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Abreviaturas

CPF .- Corteza prefrontal

NAcc.- Nucleo Accumbens

Hc.- Hipocampo

AS .- Aislamiento social

ASp.- Aislamiento social post-destete

E1.- Etapa de juego (21 dias posnatal)
E2.- Etapa de Pubertad (44 dias posnatal)
E3.- Etapa Adulta (70 dias posnatal)
ACTH.-adrenocorticotropina

AVP.- vasopresina

AVT.- area ventral tegmental

BDNF.-factor neurotréfico derivado del cerebro
CA.-cuernos de Ammon

NMDA.-acido N- metil- D- aspartato
PCREB.-factor trasncripcional del BDNF
PD.- dia posnatal



RESUMEN

El aislamiento social (AS) se ha definido como la separacion de individuos o grupos resultando
en falta de o disminucion de contacto social y/o comunicacién.

En estudios pioneros, Spitz demostrd que algunos nifios criados en orfanatos o bien
hospitalizados por largos periodos de tiempo presentaban alteraciones conductuales,
caracterizadas por estereotipias motoras, apatia, labilidad emocional y escasa interaccion social.

En la rata (animal sociable) las etapas previas y posteriores a la pubertad son criticas
para adquirir, establecerse y aprender su organizacion social, identificacion al grupo, conductas
sexuales, maternas, etc. Durante este periodo las ratas jovenes emplean gran parte de su tiempo
en la interaccion y el juego social. La conducta de juego social en la rata se da desde el dia 18
posnatal (p18), observando picos entre los dias p28 a p35, y posteriormente la actividad se
reduce con la edad y la maduracion sexual. Asi que se considera que esta interaccion social es
importante para establecer la organizacidn social del grupo. En el aislamiento social en la rata
se ha caracterizado la presencia de un sindrome que consiste en hiperactividad con un
incremento en la actividad locomotora ante ambiente novedoso, en el umbral al dolor y una
alteracion en la respuesta a drogas neurolépticas.

Nuestro objetivo fue determinar en que etapa de desarrollo el aislamiento produce
alteraciones en actividad locomotora, asi como en la morfologia neuronal en Corteza prefrontal,
Hipocampo y Nucleo Accumbens.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague Dawley, previamente destetadas a los 21
dias (p21), dividiéndolo en 3 grupos de edad para considerar 3 etapas de desarrollo:

-Etapa de juego (21 dias) -Etapa de pubertad (44dias) -Etapa adulta de (70 dias)

Para el aislamiento social (14 dias) se colocaron 3 animales por caja (50x35x18 cm)
para el grupo control y 1 animal por caja para el grupo de aislamiento, en el dia de edad
correspondiente al inicio de la etapa correspondiente. Al dia 15 de aislamiento se realizaron las
pruebas de actividad locomotora ante ambiente novedoso los resultados muestra en las tres
etapas un aumento significativo de la actividad en las ratas aisladas con respecto al grupo
control. En la arborizacion y longitud total de neuronas piramidales en la CPF no se encontr6
cambios significativos en ninguna de las tres etapas de aislamiento, y al mismo tiempo tampoco
se encontrd un cambio significativo en la morfologia de neuronas espinosas medianas del NAcc
en el aislamiento en etapa de juego y pubertad. Concluyendo que 14 dias son suficientes para
producir alteraciones en la conducta motora ante ambiente novedos, faltando por relacionarlo

con la morfologia neuronal.



ABSTRACT

The social isolation (AS) has defined as the separation of individuals or groups being in
lack of or diminution of social contact and/or communication. In pioneering studies, Spitz
demonstrated that some children bred in orphanages or hospitalized by long periods of time
presented/displayed behavioural alterations, characterized by estereotipias motorboats, apathy,
emotional lability and little social interaction. In the rat (sociable animal) later the previous stages
and to the puberty are critics to acquire, to settle down and to learn their social organization,
sexual, maternal identification to the group, conducts, etc. During this period the young rats use
great part of their time in the interaction and the social game. The conduct of social game in the
rat occurs from day 18 posnatal (p18), observing tips between the days p28 p35, and later the
activity is reduced with the age and the sexual maturation. So it is considered that this social
interaction is important to establish the social organization of the group. In the social isolation in
the rat the presence of a syndrome has been characterized that consists of hyperactivity with an
increase in the locomotive activity before novel atmosphere, in the threshold to the pain and an
alteration in the answer to neurolépticas drugs. Our objective was to determine in that
development stage the isolation produces alterations in locomotive activity, as well as in the
neuronal morphology in prefrontal Crust, Seahorse and Accumbens Nucleus. Male rats of the
stock Sprague Dawley, previously weanling were used to the 21 days (p21), dividing it in 3
groups of age to consider 3 stages of development: - Stage of game (21 days) - Stage of puberty
(44dias) - Adult Stage of (70 days) For the social isolation (14 days) 3 animal by box (50x35x18
cm) for the group were placed control and 1 animal by box for the isolation group, in the day of
corresponding age at the beginning of the corresponding stage.

To day 15 of isolation the tests of locomotive activity were realised before novel
atmosphere the results shows in the three stages a significant increase of the activity in the rats
isolated with respect to the group control. In the arborization and length overall of pyramidal
neurons in the CPF one was not significant changes in any of the three stages of isolation, and at
the same time was not a significant change in the morphology of thorny neurons medians of the
NAcc in the isolation in game stage and puberty either. Concluding that 14 days is sufficient to
produce alterations in the conduct motorboat before atmosphere novedos, lacking to relate it to
the neuronal morphology.



INTRODUCCION

A una especie sociable se le caracteriza por tener un nivel de organizacion social, con
grupos permanentes de adultos viviendo juntos, y relaciones entre individuos que duren de un
encuentro a otro, por la existencia de una interaccion entre los miembros de esta, en donde la
conducta de cada miembro es con el fin de realizar actividades en conjunto y apoyo para el
bienestar todos los miembros, como por ejemplo; recoleccion de comida, construccion de nidos,

cuidado de las crias, proteccion de depredadores.

Aunque podemos considerar que todos los animales son sociales hasta cierto punto, la
reproduccion sexual requiere animales que se pongan en contacto para aparearse, y en
animales que muestran algin grado de cuidado parental hay una minima unidad social de uno o

mas parientes y sus crias.

El comportamiento y la organizacién de los animales sociales se ha estudiado
ampliamente en psicologia comparativa, etologia, sociobiologia, ecologia de la conducta y

ciencias de la computacion (inteligencia artificial).

En este tema existe gran interés en la conducta social de algunos animales como:
Gorilas, Perros, Lobos, Leones, Chimpancés, conejos, ratones, ratas, y principalmente de

comprender la conducta social del hombre la cual es altamente compleja y diversa.

Los seres vivos nacen con un potencial genético y bioldgico de amplias posibilidades de
desarrollo. EI hombre es un ser social por naturaleza y durante toda la vida vive un proceso
continuo de desarrollo y aprendizaje, asi que el medio ambiente del hombre es basicamente su
medio social. Resulta entonces fundamental al desarrollo de las habilidades que permitan

relaciones interpersonales satisfactorias y efectivas.

En el comportamiento social, tanto para el hombre como para otras especies sociales
por naturaleza, el aprendizaje a lo largo del desarrollo del individuo se torna mas y mas
complejo ya que se incluyen aspectos cognitivos, afectivos, sociales y morales, a través de un
proceso de maduracion y aprendizaje con el medio social. El aprendizaje social sostiene que el
funcionamiento psicolégico y el desarrollo social responden a la interaccién de multiples factores
ambientales, individuales y de conducta de la persona. EI comportamiento interpersonal se
aprende por asociacion y por aprendizaje instrumental, siendo el refuerzo social uno de los

reforzadores mas poderosos para la adquisicion y mantencion de la conducta interpersonal,
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ademas de que también existe aprendizaje por observacion el cual requiere de procesos tales
como: percepcion, atencion y memoria. Considerando asi que este aprendizaje social se puede
ver influido y afectado por factores externos diversos que alteren la conducta de un individuo en

un futuro.

“procesos de apreciacion” que no son ni mas ni menos que la participacion de los
afectos y las emociones, que el individuo pone en juego para llevar a cabo dicha apreciacion e
interpretacion.

Los vinculos tempranos madre-hijo han sido un tema de estudio de gran relevancia para
el campo de la psicopatologia, si tenemos en cuenta la importancia que estos adquieren en el
desarrollo del nifio y del adolescente. Los estudios en ratas demuestran que el reconocimiento
entre la madre y la cria dependen del olfato que desencadena una respuesta neurobioquimica en
las células del bulbo olfativo; y de este hacia el sistema limbico. La rata prefiada, al llegar al
término de la gestacion, al parecer por accion de la oxitocina, comienza a preparar el nido y una
Vez que nacen sus crias se come la placenta y comienza a lamer a sus crias. En ese momento
se suceden cambios en forma bidireccional entre la madre y la cria, producidos por lo que en el
lenguaje popular se denomina instinto materno, que es el resultado de la activacién de la corteza
prefrontal y del sistema limbico. Si la rata es primeriza, se activa la corteza prefrontal, y aprende
las funciones maternas, pero es el olfato el que le permite reconocer a su cria.

La cria responde a los cuidados maternos lamiendo a la madre. La rata madre se arquea
para que la cria pueda succionar. La cria, en un esbozo de plasticidad cerebral, busca en forma

particular uno de los pezones.



CONDUCTA SOCIAL EN RATA

Las habilidades sociales dependen no solo de la constitucion genética, puesto que
también es influenciado por otros factores como condiciones las prenatales, el sexo, jerarquia
social del animal y experiencias sociales tempranas (Meaney y cols., 1979, Suomi y cols., 1974).

Las ratas, al igual que el hombre, son animales sociables por naturaleza, por ello las
etapas previas y posteriores a la pubertad de cada individuo son criticas para adquirir,
establecerse y aprender su organizacion social, identificaciéon al grupo, conductas sexuales,
maternas, etc. Durante este periodo las ratas jovenes emplean gran parte de su tiempo en la
interaccion y el juego social (T. Hol, 1999).

En diversos estudios detallados y descriptivos del desarrollo del comportamiento social
en la rata (Baenninger LP., 1967; Meaney y cols., 1979; Peijs, 1977) se ha demostrado que
durante este desarrollo pueden ser distinguidos ciertos periodos especificos (Scott JP., 1962;
Scott JP. Y Marston 1950). La hipétesis del periodo critico (Scott JP., 1962) postula que los
individuos jovenes de la mayoria de las especies sociales pasan por periodos cronologicos
durante los cuales el estimulo social especifico es necesario para un adecuado desarrollo social
subsecuente. Las ratas son inusualmente susceptibles a las influencias ambientales durante el
periodo en el cual se forman los enlaces sociales primarios (Scott JP. Y Marston 1950). Durante
este periodo, las ratas jovenes pasan cada vez mas tiempo lejos de su madre y su nido,
observandose las primeras interacciones sociales no-maternas, es decir comportamiento social
de juego. En gran parte los patrones del comportamiento agresivo, sexual y social en los adultos
se pueden reconocer en el juego social, aunque la mayor parte del tiempo en las formas
modificadas y exageradas (Pellis SMy Pellis VC., 1990; Poole TB y Fish J., 1976; Taylor GT.,
1980).

Durante los primeros dias de vida el cuidado materno es importante en la rata, estos
cuidados maternos se dan hasta el dia 21 (p21), que es cuando se desteta y convive con sus
demas integrantes de la camada sin depender de los cuidados maternos.

La frecuencia de la conducta de juego social, observada en la rata durante el desarrollo,
sigue la forma de U invertida, inicia alrededor del dia 18 posnatal (p18), observando su pico
méaximo durante los dias p28 a p35 (semanas 4 y 5 de la edad), y posteriormente la actividad se
decrementa con la edad y la maduracién sexual (Baenninger LP., 1967; Meaney y Stewart J.,
1981; Thor DH y Holloway WR., 1984; Vanderschuren LJMJ. y cols 1997). Asi que se considera



que esta interaccion social es importante para establecer la organizacion social del grupo
(Vanderschuren LJMJ., 1997).

Asi, un grupo de 4 investigadores (Nature Neuroscience, 2000) nombres? demostré que
las madres que ejercian conductas maternales adecuadas para con sus crias (medidas a través
de las conductas de licking y grooming se traducia en:

e unaumento de la densidad neuronal y del volumen del hipocampo

e un aumento del ARNm para ciertos factores neurotroficos

e unaumento del numero de cierto tipo de receptores

e una mayor disponibilidad de ciertos neurotransmisores en ciertas areas del cerebro

e una mayor liberacion de proteinas vinculadas a la adhesion neuronal

e una significativa mejoria en el performance de las conductas relacionadas con el
aprendizaje y la memoria.

Mientras que los estudios realizados en crias de ratas sometidas a una deprivacion de
contacto y atencion materna por un periodo de 3 horas diarias (recordar que 10-11 dias en la
vida de una rata equivale a 40-50 dias en la vida de un humano) resultaron en una disfuncién de
dicho eje que se ponia de manifiesto a través del desarrollo de un estado de hipercortisolemia el
cual ejerce un efecto neurotoxico a través de:

o una acelerada pérdida neuronal y un retraso en la mielinizacion.

Anormalidades en el desarrollo de un adecuado pruning (‘poda”) que se manifiesta a
través de un proceso de overpruning (“pelado”) de las espinas dendriticas neuronales. La
repercusion a nivel conductual de este evento bioldgico fue que los roedores presentaron una
marcada disminucion en las pruebas de performance y aprendizaje
1.9  Separacion Materna

La separacion materna se ha estudiado durante décadas. Los efectos a corto y largo
plazo son variables y algunas veces opuestos (Ladd y cols , 2004, Lehmann y Feldon, 2000,
Pryce y Feldon, 2003). Por ejemplo, se ha reportado que los animales separados de su madre a
una edad temprana desarrollan ansiedad exacerbada y conductas hiperactivas en la edad adulta;
otros investigadores han hallado cambios en la estructura cerebral, lo cual se ha relacionado con
la presencia de ciertas psicopatologias; algunos autores reportan lo contrario, una respuesta
menos activa, o bien, ninguna diferencia en la actividad de los animales estresados mediante la

separacion materna y los que no han sido separados. (Flores y cols, 2005)
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Una repetida separacion entre las crias y la madre de 2 horas, incluso hasta 6 horas
durante las primeras semanas de vida produce un fenotipo con una alteracion en la reactividad
del eje HPA ante estresores breves (Plotsky y Meane, 1993; Liu y cols. 1999; Liu y cols. 2000;
Francis y cols. 2002; Ladd y cols. 2004,), a través de un aumento en la expresion del ARNm de
CRH en la amigdala central y en PVNh y un decremento en el ARNm de RG principalmente en
areas corticales (Francis y cols. 1999). Ademas de una acelerada pérdida neural, retraso en la
mielinizacién, disminucién de espinas dendriticas y deficiencias en las pruebas de memoria
(Lehmann y cols. 2002; Hsu y cols. 2003; Colorado, 2006) y mayor vulnerabilidad a

enfermedades relacionadas con el estrés (Francis y cols. 2002).

Los cuidados suministrados por la madre a sus crias en la primera semana después del
parto incrementan la densidad de las sinapsis en el hipotdlamo, desarrollan la funcién
hipocampica y mantienen en buen funcionamiento el mecanismo de produccion de los
glucocorticoides. EI momento en el que se aplica la separacién materna es determinante, ya
que si es aplicada antes del periodo de hiporrespuesta (PD1 al PD3) del eje HPA al estrés
reduce significativamente la densidad de espinas dendriticas a nivel de las neuronas piramidales
de la tercera capa de la CmPF, mientras que durante el periodo de baja respuesta (PD5 al PD7)
al estrés, no se observan diferencias en la morfologia dendritica (Bock y cols. 2005). Los
periodos prolongados de separacion de la madre estan asociados con aumento de la apoptosis y
disminucion de la produccién de factores neurotréficos, del factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) y del factor de crecimiento neuronal (NGF) que son responsables de los
cambios en la citoarquitectura y de la reparacion neuronal, aumentan la produccion de nuevos
brotes terminales y estimulan la sinaptogénesis. EI BDNF y el NGF estimulan los microtubulos, la
reparacion celular y el crecimiento de las células musgosas del hipocampo que se conectan con
las células de la capa CA3 y las células colaterales. La disminucion en la produccién de los
factores protectores neuronales ocasiona atrofia y muerte de las células de la capa CA3 y de las
células musgosas (Kehoe , 1999).

Sin embargo, a través del estudio realizado por Meaney lo que queda en evidencia es
que 1) a pesar de una mala susceptibilidad genética, un entorno ambiental favorable tendra la
capacidad de generar importantes cambios plasticos aumentando la potencia sinaptica en
determinadas areas del cerebro (que intervienen en el procesamiento de informacidn proveniente
del entorno) y protegiéndolo de los fendmenos de excitotoxicidad y 2) un entorno ambiental
caracterizado por el desarrollo de estresores y situaciones traumaticas podra tener un efecto

favorable, a través del aumento de la resilencia del individuo; o bien desfavorable aumentando la
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vulnerabilidad del individuo, caracterizada por la mayor susceptibilidad del SNC a diferente tipos
de noxas que resultaran en dafio cerebral (atrofia de las estructuras neurales con disminucién de
las arborizaciones y desarrollo de espinas dendriticas). EI desarrollo de estos fenémenos de
resiliencia o vulnerabilidad en la nifiez traera aparejado la modulacion de ciertos procesos del
neurodesarrollo como son por ejemplo la migracién y diferenciaciéon neuronal, la proliferacién
sinaptica, etc. El adecuado desarrollo de estos procesos podra intervenir en el desarrollo,
conformacién y mantenimiento de circuitos especializados en el procesamiento de la memoria y
el aprendizaje lo que podra traducirse en un conjunto de propiedades cognitivas, afectivas,
vinculares, etc., asi como en su capacidad de respuesta (reactividad normal / hiporeactividad /

hiperreactividad) ante la exposicidn a subsecuentes situaciones de estrés.

Ademas del cuidado materno en la rata se han delimitado muy bien tres etapas

importantes de desarrollo:

.,

++ Etapa de juego: inicia aproximadamente al dia 18 posnatal (p18).

o,

++ Etapa de pubertad: inicio a los 44 dias posnatal (44p).

®,

++ Etapa Adulta: inicio a los 70 dias posnatal (70p).
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AISLAMIENTO SOCIAL

El aislamiento social se ha definido como la separacidn de individuos o grupos resultando en
falta de o disminucion de contacto social y/o comunicacion. Esta separacion puede ocurrir por

separacion fisica, barreras sociales y por mecanismos psicologicos.

El aislamiento social es considerado uno de los posibles prodromos iniciales en los
‘estados mentales de alto riesgo” en el desarrollo de psicosis, es un factor de vulnerabilidad y / 0
riesgo para el desarrollo de enfermedades psiquiatricas que no tiene la relevancia que merece.
El 9% de los casos (Martin LM, y cols., 2008) quedan sin resolver deberian ser explorados
beneficiandose de un diagnéstico, tratamiento o posible ingreso hospitalario segun procediera en

cada caso.

CARACTERISTICAS DEL AISLAMIENTO SOCIAL

Existe evidencia clara de que eventos durante el inicio de la vida influyen en el desarrollo
cerebral y conductas posteriores en la edad adulta; causando un factor importante en el
desarrollo de de desordenes psiquiatricos en la edad adulta, como la esquizofrenia y la
depresién. El aislamiento social se ha estudiado como uno de los factores importantes que
ocasionan deficiencias en el desarrollo y cambios en la conducta.

En estudios pioneros Spitz en 1946 demostré que algunos nifios criados en orfanatos o
bien hospitalizados por largos periodos de tiempo presentaban alteraciones conductuales,

caracterizadas por estereotipias motoras, apatia, labilidad emocional y escasa interaccién social

Esta disfuncion social ha sido implicada en el desarrollo y el curso de la esquizofrenia
(American Psychiatry Association, 1994) en la cual los pacientes tienden al aislamiento social
antes de que los sintomas aparezcan, y en cuanto los sintomas aparecen el aislamiento social
se exacerba (K . Baum,1995; S . Hans, 1992; G .Ihnen, 1998; E .F. Walker, 1994).

En el aislamiento social en la rata se ha caracterizado la presencia de un sindrome que
consiste en hiperactividad con un incremento en la actividad locomotora ante ambiente novedoso
y agonistas dopaminergicos (F .S. Hall, 1998; G .H. Jones, 1992), decremento en el umbral al
dolor, déficit en la inhibicion de prepulso (A . Domeney, 1998; M .A. Geyer, 1993; G .B. Varty,
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1995; | .C. Weiss, 1999; L .S. Wilkinson, 1994) y una alteracion en la respuesta a drogas
neurolépticas (B .J. Sahakian, 1977).

En ratas aisladas (durante 8 semanas) se encontrado aumento en la actividad
locomotora ambiente novedoso y decremento de longitud dendritica y densidad de espinas en
neuronas piramidales de CPF y NAcc (Adriana B, 2003).

Prescott (1971) fue uno de los primeros autores en sugerir la potencial vulnerabilidad del
cerebelo frente a la deprivacion social, estructura que no solo participa en las clasicas funciones
de regulacion motora, sino también afectiva (Lane RD, 1997; Reiman,1997) y cognitiva
(Courchesne, 1994; Helmpkamp, 1999). Estudios de Pascual, (2001) aislando (durante 14 dias)
ratas P18 comprobaron que existe una disminucién en la interaccion social, asi como
disminucion en la arborizacion dendritica y de densidad de espinas en las células de purkinje en
el cerebelo, y este deterioro se mantuvo incluso después de 30 dias de interaccion social normal
P62.

AREAS DE RELACION CON EL AISLAMIENTO SOCIAL

Existen evidencias que sugieren que el sistema dopaminergico participa en las
alteraciones conductuales observadas en el aislamiento social, ademas los agonistas, como la
anfetamina y la cocaina incrementan la locomocién en animales con AS (F .S. Hall, 1998; G. H.
Jones, 1992). En adiccion, la actividad locomotora ante ambiente novedoso se incrementa en el
aislamiento social (G. H. Jones, 1992), y los datos de microdialisis de d-anfetamina in vivo,
sugieren que el aislamiento social produce incremento en los niveles de Dopamina del NAcc en
condiciones basales (G. H. Jones, 1992). Asi que es evidente sugerir que la hiperactividad
presentada en el aislamiento social, es mediada primariamente por mecanismos dopaminergicos

en el Nacc.

El Hc y la CPF envian proyecciones excitatorias al NAcc (A .Y. Deutch, 1992; Y. Goto,
2001; D .R. Weinberger 1995), ademas de que las tres estructuras mencionadas también reciben
proyecciones dopaminergicas provenientes de area ventral tegmental (como se mostrara mas

adelante en diagrama 2).

El aislamiento social en ratas muestra un aumento en la presynapsis dopaminérgica y

serotoninérgica en NAcc, asociado con un decremento en la presinapsis serotoninérgicas en
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CPF e Hc. Este desbalance neuroquimico puede contribuir a la exagerada respuesta de la rata

aislada ante un ambiente novedoso o un estimulo externo, y cambios en la conducta. (M. D.S.

Lapiz, 2003)

SISTEMA LIMBICO

El sistema limbico, también llamado

cerebro medio, es la porcion del cerebro situada

inmediatamente debaijo de la corteza cerebral, y que comprende centros importantes como el
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DIAGRAMA 1.- Interconexiones del sistema limbico con las demas estructuras cerebrales,
eferencias y eferencias de cada estructura junto con los tipos de neurotransmisores que
interviene en cada conexion.
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CORTEZA PREFRONTAL

Existe el consenso de que los procesos implicados en la cognicion humana dependen de
la corteza prefrontal. Esta zona del cerebro tiene las propiedades necesarias para el control de la
ejecucion de tareas: plasticidad sinaptica por la experiencia, gran cantidad de conexiones
intrinsecas e integracion de mucha informacion extrinseca, entre ellas su regulacion por los
sistemas neuromoduladores del cerebro medio, que ayudan a actualizar la informacién (Miller y
Cohen, 2001).

La corteza prefrontal (CPF) constituye el nivel mas elevado en la jerarquia cortical
dedicada a la representacion y ejecucion de acciones y es la region neocortical mas
evolucionada en primates. Esta region se considera que esta implicada en conductas cognitivas
complejas de planeacion, expresion de la personalidad y conductas sociales correctas. Ademas
del control cognitivo, la CPF juega un papel primordial en gran numero de funciones cerebrales
superiores como el control de la conducta y del afecto (Fuster, 1997, 2001; Miller y Cohen,
2001). Los elementos celulares clave para la realizacion de estas funciones son las neuronas
piramidales y el proceso basico en el que se basa la operatividad de la CPF es la memoria a
corto plazo (working memory), proceso esencial para la cognicién humana (Goldman-Rakic,
1995).

La actividad basica de esta region cerebral es considerada ser la orquestadora de los
pensamientos y las acciones de acuerdo a metas internas. El término neuroldgico tipico para las
funciones desempefadas por la corteza prefrontal es de Funcion Ejecutiva. Las funciones
ejecutivas se relaciona a las habilidades para diferenciar entre pensamientos conflictivos,
determinar que es bueno y que es malo, que es mejor y que es optimo, lo mismo y diferente,
consecuencias futuras y actividades corrientes, trabajar hacia una meta definida, prediccion de
resultados, expectacion basada en acciones, y “control” social (la habilidad de suprimir actos,
que si no son suprimidos, podrian conducir a falta de aceptacion social o resultados ilegales).

NUCLEO ACCUMBENS

El Nucleo accumbens (NAcc) pertenece al estriado ventral (Voorn et al, 2005). Este
nucleo se ha involucrado en la integracion entre motivacion y accion motora conocida como
interfase limbico-motora (Fernandez Espejo, 2000), esto ha llevado a decir que el papel
neurobiolégico del NAcc es transferir informacion motivacional relevante para que se realicen

actos motores.
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El NAcc posee dos fterritorios  diferentes tanto en sus conexiones como
neuroquimicamente: el core y la shell (Meredith et al, 1995), la shell presenta principalmente
conexiones de caracter limbico como son las aferencias glutamatérgicas provenientes del
hipocampo y la amigdala, asi como una importante entrada dopaminergica proveniente del area
ventral tegmental (AVT) mientras que el core recibe aferencias glutamatérgicas de la corteza
prefrontal (CPF) y dopaminérgicas de la SNc (Voorn et al, 2005). El esquema propuesto por
Fernandez en el 2000 (diagrama 2) muestra el circuito neuronal de la interaccion limbico motora,
aqui la shell recibe aferencias de la corteza prefrontal y del AVT, la informacion de salida de la
shell se dirige hacia el palido ventromedial, el cual inerva el talamo, que a su vez envia fibras
hacia la CPF que a su vez proyecta fibras glutamatérgicas al core, el cual presenta conexiones

de salida al palido ventral.
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DIAGRAMA 2. Esquema de los circuitos que conectan al NAcc (Fernandez, 2000)
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HIPOCAMPO

El hipocampo forma una parte del sistema limbico y participa en la memoria y la

orientacion espacial.

El papel del hipocampo es la regulacion de las acciones agresivas y endocrinas, otras
importantes funciones de esta formacion incluyen el aprendizaje, la memoria de los hechos
recientes (de corto plazo) y la memoria espacial. Estas funciones se encuentran relacionadas
con la atencion, a través de la capacidad hipocampica de abstraer y categorizar apropiadamente
cualquier informacion importante.

El hipocampo es una estructura del sistema limbico ampliamente relacionada con varios
nucleos del sistema nervioso central; entre estos se encuentran la corteza prefrontal, nlcleo
accumbens, amigdala y area ventral tegmental (Grace, 2000) que en conjunto forman el sistema
dopaminérgico mesolimbico y esta implicado en le regulacion de conductas motivadas (Vallone y
cols, 2000). Para su estudio se divide en cuatro regiones CA1, CA2, CA3 y CA4 basandose en el
tamafo y las conexiones de las células piramidales que residen en ellas (Kandel, 2000); (Fig. 2).
El hipocampo tiene conexiones con casi todas las partes del sistema limbico, incluyendo
especialmente amigdala, circunvolucion del hipocampo, circunvolucién del cingulo, hipotalamo y
otras zonas estrechamente relacionadas con el hipotalamo (Guyton,1967). Casi todos los tipos
de experiencia sensorial originan activacion instantdnea en diversas partes del hipocampo, el
cual a su vez, distribuye muchas sefiales de salida hacia el hipotalamo y otras partes del

diencéfalo a través del fornix (Guyton,1967).

El hipocampo ejerce una actividad glutamatérgica que modula la actividad de las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal al igual que las espinosas medianas del nucleo
accumbens, via glutamato, mientras que la corteza prefrontal modula también la actividad de las
neuronas espinosas medianas del nucleo accumbens (NAcc) por una innervacion de tipo
glutamatérgico, de tal manera que el hipocampo vendria modulando la actividad de las neuronas
del nucleo accumbens directamente e indirectamente via corteza prefrontal. Por otra parte, el
hipocampo ejerce una influencia modulatoria sobre la actividad locomotora dependiente de
dopamina (DA) y la actividad de las neuronas dopaminérgicas mesolimbicas (Mogenson y Yim,
1991). Las neuronas dopaminérgicas que proyectan al nucleo accumbens juegan un papel
critico en la abertura y switch entre fuentes de informacion alternantes, ademas de participar en

la atencion y orientacion a estimulos, los que estan significativamente alterados en algunos
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trastornos conductuales (Sesack and Pickel, 1990). EI NAcc recibe inervacion dopaminérgica del
area ventral tegmental e inervacion glutamatérgica del hipocampo, predominantemente del
hipocampo ventral (HV) (Groenewegen, 1991). Ademas, proyecciones hipocampales
glutamatérgicas hacen contacto sinaptico con las mismas neuronas GABAérgicas del NAcc que

hacen sinapsis con las terminales dopaminérgicas mesolimbicas (Whishaw y Mittleman, 1991).

-~ Bregn I:il_-;ib‘-lj TRAITE -

Figura 2. Se muestra la region del Hipocampo (en cuatro regiones separadas, CA1, CA2,
CA3y CA4)

CARACTERISTICAS DE LAS NEURONAS PIRAMIDALES

A nivel morfolégico, estan constituidas por un soma triangular de aproximadamente 25-
50 um de didmetro, un conjunto de dendritas basales que se encuentran cerca del soma y una
dendrita apical, que proyecta hacia las capas superficiales. Gracias a esta dendrita apical las
neuronas piramidales tienen la capacidad de captar la informacion que llega a través de las
distintas capas corticales y una vez integrada emitir un impulso eléctrico hacia las areas de
proyeccion. Las neuronas piramidales son la poblacion neuronal mayoritaria en la corteza

(alrededor de un 75-80% del total) y son glutamatérgicas. Existe una especificidad laminar en el
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tipo de proyecciones de la corteza frontal: las neuronas piramidales de las capas Il/lll tienden a
proyectar a otras areas de la corteza, las de la capa VI al tdlamo y algunas zonas corticales y
son principalmente las neuronas piramidales de capa V las que canalizan la sefial de salida

hacia la multitud de estructuras subcorticales.

CARACTERISTICAS DE LAS NEURONAS ESPINOSAS MEDIANAS

Mas del 95% de la poblaciéon neuronal del estriado esta formada por las neuronas
espinosas medianas que son el blanco de la mayoria de las aferencias extrinsecas e intrinsecas
del mismo y que constituyen el centro integrador de la informacién debido a sus arborizaciones
que ejercen simultaneamente sinapsis con aferencias extrinsecas como asi también intrinsecas.

Las neuronas espinosas medianas en el NAcc son identificadas por su tamafio del soma,

su extension dendritica y gran numero de espinas dendriticas, descritas por Flores 2005.
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JUSTIFICACION

Las experiencias postnatales adversas constituyen importantes factores de riesgo que
podrian contribuir al desarrollo de diversos trastornos neuropsiquiatricos en individuos
genéticamente vulnerables (Courchesne E., 1994; Dawson G, 1994; Einsenberg L,1995). El
posible sustrato neurobioldgico que podria dar cuenta de estos desérdenes conductuales resulta
obviamente dificil de abordar en estudios con seres humanos. En este contexto, la utilizacion de
modelos animales ha sido particularmente Util considerando las limitaciones que comportan los
estudios clinicos que, al margen de su incuestionable valor, son generalmente retrospectivos y
con numerosas variables dificiles de controlar. Al respecto, el modelo animal que se ha utilizado
con mayor frecuencia es el aislamiento social temprano en ratas de laboratorio, donde se
inducen condiciones ambientales adversas y evalUan luego sus consecuencias conductuales y
neuronales (Geyer MA, 1993; Kim JW, 1996; McKinney WT, 1995).

La investigacion realizada desde el aprendizaje social, tomando como base el enfoque
del analisis experimental, ha llevado a desarrollar diferentes estrategias y modelos que han
permitido reproducir conductas sociales en ambientes controlados de laboratorio (Baker &
Rachlin, 2002; Catania, 1992), las investigaciones que se han realizado con técnicas no
invasivas en humanos han sugerido que la exclusion social ocasiona cambios en el cerebro y
que estos cambios cerebrales provocan a su vez incapacidad de decision y una disminucion de
la capacidad de aprendizaje: el cerebro realmente registra el aislamiento social del individuo y se

ve afectado en su rendimiento y funcionamiento.

Existen reportes de gran variedad de protocolos de aislamiento social y mediciones de
conductas que se piensa afectarian en este caso, ademas estudios estimativos que sugieren la
participacion importante de aéreas cerebrales involucradas en este proceso. Pero aun asi falta
definir con claridad areas alteradas y que se encuentran muy relacionadas con los datos
reportados previamente como CPF, Hipocampo y NAcc, ademas de que no existe un reporte que
determine en que etapas del desarrollo social, el aislamiento ocasiona dafios mas
significativos, aunado a esto aun no se estandarizado un modelo de aislamiento social el cual
pueda relacionar con mas precision los dafios al organismo, las implicaciones psicolégicas y

sociales ocasionadas por el aislamiento social.
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HIPOTESIS

El Aislamiento Social dependiendo de la etapa que se aplique, etapa de juego, etapa de
pubertad o etapa adulta, y el tiempo de aislamiento, induce cambios conductuales y
morfolégicos, y estos cambios variaran, principalmente en la morfologia de neuronas
espinosas medianas de Nucleo Accumbens (NAcc), y neuronas piramidales de Corteza
Prefrontal (CPF) e Hipocampo (Hp); asi como también en la conducta motora ante ambiente

novedoso de los animales aislados con respecto a los controles.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si el Aislamiento Social en las etapa de juego, etapa de pubertad y etapa
adulta de la rata durante 14 dias es suficiente para producir diferencias; en la conducta
motora ante ambiente novedoso y cambios morfolégicos en neuronas piramidales de CPF,

Hp y neuronas espinosas medianas en NAcc.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si existen variaciones de acuerdo a la etapa de aislamiento, en la actividad
locomotora ante ambiente novedoso en los animales de aislamiento social, en las etapas de
desarrollo de juego, pubertad, y adulta.

2. Evaluar la arborizacién y densidad de espinas dendriticas de las neuronas piramidales, capa
3 de la corteza prefrontal y en hipocampo, en los grupos de aislamiento social y grupos
control.

3. Evaluar la arborizacion y densidad de espinas dendriticas de las neuronas espinosas
medianas del NAcc en los diferentes grupos de aislamiento social y control.

4. Establecer si la variacion en los efectos provocado por el aislamiento social, depende de la

etapa de desarrollo social en la que se encuentre el individuo durante el aislamiento.
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Diagrama de trabajo

Ratas Machos Sprague Dawley
n= 60
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Ratas 21 dias
Etapa de juego n=20

Ratas 44 dias
Etapa de pubertad Nn=20

Ratas 70 dias
Etapa adulta n=20

Grupo de aislamiento
1 animal por caja (50x35x18 cm)

Grupo control
3 animales por caja (50x35x18 cm)

Actividad Locomotora ante ambiente
novedoso

Sacrificio y procedimiento de Tincion Golgi-
Cox

Estudios morfologicos de
Corteza prefrontal, Hipocampo y
Nucleo accumbens.

Analisis de resultados

Conclusiones




CRONOGRAMA DE MANEJO DE ANIMALES PARA

GRUPO etapa de Medicion de Sacrificio y
destete ctapa actividad extraccion de
aislamiento
locomotora cerebros
i . dia 21 al dia 35 . dia 36 al 51
etapa de juego 21 dias (14 dias) dia 36 (15 dias)
etapa de . dia 44 al dia 58 . dia59al 74
pubertad 21 dias (14 dias) dia 59 (15 dias)
i . dia 70 al dia 84 . dia 85 al 100
etapa de juego 21 dias (14 dias) dia 85 (15 dias)
grupo control 21 dias sin aislamiento dependiendo de la |15 dias posteriores

etapa

al sacrificio




Animales de Experimentacion

Para el presente proyecto se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague Dawley (previamente
destetados a los 21 dias posnatal) de 21 dias (p21), 44 dias (p44), y 70 dias (p70), respectivamente
para cada grupo experimental; proporcionadas por el bioterio del Instituto de Fisiologia, BUAP, el cual se
encuentra en condiciones ambientales de temperatura y humedad controladas, las ratas se mantuvieron
en cajas de acrilico de 50x35x18 cm., y recibieron ciclos de luz oscuridad de 12 horas y con libre acceso

de agua y alimentos.
Aislamiento social

El aislamiento social se realizd por un periodo de 14 dias, los animales del grupo de AS se
colocaron en cajas individuales y al mismo tiempo los animales del grupo control se colocaron 3 en cada
caja. Las condiciones de los 2 grupos seran las mismas, el aislamiento seré solo de forma fisica ya que
se colocaran las cajas en el mismo cuarto teniendo la capacidad de oler, oir y ver a los deméas animales.

Este protocolo de aislamiento esta reportado por Flores (2003).

Actividad locomotora

Se realizaron mediciones de actividad locomotora ante ambiente novedoso a los tres grupos de
AS en E1, E2 y E3 y grupos controles respectivos las mediciones se realizaron al dia siguiente de
finalizar la etapa de aislamiento correspondiente a cada grupo, para poder evaluar los cambios con
respecto a la hiperactividad.

Esta se medio colocando a la rata en una caja cerrada de 48 cm. de largo por 28 cm. de ancho,
con una profundidad de 30 cm. La caja posee 8 pares de fotodiodos colocados a lo largo de las paredes
laterales de la caja. Los fotodiodos se encuentran conectados a un actimetro. La actividad locomotora se
cuantifico registrando las cuentas de movimiento cada 10 minutos, durante dos horas. Inmediatamente
después de las mediciones los animales se sacrificaran para el estudio morfolégico que se describe a

continuacion.
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Protocolo de actividad locomotora.

Esta prueba se realiz6 en el laboratorio de neuropsiquiatria del Instituto de Ciencias
Fisiologicas de la BUAP, en el area especifica para este fin. El dia de la prueba las ratas
permanecieron en el area durante 30 minutos, este tiempo permiti6 la adaptacion al
laboratorio.

Esta prueba se realizd a la misma hora y bajo las mismas condiciones de iluminacion y

temperatura.

Las ratas fueron colocadas en cajas de acrilico de 44 cm de largo por 22 cm de ancho y
22 c¢m de altura, estas cajas tienen instalados 8 pares de fotodiodos en las paredes laterales,
de tal forma que el movimiento de las extremidades interrumpe la trayectoria de un haz de luz
infrarroja  imperceptible para el animal, dicha interrupcion se cuantifica como un
desplazamiento. La contabilizacién de los desplazamientos se realiz6 por un contador
computarizado que permite registrar el numero de desplazamientos de los animales en 6
intervalos sucesivos de diez minutos cada uno, de modo que el registro de actividad locomotora

tuvo la duracion de 2 horas (Fig. 6) (Flores, 1996).
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Figura 6. Prueba de Actividad Locomotora
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Protocolo de la tincién de Golgi-Cox.

1. Se anestesio al animal con Pentobarbital sédico a una dosis de 65 mg/kg. Figura 1 (A)

2. Se perfundio solucién salina al 0.9 % a través del ventriculo izquierdo del corazén, previa
ligadura de la arteria aorta descendente y corte de la auricula derecha, con la finalidad de eluir

los eritrocitos del tejido cerebral. Figura 1 (B)

Figura 1. A) inyeccién intraperitoneal de pentobarbital sédico. B) perfusion intracardiaca de Nacl 0.9%.

3. Se procedio a remover los cerebros y ponerlos en 20 ml de la solucion de Golgi-Cox para ser
almacenarlos en la oscuridad durante 14 dias. Después de este tiempo se reemplaza la solucién
de Golgi-Cox por una solucion de sacarosa al 30%. Los cerebros seran almacenados en la
oscuridad por 2 dias mas antes de cortar, (la duracién de este paso por sacarosa no es critico
para cortar el tejido, pero se recomienda conservar el tejido durante dicho tiempo para evitar

posibles fracturas del mismo durante el corte).

4. Se monto el cerebro en la platina del vibrotomo utilizando pegamento cianoacrilico y fue
sumergido en solucion de sacarosa al 6%, una vez colocado en la camara del vibrotomo, con

suficiente solucion de sacarosa para cubrir el tejido y la navaja.

5. Se procedio a realizar los cortes después de un lavado de la navaja durante 5 minutos con

alcohol removiendo asi el exceso de grasa.
6. Se corto el tejido haciendo rebanadas de 150-200 um de grosor.

7. Se montaron las rebanadas en laminillas gelatinizadas al 2%, presionandolas uniformemente

con papel filtro. Figura 2
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Figura 2. Montaje del tejido en laminillas.

8. Las laminillas se mantuvieron en una cdmara himeda maximo 24 horas hasta el proceso de

revelado.

9. Se procedio a revelar la tincion.

Protocolo de revelado de la tincion de Golgi-Cox.

Todo el procedimiento se realizo en total oscuridad, en el siguiente orden: hidréxido de amonio
30 min, fijador répido de Kodak 30 minutos, lavado de agua y deshidratado del tejido con
concentraciones crecientes de etanol, 15 minutos con xileno. Posteriormente se cubrieron las laminillas

con resina sintética y cubreobjetos en los cortes ya revelados.

Observacion y trazado de neuronas contrastadas con la tincion de Golgi-Cox.

Se localizaran las areas de interés (CPF, Hipocampo y NAcc) de acuerdo a Paxinos y Watson
1986, después de localizar el area de interés, se dibujaran neuronas piramidales de Cpf (capa 3) e
Hipocampo y neuronas espinosas medianas en Nacc; utilizando un microscopio dptico marca Leica
modelo DMSL acoplado a una cdmara lucida marca Leica con un objetivo de 40X. Figura 3 (A).

Las espinas dendriticas de todas las neuronas que se analizaran se dibujaran en el mismo equipo a 100x.

Analisis de resultados morfolégicos.

La evaluacion de los datos morfologicos se realizé mediante el analisis de Sholl, el cual consiste
en sobreponer una hoja transparente con una serie de circulos concéntricos, colocando el circulo central

alrededor del cuerpo de la neurona y de esta manera determinar el nimero de dendritas que interceptan
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cada uno de los circulos. Para el analisis, cada caso fué representado por el valor promedio obtenido por
cada circulo de radio diferente (la separacién entre cada circulo es de 10 micrdmetros), obteniéndose el
numero de dendritas que cruzan cada circulo de tal forma que se gréfica el numero de intersecciones
entre las dendritas identificadas y cada circulo concéntrico contra el numero ordinal de cada circulo que
se encuentra a 10 um uno de otro, por tanto, contra distancia o longitud del arbol dendritico. Figura 3 (B).
Por otro lado, para calcular la densidad de las espinas, bajo la cdmara lucida se traz6 una porcion distal
de la dendrita de mas de 10 Im de longitud a una amplificacion de 100x y sobre este dibujo se contaron el

ndmero de espinas por cada 100m, entonces se obtiene el promedio de espinas por cada 10 Im

Figura 3. A) Se muestra el equipo y accion de observacion y trazado de neuronas mediante la
camara licida para su posterior analisis de Sholl. B) Diagrama en el que se muestra la plantilla
de discos concéntricos para el andlisis de Sholl. Cada disco concéntrico esta calibrado para
gue el primer circulo corresponda a un radio de 10 um, el segundo a 20um y sucesivamente
todos representan 10 um mas.
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RESULTADOS

Conducta motora ante ambiente novedoso

etapa de juego
2000~
—— CONTROL n=6
0 — AISLAMIENTO n=6
S 15004
c
2
=
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0 20 40 60 80 100 120
tiempo (minutos)

Activad locomotor medida en animales de 36 dias de edad,
comparando a animales aislados del dia 21 al 35 con respecto a
su control, mostrando un aumento en la actividad locomotora
ante ambiente novedoso en el grupo aislado.
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etapa de pubertad

2000-
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Activad locomotor medida en animales de 59 dias de edad,
comparando a animales aislados del dia 44 al 58 con respecto a su
control, mostrando un aumento en la actividad locomotora ante
ambiente novedoso en el grupo aislado.

etapa adulta

2500+
—— CONTROL n=6

20004 = AISLAMIENTO n= 6

1500+
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N° movimientos
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Activad locomotor medida en animales de 85 dias de edad,
comparando a animales aislados del dia 70 al 84 con respecto a su
control, mostrando un aumento en la actividad locomotora ante
ambiente novedoso en el grupo aislado.
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Los datos de las tres etapas en que se aplico el aislamiento y los controles correspondientes en
cada etapa para comparar el aumento de actividad locomotora, se presentan en la siguiente

grafica.

This iZBJSROPRIAIPBRA,
2000+ rap Pa’ Prlsm- control etapa 1
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Promedios de N° de movimientos presentados en la actividad locomotora ante ambiente
novedoso en las tres etapas en las que se realizo el aislamiento.
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RESULTADOS

RESULTADOS MORFOLOGICOS

Morfologia dendritica en hipocampo dorsal (CA1l)

El anélisis de Sholl se realizd en dendritas de neuronas piramidales de Hipocampo en
neuronas de ratas macho.

Los datos presentados muestran que hay una menor arborizacion de las neuronas
piramidales de hipocampo (CA1) en el grupo de separacion materna con respecto al control al
igual que la longitud dendritica total se ve disminuida. En cuanto a la longitud de orden de

ramificacion, se encontraron cambios significativos a nivel del cuarto y quinto orden.

Andlisis de Sholl de Neuronas Piramidales Maximo Numero de Orden Dendritico de
en Hipocampo Neuronas Piramidales en Hipocampo

3 Control 6007
3 —— Control
5 —— Separacion 500+ —— Control
s g 400- --e-- Separacion
8 o
c 2 300+
Qo i)
(8] c
o o 200+
8 4
] 1004
£ 4

02 4 6 810121416182022 24262830 0 é é 1'0

Namero de circulo (10 pm c/c)
A B

Longitud Dendritica de Neuronas
Piramidales en Hipocampo

2000+
1800+
1600+

12004

Longitud dendritica
(um)
:

Control Separacion

C D

Figura. 11. A) Grafica que muestra la arborizacion total de las neuronas piramidales de Hipocampo

cada grupo con n=10. B) Grafica que muestra la longitud de orden de ramificacién, cada grupo n=10. C)
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Grafica que muestra la longitud dendritica total de neuronas piramidales cada grupo n=10, los valores
indican el promedio = SEM de 100 neuronas por cada grupo experimental, con una * p < 0.05 vs control

D) Neurona piramidal de Hipocampo (CA1) de un animal control (40x).

7.3 Densidad de espinas en las dendritas de neuronas piramidales de Hipocampo

Figura. 12 Espinas Dendriticas en rata control Figura. 13 Espinas Dendriticas en rata

con separacion

Las figuras 12 y 13 muestran microfotografias con escala de 10 um de espinas
dendriticas de neuronas piramidales de hipocampo, correspondientes a cada grupo
experimental, cada fotografia corresponde a una amplificacion de una dendrita en la zona
distal en 100x para poder observar las espinas. Se puede observar que no existe una
diferencia en la densidad de estas.

En la figura 14 se muestra una representacion gréafica que describe la densidad de espinas por
unidad de longitud, en la cual se puede observar que no existe una diferencia significativa en la

densidad de espinas en neuronas piramidales de Hipocampo.
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Densidad de Espinas Dendriticas de
Neuronas Piramidales Hipocampo
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Figura 14. Las barras describen la densidad de espinas dendriticas por unidad de longitud en
dendritas distales de neuronas que fueron incluidas en el anélisis de Sholl. Los valores indican el

promedio + SEM con una n = 100.

7.4 Morfologia dendritica en Nucleo Accumbens

Analisis de Sholl en dendritas de neuronas espinosas medianas del nucleo accumbens,
el estudio se efectlio en neuronas de ratas macho. Los datos presentados muestran que hay una
menor arborizacion de las neuronas espinosas medianas del nucleo accumbens en el grupo de
separacion materna con respecto al control al igual que la longitud dendritica total se ve
disminuida. En cuanto a la longitud de orden de ramificacion, se encontraron cambios

significativos a nivel del tercer, cuarto y quinto orden (ver figura 15).
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Figura. 15. A) Gréfica que muestra la arborizacion total de las neuronas espinosas medianas
del ntcleo accumbens cada grupo con n=10. B) Grafica que muestra la longitud de orden de
ramificacion, cada grupo n=10. C) Gréfica que muestra la longitud dendritica total de neuronas

piramidales cada grupo n=10, los valores indican el promedio + SEM de 100 neuronas por cada
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grupo experimental, con una * p < 0.05 vs control D) Neurona espinosa mediana del nucleo

accumbens de un animal control (40x).

Densidad de espinas en las neuronas espinosas medianas del Nucleo Accumbens.

Figura. 16 Espinas dendriticas en rata control Figura. 17 Espinas dendriticas en

rata con separacion

Las figuras 16 y 17 muestran fotomicrografias con escala de 10 pum de espinas
dendriticas de neuronas espinosas medianas del nlcleo accumbens, correspondientes a cada
grupo experimental, cada fotografia corresponde a una amplificacion de una dendrita en la
zona distal en 100 X para poder observar las espinas. En la figura 18 se muestra una
representacion grafica que describe la densidad de espinas por unidad de longitud, en la cual
se puede observar que si existe una diferencia significativa en la densidad de espinas en las

neuronas espinosas medianas del nucleo accumbens.
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Figura 18. Las barras describen la densidad de espinas dendriticas por unidad de longitud en
dendritas distales de neuronas que fueron incluidas en el analisis de Sholl. Los valores indican el

promedio + SEM con una n = 100 con una p<0.05, * <0.05 y un intervalo de confianza de 95%.
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizo en la rata Sprague Dawley los efectos del aislamiento
social durante 14 dias, en tres etapas que consideramos importantes durante la vida del animal,
la etapa de juego y desapego de la madre, la etapa de pubertad y la etapa adulta. Esto con la
intencion de identificar si existe algun periodo critico en donde el aislamiento social contribuya a
una alteracion en la conducta social del animal, y ademés de que el tiempo de aislamiento sea
significativo para efectuar estos cambios conductuales.

Nuestros resultados en la medicién muestran que existe una disminucién significativa de
la actividad locomotora de los animales aislados con respecto al grupo control, en los tres

periodos en los que se aplico el aislamiento.

Se ha reportado que los infantes de una gran variedad de especies responden ante el
aislamiento con incremento en la vocalizacion, la actividad locomotora y la activacion autondémica
y adrenocortical (Shirley, Ponynta, 1941; Seitz, 1959; 1961; Kaufman, Hinde 1961; Coe,
Mendoza, Levine 1978) lo que se relaciona con nuestros resultados del aumento de actividad
locomotora, y los trabajos de Adriana B. y cols., 2003 donde reportan el mismo aumento de la
actividad locomotora en ratas aisladas del dia 21p hasta el dia 81p este periodo abarcaria las 3
etapas de aislamiento realizadas en nuestro trabajo.

La arborizacion dendritica de las principales neuronas de muchas regiones del cerebro
estan cubiertas con pequefias protrusiones conocidas como espinas dendriticas, éstas
estructuras son los principales sitios de entrada de la informacion y juegan un rol clave en la
plasticidad del cerebro, ademas son un indicador de la conectividad neuronal y pueden ser

vistas con microscopios de luz (Fiala et al., 2002).

Durante el periodo de sinaptogénesis, dinamicas, protrusiones semejantes a dedos,
comienzan a surgir de las dendritas, los filopodios. Los filopodios son apéndices dendriticos
més largos y delgados que las espinas (miden entre 3 y 40 um de longitud), las espinas
generalmente miden menos de 2 um de longitud, éstas son mdviles y pueden, de hecho,
experimentar cambios de morfologia que tal vez expliquen algunos tipos de aprendizaje y
memoria (Portera-Cailliau y Yuste, 2001). En el hipocampo de ratas se observan filopodio en el
dia 4 posnatal (Fiala et al., 2002). En los cultivos de neuronas del hipocampo, los filopodios
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aparecen y desaparecen rapidamente con un tiempo de vida medio de aproximadamente 10
minutos, mientras que las espinas son estructuras mas permanentes y casi nunca desaparecen

por completo (Portera-Cailliau y Yuste, 2001).

En el humano las espinas dendriticas en la regién CA1, son duplicadas entre el dia
postnatal 15 y la adultez. La motilidad de las protrusiones dendriticas disminuye con la madurez,
las espinas pueden ser relativamente inméviles en un cerebro normal maduro, pero aun asi la
motilidad latente de las espinas puede permitir cambios rapidos en la densidad de éstas, y
probablemente contribuir a condiciones patoldgicas. La densidad de espinas en las dendritas
esta relacionada con el grado de conectividad entre estas neuronas y los axones que pasan a
través de sus arboles dendriticos (Fiala et al., 2002). Asi las dendritas y las espinas dendriticas
son sitios donde ocurre la mayoria de las sinapsis y estan asociados con la plasticidad sinaptica
(McAllister, 2000; Fiala et al., 2002).

Muchas condiciones pueden llevar al decremento de la densidad de espinas dendriticas.
La pérdida de espinas puede ser causada por la pérdida de axones que normalmente hacen
sinapsis con la espina. Se han demostrado cambios cualitativos y cuantitativos en la arborizacién
y en la densidad de espinas dendriticas en varias regiones del cerebro en animales después de

un cambio en su ambiente, ya sea enriquecido o de privacién (Silva-Gomez et al., 2003).

Las hormonas pueden modificar la densidad de espinas, la corticosterona y la hormona
de crecimiento podrian producir cambios en la morfologia dendritica de las neuronas corticales
(Kuhn y Schanberg, 1998; Wellman, 2001; Gibb y Kolb, 2005). EI decremento en la densidad de
espinas dendriticas de neuronas del NAcc podria ser reflejo de la perdida de las entradas
excitatorias (Flores et al., 2005). El estrés agudo puede incrementar la densidad de espinas en
el hipocampo en machos; prolongado estrés parece producir atrofia hipocampal a través de la
accion de hormonas adrenales. Exposicién a estrés crénico, resulta en atrofia del arbol
dendritico de la region CA3. La pérdida de espinas en la neocorteza y en el hipocampo ha sido
reportado en ratones expuestos a estrés cronico (Fiala et al., 2002). Los resultados presentados
anteriormente son analogos a la disminucién en el numero de espinas, que nosotros
encontramos en las neuronas espinosas medianas del nicleo accumbens, en el grupo de ratas

con separacion materna del PD1 al PD14 (mecanismo de estrés crénico).
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Las neuronas espinosas medianas del NAcc, poseen campos dendriticos con entradas
hipocampicas, amigdalinas y prefrontocorticales. Las aferencias corticofrontales se distribuyen
en los extremos dendriticos, mientras que las entradas hipocampicas y amigdalinas se situan en
los tallos proximales dendriticos. La inervacidn dopaminérgica del AVT, a través de la via
mesolimbica, ejerce efectos modulatorios sobre la actividad neural en la coraza del NAcc
(Fernandez-Espejo, 2000). Cambios en el nimero de espinas dendriticas de las neuronas
podrian contribuir a modificar las funciones de la dopamina mesolimbica. La superficie dendritica
distal de las neuronas espinosas medianas del NAcc es el sitio de convergencia de las aferentes
dopaminérgicas del area ventral tegmental (Flores et al., 2005), y los aminoacidos aferentes
excitatorios de la CPF, el hipocampo y la amigdala (Freund et al., 1984). Los aminoacidos
excitatorios, generalmente glutamatérgicos, que vienen de la CPF y del hipocampo hacen
contacto neuronal asimétrico con la cabeza de las espinas y regulan las funciones de las

neuronas espinosas medianas (Floresco et al., 2001; Flores et al., 2005).

Es evidente que el principal papel neurobiologico del NAcc es transferir informacion
motivacional relevante para que se codifiquen actos motores o en otras palabras, reconocer
situaciones de importancia adaptativa, para que el animal desarrolle una conducta motora
apropiada (Fernandez-Espejo, 2000). Por tanto, se sugiere que las alteraciones en las espinas
dendriticas de las neuronas espinosas medianas del NAcc podrian resultar en modificaciones de
las entradas dopaminérgicas y glutamatérgicas hacia el NAcc y en consecuencia provocar
cambios en las propiedades funcionales de esas neuronas (Flores et al., 2005). Ademas si hay
alteraciones en la longitud dendritica total, se modifica de igual manera la superficie dendritica
distal, nosotros observamos que hay  disminucion de la LDT en hipocampo y nucleo
accumbens, lo que hace suponer que hay alteraciones en las entradas glutamatérgicas de la
CPF que podrian resultar en una reorganizacion de las entradas dopaminérgicas al NAcc con
cambios consiguientes en el tono dopaminérgico mesolimbico en ésta area (Brake et al., 2004;
Meaney et al., 2002), es entonces como el aumento en la actividad locomotora es explicable con
la reduccién en la densidad dendritica y en la LDT en el NAcc , alterando el circuito

dopaminérgico, en animales con separacién materna.

La amigdala participa en la integracién emocional y auténoma. El hipocampo
desempefia un papel amnésico y de cartografia espacial de primer orden. La coraza del NAcc
se activa cuando recibe informacion simultanea de éstas estructuras. En otras palabras la

corteza prefrontal permite fijar la atencion sobre una determinada situacion y valorar su
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importancia adaptativa. Si dicha situacién se acompafia de cierta carga emocional y sus
caracteristicas temporo-referenciales se analizan a nivel hipocampico, ensambles de neuronas
de la coraza del NAcc se situarian en estado activo (Fernandez-Espejo, 2000). Todo lo anterior
explica en gran medida como es que exponer a las ratas neonatas, durante su periodo de
sinaptogénesis a ambientes modificadores de la conducta materna, lleva finalmente a una

disminucién en la densidad de espinas y longitud dendritica en el nucleo accumbens.

Reducciones importantes en la estructura dendritica de neuronas piramidales en la
corteza media prefrontal e hipocampo se han observado previamente en ratas neonatales
Sprague-Dawley que se aislaron después de destetar, mientras la actividad locomotora aumento
en respuesta a un ambiente novedoso. Estos resultados muestran correlacion con el mecanismo
Dopaminergico (DA) que ocurre en el nucleo accumbens, ya que los niveles de dopamina
parecen aumentados en nucleo accumbens en respuesta a un aislamiento social, debido a la
conectividad del Nucleo Accumbens con el hipocampo y Corteza media prefrontal. (Silva-Goémez,
AB 2003) El Hipocampo envia proyecciones excitadoras a las regiones de Corteza Media
Prefrontal y esta proyecta al Area ventral tegmental, fuente de proyecciones dopaminergicas
mesocorticolimbicas. Ademas la Corteza media prefrontal e Hipocampo envian proyecciones

excitadoras al Nucleo Accumbens. (Zhou FM, 2002).

La separacién materna interfiere con la maduracion de las funciones endocrinas y
conductuales en roedores y primates, incluido el hombre (Heim y Nemeroff, 2001; Pryce y
Feldon, 2003). El cuidado de los padres tiene una funcién importante en el desarrollo cognitivo y
emocional de la progenie. No obstante, la interaccion madre- cria es compleja. (Kaffman y
Meaney, 2007). La cria es capaz de detectar la separacién materna y comenzar una respuesta
adaptativa por la ausencia de la madre. Las respuestas fisioldgicas de la cria asociadas con la
separacién materna incluyen intentar trasladarse al nido, liberacion de hormonas del estrés e
inhibicion de varias vias anabdlicas asociadas con el desarrollo y crecimiento (Hofer, 1994; Kuhn
y Schanberg, 1998; Levine, 1975). La liberacién de las hormonas del estrés como corticosterona
es importante para la gluconeogénesis necesaria para mantener un nivel adecuado de glucosa
en ausencia de suministro alimenticio externo, varios reportes sugieren que la corticosterona
podria regular la organizacion sinaptica a nivel cortical. En resumen, la pérdida del respaldo
maternal causa que la separacion materna parezca inicialmente inhibir la secrecion de la
hormona de crecimiento y la sintesis del ADN (Kuhn y Schanberg, 1998; Levine, 2000). La
corticosterona y la hormona de crecimiento podrian producir cambios en la morfologia dendritica
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de las neuronas corticales (Scott y cols, 2006; Cergueira y cols, 2007; Wellman, 2001; Magarifios

y cols, 1998; Woolley y cols, 1990; Noguchi y Sugisaki, 1985; Noguchi y cols, 1983).

Los cambios en el numero de espinas y en la arborizacion dendritica,
especialmente a nivel del tercer al quinto orden de ramificacién de las neuronas espinosas
medianas de NAcc podrian alterar las funciones de la dopamina mesolimbica. Por ejemplo,
adultos con separacion materna presentaron incremento en la sensibilidad a los efectos de la
cocaina sobre la actividad locomotora y una mayor sensibilidad al estrés inducido por los efectos
de anfetaminas sobre la actividad locomotora (Brake y cols, 2004; Meaney y cols, 2002). En
comparacion al sitio de convergencia de las aferentes de dopamina y los aminoacidos
excitatorios aferentes de la corteza, en las neuronas espinosas medianas del caudado putamen
se encuentra a nivel de la superficie dendritica distal (Freund y cols, 1984; Groves y cols, 1994),
especialmente a nivel del tercer y cuarto orden (Solis y cols, 2007). Tomando en cuenta esto,
junto con nuestros resultados, creemos que las alteraciones en las entradas glutamatérgicas de
la CPF podrian resultar en una reorganizacion de las entradas dopaminérgicas al NAcc con
cambios consiguientes en el tono dopaminérgico mesolimbico en ésta area, como ha sido

mostrado (Brake y cols, 2004; Meaney y cols, 2002).

Los mecanismos por los cuales la separacion materna induce cambios a largo
plazo en la arquitectura dendritica en hipocampo y neuronas de NAcc no son claros. De hecho
las neuronas piramidales prelimbicas de la tercera capa de la CPF, tanto como las neuronas
espinosas medianas de NAcc, reciben proyecciones excitatorias directas de la region CA1/
subiculum del hipocampo (Jay y Witter, 1991; Aylward y Totterdell, 1993; Thierry y cols, 2000).
De manera interesante, la separacién materna también reduce la expresion de los receptores
NMDA en el hipocampo (Jay y Witter, 1991; Aylward y Totterdell, 1993 Thierry y cols, 2000)
sugiriendo que la pérdida de aferentes excitatorias durante el desarrollo podrian participar en
este proceso. Se sabe que el crecimiento dendritico y la densidad de espinas esta relacionado
con el grado de conectividad y actividad aferente (McAllister, 2000). Por ejemplo, el decremento
de la actividad aferente in vivo del bloqueo del receptor NMDA disminuye el crecimiento
dendritico y la ramificacion de neuronas cerebelares y tectales (Kalb, 1994; Vogel y Prittie, 1995;

Rajan y cols, 1999).

Otros posibles candidatos que regulan el crecimiento dendritico son las
neurotrofinas (Lo y cols, 1996), las cuales son alteradas por la separacién materna. Reportes
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recientes han demostrado que los animales con SM presentan disminuciones en el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en el hipocampo sin cambios en la corteza prefrontal y
NAcc (Lippmann y cols, 2007; Rociri y cols, 2007). Sin embargo, en otros reportes se ha
encontrado que aumenta o que no hay cambios en el BDNF en ratas adultas con separacion
materna (Greisen y cols, 2005). Otra neurotrofina, el factor de crecimiento neuronal (NGF)
también se ha reportado alterada en ratas con separacion materna (Faure y cols, 2005). Las
neurotrofinas son expresadas en casi todas las poblaciones neuronales en el SNC, SNP y sus
efectos pueden ser neuro-especificos, y las neuronas en cada capa cortical responden a
subpoblaciones de neurotrofinas con distintos efectos sobre las dendritas basales o apicales
(McAllister y cols, 1995).

El cuidado de los padres tiene una funcion importante en el desarrollo cognitivo y
emocional de la progenie. No obstante, la interaccion madre- cria es compleja.

Ademas de las alteraciones en la expresién de glucocorticoides hipocampales, el
aumento en la conducta de Licking-grooming(lamer-acicalar) en la primera semana de vida se
relaciona con el aumento de la sobrevivencia de las neuronas hipocampales , la sinaptogenesis y
la mejora del rendimiento cognitivo bajo condiciones estresantes. Estos hallazgos sugieren
amplia influencia de la conducta materna sobre la expresion de genes del hipocampo (Liu y cols.
2000)

En humanos se ha reportado que la relacion padre-hijo es altamente correlacionada con

la magnitud de respuesta de DA ante estrés en el NAcc.
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CONCLUSIONES

e E| Aislamiento social durante 14 dias es suficiente para inducir aumento en la actividad
locomotora.

e El dafio provocado por el aislamiento social es mas severo si es aplicado en etapas
tempranas del desarrollo, por la tendencia de un mayor dafio en las ratas aisladas en
etapa de juego, aunque falta corroborarlo con un anélisis estadistico adecuado y el
aumento de la n.

e FEJ aislamiento social en la etapa de pubertad y el inicio de la edad adulta también
ocasiona cambios conductuales reflejados en el aumento de la actividad locomotora.

e FE| aumento de la actividad locomotora en los tres grupos analizados, muestra que el
aislamiento social provoca dafios a nivel conductual cuando se aplica en etapas
importantes en el desarrollo conductual en la rata, aunque falta relacionarlo con el

analisis morfoldgico y establecer las areas cerebrales afectadas.
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PERSPECTIVAS

El decremento la funcién del CREB en animales SM, produce alteraciones en los
niveles de BDNF que contribuyen a cambios funcionales en la plasticidad neural que subrayan
conductas semejantes a la depresion, incluyendo alteraciones en la actividad locomotora,
observandose un significativo decremento de los niveles de BDNF en el estriado de ratas que
sufrieron separacién neonatal crénica y conducta estereotipada (Lippmann et al., 2007), asi
este mecanismo molecular podria explicar nuestros resultados en la densidad y longitud
dendriticas en el NAcc, con la consecuente alteracion en la actividad motora.

Se ha mostrado que la regulacién de expresion BDNF en células postmitéticas es
controlada por la metilacién del ADN. La habilidad que tiene el cuidado materno para regular los
factores neurotréficos provee un simple mecanismo para explicar su habilidad para influenciar en
estructuras gendmicas, celulares y conductuales. Los trabajos muestran que la metilacion del
ADN establecida en la vida temprana juega un rol en la regulacién de genes que modifican las
propiedades de la matriz extracelular (ECM), propiedades relevantes de la neuroplasticidad, y
que la ECM juega un rol en el mantenimiento se algunas secuelas conductuales en el cuidado
maternal (Kaffman y Meaney, 2007). Se han observado modificaciones también en la
metilacion del ADN, en el exon 17, en la regién del promotor del receptor de glucocorticoides,
que es particularmente activo en neuronas y es regulado por experiencias tempranas (Francis et
al., 2002).

En suma a estos eventos hay diversos cambios en la expresion de genes, como en las
subunidades de receptores para GABA y receptores NMDA (Kaffman y Meaney, 2007).
Cambios en la excitabilidad cortical, principalmente mediada por glutamato controla la creacion
de espinas (McAllister, 2000). Ademas un alto cuidado materno permanentemente incrementa la
expresion de los receptores de glucocorticoides (O'Donell y Grace 1993), este efecto ocurre
durante la primera semana de vida y es dependiente de un incremento en la actividad pituitaria-
tiroidea y del sistema de serotonina ascendente. Estudios en vivo en neuronas hipocampales
cultivadas indican que 5HT puede directamente incrementar los niveles de receptores de
glucocorticoides y este efecto es mediado por el incremento en la formacion de AMPc, y la
activacion de proteina cinasa A y la expresion de ciertos factores transcripcionales inducibles de
AMPc (Meaney et al., 2000).
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