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RESUMEN

La remocién quirdrgica bilateral de los ojos (enucleacion), al nacimiento en ratas conduce a
diversos cambios morfofuncionales en la corteza cerebral, entre los que destaca un incremento en
el area ocupada por la corteza somatosensorial primaria (S1), a este fendmeno se le ha denominado
plasticidad cerebral intermodal. Estudios previos mostraron que dicha expansion de S1 es
promovida por un incremento en la desacetilacion de histonas, proceso que induce a una
disminucion de la transcripcion genética. La administracion de acido valproico (AVP) por leche
materna es capaz de bloquear la desacetilacion y prevenir la expansion de S1 en las crias
enucleadas. En esta tesis iniciamos las pesquisas que nos permita identificar si existen factores
enddgenos sistémicos capaces de regular el proceso de desacetilacion en la neuronas de la S1
durante su desarrollo y plasticidad. En este contexto el &cido butirico, un acido graso de cadena
corta, posee la capacidad de inhibir la desacetilacion, pudiendo asi ser un candidato como
regulador enddégeno a este fendmeno. Para abordar experimentalmente esta propuesta, hemos
disefiado un estudio por fases que permitira evaluar si el butirato es candidato para modular la
plasticidad intermodal en enucleados. Debido a que la fuente primordial de butirato es la
microbiota colonica, especificamente las bifidobacterias, en esta primera fase evaluaremos si dicha
expansion se asocia con una disminucidn en la proporcién de bifidobacterias. Para ello realizamos
enucleaciones en crias de ratas recién nacidas y evaluamos la magnitud de la expansion de la S1 a
los 10 dias de edad, en algunos de estos animales se colectaron muestras de heces fecales y se
cultivaron en medios selectivos para estimar el nimero de bifidobacterias, lactobacilos y
enterobacterias, comparandolas asi entre grupos experimentales. Nuestros resultados confirmaron
que la enucleacion conduce a la expansion de la S1. Ademas, documentamos que la microbiota
colonica en muestras fecales de crias enucleadas se enriquece en bifidobacterias, al ser comparadas
con las muestras de los grupos controles. El andlisis de componentes principales sugiere que la
microbiota coldnica es un factor importante que explica parte del fenotipo de enucleados y que
pudiese modular la plasticidad intermodal consecutiva a la enucleacion postnatal. Estudios
subsecuentes deberan explorar causalmente esta relacion en crias libres de gérmenes y/o en

aquellas con disbiosis, incluyendo mediciones de butirato en sangre.
Palabras clave: Corteza somatosensorial primaria, plasticidad cortical intermodal,

bifidobacterias, butirato, deacetilasas de histonas



1. INTRODUCCION

La plasticidad intermodal es un fendbmeno caracterizado por la reorganizacion de la arquitectura
morfofuncional cerebral, en respuesta a la pérdida de un érgano de los sentidos. Al respecto, la
enucleacion neonatal en roedores conduce a la expansion de la corteza somatosensorial primaria
(S1; Bronchti, Shonenberger, Welker & Van der Loos, 1992). Aunque se ha afirmado que este
cambio resulta del sobreuso compensatorio de las vias somestésicas por la falta de la vista, lo que
conllevaria a incrementos progresivos de la actividad neuronal provocada por estimulos mecanicos
naturales a lo largo de la vida (Martinez-Méndez et al., 2013), estudios recientes indican que esta
postura es equivoca. En verdad, Fetter-Pruneda et al. (2013) mostraron que la expansion de la S1
progresa, durante los primeros dias de vida postnatal, como el resultado de la formacion prematura
de S1 en las ratas enucleadas al nacimiento. Ademas, Fetter-Pruneda et al. (2013) previnieron la
expansion de S1 al inhibir el proceso de desmetilacion de histonas mediante la administracion de
acido valproico (AVP), suministrado por medio de la leche materna, durante los primeros dias de
vida postnatal en crias enucleadas, sugiriendo asi que mecanismos epigenéticos estan
involucrados. Estos resultados también indican que dichos factores epigenéticos provenientes de
fuentes externas al sistema nervioso y al propio cuerpo son una fuente que modula la plasticidad

intermodal.

En general, la plasticidad neuronal es regulada por factores locales (e.g., neurotransmisores),
externos al sistema nervioso (e.g., hormonas) y por agentes ambientales externos al organismo
(e.g., experiencia). Sin embrago, poco se sabe sobre los factores enddgenos locales y/o sistémicos
que regulan la plasticidad intermodal (Martinez-Méndez et al., 2013). Una posibilidad podria ser
el &cido butirico, uno de los acidos grasos de cadena corta (AGCC) que se ha mostrado que
promueve un aumento en las conexiones nerviosas en hipocampo y amigdala (Bourassa, Alim,

Bultman & Ratan, 2016, Luczynski, Whelan, O’sullivan, Clarke, Shanahan, Dinan & Cryan,

7



2016). Ademas, en un estudio previo, Fetter (2013) mostrd, por medio de microarreglos en tejido
de la S1, una disminucion de la expresion del receptor olfativo Olfr1443, molécula capaz de unir
butirato (Halperin Khuns, Sanchez, Sanver, Khalil, Marr & Pluznick, 2019) para promover la

funcién de sus células.

La fuente principal de acido butirico la constituye la microbiota colonica (Pluznick et al., 2013).
En especifico, se sabe que las bifidobacterias aportan el mayor porcentaje de este compuesto en
los mamiferos (Kasubuchi et al., 2015; Wu, Wang, Zou, Long, Yan, Zeng & Chen, 2017), y debido
a que cambios en la composicion de la microbiota colonica, principalmente en la proporcién de
estas bacterias, modifican la disponibilidad de butirato, y la disminucion de esta molécula a su vez
estd asociada con modificaciones de la respuestas plasticas neuronales (Fung, Olson y Hsiao,
2017; Heijtz et al., 2011; Koh, Vadder, Kovatcheva-Datchary, Backhed, 2016; Nankova, Agarwal,
McFabe, La Gamma, 2014) pensamos que, en su conjunto, las observaciones comentadas
justifican el evaluar si las ratas enucleadas al nacimiento, pudiesen presentar una remodelacion de
las poblaciones de bifidobacterias, presumiendo que éstas pudieran fungir como fuentes de butirato

el cual modularia la plasticidad intermodal en etapas tempranas en el desarrollo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Plasticidad cerebral intermodal

La plasticidad neural es la propiedad que despliega el Sistema Nervioso para modificar su
morfo-fisiologia en repuesta a circunstancias internas o externas al organismo, que demandan
ajustes funcionales y estructurales (Bé&ez-Saldafa, Fetter-Pruneda, Fuentes-Farias, Granados-
Rojas, Gutiérrez-Ospina, Martinez-Méndez, Meléndez-Herrera, Mendoza-Torreblanca &
Sandoval-Velasco., 2009). Esta propiedad no es genéticamente determinada, sino el resultado de
la interaccidn que se da entre genes y el medio ambiente, a través de mecanismos epigenéticos
(Béez-Saldafia et al., 2009; Berardi, Sale & Maffei, 2015; Fagiolini, Jensen, & Champagne,

2009).

Una de las manifestaciones de plasticidad neuronal mas elocuentes es aquella que ocurre en
respuesta a la pérdida de un 6rgano sensorial. En particular, la pérdida de la vista asociada con
procesos degenerativos de la retina, micro-oftalmia o enucleacién de los globos oculares durante
el desarrollo prenatal o postnatal temprano, lo que conduce a una expansion de las cortezas
somatosensorial (S1) y auditiva primarias (Al; Figura 1), y a la re-activacion de la corteza “visual”
primaria, por informacion somestésica y auditiva (i.e., plasticidad intermodal; revisado en
Bavelier & Neville, 2002; Martinez-Méndez et al., 2013). Estos cambios son funcionalmente
significativos pues se ha mostrado que se asocian con mejoras en el desempefio de la ejecucion de
tareas de orientacidn espacial, y conductas de discriminacion de estimulos auditivos asociadas con
la emision de respuestas instrumentales (Gougoux, Zatorre, Lassonde, Voss & Lepore, 2005;
Stilla, Hanna, Hu, Mariola, Deshpande, & Sathian, 2008), asi como con modificaciones de las

estrategias de exploracion tactil en diferentes ambientes (Nicolelis, Oliveira, Lin & Chapin, 1996).



Figura 1. Reorganizacion anatémico-funcional de la corteza de ratas cegadas al nacimiento. En el
esquema se ilustra la organizacion topogréafica de las cortezas somatosensorial (S1), auditiva (Al) y
visual (V1) primarias en el cerebro de una rata control (A) y una rata enucleada (B) al nacimiento.
Notese la expansion de los territorios ocupados por la S1y Al, y la reactivacion bimodal de V1.

Los cambios observados en el cerebro de individuos invidentes han llamado la atencién de los
investigadores en el &rea. La mayor parte de ellos presumen que las expansiones de la S1y Al
responden a incrementos de la actividad neuronal naturalmente evocada a lo largo de las vias
somestésica y auditiva (Bronchti, et al., 1992; Coullon et al., 2015; Rauschecker, Tian, Korte &
Egert, 1992). Sin embargo, Fetter-Pruneda et al. (2013) mostraron que la expansién, al menos de
S1, en ratas enucleadas al nacimiento procede durante la primera semana de vida, antes de que el
animal explore activamente su ambiente. Estos autores también mostraron que la actividad
oxidativa y el consumo de glucosa en la S1, es similar en las ratas control y enucleadas al
nacimiento a los 10 y 60 dias de edad, lo que sugiere que no existen diferencias en los niveles de
activacién neuronal evocada en la S1 entre ambos grupos de animales. Finalmente, en los mismos
experimentos, se mostrd que la expansion ocurre adn si se retiran las vibrisas mistaciales del hocico
de la rata después de la enucleacidn, probando asi que la expansién no depende del uso de estas, y

que la remocién quirdrgica del ojo es indispensable para que la expansién de la S1 tenga lugar.

10



Asi, la evidencia descrita indica que la expansion de la S1 en las ratas enucleadas al nacimiento no
depende de incrementos progresivos de la actividad neuronal evocada a lo largo de la via
somestésica durante el desarrollo postnatal. Fetter-Pruneda et al. (2013) incluso mostraron que
la expansion de la S1 en las ratas enucleadas al nacimiento resulta de la formacion prematura de
ésta, relacionada con un proceso también adelantado de desacetilacion de la cromatina en las
neuronas ubicadas en la S1; si ésta ultima se previene mediante el suministro de AVP por leche
materna, la formacion de los barriles se retrasa 0 normaliza y la expansion no ocurre (Figura 2).
Estos resultados también indican que factores epigenéticos provenientes de fuentes externas al
sistema nervioso y al propio cuerpo podrian modular la plasticidad intermodal. Se entiende como
epigenética a los mecanismos de modificacion genética que van desde cambios en la secuenciacion
del ADN como de cambios en la transcripcion de determinados genes como respuesta a
modificaciones en el ambiente endégeno o exdgeno al organismo (Ahmad, Ramadoss &

Mahadevan, 2016).

Enucleado
Vehiculo VPA

fmm

82h

Figura 2. El tratamiento con acido valproico (AVP), administrado a través de la alimentacién
normaliza los niveles de acetilacion y el tiempo de formacion de los barriles, impidiendo su expansién
en ratas enucleadas al nacimiento. Panel superior, microfotografias que ilustran cortes tangenciales de
la S1 de crias enucleadas tratadas con AVP o vehiculo, visualizadas con la histoquimica para citocromo
oxidasa 82 horas después del nacimiento. Ndtese que se retrasa la formacion de barriles en ratas enucleadas
tratadas con AVP. Panel inferior, microfotografia de secciones coronales de la S1 inmunomarcadas para
la acetilacion de la histona 4 (rojo) y contrastadas con DAPI (azul) en los animales enucleados de 82 horas
alimentados con AVP o vehiculo. (Figura tomada y modificada de Fetter, 2013).
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2.2 Acido butirico: participacion en funciones del sistema nervioso

Una de las cualidades que posee que el sistema nervioso es su capacidad para modificar las
conexiones sinapticas a lo largo del desarrollo. En este proceso interviene tanto factores locales
(BDNF; Bercik et al., 2011) o externos (Hormona tiroidea; Milletta, Petkovic, Eblé, Ammann,
Flick & Mullis, 2014) al sistema nervioso, como agentes ambientales externos al organismo
(Gougoux et al., 2005). Para el caso de la plasticidad intermodal se ha propuesto, por ejemplo, que
la reorganizacion cortical es modulada por factores locales tales como serotonina y 4cido gamma-
aminobutirico (GABA). En particular, ambos neurotransmisores son necesarios para que la corteza
occipital, antes visual, reciba y procese informacion somestésica en ratas cegadas (Jitsuki et al.,
2011; Nys Smolders, Laramée, Hofman, Hu & Arckens, 2015). En contraste, poco sabemos sobre
los factores sistémicos que regulan la plasticidad intermodal. En referencia a esto Gltimo, una
posibilidad podria ser el acido butirico, un acido graso monocarboxilado cuya cadena contiene
cuatro atomos de carbono, que junto al &cido propionico y acético (Apéndice A), regula
directamente distintas funciones nerviosas. Este compuesto es producto de la fermentacion de las
fibras dietéticas por las bifidobacterias que colonizan el lumen del colon en mamiferos (Sanz,
Collado & Dalmau, 2006; Valles-Colomer et al., 2019). Ademas de ser un metabolito alternativo
del metabolismo energético intermediario cuya oxidacion a lo largo de la cadena respiratoria de la
mitocondria permite la produccién de ATP (Zeng, et al., 2016), también participa en la cadena
metabdlica para la sintesis de neurotransmisor GABA a nivel del colon (Stilling, Dinan & Cryan,

2014).

Con relacion a las acciones directas o indirectas que sobre la plasticidad cerebral tiene el butirato,
se ha documentado que el incremento de éste en suero se asocia con un aumento en la generacién

de conexiones sinapticas en hipocampo, amigdala y corteza prefrontal en roedores durante los
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primeros dos meses de vida (Hoban, et al., 2016; Luczynski et al., 2016; Miletta, et al., 2014). Se
ha observado también que incrementos en la disponibilidad de butirato en suero promueve la
neurogénesis hipocampal (Matsumoto et al., 2008). Aunque nuestra revision no es extensa, los
ejemplos anteriores permiten tener informacion basica que apoya la posibilidad de que el butirato

pudiese regular la plasticidad intermodal, circunstancia que no ha sido aun valorada.
2.3 Microbiota Intestinal y Plasticidad Neuronal

Se considera como microbiota intestinal al conjunto de microorganismos que colonizan de
manera convencional el lumen del intestino (Rojo, Méndez-Garcia, Raczkowska, Bargiela, Moya,
Ferrer & Barbas, 2017). En el intestino de la rata se han reportado alrededor de 400 especies de
microorganismos, de los cuales sobresalen las bacterias tanto aerdbicas (e.g., enterobacteriacacae
y lactobacillus) como anaerobicas (e.g., bifidobacterium, bacteroides, y eubacterium) (Brunser,
Gotteland, Cruchet, Figueroa, Garrido & Steenhout, 1992; Sanz, et al., 2006). La colonizacion
intestinal ocurre a lo largo del desarrollo postnatal temprano, alcanzando estructura poblacional
madura relativamente estable después del destete. Si bien su establecimiento es fundamental para
garantizar un adecuado desarrollo del col6n en el organismo en crecimiento (Valles-Colomer et
al., 2019), tambiéen es de suma importancia para establecer funciones de nutricién, proteccion via
maduracion del sistema inmunolégico y crecimiento (Bourassa et al., 2011; Han et al., 2014;

Kasubuchi et al., 2015).

Con relacidn al sistema nervioso, diversos estudios en roedores libres de gérmenes (GF; germ free)
han mostrado que la colonizacién de microbiota es necesaria para la regulacién del desarrollo del
sistema nervioso central. Por ejemplo, en ratones GF hay una disminucion en la expresion de genes
que participan en la formacion de nuevas sinapsis en estructuras como la amigdala, hipocampo y

corteza (Heijtz et al., 2011). La ingesta de lactobacilos regula la funcion del sistema GABAérgico.
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En particular disminuye conductas tipo ansiosas y depresivas en ratas GF (Bravo et al., 2011).
Ademas, roedores con disbiosis, muestran una desregulacion de la respuesta del sistema
inmunoldgico ante alergenos, aumento de la respuesta proinflamatoria y disminucion de la eficacia

de la barrera hematoencefalica (Carty & Bowie, 2011; Fox, Knorr, Haptonstall, 2019).

Por otro lado, la microbiota coldnica es la fuente principal de AGCC en el cuerpo de los mamiferos.
A través de modificar la disponibilidad de estos mensajeros, mediante cambios en las proporciones
de las bacterias de la microbiota conllevan a modificaciones en los patrones de expresion genética
en regiones cerebrales como el hipocampo, la amigdala y el hipotalamo (Grenham, Clarke, Cryan
& Dinan, 2011; Heijtz et al., 2011). A nivel celular, la disminucion significativa de las bacterias
colonicas afecta negativamente a la neurogénesis, promueve la remodelacion de los circuitos
neuronales, reduce la disponibilidad de factores neurotroficos y desregula la integracion de
procesos neurofisioldgicos en estas mismas estructuras (Collins, Surette, y Bercik, 2012;

Luczynski, et al., 2016; Nankova et al., 2014; Perry et al., 2016; Zeng et al., 2016).

3. JUSTIFICACION

La enucleacion conduce a una expansion de la S1. Datos obtenidos en el laboratorio sugieren
que dicha respuesta plastica es modulada por factores epigenéticos de los cuales los endégenos
sistémicos no han sido identificados. Una posibilidad es que la microbiota col6nica pudiera
modular el proceso a través de modificaciones en el aporte de AGCC. En particular, pensamos en
la modificacion de bifidobacterias. Esta tesis pretende aporta evidencia que valore las posibilidades

de esta idea.
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4. HIPOTESIS

La proporcion de bifidobacterias en ratas enucleadas al nacimiento se modificara al ser

comparadas con aquellas asignadas a los grupos control.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general:

Evaluar los cambios en la composicion de la microbiota colonica y su relacion fenomenica con

el proceso de plasticidad intermodal de la S1 en ratas enucleadas al nacimiento.
5.2 Objetivos especificos:

a. Estimar el tamafio de la S1 en ratas de referencia, testigo y enucleadas al nacimiento,

mediante el uso de técnicas histologicas y de morfometria.

b. Determinar la composicién de la microbiota coldnica en ratas de referencia, testigo y
enucleadas al nacimiento, mediante el uso de cultivos bacterianos diferenciales para la

identificacion de bifidobacterias, lactobacilos, enterobacterias y coliformes.

c. Establecer las relaciones entre los cambios en la composicién de la microbiota colonica y
los cambios en las dimensiones de la S1 en ratas de referencia, testigo y enucleadas al

nacimiento, mediante métodos estadisticos cualitativos multivariados.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Animales

Se utilizaron Ratas Wistar recién nacidas, las cuales fueron divididas por sexo y asignadas
aleatoriamente a los siguientes grupos (véase figura 3): Ratas Enucleadas (E): Estos animales
(hembras n=10, machos n=10) fueron sometidos a enucleacion bilateral previa anestesia por
hipotermia, siguiendo los protocolo validados en el laboratorio (Fetter-Pruneda et al., 2013). Ratas
de referencia (R1): Estos animales (hembras n=10, machos n=10) no tuvieron manejo
experimental alguno. Ratas testigo Unicamente sujetas a anestesia por hipotermia (T1): Estos
animales (hembras n=10, machos n=10) fueron sujetos Gnicamente a anestesia por hipotermia en
conformidad a los protocolos empleados durante la enucleacion (ver siguiente seccion). Ratas
testigo sujetas a cirugias oculares falsas (T2): Estos animales (hembras n=10, machos n=10)
fueron anestesiados por hipotermiay sus parpados incididos en concordancia con los lineamientos
de los protocolos utilizados para realizar la enucleacion. Los procedimientos de manejo y
experimentacion en animales fueron aprobados por el Comité de Etica del Instituto de

Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México (Protocolo No. 80).
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Figura 3. (A) Esquema de asignacion de grupos y procedimientos metodoldgicos empleados, ratas de la
cepa Wistar recién nacidas (n=80). (B) Esquema representativo de la metodologia empleada.

6.2 Enucleacion

La enucleacion ocular bilateral se Ilevd a cabo siguiendo los lineamientos previamente
publicados (Fetter-Pruneda et al., 2013). Para ello, se colocaron a las crias de 8 horas de nacidas
sobre hielo durante 3 minutos. Una vez anestesiados, se retiraron las crias del hielo, se colocaron
en la mesa sobre una hoja de papel absorbente y sus parpados se incidieron con un bisturi, herida
quirdrgica que permitiod la extraccion del tejido ocular. El sangrado de la cavidad ocular se controld
con hisopos de algodon, al tiempo que las crias recuperaban su temperatura, color y movimiento,
bajo un foco de luz incandescente. Finalizado el procedimiento, las crias se devolvieron a sus

madres.
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6.3 Sacrificio de los animales y extraccion de los cerebros

Las crias (10 dias de edad) fueron perfundidas por via intracardiaca con solucion salina (35
mililitros, 0.15M) seguida de una disolucién de paraformaldehido (4%) amortiguado con sales de
fosfato (30 ml, 0.1M, pH 7.4) previa anestesia (pentobarbital sodico; 10 mg/Kg de peso). Al
término del procedimiento, sus cerebros fueron extraidos, pesados y postfijados en la solucién
fijadora ya descrita, durante dos horas a temperatura ambiente. Las cortezas cerebrales fueron
disecadas, aplanadas entre dos portaobjetos cubiertos con cinta teflon separados por 2 milimetros
de distancia. El armado fue colocado y almacenado en cajas de Petri que contenian una disolucién
de sacarosa amortiguada primero al 15% durante 72 horas y posteriormente al 30% durante 72

horas, ambos almacenajes llevados a cabo a 4°C.
6.4 Estimacion del area de la S1

En las ratas, la S1 contiene una representacion del cuerpo denominada ratinculo. Esta se
encuentra conformada por unidades citoarquitecténicas conocidas como barriles. Cada una de
estas unidades representa colecciones de mecanoreceptores ubicadas en lugares especificos del
cuerpo. La representacion de las vibrisas mistaciales ubicadas en el belfo, el denominado
subcampo de barriles posteromedial (SCBPM; Figura 4), es lamas prominente, y esta conformado
por 33 barriles. La presencia de cada barril se puede revelar mediante el uso de tinciones
histoquimicas (e.g., citocromo oxidasa) disefiadas para identificar sitios de alta actividad

metabolica asociada, preferentemente, a las terminales nerviosas (Arnold, 2012).
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Figura 4. Representacion cortical de la vibrisas mistaciales. (A) El belfo de la rata presenta 33 vibrisas
largas que se organizan en el sentido dorso-ventral en cinco estratos denominados como alfa, beta, gama y
delta, y en el sentido caudo-rostral en lineas de vibrisas designadas con numerales arabigos en orden creciente.
(B) Esta organizacion se refleja de forma homototopica en la S1 en el subcampo de barriles posteromedial
(SCBPM), aqui tefiido con la técnica histoquimica disefiada para evidenciar zonas ricas en actividad de la
enzima citocromo oxidasa.

Con el objeto de detectar las diferencias en las dimensiones de los barriles del SCBPM entre los
distintos grupos de crias considerados en nuestro estudio, las cortezas cerebrales fueron aplanadas
y cortadas tangencialmente en un criostato (50um). Los cortes obtenidos fueron colectados en
pozos e incubados en una solucién amortiguada de 2,2-diaminobencidina (1.38 nM), citocromo C
(12.1 uM), catalasa (200 ug/ml) y sacarosa (116.8 mM) durante tres horas a 37°C, manteniendo
una agitacion ligera. La reaccion se detuvo al aplicar tres lavados de cinco minutos con
amortiguador de fosfatos. Por altimo, los cortes se colocaron sobre portaobjetos previamente
gelatinizados, se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas y se montaron con

cubreobjetos utilizando Cytoseal (Allen Laboratories, Ref. 8310-4).
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Para estimar el area de cada barril en el SCBPM, y de éste en su conjunto, se delinearon los
perimetros de cada barril siguiendo el orden topolégico del SCBPM, todo ello con ayuda de una
camara lucida y un microscopio de campo claro (Gutiérrez-Ospina, Calikoglu, Ye & D'Ercole,
1996). Este procedimiento permitio la construccion de mapas bidimensionales del SCBPM que al
ser reproducidos en papel albanene, escaneados para obtener imagenes digitales (Figura 5A) y
finalmente transformados en imagenes binarias (Programa Image J; NIH), nos permitié generar
las mascaras (Figura 5) que facilitaron la estimacion del area calibrada por barril y por SCBPM
estudiado de manera automatica (Figura 5A). El area total de los barriles se estimé sumando el
area de cada uno de los barriles considerados en el estudio. El area del SCBPM se estimo trazando
el perimetro de este, completando el trazo entre las caras externas de los barriles periféricos
mediante una linea procurando recorrer la menor distancia posible (Figura 5B). Finalmente,
también se estimo el area ocupada por el tejido cortical no incluido en los barriles dentro del
SCBPM,; el area interbarril se calculo restando esta area de aquella ocupada por los barriles en su
conjunto. Todas la mediciones fueron corregidas aplicando un factor de correccion de 5.8 +/-
0.78% (X +/- DE) para las mediciones obtenidas de cada animal, asociado a posibles diferencias
adquiridas por la muestras durante el proceso de aplanado, y en conformidad con los protocolos

descritos por Riddle et al. (1992).
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Figura 5. Perfil digitalizado del SCBPM de la S1 de la rata. Reconstruccién bidimensional del
SCBPM de la S1 por medio del microscopio con camara lucida. (A) se muestra la reconstruccion de
los 33 barriles y se nombra aquellos barriles que se usaron para marcar la periferia del subcampo. (B)
se muestra la linea perimetral tangencial que delimita la periferia del SCBPM.

6.5 Evaluacion de la remodelacion de las poblaciones bacterianas colonicas

Cinco crias (10 dias de vida) por sexo, por grupo fueron anestesiadas (pentobarbital sédico). Se
realizd entonces un incisién abdominal a través de la cual se extrajo el colon, el cual fue abierto
en canal para adquirir una muestra de 10 mg de heces. Las muestras de heces fueron solubilizadas
en 2 mililitros de amortiguador de fosfatos estéril (PBS, pH 7.4) e incubadas a 4°C durante 2 horas.
Posteriormente se realizaron cultivos selectivos para la deteccion de Enterobacterias (Cat. 1019-
A, DIBICO), Escherichia coli (Cat. 1305-B, DIBICO), Lactobacilos (Cat. 1267-A, DIBICO) y
Bifidobacterias (Cat. 88517-500G-F, Sigma-Aldrich), todas ellas habitantes convencionales del
intestino, y diferencialmente distribuidas en el colon de la rata Wistar, a lo largo del desarrollo

(Brunser et al., 2006).

Los medios de cultivo fueron esterilizados a 120 libras de presion en autoclave durante 20 minutos
y repartidos en cajas de Petri individuales (10 mililitros del medio por caja). EI medio de cultivo
para bifidobacterias se adicion6 con 116 mg de BSM Supplement (Cat. 83055-1G-F, Sigma-
Aldrich), reactivo que contiene antibioticos necesarios para impedir el crecimiento de otras
especies bacterianas. Para finalizar, todas las cajas se dejaron secar a temperatura ambiente durante
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24 horas hasta alcanzar su polimerizacién. Para la siembra, se tomaron y dispersaron sobre los
medios muestran de 200 uL de la disolucion de heces fecales; los cultivos se llevaron a cabo por
duplicado para cada animal. Las cajas sembradas fueron incubadas a 37°C durante 36 horas. En
el caso de los cultivos de bifidobacterias, las cajas de Petri fueron colocadas a 37°C durante 48

horas en condiciones de anaerobiosis

Después, se comprobo la presencia de colonias de bacterias por cada cultivo (véase Cuadro 1) y
se procedio a contar cada una de ellas y calcular la proporcion de supervivencia de bacterias, de
acuerdo con Brunser et al. (2006). Debido a que cada colonia surge de una bacteria, el conteo de
las colonias nos permite estimar el nimero aproximado de bacterias por volumen de heces fecales

para cada animal muestreado.

Cuadro 1. Medios de cultivo utilizados para el conteo de bacteriano en el intestino de ratas a los
10 dias postnatales.

Nombre del medio de cultivo Descripcioén de colonias Imagen
AGAR MRS )
) ] ] Colonias redondas de
(cultivo, aislamiento y cuenta de
color blanco.
LACTOBACILOS)
AGAR ECD Colonias  grandes vy
(cultivo, aislamiento directo de  esféricas de color blanco
ESCHERICHIA COLI) esmeralda.
AGAR DE MAC CONKEY
(cultivo, aislamiento e Colonias esféricas de color
identificacion de rosado.

ENTEROBACTERIAS)
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AGAR BSM
(cultivo, aislamiento de
BIFIDOBACTERIAS)

Colonias  pequefias de

color rojo.

6.6 Analisis Estadistico

La distribucion estadistica de los valores del area correspondiente al SCBPM vy a la S1, por

grupo de ratas fue valorada estadisticamente con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (The R

Project Statistical Computing; https://www.r-project.org/), considerando una p>0.05 como valor
significativo. Comprobada su distribucién normal, las comparaciones de varianza entre grupos
fueron realizadas utilizando una ANOVA, seguida de una prueba Post hoc de comparaciones
multiples con el método de correccion de Bonferroni. Las graficas se elaboraron con el programa
GraphPad Prisma versién 6. En todos los datos se considerd una significancia con un valor de
p<0.01, a excepcién de los datos cuantitativos discretos correspondientes al conteo de las
bacterias. éstos tuvieron el mismo tratamiento para probar la normalidad de su distribucion. Para
el andlisis de Componentes Principales (CP) se realizd una matriz en la cual se conjuntaron todos
los datos de las diferentes variables lineales (vectores Eigen) por cada individuo (variables
morfoldgicas y del conteo de bacterias), y se correlacionaron los efectos de cada variable para

conocer los componentes fenotipicos de cada individuo para cada grupo experimental.
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7. RESULTADOS

7.1 Las manipulaciones experimentales no afectan significativamente el peso corporal, la

ganancia de peso, ni el peso cerebral.

Con el objeto de evaluar si las distintas manipulaciones utilizadas afectaban el desarrollo
corporal de las crias, evaluamos el peso de éstas a las ocho horas, después de haber sido asignadas
a los distintos grupos experimentales, pero antes de realizar cualquier manipulacion en ellas, y a
los 10 dias de edad, posteriores a haber sido manipuladas, justo antes de su sacrificio. La figura 6
permite observar, para ambos sexos, que los valores promedio para el peso corporal y la ganancia
de peso son similares entre los grupos de animales, al ser comparados a las 8 horas y 10 dias de
vida postnatal. Esto corrobora que la asignacion de cada animal a los distintos grupos fue
homogéneamente aleatoria. Es importante destacar que la dispersion de los valores para ambos
parametros incrementa después de que las crias fueron sometidas a las manipulaciones
experimentales, siendo esto particularmente notoria en las hembras, lo que indica que la
enucleacion afecta cualitativamente a la condicion corporal de cada individuo de manera diferente,
esta situacion debera considerarse al momento de interpretar los resultados. Ahora bien, con
respecto a los valores promedio y sus dispersiones del peso cerebral al momento del sacrificio
(figura 6C y F), no se observaron diferencias entre grupos por sexo y entre sexos. Asi, se vuelve a
corroborar que la asignacién de cada animal a los distintos grupos fue homogéneamente aleatoria
Yy, en este caso, que las manipulaciones no parecen comprometer significativamente el crecimiento

cortical.
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Figura 6. El peso corporal promedio de hembras y machos controles y experimentales no difiera
entre grupos y entre sexos. Andlisis cuantitavo del peso corporal (gramos) de (A) Hembras y (D)
Machos a las 8 horas postnatales (antes de las distintas intervenciones experimentales) y a los 10 dias
postnatales (antes del sacrificio) de (B) Hembras y (E) Machos respectivamente, del peso del cerebro
postmortem (C y F). No se encontr6 diferencias estadisticamente significativas por medio de la prueba
ANOVA (p<0.01). (R = sin tratamiento alguno; E = enucleados; T1 = anestesiados por hipotermia; T2
= cisura en el parpado).
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7.2 El area ocupada por el SCBPM en la s1 es mayor en el grupo de crias enucleadas de

ambos sexos

Estudios previos han mostrado que la enucleacion bilateral neonatal en roedores conduce a una
expansion de los barriles del SCBPM (Martinez-Méndez et al., 2013). En nuestro analisis no se
mostraron diferencias entre ratas hembras con respecto a los machos, por lo que se decidio unirlos
en una sola base de datos. De acuerdo con ello, observamos un incremento significativo (21-23%)
del valor promedio de la suma del area de los barriles en las crias E, con relacién a los valores
obtenidos para el mismo parametro en los grupos R1, T1y T2 (Figura 7A). Aunque, el valor
promedio del area para el SCBPM y la corteza interbarril tiende a incrementarse o decrementarse,
respectivamente, en las crias E con relacién a los valores obtenidos para los grupos R1, T1y T2,
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figuras 7B y C). Finalmente, se
observa que el proceso de anestesia por hipotermia contribuye en un 7% a la expansion de S1 en
los animales enucleados (Figuras 7D). Esta circunstancia hace que, la diferencia de los valores
promedio del area de los barriles en las crias E, con relacion a los valores obtenidos para el mismo
parametro en los grupos T1, alcance una significancia estadisticamente menor (p<0.001) en
comparacion con la diferenciacona Ry T2 (p<0.0001). El resultado comentado no parece reflejar
diferencias importantes en la variabilidad intergrupal (dispersion de los datos o desviaciones

tipicas), pues ésta es similar en cada uno de los grupos.
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Figura 7. El area ocupada por los barriles del SCBPM de la S1 es mayor en ratas que fueron enucleadas
al nacimiento. Graficas de barras que muestran el promedio (+ desviacion estandar) (A) del area sumada de
los barriles, (B) el area completa del SCBPM y (C) del area interbarril en la S1 de ratas agrupadas en los
diferentes tratamientos experimentales. Los corchetes sefialan las diferencias estadisticamente significativas
entre los identificados. (D) Cuadro que presenta las diferencias porcentuales intergrupales para cada una de
las areas estimadas. Prueba ANOVA vy analisis post-hoc con el ajuste de Bonferroni. (p<0.001** y
p<0.0001***). (R = sin tratamiento alguno; E = enucleados; T1 = anestesiados por hipotermia; T2 = cisura en
el parpado).
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EvsR 12.33% -14.39% 21.72%***
EvsT1 7.39% -15.47% 15.35%**
EvsT2 12.56% -19.19% 23.74%***

7.3 La microbiota colénica en las ratas enucleadas muestra un incremento en la

proporcion de bifidobacterias

La estimacién del nimero total de bacterias se obtuvo con base en la suma de los conteos

obtenidos en los cuatro cultivos especificos. Este valor fue similar para cada uno de los grupos

(Figura 8A). Resultados semejantes fueron obtenido al comparar el estimad del nimero total de

lactobacilos, enterobacterias y E. coli entre los diferentes grupos experimentales (Figura
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suplementaria 1). Finalmente, con relacion a las proporciones de los distintos tipos de bacterias
estudiadas, no encontramos diferencias entre los valores correspondientes para cada tipo de
bacteria entre los distintos grupos experimentales (Figura 8B), con excepcion de la proporcion
correspondiente a las bifidobacterias, que se encontraron elevadas en crias enucleadas (Figura 8B).
Con referencia a este ultimo hallazgo, alrededor del 50% de las crias enucleadas mostraron un

incremento en el numero total de bifidobacterias a los 10 dias (Figura 8C).
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Figura 8. ElI nimero total de bacterias coldnicas es similar en los animales con diferentes tratamientos
experimentales, pero la proporcion de bifidobacterias es mayor en ratas enucleadas. (A) Grafica de barras que
muestra el promedio (+ desviacion estandar) estimacion del total de bacterias por miligramo de heces colectadas y
cultivadas en los diferentes medios, por cada tratamiento experimental. (B) Graficas de pastel que muestran la relacion
proporcional de lactobacilos, enterobacterias, Escherichia coli, bifidobacterias, en cada grupo experimental. Se
observa que, para el caso de lactobacilos (anaranjado), enterobacterias (gris), Escherichia coli (amarillo), las
diferencias son minimas. En contraste, para el grupo de bifidobacterias (azul), la proporcion es del 2% en el grupo de
crias enucleadas; estas grupo bacteriano no aparecio en el resto de los grupos de ratas estudiadas. (C) Gréafica de barras
que muestra el nimero estimado para bifidobacterias observado para cada grupo experimental; la estimacién es mayor
para los animales enucleados al nacimiento. (R = sin tratamiento alguno; E = enucleados; T1 = anestesiados por
hipotermia; T2 = cisura en el parpado).
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De acuerdo con los datos previamente mostrados se instrumentd un Analisis de Componentes
Principales (ACP) de tres dimensiones (Cuadro 2 y Figura 9). En él, se identificaron las
interacciones que se establecen entre el niumero total estimado de lactobacilos, enterobacterias,
coliformes o bifidobacterias, con la dimensiones correspondientes al area total ocupada por barriles
y al area del SCBPM en la S1. Nuestros resultados mostraron que la cantidad de coliformes,
enterobacterias y lactobacilos explican el 29.21, 23.81 y 18.44%, respectivamente, de la varianza
para el Componente Principal 1 (CP1). En el caso del CP2, el area ocupada por los barriles y del
SCBPM explican el 36.44 y 30.49%, de la varianza, respectivamente. Finalmente, en el CP3 el

numero de bifidobacterias explica el 92.77% de la varianza.

Cuadro 2. Distribucion de componentes principales con las seis variables que determinan el
fenotipo para todos los grupos experimentales. Se tomaron en cuenta tres componen en tres
dimensiones del plano de distribucion.

Variables CP1 CP2 CP3
Area sumada de barriles 14.64%| 36.44%| 0.08%
Area del SCBPM 13.87%| 30.49%| 0.40%
Estimacion de Lactobacilos 18.44%| 5.94% 5.11%

Estimacion de Enterobacterias 29.21%| 12.97%| 0.53%
Estimacion de Escherichia coli 23.81%| 14.07%| 1.10%
Estimacion de Bifidobacterias 0.03% 0.09% 92.78%

La varianza o distribucion mostrada en el analisis de CP, es similar entre los diferentes grupos
(Figura 9A). Cada variable es representada por un vector de Eigen. Estos reflejan la participacion
de cada variable sobre la varianza total observada para cada grupo experimental. Se grafican
Gnicamente dos dimensiones (CP1y CP2), en las que participan las variables con respecto al area

ocupada por los barriles y el SCBPM de la S1, y el nimero estimado de lactobacilos,
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enterobacterias y coliformes. En una tercera dimension, se observa la participacion de la variable

del numero estimado para bifidobacterias.
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Figura 9. Grafico de dos dimensiones correspondiente al analisis de componentes principales con
respecto a el &rea ocupada por los barriles y el nimero estimado de bacterias col6nicas en los diferentes
grupos. Analisis del area de los barriles del SCBPM de la S1 y el conteo de los diferentes de bacterias
intestinales cultivadas en ratas de 10 dias postnatales en los diferentes tratamientos. En las graficas se puede
apreciar, para el componente principal 1y 2 (CP1 y CP2), la distribucién de los datos. Cada simbolo y color
representa a los animales en los diferentes tratamientos ajustado de acuerdo con cada componente. (A) Las
elipses representan el intervalo de confianza 95% de distribucion de los datos por casa uno de los grupos. Las
figuras B no muestran elipses para mejor apreciacion de los datos, pero se sefiala en flechas rojas los vectores
Eigen para cada variable tomada en cuenta en el analisis. (R = sin tratamiento alguno; E = enucleados; T1 =
anestesiados por hipotermia; T2 = cisura en el parpado).
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8. DISCUSION

La enucleacidn ocular bilateral en ratas neonatas incrementa el area cortical ocupada por la S1
(Martinez-Mendez et al., 2013). Los mecanismos que conducen a esta expansion son alin poco
claros. Recientemente, Fetter-Pruneda et al. (2013) mostraron que la inhibicion de la
desacetilacion de histonas mediante el suministro de AVP, bloguea la expansion de S1, retrasando
(i.e., normalizando) el inicio de su formacion. Los resultados referidos sugieren que existen
factores exdgenos que modulan epigenéticamente la plasticidad intermodal en ratas enucleadas al
nacimiento. Desconocemos aun si factores sistémicos enddgenos también pudiesen modular este
proceso. Al respecto, evidencia creciente apoya la posibilidad de que el acido butirico regula
diversos procesos plasticos neurales tanto en el desarrollo como en la vida adulta (Hoban, et al.,
2016; Luczynki, et al., 2016; Matsumoto, et al., 2008; Miletta, et al., 2014). Una de las fuentes
principales de acido butirico en el cuerpo de los mamiferos son las bifidobacterias colonicas (Sanz,
Collado & Dalmau, 2006; Valles-Colomer et al., 2019). Al fermentar fibras dietéticas a través de
procesos anaerdbicos, este grupo bacteriano produce butirato que pasa posteriormente al torrente
sanguineo. Por ello, cambios en la composicion del contenido de bifidobacterias de la microbiota
colonica se asocia con alteraciones diversas de la morfofisiologia neural, demostrablemente
asociado con la baja o alta disponibilidad de butirato (Gundersen & Blendy, 2009; Miletta et al.,
2014; Rose et al., 2018). Por lo que, en el presente trabajo, evaluamos si la enucleacion se
acompafia de una remodelacion de la microbiota coldnica, que pudiese favorecer la expansion de
S1. Nuestro resultados mostraron que las crias de rata enucleadas al nacimiento expanden el area
integrada de los barriles en el SCBPM. En asociacion con ello, las crias enucleadas mostraron un
incremento en la proporcion de bifidobacterias con relacion a los observado en los otros grupos

experimentales. Es destacable que los grupos de ratas sujetas a anestesia por hipotermia también
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mostraron un expansion del area integrada de los barriles (7.3%), si bien no hubo cambios
relevantes en la proporcion de bifidobacterias. Finalmente, es importante mencionar que de
acuerdo con el analisis de CP, los cambios en la proporciones de bifidobacterias explican un
porcentaje significativo de la varianza fenotipica entre grupos. Asi, circunstancialmente, nuestros
resultados favorecen la posibilidad de que productos secretados por la microbiota coldnica
pudiesen modular la plasticidad intermodal en las ratas enucleadas. Estudios posteriores deberan
incluir el analisis de la microbiota col6nica en edades mas tempranas, asi como estimar la
concentracion de butirato en tejido nervioso y suero durante los primeros 10 dias de vida. También

se deberéa evaluar el proceso de expansion en crias libres de gérmenes en el mismo periodo.

Fetter-Pruneda et al. (2013) mostraron que la desacetilacion de la histona 4 acompafa a la
expansion. Cuando el proceso de desacetilacion se inhibe con AVP, la expansion de la S1 se
impide. El incremento observado de bifidobacterias, acompafiado por un presunto incremento del
butirato, deberia impedir que la expansion de S1 ocurriese en las ratas enucleadas pues éste
también inhibe a las deacetilasas de histonas que acttan sobre las histonas 3 y 4 (Gundersen &
Blendy, 2009). Aunque el efecto podria parecer paradojico, sabemos que el OIfr1443, un receptor
olfativo que liga butirato (Halperin Kuhns et al., 2019), se encuentra reducido en la S1 de ratas
enucleadas, por lo que el efecto de ligando se pudiese ver interferido. Es claro que la determinacion
de butirato en sangre durante los 10 primeros dias de vida se torna central para ayudar a resolver

este aspecto.

Otro resultado importante es la observacion de que la baja temperatura conduce a una expansion
del area integrada de barriles. Pensamos que pudiera ser un efecto asociado con el estrés neonatal.
El estrés en edades temprana esta asociado a la modificacién de funciones neuroendocrinas y

cambios de la capacidad plastica neuronal (Grundwald & Brunton, 2015), asi como con la
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disminucion de algunas funciones inmunes y proinflamatorias en el sistema nervioso (Wu et al.,
2017). También, el estrés es asociado a cambios epigenéticos, en particular, tiende a ocasionar un
incremento en los niveles de desacetilacion de histonas, promoviendo cambios en la trascripcion

de genes que participan en la consolidacion de sinapsis (Vargas-Lopez, Lamprea, Munera, 2016).

La presente tesis constituye una primera aproximacion al posible papel de la microbiota sobre
la plasticidad ontogenética intermodal. Reconocemos que esta investigacion aun es corta en
alcances, pero permite proveer de informacion necesaria para tomar decisiones del camino a
seguir. Ademas de las recomendaciones expresadas al final del parrafo primero de esta seccion,
deseamos agregar algunas reflexiones que podrian enriquecer el trabajo subsecuente en esta linea.
Asi, consideramos que se debe investigar los posibles efectos de la enucleacion sobre la
colonizacién y composicion de la microbiota abarcando el mayor numero de especies posibles, a
través de la ejecucion de andlisis meta-genomicos (Rojo et al., 2017), prestando mayor atencién
en el género de bacterias Clostridium debido a que este grupo es uno de los principales productores
de butirato (Brunser et al., 2006). También sera necesario estudiar el efecto de la remodelacién de
la microbiota inducida por manipulaciones de la dieta, sobre la disponibilidad de butirato y sobre
la diversidad individual de la expansion de S1. Finalmente, seria indispensable estudiar los efectos

de la enucleacién sobre la microbiota de otras partes del cuerpo.
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9. CONCLUSIONES

1) Las crias de rata enucleadas al nacimiento muestran una expansion de S1 a los 10 dias de vida,

al compararse con los grupos de referencia y control.

2) Un 30% de la expansion observada en S1 es explicada por el estrés que general la exposicion a

hipotermia que tiene lugar la cirugia de enucleacion.

3) Las crias de rata enucleadas al nacimiento muestran un incremento de bifidobacterias a los 10

dias de vida, al compararse con los grupos de referencia y control.

4) El estimado total y proporcional de lactobacilos, enterobacterias y coliformes no difiere entre

los grupos experimentales.

5) La varianza que se observa en el analisis de Componentes Principales en la muestra de ratas
enucleadas y control, es explicada en parte por el nimero estimado de bacterias col6nicas tanto
bifidobacterias, enterobacterias, coliformes y lactobacilos, pero este resultado no determina una

relacion mas directa.
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11. APENDICE

Apéndice A

Literatura que presenta informacion sobre la participacion de Acidos Grasos de Cadena Corta (AGCC),
particularmente Acetato, Propionato y Butirato, en distintas funciones neurales.

Acido Graso - .
. Regulacion de funciones en el .
de Cadena Generalidades ; . Referencia
corta Sistema Nervioso
Es uno de los principales nutrientes que | Maruta et al. (2016)
participan en el metabolismo energético
de las células. Incrementa la
Acido fosforilacion de AMC por medio de la
Acéti Uno de los AGCG més activacion de la Protein Kinasa.
cetico simoles oroducto de la La disminucion estd asociada con la | Valles-Colomer et
(CHiO2) fpermepntacién de presencia de conductas depresivas y de | al. (2019)
211402 .
carbohidratos (aztcares ansiedad. - — —
rincipalmente) por Incrementa Ia_ liberacion de msqlma Perry et al. (2016)
9] P ante la presencia de Glucosa a partir de

)J\DH

Lactobacilos.

la excitacién del sistema parasimpatico
en su division del nervio vago.

Modula la activacion eléctrica del
nervio geniculado ante la presencia de
sabores salados.

Breza & Contreras
(2012)

Acido
Propidnico

(C3Hs0O2)

A,

Producto de fermentacion
de Lactobacilos,
Enterobacterias,

Bifidobacterias y otras
bacterias del género
clostridium.

Es el AGCc més sintetizado
a partir del consumo de
carbohidratos (azUcares y
fibras principalmente).
Su primera actividad
metabdlica es llevada a
cabo por el higado para la
sintesis de lipidos.

Participa en la sintesis de Tiroxina
Hidroxilasa (precursor de algunos
Neurotransmisores) mediante la
actividad de AMPc.

DeCastro et al.
(2005)

Forma parte de la cadena oxidativa
dentro de la funcién mitocondrial para
la actividad antioxidante de las células
nerviosas.

Frye et al. (2016)

Modula la funcién de proteinas Gap
Juntions en células piramidales en
corteza sensoriomotora y prefrontal.

Rorig, Klausa &
Sutor (1996)

En mayores cantidades esta asociado
con el aumento de la locomocién y la
neuro-inflamacion en ratas adultas.

MacFabe et al.
(2008)

La administracion via
intracerebrovascular esta asociada con
la patogénesis del Autismo.

Thomas et al.
(2012)

La disminucién estd asociada con la
presencia de conductas depresivas y de
ansiedad tanto en modelos animales
como primates humanos.

Heijtz et al. (2011);
Valles-Colomer et
al. (2019)

Acido
Butirico

(C4Hg0O2)

Uno de los productos por
medio de la fermentacién
de fibras y lacteos, por
lactobacilos, enterobacterias
(E. coli) y bifidobacterias,
principalmente en
ambientes anaerdbicos.

Participa en la cadena de fosforilacion
oxidativa en la mitocondria de células
nerviosas.

Rose et al. (2018)

Induce un incremento de calcio
intracelular en células de la pituitaria
anterior por medio de la activacion de
receptores GPR41 y GPR43, asociado a

Miletta et al. (2014)
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un aumento en la liberacién de la
hormona del crecimiento.

La actividad fisica y el aumento de la
respuesta del sistema  simpatico,
incrementa la sintesis de butirato en el
organismo.

Matsumoto et
(2008)

al.

Es un inhibidor de la desacetilacion de
histonas. Al incrementar la acetilacion
de histonas aumenta la transcripcién de
genes que participan en la plasticidad
sinaptica.

Bourassa et
(2016)

al.

Su incremento esta asociado con la
disminucion de conductas tipo ansiosas
y depresivas en ratones.

Gundersen
Blendy (2009)

&
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12. FIGURA SUPLEMENTARIA
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Figura suplementaria 1. Gréafica de barras que muestra el promedio (+/- desviacion estandar) del nimero
estimado de lactobacilos (A), enterobacterias (B) y coliformes (C) obtenido para cada grupo experimental; no
se observan diferencias estadisticamente significativas. ANOVA de una via y andlisis post-hoc con el ajuste de
Bonferroni. (p<0.01). (R = sin tratamiento alguno; E = enucleados; T1 = anestesiados por hipotermia; T2 =
cisura en el parpado).
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