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1 ABREVIACIONES

ACTH (adrenocorticotropic hormone): hormona adrenocorticotrépica.

AO (anterior olfactory nucleus): nicleo olfatorio anterior.

AOB (accesory olfactory bulb): bulbo olfatorio accesorio.

AVP (arginine vasopressin): vasopresina.

BDNF (brain derived neurotrophic factor): tactor neurotréfico derivado del cerebro.
BLA (basolateral amygdala): amigdala basolateral.

BNST (bed nucleus of the stria terminalis): ntcleo cama de la estrfa terminalis.
CA1, CA2, CA3 (cornu Ammonis 1, 2 or 3): cuerno de Amén 1, 2 o 3 del hipocampo.
CeA (central amygdala): amigdala central.

CRH (corticotropin releasing hormone): hormona liberadora de corticotropina.
DNA (deozyribonucleic acid): dcido desoxirribonucleico.

EC (entorhinal cortex): corteza entorrinal.

ELS (early life stress): estrés durante la vida temprana.

GPCR (G protein couped receptors): receptores acoplados a proteinas G.

GR (glucocorticoid receptor): receptor a glucocorticoides.

HPA (hypothalamic-adrenomedular axis): eje hipotaldmico-hipofisiario-adrenal.
IEG (inmediate early genes): genes de expresién inmediata.

IHC (immunohistochemistry): inmunohistoquimica.

LS (lateral septum): septum lateral.

MeA (medial amygdala): amigdala medial.

MeApd (posterodorsal medial amygdala): amigdala medial posterodorsal.
MeApv (posteroventral medial amygdala): amigdala medial posteroventral.
MOB (mazin olfactory bulb): bulbo olfatorio principal.

MOE (mazin olfactory epithelzum): epitelio olfatorio principal.

mPFC (medial prefrontal cortex): corteza prefrontal medial.

MR (maineralocorticoid receptor): receptor a mineralocoirticoides.

NAc (nucleus accumbens): nticleo accumbens.

NAcCo (nucleus accumbens core): niicleo accumbens core.

NAcSh (nucleus accumbens shell): nticleo accumbens shell.

NB (nucleus basalis): nticleo basal.
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OB (olfactory bulb): bulbo olfatorio.

OXT (oxytocin): oxitocina.

PirC (piriform cortex): corteza piriforme.

PVN (paraventricular nucleus of the hypothalamus): nicleo paraventricular del hipotdlamo.
SHRP (stress-hyporesponsive period): periodo de hiporespuesta al estrés.

VA (vomeronasal amygdala): amigdala vomeronasal.

VMH (ventromedial hypothalamus): hipotdlamo ventromedial.

VNO (vomeronasal organ): érgano vomeronasal.

VP (ventral palidum): palido ventral.

VTA (ventral tegmental area): drea tegmental ventral.



2 RESUMEN

Numerosas especies animales dependen de las interacciones sociales entre conespecificos para su
desarrollo adecuado y sobrevivencia. Ademds, deben procesar correctamente la informacién
social y exhibir las conductas adecuadas para todos los contextos sociales. Se ha demostrado que
la exposicién a un entorno adverso durante la vida temprana aumenta el riesgo de desarrollar
trastornos con déficits en el dominio social. En roedores, el ambiente postnatal temprano esta
fuertemente determinado por las interacciones entre la madre y sus crias, y la privacién del

cuidado materno es un evento adverso en la vida temprana ya que induce estrés en las crias.

Estudios han demostrado que la privaciéon del cuidado materno interrumpe con el desarrollo
adecuado del cerebro y modifica la conducta social de los individuos en la edad adulta. Sin
embargo, existe la necesidad de una mayor comprensién de los mecanismos neuronales que
subyacen los cambios en la conducta social inducidos por la privacién del cuidado materno. En
un estudio previo observamos que, durante la juventud, las interacciones sociales novedosas son
un estimulo més recompensante que otros estimulos como la novedad ambiental y la familiaridad
social, ya que induce un aumento en la expresion de c-Fos en algunos ntcleos del sistema

dopaminérgico como el VP y NAc, y en el PVN.

Con base en las observaciones anteriores, se disefié un experimento que consistié privar a ratas
del cuidado materno y exponerlas a la novedad social en la edad adulta para evaluar la expresién
de c-Fos en dreas cerebrales involucradas en el procesamiento de informacién social y nicleos del
sistema de recompensa. Las dreas cerebrales evaluadas fueron la BLA, MeA, LS, PVN, NAc y
mPFC. Ademds del analisis histolégico, también se evalué la conducta de los individuos durante

la exposicién a la novedad social.

Las ratas privadas del cuidado materno pasaron menos tiempo investigando al conespecifico
desconocido, lo que sugiere que la separacién maternal reduce la motivacién por la socializacién.
Con respecto a la inmunoreactividad de c-Fos en el cerebro social y los ntcleos del sistema de
recompensa, se observé una reducida expresién de c-Fos en la MeA, BLA, LS, NAc y mPFC en
los individuos privados del cuidado materno. No se encontraron diferencias en la actividad del

PVN entre individuos privados y no privados del cuidado materno expuestas a la novedad social.



Los resultados del presente trabajo demuestran que, en la edad adulta, la privacién del cuidado
materno reduce la motivacién por socializar con individuos novedosos, y que reduce la actividad
de areas cerebrales involucradas en procesamiento de informacién social y recompensas. Para
explicar la igualdad de la actividad del PVN de ratas privadas y no privadas del cuidado materno,
se requerirfa un andlisis mas detallado en cual se distingan las diferentes poblaciones neuronales

de este nucleo.



3 ABSTRACT

Numerous animal species depend on social interactions between conspecifics for their proper
development and survival. Furthermore, they must correctly process social information and
exhibit the appropriate behaviors for all social contexts. The exposure to an adverse environment
during early life has been shown to increase the risk of developing disorders with deficits in the
social domain. In rodents, the early postnatal environment is strongly determined by interactions
between the mother and her offspring, and deprivation of maternal care is an adverse event in

early life since it induces stress in the offspring.

Studies have shown that maternal separation interrupts the proper development of the brain and
modifies social behavior of individuals later in life. However, there is a need for a further
understanding of the neural mechanisms underlying changes in social behavior induced by
maternal care separation. In a previous study, we observed that during youth, novel social
interactions are a more rewarding stimulus compared with other stimuli such as environmental
novelty and social familiarity, since it induces an increase in the expression of c-Fos in some

nuclei of the dopaminergic system, such as the VP and NAc, and PVN.

Based on the previous observations, an experiment that consisted of depriving rats of maternal
care and exposing them to social novelty in adulthood to evaluate the expression of c-Fos in brain
areas involved in the processing of social information and nuclei of the reward system was
designed. The evaluated brain regions were the BLA, MeA, LS, PVN, NAc and mPFC. In
addition to the histological analysis, the behavior of individuals during social novelty exposure

also was evaluated.

Maternally separated rats exposed to social novelty spent less time investigating the novel peer,
suggesting that maternal care separation reduces social approach motivation. Regarding the
immunoreactivity of c-Fos in the social brain and nuclei of the reward system, there was a blunted
expression of c-Fos in the MeA, BLA, LS, NAc and mPFC of maternally separated individuals.
No differences in the activity of the PVN were found between maternally and non-maternally

separated rats exposed to social novelty.
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The results of the present work show that, in adulthood, maternal care separation reduces social
approach motivation and reduces the activity of brain areas involved in social information
processing and reward. To explain the equality of the activity of the PVN of maternally and non-
maternally separated rats, a more detailed analysis would be required in which the difterent

neuronal populations of this nucleus are distinguished.
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4 INTRODUCCION

El cuidado materno juega un papel importante en el desarrollo adecuado del cerebro (Champagne
et al., 2003). Estudios han demostrado que el modelo animal llamado privacion o separacion
materna, que consiste en separar a las crias de su madre por un determinado tiempo durante los
primeros dias postnatales, tiene un profundo impacto en el desarrollo del cerebro, de tal manera
que afecta la maduracién de regiones cerebrales involucradas en funciones cognitivas y afectivas
(McEwan, 2000; Becker et al., 2007). El cerebro de los roedores es particularmente sensible al
estrés postnatal, particularmente durante los dfas 1 a 14, ya que durante este periodo maduran
los sistemas encargados de la regulaciéon de las respuestas al estrés, denominado periodo SHRP
(Levine, 1994; Schmidt et al., 2003; Schmidt et al., 2005). Durante este periodo, existe una minima
capacidad de respuesta al estrés que conduce a una ventana para la poda sinéptica y la formacién
de una red funcional de regiones cerebrales criticas que median y regulan la respuesta al estrés

en la edad adulta (Levine, 2002).

La madre despliega hacia su descendencia conductas como la estimulacién tactil, el
amamantamiento y el contacto pasivo madre-cria, que son esenciales para mantener la corteza
adrenal inactiva y reducir su sensibilidad a los corticoides, y asf reducen o inhiben la actividad de
las estructuras involucradas en la activacién de las respuestas al estrés (Levine, 2001; Vetulani,
2013). Algunos estudios han demostrado que estrés por privacién del cuidado materno,
especialmente durante el periodo SHRP, conduce al aumento de los niveles de corticoides en la
sangre y a la hiperactividad de los sistemas encargados de la regulacién de la respuesta al estrés
durante la edad adulta (Lui et al, 1997; Liu et al., 2000), como consecuencias de cambios
sindpticos en las redes neuronales que afectan la maduracién de regiones cerebrales que forman

parte de los sistemas de estrés y dreas criticas para las funciones cognitivas (Brock et al., 2005).

El estrés durante etapas de desarrollo temprano conduce a una alta densidad dendritica en la
mPFC (Ovtscharoft y Braun, 2001) y al aumento en el volumen de la amigdala (Lupien et al,,
2011; Koe et al., 2016). Por otra parte, existe evidencia que indica que ratas adultas privadas del
cuidado materno presentan una disminucién en la expresiéon de BDNF en la mPFC, en el NAcc

y en la regién CA1 del hipocampo, y es a través de los cambios en la expresion del BDNF que la
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privacién materna induce cambios en la densidad dendritica y nimero de espinas dendriticas en

la mPFC y amigdala (Wang et al., 2015).

Estos resultados implican que la privacién de la madre puede tener efectos a largo plazo en
regiones involucradas en la toma de decisiones y en la maduracién del sistema dopaminérgico;
dos regiones cuyo funcionamiento puede influir considerablemente en la expresién conductual,
ya que conductas complejas que involucran un determinado grado de control cognitivo o
regulacién emocional requieren de la actividad coordinada de multiples regiones cerebrales. Por
lo tanto, los cambios en las redes neuronales inducidos por privacién materna podrian
manifestarse como trastornos del estado de animo y deficiencias cognitivas en la edad adulta
(Newport et al., 2002). Se ha demostrado que ratas privadas del cuidado materno muestran
deficiencias en las funciones afectivas, aumento de conductas relacionadas a la ansiedad, (Aisa et
al., 2007; Huot et al.,, 2001; Salm et al., 2004; Wigger y Neumann, 1999) depresién (Ladd et al.,
2000; Asia et al., 2007) y aumento de conductas anhedénicas (Huot et al., 2001), también se han
reportado déficits cognitivos en tareas de memoria y reconocimiento (Asia et al., 2007; Garcia et

al., 2013).

En relacién con la conducta social, especificamente en el juego, se ha reportado que por privaciéon
del cuidado materno induce un incremento en las conductas agresivas en las peleas de juego, tanto
en jovenes como adultas (Veneema y Neumann, 2009), lo que sugiere que las experiencias
negativas durante el desarrollo temprano tienen consecuencias negativas sobre la forma en la que
los individuos socializan en la edad adulta. Por otra parte, algunos trabajos han reportado que la
privacién del cuidado materno reduce el tiempo en el cual los individuos socializan con un
conespecifico desconocido (Lukas et al., 2011; Girardi et al., 20145 Lee et al., 2019; Houwing et
al., 2019). Sin embargo, los trabajos mencionados se han enfocado tinicamente a la conducta, por
lo que existe la necesidad de una mayor comprensién de los cambios neuronales que subyacen los

cambios en la conducta social inducidos por la privacién del cuidado materno.

En un trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigacién, se observé que existe un
aumento en la actividad de nucleos hipotaldmicos y del sistema dopaminérgico tras la exposicién
a la novedad social en individuos j6venes (Gémez-Goémez et al., 2019). Debido a que el cuidado

materno juega un rol primordial en la maduracién de estas regiones, este estudio se centré en

13



evaluar la actividad de las regiones cerebrales involucradas en el procesamiento de la informacién

social durante un encuentro social novedoso en ratas adultas privadas del cuidado materno.
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5 ANTECEDENTES

5.1 El cerebro social

Brothers (1990) propuso que existen dreas cerebrales encargadas de procesar informacién de tipo
social. La evidencia para esta proposicién provino de estudios en animales en los cuales manipulé
algunas 4reas del cerebro y cuyas consecuencias fueron alteraciones en la conducta social.
Investigadores en el campo de la neurociencia que pretenden comprender las bases neuronales la
conducta social, desde la deteccién y el procesamiento de la informacién social hasta su
integracién y regulacién, han denominado al conjunto de dreas involucradas en este proceso como
cerebro social (Insel y Fernald, 2004). En esta red el procesamiento de informacién social pasa por
diversas etapas en las cuales estdn involucradas diversas dreas cerebrales y neurotransmisores

(O’Connel y Hoftman 2011; Love, 2013).

5.1.1  Procesamiento de informacion social

Enroedores, y en la gran mayoria de los mamiferos, la informacién social es detectada y procesada
por el sistema olfatorio, que estd compuesto por diferentes subsistemas, de los cuales resaltan el
MOE y el VNO (Shepard, 2006; Kobayakawa et al., 2007) (figura 1). E1 MOE detecta moléculas
volatiles por medio de GPCR en neuronas sensoriales que proyectan a las células mitrales del
MOB (Vassar et al., 1994). De esta 4rea la informacién es enviada a través de las células mitrales
que extienden sus axones por el trayecto olfatorio lateral al AO, amigdala, tubérculo olfatorio,

PirC y EC (Baum y Kelliher, 2009).

Moléculas odoriferas emitidas por otros conespecificos, como las feromonas, son disueltas en la
mucosa nasal y detectadas por receptores V1 y V2 expresados por neuronas sensoriales que se
encuentran en el epitelio del VNO (Thorne y Amrein, 2003), que proyectan a las células mitrales
del AOB, de ahf estas células extienden sus axones a la VA y BNST, y de estas dreas, la
informacién es enviada al hipotdlamo (Mohedano-Moriano et al., 2008). Se ha sugerido que las
interacciones entre los subntcleos de la amigdala y el VMH son cruciales para la regulacién

diferencial entre conductas agresivas y reproductivas (Choi et al., 2005).

15



b MOE VNO

Figura 1. Proyecciones MOE y VNO. a) Neuronas olfatorias sensoriales (OSN) en el MOE proyectan a través
del plato cribiforme (CP) a los glomérulos (GL) del MOB; OSN’s (morado, azul y naranja) que expresan los
mismos receptores convergen en un solo glomérulo en el MOB; células mitrales (MC) del MOB extienden
dendritas apicales a los GL y extienden sus axones al cerebro anterior. Las neuronas sensoriales vomeronasales
(VSN) proyectan al AOB; VSN’s en la zona apical del VNO (rojo, izquierda) proyectan al AOB rostral; VSN’s
en la zona basal del VNO (verde, derecha) proyectan al AOB caudal. BV, vaso sanguineo; GG, ganglio de
Brueneberg; SO, 6rgano septal. b) Proyecciones del MOB (naranja, izquierda) y el AOB (marrén, derecha) al
cerebro anterior. VTV, venia tectal ventral; AO, nicleo olfatorio anterior; Tu, tubérculo olfatorio; Pir, corteza
piriforme; Ent, corteza entorrinal; LOTE, nicleo del tracto olfatorio lateral; ACo, amigdala cortical anterior;
PLCo, amigdala cortical posterolateral; BST, nicleo cama de la estrfa terminal; BAOT, nicleo del lecho del
tracto olfatorio accesorio; Me, amigdala medial; PMCo, amigdala cortical posteromedial; MPA, drea preéptica

medial; VMH, hipotalamo ventromedial; PM, ntcleo premammilar. Tomado de Baum y Kelliher (2009).

5.1.2  Interseccion del cerebro social con el sistema de recompensa

El circuito de conducta social comparte miultiples conexiones con nicleos que pertenecen al
sistema de recompensa, por lo que la informacién puede ser ticilmente transferida entre estas
redes, de tal manera que forman otra red encargada de la toma de decisiones y motivacién social
(O’Connel y Hoftman, 2011) (figura 2). Dos nodos entre el circuito de conducta social y el sistema
mesocorticolimbico de recompensa BNST, VTA y LS. E1 BNST que estd implicado en conductas
reproductivas, la agresiéon y el cuidado materno, comparte conexiones con la amigdala y el
hipotdlamo, y puede generar efectos excitatorios de larga duracién sobre neuronas

dopaminérgicas del VTA (Love, 2013).
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Figura 2. Nodos que conectan el circuito de conducta social y el sistema mesolimbico de recompensa. A la
izquierda se muestran las dreas cerebrales que forman parte de la red de conducta social, y a la derecha las areas
cerebrales que forman parte del sistema mesolimbico de recompensa. Al centro se muestran algunos de los
nucleos que conectan el circuito de conducta social y el sistema mesolfmbico de recompensa. Las flechas indican
conexiones anatémicas entre estas regiones del cerebro dentro de cada sistema en mamiferos. Area preéptica
(POA); hipotdlamo anterior (AH); sustancia gris periacueductal (PAG/CG); amigdala medial (meAMY); Str
(estriado); amigdala basolateral (bIAMY); hipocampo (HIP); ntcleo accumbens (NAcc). Tomada de O’Connel
y Hoffman (2011).

Las neuronas dopaminérgicas del VTA tienen un papel importante en la evaluacién de la
prominencia de sefiales provenientes del ambiente y en la sefializacién de eventos motivacionales,
proyectan al NAc y liberan dopamina en esta drea en respuesta a estimulos especificos (O"Connel
y Hoffman, 2011; Love, 2013). El hecho de que la informacién social también sea procesada por

el sistema de recompensa implica que se les otorga valores emocionales a los estimulos sociales.
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5.1.8  Memoria social

Todas las relaciones sociales dependen de la habilidad de un organismo para recordar a
conespecificos, por lo tanto, la memoria social es esencial para la reproduccién, defensa y el
establecimiento de jerarquias entre individuos (Ferguson et al., 2001). La memoria social refleja
diferentes procesos cognitivos y conductuales, como la capacidad de reconocer un conspecifico
tamiliar o novedoso, conocido como reconocimiento o memoria social, o la capacidad de aprender
de otros, conocido como aprendizaje social (van der Kooij y Sandi, 2012). En el laboratorio, la
memoria social en roedores puede ser evaluada midiendo la reduccién en el tiempo de
investigacion entre conespecificos familiares en relaciéon con conespecificos novedosos (Ferguson
et al., 2001), y ha demostrado que los individuos son capaces de distinguir entre conespecificos

tamiliares y novedosos.

Los neuropéptidos OXT y AVP juegan un papel importante en la expresién de diferentes
conductas sociales como el establecimiento de lazos afectivos, memoria social, la agresién, y
reproduccién (Ferguson et al., 2001; Lukas et al., 2011). En relacién a la memoria social, estudios
han demostrado que la liberacién de AVP en el LS y OXT en la MeA es esencial para su
consolidacién (Lukas et al., 2011; Veneema et al., 2012; Ferguson et al., 2001); cuando se bloquean
los receptores a AVP en el LS y ratas knock out a OXT son incapaces de discriminar entre un
individuo familiar y desconocido, y cuando se administra OXT y AVP en la MeA y LS
respectivamente, se restaura la memoria social (Lukas et al., 2011; Veneema et al., 2012; Ferguson

et al., 2001).

El hipocampo es la principal drea relacionada a la memoria, donde la informacién es procesada
por la via trisindptica cldsica; sefiales procedentes de la corteza entorrinal son enviadas al giro
dentado, y de ahf la informacién es enviada a CA3 y luego a CA1 (Kandel et al., 2000). Hasta hace
pocos aifios se desconocia acerca del rol de CA2, incluso era considerada como extensiéon de CAS3;
sin embargo, investigaciones recientes la han definido como una regién distinta a CA1 y Cas3, ya
que posee sets Unicos de aferencias y eferencias corticales, ademas de que participa en diferentes

procesos cognitivos (Tzakis y Holahan, 2019).
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En un estudio en el cual se realizaron hibridacién iz situ en cerebros de roedores para detectar la
expresiéon del gen Avprib en el hipocampo, reporté que habia una mayor expresién de Avprib en
células piramidales de CA2, por lo que sugieren que CA2 desempeiia un papel en la formacién o
recuperacion de memoria social, de manera similar en que las células piramidales de CA1 y CA3
establecen recuerdos sobre el espacio (Young et al., 2006). Para conocer mas acerca del rol de
CA2 en la memoria social, Smith et al. (2016) emplearon optogenética para excitar terminales de
neuronas vasopresinérgicas del PVN en CA2 durante la adquisicién de memoria social, y
observaron que los roedores presentaban una mejor memoria social cuando se produjo la
estimulacién 6ptica durante la adquisicién de la memoria. Estos resultados sugieren que la
estimulacién de las terminales de neuronas vasopresinérgicas del PVN que inervan CA2 juegan
un rol importante en el establecimiento de memoria social (Smith et al 2016), y que la via

hipotalamica-CA2 depende de la sefializaciéon por AVPR1b (Young et al., 2006).

La idea de que la regién CA2 puede integrar sefiales olfativas con encuentros sociales para crear
una respuesta apropiada se hace evidente al considerar las entradas directas que recibe CA2. Por
un lado, CA2 recibe informacién no espacial de la EC (Chevaleyre y Siegelbaum, 2010; Kohara et
al.,, 20145 Dudek et al., 2016). La EC recibe informacién del OB y la PirC, ambas areas que
procesan informacién olfatoria (Boeijinga y van Groen, 1984). Ademas, CA2 es la tinica regién
del hipocampo que recibe inputs vasopresinérgicos del PVN y LS, que parecen ser cruciales para
mediar la conducta social (Cui et al., 2013; Zhang y Hernéndez, 2013). Por lo tanto, se piensa que
CA2 incorpora la informacién procedente de las dreas mencionadas, para crear trazos de memoria

que dependen del olor del individuo.

Aunque se le ha prestado mas atencién a CA2 en el establecimiento de memoria social, se ha
reportado que esta drea no es la tnica responsable del establecimiento de este tipo de memoria,
ya que CA1 y CA38 también juegan un rol en la consolidacién de la memoria social (Okumaya et
al,, 2016; Chiang et al,, 2018; Meira et al., 2018). Interesantemente Okumaya et al. 2016,
demostraron que un set de neuronas de CA1 ventral proyectan al NAc y son importantes para la
memoria social. El hecho de que la informacién social es transmitida al NAc, un 4rea importante
en el circuito neuronal de recompensa sugiere que se le otorga un valor hedénico a la informacién

social que puede reforzar la motivacién por las interacciones sociales.
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5.1.4  Sociabilidad

La sociabilidad o motivacién social es definida como la disposicién por interactuar con otro
conespecifico (Chevallier et al., 2012). Los roedores tienen un repertorio amplio de conductas
sociales y demuestran una fuerte sociabilidad. Se han establecido varios métodos para medir la
sociabilidad de los roedores de manera sencilla, que incluye la interaccién social reciproca, el
juego social juvenil y las pruebas de interacciones sociales de tres cdmaras (Kim et al., 2019).
Estudios han mostrado que los roedores prefieren los estimulos sociales en comparacién con
objetos y ambientes novedosos ya que pasan mas tiempo con los conespecificos, y que los roedores
j6évenes pasan mas tiempo socializando y buscan interacciones sociales novedosas con mas

frecuencia que los individuos adultos (Smith et al., 2015).

La mayorfa de los estudios enfocados al estudio de interacciones sociales novedosas evaltan el
juego o agresién social. En relacién con el juego social, se ha demostrado que el NAc tiene un rol
importante durante el despliegue de esta conducta, y que su actividad es influenciada por
dopamina, serotonina, AVP, OXT y opiodes (Délen et al., 2003; Trezza et al., 2011). La dopamina
en este nicleo juega un papel importante en los procesos de recompensa, como la motivacién de
incentivos. Manduca et al. (2016) investigaron el rol de la dopamina en el NAc en el juego social
en ratas, y reportaron que la administracién del liberador de dopamina en el NAc aument6 la
conducta social, mientras que el bloqueo de receptores a dopamina redujo la conducta social e
impidio los efectos potenciadores del juego por la estimulacién de receptores a endocannabinoides
y opioides. Estos hallazgos demuestran un importante papel modulador de la dopamina en el NAc
en el juego social. Por lo tanto, la actividad funcional de dopamina en la via mesolimbica juega un
papel importante en el desarrollo social adaptativo, mientras que la funcién anormal de dopamina

en el NAc puede ser la base de los impedimentos sociales (Manduca et al., 2016).

Existen pocos estudios que han evaluado la actividad del cerebro ante la novedad social
(Varlinskaya et al., 2013; Délen et al., 2013; Kim et al,, 2015). En un estudio reciente (Gémez-
Goémez et al., 2019) reportamos que la novedad social durante la juventud es méas recompensante
en comparacién con otros estimulos, como la familiaridad social y la exposicién ambiental
novedosa, ya que induce la activacién de un mayor nimero de neuronas en el NAc y en otros

ntcleos como el VP y PVN que forman parte del sistema de recompensa (figura 3). Otros Estudios

20



sugieren que neuronas oxitocinérgicas y vasporesinérgicas del PVN que proyectan directamente
al NAc pueden regular la actividad de este ntcleo, por medio de receptores a OXT y/o AVP cuya
activacién puede inducir plasticidad en sinapsis excitatorias para regular la actividad del NAc

durante encuentros sociales para establecer vinculos sociales entre individuos (Délen et al., 2013).
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Figura 3. Las gréficas muestran el promedio de nueronas inmunoreactivas a c-Fos en el nicleo paraventricular

0
GC

(PVN), ntcleo supraéptico (SON), niicleo accumbens shell y core (Nacc Shell y Nacc Core) y pélido ventral
(VP) de ratas expuestas a diferentes estimulos: grupo control (CG), novedad ambiental (PN), familiaridad social
(SF) y novedad social (SN). Letras indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos. Tomada de

Goémez-Gomez et al. (2019).
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5.2 Neuroendocrinologia del estrés

Se conoce como estrés a cualquier estimulo intrinseco o extrinseco que evoca una respuesta
biolégica producida por la alteraciéon de la homeostasis celular, teniendo consecuencias
fisiol6gicas y psicolégicas en el individuo (Yaribeygi et al., 2017; Cibrian et al., 2018). El término
“estrés” fue acufiado por Hans Seyle (Szabo et al., 2012) quien postulé una hipdtesis conocida
como la hipétesis del balance del receptor a corticosteroides (en inglés conocida como “CoRe
Balance Hypothesis’) 1a cual explica la actividad balanceada de glucocorticoides y sus receptores

en la adaptacién al estrés y mantenimiento de la homeostasis (de Kloet, 2016).

La activacién de la respuesta biolégica al estrés, conocida como “fight and flight response”, lleva al
organismo fuera de su balance homeostatico por un determinado tiempo, e involucra la activacién
de tres sistemas interrelacionados. Primero, el estresor debe ser percibido por sistemas
sensoriales que dependen de varios circuitos neurales que involucran a la amigdala, tdlamo,
hipotalamo, neocorteza, corteza limbica, y algunos nicleos del tronco encefalico como el locus
caeruleus. Segundo, cuando un desafio estresante es detectado, se activa el sistema nervioso
auténomo que a través del sistema simpdtico adrenomedular desencadena la liberacién de
catecolaminas, noradrenalina y adrenalina; y tercero, se activa el HPA que resulta en la liberacién
de glucocorticoides, cortisol y corticosterona. Una vez que el organismo ya no detecta la amenaza
o estresor, regresara a su condicién homeostatica (de Kloet, 2016; Phillips et al., 2006; Lupien et

al., 2015).

La activacion del eje HPA, comienza cuando el PVN libera la hormona liberadora de CRH y AVP.
Esto provoca la liberacién de ACTH de la adenohipdfisis, lo cual lleva a la producciéon de
glucocorticoides por la corteza adrenal. La activacién de este sistema es, en parte, determinada
por los glucocorticoides que regulan la liberacién de ACTH y CRH mediante la unién de dos
receptores a corticosteroides. Una vez que el estresor percibido ha disminuido, se activan
mecanismos de retroalimentacién en varios niveles del sistema con el fin de regresar el HPA a su

punto de partida homeostético (Lupien et al., 2015) (figura 4).
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Figura 4. Activacién del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal.
El HPA se activa cuando el cerebro detecta una amenaza; las
neuronas parvocelulares del nicleo paraventricular del
hipotdlamo liberan CRH y AVP. Esto desencadena la
subsecuente secrecién de ACTH de la glandula pituitaria, lo
que conduce a la produccién de glucocorticoides por la corteza
suprarrenal. La capacidad de respuesta del eje HPA al estrés
estd determinada en parte por la capacidad de los
glucocorticoides para regular la liberacién de ACTH y CRH
mediante la unién a dos receptores de corticosteroides, el GR

y MR. Después de la activacién del sistema, y una vez que el

estresante percibido ha disminuido, se activan bucles de
Anterior ey retroalimentacién en varios niveles del sistema como la
ACTH amigdala, hipocampo y corteza. Tomada de Lupien et al.
(2015).
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Por otra parte, el hipocampo, el hipotdlamo y la amigdala, también estdn involucrados en la
regulaciéon de la respuesta biolégica al estrés. El hipocampo, por exhibir una alta densidad de
receptores a glucocorticoides, juega un papel prominente en la regulaciéon de la activacién del
HPA; mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa inhibe la actividad del PVN y por
lo tanto regula la liberacién de CRH y AVP. En contraste, la amigdala, principal 4rea involucrada
en el procesamiento del miedo, activa el HPA para activar la respuesta conocida como estrés

(Phillips et al., 2006).

Ademés de regular la actividad del HPA, la amigdala también altera el procesamiento de
informacién en sistemas corticales involucrados en la atencién y percepcioén, por lo que influye en
funciones cognitivas (Silveira et al., 2018). Esto lo hace por medio de proyecciones directas a la
corteza sensorial y por medio del NB que recibe aferencias CeA y proyecta a regiones en la corteza
encargadas de procesar informacién sensorial. Asf, la amigdala permite el procesamiento
preferencial de estifmulos emocionales asegurando que la informacién relevante para el organismo

pueda influir sobre su comportamiento (Walker y Davis, 2008).
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En relacién con lo anterior, el BNST que recibe proyecciones de la BLA, proyecta al hipotdlamo
y areas del tallo cerebral encargadas de la modulacién de respuestas auténomas ante estimulos
nocivos (Walker et al., 2003). Si bien, son distintas 4reas cerebrales involucradas en la regulacién
de la respuesta biolégica al estrés, son la naturaleza y el contexto de la experiencia lo que
determina la conectividad del circuito neuronal para llevar a cabo el procesamiento de la

informacién en situaciones adversas (Chaaya et al., 2018).

5.3 Estrés en el desarrollo temprano y procesamiento de recompensas

René Arpad Spitz (1887-1974) fue un psicoanalista austriaco-americano reconocido por sus
observaciones y experimentos basados en los hallazgos psicoanaliticos de Freud, los cuales aplic6
para la investigacién empirica en infantes (Spitz y Wolf, 1946). Sus contribuciones mas
reconocidas en el campo del psicoandlisis provienen de sus estudios en los que evalué los efectos
de la privacién materna y emocional. Spitz describié el fenémeno de depresion anaclitica en nifos
institucionalizados; los niflos privados del contacto social eventualmente aparecerian retraidos
emocionalmente y mostrarfan un desarrollo fisico y emocional deteriorado (Spitz y Wolf, 1946;
Sapolsky, 2004). Desde ese entonces se han realizado numerosos estudios que han evaluado las

consecuencias de las experiencias adversas durante etapas de desarrollo temprano sobre la salud.

Desde la perspectiva neurobiolégica, uno de los efectos méds conocidos sobre las experiencias
adversas durante etapas de desarrollo, como la exposicién al ELS, es la alteraciéon del HPA
(Stiiber et al., 2014). Numerosos estudios han demostrado que la exposicién al ELS induce
cambios en los sistemas neuroenddcrinos responsables de la regulacién de la respuesta al estrés
(Lupien et al.,, 2015), incrementando la probabilidad de los individuos de presentar alguna
psicopatologia como el trastorno depresivo mayor (Heim y Binder, 2012), ansiedad (Phillips et
al., 2005), abuso de drogas (Andersen y Teicher, 2008), trastornos psicéticos (Varese et al., 2012)
y de personalidad (Ball and Links, 2009), déficit de atencién o hiperactividad (Harold et al., 2013).
Sin embargo, la psicopatologia puede depender del tipo del ELS (Dennison et al., 2017), la
ventana de desarrollo en la que el individuo fue expuesto al ELS (Andersen et al., 2008), asf como
la carga genética y cambios epigenéticos y los factores de protecciéon (Caspi et al., 2003; Palma-

Gudiel y Fafianas, 2016).
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Se ha hipotetizado que disrupciones en el procesamiento de recompensas puede ser afectado por
la exposicién al ELS (Luking et al., 2016), dado que induce cambios en las propiedades
microestructurales de las regiones relacionadas con la recompensa dentro del cerebro en
desarrollo (Dennison et al., 2017), ademds de que los receptores para glucocorticoides se
encuentran a lo largo del sistema de recompensa del cerebro, y su activacién o bloqueo afecta la
neurotransmisién y por ende conductas sensibles a la recompensa (Bryce y Floresco, 2016;
Craenenbroeck et al., 2005; Walsh et al., 2014). Esta superposicién entre los sistemas encargados
de la regulacién de la respuesta al estrés y el sistema de recompensa sugiere que cualquier cambio

en la neurobiologfa del estrés probablemente influya en el procesamiento de recompensas.

5.4 Privacion del cuidado materno

Durante su vida temprana los mamiferos pasan gran parte del tiempo con su madre y la
separacion de la madre es un evento que induce estrés y afecta su conducta y fenotipo
neuroquimico en la adultez. El modelo animal llamado privacién o separacién materna consiste
en separar a las crfas de su madre por un determinado tiempo durante etapas de desarrollo
temprano, tiene un profundo impacto en el desarrollo del cerebro, de tal manera que afecta la
maduracién de regiones cerebrales involucradas en funciones cognitivas y afectivas (McEwan,
2000, Wang et al., 2004 Becker et al., 2007). El cerebro de los roedores es particularmente
sensible al estrés postnatal, en particular de los dfas 1 a 14, ya que durante este periodo se da la
ontogenia de los sistemas encargados de la regulacién de las respuestas al estrés, conocido como
SHRP (Levine, 1994; Schmidt et al., 2003; Schmidt et al., 2005). Durante este perfodo, existe una
minima capacidad de respuesta al estrés que conduce a una ventana para la poda sinaptica y la
formacién de una red funcional de regiones cerebrales criticas que median y regulan la respuesta

al estrés en la edad adulta (Levine, 2002).

Durante el periodo SHRP, la madre despliega hacia su descendencia algunas conductas como: la
estimulacién tactil, que es capaz de revertir la mayoria de los cambios que ocurrieron en el cerebro
después de un perfodo de privacién materna; la alimentacién, que es esencial para mantener la
corteza adrenal inactiva y reducir su sensibilidad a los corticoides; y el contacto pasivo madre-

cria, que suprime la respuesta del HPA ante una situacién de estrés. Estas conductas juegan un
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papel importante en la regulacién de la respuesta al estrés, de tal manera que reducen o inhiben

la actividad de las estructuras involucradas en su generaciéon (Levine, 2001; Vetulani, 2013).

Algunos estudios han demostrado que estrés por privaciéon del cuidado materno, especialmente
durante el perfodo SHRP, conduce al aumento de los niveles de corticoides en la sangre y a la
hiperactividad de los sistemas encargados de la regulacién de la respuesta al estrés durante la
edad adulta (Liu et al., 2000). Estos cambios son principalmente las consecuencias de cambios
sindpticos en las redes neuronales que afectan la maduracién de regiones cerebrales criticas para
las funciones cognitivas (Brock et al., 2005). El estrés durante etapas de desarrollo temprano
conduce a una alta densidad dendritica en la mPFC (Ovtscharoft y Braun, 2001) y al aumento en
el volumen de la amigdala (Lupien et al., 2011; Koe et al., 2016). Por otra parte, existe evidencia
que indica que ratas adultas privadas del cuidado materno presentan una disminucién en la
expresién del BDNF en lamPFC, en el NAcy en CA1,y es a través de los cambios en la expresién
del BDNF que la privacién materna induce cambios en la densidad dendritica y nimero de espinas

dendriticas en la mPFC y amigdala (Wang et al., 2015).

Estos resultados implican que la privacién de la madre puede tener efectos a largo plazo en
regiones involucradas en la toma de decisiones y en la maduracién del sistema dopaminérgico;
dos regiones cuyo funcionamiento puede influir considerablemente en la expresién conductual,
ya que conductas complejas que involucran un determinado grado de control cognitivo o
regulacién emocional requieren de la actividad coordinada de multiples regiones cerebrales. Por
lo tanto, los cambios en las redes neuronales inducidos por privacién materna podrian
manifestarse como trastornos del estado de animo y deficiencias cognitivas en la edad adulta
(Newport et al., 2002). Se ha demostrado que ratas privadas del cuidado materno muestran
deficiencias en las funciones afectivas, aumento de conductas relacionadas a la ansiedad, (Aisa et
al., 2007; Huot et al.,, 2001; Salm et al., 2004; Wigger y Neumann, 1999) depresién (Ladd et al.,
2000; Asia et al., 2007) y aumento de conductas anhedénicas (Huot et al., 2001), también se han
reportado déficits cognitivos en tareas de memoria y reconocimiento (Asia et al., 2007; Garcia et

al., 2013).
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5.5 Conducta social y privacién del cuidado materno

Existen pocos estudios que han evaluado los efectos de la privacién del cuidado materno y la
conducta social, y los trabajos que se han realizado han sido sobre el juego, memoria e
investigacion social (Veneema y Neumann, 2009; Lukas et al., 2001; Veneema et al., 2012). En
relacién con el juego social, es decir, aquel dirigido a conespecificos, se ha observado que ratas
j6évenes y adultas privadas del cuidado materno presentan un incremento en las conductas
agresivas en las peleas de juego, tales como aumento en el nimero de ataques hacia la nuca del
oponente, mayor frecuencia de mordidas hacia el oponente y exhiben en menor frecuencia
conductas caracteristicas del juego sumiso (Veneema y Neumann, 2009) (figura 5). Este estudio
sugiere que las experiencias negativas como la exposicién al estrés durante etapas de desarrollo

temprano alteran la forma en la cual los individuos enfrentan conflictos sociales en distintas

etapas de la vida.
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Figura 5. Efectos de la separacién materna (MS) sobre la frecuencia de ataques a la nuca del oponente (nape
attack), mordidas hacia el oponente (pulling/biting), tacleo del oponente (pinning) y posturas sumisas (supine)

de ratas jévenes durante el juego. Tomado de Veneema y Neumann (2009).
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Por otra parte, existe controversia sobre los efectos de la privacién del cuidado materno y la
investigacion social; algunos reportan que no modifica la conducta de interaccién social (Kentrop
et al., 2018; Kambali et al., 2019), mientras otros estudios reportan que reduce la conducta de
interaccién social (Lukas et al.,, 2011; Girardi et al., 2014; Lee et al., 2019; Houwing et al., 2019).
Estos diferentes hallazgos podrian deberse al procedimiento de separacion materna utilizado y la
edad de los individuos. Aunque la mayoria de los estudios muestran que la separacién materna
reduce la investigacion social, existe la necesidad de una mayor comprensién de los mecanismos
neuronales subyacentes a los cambios en la conducta social por la privacién del cuidado materno.
En trabajos recientes que se han realizado en nuestro grupo de investigacién se observé que
existe una actividad diferencial de regiones hipotdlamicas y también del sistema dopaminérgico

(Gomez-Goémez et al., 2019).

5.6 Estudio de actividad neuronal

La actividad eléctrica de las neuronas permite conducir y transmitir sefiales, y a pesar de que las
sefiales transmitidas por las diferentes clases de neuronas puedan ser muy distintas, la sefial
generalmente es transmitida por un cambio en el potencial eléctrico de la membrana, y para
transmitirla a una larga distancia, las neuronas emplean un mecanismo de sefializacién activo que
permite que la actividad eléctrica se propague rapidamente a lo largo de la membrana (Alberts et

al., 2016).

Numerosos estudios han demostrado que la actividad neuronal juega un papel importante en la
regulaciéon de la fuerza sindptica, las propiedades de la membrana y el refinamiento circuitos
neuronales. En particular, las experiencias sensoriales influyen continuamente en el desarrollo
del cerebro a niveles sindpticos, de circuitos y de organismos. Los efectos de la experiencia
sensorial se manifiestan por la liberacién de neurotransmisores en las terminales presindpticas,
su recepcién en las membranas postsinapticas y la despolarizaciéon de las neuronas postsinapticas
por el aumento de la concentracién de calcio citoplasmico. Este aumento en el calcio
citoplasmético activa programas de expresioén génica en el niicleo, incluyendo los IEG como Fos

y Jun, que han sido ampliamente estudiados (Kim et al., 2018).
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Los IEG responden a la actividad trans-sinédptica y actividad eléctrica en las células nerviosas, y
su transcripciéon es rapidamente inducida después de la estimulacioén extracelular para regular la
expresiéon de genes de expresién tardfa, cuyos productos tienen funciones efectoras en las
respuestas neuronales (Jaworski et al., 2018). Los estudios sobre IEG han llevado a la formulacién
de una hipétesis importante que indica que la regulacién transcripcional es un mecanismo clave
por el cual la actividad neuronal puede desencadenar cambios sindpticos y maduracién

dependientes de la experiencia de los circuitos neuronales.

Muchos de los IEG codifican para factores de transcripcién, cuya expresién es rapidamente
inducida después de la estimulacién extracelular, como es el caso de ¢-fos y c¢-jun, los cuales son
proto-oncogenes cuyos productos interactian uno con el otro para formar heterodimeros que
acttan como un complejo de factor de transcripcién (figura 6). La interaccién entre estas dos
protefnas ocurre a través de un dominio de dimerizacién conocido como cremallera de leucina
que estd presente en protefnas IFos y Jun. El heterodimero resultante de la interaccién entre estas
dos protefnas se une con alta afinidad y especificidad a los elementos del DNA de la secuencia
consenso TGACTCA para la transcripcién de la proteina activadora 1 (AP-1) (Sheng y
Greenberg, 1990) que regula la expresién de genes de expresion tardfa implicados en procesos

cognitivos, motores y de aprendizaje (Morgan et al., 1987).

Jun

late response gene

AP-1 site
Figura 6. Heterodimero Fos-Jun. Fos interactia con Jun a través de la cremallera de leucina formando un
heterodimero que acttia como factor de transcripcién que regula la expresién de un gen de expresién tardfa. El
complejo Fos-Jun se une a los elementos del DNA de la secuencia consenso TGACTCA y regula promotores
cercanos. FFos puede estimular o reprimir la transcripcién de genes dependiendo del miembro de la familia Jun

a la cual se acople. Tomada de Sheng y Greenberg (1990).

29



5.6.1  c-fos como indicativo de actividad cerebral reciente

Uno de los IEG més estudiados es ¢-fos, que codifica para la proteina c-Fos cuya expresién ha
sido relacionada a la novedad, es decir, que es expresada en mayor medida en respuesta a
estimulos novedosos ya que juega un rol importante en la integracién de informacién sensorial y
plasticidad cerebral (Hoffman y Lyo, 2002; Jaworski et al., 2018), es inducida rdpidamente tras la
activacién intensa de neuronas, y degradada dentro de unas horas después un determinado

estimulo.

La expresion de c-Fos requiere de la despolarizacién de la membrana que provoca la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje, de manera que entra calcio a la célula y se activan
segundos mensajeros como el adenosin monofosfato ciclico que a su vez activard a la proteina
efectora CREB para la produccion de c-Fos (figura 7) (Morgan y Curran, 1986). El nivel basal de
la expresién de c-fos es relativamente baja pero su transcripcién puede ser rdpidamente inducida
en el cerebro por una amplia gama de estimulos externos y de manera especifica en una regién

determinada en respuesta un estimulo determinado (Barros et al,, 2015).
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Figura 7. La expresion de c-Fos es inducida por miltiples segundos mensajeros para regular la expresién de

genes de expresion tardia. Tomada de Sheng y Greenberg (1990).
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Diferentes IEG exhiben una ventana temporal distinta con diferentes cinéticas de activacién (Kim
et al.,, 2018). En pruebas de IHC, se ha observado que la expresién de c-Fos en roedores se
encuentra por encima de los niveles basales pasando los 15 minutos y comienza a ser evidente a
los 80 minutos, y su maxima expresién esta entre 1 y 2 horas después de la exposicién a un
estfmulo agudo, y regresa a sus niveles basales a las 6 horas (figura 8) (Szyndler et al., 2009;

Barros et al., 2015).

Figura 8. La expresién maxima de c-Fos estd
acute-Fra's entre 1y 2 horas después de la exposicién a un
estimulo agudo y es degradada dentro de unas

chronic-Fra’s horas después. Tomada de Nestler et al. (1999).
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Después de un estimulo inicial, se ha reportado que la expresién de c-Fos en neuronas presenta
un periodo refractario a la estimulacién subsecuente de la misma naturaleza (Barros et al., 2015),
y por esta razén es relacionada a la novedad, por lo que también es un indicador de plasticidad
cerebral y actividad neuronal reciente (Hoffman y Lyo, 2002). El mapeo basado en c-fos de
activacién neuronal es una técnica que ha sido comtnmente utilizada por investigadores en el
campo de las neurociencias durante los tltimos 30 afios, y su estudio ha permitido el desarrollo
de herramientas para rastrear y manipular la actividad de neuronas activadas por la expresion de
conducta, ademas de establecer estrategias para la manipulacién de genes, sugerir y verificar
plasticidad, ademds de observar modificaciones en la estructura del comportamiento a partir de
la actividad neuronal inducida o espontanea, o bien a partir de estimulos meramente sensoriales

(Jaworski et al., 2018).

5.6.2 THC: método para la deteccion de moléculas especificas
Una manera de detectar moléculas especificas a partir de la induccién o exposiciéon a un estimulo
en particular es mediante el uso de anticuerpos, los cuales son proteinas producidas por el sistema
inmune cuya funcién es defender al cuerpo de agentes extrafios conocidos como antigenos. Existe

una amplia gama de formas de anticuerpos y cada uno tiene un sitio de unién especifico para un
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antigeno (Alberts et al., 2016). En mamiferos, los anticuerpos estan agrupados en cinco clases o
wsotzpos, los I1gG, IgM, IgD, IgA e IgE, y en inmunoensayos resaltan los IgG e IgM (Buchwalow

y Bocker, 2010).

Debido a la especificidad de los anticuerpos para acoplarse a determinados antigenos, son
utilizados para localizar moléculas especificas en células con técnicas de microscopia. Los
anticuerpos empleados en microscopia generalmente son purificados a partir un antisuero con la
finalidad de eliminar todos los anticuerpos no especificos, o se utilizan anticuerpos monoclonales
especificos molécula diana determinada (Alberts et al., 2016). La IHC es una técnica que permite
la localizacion de antigenos especificos en un determinado tejido mediante el uso de marcadores.
Los tres principales métodos de IHC son las técnicas directas, indirectas y enzimdticas

(Buchwalow y Bocker, 2010).

Para la IHC indirecta, los marcadores se encuentran en el anticuerpo secundario que se acopla al
anticuerpo primario en un segundo paso de incubacién (figura 9). Los anticuerpos secundarios
son producidos inyectando IgG purificado de una determinada especie como el antigeno. Estos
anticuerpos se acoplan al anticuerpo primario, el cual es comtn a todos IgG de una sola especie.
Asf, un anticuerpo secundario es generado contra todos los IgG de una especie. En un
procedimiento de inmunohistoquimica indirecta, el anticuerpo primario no marcado se acopla al
antigeno, y el anticuerpo secundario que lleva un marcador; por ejemplo, un cromégeno o

fluorocromo, se acopla al anticuerpo primario (Alberts et al., 2016).

primary antibody secondary antibodies
rabbit antibody marker-coupled antibodies
directed against directed against rabbit
antigen A antibodies
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Figura 9. Inmunohistoquimica indirecta. En una primera incubacién, un anticuerpo primario no marcado se
acopla a un antigeno; en una segunda incubacién un anticuerpo secundario que est4 covalentemente unido a un
marcador se acopla al anticuerpo primario. El marcador hace a la molécula facilmente detectable. Modificado

de Alberts et al. (2016).
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La intensidad de tincién inmunohistoquimica va en funcién de la actividad enzimatica, y se puede
lograr una sensibilidad mejorada aumentando el nimero de moléculas enzimdticas unidas al
tejido. Uno de los métodos mas comunes para amplificar la sefial del antigeno en la IHC es el
ABC. Para este proceso, una enzima empleada para detectar antigenos es biotinilada que, en una
solucién, forma un complejo con avidina. La unién avidina-biotina es la interaccién no covalente
més fuerte conocida entre una proteina y un ligando. El enlace entre biotina y avidina se forma
muy répidamente, y una vez formado, no se ve afectado por los extremos en pH, temperatura,
solventes organicos y otros agentes desnaturalizantes. Estas caracterfsticas de la avidina hacen
que la deteccién de proteinas marcadas con biotina u otras moléculas sean particularmente ttiles
para estudios histolégicos (Fisher Scientific, 2009). Una vez formado el ABC, la solucién vertida
sobre tejido sobre el cual ya se realiz6 IHC con un anticuerpo secundario biotinilado, donde se
une al anticuerpo secundario (Bratthauer, 2009) (figura 10).El resultado es una mayor
concentracién de enzimas en el sitio donde se encuentra el anticuerpo y, por lo tanto, hay un

aumento en la intensidad de la sefal (Fisher Scientific, 2009).
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Figura 10. Representacién esquematica del método de tincién ABC. Enzimas biotiniladas se unen con una
molécula adivina para formar el ABC. E1 ABC se une a los anticuerpos ya unidos al tejido. El resultado es una
mayor concentracién de enzimas en el sitio donde se encuentra el anticuerpo. Tomada de Fisher Scientific.

(2009).
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6 JUSTIFICACION

Existen numerosos estudios que han reportado los efectos de la privacién materna sobre la
conducta social en diferentes especies. Sin embargo, existe la necesidad de una mayor
comprensién de cémo las experiencias adversas durante etapas de desarrollo temprano influyen
en la actividad de los circuitos neuronales encargados del procesamiento de informacién de tipo
social y expresién de conducta social. Este trabajo pretende evaluar la actividad de ntcleos
cerebrales que forman parte de la red del circuito social, al igual que la conducta social de ratas
adultas privadas del cuidado materno, ya que la mayoria de los estudios de conducta social y
privacién materna han sido realizados en individuos jévenes. Estudiar como la privacién del
cuidado materno modifica la actividad del cerebro social ayudarfa a entender las bases de los
distintos desordenes psiquidtricos asociados a la exposicién a un entorno adverso durante la edad

temprana.
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7 HIPOTESIS

Si la privacién del cuidado materno afecta el desarrollo de dreas que comprenden el cerebro social,

entonces modificard la actividad del cerebro y la conducta social en la edad adulta.

8 OBJETIVOS

8.1 General

Evaluar los efectos de la privaciéon del cuidado materno sobre la investigacion social y la actividad

del cerebro social en ratas adultas expuestas a la novedad social.

8.1.1  Especificos

& Registrar la conducta de ratas adultas privadas del cuidado materno durante un encuentro

social novedoso.

& Detectar actividad neuronal mediante inmunomarcaje de c-Fos en el ndcleo paraventricular
del hipotalamo, amigdala, septum lateral, nicleo accumbens y corteza prefrontal medial de
ratas adultas privadas del cuidado materno expuestas a un encuentro social novedoso. Ademés

de relacionar la conducta registrada con el marcaje inmunohistoquimico.
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9 MATERIALES Y METODOS

9.1 Animales experimentales: alojamiento y manipulacion

Se emplearon 16 ratas Wistar macho de 53 dias de edad (adultez) divididas en 4 grupos de 4
individuos por grupo. Los animales se obtuvieron mediante cruzas controladas para tener
conocimiento sobre la cama de procedencia de las crias. Se emplearon dos hembras y un macho
para las cruzas. Todas las cruzas fueron realizadas por la misma persona. Los individuos fueron
alojados en el bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Auténoma del Estado de México (UAEMéx) en cajas de bioterio estandar (cajas
individuales de polipropileno de 25 cm de ancho, 40 cm de largo y 15 ¢cm de alto, y tapa de acero
inoxidable) con cama de viruta de madera y agua y alimento ad lzbitum. El ciclo luz-oscuridad fue
de 12:12; la luz se encendia a las 12:00 P.M. y se apagaba a las 12:00 A.M. De acuerdo con los
estdndares de la NOM-062-2Z00 (1999) y a la gufa “Guide for the care and use for laboratory animals”

(2011), la temperatura se mantuvo entre los 20 y 26 °C y la humedad relativa sobre el 40%.

La limpieza de cajas se realizé cada tercer dia desde el nacimiento de las ratas hasta el término
del experimento. El dia postnatal 1, las crias fueron dividas en dos grupos sin discriminar el sexo
de los individuos; un grupo fue colocado en una caja de bioterio estandar con cama de viruta de
madera por 4 horas, y el otro grupo fue dejado con su madre. Para distinguir entre los individuos
que fueron separados de su madre y aquellos que no lo fueron, se utiliz6 un marcador de tinta
indeleble, no téxico o dafiino para los animales, el marcaje fue revisado constantemente. A partir
de ese momento, todos los animales que fueron separados de su madre en el dfa postnatal 1 fueron
privados del cuidado materno por 20 dfas, el proceso se describe a continuacién. Solo se
emplearon las camadas que tuvieran 8 o mds crias. El dia 21 post-nacimiento todas las ratas
macho fueron separados de su madre y alojados individualmente en cajas de bioterio estdandar por
32 dias. Las hembras fueron descartadas del experimento. Las pruebas se llevaron a cabo el dia

53 post-nacimiento.
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9.1.1  Grupos experimentales

Los animales experimentales fueron divididos en cuatro grupos y fueron expuestos a distintos
estimulos y pruebas que se muestran en el cuadro 1. El requisito para colocar a un individuo en

un grupo fue que procediera de la misma madre.

Cuadro 1. Grupos experimentales. Muestra el nimero de individuos por grupo, caracteristicas de los grupos,

prueba conductual aplicada y siglas asignadas.

Grupo 1:::;?‘?13(:13: Estimulacion neonatal Prueba asiséilz«:l;as
Control 1 4 Cuidado maternal Ninguna prueba CM-NP
Control 2 4 Cuidado maternal Novedad social CM-NS

Experimental 1 4 Separacién maternal Ninguna prueba SM-NP
Experimental 2 4 Separacién maternal Novedad social SM-NS

Siglas que identifican a los diferentes grupos. CM-NP, Cuidado Maternal-Ninguna Prueba. CM-NS, Cuidado
Maternal-Novedad Social. SM-NP, Separacién Maternal-Ninguna Prueba. SM-NS, Separacién Maternal—
Novedad Social.

9.2 Estimulos y pruebas

Todas las pruebas de investigacién social se llevaron a cabo el dfa 53 post-nacimiento, y fueron
realizadas dentro del bioterio con iluminacién roja. A continuacion, se describe el 4rea en la cual
se realizaron las pruebas de investigacién social y procedimiento para la privacion del cuidado

materno.

9.2.1 Privacion del cuidado materno

El procedimiento para la privacién del cuidado materno se realizé6 como describi6 Wang et al.
(2015); las crias fueron separados de sus madres 4 h diarias durante la fase de luz del ciclo de luz
(9: 00 h — 13: 00 h) desde el dia postnatal 1 al 21. Durante la separacién, las crias se colocaron en
cajas de bioterio estdndar que contenfan cama de viruta de madera limpia, en grupos de minimo
de 4 individuos para que pudieran mantener su temperatura corporal. Después de la separacion,

las crias fueron devueltos a su jaula y se reunieron con su madre.
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9.2.2  Area de prueba

Las pruebas de investigacién social se llevaron a cabo en el drea de prueba de novedad social
descrita por Gémez-Goémez et al. (2019). El 4rea de prueba fue una jaula de policarbonato (45 cm
de largo, 25 cm de ancho y 20 cm de alto) con una malla metalica con celdas de 0,5 cm? como
techo con celdas de 0,5 cm?, y una malla metélica con células de 1,3 cm? en el medio de la jaula
(Figura 11). El propésito de la malla fue evitar el contacto directo entre los cuerpos de los
individuos, conductas agresivas y el juego, pero permiti6 el olfateo entre individuos y ligero

contacto entre las patas y vibrisas de los individuos.

45 cm

€ \ J

Figura 11. Ilustracién del area de prueba. [lustracién por el autor.

9.2.3 Habituacion al drea de prueba

Para habituar a los individuos al drea de prueba, un dfa anterior a las pruebas de investigacién
social, en el dfa postnatal 52, las ratas de los grupos CM-NS y SM-NS fueron colocadas en el area
de prueba, una a la vez, por 30 minutos. Pasado este tiempo, las ratas fueron regresadas a sus
respectivas jaulas. Entre cada habituacién, la cama de viruta de madera del area de prueba era
removida, la caja y las mallas eran limpiadas y desinfectadas con jabén neutro, cloro al 10% y
alcohol al 70%, y se coloc6 cama de viruta de madera limpia para evitar que permanecieran olores

de los individuos.
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9.2.4  Prueba de investigacion soctal

Para las pruebas de investigacion social, las ratas fueron expuestas a un conespecifico nuevo de
la misma edad y sexo, criado en una camada diferente (figura 12). Una rata fue colocada en cada
lado de la malla, y fueron dejadas a interactuar durante 15 minutos. Al finalizar cada prueba, la
cama de viruta de madera del drea de prueba era removida, la caja y las mallas eran limpiadas y
desinfectadas con jabén neutro, cloro al 10% y alcohol al 70%, y se colocé cama de viruta de
madera limpia para evitar que permanecieran olores de los individuos. Las pruebas de
investigacién social se realizaron el dia 53 postnatal durante la fase oscura del ciclo de luz, bajo
luz roja, entre las 10: 00 h y las 13: 00 h. Todas las pruebas fueron grabadas para el posterior

anélisis de conducta.
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Figura 12. Ilustracién de la prueba de investigacién social. Figura por el autor.

9.2.56  Registro de peso

Se registro el peso corporal como una medida indirecta del déficit del cuidado materno. A partir
del dia postnatal 8, 10 ratas (5 control y 5 experimentales) fueron pesadas cada tercer dia durante
los primeros 21 dias postnatales (dfas postnatales 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 y 21). Para pesar los
individuos, las ratas se colocaron en un contenedor de plastico con tapa perforada sobre una
bascula eléctrica. El contenedor fue limpiado con cloro al 10% y alcohol al 70% después de pesar

cada individuo. Todas las ratas fueron pesadas a las 8:00 h.
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9.3 Procedimiento para los grupos experimentales

9.3.1 Cuidado Materno — Ninguna Prueba

En el dia 21 post-nacimiento, las ratas fueron alojadas en cajas individuales de bioterio estandar
por 32 dias con agua y alimento ad [libitum. En el dia postnatal 32, los individuos fueron

sacrificados por medio de una perfusién transcardial para la extraccion del cerebro (figura 13).

PN 1-21 PN 21-53 PN 58

Il 1 !
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Aislamiento Pertusién transcardial y

extraccion de cerebro
.

Figura 13. Ilustracién del procedimiento para el grupo CM-NP. Figura por el autor.

9.8.2 Cuidado Materno-Novedad Social

En el dia 21 post-nacimiento, las ratas fueron alojadas en cajas individuales de bioterio estandar
por 32 dias con agua y alimento ad libitum. Las pruebas de investigacién social se llevaron a cabo
en el dfa postnatal 53. Las pruebas se realizaron en parejas y fueron colocadas en el drea de prueba
colocando a una rata de cada lado de la caja durante 15 minutos y se registr6 la conducta. Al
finalizar la prueba, los individuos fueron regresados a sus respectivas cajas durante 1 h. Pasando
este tiempo, los individuos fueron sacrificados por medio de una perfusién transcardial para la

extracciéon del cerebro (figura 14).
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Figura 14. Ilustracién del procedimiento para el grupo CM-NS. Figura por el autor.
9.3.8  Separacion Materna-Ninguna Prueba

Las ratas fueron separados de la madre por 4 horas diarias (9:00 h — 13:00 h) desde dia del
nacimiento hasta el dfa veintiuno post-nacimiento. En el dia 21 post-nacimiento, las ratas fueron
alojadas en cajas individuales de bioterio estdandar por 32 dfas con agua y alimento ad libitum.
Posterior a esto, los individuos fueron sacrificados por medio de una perfusién transcardial para

la extraccién del cerebro (figura 15).
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Figura 15. Ilustracién del procedimiento para el grupo SM-NP. Figura por el autor.
9.3.4  Separacion Materna-Novedad Social
Las ratas fueron separadas de la madre por 4 h diarias (9:00 h -13:00 h) desde dia del nacimiento
hasta el dfa veintiuno post-nacimiento. Las pruebas de investigacion social se llevaron a cabo en

el dfa postnatal 53. Las pruebas se realizaron en parejas y fueron colocadas en el area de prueba
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colocando a una rata de cada lado de la caja durante 15 minutos y se registr6 la conducta. Al
finalizar la prueba, los individuos fueron regresadas a sus respectivas cajas durante 1 h. Pasando
este tiempo, los individuos fueron sacrificados por medio de una perfusién transcardial para la

extracciéon del cerebro (figura 16).
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Figura 16. Ilustracién del procedimiento para el grupo SM-NP. Figura por el autor.

9.4 Analisis de conducta

Se registr6 la duracién de las conductas de investigacién social, acicalamiento, trespass attempt
(intento por traspasar la malla) y exploracién ambiental/rearing de los primeros 5 minutos de la
prueba de investigacién social. Los pardmetros que se establecieron para el analisis de las
conductas se muestran en el cuadro 2. Los datos se evaluaron para la distribucién normal
utilizando la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (a¢=0.05). Los datos presentaron una
distribucién normal, por lo tanto, se aplicaron pruebas paramétricas para el andlisis de datos. La
prueba t de Student se emple6 para comparar los datos entre los grupos CM-NS y SM-NS. Las
diferencias estadisticamente significativas para todos los andlisis se definieron como p<0.05.

Todos los datos se presentan como media * error estdndar de la media.
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Cuadro 2. Etograma de las conductas que se analizaron en la prueba de novedad social.

Conducta

Resumen y significado

Investigacién social

Acicalamiento

Exploracién
ambiental/ rearing

Trespass attempt

La investigacién es el Gltimo paso de la
exploracién, y sirve para proporcionar
informacién a los individuos sobre el
estimulo focal, que en este caso es el
conespecifico novedoso.

Es una conducta de mantenimiento
cuya funcién es mantener el estado
fisiol6gico, la comodidad y apariencia,
que también puede ser evocada como

respuesta a  diversos  estimulos
(Berridge et al., 2005).
La exploracién se realiza para

proporcionar al animal informacién de
su entorno. La exploracién
generalmente ocurre en la siguiente
secuencia: buscar, atender, acercarse e
investigar. Rearing es una variante de
la fase de buasqueda de la conducta
exploratoria, cuando el animal se
mueve por el entorno.

De acuerdo con la definicién de
motivacién de Berridge (2004), esta
conducta se consideré como medida del
esfuerzo para cruzar la barrera.

Descripcién

En ratones, la investigacién es
tipicamente multimodal y
principalmente involucra sentidos

olfativos y tactiles. Oler (investigacién
olfativa): el roedor realiza movimientos
répidos de contraccién de la nariz, ya
sea con la nariz en contacto con el
estimulo, 0 mantenida en una posicién
elevada en el aire. Whisking
(investigacién téctil): con las vibrisas,
el roedor establece contacto con el
estimulo (conespecifico novedoso), el
ratén roza répidamente los bigotes y
vibrisas a lo largo de la superficie del
estimulo.

Por lo general, los roedores se acicalan
en una posicién sentada, el ratén se
lame el pelo, se arregla con las patas
delanteras o se rasca con cualquier
miembro. A menudo, los roedores
combinan todos estos
comportamientos de aseo (Berridge et
al., 2005). La disminucién de la
expresion de esta conducta puede ser
indicador de estrés o ansiedad (van Erp
et al., 1994).

El roedor se mueve alrededor del 4rea
de prueba, pone su peso sobre sus patas
traseras, levanta sus extremidades
anteriores del suelo y extiende su
cabeza hacia arriba, realiza
movimientos con la cabeza, olfatea,
trepa sobre los bordes de la caja.

El individuo exhibe intentos por pasar
al lado opuesto de la malla, donde se
encuentra el conespecifico novedoso.
El individuo rasca la viruta de madera
cerca de la malla, jala, empuja, muerde
o se trepa sobre la malla.

Muestra el nombre de la conducta y descripcién de esta, al igual que los parametros que se tomaron en cuenta
para su andlisis. La descripcién de las conductas de investigacion social y exploracién ambiental/ rearing se

obtuvieron de Stanford’s University Mouse Ethogram. Ilustraciones por el autor.
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9.5 Preparacion de tejido histolégico

9.5.1  Perfusion transcardial y extraccion del cerebro

Para fijar el cerebro de los animales experimentales, se sigui6 el procedimiento de Gage et al.
(2012) para la perfusién y fijacién de roedores, excepto que en lugar de una comba de perfusiéon
se empleo un sistema de gravedad. Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital
sédico (60 mg/kg) intraperitonealmente. Una vez que los animales alcanzaron el plano quirdrgico
de anestesia, se expuso el corazén y se abrié el ventriculo izquierdo para insertar la canula del
sistema hasta la aorta. Una vez colocada la canula, se hizo una incisién en la auricula derecha para
drenar la sangre y las soluciones de la perfusién (figura 17). Primero se administré una solucién
limpiadora (NaCl al 0.9%) y después una solucién fijadora (paraformaldehido al 4% en bufter
fosfato 0.1 M y sacarosa). Se dejé que la solucién limpiadora fluyera hasta que el higado, los ojos
y las extremidades se blanquearan. Después de esto, se dejé que la solucién fijadora fluyera hasta
que la columna vertebral y las extremidades endurecieran. Al finalizar la perfusién, se extrajeron
los cerebros y fueron colocados en frascos rotulados que contenfan solucién fijadora por 24-h a 4

°C.
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Figura 17. Ilustracién de la cirugfa para la perfusién transcardial.

~-~

-

9.5.2  Crioproteccion de tejido nervioso

Después de haber dejado los cerebros en la solucién fijadora por 24 h, los cerebros fueron
colocados en un tren de soluciones crioprotectoras de buffer fosfato con sacarosa al 10%, 20% y
30%. Esto se hizo para evitar dafar el tejido al momento de obtener los cortes. Los cerebros

permanecieron 24 horas en cada solucién a 4°C.
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9.5.8 Obtencion de cortes coronales de cerebro

Se obtuvieron secciones coronales de 40 pm de la corteza prefrontal medial (Bregma 4.20 mm a
8.20 mm); nucleo accumbens y septum lateral (Bregma 1.60 mm a 1.20 mm); nucleo
paraventricular del hipotdlamo (Bregma -1.30 mm a -1.60 mm) y amigdala (Bregma -2.70 mm a
-3.20 mm) (figura 18). Estas regiones cerebrales fueron seleccionadas debido a que forman parte
de la red de conducta social y sistema de recompensa (O’Connel y Hoffman, 2011; Love, 2013), y
las coordenadas de las regiones cerebrales fueron localizadas con ayuda del atlas de Paxinos y
Watson (2007). Los cortes fueron colocados en multiplatos con PB 0.1M. Se eligieron los mejores

cortes y permanecieron a 4 °C hasta el dfa de la inmunohistoquimica.
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Areas Cerebrales Evaluadas

Corteza Prefrontal
Bregma 4.20 mm a 3.20 mm

Nicleo Accumbens
Bregma 1.60 mm a 1.20 mm

mPFC

I NAcCo
NAcSh
Septum Lateral Amigdala
l%regma 1.60 mm a 1.20 mm Bl‘cgma -2.10 mm a -3.20 mm
LS
MeApd BLA
MeApv

Hipotalamo
Bregma -1.30 mm a -1.60 mm

PVN

©

Figura 18. lustracién de los cortes coronales de cerebro de rata que sefialan las areas evaluadas en este trabajo.
Nicleo Accumbens Shell (NacSh) y Nicleo Accumbens Core (NacCo); Septum Lateral (LS); Corteza Prefrontal
medial (mPFC); Amigdala Basolateral (BLA) y el Ntcleo Paraventricular del Hipotdlamo (PVN). Modificado
de Paxinos y Watson (2007).
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9.5.4  Inmunohistoquimica

La primera parte de la inmunohistoquimica consistié en lavar los cortes con PB 0.1M. Después,
fueron colocados en peréxido de hidrégeno al 8% diluido en PB 0.1M por 10 minutos.
Posteriormente fueron incubados en una solucién de PB 0.1M, tritén y suero de cabra por una
hora. Finalmente fueron incubados en una solucién de PB 0.1M, tritén, suero de cabra mds un
anticuerpo primario para c-Fos hecho en rabbit (sc-52; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

California, USA) a una concentracién de 1:250 durante 48 horas a 4 °C.

Para la segunda parte de la inmunohistoquimica los cortes fueron lavados con PB 0.1M e
incubados en una solucién de PB 0.1M y tritén més un anticuerpo secundario biotinilado goat
anti-rabbit (sc-2040; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) a una
concentraciéon de 1:250 durante una hora a temperatura ambiente. Después de la incubacién con
el anticuerpo secundario, los cortes fueron lavados con PB 0.1M, y fueron incubados en una
solucién del complejo Adivina-Biotina (PK-6100, Vectastain ABC kit, Vector Laboratories)
durante una hora. Para visualizar el inmunomarcaje, los cortes fueron colocados en una solucién
de diaminobenzidina (DAB) 0.06%, nickel sulfato 1% y cloruro de cobalto 1% diluido en PB 0.1M,

més peréxido de hidrégeno al 3% durante 10 min.

9.5.6  Montaje de cortes en laminillas

Para el montaje de tejido histolégico en laminillas para microscopio, las secciones de tejido deben
ser retenidos en los portaobjetos durante las etapas de tincién y lavado. Para ello, deben
recubrirse con compuestos adhesivos. En este trabajo el compuesto adhesivo que se utiliz6 fue
grenetina 0.5% y dodecahidrato de sulfato de potasio y cromo III (0.05%) disueltos en agua
destilada. Los portaobjetos fueron sumergidos en la solucién tres veces, en intervalos de 5
minutos, y dejados a secar por 48 h. Pasado este tiempo, los portaobjetos estaban listos para ser
utilizados. Para la preparacién de laminillas, los cortes de cerebro fueron montados en
portaobjetos gelatinizados y fueron dejados a secar por 24 h. Después de esto, los cortes fueron
tratados en un tren de alcoholes y xiloles para deshidratar y aclarar el tejido. Finalmente, se les
colocé acritol y fueron cubiertos con un cubreobjetos (figura 19). Todas las laminillas fueron

rotuladas.
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Figura 19. Fotografia de algunas de las preparaciones histolégicas que se obtuvieron para este trabajo.

9.6 Cuantificacion de neuronas inmunoreactivas a c-Fos

La inmunoreactividad a c-Fos fue identificada como un precipitado negro-purpura, como
resultado de la reaccién DAB-niquel sulfato-cloruro de cobalto en el ntcleo de la célula. Para el
conteo de neuronas inmunoreactivas a c-Fos se tomaron fotogratias empleando el objetivo 40x
de un microscopio 6ptico. Se establecieron niveles de intensidad de inmunomarcaje, y solo se
contaron las neuronas que presentaran mayor intensidad de inmunomarcaje. La intensidad de
inmunomarcaje diferfa por drea, por ello se establecieron diferentes pardmetros por drea. Para
algunas dreas, el conteo se realizé directamente en el microscopio 6ptico, ya que fue dificil
distinguir las neuronas inmunoreactivas en las fotogratias. La figura 20 muestra los niveles de
inmunomarcaje que se establecieron para la mPFC. La figura 21 muestra un corte de la mPFC
bajo el objetivo 40x y las neuronas que fueron contadas. Se analizaron cuatro cortes por cerebro
y area cerebral. Se cont6 el niimero de neuronas inmunoreactivas a c-IFos en ambos hemisferios

de todas las laminillas, y por hemisferio, se cont6 el nimero de neuronas inmunoreactivas en

74,310 pm?.
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Figura 20. Fotografia de un corte de la mPT'C bajo el objetivo 40x que muestra los diferentes niveles de marcaje
de c-Fos. Los nicleos con marcaje mds intenso fueron definidos como nivel 1. Para el caso de la mPFC solo se

contaron los nicleos que presentaran marcaje correspondiente a los niveles 1, 2 y 3.

Figura 21. Fotografia del campo visual del objetivo 40x de un corte de la mPFC. La fotogratia a la izquierda
muestra la fotograffa antes del conteo de neuronas inmunoreactivas. La fotografia a la derecha muestra el
mismo corte, pero en rojo se muestran las neuronas que fueron tomadas en cuenta para el conteo de neuronas

inmunoreactivas.
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Todos los datos se evaluaron para la distribucién normal utilizando la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov (a=0.05). Los datos presentaron una distribucién normal, por lo tanto, se
aplicaron ANOVA'’s unidireccionales y pruebas de LSD por area para determinar cuéles grupos
presentaron diferencias significativas en el nimero de neuronas inmunoreactivas a c-Fos. Las
diferencias estadisticamente significativas para todos los andlisis se definieron como p<0.05.

Todos los datos se presentan como media * error estdndar de la media.
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10 RESULTADOS

Durante los 21 dfas de privacién materna se observé que el peso corporal y tamaro de las ratas
fue menor al de sus hermanos que no fueron privados del cuidado materno (Cuadro 3) (figura 22).

Ademas, tardaron mas tiempo en abrir los ojos, y presentaron menor movilidad durante los

primeros dias postnatales.

Cuadro 3. Peso corporal de las ratas experimentales de los primeros 21 dfas postnatales.

Peso corporal (g) de las ratas

Ratas privadas del

Dfia postnatal Ratas control cuidado materno
3 7.96 £ 0.09 7.94 £ 0.17
5 9.28 £ 0.12 9.08 £ 0.16
7 10.78 £ 0.10 10.38 £ 0.12
9 15.60 + 0.06 12.3 £ 0.138
11 19.08 £ 0.10 14.42 £ 0.25
13 22.90 £ 0.18 17.1 £ 0.28
15 27.38 £ 0.15 19.42 + 0.29
17 28.98 £ 0.08 21.6 £ 0.27
19 30. 64 £ 0.14 22.66 * 0.30
21 35.70 £ 0.06 26.2 £ 0.32

El cuadro muestra el peso promedio en gramos de las ratas experimentales * el error estdndar de la media

(n=5 por grupo) durante los dias postnatales 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 y 21.

Figura 22. Fotografifas de las ratas experimentales. a) camada de ratas privadas y no privadas del cuidado

materno en el dfa postnatal 8. b) rata control en el dia postnatal 9. ¢) rata privada del cuidado materno en el dfa

postnatal 9.
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10.1 Conducta

Los datos de las conductas de investigacién ambiental, auto-aseo y exploracién ambiental
presentaron una distribucién normal. No se analizaron los datos de la conducta de intento por
traspasar la malla puesto que pocos individuos exhibieron esta conducta y, por lo tanto, los datos
tueron insuficientes. La prueba de t-student mostré que, durante la exposicién a la novedad social,
las ratas privadas del cuidado materno pasaron menos tiempo investigando al conespecifico
novedoso en comparacién con las ratas no privadas del cuidado materno (=2.45561, P< 0.05)
(figura 23a). También se observé que el tiempo de acicalamiento fue menor en ratas privadas del
cuidado materno (/=2.78087, P< 0.05) (figura 23b). En relacién con la conducta de exploracién
ambiental, la prueba de t-student mostré que los individuos privados del cuidado materno
pasaron mas tiempo explorando el drea de prueba con respecto a las ratas que no fueron privadas

del cuidado materno (#=1.36781, P<0.05) (figura 23c).

Conducta
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Investigaciéon Social Acicalamiento Exploracién Ambiental
Figura 23. Las graficas muestran el tiempo promedio en que los individuos exhibieron las conductas de a)
investigacién social, b) acicalamiento y c) exploracién ambiental, durante los primeros 5 minutos de la prueba
de novedad social. Cuidado Materno-Novedad Social (CM-NS), Separacién Materna-Novedad Social (SM-NS).

Las barras representan las medias £ el error estindar de la media. Los asteriscos indican diferencias

estadfsticamente significativas entre grupos.

52



10.2 Inmunorreactividad de c-Fos en el cerebro social

10.2.1 Amigdala

Para la BLA, la prueba de ANOVA indicé que existen diferencias significativas en el niimero de
neuronas inmunoreactivas a c-Fos entre los grupos experimentales (I (3,68)=67.27; P<0.05). La
prueba LSD mostré que el nimero de neuronas inmunoreactivas a c-IFos fue mayor en el grupo
CM-NS, pero no se encontraron diferencias significativas entre los grupos CM-NP, SM-NP y
SM-NS (figura 24). Se encontraron diferencias significativas entre en ntmero de neuronas
inmunoreactivas a c-FFos en la MeA, tanto en su porcién posterodorsal (F(3,60)=88.15; P<0.05)
como en su porcién posteroventral (F(3,60)=70.21; P<0.05). La prueba LSD mostré que en las
dos porciones de la MeA, el nimero de neuronas inmunoreactivas fue mayor en los grupos
expuestos a la novedad social CM-NS y SM-NS respecto a los grupos control CM-NP y SM-NP
(figura 24), pero el grupo SM-NS fue menor que el grupo CM-NS.
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Figura 24. A) La gréfica muestra la media de las células c-Fos-ir en 148,620 um? en la Amigdala Basolateral
(BLA), Amigdala Medial posteroventral (MeApv) y Amigdala Medial posterodorsal (MeApd) de los grupos
Cuidado Materno-Ninguna Prueba (CM-NP), Separacién Materna-Ninguna Prueba (SM-NP), Cuidado
Materno-Novedad Social (CM-NS), Separacién Materna-Novedad Social (SM-NS). Las barras representan las
medias * el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas entre grupos, los grupos que comparten
letras son estadisticamente similares. B) Microfotograffas que muestran la inmunoreactividad de c-Fos en la
MeApv de los distintos grupos. Las columnas indican el grupo experimental. Las flechas sefialan neuronas

inmunoreactivas a c-Fos.
10.2.2 Niicleo paraventricular del hipotdlamo

La prueba de ANOVA indic6é que existen diferencias significativas en el nimero de neuronas
inmunoreactivas a c-Fos entre los grupos experimentales (F(3,67)=25.3245; P<0.05). No se
encontraron diferencias entre los grupos expuestos a la novedad social CM-NS y SM-NS, pero

estos fueron diferentes respecto a los grupos control CM-NP y SM-NP (figura 25).
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Figura 25. A) La gréfica muestra la media de las células c-Fos-ir en 148,620 pm? en el nicleo paraventricular
del hipotdlamo de los grupos Cuidado Materno-Ninguna Prueba (CM-NP), Separacién Materna-Ninguna
Prueba (SM-NP), Cuidado Materno-Novedad Social (CM-NS), Separacién Materna-Novedad Social (SM-NS).
Las barras representan las medias + el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas entre grupos,

los grupos que comparten letras son estadisticamente similares.
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Figura 25 (continuacion). B) Microfotografias que muestran la inmunoreactividad de c-Fos en el PVN de los
distintos grupos. Las columnas indican el grupo experimental. Las flechas sefialan neuronas inmunoreactivas

a c-Fos.
10.2.3 Septum lateral

Para el septum lateral, la prueba de ANOVA indicé que existen diferencias significativas en el
nimero de neuronas inmunoreactivas a c-Fos entre los grupos experimentales (F(3,67)=85.75,
P<0.05). El ntimero de neuronas inmunoreactivas fue mayor en los grupos expuestos a la novedad
social, CM-SN y SM-NS, respecto a los grupos control CM-NP y SM-NP, pero el grupo SM-NS
tue menor que el grupo CM-NS (figura 26).
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Figura 26. La gréafica muestra la media de las células c-Fos-ir en 148,620 pm?en el Septum Lateral de los grupos
Cuidado Materno-Ninguna Prueba (CM-NP), Separacién Materna-Ninguna Prueba (SM-NP), Cuidado
Materno-Novedad Social (CM-NS), Separacién Materna-Novedad Social (SM-NS). Las barras representan las
medias * el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas entre grupos, los grupos que comparten
letras son estadisticamente similares. B) Microfotograffas que muestran la inmunoreactividad de c-Fos en el
LS de los distintos grupos. Las columnas indican el grupo experimental. Las flechas sefialan neuronas

inmunoreactivas a c-Fos.
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10.2.4 Nicleo accumbens

La prueba de ANOVA indic6é que existen diferencias significativas en nimero de neuronas
inmunoreactivas a c-Fos en el ntcleo accumbens, tanto en su porcién shell (F(3,60)=26.84,
P<0.05) como en su porcidén core (F(8,60)=50.92, P<0.05). La prueba LSD mostré que, para las
dos areas, el nimero de neuronas inmunoreactivas fue mayor en los grupos expuestos a la
novedad social CM-SN y SM-NS respecto a los grupos control CM-NP y SM-NP (figura 27),
pero el grupo SM-NS fue menor que el grupo CM-NS.

A)

Nucleo Accumbens

oCM-NP aSM-NP @CM-NS aSM-NS

30

25 A
]

20

C ¢ c C
[ 18
(6]

NA

cSh NAcCo

B>

Promedio de neuronas
inmunoreactivas a c-fos
—

o

B)

NAcSh AR, ASHER At Rl

Figura 27. La grafica muestra la media de las células c-Fos-ir en 148,620 pm?en el a) Nticleo Accumbens Shell
y b) Nticleo Accumbens Core de los grupos Cuidado Materno-Ninguna Prueba (CM-NP), Separacién Materna-
Ninguna Prueba (SM-NP), Cuidado Materno-Novedad Social (CM-NS), Separacién Materna-Novedad Social
(SM-NS). Las barras representan las medias =+ el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas
entre grupos, los grupos que comparten letras son estadisticamente similares. B) Microfotografias que
muestran la inmunoreactividad de c-Fos en el NAcSh y NAcCo de los distintos grupos. Las columnas indican

el grupo experimental. Las flechas sefialan neuronas inmunoreactivas a c-Fos.
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10.2.5 Corteza prefrontal medial

La prueba de ANOVA indica que existen diferencias significativas entre en niimero de neuronas
inmunoreactivas a c-IFos en la corteza prefrontal medial (F/(3,59)=88.15, P<0.05), de manera que
el nimero de neuronas inmunoreactivas fue mayor en el grupo CM-SN en comparacién con los
demads grupos, pero no se encontraron diferencias significativas entre los grupos CM-NP, SM-

NP y SM-NS (figura 28).
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Figura 28. La gréfica muestra la media de las células c-Fos-ir en 148,620 um? en la Corteza Cingular de los
grupos Cuidado Materno-Ninguna Prueba (CM-NP), Separacién Materna-Ninguna Prueba (SM-NP), Cuidado
Materno-Novedad Social (CM-NS), Separacién Materna-Novedad Social (SM-NS). Las barras representan las
medias * el error estdndar. Las letras indican diferencias significativas entre grupos, los grupos que comparten
letras son estadisticamente similares. B) Microfotograffas que muestran la inmunoreactividad de c-Fos en la
mPFC de los distintos grupos. Las columnas indican el grupo experimental. Las flechas sefialan neuronas

inmunoreactivas a c-Fos.
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11 DISCUSION

Se registr6 el peso corporal como una medida indirecta del déficit del cuidado materno. Se ha
reportado que la privacién del cuidado materno induce una reduccién del peso corporal en ratas
macho (Ogawa et al., 19945 Mclntosh et al 1999; Ralinichev et al., 2002; Livtin et al., 2010),
aunque hay algunos estudios que reportan que no tiene efectos sobre el peso corporal (Slotten et
al., 2006). Los resultados del presente trabajo confirman los estudios que informan que la
privacién del cuidado materno reduce el peso corporal de los individuos, ya que el peso corporal
de las ratas privados del cuidado materno, durante los dfas postnatales 1-21, fue menor que las

ratas no privadas del cuidado materno.

11.1 Conducta

11.1.1 Investigacion social

Durante la juventud, los individuos buscan las interacciones sociales con mayor frecuencia que
los adultos ya que representan un estimulo altamente gratificante durante esta etapa de la vida
(Smith et al., 2015; Gémez-Gémez et al., 2019). Por otra parte, se ha reportado que la exposicién
al estrés crénico, como la separacién materna, suprime la motivacién para participar en
actividades placenteras (Birn et al., 2017; Dennison et al., 2019). Existen estudios controvertidos
sobre los efectos de la privaciéon del cuidado materno y la conducta social; algunos estudios
reportan que no tiene ningun efecto, ya que roedores privados y no privados pasan el mismo
tiempo socializando con un conespecifico novedoso (Kentrop et al., 2018; Kambali et al., 2019),
mientras que otros estudios reportan que la privacién del cuidado materno reduce la investigacién
social (Girardi et al., 2014; Lee et al., 2019; Houwing et al., 2019). Sin embargo, los distintos
resultados podrian deberse al procedimiento de separacién materna empleado y la edad de los
individuos en la cual se realizaron las distintas pruebas de conducta social en cada estudio. Por
ejemplo, 22 h de separacién materna en el dia postnatal 10 reduce el tiempo de investigacién
social en individuos jévenes (Girardi et al, 2014, mientras que 24 h de separacién materna en el
dfa postnatal 3 y 6 h de separacién materna durante los dfas postnatales 4-14 no modifica la
conducta de interaccién social en la edad adulta (Kentrop et al., 2018; Kambali et al., 2019). Los

resultados encontrados concuerdan con aquellos estudios que reportan que la privaciéon del
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cuidado materno reduce la investigacién social, y el hecho de que los individuos privados del
cuidado materno hayan pasado menos tiempo socializando con el conespecifico novedoso sugiere
que la privaciéon del cuidado materno modifica la expresiéon de conductas relacionadas con la
recompensa social, posiblemente debido a alteraciones en areas cerebrales involucradas en el
procesamiento de recompensas inducidas por la privaciéon del cuidado materno (Dennison et al.,

2019).

11.1.2 Acicalamiento

La mayoria de los estudios han evaluado el acicalamiento en la prueba de campo abierto o en el
laberinto elevado y la conducta social por separado (Bondar et al., 2017; Girardi et al., 2017). En
el presente trabajo, se evalué la expresién de la conducta de acicalamiento durante la exposicién
a la novedad social. El acicalamiento en roedores es una conducta que ademés de tener funciones
de limpieza corporal, puede ser expresado por estimulos emocionalmente excitantes (Estanislau
et al., 2019) o por la exposicién a estresores (van Erp, 1994). Aunque esta conducta no puede
entenderse simplemente como una respuesta inmediata a la exposicién a los estresores, mas bien
parece ser explicitamente suprimida (van Erp, 1994). La novedad es considerada un estresor ya
que induce la liberaciéon de coritcosteroides (Maccari et al., 1995; Kabbaj et al., 2000). Por otra
parte, se ha demostrado que la separacién materna induce una hiperactivacién de los sistemas de
estrés después de la exposicién a un estresor (Levine, 2001; Levine, 2002; Vetulani, 2013). Por lo
tanto, la reduccién en el tiempo de acicalamiento en ratas privadas del cuidado materno (figura
23b) podria deberse a la hiperactivaciéon de los sistemas de estrés inducida por la novedad social.
Aunque para confirmar esto, se necesitarfa evaluar los niveles de corticoisteroides, en el plasma

de los individuos después de la exposicién a la novedad social.

11.2 Inmunoreactividad a c-Fos en el cerebro social

11.2.1 Amigdala

Numerosos estudios han demostrado que la BLA juega un papel importante en el miedo, la
ansiedad, en la conducta social y recompensa (Etkin et al., 2009; Wellman et al., 2016;

Lichtenberg et al., 2017). Un estudio reporté que la exposicién al estrés durante el desarrollo
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temprano induce la hipertrofia de las neuronas y reduce el nimero de sinapsis excitatorias de la
BLA (Koe et al., 2016). Dado que la expresién de c-Fos es inducida por sefiales excitatorias
(Jaworski et al., 2018), la expresion reducida de c-Fos en la BLA de ratas privadas del cuidado
materno podria deberse a la reduccién de sinapsis excitatorias en la BLA inducido por la
exposiciéon al estrés durante el desarrollo temprano. Con respecto a la MeA, estudios han
reportado que cuando ratones interactian con un nuevo conespecifico, hay una induccién en la
expresién de c-Fos dentro en esta area del cerebro (Ferguson et al, 2000; Kim et al., 2015), a
excepcion de ratones knock-out a OXT (Ferguson et al., 2000), lo que sugiere un suministro de
OXT dentro de esta regiéon del cerebro durante las interacciones sociales novedosas. Los
resultados de este trabajo muestran que el ntimero de células inmunorreactivas de c-Fos en la
MeA fue significativamente menor en ratas privadas del cuidado materno expuestas a la novedad
social, en comparacién con ratas no privadas del cuidado materno. Estos resultados sugieren que
la actividad neuronal reducida del MeA de sujetos focales podria deberse a la reducida liberacién

de OXT durante la exposicién a la novedad social.

11.2.2 Septum lateral

Un sitio de proyecciéon de la MeA relevante en el procesamiento de informacién y conducta social
es el LS. Dentro de esta region del cerebro, el neuropéptido AVP, desempeiia un papel importante
en la adquisicién de la memoria social (Bielsky et al., 2005). Por ejemplo, el suministro local de
AVP en el LS facilita la memoria social en ratas macho adultas, mientras que la inyeccién local
de antagonistas de AVP en el LS impiden la adquisicién de la memoria social (Danzter et al.,
1988; Everts y Koolhaas, 1999). Un estudio que evalu6 la liberacién endégena de AVP dentro del
LS mostré que la privacién del cuidado materno impide el reconocimiento social en ratas adultas
al afectar la liberacién de AVP durante un encuentro social novedoso, y que el reconocimiento
social se puede restaurar en ratas privadas del cuidado materno administrando AVP en el LS
(Lukas et al., 2011). Dado esto, la reduccién en el nimero de células inmunorreactivas c-Fos en
el LS de ratas privadas del cuidado materno expuestas a la novedad social podria deberse a una
reducida liberacién de AVP dentro del LS inducida por la exposicién al estrés durante el

desarrollo temprano por privaciéon del cuidado materno.
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11.2.3 Niicleo paravemticular del hipotilamo

En un estudio anterior, realizado por este equipo de trabajo se demostré que la expresién de c-
Fos en el PVN de ratas jévenes aumenta cuando los individuos son expuestos a un conespecifico
novedoso (Gémez-Gémez et al., 2019). Los resultados de este estudio muestran que la expresion
de c-Fos en el PVN aumenta al exponer a ratas adultas a un conespecifico novedoso, pero que su
actividad no se ve modificada por la privacién del cuidado materno. Una posible explicacién del
porqué no se observaron diferencias en el inmunomarcaje a c-Fos en el PVN podria deberse a la
regiéon analizada. E1 PVN es una regién cerebral compuesta de distintos niicleos que presentan
diferentes tipos de células que expresan numerosos péptidos, neurotransmisores y hormonas
(Eliava et al., 2016). En este trabajo, no distinguimos entre la inmunoreactividad de las diferentes
poblaciones del PVN; por lo tanto, para explicar el hecho de que no se encontraron diferencias en
el nimero de neuronas inmunoractivas a c-Fos en el PVN, requerirfamos un analisis mas
detallado de las diferentes poblaciones celulares de este niicleo, como las neuronas oxitocinérgicas
parvocelulares que tienen proyecciones directas al NAc, donde su actividad es necesaria para la

conducta y recompensa social (Délen et al., 2013; Love, 2013).

11.2.4 Nicleo accumbens

Como se menciond, las neuronas parvocelulares en el PVN tienen proyecciones oxitocinérgicas
directas al NAcc, donde la OXT activa los OXTR e induce la plasticidad en las sinapsis
excitadoras necesarias para los vinculos sociales entre los miembros de un grupo (Délen et al.,
2013). En un trabajo previo, se demostr6 que el valor hedénico de la exposicién a la novedad
social durante la juventud es mayor en comparacién con otros estimulos, como la familiaridad
social y la exposicién a un ambiente novedoso, ya que induce la activacién de un mayor ntimero
de neuronas en el NAc (Gémez-Goémez et al., 2019). Estudios han demostrado que la actividad
del NAc puede verse influenciada por dopamina, opioides, oxitocina y serotonina (Trezza et al.,
2011; Dolen et al.,, 2013), y en contextos sociales no reproductivos, las acciones de la AVP y OXT
en el Nac estan involucradas en la recompensa social, especialmente durante encuentros sociales
novedosos en individuos adultos (Ferguson et al., 2000; Bielsky et al., 20045 Dolen et al., 2013;

Goémez-Gémez et al., 2019).
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Se ha demostrado que la exposicién a eventos adversos durante el desarrollo temprano induce
cambios en las propiedades microestructurales de las regiones asociadas a la recompensa del
cerebro en desarrollo (Dennison et al., 2019), como el NAc y mPFC (Wang et al.,, 2015), y han
relacionado dichas modificaciones con alteraciones en el procesamiento de recompensas (Birn et
al., 2017; Dennison et al., 2019). Los resultados de este trabajo muestran que el nimero de células
c-Fos-ir aumenta en el NAc cuando los individuos adultos estan expuestos a un nuevo
conespecifico, pero que el nimero de células c-Fos-ir es significativamente menor en ratas
privadas del cuidado materno. Estos resultados sugieren que la reduccién en el niimero neuronas
inmunoreactivas en el NAc de ratas privadas del cuidado materno expuestas a novedad social
podria deberse a la liberaciéon de AVP y OXT dentro de esta regién cerebral relacionada con la
actividad de otros ntcleos cerebrales como MeA y posiblemente VTA, ya que juega un papel
importante en el procesamiento de recompensas sociales (Gundayin et al., 2014; Hung et al,,
2017), que influyen en la actividad del NAc (Peris et al., 2017). Estudios han demostrado que la
actividad de neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAcSh, NAcCo y mPFC
incrementa tras la exposicién a la novedad social (de Leonibus et al., 2006; Gundayin et al., 2014;
Takeuchi et al., 2016), y dicho incremento en la actividad de neuronas dopaminérgicas del VTA
estd asociado con el incremento de la investigacién social hacia individuos desconocidos
(Gundayin et al., 2014). No pudimos recolectar tejido del VTA para esta investigacién; por lo
tanto, esto deja abierta la posibilidad de estudiar la actividad de este ntcleo ante la exposicién a

novedad social en ratas adultas privadas del cuidado materno.

11.2.5 Corteza preftonal medial

Se ha postulado a la mPFC, junto con dreas que median los aspectos de recompensa de la
interaccién social como el NAc y VTA (Gunaydin et al., 2014; Kas et al.,, 2014; Kim et al.,, 2015),
como el sustrato neuronal clave para la regulacién de la conducta y motivacién social en roedores
(Lee et al., 2016). Por ejemplo, en un estudio en el cual emplearon la prueba de interaccién social
de tres camaras, que es empleada para evaluar sociabilidad en general y la preferencia por la
novedad social, demostraron que neuronas de la mPFC exhibfan altas tasas de descarga mientras
los roedores se acercaban a un conespecifico desconocido, pero no cuando los individuos se

acercaban a un objeto o camara vacfa (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). Por otra parte, se ha
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sugerido que los déficits sociales en modelos de roedores podrian estar relacionados con el

funcionamiento alterado de la mPFC (Holland et al., 20145 Bicks et al., 2015).

Se ha demostrado que la privacién del cuidado materno induce cambios en la mPFC a nivel
molecular en la edad adulta (Wang et al., 2015) e irrumpe sus funciones cognitivas (Yang et al.,
2017). Los resultados de este trabajo muestran que la actividad neuronal de la mPFC incrementé
al exponer a los individuos a un sujeto desconocido, lo que concuerda con lo reportado por
(Kaidanovich-Beilin et al., 2011); sin embargo, se observé un aumento de la actividad neuronal
en la mPFC de individuos privados del cuidado materno. Una posible explicaciéon del porqué no
se observé actividad en la mPFC de ratas privadas del cuidado expuestas a la novedad social
podria deberse a que otras areas como el NAc, y posiblemente el VTA, que comparte proyecciones
directas a la mPFC tampoco se activaron. Como la actividad de la mPFC se correlaciona con la
motivacién social en roedores (Lee et al., 2016), la reduccién en el tiempo de investigacién social
de ratas adultas privadas del cuidado materno podria atribuirse a que la mPFC de estos individuos

tampoco se activo.

Las observaciones demuestran que la privacién del cuidado materno reduce la motivacién de
individuos adultos por socializar con conespecificos novedosos, ya que ratas privadas del cuidado
materno pasaron menos tiempo investigando al sujeto desconocido, y que la privacién del cuidado
materno induce cambios en la actividad de dreas cerebrales que comprenden el cerebro social. Las
areas que fueron sensibles a la privacién del cuidado materno fueron la BLA, MeA, LS, NAc y
mPFC. Dado que no se encontraron diferencias en la actividad del PVN entre ratas privadas y no
privadas del cuidado materno, los cambios en la actividad del Nac y mPFC podrian atribuirse a
la reducida liberacién de dopamina por parte del VT'A al NAc. A pesar de que no se evalto la
actividad del VTA en este trabajo, no se descarta su participacién en el sistema. Para explicar la
igualdad en la expresiéon de c-Fos en el PVN, se requerirfa un analisis méas detallado de la

actividad de las diferentes poblaciones celulares del ntcleo.
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12 CONCLUSIONES

La privacién del cuidado materno redujo el tiempo de investigacién social entre individuos

novedosos.

Ante la exposicién a la novedad social la actividad de la amigdala, septum lateral, ntcleo

accumbens, y corteza prefrontal medial se ve reducida por la privacién del cuidado materno.

En la edad adulta, la actividad del PVN se ve incrementada tras la exposicién a la novedad

social.

La actividad del PVN ante la exposicién a la novedad social no se ve modificada por la

exposicion al estrés crénico durante la edad temprana.

Los resultados sugieren que los cambios en la actividad provocados por la privacién del
cuidado materno pudieran ser la base de distintos transtornos conductuales en el dominio

social.
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