolucion poscentral de la corteza cerebral (Costanzo, 2000) que recibe el

nombre de area sensitiva somética | ver figura 2.

Circunvolucion
posrolandica

Radiacion talamica >_<(

Lemnisco medial

Fasciculos
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Fasciculos
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~ dela raiz dorsal
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| sensitivo

Dolor, frio, calor
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Figura 3. Via de la columna dorsal-lemnisco medial, esencial para la recepcion de la
somatotopia. La figura muestra como los estimulos tactiles puede llegar por medio de la via de la
columna dorsal-lemnisco medial hasta la corteza somatosensorial y producir movimientos

efectores, modificado de Guyton y Hall., 2012.
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1.8 ANATOMIA Y MORFOLOGIA NEURONAL

En los roedores, el equilibrio entre el tamafio y la funcion de algunas éareas
neuronales como lo son: el hipotdlamo y la corteza cerebral (Numan e Insel,
2003), estan implicadas en la regulacién de la conducta maternal, ademas se sabe
gue la conducta materna puede afectar al desarrollo de los sistemas neuronales y

conductuales (Keverne, 2001).

1.8.1 Las dendritas

Las dendritas son extensiones del cuerpo de la neurona especializada en recibir y
procesar impulsos sinapticos. Inicialmente Santiago Ramon y Cajal considerd que
las dendritas son receptores de superficie de las neuronas, sin embargo, se sabe en
la actualidad que las dendritas pueden ser objeto de salida de informacion. La
complejidad dendritica puede reflejar que la neurona puede hacer contactos con
axones de muchas neuronas, esto depende de los patrones de arborizacion axonal y
de la direccion de los axones. En regiones donde las dendritas toman una
orientacion caracteristica, esta orientacibn de los axones tiene un impacto

significativo en las conexiones (Harris 1993).

1.8.2 Las espinas dendriticas
En las espinas de las dendritas se realiza la sinapsis con las diferentes neuronas,

las espinas mas grandes tienen sinapsis mas eficaces esto es la base de una
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transmision sinaptica fuerte (Sorra y Harris, 2000). Ademas, la morfologia de las

espinas juega un papel importante en la plasticidad sinaptica.

La actividad sinaptica puede desencadenar aumentos intracelulares de calcio que
estan compartimentadas dentro de cada espina (Fiala y cols.,, 1998). En
consecuencia, el incremento del ion calcio activan las quinasas y las fosfatasas para

desencadenar la denominada plasticidad sinaptica (Thiels y Klann, 2001).

Las pequefas protuberancias dendriticas, tales como espinas simples y filopodios,
tienen citoesqueletos basados en actina en lugar de los microtibulos. Los
citoesqueletos de actina pueden facilitar las modificaciones en las espinas
dendriticas debido los rapidos cambios en los niveles de calcio intracelular (Sorra y

Harris, 2000).

Existen dos tipos principales de sinapsis, las sinapsis simétricas y las asimétricas.
Las sinapsis asimétricas se caracterizan por vesiculas presinapticas redondas 30 a
50 nm de diametro y prominente densidad postsinaptica. Las sinapsis simétricas
tienen una densidad postsinaptica mucho mas delgada, acompafiado de una
densidad igual en la parte presinaptica. Las sinapsis asimétricas suelen ser
excitatorias y utilizan el neurotransmisor glutamato. Mientras que, las sinapsis
simétricas utilizan como neurotransmisor acido y-aminobutirico o glicina (Sheng y

Kim 2002).

Las espinas simples suelen tener una sola sinapsis asimétrica situada en la cabeza
de la espina, de vez en cuando, las espinas tienen una segunda sinapsis,

generalmente en el cuello de la espina. La segunda sinapsis puede ser simétrica o
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asimétrica. Las uniones sinapticas mas grandes a menudo exhiben regiones
interiores desprovistas de densidad pre-sinaptica post-sinaptica, estas sinapsis
pueden ser en forma de U o anular, o exhiben mudiltiples perforaciones, y con
frecuencia se llaman sinapsis perforadas. En algunos casos, un contacto entre un
anico botén y una dendrita que se componen de dos 0 mas regiones sinapticas

disjuntas (Sheng y Kim 2002).

Las uniones de adhesién celular, a veces referida como adherencias puntos
lagrimales, se encuentran en los bordes de las densidades postsinapticas de las
espinas dendriticas estas uniones contienen un conjunto diferente de moléculas
estructurales y de sefializacion en la densidad postsinaptica. (Conner y Schmid

2002).

1.8.3 Cambios en la morfologia dendritica

Las espinas jévenes pueden cambiar rapidamente. Dichos cambios pueden variar
desde pequefios cambios en la espina en la superficie de la membrana o hasta
cambios en su longitud, este de hecho puede promover la aparicion de nuevas
espinas o la eliminacion total de las espinas ya existentes; tanto la formacion y la
eliminacién de las espinas pueden ocurrir en tasas que varian entre decenas de

minutos y unas pocas horas.

Las espinas se utilizan para almacenar informacion durante largos periodos de
tiempo. Se podria esperar que las espinas reaccionen lentamente a los cambios

ambientales y una vez que se han realizado los cambios, permanezcan estaticas por
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mucho tiempo. La mayoria de los cambios se debe a la deformacion por la
polimerizacion de los filamentos de actina. Ademas, la activacion de glutamato
provoca una rapida pérdida de las espinas dendriticas, en paralelo con una pérdida

de actina filamentosa (Thiels y Klann, 2001).

1.8.4 Contraccion de las espinas dendriticas

La contraccion de las espinas dendriticas requiere la activacién de los receptores N-
metil-D-aspartato y la calcineurina. En los mamiferos, las espinas dendriticas
comienzan a aumentar la densidad en la primera semana después del nacimiento y
llegan a la cima en la tercera semana, (White y cols., 2002; Nimchinsky y cols.,
2002). Hay evidencia de una poda posterior de las espinas antes de alcanzar la

densidad de la espina madura varios meses después del nacimiento.

Las espinas dendriticas estan enriquecidas con F-actina y la polimerizacién de actina
es sabido que regula la forma de la espina (Fregozo y Vega, 2012), por otra parte, la
contraccion de la espina es probable que sea mediada por despolimerizacion de la
actina. Uno de los factores mejor conocidos para la regulacién de F- actina es la
cofilina (Fregozo y Vega, 2012), lo que desencadena la despolimerizacién de la F-
actina, esta se inactiva por fosforilacion en la posicion serina-3 por Linll, Isl-1

y Mec-3 quinasas.

Pagina | 32



1.9 LA RED GLIAL

Las neuronas tienen la habilidad de comunicarse entre si de manera rapida y
eficiente a través de sefales eléctricas o quimicas que se traducen en forma de
potenciales de accion. Todas las células nerviosas que no producen potenciales
de accion estan agrupadas en lo que se conoce como la glia (del griego glia,

“union o pegamento”). Término acufiado por Rudolf Virchow en 1858.

Actualmente se ha prestado mucha mas atenciébn a este grupo de células
nerviosas, que constituyen mas de la mitad del cerebro humano debido a que la
glia es un grupo heterogéneo de células nerviosas que cumplen funciones

diversas en la fisiologia del cerebro (Allen y Barres, 2009).

Con base en su morfologia, fisiologia y localizacion en el cerebro podemos
identificar los siguientes principales tipos de glia: a) microglia; b) oligodendroglia;
c) glia NG2 (neuronas con antigeno 2) d) astroglia. Las células gliales y las
neuronas tienen un mismo origen embrionario pues derivan del neuroectodermo.
La microglia es la excepcion, pues tiene un origen mesodérmico (Reyes y cols.,

2014).

1.9.1 La microglia
La microglia combate a los organismos nocivos, fagocitandolos y removiendo
también las células muertas y se activan como si fueran macrofagos (Bergles y

cols., 2010).
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1.9.2 La oligodendroglia

El papel fundamental de este tipo de células gliales es la de facilitar la
comunicacion eléctrica entre las neuronas. La oligodendroglia comprende a los
oligodendrocitos, que se ubican en el sistema nervioso central y producen mielina
gue es una capa de lipoproteina que envuelve a los axones de las neuronas y
hace mas eficiente la comunicacion neuronal al acelerar la conduccion eléctrica de

los impulsos nerviosos (Martinez - Gdmez, 2014).

Existen tres tipos de oligodendrocitos, de acuerdo con su ubicacion entre los
componentes del sistema nervioso central: perineuronales, perivasculares e
interfasciculares. Adicionalmente, la oligodendroglia contribuye al soporte

metabdlico necesario para el adecuado funcionamiento axonal (Lee y cols., 2012).

1.9.3 La glia de las neuronas con antigeno 2

Las células gliales identificadas como postsindpticas son las precursoras de los
oligodendrocitos, que se distinguen de los otros tipos de células gliales porque
producen la proteina de membrana que contiene antigeno 2, las células gliales
con antigeno 2 se clasificaron como precursoras de los oligodendrocitos. Ademas,
se ha encontrado que la glia con antigeno 2 podria participar en la formacién de

neuronas y astrocitos (Chung y cols, 2013).
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1.9.4 La astroglia

Los astrocitos representan la poblacion de células gliales mas abundante del
cerebro, constituyendo mas del 50 % del total celular de la corteza cerebral.
Santiago Ramon y Cajal los describié como células de formas estrelladas con un
soma circunscrito al ndcleo, del cual parten una serie de prolongaciones en
sentido mas o menos radial (Perea y cols., 2009; Kriegstein y Alvarez-Buylla,
2009).

In vivo se han descrito morfolégicamente dos tipos mayoritarios de células
astrogliales: los astrocitos fibrosos y los protoplasmaticos. Ademas, se han
descrito otros tipos ya sea en el sistema nervioso en desarrollo (glia radial) o en
regiones concretas del sistema nervioso central adulto como son las células de
Miller de la retina, glia de Bergman del cerebelo y tanicitos (Reyes-Haro y cols.,
2014). Los astrocitos fibrosos o estrellados predominan en la materia blanca y se
caracterizan por tener unas prolongaciones largas, cilindricas y lisas. Los
astrocitos protoplasmaticos estan localizados preferentemente en la materia gris,
son mas ramificados con prolongaciones cortas y rugosas (Ramirez-Expadsito y

Martinez-Martos, 1998).

En el pasado se pensaba que el papel de los astrocitos se restringia a la remocion
de los neurotransmisores del espacio sinaptico, o que permitia una sefializacion
precisa. Sin embargo, estudios recientes indican que los astrocitos tienen actividad
neurogénica e incluso participan en la formacién de las sinapsis y modulan la
actividad sinaptica gracias a una comunicacion bidireccional con las neuronas

(Perea y colaboradores, 2009; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). La glia lleva a
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cabo esta tarea al formar redes a través de conexiones establecidas con proteinas
conocidas como las conexinas. Las conexinas forman uniones comunicantes y a
través de ellas las moléculas como el lactato o el calcio son movilizadas en la red

glial del cerebro (Escartin y Rouach, 2013).

La astroglia también provee de numerosos factores tréficos como son: el factor de
crecimiento nervioso, el factor neurotrofico ciliar, el factor de crecimiento derivado
de plaquetas, el factor de crecimiento similar a la insulina 1, el factor de necrosis
tumoral D a las neuronas y oligodendrocitos vecinos. Ademas, se ha demostrado
que los astrocitos incrementan el nimero de sinapsis funcionales maduras de las
neuronas del sistema nervioso central y que son requeridos para el mantenimiento

sindptico in vitro (Escartin y Rouach, 2013).

1.9.5 La sinapsis tripartita

La sinapsis tripartita es una estructura formada por elementos neuronales y
gliales que constituye la base de la comunicacién nerviosa y el procesamiento de
la informacion (Perea y cols., 2009). Los astrocitos participan activamente en la
sinapsis tripartita, monitoreando y respondiendo a la actividad sinaptica que se
produce. Un solo astrocito es capaz de contactar con miles de sinapsis
neuronales. En consecuencia, las sinapsis no solo constan de las neuronas pre y
postsinaptica, sino de los procesos astrociticos que la envuelven (Bergles y cols.,
2010). Otro punto interesante es que los astrocitos poseen dominios funcionales

que responden independientemente a distintos neurotransmisores, lo que les
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permite discriminar la actividad neuronal proveniente de distintas regiones del
cerebro. Esta informacion es procesada por el astrocito, que puede modular la
actividad neuronal liberando gliotransmisores como la D-serina, el glutamato, el
acido gamma-aminobutirico, el trifosfato de adenosina o la adenosina. Ademas,
qgue los astrocitos tienen una funcidn muy importante los procesos de memoria y

aprendizaje (Suzukiy cols., 2011).

1.9.6 La gliay su actividad neurogénica

Durante mucho tiempo las células gliales han sido consideradas un simple soporte
de la estructura del tejido nervioso. Hoy en dia, el concepto sobre sus funciones
en la fisiologia del cerebro ha cambiado y se les atribuye una participacion mas
activa en la modulacién y transmision de las sefiales nerviosas (Kirchhoff y cols.,
2001). Durante el desarrollo embrionario, la glia conduce la migracién de las
neuronas y participa en la decision sobre su organizacion dentro del cerebro. Sin
embargo, durante el desarrollo del sistema nervioso central la glia radial tiene una
distribucion amplia y abundante, sus proyecciones sirven como andamios que
permiten la migracidon de precursores neuronales a las distintas regiones del
cerebro. Ademas, experimentos recientes con técnicas de biologia molecular y
celular permitieron establecer que la progenie de la glia radial incluia neuronas y

astrocitos (Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009).

En el pasado se creia que en el cerebro adulto no habia formacion de nuevas

neuronas. Sin embargo, se ha mostrado que existen formaciones de nuevas
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neuronas en dos regiones del sistema nervioso central: el hipocampo y el bulbo
olfatorio. Asimismo, la expresion de factores de transcripcion como Pax6 parece
ser crucial para producir nuevas neuronas a partir de astrocitos o glia radial

(Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009).

En general la activacion glial puede ser iniciada o modificada por moléculas que
comunmente son secretadas durante la neurotransmision por medio de fractalkina
y adenosina trifosfato (Elkabes y cols., 1996; Hanisch, 2002). Al activarse, las
células gliales experimentan una serie de cambios morfolégicos y de expresién de
su perfil antigénico, estos cambios son capaces de provocar migracion a los sitios
de la lesién, donde proliferan y expresan moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il, ademas de las moléculas co-estimuladoras que les
permiten actuar como células presentadoras de antigeno, pudiendo adquirir un
fenotipo fagocitico. Ademas, las células gliales activadas producen una gran
variedad de factores neurotdxicos, pro-inflamatorios, metabolitos de los &cidos
grasos Yy radicales libres como el ion superdxido y el Oxido nitrico, que son

capaces de amplificar la respuesta inflamatoria (Hanisch, 2002).

La activacion glial puede resultar beneficiosa, en el sentido de que puede
promover la reparacion de tejidos, la eliminacidbn de restos celulares o la
destruccion de patdgenos. Sin embargo, una activacién excesiva puede ser
extremadamente nociva e inducir y/o exacerbar la neurodegeneracién (Streit y

cols., 1999; Hanisch, 2002).
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1.9.7 El soporte tréfico de las neuronas

Los astrocitos estan considerados como los principales candidatos en el aporte de
nutrientes a las neuronas, debido a su localizacion exclusiva estableciendo
contacto tanto con los vasos sanguineos como con los cuerpos celulares de las
neuronas. En mamiferos, la glicolisis tiene lugar tanto en astrocitos como en
neuronas, pero las reservas de glucégeno y el glucégeno sintasa enzima que
cataliza su degradacion se localizan exclusivamente en los astrocitos (Dringen y
Hamprecht, 1993). Una parte de la glucosa que es captada por los astrocitos se
acumula en forma de glucégeno (Wiesinger y cols., 1997), el cual representa una
fuente de energia disponible para las neuronas en ausencia de glucosa o cuando

los astrocitos son activados por neurotransmisores (Takuma y cols., 2004).

Los astrocitos son los responsables de la recaptacion de la mayor parte de
glutamato y de su metabolismo en el cerebro. Los astrocitos, a diferencia de las
neuronas poseen una elevada actividad de la enzima glutamina sintasa, una
enzima exclusiva de las células gliales que convierte el glutamato en glutamina a
través de una reaccion de amidacion que consume energia. Se ha descrito que la
microglia también es capaz de expresar transportadores de glutamato tanto in vivo
como in vitro (Kondo y cols., 1995), aunque poco se conoce sobre su regulacion

en estas células.

La recaptacion de glutamato por la microglia es aproximadamente de un 10% del
valor medido en astrocitos, lo que sugiere diferencias entre estos dos tipos
celulares en cuanto a las funciones fisiologicas de la recaptacién de glutamato.

Por otra parte, se ha sugerido la existencia de un control reciproco para los
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transportadores de glutamato entre los astrocitos y la microglia (Reyes y
cols.,2014). El transporte de glutamato por parte de la microglia en cierto modo
podria constituir un mecanismo de reserva, que compensaria la disminucién en la

recaptacion astroglial durante eventos patologicos del sistema nervioso central.

1.10 El sistema limbico

En1878 Broca llamo al sistema limbico originalmente como "Iébulo limbico" que
fue descrito como un anillo cortical que rodea el hilio de los hemisferios,
posteriormente lo defini6 como sistema limbico. El sistema limbico implica una
serie de importantes estructuras limbicas subcorticales interrelacionados con
ndcleos limbicos que pasan al cerebro anterior basal y que comprende una
formacion importante que se le llamé cerebro trionitario o reptiliano (Roffman y

cols., 2005).

El sistema limbico comprende tanto la corteza prefrontal y los sistemas
subcorticales, incluyendo el hipocampo, la amigdala, el hipotalamo, el nucleo
accumbens, corteza del cingulo, el area ventral tegmental, las principales areas de

las cortezas prefrontal y limbica (Netter, 2011).

1.10.1 El Hipocampo

El hipocampo se ubica al interior del I6bulo temporal. Su estructura interna y sus
conexiones con otras areas le permiten representar un importante papel en la
entrada de nueva informacién y en la memoria. El hipocampo en si mismo no es el
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almacén de nuevos recuerdos, mas bien rige procesos que permiten que los
recuerdos se almacenen en otra parte del encéfalo como, por ejemplo, en otras
regiones del I6bulo temporal, es por tanto una estructura critica para procesar y

recordar informacion espacial y contextual (Castro-Sierra, 2007).

El hipocampo esta dividido en tres areas: CAl, CA2 y CA3 esto deriva de la asta de
Amoén (Lorente, 1934). La zona mas distal, designada CA1, se caracteriza por estar
formada por células piramidales pequefias, mientras la zona mas proximal formada
por la CA2 y CA3, que es rica en células piramidales de mayor tamafio (Amaral y

Witter, 1989).

La memoria declarativa es un tipo memoria espacial que consiste en multiples
mecanismos especializados en codificar, almacenar y recuperar la informacion
acerca de rutas, configuraciones y localizaciones espaciales (Burgess y cols. 2002,

Buzséki y Moser., 2013).

1.10.2 El hipocampo dorsal

Constituido por el indusium griseum o circunvolucién supra-callosa, el cual es una
lamina de sustancia gris situada por encima del cuerpo calloso. El indusium griseum
pasa anteriormente alrededor de la circunvolucion del cuerpo calloso y se continua
dorso-caudalmente con la cintilla diagonal de Broca, posteriormente, pasa sobre el
rodete del cuerpo calloso, donde se separa de este para continuar con las

circunvoluciones fasciolares (Hernandez y cols., 2015).

Pagina | 41



1.10.3 El Hipocampo ventral
El hipocampo ventral esta constituido por: el cuerno de Amoén, el giro dentado vy el

subiculum.

El hipocampo ventral participa en el sistema limbico se encarga del control de la
emocién especialmente la decepcion y la frustracion (Gray y McNaughton, 1996),
regula la actividad del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal a través de la
retroalimentacion negativa de glucocorticoides (Vyas y cols., 2002) provocando
disfuncion en el hipocampo. La disfuncion y la disminucién de los volumenes del
hipocampo se asocian con diferentes trastornos como estrés postraumatico y
depresion (Bonne y cols., 2008). La conectividad eferente indica que el hipocampo
ventral puede modular el circuito de recompensa y el comportamiento emocional a
través de proyecciones para el nacleo accumbens, corteza prefrontal y la amigdala,
las respuestas de estrés mediante la regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal

(Sahay y Hen, 2007; Fanselow y Dong, 2010).

1.10.4 El nucleo Accumbens

El nicleo accumbens pertenece al cuerpo estriado ventral, via mesolimbica (Voorn
y cols., 2005), el nudcleo accumbens se ha involucrado clasicamente en la
integracion entre motivacion y accion motora, tal como lo describe Mogenso y cols
(1980). Numerosos estudios han revelado su implicacion tras estimulos tanto
apetitivos (Spanagel y Weiss, 1999, Bassareo y cols., 1997) como aversivos y se

sabe que participa en diversos procesos como la ingesta, la conducta sexual, la
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recompensa, respuesta al estrés (Groenewegen y cols., 1996, Maldonado y cols.,
1995). Siendo su principal papel neurobiolégico es transferir informacion
motivacional relevante para que se codifique en actos motores o desarrolle una

conducta motora apropiada (Espejo, 2000).

El nlcleo accumbens posee dos &reas diferentes tanto en sus conexiones como
neuroquimicamente: el nucleo y la cubierta (Meredith y cols., 1995); la cubierta
presenta principalmente conexiones de caracter limbico como son las aferencias
glutamatérgicas provenientes del hipocampo y de la amigdala, asi como, una
importante entrada dopaminérgica proveniente del area ventral tegmental mientras
que el nucleo recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza prefrontal (Voorn 'y
cols., 2005).

El nacleo accumbens es una estructura telencefalica ubicada en las zonas basales
del encéfalo anterior. Se considera una extension ventro-medial del nucleo
caudado por lo que algunos lo llaman el nucleo estriado ventral. Aunque desde el
punto de vista anatomico se le considera como parte del nucleo estriado; los
estudios de conducta sugieren que esta integrado a las funciones del sistema
limbico (Heimer y cols., 1991).

Se considera que los neurotransmisores utilizados por las proyecciones de origen
cortical y por los nucleos subcorticales hacia el nucleo accumbens son el
glutamato y el aspartato. En el nucleo accumbens las aferentes que recibe de
otras estructuras del sistema limbico provienen de: la corteza prefrontal, la
amigdala, el hipocampo, la corteza entorrinal y el giro del cingulo (Martin Bustos

M, 2008).
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1.10.5 La amigdala

La amigdala o complejo amigdalino es una estructura subcortical situada en la
profundidad del I6bulo temporal formando parte de la pared medial de la asta
temporal del ventriculo lateral. Filogenéticamente esta vinculada con el claustro y
el estriado, estd compuesta por numerosos nucleos agrupados en un complejo
basolateral, incluyendo los nacleos basomediales (amigdala palial) y los nacleos
central y cortical-medial (amigdala subpalial), estando anatémica y funcionalmente
interpuesta entre el procesamiento emocional y las respuestas somaticas
periféricas como la red autbnoma central, incluyendo las hipotalamicas. Integra por
tanto la informacion explicita del procesamiento emocional con las tendencias de
accion implicitas, mediando en su traduccién posterior en la respuesta somatica

correspondiente (Nieuwenhuys, 2009).

La amigdala es un componente esencial de los circuitos neurales que median la
respuesta al estrés y al miedo (Vyas y cols., 2002), modula las funciones
conductuales, endocrinas autonémicas y de excitacion del hipotalamo. El complejo
amigdalino se divide en amigdala centromedial que tiene como funcion regular el
flujo motor autonémico y a la amigdala basolateral que tiene funciones cognitivas y

motivacionales como el comportamiento, emocién y actividad exploratoria.

La amigdala basolateral solo recibe entrada directa del hipocampo ventral

(LeDoux y cols., 1999)
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La amigdala tiene relaciones con la neocorteza, los I6bulos frontales, el cuerpo
estriado ventral, la corteza prefrontal y el hipotalamo (Everitt, 2000). En patrticular,
la amigdala regula la produccidén de respuestas emocionales tanto innatas como
aprendidas. Las respuestas innatas con determinadas por las aferencias
autonémicas hipotalamo-troncoencefalicas al nucleo central amigdalino, desde
donde se organizaran de manera directa la respuesta somatica correspondiente.
Por otro lado, la amigdala participa también en los sistemas neurales que
subyacen al aprendizaje asociativo por condicionamiento clasico o por el
condicionamiento operante, dando lugar a la formacion de la denominada memoria

implicita (LeDoux, 200).

2. ANTECEDENTES

El cuidado materno participa en un conjunto complejo de comportamientos que
son vitales para supervivencia de las crias. La ausencia del cuidado materno, a
través del sistema de crianza artificial o aislamiento social, conduce a déficits a

largo plazo en el desarrollo conductual, fisiolégico y neuronal (Levy y cols., 2003).

Los animales criados artificialmente son diferentes en muchos aspectos
conductuales de los animales criados por la madre, mostrando (Lovic y cols.,
2009): disminucion de la atencion (Lovic y cols., 2009), hiperactividad (Gonzales y
cols., 2001), impulsividad (Lovic y cols., 2011), déficits en el aprendizaje social de
adultos (Levy y cols., 2003), y en alteraciones en las conductas sexuales (Greisen

y cols., 2005) y maternas (Fleming y cols., 2002).
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Chatterjee y cols. compararon la expresion de varias proteinas del cerebro entre
las ratas criadas artificialmente y las ratas criadas por su madre. Las ratas criadas
artificialmente muestran un aumento en la expresion de Neu-N, pero disminucion
de la expresion de sinaptofisina, proteina de elongacién del axon y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (Chatterjee y cols., 2007). Ademas, las ratas
criadas artificialmente también mostraron una reduccién en la apoptosis y en la
liberacion de proteinas antiapoptoticas en el dia 7 postnatal después de ser

sometidas a la crianza artificial (Chatterjee y cols., 2010).

Claramente, la separacion materna y el aislamiento social resultan en cambios
profundos y duraderos en la plasticidad estructural neural. Sin embargo, hay poca
investigacion que examine la plasticidad neuronal relacionada con morfologia
dendritica o grandes diferencias en la morfologia del cerebro como una funcion de

privacion materna y aislamiento social (Shams y cols., 2012).

3. JUSTIFICACION

Los nifios que tuvieron una vida temprana en un orfanato se ha reportado que
tienen un coeficiente intelectual mas bajo, malas interacciones sociales con sus
mismos compaferos o sus cuidadores, un retraso en el desarrollo del lenguaje,
presentando problemas de ansiedad y trastornos de hiperactividad, con una
disminucién del volumen de la materia gris y la sustancia blanca, con respecto de
los nifios que nunca han sido institucionalizados, o habian estado en continua

atencion con alguna familia (Charles y cols., 2013) . Es debido a esta probleméatica
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que se estudi6 mas a fondo este problema y un modelo para realizarlo es la
separacion materna total y crianza artificial, que durante el periodo postnatal pre-
destete se sabe que modifica negativamente el desarrollo de conductas sociales
como la conducta materna, la conducta sexual masculina y la agresion, asi como
algunos cambios cognitivos incluyendo el aprendizaje social (Gonzalez y cols.,
2001; Fleming y cols., 2002; Melo y cols., 2006, 2009; Lomanowska y Melo, 2015).
Se han obtenido resultados donde la estimulacion tactil previene la mayoria de los
efectos. Sin embargo, aln existe poca evidencia del efecto de la crianza artificial, y
de la estimulacion tactil sobre la citoarquitectura de las diversas areas neurales que
regulan dichas conductas y los procesos cognitivos. Por lo que, el objetivo de este
trabajo es evaluar la morfologia dendritica en el circuito limbico en crias de ratas

bajo distintas condiciones experimentales crianza.

4. HIPOTESIS

H1. La separacion materna total y la crianza artificial durante el periodo postnatal

pre-destete modifica la morfologia dendritica en el circuito limbico.

H2. La estimulacion tactil o la social previenen los efectos del aislamiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la crianza artificial durante el periodo postnatal pre-destete modifica
la citoarquitectura del circuito limbico en machos en la etapa juvenil y adulta; asi
determinar si la estimulacion tactil corporal o social previene los efectos

producidos por el aislamiento de la crianza artificial.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar si la separaciéon materna total o la crianza artificial durante el
periodo postnatal temprano afecta la morfologia dendritica del hipocampo
ventral, hipocampo dorsal, la amigdala y el nacleo accumbens en ratas
macho en la etapa juvenil y adulta.
2. Evaluar si la estimulacion tactil corporal o social durante el aislamiento
socio-materno postnatal pre-destete previene los efectos de la crianza

artificial.

6. METODOLOGIA

6.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 64 ratas machos de la cepa Wistar, proporcionados por el Bioterio del
Centro de Investigacion en Reproduccion Animal (CIRA) de la Universidad
Autonoma de Tlaxcala (UAT) y Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
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(CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, ubicado en Ixtacuixtla, Tlaxcala.
Las ratas crias fueron sometidas al aislamiento social temprano y crianza artificial

durante el periodo postnatal temprano desde 3 hasta al 21 dpn.

6.2 GRUPOS EXPERIMENTALES

Se dividieron en cuatro grupos (n=8): el grupo de aislado, donde cada cria fue
colocada sola dentro de un recipiente individual de plastico en el sistema de
crianza artificial, recibiendo estimulacién ano-genital, necesarios para inducir el
reflejo de miccién y defecacién, por 90 segundos a las 09:00 y 18:00 durante todo
el periodo de la crianza artificial hasta los 21 dpn; un grupo criados por su madre,
donde estaran bajo el cuidado que les provee su madre y otras 8 para el grupo
tactil-corporal, recibieron 5 estimulaciones con un pincel de cerdas finas de
camello en el cuerpo de manera céfalo-caudal por 90 segundos todos los dias de
aislamiento. Adicionalmente con base a lo propuesto se agreg6é un grupo social,
cual se encontrd dentro del sistema de crianza artificial acompafiado de otra cria
donante (Figura 4 y 5), los grupos experimentales fueron evaluados a la edad de

21y 90 dias postnatales (Figura 6y 7).
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1\

Figura 1. Grupos experimentales empleados en la crianza artificial. Se muestran las
condiciones de las crias de los distintos grupos de crianza artificial: A) cria aislada, B) cria aislada
cuando recibe estimulacion ano-genital, C) grupo aislado-tactil y D) grupo crianza-social.

Catéter de
polietileno 50 um

Catéter de
polietileno 10 um

Figura 2. Rata con implante de céanula de polietileno colocado en la mejilla. Animal de
experimentacion en el sistema de crianza artificial donde se observa el implante del catéter entra
en la mejilla que serd utilizado para administrarle la formula lactea y asi ponerlo alimentar.
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n=8 & por cada grupo

Parto Implante de Destete Experimento No 1
catéter (21 DPN) {21 DPN)
(4 DPN})
. Control - -
CA-aislado
*
) CA- tactil
Ajuste de CA- social
camada:
5 machos
3 hembras
*

DPN= dias postnatales
CA= crianza artificial

Perfusiény extraccion de cerebros
Tincién de Golgi-Cox

Solucion de sacarosaal 30 %
Corte y revelado

Analisis de Sholl y estadistico

Figura 6. Metodologia empleada en las crias analizadas a los 21 dias postnatales. Se
dividieron las ratas en cuatro grupos: control, crianza artificial sin estimulacion tactil (CA-aislado),
crianza artificial con estimulacién tactil (CA-tactil) y con acompafiamiento de hermanos (CA-social).

n=8 & por cada grupo

Parto Implante de Destete Experimento No 2
catéter (21 DPN) (90 DPN)
(4 DPN)
. Control - -
CA-aislado
_ CA- tactil *
Ajusle de CA- social
camada:
5 machos
3 hembras

DPN= dias postnatales
CA= crianza artificial

*

Perfusiony extraccion de cerebros
Tincién de Golgi-Cox

Solucién de sacarosaal 30 %
Corte y revelado

Analisis de Sholl y estadistico

Figura 7. Metodologia empleada en las crias analizadas a los 90 dias postnatales. Se
dividieron las ratas en cuatro grupos: control, crianza artificial sin estimulacion tactil (CA-aislado),
crianza artificial con estimulacién tactil (CA-tactil) y con acompafiamiento de hermanos (CA-social).
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6.3 SISTEMA DE CRIANZA ARTIFICIAL

Posterior al implante del catéter, las crias se alojaron individualmente en
recipientes de policloruro de vinilo (PVC) (15 cm de altura x 10 cm de didmetro)
ajustados a un contenedor de vidrio tipo pecera (25 cm de alto, 75 cm de frente y
32 cm de fondo) con agua a una temperatura controlada de 36 * 2°C, dentro de un
cuarto termo-regulado a 24 + 2°C (ver figura 8) y con humedad relativa de 46 £ 5
%. El catéter (PE-10 Clay-Adams) es conectado a otro catéter de mayor calibre
(PE-50 Clay-Adams EUA) y éste a su vez es conectado a una jeringa de plastico
(Benson y Dickson (BD), EUA) de 10 ml con férmula lactea tibia a 20°c, la cual se
mont6 sobre una bomba de infusion programable Harvard Instruments modelo
PH2000. Esta ultima se programé para administrar leche durante 10 minutos cada
hora durante las 24h del dia. El volumen y la velocidad de infusion se calcularon

segun el peso promedio de la cria evaluado en una bascula analitica (ver figura 9).

Figura 8. Determinacién de la temperatura corporal de las ratas criadas artificialmente. En la
imagen se muestra el momento de la toma de temperatura de las ratas criadas artificialmente esto
se realizo cada 4 h a lo largo del ciclo circadiano.
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Figura 9. Sistema de crianza artificial. Se muestra el modelo de crianza artificial, el cual consiste
en A) un acuario con agua caliente, dentro del cual se colocan recipientes de plastico y en la base
una capa con viruta de madera. Se implanto un catéter en la mejilla de las crias se conectd a una
bomba de infusién, B) se colocé dentro de los recipientes y a través de un sistema de 10 catéteres
se conectd a una bomba de infusibn mediante jeringas de plastico de 10 ml llenas de leche artificial
y éstas se fijan sobre una bomba de infusién continua las 24 h.

El primer dia de aislamiento (cuarto dia postnatal), las crias recibieron un volumen
de leche igual al 33% de su peso corporal promedio (5 ml de formula lactea), tal
cantidad se incrementd 1% cada dia en base a los requerimientos caloricos. Cada
mafiana las crias se desconectaron de la bomba y fueron pesadas. Los catéteres
se limpiaron con agua caliente a 50°C dos veces al dia, las jeringas se
reemplazaron por otras nuevas con formula lactea tibia, finalmente, las crias se
reconectaron a la bomba de infusion. La velocidad de infusion se recalculé de
acuerdo con el nuevo peso promedio de las crias. En el dia 21 postnatal, las crias
fueron destetadas tanto aquellas criadas por su madre como las mantenidas en el

sistema de crianza artificial.

6.4 PREPARACION DE LA FORMULA LACTEA
La formula lactea para rata, fue provista por la Universidad de Lowa, Estados

Unidos de América y se baso en lo reportado por Messer y cols. (1969) la cual
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contiene lo siguiente: ZnSo4, CuSO,4, FeSO,4, KCl y MgCl,, ademas aminoacidos
esenciales como metionina, triptéfano y otros nutrientes como vitamina mix,
fosfato de calcio tribasico y acido deoxicélico (Sigma-Aldrich, EUA), leche de vaca
evaporada (Carnation Clavel TM), agua estéril, proteina de soya y aceite de maiz.
Se prepard diariamente en funcién de la cantidad que se requiera (ver tabla 1y

Figura 10).

Tabla 1. Composicién quimica de la formula lactea para ratas

Compuesto Cantidad
ZnSo4 0.053 g
CuSo4 0.03g
FeSo4 0.055¢g
KCl 0.500 g
MgCl 0.500 g
Agua 125 ml
Leche Carnation Clavel TM 250 ml
Proteina de soya 1759
Vitamina mix 25¢g
Aceite de maiz 32.5ml
Metionina 0.500 g
Triptofano 0.250 g
Fosfato tricalcico 2.75¢g
Acido deoxicélico 0.050 g
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Figura 10. Preparacién de la féormula. La imagen muestra la preparacion de la formula lactea de
acuerdo con las especificaciones idonea para ratas, al final de la preparacion se envasa en
recipientes de vidrios, aforandolos con la misma cantidad formula lactea, para su almacenamiento
se refrigera a 4 °C por un méximo de 5 dias.

6.5 PERFUSION CARDIACA

La perfusion se realiz6 inmediatamente después del destete al 21 o a los 90 dias
postnatales; se anestesio al animal con pentobarbital sédico a una dosis de 60
mg/Kg via intraperitoneal. Se abre el térax y se corté el diafragma para dejar
expuesto el corazon, posteriormente se corto la aorta inferior para el drenaje de la
sangre, se punciond el ventriculo izquierdo con una jeringa de 20 mL, previamente
llena con solucion salina isoténica al 0.9%, y se administrd la solucion a través del
ventriculo izquierdo; la perfusion terminé cuando haya sangre y los pulmones se
observan totalmente claros. Esto con el fin de obtener el cerebro en éptimas

condiciones (Figura 11).
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Figura 11. Puncion cardiaca y extraccion de cerebros. Se muestra en la imagen A) el método
de anestesia del animal con pentobarbital con una dosis de 60 mg/Kg i.p., B) la perfusion cardiaca
para eliminar la sangre en el cerebro, y C) la extraccién del cerebro de la béveda craneal.

6.6 EXTRACCION DE LOS CEREBROS Y TINCION DE GOLGI-COX

Después de la perfusion se procedio a la extraccion del cerebro. Los cerebros que
se obtuvieron fueron colocados individualmente en frascos con solucion de Golgi-
Cox (K2Cr,07 170mM, HgCl, 200mM, K,Cr,O4 200mM) durante 30 dias (ver figura
10), esta solucién cubre completamente el cerebro y el frasco cerrado
herméticamente. Se mantuvo guardado dentro de una caja de carton de 20 x 40
cm donde no se expongan a la luz medio ambiental. Después, las muestras se
mantuvieron en una solucién de sacarosa al 30 % durante siete dias.

Una vez que los cerebros se tifieron con la solucion de Golgi-Cox, se procedié a
realizar los cortes histologicos en cortes coronales con ayuda de un vibratomo
manual motorizado (Campden Instrument, MA752, Leicester, UK). Los cortes
tienen un espesor de 200 um de espesor y se colocaron en portaobjetos
previamente gelatinizados 2% (Figura 12) y se mantuvieron en una camara
hameda formada de un recipiente hermético de plastico con un porcentaje de 80%

agua destilada y 20% de alcohol etilico para su revelado (Figura 13).
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Figura 12. Extraccion de Cerebros. En la imagen se muestran los frascos que contienen cada
uno de los cerebros con solucidon Golgi-Cox que permanecieron en esta solucién durante 30 dias
para su correcta impregnacion de los cerebros.

Figura 13. Corte y montaje de los cerebros. En la imagen se muestra los cortes de los cerebros
con ayuda de un vibratomo (Campden Instrument, MA752, Leicester, Uk) con un espesor de 200
pUm y posteriormente montados con resina sintética para su preservacion.
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Los cerebros fueron revelados y colocados en portaobjetos gelatinizados para
posterior colocarlos en un tren de revelado siguiendo el siguiente orden: 30 min
en Hidroxido de amonio, un minuto en un lavado con agua destilada, 30 min con
fijado (revelador rapido de Kodak®), un minuto en un lavado con agua destilada,
deshidratado con alcohol al 75% durante 10 min, deshidratado con alcohol al 90%
durante 10 min, deshidratado con alcohol al 100% durante 15 min y un

aclaramiento en xileno durante 30 min.

6.7 ANALISIS MORFOLOGICO MEDIANTE LA TECNICA DE SHOLL Y
DENSIDAD DE ESPINAS DENDRITICAS

Se localizaron las areas de interés: amigdala, nucleo accumbens, hipocampo
dorsal y ventral siguiendo las coordenadas del atlas estereotaxico de Paxinos y
Watson, (1986) y se procedié a dibujar 10 neuronas por cada cerebro, dando un
total de 80 neuronas para cada grupo experimental, se analiz6 mediante la técnica
Sholl y se evalud la densidad de espinas. Las neuronas se trazaron con ayuda de
una camara lucida (Leica, DM2000) acoplada a un microscopio marca Leica, se
utilizé el objetivo de 40x y las espinas se trazaron con el objetivo de 100X (Figura
14).

Con el analisis de Sholl se cuantifico la longitud dendritica, arborizacién dendritica,
el nimero de orden y la densidad de espinas dendriticas promedio de las

neuronas del area cerebral determinada.
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Figura 34. Trazado de neuronas empleando una camara lucida. Se muestra el dibujado de las
neuronas seleccionadas de cada area de interés: el hipocampo ventral y dorsal. El nucleo
accumbens y la amigdala basolateral con un microscopio marcan Leica y un sistema de camara
lucida.

Una vez que se trazé la neurona con las espinas distales, se procedio a realizar el
analisis de Sholl, que consiste en iluminar las dendritas con diferentes colores
segun la bifurcacién de estas, asi la dendrita que emanen del soma corresponde a
una dendrita de primer orden, y en la primera bifurcacion dando paso a dendritas
de segundo orden, y asi sucesivamente hasta la dendrita de orden n (Figura 15).

Se coloc6 una plantilla transparente con circulos concéntricos de los cuales el
circulo del centro que coincide con el soma, lo que permitié6 determinar la cantidad
de intersecciones de cada orden dendritico con cada uno de los circulos, se
evaluo la longitud dendritica total y por cada niamero de orden. Para obtener el
namero de espinas dendriticas se seleccion6 la dendrita mas distal de cada

neurona antes dibujada. De esta dendrita se midié 5 cm equivalentes a 10 micras,
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en esta porcidn se contaron las espinas para asi obtener el numero de total de

espinas dendriticas.

Figura 45. Esquema de la técnica de analisis de Sholl. En la figura se muestra una plantilla para
el andlisis de Sholl, el cual consta de circulos concéntricos de 10 micras, para poder cuantificar las
arborizaciones de la dendrita a medir.

6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se graficd la media y el error estandar de la arborizacion dendritica, el nimero de
orden, la longitud dendritica total y densidad dendritica total por grupos. Se
compararon utilizando el programa estadistico SPSS versién 22 mediante la
prueba de homogeneidad de varianza de Levene y el analisis de varianza
(ANOVA) de un factor seguido de la prueba Tukey.

Se consideré una significancia de P<0.05.
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7. RESULTADOS

Los resultados obtenidos mediante la prueba de homogeneidad de varianza, la
prueba de Levene, y adicionalmente por el teorema de limite central nos permiten
suponer que la poblacion donde se extrajo la muestra tiene una distribucion

normal con varianzas semejantes.

7.1 EFECTOS DE LA CRIANZA ARTIFICIAL A LOS 21 DIAS POSTNATALES

Las ratas que fueron sometidas a crianza artificial con o sin estimulo tactil no
mostraron diferencias significativas en la morfologia neuronal del hipocampo dorsal
respecto al grupo control, siendo semejantes en la arborizacion dendritica (Figura

16A), el numero de orden (Figura 16B) y la longitud dendritica total (Figura 16C).

Por otro lado, la crianza artificial con o sin estimulos tactiles mostraron una
disminucién de hasta el 86% en la densidad de espinas dendriticas (21 +1y20+1
espinas dendriticas respectivamente; ANOVA, F23=4.01, P<0.05, seguido de la
prueba Tukey, *P<0.05) respecto al grupo control (24 + 1 espinas dendriticas;

Figura 16D).
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Figura 16. Analisis morfoldgico de las neuronas del hipocampo dorsal. La crianza artificial con
0 sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas respecto al grupo control en A) la
arborizacién dendritica, B) el nimero de orden y C) la longitud dendritica total. Por otro lado, D) la
crianza artificial con o sin estimulos tactiles (21 + 1 y 20 + 1. nimero de espinas dendriticas
respectivamente) mostraron una disminucion de hasta el 86% en la densidad de espinas dendriticas
(ANOVA, F23=4.01, P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05) respecto al grupo control (24 + 1).
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Las ratas que tuvieron crianza artificial con estimulacion tactil produjo un aumento
significativo en las neuronas del hipocampo ventral respecto al grupo control y el
grupo aislado en la arborizacion dendritica en el niumero de circulo del 10 al 18, con
un aumento maximo de 103% (1 + 0.29 numero de circulo, ANOVA, F,3=3.33,
P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05, Figura 17A). No se tuvo diferencias
significativas sobre el nimero de orden en el hipocampo ventral (Figura 17B). La
crianza artificial con estimulacion tactil produjo un aumento significativo de 27%
(1252 £ 71.70 longitud dendritica, ANOVA, F,3=4.34, *P<0.05, seguido de la prueba
Tukey, *P<0.05) respecto al grupo control y el grupo aislado sobre la longitud
dendritica (Figura 17C). Por otro lado, la crianza artificial con estimulos tactiles (17
+ 1, nimero de espinas dendriticas) mostraron una disminucion de hasta el 79% en
la densidad de espinas dendriticas (ANOVA, Fy3= 6.035, *P<0.01, seguido de la
prueba Tukey, *P<0.05) respecto al grupo control (22 + 1 numero de espinas

dendriticas) y el aislado (19+ 0.73 Figura 17 D).
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Figura 17. Andlisis morfol6gico de las neuronas del hipocampo ventral. La crianza artificial con
estimulacién tactil produjo un aumento significativo respecto al grupo control y el grupo aislado en A)
la arborizacién dendritica en el nimero de circulo del 10 al 18, con un aumento maximo de 103% (1
+ 0.29 nimero de circulo, ANOVA, F»3=3.33, P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05). B) No
se tuvo diferencias significativas sobre el nimero de orden de las neuronas del hipocampo ventral
C) La crianza artificial con estimulacion tactil produjo un aumento significativo de 27% (1252 + 71.70
longitud dendritica, ANOVA, F»3=4.34, *P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05) respecto al
grupo control y el grupo aislado sobre la longitud dendritica. Por otro lado, D) la crianza artificial con
estimulos tactiles mostro una disminucion de hasta el 79% en la densidad de espinas dendriticas
(17 £ 1 nimero de espinas dendriticas; ANOVA, F,3= 6.035, *P<0.01, seguido de la prueba Tukey,
*P<0.05) respecto al grupo control (22 + 1 nimero de espinas dendriticas) y el aislado (19 + 0.73
namero de espinas dendriticas).
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Las ratas con crianza artificial con o sin estimulo tactil no mostraron diferencias
significativas en las neuronas de la amigdala basolateral respecto al grupo control,
siendo semejantes en la arborizacion dendritica (Figura 18A), el nimero de orden
(Figura 18B) y en la longitud dendritica total (Figura 18C). Por otro lado, la crianza
artificial con o sin estimulos tactiles respecto al grupo no mostro diferencias

significativas (Figura 18D).

Las ratas con crianza artificial con o sin estimulo tactil no mostraron diferencias
significativas en las neuronas de la amigdala basolateral respecto al grupo control
en la arborizacién dendritica (Figura 19A). En el niumero de orden (Figura 19B) y la
longitud dendritica total se muestra una tendencia de disminucion de las neuronas
de la amigdala en las ratas criadas artificialmente del grupo control y tactil (Figura
19C). Por otro lado, la crianza artificial con o sin estimulos tactiles respecto al grupo

no mostro diferencias significativas (Figura 19D).

Pagina | 65



A Arborizacién dendritica B Numerode orden

16 450
—e— Control —e— Control
14 —e— Tactil 400 —e— Tactil
12 4 —v— Aislado 350 —»— Aislado
s £
2 300
$ "7 > 250
S 4
3 8- 3
] = 200 -
2 o o
[ c
= G 150
£ ] |
4 100 -
21 50 -
0t T—T—T T T T 17T - 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de circulo (10 pum/cc) Numero de orden
1800 C Longitud dendritica 2 D Densidad de espinas dendriticas
E
_3 1600 - g
g 1400 - o 20
5 1200 o
2 £ 15+
= 1000 o
£ g
£ 800 ® 10 -
T 600 °
© e
2 400 g s5-
c 200 E
o z
~ 0~ 0 -
Control Tactil Aislado Control Tactil Aislado
Grupos Grupos

Figura 18. Andlisis morfolégico de las neuronas del nticleo accumbens. La crianza artificial con
0 sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas respecto al grupo control en A) la
arborizaciéon dendritica, B) el nimero de orden y C) la longitud dendritica total. Por otro lado, D) la
crianza artificial con o sin estimulos tactiles respecto al grupo no mostro diferencias significativas.
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Figura 19. Andlisis morfoldgico de las neuronas de la amigdala basolateral. La crianza artificial
con o sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas respecto al grupo control en A) la
arborizacién dendritica, B) el nimero de orden y C) la longitud dendritica total. Por otro lado, D) la
crianza artificial con o sin estimulos tactiles respecto al grupo no mostro diferencias significativas.
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7.2 EFECTOS DE LA CRIANZA ARTIFICIAL A LOS 90 DIAS POSTNATALES

Los animales sometidos a la crianza artificial con o sin estimulo tactil analizados a
los 90 dias postnatales no mostraron diferencias significativas en las neuronas del
hipocampo dorsal respecto al grupo control y al grupo aislado en la arborizaciéon
dendritica (Figura 20A), el numero de orden (Figura 20B) y la longitud dendritica

total (Figura 20C).

La crianza artificial con estimulacion tactil produjo un aumento significativo en la
arborizacién dendritica del numero de circulo 10 al 25 en el hipocampo ventral
respecto al grupo control y el grupo aislado con un aumento maximo de hasta el
317% (1 + 0.29 namero de circulo, ANOVA, F,3=5.5, *P<0.05, seguido de la prueba
Tukey, *P<0.05, Figura 21A). La crianza artificial con estimulacion tactil produjo un
aumento significativo respecto al grupo aislado en el nimero de orden 2 al 4 con un
aumento maximo de hasta el 50% (417 + 37 numero de circulo, ANOVA, F,3=4.28,
*P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05, Figura 21B). La crianza artificial con
estimulacién tactil produjo un aumento significativo de hasta el 32% (1676 + 110
longitud dendritica, ANOVA, F,3=7, *P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05)

respecto al grupo control y el grupo aislado (Figura 21C).
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Figura 20. Analisis morfoldgico de las neuronas del hipocampo dorsal. La crianza artificial con
0 sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas respecto al grupo control en A) la
arborizacion dendritica, B) el nimero de orden y C) la longitud dendritica total.
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Figura 21. Andlisis morfol6gico de las neuronas del hipocampo ventral. La crianza artificial con
estimulacién tactil produjo un aumento significativo respecto al grupo control y el grupo aislado en A)
la arborizacién dendritica en el nimero de circulo del 10 al 25 con un aumento méximo de 317% (1
+ 0.29 nimero de circulo, ANOVA, F,3=5.5, *P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05). B) La
crianza artificial con estimulacion tactil produjo un aumento significativo respecto al grupo aislado en
el ndmero de orden 2 al 4 con un aumento maximo de 50% (417 + 37 ndmero de circulo, ANOVA,
F23=4.28, *P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05). C) La crianza artificial con estimulacion
tactil produjo un aumento significativo de 32% (1676 * 110 longitud dendritica, ANOVA, F3=7,
*P<0.05, seguido de la prueba Tukey, *P<0.05) respecto al grupo control y el grupo aislado.
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Las ratas sometidas a crianza artificial con o sin estimulo tactii no mostraron
diferencias significativas en las neuronas del ndcleo accumbens respecto al grupo
control en la arborizacion dendritica /Figura 21A) el namero de orden (Figura 21B)
y la longitud dendritica total (figura 21C).

La crianza artificial con o sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas
en las neuronas de la amigdala basolateral respecto al grupo control, siendo
semejantes en la arborizacion dendritica (Figura 22A), el nimero de orden (Figura

22B) y la longitud dendritica total (Figura 22C).
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Figura 21. Andlisis morfolégico de las neuronas del nicleo accumbens. La crianza artificial con
0 sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas respecto al grupo control en A) la
arborizacion dendritica, B) el nimero de orden y C) la longitud dendritica total.
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Figura 22. Andlisis morfolégico de las neuronas de la amigdala basolateral. La crianza artificial
con o sin estimulo tactil no mostraron diferencias significativas respecto al grupo control en A) la
arborizacién dendritica, B) el nimero de orden y C) la longitud dendritica total.
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7.3 RESUMEN DE RESULTADOS

Tabla 3. Resumen de resultados.

Experimento No 1 (21 dpn) Experimento No 2 (90 dpn)
Hipocampo Hipocampo Nicleo Amigdala Hipocampo Hipocampo Nicleo Amigdala
dorsal ventral accumbens basalateral dorsal ventral  accumbens basalateral

C T ACTACTATCTACTACTA ACTA ATCTA
Arborizacion 1
dendritica

Numero de
T
orden

Longitud 1
dendritica total

Densidad de
espinas =1L 1 =1 = === = = = 3 ¥ ¥ X X ¥ I X X X X I
dendriticas

=: No hubo diferencias, 7: Aumento, - Disminucién, C: Control, T- Tactil, A: Aislado, X: No se realizo

8. DISCUSION

8.1 EFECTOS DE LA CRIANZA ARTIFICIAL A LOS 21 DIAS POSTNATALES

Las alteraciones en el cuidado materno han sido asociadas con el estado de
animo (Champagne, 2008). Sin embargo, la neurobiologia de la falta del cuidado
maternal no se entiende completamente. La presente investigacion fue disefiada
para determinar si la estimulacion tactil corporal simula el lamido de la madre en
los machos sometidos al aislamiento socio-materno postnatal de ratas durante 21
dias postnatales. La estimulacion tactil fue suficiente para revertir los efectos en
las neuronas del hipocampo ventral, dorsal, en el ndcleo accumbens y en la

amigdala basolateral (revisar Tabla 3, del experimento No 1).
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En nuestros resultados morfolégicos del hipocampo dorsal los parametros
analizados fueron: la arborizacion dendritica, el numero de orden y la longitud
dendritica se obtuvo que no se establecieron cambios significativos en los grupos
tactiles y aislados en comparacién con el grupo control.

Por los resultados experimentales se sabe que el cuidado de los padres tiene una
funcién importante, por ejemplo, en el aumento en la conducta de lamer-acicalar en
la primera semana de vida, la cual se relaciona con el aumento de la sobrevivencia
de las neuronas hipocampales, la sinaptogénesis y la mejora del rendimiento
cognitivo bajo condiciones estresantes (Liu y cols. 2000). Estos hallazgos sugieren
gue existe una amplia influencia de la conducta materna sobre la expresién de
genes en el hipocampo (Liu y cols. 2000). Ademas, se conoce que la adicién de
estimulos sensoriales (con un pincel de pelos de camello), 0 un ambiente social,
cuando se colocan dos o0 mas crias de la misma edad dentro de los recipientes de
aislamiento, previenen parcialmente algunos de los efectos negativos de la
separacién materna total.

El reemplazo de los estimulos tactiles es capaz de prevenir parcialmente muchos de
los efectos negativos de la crianza artificial sobre la conducta materna (Gonzéalez y
Fleming, 2002; Gonzélez y Cols., 2001; Lovic y Fleming, 2004; Novakov y Fleming,
2005); la conducta sexual (Akbari y Cols., 2010; Lenz y Cols., 2008) entre otros
comportamientos sociales (Melo y Cols., 2006; 2009). Los analisis morfométricos de
los cerebros de las crias que fueron aislados revelan que existe una reduccion en la
poda neuronal y en la apoptosis; es importante destacar que estos efectos son
parcialmente revertidos tras la estimulacion tactil de reemplazo con un pincel de

cerdas finas (Chatterjee y Cols., 2007). Estos datos contribuiran a dilucidar qué esta
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pasando con las neuronas del hipocampo dorsal después de la crianza artificial y
derivados de la estimulacién temprana en el nido materno.

Con respecto de los datos obtenidos en la densidad dendritica en el hipocampo
dorsal se obtuvo que en los grupos tactiles y aislados existe una disminucién de las
espinas dendriticas, la crianza artificial reduce la complejidad de las dendritas
neuronales que ademas de que se observa normalmente con la experiencia materna
en la edad adulta (Shams y Cols., 2012). Adicionalmente, se sabe que el crecimiento
dendritico y la densidad de espinas esta relacionado con el grado de conectividad y
con la actividad aferente (McAllister 2000), lo que implica que las manipulaciones
durante la lactancia son capaces de producir cambios plasticos en las dendritas, y
estas son sensibles a manipulaciones medio ambientales como son la estimulacion
tactil o derivado de la convivencia con hermanos. De manera relevante los cambios
morfolégicos en el circuito limbico descritos en esta tesis, las cuales podrian
relacionarse con cambios en conductas emocionalmente relevantes como el juego,
la agresividad entre otras (Melo, 2015).

En los resultados obtenidos en el hipocampo ventral en los parametros morfolégicos
medidos: arborizacién dendritica, el grupo tactil fue mayor en el grupo tactil con
respecto al grupo control; asi como en el nimero de orden de las dendritas en el
grupo tactil se obtuvo un aumento significativo en el nUmero de orden 3 con respecto
al grupo control, en la longitud dendritica se obtuvo un aumento en este parametro
en el grupo tactil. Se ha mostrado en las ratas aisladas menores niveles de
marcadores de proteinas de neuroplasticidad, incluyendo las de integridad sinaptica,
las relaciones con la comunicacion célula-célula y las que guia la trayectoria axonal,

y asi como en la actividad factores neurotroficos (Burton y Cols., 2007; Chatterjee y

Pagina | 76



Cols., 2007). Por lo tanto, los cerebros de ratas aisladas parecen contener mas
neuronas y células de soporte, pero menos de ellas son funcionales en comparacion
con las ratas control. Estos efectos estan probablemente relacionados con la
reducida poda neuronal y con cambios en la apoptosis reportada en crias de rata
aisladas (Chakraborty y Chatterjee., 2010; Chatterjee y Cols., 2007). Es importante
mencionar que los efectos son regionalmente especificos en la formacion
hipocampal, ya que no se obtuvieron cambios en la region ventral la cual puede
tener implicaciones en la memoria espacial o en el sistema de navegacion, un factor
gue debera ser analizado en el futuro.

En la densidad de espinas dendriticas el grupo tactil y aislado se obtuvo una
disminucién significativa con respecto del grupo control, esto se basa en que la
densidad de la espinas se duplica entre el dia postnatal 15 y hasta la edad adulta
como se ha reportado en humanos, y en otros mamiferos; respecto a las espinas
dendriticas comienzan a aumentar en su primer semana después del nacimiento y
alcanzan un pico en la tercera semana postnatales, (White y Cols., 1997; Harris,
1999; Nimchinsky y Cols., 2002). Por otra parte, existe evidencia de una poda
posterior de las espinas antes de alcanzar la densidad de las espinas maduras, la
cual ocurre varios meses después del nacimiento (Wise y Cols., 1979), muchas
condiciones medio ambientales pueden llevar al decremento de la densidad de
espinas dendriticas. Se han demostrado cambios cualitativos y cuantitativos en la
arborizacion y en la densidad de espinas dendriticas en varias regiones del cerebro
como el hipocampo, en animales después de un cambio en su ambiente, ya sea
que se haya enriquecido o por disminucion de algunos o varios factores (Silva-

Gbémez y cols; 2003).
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Por otro lado, las neuronas espinosas medianas del ndcleo accumbens, poseen
campos dendriticos con entradas hipocampicas, amigdalinas, asi como vy
prefrontocorticales. Las aferencias de entradas hipocampicas y amigdalinas se
sittan en los tallos proximales dendriticos (Fernandez-Espejo, 2000). Cambios en
el numero de espinas dendriticas y de la arborizacién dendritica de las aferencias
dendriticas podrian contribuir a modificar las funciones de la dopamina

mesolimbica.

La superficie dendritica distal de las neuronas espinosas medianas del nucleo
accumbens es el sitio de convergencia de las aferentes dopaminérgicas del area
ventral tegmental (Flores y cols; 2005), y aquella medida por aminoacidos
aferentes excitatorios de la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala (Freund
y cols; 1984). Los aminodcidos excitatorios, generalmente el glutamato,
provenientes de la corteza prefrontal y del hipocampo hacen contacto neuronal
asimétrico con la cabeza de las espinas y regula las funciones de las neuronas
espinosas medianas del nucleo accumbens (Floresco y cols; 2001; Flores y cols;

2005).

En estudios recientes se ha mostrado que los animales con separacion materna
presentan disminuciones en el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por
sus siglas en ingles) en el hipocampo sin cambios en la corteza prefrontal y en el
nacleo accumbens (Lippmann y cols, 2007). Lo antes mencionado podria ayudar a
dilucidar del por qué en nuestros resultados en el nlcleo accumbens no se

encontraron diferencias morfolégicas, ni en la densidad de las espinas dendriticas
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entre los grupos de experimentacion lo que implica un menor efecto en la via

mesolimbica (Lippmann y cols, 2009).

Con respecto de la amigdala basolateral los resultados muestran que el
aislamiento produjo una disminucién en los parametros morfoldgicos evaluados
como son: la arborizacion dendritica, el numero de orden y en la longitud
dendritica, en las ratas que fueron aisladas mediante el sistema de crianza
artificial. Esto podria explicarse debido a que cuando un sujeto o un animal se
someten a un estimulo emotivo, la amigdala participa en la integracion emocional
y en las respuestas autondmica consecuente, (Numan e Insel; 2003; Numan y
cols; 2006). Adicionalmente, se ha obtenido resultados en estudios donde se
compara ratas criadas por sus madres respecto de aquellas criadas artificialmente,
en la que se midieron las concentraciones y distribuciones de proteinas cerebrales
que estan involucradas en el normal desarrollo del cerebro, como son el factor
neurotrofico derivado del cerebro, las moléculas de adhesion celular, la proteina

43 asociada al crecimiento (Chatterjee y cols; 2007).

Se ha reportado también una disminucion en la amigdala basolateral de la
sinaptofisina (Chatterjee y cols; 2007) que es una proteina que mantiene la
integridad de la sinapsis (Masliah y col; 1991; Thiel, 1993); respecto a las
moléculas de adhesion celular y la proteina 43 asociada al crecimiento son
proteinas expresada principalmente a una edad temprana, durante el periodo de
elongaciéon axonal y dendritica (Benowitz y Routtenberg, 1997), y en animales de
85 dias postnatales se ha reportado una disminucién del BDNF (Chatterjee y cols;

2007). El cual juega un papel en el mantenimiento de las funciones sinapticas y en
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la plasticidad de varios circuitos neuronales en animales adultos (Thoenen, 1995;

Jankowsky y Patterson, 1999; Yamada y cols., 2002; Marini y cols., 2004).

En el caso de la densidad de las espinas dendriticas no se obtuvieron diferencias
entre los grupos, como habiamos mencionado anteriormente se sabe que el
crecimiento dendritico y la densidad de espinas esta relacionado con el grado de
conectividad y con la magnitud de la actividad aferente (McAllister 2000). Las
neurotrofinas son expresadas en casi todas las poblaciones neuronales, tanto en
el sistema nervioso central, como el sistema nervioso periférico y sus efectos
pueden ser neuro-especificos, de tal forma que las neuronas en cada capa cortical
responden a subpoblaciones de neurotrofinas con distintos efectos sobre las

dendritas basales o las apicales (McAllister y cols, 1995).

En conclusion, la crianza artificial indujo cambios en varias regiones del encéfalo
al destete. Estos efectos pueden ser parcialmente prevenidos al brindar
estimulacién adicional a las crias ya sea mediante un pincel fino o al poder convivir
con sus hermanos de camada. Lo anterior mencionado muestra el rol que juega el
cuidado materno en la neurogénesis en la organizacion de los circuitos nerviosos y

en la integracion de conductas especificas.

Esto es relevante porque dichos cambios tienen un impacto en la edad adulta en
despliegue conductuales tan importantes como el apego, la conducta sexual o la

agresividad (Melo, 2015).
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8.2 EFECTOS DE LA CRIANZA ARTIFICIAL A LOS 90 DIAS POSTNATALES

El objetivo de estos experimentos fue el de analizar las consecuencias de ratas
que fueron sometidas a separacion materna a través del sistema de crianza
artificial y en aquellos que se les agrego estimulo tactil, desde el tercer dia del
nacimiento hasta el dia 21 postnatal. Se midi6 el impacto sobre la morfologia
dendritica del hipocampo dorsal y ventral, nucleo accumbens y amigdala

basolateral en ratas adultas a los 90 dias de edad.

Las dendritas basales de las neuronas piramidales del hipocampo dorsal de
animales con separacion materna no mostraron cambios morfolégicos en la
arborizacién dendritica. Sin embargo, se obtuvo un aumento significativo en el
namero de orden en el grupo tactil y en animales aislados con respecto al grupo
control, no se obtuvieron cambios en la longitud dendritica total entre las crias
criadas en el sistema de crianza artificial y aquellas a las que se les agrego una
estimulacién tactil, con respecto al grupo control, tampoco obtuvieron un

decremento en la densidad de las espinas dendriticas.

En tanto que las dendritas basales de las neuronas piramidales del hipocampo
ventral en los mismos animales, no mostraron un decremento en la longitud, en la
arborizacion y en el nimero de orden de las dendritas en las ratas que fueron
criadas en el sistema de crianza artificial para el caso del hipocampo dorsal.
Mientras que los efectos de la estimulacion tactil se mantuvieron desde el dia 21
dias postnatales. Estos resultados pueden ser debidos a que la calidad del
cuidado materno no tuvo un efecto en el volumen hipocampal de la progenie y en

la densidad neuronal durante los dias 8 o0 9 postnatales.
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Una administracion subcutanea de corticosterona por via intradérmica en los dias
1-4 postnatales produce un decremento en la proliferacion de las células
granulares y se observa en el volumen hipocampal hasta 7 dias después, sin
embargo, éste efecto parece desvanecerse con la edad de los animales. Estos
datos son indicativos de que existen mecanismos de compensacion en las ratas
adultas que fueron expuestas a 180 min de separacidon materna, las cuales
pueden compensarse con el estrés probablemente debido a la activacion del eje
hipotalamo pituitaria adrenal y a la consecuente liberacion de glucocorticoides.
Esta compensacion puede incrementar el nimero de nuevos contactos sinapticos
comparable con los de las ratas sin separacion materna (Greisen y cols; 2005).
Cuando se someten a las crias a separacion materna repetida durante los
primeros catorce dias de vida, se ha reportado una disminucion en la longitud
dendritica total de la region CA1 del hipocampo, éste efecto permanece hasta los
60 dias de vida lo que soporta efectos diferenciales en distintas estructuras
cerebrales dependientemente del entorno (Monroy; 2008), de hecho, en nuestro
estudio mostraron que existe diferencias entre las estructuras en las dos edades

estudiadas juvenil y adulta.

Ademas se ha obtenido evidencia que la separacidon materna, antes del periodo de
baja respuesta al estrés, (del dia uno al tres postnatales), la activacion del
hipotalamo-pituitaria-adrenal, reduce significativamente la densidad de espinas
dendriticas a nivel de las neuronas piramidales de la tercera capa de la corteza
media prefrontal (Monroy; 2008), mientras que la separacion materna durante este

periodo no provoca cambios en la morfologia dendritica (Bock y cols; 2005), lo que
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sugiere que existe una ventana temporal muy definida en la cual las

modificaciones pueden ser 0 no observadas.

Por otro lado, obtenidos que en el nicleo accumbens y en la amigdala basolateral
no se tuvieron diferencias significativas de los pardmetros morfolégicos evaluados:
como arborizacién dendritica, el nUmero de orden y longitud dendritica total. Todos
cambios morfoldégicos que se obtuvieron en animales de 90 dias postnatales
podria deberse a la separacion materna, lo cual interfiere con la maduracién de las
funciones endocrinas y conductuales en roedores y se ha reportado también en

primates, incluido el hombre (Pryce y Feldon 2003).

El cuidado de los padres tiene una funcion importante en el desarrollo cognitivo y
emocional de la progenie. Varios estudios sugieren que la estimulacion tactil
provista por la madre durante la primera semana de vida esta asociada con
cambios a largo plazo en la conducta (Kaffman y Meaney 2007). Por otro lado, las
crias son capaz de detectar la separacibn materna y comenzar una respuesta
adaptativa por la ausencia de la madre. Las respuestas fisioldgicas de la cria
asociadas con la separacién materna incluyen vocalizaciones ultrasénicas, intentar
trasladarse al nido y liberacion de hormonas de estrés (Kuhn y Schanberg 1998).
Ademas, que la pérdida del cuidado maternal causa que en la cria inicialmente se
inhiba la secrecién de la hormona de crecimiento (Kuhn y Schanberg, 1998;
Levine, 2000). Reportes recientes han demostrado que los animales con
separacién materna presentan disminuciones en el factor neurotréfico derivado del
cerebro en el hipocampo, sin cambios en la corteza prefrontal y en el nucleo

accumbens (Lippmann y cols, 2007).
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Sin embargo, en otros estudios se ha encontrado que aumenta o que no hay
cambios en el factor neurotrofico del cerebro en ratas adultas sometidas a
separacion materna (Greisen y cols, 2005). Otra neurotrofina, el factor de
crecimiento neuronal también se altera en ratas sometidas a separacion materna
(Faure y cols, 2005). En general las neurotrofinas son expresadas en casi todas
las poblaciones neuronales en el sistema nervioso central y en el sistema nervioso
periférico y sus efectos pueden ser neuro-especificos, y las neuronas en cada
capa cortical responden a subpoblaciones de neurotrofinas con distintos efectos
sobre las dendritas basales o apicales dependiendo de la capa celular donde se
encuentren e inclusive de los circuitos neuronales analizados (McAllister y cols,

1995).

En resumen, los datos disponibles revelan que la separacién materna induce
cambios neuro-anatdmicos en el hipocampo dorsal y ventral, el nicleo accumbens
y en la amigdala basolateral (ver Tabla 3). Estos datos también brindan nueva
informacion para nuestra comprensiéon de los comportamientos perturbados
observados en animales separados de su madre, y en nifios que han estado
expuestos a privacion materna y que han convivido en orfanatos con cuidadores
deficientes como lo sucedido en Rumania durante el mandato de Nicolas

Ceausescu (Lydia Denworth; 2015).

La presente investigacion fue disefiada para determinar si la estimulacion tactil
corporal que simule el lamido de la madre en los machos sometidos al aislamiento

socio-materno postnatal rata durante 21 y 90 dias es suficiente para revertir los

Pagina | 84



efectos en las ratas aisladas en neuronas piramidales del hipocampo ventral y

dorsal.

En nuestros resultados morfolégicos del hipocampo dorsal (ver Tabla 3) de los
parametros analizados: la arborizacion dendritica, nimero de orden y la longitud
dendritica no hubo disminucion en los grupos tactiles y aislados en comparacién con

el grupo control.

Ademas la adicién de estimulos sensoriales, con un pincel de pelos de camello, o
en los animales sociales, a los cuales se les agrego una o dos crias de la misma
edad dentro de los recipientes de aislamiento) durante la fase del aislamiento,
previenen parcialmente algunos de los efectos negativos de la separacidén materna
total, el reemplazo de estimulacion tactii se ha demostrado puede prevenir
parcialmente muchos de los efectos de la crianza artificial (Gonzalez y Fleming,
2002;Gonzalez y Cols., 2001;Lovic y Fleming, 2004; Novakov y Fleming,2005), el
comportamiento sexual (Akbari y Cols., 2010; Lenz y Cols., 2008) asi como en otros
comportamientos sociales (Melo y Cols., 2006, 2009).

Por otra parte, también se observado que la a estimulacion tactil induce cambios en
la funcidn tiroidea y en la actividad del sistema serotoninérgico cerebral en el periodo
posparto, ademas de que esta involucrada en cambios plasticos en el hipocampo a
largo plazo (Kenny y Cols., 2013). Los analisis de los cerebros de las crias de
crianza artificial revelan que la poda neuronal y la apoptosis no suceden, lo que
produce reververancia en el circuito del hipocampo (Chatterjee y Cols., 2007). Es
importante destacar que estos efectos son parcialmente impedidos por la

estimulacién tactil de reemplazo (Chatterjee y Cols., 2007).
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Con respecto de los datos obtenidos en la densidad dendritica se obtuvo que en los
grupos tactiles y aislados existe una disminucion de las espinas dendriticas esto es,
la crianza artificial reduce la complejidad de las dendritas neuronales que se observa
normalmente cuando existe experiencia materna (Shams y Cols., 2012).
Adicionalmente la pérdida de espinas puede ser debido a la pérdida de los axones
gue hacen sinapsis (John y Cols., 2002). Estos cambios pueden también afectar a la
cantidad, funcionabilidad o disminucion de células gliales incluyendo los
oligodendrocitos lo que a su vez puede afectar la velocidad de conduccion y de la
sincronizacion de circuitos neuronales (Zempolteca y cols; 2018)

Respecto de los resultados obtenidos en el hipocampo ventral respecto de la
arborizacion dendritica, fue significativamente mayor ya que se obtuvo un aumento
en los puntos de interseccion 11, 12 13 y 14 lo que implica un mayor numero de
contactos sindpticos y por ende de capacidad de integracion neuronal de las
neuronas piramidales de esta regién del hipocampo con respecto al grupo control.
Esto es relevante ya que el nimero de orden en el grupo tactil se obtuvo un
aumento significativo en el numero de orden 3 con respecto al grupo control, asi
como en la longitud dendritica con un aumento en este parametro para el grupo
tactil. Las ratas criadas aisladas tienen menores niveles de marcadores de
proteinas de neuroplasticidad y de funcionalidad sinaptica, incluyendo aquellas
que la integridad sinapsis, la comunicacion célula-célula proteinas de movimiento
intra-axonal, y la actividad de factores neurotroficos (Burton y Cols., 2007;
Chatterjee y Cols., 2007). Por lo tanto, los cerebros de ratas aisladas parecen
contener mas neuronas y células de soporte, pero menos de estas son funcionales

en comparacion con las ratas control. Estos efectos entran probablemente
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relacionados con la disminucién de la poda neuronal y la de apoptosis observada
en crias de ratas aisladas durante la lactancia (Chakraborty y Chatterjee., 2010;

Chatterjee y Cols., 2007).

Respecto a la densidad de espinas dendriticas del hipocampo ventral del grupo
tactil y aislado se obtuvo una disminucion significativa con respecto al grupo control
hallazgos similares se han descrito para el caso del estrato radial y del hipocampo
(Harris y Jensen., 1992). Por otra parte, la densidad de las espinas dendriticas se
duplica entre el dia postnatal 15 y la edad adulta y las espinas dendriticas
comienzan a aumentar en densidad en la primera semana después del nacimiento
y llegan a la cima hacia la tercera semana de vida postnatal, (White y Cols., 1997;
Harris, 1999; Nimchinsky y Cols., 2002). Existe evidencia que una poda posterior
de las espinas antes de alcanzar la densidad de una espina madura que afecta su
morfologia y funcionalidad hasta inclinarse varios meses después del nacimiento
(Wise y Cols., 1979). Lo que demuestra que el cuidado materno es capaz de
ejercer efectos permanentes en la morfologia y funciébn en los circuitos del

hipocampo.

Se ha mostrado que existe neurogénesis en las etapas postnatal y adulta
(Fernandez y col. 2015, Aimone y Cols., 2015). La generacion de nuevas
neuronas en el cerebro de los mamiferos. ocurre Unicamente en dos regiones del
cerebro en el bulbo olfativo y el giro dentado del hipocampo (Clemenson y Cols.,
2015, Cameron y Glover., 2015) De hecho, esta renovacion a nivel celular no es
estatica o meramente reparadora, en su lugar, la neurogénesis adulta constituye

una respuesta de adaptacion a los retos impuestos por el entorno de un animal, la
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neurogénesis adulta en condiciones normales se limita probablemente a sélo dos
regiones: la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo y la zona
subventricular  (SVZ) porque estas regiones poseen células madres pluri
potenciales (De La Rosa y Cols., 2015). Los astrocitos en la SVZ de adultos, que
las lineas de la frontera entre el cuerpo estriado y el ventriculo lateral, actdan
como lenta la divisibn de células madre neurales, capaces de generar una
progenie de precursores de neuroblasto (Garcia y Cols., 2004). Estos neuroblastos
avanzan hacia el bulbo olfatorio por un camino intrincado de la migracién conocida
como la corriente migratoria rostral (RMS) y se integran al circuito del bulbo
olfatorio. Estas nuevas neuronas son importantes porgue se producen después de

la olfaccién de sujetos sexualmente relevantes (Portillo; 2012, Paredes; 2010).

Lo anterior muestras que la influencia de la madre en las primeras etapas del
desarrollo de las crias, como es el caso de las ratas e incluso en humanos tiene
un efecto permanente en variables morfolégicas, funcionales, endocrinas y
conductuales (Melo, 2015). Esto es valido inclusive para variaciones entre
poblacionales del despliegue maternal, el cual tienen impactos en cuanto a su
despliegue de conductas en la vida adulta (Urgarte y cols., 2011), como se
muestran en las ratas Flinders, alto Roman y bajo Roman o en el caso de las ratas

de alto o bajo lamido (Maney y Champagne., 2010).

Lo anterior es relevante ya que implica que el cuidado materno que reciben las
crias durante el periodo postnatal temprano, esto es entre el nacimiento y el
destete a los 21 dias postnhatales es fundamental para un buen desarrollo éptimo

(Gbnzalez — Mariscal y Melo, 2017)
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También sea considerado lo anterior para el desarrollado de paradigmas
experimentales para incrementar el cuidado materno, medido a través de la
cantidad de lamido ano-genital, y esto se puede lograr reduciendo el tamafio de la
camada o bien por la separacion de las crias diariamente por un periodo corto de
tiempo 15 min (Leigh y Hoster, 1973; Lee Williams, 1974; Melo, 2015). Lo opuesto
es el decremento del cuidado materno y esto se logra al incrementar el tamafio de
la camada, bulbotomia o inducida por sulfato de zinc intranasal en la madre o bien

por la crianza artificial de las crias (Urgarte y cols., 2011).

La crianza artificial ofrece ventajas por que se controlan todas las variables, no es

costosa y se tienen evidencia experimental sélida que la respalda (Melo, 2015).

Los resultados experimentales de este trabajo de tesis muestras que la crianza
artificial produjo cambios selectivos en la morfologia dendritica en el circuito
limbico (no se observan efectos en el hipocampo dorsal, pero si en el ventral en
ambas edades de experimentacion a los 21 y 90 dias postnatales. En la amigdala
basolateral y asi como en el nicleo accumbens tampoco se obtuvieron diferencias

entre los grupos de experimentacion en los animales de 21 postnatales.

Los cambios morfolégicos antes descritos son dependientes de la edad y pueden
correlacionarse con los hallazgos en humanos que han crecido en orfanatos
privados de un cuidado maternal adecuado (Charles y cols, 2013) de entre ellos
destacan los estudios que se han realizado en los nifios rumanos en época de
Nicole Ceausescu los cuales muestran déficit en su contacto social, impulsividad

agresividad entre otras alteraciones (Alisa y cols; 2012).
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Entonces al modelo de separacion materna total es adecuado para evaluar el
efecto de la privacion del cuidado materno sin deterioro nutricional y por lo tanto
nos permite evaluar el posible rol de las fibras tactiles tipo C que tienen un valor
mas bien social como el que se produce al abrazar a una persona (Lydla Denworth
, 2015), la tersa estimulacion que se logo con el pincel con cerdas finas de camello
fue muy adecuado para prevenir, aunque sea parcialmente, algunos de los efectos
de la crianza artificial sugiriendo un rol fundamental de la estimulaciéon tactil C
especifica en las primeras etapas del desarrollo experimental. A futuro permitiran

evaluar los cambios morfolégicos en otras areas cerebrales.

Experimentos preliminares del Dr. Angel I. Melo muestran cambios significativos
en la morfologia de las neuronas de la corteza somatoma-sensorial primaria 1, 2, 3
y 4 de Brodmann. Sin duda estos hallazgos son prueba fehaciente del impacto que

tiene la interaccion madrea- crias y entre hermanos en el nido maternal.

En conclusion, la crianza artificial nos permiti6 determinar su impacto sobre
distintas estructuras cerebrales en un corto plazo (ratas pre-puberes de 21 dias
postnatales) y en las adultas (90 dias postnatales). Los estimulos sociales
simulados por el pincel o la convivencia entre hermanos son factores que pudieran
prevenir, al menos parcialmente, los efectos de la migracion materna. A futuro nos
permitira dilucidar que otras estructuras cerebrales pueden ser influenciadas por
esta maniobra. Nuestros hallazgos son relevantes para aquellos infantes que son
privados de sus madres por distintas circunstancias, deberan recibir
estimulaciones adicionales para favorecer un desarrollo arménico durante el

neurodesarrollo.
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9. CONCLUSIONES

1. La crianza artificial afecté de manera diferencial a las distintas regiones
de la asta de Amon del hipocampo

2. La estimulacién tactil es capaz de prevenir, al menos en parte los
efectos de la crianza artificial.

3. La separacion materna disminuye la mayoria de los pardmetros
morfolégicos en las neuronas de la amigdala basolateral a los 21 dias
postnatales

4. Los efectos de la estimulacion tactil perduran hasta la etapa adulta

5. El lamido corporal o la estimulacion téctil influyen en el neurodesarrollo

en ratas aisladas o que han sido criadas artificialmente.

10. PERSPECTIVAS

1. Evaluar los cambios morfol6gicos en areas como la corteza prefrontal, que
estan implicada en los desdrdenes conductuales que produce la separacion

materna como lo es la ansiedad y la agresividad.

2. Determinar la morfologia de las espinas dendriticas de acuerdo a sus

caracteristicas morfologicas: en forma de hongo, filiforme etc.

3. Realizar una cuantificacion de las proteinas cerebrales implicadas en el

desarrollo neuronal.

4. Evaluar la morfologia dendritica de los grupos sociales
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