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ACRONIMOS

ARC: Arqueado

CT: Circadian time

D1r: Receptor de dopamina 1

DD: Ciclo luz oscuridad-oscuridad
DHM: Ndcleo dorsomedial

DLAN: Luz tenue por la noche

IBAL: molécula adaptadora de union al calcio 1
LD: Ciclo de luz-oscuridad

LH: Hipotalamo lateral

LPS: Lipoposacarido

NGLD: Nucleo geniculado laterodorsal
NAc: Nacleo accumbens

NQS: Ndcleo supraquiasmatico

PN: Posnatal

ROI: Region de interés

SNC: Sistema Nervioso Central

VHM: Hipotalamo ventromedial

ZT: Zeitgeber Time



RESUMEN

El acceso a la luz eléctrica ha generado que los seres vivos estén expuestos de forma constante
no solamente a la luz brillante sino también a la luz tenue durante la noche (DLAN) por
medio de fuentes de luz externas que se filtran en los hogares, dispositivos electronicos o
lamparas de baja intensidad. La exposicion a DLAN tiene efectos negativos en la salud,
genera disrupcion circadiana, cambios metabdlicos y cambios conductuales. Las mujeres
gestantes también se exponen a DLAN. Debido a que en el Gtero los ritmos circadianos del
feto dependen de las sefiales circadianas de la madre como la temperatura, la actividad y
hormonas como la melatonina y el cortisol, las alteraciones circadianas de las madres
gestantes impactan de forma directa en el desarrollo del sistema circadiano de las crias. En
modelos animales, la exposicion de madres gestantes a DLAN induce en las crias aumento
de conductas tipo depresivas y tipo ansiosas, cambios en la respuesta. En nuestro laboratorio
se ha desarrollado un modelo de desincronizacion circadiana en rata hembra mediante la
exposicion a DLAN. Las crias de madres expuestas a DLAN, presentan alteraciones
circadianas y conductuales en la adultez. La conducta de juego social es importante para el
desarrollo del cerebro y la conducta en etapas posteriores. El juego tiene un alto valor
recompensante y estd modulado por la via dopaminérgica del sistema corticolimbico.

En esta investigacion se estudiaron los efectos transgeneracionales de la exposicion a DLAN
(5-10lux) previo (5 semanas) y durante el periodo gestacional (21 dias) en la conducta de
juego social y en el nucleo accumbens (NAc), uno de los sustratos neuronales que la regula,
en un modelo animal con ratas macho de la cepa Wistar. Se realizd una prueba conductual
para evaluar la conducta de juego social. Posteriormente en el nacleo accumbens (NAc) se
realizd andlisis de conteo célular para cuantificar microglia y conocer su morfologia, analisis
para medir la densidad del receptor dopamina 1 (D1r) y se evalud el contacto entre la
microglia y los receptores D1r.

Las crias de madres expuestas a DLAN presentaron una disminucion significativa en la
conducta de juego, un aumento en el nimero de microglias en el NAc y menor densidad de
receptores D1r. Estos resultados muestran que la exposicion a DLAN induce alteraciones
transgeneracionales a nivel de la conducta

PALABRAS CLAVE: Ritmos circadianos, disrupcion circadiana materna, conducta de

juego, microglia, via dopaminérgica



INTRODUCCION

Los ritmos circadianos son oscilaciones que presentan una duracion de aproximadamente 24
horas. En los mamiferos estos ritmos son controlados por el reloj circadiano central; el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), localizado en el hipotalamo, el cual coordina los mecanismos que
generan las oscilaciones de sefiales hormonales, temperatura, actividad y ritmos de érganos
periféricos (Panda, 2002).

La principal sefial sincronizadora de los ritmos circadianos es el ciclo de luz-oscuridad dado
por la rotacion de la Tierra. Esta sefial es relevante para sincronizar los procesos fisiologicos
internos con los cambios del ambiente, por esta razon, se ha descrito que la exposicién a luz
durante la noche puede generar desincronizacion circadiana. La desincronizacion circadiana
sucede cuando no existe una sincronizacion entre las fluctuaciones de las sefiales del medio
externo y las oscilaciones producidas por el NSQ y los 6rganos periféricos (Angeles-
Castellanos, Rodriguez, Salgado, Escobar, 2007). En modelos animales expuestos a luz
durante la noche se ha descrito que la disrupcion circadiana tiene consecuencias negativas en
la salud de los individuos como alteraciones metabdlicos y conductas tipo depresivas
(Karatsoreos et al., 2011; Tapia-Osorio et al., 2013; Shi et al., 2013).

Sin embargo, en el contexto actual no solamente nos exponemos a luz brillante durante la
noche, sino también la luz tenue (5-10 lux), como la luz que se filtra del exterior o de fuentes
de luz de baja intensidad en el hogar. Por esta razon se han evaluado los efectos negativos de
la exposicion a la luz tenue durante la noche (DLAN). En diferentes investigaciones se ha
descrito que la exposicion a DLAN en roedores induce cambios en la actividad general,
aumento de la produccion de citocinas proinflamatorias ante una enfermedad y conductas
tipo depresivas y tipo ansiosas (Fonken et al., 2013; Cissé et al., 2016, Stenvers et al., 2016;
Weil et al., 2020).

Las hembras gestantes son una poblacion vulnerable a los efectos adversos de la exposicion
a DLAN. Durante la gestacion los ritmos circadianos del feto dependen de las sefiales de la
madre, algunas de estas pueden ser la melatonina, la temperatura o la actividad (Wong et al.,
2022). Por lo tanto, las sefiales maternas se encargan de entrenar el reloj circadiano del feto
(Wong et al., 2022). Debido a esto se han estudiado los efectos transgeneracionales de la
exposicion a DLAN durante la gestacion y se ha descrito que las crias presentan cambios en

la respuesta inmune y un aumento significativo en conductas tipo depresivas y tipo ansiosas



(Bedrosian, 2012 et al.; Fonken et al., 2013; Borniger et al., 2014; Cisse et al., 2017;
Gutierrez-Pérez, 2018).

Durante la adolescencia del roedor, la expresion de la conducta de juego social es importante
para el desarrollo del cerebro y la conducta en el animal adulto. Su alteracion se ha asociado
con déficits cognitivos, asi como conducta social aberrante en la adultez y un aumento en la
sensibilidad a las drogas de abuso, incluyendo al alcohol en etapas posteriores (Varcoe et al.,
2018). En ratas esta conducta se expresa mediante patrones motores que se asemejan a
conductas funcionales observadas en la adultez como el sexo, la depredacién y las peleas
(Pellis et al., 2019). La conducta de juego es regulada por el sistema de recompensa y una de
las principales estructuras encargadas de su funcionamiento es el ntcleo accumbens (NAc)
(Gordon et al., 2002). Se ha descrito que la via dopaminérgica del NAc es importante para
que se presente la conducta de juego. La inhibicion de la funcién de los receptores D1r del
NAcC en ratas, disminuye la conducta de juego (Manduca et al., 2016; Kopec et al., 2018).
Durante el desarrollo esta via es refinada con la poda neuronal que lleva a cabo la microglia
(Kopec et al., 2018). Por lo tanto, es importante que la actividad de la microglia no se altere
durante el desarrollo.

La exposicion a DLAN aumenta la actividad de la microglia. En una investigacion se
encontro que la exposicion a DLAN aument6 la expresion de citocinas proinflamatorias asi
como el numero de microglias en el hipocampo, de las cuales una mayor cantidad presentaba
morfologia ameboide (Liu et al, 2022), probando que la exposicion a DLAN tiene efectos

negativos en la actividad de la microglia.
ANTECEDENTES

1. Ritmos circadianos

El planeta Tierra se encuentra en constante movimiento produciendo cambios ambientales
ritmicos, un ejemplo de ello es el movimiento de rotacion el cual genera estados ciclicos en
el entorno natural, el ciclo mas importante para los seres vivos es el ciclo de luz-oscuridad.

Con el objetivo de adaptarse exitosamente al ambiente, a lo largo de los afios, los organismos
han desarrollado mecanismos celulares end6genos que sincronizan los ritmos fisiolégicos y
conductuales para anticipar estimulos importantes como la disponibilidad de alimento o los

cambios de luz y temperatura; a este conjunto de mecanismos que permiten que las funciones
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fisiologicas del organismo se sincronicen con las sefiales del medio ambiente en
fluctuaciones de aproximadamente 24 horas se le denomina sistema circadiano (Panda,
2002).

En los mamiferos, el sistema circadiano esta conformado por el reloj circadiano central; el
nacleo supraquiasmatico (NSQ) ubicado en el hipotdlamo anterior, arriba del quiasma Optico
y por los genes reloj que pueden encontrarse tanto en el sistema nervioso central, como en
las celulas de multiples érganos como el higado y el corazdn entre otros. Estos genes reloj
sirven como osciladores periféricos y la mayoria son sincronizados por las sefiales
provenientes del NSQ. En su conjunto, el sistema circadiano dirige la sincronizacion de
procesos fisiologicos, bioquimicos, metabdlicos, endocrinos y conductuales generando
ritmos con un periodo de oscilacion de aproximadamente 24 horas (Ruger & Scheer, 2009).
La generacidén de los ritmos circadianos en todo el organismo es el resultado de la
comunicacion del reloj biolégico con el resto del cuerpo a través de vias neurales y
hormonales las cuales ajustan las funciones corporales (Panda, 2002).

El NSQ se compone de un circuito neuronal de aproximadamente 20,000 neuronas que se
comunican con otros nucleos dentro del hipotalamo y con 6rganos de la periferia. Este nicleo
recibe la sefial de la alternancia del ciclo luz-oscuridad a través del tracto retino hipotalamico
desde las células ganglionares de la retina con el objetivo de sincronizarse al dia y la noche
(Buijs et al., 2016;). Sin embargo, se ha demostrado que los ritmos dirigidos por el NSQ se
mantienen aun en condiciones de oscuridad constante (Hastings, 2013), lo cual denota su
capacidad de reloj enddgeno. Para explorar el papel del NSQ en la organizacion de los ritmos
circadianos se han realizado multiples investigaciones, un ejemplo es la lesién del NSQ en
donde se describe que este procedimeinto tiene como consecuencia la pérdida de los ritmos
circadianos, como el ritmo del suefio y pérdida de las oscilaciones de los genes reloj de
maultiples tejidos (Musiek et al., 2016).

Para generar los ritmos de multiples aspectos de la fisiologia, dentro del hipotalamo el NSQ
se comunica con diferentes estructuras. Por ejemplo, las conexiones entre el NSQ y el nicleo
arqueado (ARC) le permiten al ARC regular la temperatura corporal con base en la

informacion que se obtiene de la periferia. Por otra parte, el nacleo dorsomedial (DHM), el
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hipotalamo lateral (LH) y el nucleo ventromedial reciben sefiales del NSQ que contribuyen
a la sincronizacion de los estados de hambre y saciedad (Figura 1) (Buijs, 2001).

(DH@_.V. »
R ( H )
/ A 4 Q/HM )8 Hipotalamo
/| (NsQ)-- (ARrc)

Ciclodeluz- Y 4 )
oscuridad ! » ‘ ’ ')
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L PR E
A Hofmonas

Actividad
Created in BioRender.com bio

Figura 1. El sistema circadiano. La sefial del ciclo luz-oscuridad se transmite a través de la retina y por medio
del tracto retinohipotalamico (TRH) llega al ndcleo supraquiasmatico (NSQ). En el hipotalamo, el NSQ se
comunica con otros ndcleos como el nucleo arqueado (ARC), el nicleo paraventricular (PVN), el ndcleo
dorsomedial (DHM), el hipotadlamo ventromedial (VHM) y el hipotadlamo lateral (LH). Este circuito permite la
sincronizacion de organos periféricos como el higado, el corazon, los ovarios y la sincronizacion de las
conductas y la temperatura por medio de sefiales hormonales y a travées del sistema nervioso auténomo. Imagen
creada en BioRender.com

Por medio de estos mecanismos, los ritmos circadianos en su conjunto permiten que los
organismos anticipen los cambios del medio ambiente con el objetivo adaptar los procesos
fisiolégicos para los retos diarios. Estas adaptaciones pueden reflejarse en la actividad, en un
aumento de temperatura corporal justo antes del periodo de actividad, cambios en los niveles
de glucosa o cambios en los niveles de cortisol, de acuerdo con las exigencias del ambiente.
Los ritmos circadianos son de suma importancia para la salud de los individuos, debido a que
la fisiologia presenta variaciones a lo largo de las 24h del dia. Un ejemplo de esto es la

expresion de los sintomas de las enfermedades y/o eventos adversos durante un periodo
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especifico de dia. En este sentido, los incidentes cardiovasculares tienen un pico durante la
mafiana, mientras que las convulsiones epilépticas son mas frecuentes durante la tarde y el

asma tiende a empeorar durante la noche (Riiger & Scheer, 2009).

2. Ritmos bioldgicos en el periodo gestacional

El sincronizador mas fuerte para el NSQ de la hembra gestante es el ciclo de luz-oscuridad
el cual regula la fluctuacion diurna de sefiales hormonales maternas que llegan directamente
al feto a través de la placenta durante el embarazo. En el Utero, el feto depende de las sefiales
circadianas maternas como la melatonina, el cortisol y la temperatura, las cuales entrenan el
sistema circadiano fetal, por lo tanto, durante el desarrollo, el feto se sincroniza con el ciclo
de luz-oscuridad a través de la madre (Wong et al, 2022). En humanos y roedores se ha
demostrado que la glandula pineal de los fetos no secreta melatonina (Seron-Ferré et al,
2012), sin embargo, en humanos los receptores para la melatonina se pueden observar a partir
de las 18 semanas de gestacion en el NSQ del feto y se distribuyen ampliamente en el tejido
fetal (Reppert et al., 1988). Una de las sefiales mas importantes para los ritmos circadianos
del feto es la melatonina ya que es una de las pocas hormonas que pueden cruzar la placenta
sin presentar alteraciones y brinda informacion importante acerca del ciclo luz-oscuridad
(Serén-Ferré et al., 2012). En primates cuando se suprime la sefializacién materna de
melatonina se produce un cambio en la expresion de los genes reloj del NSQ fetal, estos
cambios pueden revertirse mediante el reemplazo de la melatonina materna (Torres-Farfan,
2006 et al.).

Durante el embarazo la madre presenta cambios fisioldgicos con el objetivo de mantener de
forma adecuada el desarrollo del feto, algunos de estos cambios son circadianos como
cambios en la concentracion plasmatica de hormonas, cambios en la temperatura e incluso
se ha descrito que algunas mujeres presentan un inicio del suefio mas temprano (Wong et al.,
2022).

Se sabe que en humanos, primates y ovejas existen ritmos de movimientos y en la produccion
de algunas hormonas que muestran una oscilacion de 24 horas aproximadamente, sin
embargo, se ha propuesto que el NSQ y los 6rganos del feto se comportan como osciladores
circadianos periféricos que son sincronizados a través de sefiales del NSQ materno (Seron-
Ferré etal., 2012).
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En roedores se ha descrito que, aunque la ritmicidad circadiana depende de la madurez del
sistema circadiano la expresion de los genes reloj se encuentra presente en el NSQ de
embriones de raton (Wong et al, 2022).

3. Disrupcién circadiana

La desincronizacion circadiana es una alteracion del tiempo bioldgico y se puede definir
como la carencia de coherencia entre las sefiales del medio externo y las oscilaciones
producidas por el NSQ. Esta desincronizacién puede ocurrir a diferentes niveles del
organismo, es decir puede impactar desde los ritmos moleculares en células individuales de
los 6rganos hasta la desincronizacion de los ciclos de algunas conductas (Qian & Scheer,
2016), como los ciclos de suefio y vigilia y los horarios de alimentacion. (Rlger & Scheer,
2009). Riger & Scheer (2009) describen los diferentes factores que pueden provocar
disrupcion circadiana, ésta puede deberse a factores externos, a factores internos o como
consecuencia de un dafio al NSQ debido a alguna enfermedad, lesién, tumor o variaciones
genéticas nocivas. Las alteraciones circadianas pueden ser consecuencia de un dafio en las
estructuras relacionadas con la sincronizacion, por ejemplo, se sabe que cuando se lesiona el
NSQ de las ratas, no se observan ritmos en la actividad general de los animales (Eastman &
Rechtschaffen, 1983), o pueden deberse a una alteracion de las sefiales exdgenas tales como
el ciclo de luz-oscuridad o los horarios de alimentacion (Angeles-Castellanos et al., 2007).

Algunos factores externos promotores de disrupcion circadiana son: la exposicion a la luz
artificial durante la noche, la amplia disponibilidad de los alimentos a lo largo de las 24h, los
viajes con cambios de zonas horarias y los horarios de trabajo que rotan a lo largo de las 24h
del dia. Todos estos factores pueden alterar los ritmos circadianos, impactando de forma
directa en la salud general de los individuos (Vetter, 2020). En modelos animales de
disrupcion circadiana inducida por trabajo nocturno e ingesta de alimentos durante la fase de
descanso, se observaron alteraciones metabdlicas y en la expresion de los genes reloj en el
higado de ratas macho (Salgado-Delgado et al., 2013). Por otra parte, en diversos modelos
animales de alteracion circadiana, en donde se manipula el ciclo de luz-oscuridad,
exponiendo a animales a un ciclo de luz constante (24h de luz), se han observado conductas
tipo depresivas y ansiosas (Tapia-Osorio et al., 2013), resistencia a la insulina, tendencia a la
obesidad (Shi et al., 2013), alteraciones en los niveles de temperatura corporal, cambios en
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la ganancia de peso, cambios a nivel neuronal en algunas estructuras del sistema nervioso
como alteracion de la morfologia de las neuronas en la corteza prefrontal en ratones
(Karatsoreos et al., 2011) , promueve el crecimiento tumoral disrumpiendo el metabolismo e
incrementando la respuesta inflamatoria (Guerrero-Vargas et al., 2017), pérdida en los ritmos
de melatonina y corticosterona, incremento de la masa corporal (B&ez-Ruiz 2017) y
alteraciones en el aprendizaje entre otros efectos nocivos para la salud (Karatsoreos et al.,
2011).

El NSQ sincroniza a los relojes circadianos periféricos de multiples tejidos y 6rganos con un
periodo de 24h, por esta razén, la desincronizacion derivada de cambios en los factores
externos puede alterar esa comunicacién ocasionando alteraciones enddcrinas (Bedrosian et
al., 2016). La disrupcidn circadiana y las alteraciones del suefio se han descrito como parte
de los sintomas de diferentes enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington (Musiek et al., 2016).
Estudiar la disrupcién circadiana y los factores que la provocan es de suma importancia
debido al papel fundamental que tienen los ritmos circadianos en la regulacion de la fisiologia

y los efectos negativos de la desincronizacién en la salud.

4. Efectos adversos de la exposicién a la luz por la noche

En los mamiferos, ademas de los conos y los bastones que se encuentran en la retina, existe
una tercera clase de fotorreceptores llamados células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles, las cuales contienen el fotopigmento melanopsina que las hace intrinsecamente
fotosensibles. A diferencia de los otros fotorreceptores que son parte de la via visual, la
presencia de las células ganglionares se ha relacionado con una via importante en la
transmision de informacion fotica a diferentes estructuras del SNC encargadas de la
sincronizacién de los ritmos circadianos (Vandewalle et al., 2009). En una investigacion post-
mortem con humanos, se encontré que las células ganglionares proyectan directamente al
NSQ. Por otra parte, en ratones deficientes de melanopsina, se observé que adn con la sefial
de luz, los ritmos circadianos se atendan de forma importante (Riiger & Schee, 2009). La

informacidn de la luz que llega al sistema circadiano es percibida y transmitida directamente
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desde las células ganglionares al NSQ a través de la via tractoretinohipotalamica (Riger &
Schee, 2009), con el objetivo de sincronizar su actividad con el dia y la noche. En este
sentido, se sabe, que las neuronas del NSQ se encuentran mas activas durante el dia (Buijs et
al., 2016).

El ciclo luz-oscuridad generado por la rotacion de la Tierra, es considerado la sefal
sincronizadora externa mas importante para el reloj circadiano (Vetter, 2020). Sin embargo,
los avances tecnoldgicos han llevado consigo el invento de la luz eléctrica la cual ha
permitido que nuestras casas, lugares de trabajo y calles se encuentren iluminadas por luz
artificial durante el dia y durante la noche con el objetivo de extender las actividades
cotidianas como las horas de trabajo o estudio, actividades sociales, etc. A pesar de que estos
avances tienen como intencion mejorar la calidad de la vida moderna, la exposicion a la luz
artificial durante la noche provoca la pérdida de la alternancia del ciclo luz-oscuridad, lo cual
representa un factor de riesgo para la coordinacion de los ritmos circadianos. Por esta razén,
se ha propuesto que el estilo de vida actual puede contribuir de forma importante a la
disrupcion circadiana que se ha asociado con la creciente prevalencia de trastornos
metabolicos, trastornos del suefio y enfermedades psiquiatricas (Vetter, 2020).

Se ha descrito que la exposicién a la luz artificial durante la noche, tiene consecuencias
significativas en el dmbito social, ecoldgico y también en la salud de los individuos,
afectando el sistema reproductivo, el sistema inmunoldgico, el metabolismo y algunos

procesos cognitivos y emocionales (Navara et al., 2007).

5. Efectos adversos de la exposicién a la luz tenue por la noche DLAN

En el entorno existen distintas intensidades luminicas tanto naturales como artificiales, entre
ellas se encuentra la luz brillante o de alta intensidad y la luz tenue o de baja intensidad. Las
investigaciones sobre los efectos de la exposicion a la luz por la noche se han enfocado
mayormente en evaluar los efectos de la luz brillante. Sin embargo, actualmente existen
maultiples fuentes de luz de baja intensidad que estan presentes durante la noche en nuestro
dia a dia, como la luz emitida por los aparatos electrénicos o la que proviene del alumbrado
publico y que se filtra por las ventanas. Por esta razon, recientemente se han explorado cuales

pueden ser los efectos de la exposicion a la luz de baja intensidad o luz tenue durante la noche
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(DLAN) sobre la salud de los individuos. En los estudios con modelos animales que evaltian
los efectos de la exposicion a DLAN, los animales son expuestos a luz con una intensidad de

5 a 10 luxes durante toda la noche.

5.1 Efectos adversos de la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN) en machos

La luz tenue por la noche genera multiples alteraciones negativas en diferentes aspectos de
la salud, esta exposicion genera una disrupcion circadiana que se puede observar por ejemplo
en la desorganizacion de la actividad general posterior su exposicion cronica (4 semanas)
(Stenvers et al., 2016). Por otra parte, la DLAN se asocia con un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades metabdlicas. En ratones macho se ha encontrado que la exposicion a DLAN
durante 2-3 semanas incrementa la ganancia de peso y altera lo ritmos circadianos de la
temperatura contribuyendo a problemas metabdlicos relacionados con la desincronizacion
interna entre el oscilador circadiano central (NSQ) y los relojes periféricos que rigen los
ritmos de temperatura (Borniger et al., 2014; Fonken et al., 2013).

En una investigacion con ratas macho se observo que la exposicion a DLAN disminuy6 de
forma importante la amplitud en los ritmos del suefio REM y NREM y que esta disminucion
aumentaba con los dias (Stenvers et al., 2016). También, en ratas macho, se suprimieron los
niveles de la hormona melatonina en plasma después de una exposicion corta de 2 semanas
y de una exposicion prolongada de 5 semanas (Molcan et al., 2019; Rumanova et al., 2020).
En cuanto a la salud cardiovascular, se encontrd que la DLAN en ratones macho, suprime de
forma significativa las oscilaciones de 24 horas en la frecuencia cardiaca y la presion arterial,
(Molcan et al, 2019). Ademas, los genes reloj que rigen las oscilaciones circadianas también
son afectados por la DLAN; en ratones macho, la exposicion de 3 semanas a DLAN fue
suficiente para atenuar la amplitud de los ritmos de Perl y Per2 en el hipotadlamo y tejidos
periféricos relacionados con funciones metabdlicas (Fonken et al., 2013).

La exposicion a DLAN afecta el proceso de recuperacion de una enfermedad. En ratones
macho con isquemia cerebral global, se observd mayor mortalidad durante la semana de
recuperacion en el grupo expuesto a DLAN en comparacién con el grupo control (Fonken et
al., 2019). Ademas, en un modelo de evento cerebrovascular en ratones macho expuestos a

DLAN, las citocinas proinflamatorias aumentaron durante los dias de recuperacion y también
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se registraron conductas tipo ansiosas en el campo abierto y dafio neuronal exacerbado en el
hipocampo (Weil et al., 2020).

Otro aspecto de suma importancia que se ha evaluado son los efectos de la DLAN en las
conductas tipo-ansiosas Yy tipo depresivas. En ratones macho expuestos a DLAN durante 4
semanas se evaluaron las pruebas de nado forzado y de anhedonia con la intencion de medir
conductas tipo depresivas y tipo-ansiosas y se observaron resultados parecidos; los ratones
expuestos a DLAN, duraron mas tiempo flotando y consumieron menos agua con azucar
(Fonken et al., 2013). Estos resultados indican que los ratones expuestos a DLAN desarrollan
conductas tipo depresivas. Los efectos en las conductas tipo depresivas y ansiosas se han
investigado también en ratones expuestos a DLAN durante la adolescencia para conocer si
la exposicion en edades tempranas podria impactar en las conductas de la edad adulta. Los
ratones expuestos a DLAN fueron evaluados posteriormente en la adultez y los resultados
mostraron un mayor nimero de conductas asociadas a la depresién y la ansiedad en las
pruebas de laberinto elevado y campo abierto, tanto en hembras como en machos (Cisse et
al., 2016).

5.2 Efectos adversos de la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN) en hembras

Los efectos de la exposicion a DLAN también se ha estudiado en roedores hembras en las
que, de igual manera, tiene como consecuencia una disrupcién circadiana que se puede
observar, por ejemplo, en la pérdida del ritmo de actividad general y el de temperatura
después de la exposicion a DLAN durante 5 semanas (Gutierrez-Pérez, 2021). La exposicion
a DLAN no sélo afecta los ritmos de la actividad general, también tiene consecuencias en
diferentes aspectos conductuales, hormonales y reproductivos de las hembras. Al igual que
en roedores machos, la exposicion a DLAN (6 semanas) se relaciona con ganancia de peso
(Aubrecht et al., 2015).

Para determinar los efectos de la exposicion a DLAN sobre el sistema reproductivo, se
expuso a ratas Wistar hembra a DLAN durante 5 semanas y se evalud el ciclo estral, las ratas
que estuvieron expuestas a DLAN presentaron un ciclo estral irregular, indicando un estado
de estro persistente (caracterizado por la presencia de celulas cornificadas en el frotis

vaginal), la exposicién a DLAN genero ciclos irregulares en el 100% de las ratas a diferencia
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de las ratas controles en las que s6lo 20% de las hembras presentd ciclos irregulares
(Gutiérrez-Pérez, 2021).

Ademas de los efectos sobre el sistema reproductivo, la exposicion a DLAN genera también
cambios hormonales en las ratas hembra, después de una exposicion durante 5 semanas, las
ratas expuestas a DLAN no presentaron una diferencia significativa entre los niveles de
corticosterona diurnos y nocturnos y se observé una disminucion significativa en las
concentraciones nocturnas de la hormona melatonina en comparacion con el grupo control
(Gutiérrez-Pérez, 2021).

En hdmster hembras ovariectomizadas expuestas a DLAN durante 8 semanas, se observo una
diferencia en las pruebas de nado forzado entre los grupos, los hamsteres expuestos a DLAN
pasaban mas tiempo flotando y menos tiempo intentando escalar, ademas consumieron
menos agua con azucar durante la prueba de anhedonia (Bedrosian et al., 2011). En un estudio
realizado con hamsteres hembras ovariectomizadas expuestas a DLAN durante 4 semanas se
encontraron conductas tipo depresivas en las pruebas de anhedonia y nado forzado, menor
expresion del factor neutr6fico BDNF y una mayor expresion del factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) (Bedrosian et al., 2013). Lo anterior sugiere una relacién importante entre los
efectos inflamatorios de la exposicion a DLAN y las conductas tipo depresivas. Por ultimo,
la exposicion a DLAN durante 5 semanas en ratas Wistar hembra generé cambios en la
prueba de campo abierto, en la que las ratas de la condicion DLAN mostraron menos
exploracion que las ratas control, esta conducta se asocié con una conducta tipo ansiosa,
también se observaron diferencias en la prueba de anhedonia, las ratas expuestas a DLAN
tuvieron un menor porcentaje de consumo de agua con azucar en comparacién con las ratas

control, esta conducta se describe como una conducta tipo depresiva (Gutierrez-Pérez, 2021).

6. Efectos adversos de la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN) en el periodo

gestacional

El entorno de la vida temprana puede impactar directamente en los individuos, a veces de
forma negativa predisponiéndolos a enfermedades o trastornos en etapas mas tardias de la
vida. El periodo gestacional es un periodo clave para el desarrollo de un mamifero, las

situaciones que se presentan durante este periodo son de suma importancia ya que tendran
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consecuencias directas en la vida adulta. Durante todo el periodo gestacional, la madre aporta
nutrientes, oxigeno y hormonas al feto a través de la placenta, la cual se encarga de regular
qué sustancias pueden ingresar al feto (Serén-Ferré et al., 2012).Una de las pocas hormonas
maternas que tiene la capacidad de atravesar la placenta es la melatonina, esta hormona junto
con la temperatura y la ingesta de alimentos de la madre influyen de forma directa en la
regulacion de los ritmos circadianos del feto, por lo tanto, es la madre la que determina los
ritmos bioldgicos del feto durante todo el periodo gestacional e incluso algunos estudios
demuestran que las sefiales maternas son necesarias para sincronizar los ritmos circadianos
en el periodo posnatal (Seron-Ferrél et al., 2012). Debido a lo anterior, la disrupcion de los
ritmos circadianos de la madre durante este periodo tiene un efecto en la salud de su
descendencia. Por esta razon, algunos estudios se han enfocado en evaluar las consecuencias
transgeneracionales de la alteraciéon del ritmo circadiano provocado por la exposiciéon a

DLAN previo y durante la gestacion.

6.1 Efectos de la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN) previo al periodo
gestacional

Para evaluar las posibles alteraciones en las conductas tipo depresivas y ansiosas provocadas
por la exposcion a DLAN en la descendencia, se expusieron hamsteres hembras y machos a
DLAN durante 9 semanas para posteriormente aparearlos. Al nacer, las crias se mantuvieron
en un ciclo normal de luz-oscuridad, a las 8 semanas de nacimiento, PN56, se evaluaron
conductas tipo ansiosas y depresivas. Las crias de hembras expuestas a DLAN consumieron
menos agua con azucar a comparacion de los controles, mientras que las crias de machos
expuestos a DLAN permanecieron mas tiempo flotando en la prueba de nado forzado (Cissé,
et al. 2017). Estos resultados muestran que la exposicion de ambos padres a DLAN previa a
la gestacion es suficiente para generar cambios en las conductas tipo depresivas de las crias
a pesar de que estas se encuentren en un ciclo de luz-oscuridad desde su nacimiento.

En roedores, se ha descrito que la exposicion a la luz brillante durante la noche altera las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas (Fonken et al., 2013). Estas alteraciones se han
asociado con cambios endocrinos ocasionados por la disrupcion circadiana que resulta de la
exposicion a la luz durante la noche. De manera interesante, la exposicion a DLAN también

provoca cambios en la respuesta inmune (Bedrosian et al., 2013), por esta razon, se han
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explorado cuéales son las consecuencias que tiene la exposicion a DLAN antes del periodo de
gestacion en la respuesta inmune. Hamsteres hembras y machos fueron expuestos a DLAN
durante 8 semanas para emparejarse posteriormente, durante el periodo de gestacion y el
desarrollo de las crias se mantuvieron las condiciones de un ciclo de luz-oscuridad. En
respuesta a la inoculacion de un reto inmune con lipopolisacarido (LPS), los resultados de
las evaluaciones mostraron que las crias machos de padres (machos) expuestos a DLAN
previo a la gestacion, presentaron disminucion del ritmo de la actividad general en relacién
con las crias controles; las crias machos de madres expuestas a DLAN disminuyeron su
temperatura corporal promedio en relacion con las crias macho de madres control. Por otra
parte, se observé que las crias machos de madres y padres expuestos a DLAN aumentaron
significativamente la expresion de la citocina pro inflamatoria TNFa en el hipotalamo en
comparacion de las crias machos control (Cisseé et al., 2020). Otra investigacion que se realiz6
con el objetivo de conocer las consecuencias transgeneracionales en la funcién inmunoldgica
por la exposicion a DLAN se realiz6 en hdmsteres hembras y machos que fueron expuestos
a DLAN durante 9 semanas para posteriormente ser puestos a condiciones de luz-oscuridad
durante el periodo de gestacion y durante el desarrollo de las crias. Cuando las crias llegaron
a la adultez, se evalu6 la expresion relativa del receptor a melatonina 1 (MT1), en el bazo ya
que la melatonina es un potente inmunomodulador que tiene la capacidad de potenciar las
respuestas inmunitarias. Se observo que las crias de machos expuestos a DLAN presentaron
una disminucion en la expresion de MT1 con relacion a los controles, mientras que en las
crias de madres expuestas a DLAN la expresion de MT1 aumentd durante el dia en

comparacion con las crias de hembras controles (Cissé et al., 2017).

6.1 Efectos de la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN) previo v durante el periodo
gestacional

También se ha explorado cuéles pueden ser los efetos de la exposicion a DLAN previo y
durante el periodo gestacional. En nuestro laboratorio, se expusieron a ratas hembraa DLAN
durante 5 semanas previas a la gestacion y también durante la gestacion (~22 dias),
evaluamos el peso de las crias desde el nacimiento hasta el destete (PN25) y encontramos
que las crias (machos y hembras) de madres expuestas a DLAN presentaban un mayor peso

al nacer en comparacion con los machos de madres control y esta diferencia de peso entre
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grupos se mantuvo hasta el destete (PN25). También se evalué el consumo de alimento en
las crias a partir del PN40 y se observo que las crias hembra de las madres expuestas a DLAN
presentaron una tendencia a consumir mas alimento del PN40 al PN70 a diferencia de los
machos los cuales tendieron a consumir menos alimento que el grupo control.

También, durante la adolescencia se evalud la conducta de las crias para saber si la exposicion
a DLAN previa y durante la gestacion podia tener un efecto en las conductas tipo depresivas
y tipo ansiosas. En la prueba de campo abierto, los machos de madres DLAN presentaron
una disminucion en los cruces al centro en comparacion con las crias del grupo control y las
crias hembras de madres DLAN presentaron mayor nimero de eventos de acicalamiento y
menor actividad total en comparacion con las hembras del grupo control sugiriendo que la
exposicion materna a DLAN previo y durante la gestacién promueve conductas tipo ansiosas
en la descendencia. Ademas, para evaluar los efectos en la interaccion social durante la
adolescencia (PN40) se evalu6 la conducta de juego social con pares y se observo que las
crias machos de madres expuestas a DLAN presentaban un menor nimero de conductas de
juego en comparacién con los machos crias de las madres control (Gutiérrez-Pérez, 2021).
La exposicion a DLAN antes y durante la gestacion impacta de forma directa en los ritmos
circadianos de las madres gestantes y como consecuencia, afecta el desarrollo y la conducta

de las crias en la etapas adolescentes y adultas.

6.2 Efectos de la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN) exclusivamente durante el
periodo gestacional y/o posnatal

También se han abordado cuales pueden ser las consecuencias a largo plazo de la exposicion
a DLAN exclusivamente durante la gestacion (21 dias aproximadamente) y/o durante el
periodo postnatal temprano durante (21 dias). Ratones hembra fueron expuestos a DLAN
durante estos dos periodos y sus crias fueron evaluadas en la adultez a la edad de PN60. Las
crias de madres expuestas a DLAN durante la gestacion y previo a la gestacion mostraron
mas conductas tipo ansiosas en la prueba de laberinto elevado en la que tardaron
significativamente mas tiempo en cruzar en comparacién de las crias controles (Borniger et
al., 2014).
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7. Regulacion circadiana

7.1 Requlacién circadiana de la microglia en reposo

Como comentamos en secciones anteriores, la respuesta del sistema inmune también se ve
alterada ante la exposicion a DLAN. En los Gltimos afios, la investigacidn respecto a la
regulacion circadiana de la microglia ha aumentado. La microglia es un tipo de célula glial
del sistema nervioso central, esta célula forma parte del sistema inmunoldgico innato del
cerebro y la médula espinal y tiene la capacidad de fagocitar patdgenos. A diferencia de otras
células gliales como los oligodendrocitos y los astrocitos, la microglia tiene un origen
mesodérmico (Graeber & Streit, 2009).

En estado basal la microglia se encarga de vigilar el parénquima cerebral por medio de sus
procesos y ante la presencia de un patdgeno o lesion puede activarse liberando citocinas,
guimiocinas o fagocitando. Sin embargo, aunque esta respuesta es de suma importancia para
mantener un estado fisioldgico equilibrado, la respuesta inmune proinflamatoria o la
neuroinflamacion, impulsada por la activacion de la microglia se ha asociado como factor
clave para la contribucion de maltiples enfermedades neurodegenerativas (Rodriguez-Gomez
et al., 2020).

Uno de los aspectos que se ha investigado ampliamente en la microglia es la expresion de los
genes reloj y sus factores de transcripcion, por ejemplo, se sabe que en la microglia los genes
Perl y Per2 se expresan ritmicamente a lo largo de las 24h (Nakanishi et al., 2021). En
investigaciones en donde se aislé la microglia del hipocampo y de la corteza de ratas, se
encontrd un pico de expresion de ambos genes durante la mitad de la fase de luz (Fonken et
al., 2015). Ademas, se registro que el punto més alto de expresion del gen Perl ocurre a la
mitad de la fase de descanso en roedores mientras que la acrofase de Per2 se presenta a la
mitad de la fase de descanso (Fonken et al., 2016). Estas variaciones circadianas en la
expresion de ambos genes en la microglia son persistentes incluso condiciones de oscuridad
constante (DD) (Deurveilher et al., 2021), lo que sugiere que los ritmos de Perl y Per2 no
dependen de los estimulos exdgenos.

Una caracteristica muy importante de la microglia es su morfologia, los cambios y estados
morfolégicos de la microglia han sido ampliamente investigados debido a la correlacion que
tienen con la actividad de la célula. La morfologia ramificada de la microglia se ha asociado
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con su estado en reposo o vigilancia, mientras que la morfologia ameboide o menos
ramificada se ha relacionado con su actividad (Liu et al., 2022). La investigacion respecto al
factor circadiano ha evidenciado que existe una diferencia en la morfologia de la microglia a
lo largo del dia. En la microglia aislada de la corteza de raton se observan variaciones
morfoldgicas con una mayor ramificacion de las celulas durante la fase de oscuridad y menor
durante la fase de luz (Martinez-Tapia et al., 2020), mientras que, en microglia aislada de
corteza somatosensorial de raton, las variaciones diurnas en la morfologia se caracterizan por
ramificaciones mas largas y complejas durante la fase de oscuridad en comparacion con la
fase de luz (Deurveilher et al., 2021). Por otra parte, durante el suefio se observa una
morfologia ramificada (morfologia R-type) mientras que durante la vigilia se observa una
morfologia hiper-ramificada (morfologia HR-type) (Nakanishi et al., 2021). Estos ritmos
morfoldgicos en la microglia persisten incluso en condiciones de oscuridad constante (DD),
en donde se observan procesos microgliales mas largos y complejos durante la noche
subjetiva o “circadian time” (CT) 14 en comparacion con el dia subjetivo (CT2) (Deurveilher
etal., 2021).

7.2 Requlacién circadiana de la respuesta inmune de la microglia ante patdgenos

Se ha observado que la morfologia de la microglia se modifica ante la presencia de un
patdgeno. En una investigacion se describi6 que, en situacion de reposo, tanto el promedio
de la longitud como de nimero de ramas es mas alto en la noche que en el dia. Sin embargo,
en presencia de un patdgeno esto se invierte y se observa una mayor extension de las ramas
en el principio del dia en roedores en comparacion con el principio de la noche (fase de
actividad) (Martinez-Tapia et al., 2019).

Por altimo, diversas investigaciones abordan las diferencias circadianas de la respuesta de la
microglia ante un reto inmunologico, especificamente en respuesta a la inoculacion de LPS,
con el objetivo de saber si existe una diferencia en la respuesta dependiente de la hora del dia
en la que se presenta el reto inmunoldgico. Estas investigaciones han demostrado que la
microglia aislada de hipocampo de rata produce mas citocinas pro-inflamatorias como la IL-

1B cuando el LPS es administrado durante la mitad fase de luz, en comparacion con la
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administracion en la fase de oscuridad (Fonken et al., 2015). Estos resultados indican que la

microglia parece ser mas reactiva a LPS durante el dia en comparacion con la noche.

8. Efectos de DLAN en la microglia y su respuesta inmune

El sistema inmunolégico esta sujeto a regulacion circadiana y en la periferia regula la
actividad de los macrofagos ante estimulos inflamatorios (Musiek et al., 2016). Ademas, la
ablacion del NSQ tiene como consecuencia la amplificacion de la respuesta inmune innata
(Guerrero-Vargas et al., 2015). Por esta razon, cuando existe un factor ambiental que genera
una disrupcion circadiana, la respuesta inmune se vera afectada. En ratones con modelo de
desfase de horario se encontrd una mayor cantidad de marcadores inflamatorios (Castanon-
Cervantes et al., 2010), mientras que en un modelo de “trabajo nocturno” en ratas, se observo
una mayor produccién de citocinas inflamatorias como TNFa e IL-6 en la circulacion
después de la administracion de LPS (Guerrero-Vargas et al., 2015). La exposicion a la luz
nocturna puede interrumpir el funcionamiento del sistema circadiano, alterando la
reactividad neuroinmune, en una investigacién donde se evaluaron los efectos de la
exposicion a DLAN durante periodos criticos del desarrollo en la funcion neuroinmune,
ratones hembra jovenes expuestas a DLAN durante 15 dias mostraron un mayor el nivel de
las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-1B, IL-6, en el hipocampo después de una
administracion de LPS (Chen et al., 2021). Ademas, en un modelo de evento cerebrovascular
en ratones expuestos a DLAN durante su recuperacion, se midio la expresion génica de IL-
6, IL-1p y TNFa en la corteza y se observo que la expresion de las tres citocinas fue
significativamente mayor en los ratones expuestos a DLAN en comparacion con los controles
(Weil et al., 2020). La regulacién circadiana de la respuesta inmune de la microglia ha sido
ampliamente estudiada, los resultados de multiples estudios hacen evidente que esta
respuesta presenta cambios a lo largo del dia.

Fonken et al. (2016) describen que en la microglia de hipocampo de rata las citocinas pro-
inflamatorias como IL-1p e IL-6 presentan un ritmo de 24h a lo largo del dia, ademas se ha
encontrado que los niveles de II-1f tiene un mayor pico de expresion durante el comienzo la

fase de luz, 6-8 horas despuées de prender la luz, a comparacion la mitad del periodo de
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oscuridad, 4-6 horas después de apagar la luz (Martinez-Tapia et al., 2019), este pico coincide
con la propension méxima al suefio REM y el inicio del suefio (Deurveilher et al., 2021).

Debido a que la microglia posee relojes circadianos y su respuesta inmune presenta una
variacion circadiana (Fonken et al., 2015; Hayashi et al., 2013; Musiek et al., 2016), también
se ve afectada ante la presencia de un disruptor circadiano. La desincronizacion circadiana
inducida por cambios en el ciclo de luz y oscuridad tiene un impacto importante en la
actividad, la respuesta y las funciones de la microglia. En un modelo de isquemia cerebral
global los ratones se expusieron a DLAN un dia después del evento para saber como se
afectaba su recuperacion y se observé que el dafio neuronal fue significativamente mayor en
los ratones sobrevivientes expuestos a DLAN en comparacion con los controles. Ademas, se
evalud lainmunorreactividad de IBA1 (un marcador de microglia) y la expresion de citocinas
proinflamatorias; ambas aumentaron en ratones expuestos a DLAN (Fonken, 2019). En otra
investigacion, ratones adultos fueron expuestos a DLAN durante 10 semanas, posteriormente
se midi6 la expresion del marcador microglial IBA1 en el ndcleo arqueado en el hipotalamo
(ARC) y se observo que este marcador aumenté significativamente en el grupo de DLAN
(Wyse et al., 2016). De igual modo, en ratones adultos expuestos a luz blanca tenue (DLAN-
WL) y a luz tenue luz azul (DLAN-BL) durante 4 semanas, se observd mayor numero de
microglia en el hipocampo en comparacion con el grupo control, para ambas condiciones.
Ademas se realizo un analisis para medir la morfologia de microglia (analisis de Sholl), en
el que se encontré que tanto en las microglias del grupo DLAN-WL como las del grupo
DLAN-BL se redujo el nimero de puntos finales, ramas y uniones triples de la microglia del
hipocampo, lo que se relaciona con una morfologia menos ramificada y méas de tipo ameboide

sugiriendo activacion microglial (Liu et al., 2022).

9. Microglia en el desarrollo (poda neural)

La microglia es de suma importancia cuando hay una enfermedad causada por un patégeno
o0 una lesion en el SNC. Sin embargo, sus funciones en el cerebro no se limitan Gnicamente
a ello, la microglia tiene un papel fundamental en el cerebro sano durante el desarrollo
posnatal, en la plasticidad neuronal y en las funciones de diferentes circuitos neuronales
(Tremblay et al., 2011).
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Las primeras semanas postnatales son un periodo muy significativo en el desarrollo de la
plasticidad neuronal, ya que durante este periodo el cerebro posee una gran densidad
sinaptica, es decir, mas sinapsis de las que se conservaran posteriormente durante la adultez.
Mediante diferentes mecanismos una cantidad importante de estas sinapsis son eliminadas
de forma permanente, mientras que otro conjunto de sinapsis se mantienen y se fortalecen, a
este proceso se le llama poda neuronal o poda sinaptica y se ha observado en diferentes
circuitos del SNC. La importancia de la poda sinéptica durante el desarrollo postnatal radica
en el refinamiento y remodelacién de los circuitos sinapticos para un éptimo funcionamiento
(Tremblay et al., 2011; Sominsky et al., 2018).

Uno de los mecanismos por los que se lleva a cabo la poda sinaptica es mediado por la
microglia. En diferentes areas del cerebro, como en el talamo, el cerebelo, el bulbo olfatorio
y el hipocampo se han observado microglias activadas durante el periodo de poda sinaptica.
En cada estructura la microglia interactia con las sinapsis y las elimina por medio de la
fagocitosis (Figura 2) (Tremblay et al., 2011). Un modelo clasico para estudiar la poda
sinaptica ha sido el sistema retinogeniculado (via visual) de roedores, el cual se ha utilizado
para investigar la participacion de la microglia en la eliminacion permanente de sinapsis
durante el desarrollo y entender cuales son los mecanismos celulares y moleculares a través
de los cuales se realiza dicha eliminacion (Tremblay et al., 2011; Schafer et al., 2012). En un
estudio en el que se utilizaron trazadores anterégrados (CTB) para marcar las proyecciones
desde la retina al nucleo geniculado laterodorsal (NGLD) y ratones modificados
genéticamente para poder marcar la microglia (ratones CX3CR1+/GFP), se encontré que la
microglia localizada en el NGLD colocalizaban con la marca de CTB. Ademas, se observo
un aumento significativo de CD68 un marcador de fagocitosis. Esta actividad se evalud en
diferentes etapas postnatales y se encontrd que durante el PN5 se podia observar un mayor
volumen de sinapsis fagocitadas por la microglia a comparacion con el PN9 y PN30 (Schafer
et al., 2012). Estos resultados sugieren que la microglia tiene un papel fundamental en la
poda sinaptica de la via visual en la etapa postnatal mediante la fagocitosis (Figura, 2).
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Motilidad Interacciones sinapticas Fagocitosis

Figura 2. Microglia fagocitando sinapsis. La microglia tiene procesos altamente moviles que sensan el medio
para remodelar y reestructurar los circuitos neuronales por medio de la fagocitosis interactuando con las
sinapsis Tremblay et al., 2011. Traducida de The Role of Microglia in the Healthy

En otro estudio se realizaron una serie de experimentos en ratas con el objetivo de evaluar el
papel de la microglia en la eliminacion de células positivas para el receptor a dopamina 1
(D1r) en el nacleo Accumbens (NAc), en diferentes etapas postnatales, representativas a la
pre-adolescencia (PN20), adolescencia (PN30), adolescencia media (PN38) y adolescencia
tardia (PN54). Se realiz6 una triple inmunofluorescencia con el marcador de microglia IBA1,
el marcador del receptor de dopamina 1 (D1r) y el marcador de la proteina del complemento
C3 (C3). La proteina del complemento C3 es una etiqueta que se ha observado en sinapsis
durante la poda sinaptica (Schafer, 2012), la microglia puede reconocer el C3 a través de su
receptor C3R o CD11b, para fagocitar y degradar las sinapsis. Los resultados de la
inmunofluorescencia mostraron que tanto el pico de IBA1, D1r y C3 coincidian en el PN30,
mientras que la densidad de D1r disminuy0 significativamente en PN38 y PN54. Ademas,
por medio de una reconstruccion 3D, se observo que la microglia colocalizaba y contactaba
con D1r y C3, posteriormente para saber si existia actividad fagocitica por parte de la
microglia, se realizé otra triple inmunofluorescencia con D1r, C3 y CD68. Los resultados
mostraron niveles significativamente mas altos de CD68 en PN30 que coinciden con los picos
de IBAL, D1ry C3. Ademas, se observd la colocalizacion entre CD68, D1ry C3. Por ultimo,
se realiz6 un bloqueo quimico del receptor CD11b, el blogueo tuvo como resultado un
porcentaje significativamente méas alto de inmunorreactividad D1r en comparacion con el
vehiculo (Kopec, 2018). Estos resultados demuestran que la actividad fagocitica de la
microglia y su interaccion con la proteina del complemento C3 es un mecanismo importante
para el refinamiento del circuito dopaminérgico del NAc, es decir la poda sinaptica que se da

durante la adolescencia. Se sabe que la via dopaminérgica del NAc es una de las principales
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vias asociadas la conducta de juego (Achterberg et al., 2015), por medio de diferentes
experimentos, se demostrd que el refinamiento de este circuito afecta de forma importante

con la conducta de juego en el roedor (Kopec et al., 2018).

10. Conducta de juego en rata

La conducta de juego se presenta en animales sanos que se encuentran en contextos seguros
y generalmente se caracteriza por la presencia de patrones de movimientos voluntarios
estereotipados que se realizan repetidamente. Esta conducta contiene patrones motores
estandarizados que se asemejan a conductas funcionales observadas tanto en otros contextos
como en edades posteriores, como la conducta sexual, la depredacion y las conductas
agresivas entre pares. En ratas, la conducta de juego se puede observar a partir de los 24 dias
postnatales con un pico entre los 30 y 40 dias de edad, lo cual corresponde al periodo de la
adolescencia (Panksepp et al., 1981; Thor et al., 1984; Kopec et al., 2018). El juego tiene un
fuerte componente emocional, siendo su rasgo mas caracteristico su alto valor
recompensante, esto se ha demostrado a través de pruebas conductuales como
condicionamiento del lugar, prueba en la que los individuos desarrollan una preferencia por
un entorno asociado a una recompensa, y a traves de condicionamiento operante, en el que
la conducta de juego funge como el estimulo recompensante (Vanderschuren et al., 2016).

Aunque pueden presentarse de forma simultanea, se han identificado y descrito tres

categorias generales importantes en la conducta de juego (Figura 3) (Pellis et al., 2019):

1. El juego locomotor, el cual implica la presencia de un animal solitario realizando
patrones de comportamiento como saltos, patadas, rotaciones corporales y giros
bruscos.

2. El juego con objetos, en el que se puede observar un animal solitario arrojando,
cargando, rasgando o manipulando un objeto inanimado.

3. El juego social, el cual involucra la participacion de dos o méas congéneres que

luchan, saltan o mantienen contacto fisico continuo.
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Figura 3. Categorias descritas del juego. Representacion grafica de las tres categorias que se han descrito de
la conducta de juego en ratas: juego locomotor, juego con objeto y juego social. Imagen creada en
BioRender.com

Se ha demostrado que las interacciones sociales que ocurren durante el juego en el desarrollo
temprano, posterior al destete, son criticas para el desarrollo social y cognitivo en la etapa
adulta (Achterberg et al., 2015), ademas la conducta de juego social se relaciona con el
desarrollo de capacidades fisicas, cognitivas y sociales tanto en animales como en humanos
(Panksepp et al., 1984; Pellis et al., 2010). Se ha propuesto que las funciones de la conducta
de juego se relacionan con la capacidad de favorecer y beneficiar el desarrollo de conductas
y capacidades que son importantes en la etapa adulta, entre estas capacidades se puede
encontrar el refinamiento de las habilidades motoras, la competencia social de los adultos, la
obtencion de alimento y la conducta sexual (Pellis et al., 2010). Por esta razon, la presencia
de la conducta de juego durante edades tempranas del desarrollo es un factor importante en
el desarrollo de conductas sociales especificas en la adultez relacionadas con la agresion, el
dominio, la alimentacion y la sexualidad, entre otras (Pellis et al., 2019).

Se ha descrito que el aislamiento y la privacion de juego durante la adolescencia provoca una
reduccién en la actividad social en la etapa adulta (Hol et al., 1999), respaldando la idea de
que la adolescencia es una etapa importante en el desarrollo para la conducta social en etapas

posteriores.
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Se ha observado que los factores del ambiente pueden influir de manera significativa en la
conducta de juego social. En un estudio con ratas que fueron mantenidas durante toda su vida
en condiciones de luz tenue por la noche (20-401x), se encontro que bajo condiciones de luz
intensa algunas conductas de juego se suprimieron completamente y otras disminuyeron de

manera significativa (Vanderschuren et al., 1995).

También se han investigado los efectos del estrés prenatal en la conducta de juego social y
se ha observado que, ante la presencia de un factor estresante durante el periodo de gestacion,
las crias presentaron una mayor latencia para comenzar el juego en comparacién con las crias
controles (Takahashi et al., 1992), sugiriendo que el estrés durante la gestacion afecta la

conducta social de juego.

La conducta de juego también sirve como un indicador de salud, en animales enfermos esta
conducta es casi nula y en humanos con trastornos psiquiatricos durante la infancia y
adolescencia se ha observado que la conducta de juego social se encuentra alterada (Manduca
et al., 2016). El estudio de las alteraciones de la conducta de juego es de interés para las
investigaciones de trastornos que implican cambios en el comportamiento social, como la
ansiedad, el autismo juvenil, el trastorno por déficit de atencién con hiperactividad, la
depresion y la esquizofrenia, debido a que se utiliza como una forma de evaluar la conducta
social en modelos animales durante la adolescencia (Vanderschuren et al., 1995).
Especificamente, existe una estrecha relacion entre la conducta social y la ansiedad; se ha
descrito que el aislamiento social en edades tempranas tiene como consecuencia el desarrollo

de conductas tipo ansiosas en la adultez (Vanderschuren et al., 2016).

10. 1 Sistema de recompensa en la conducta de juego en ratas

Multiples estructuras del sistema nervioso estan involucradas en la conducta de juego social.
Para conocer qué estructuras pueden mediar esta conducta en ratas, se ha analizado la
presencia del marcador de transcripcion c-Fos (marcador de activacion neuronal) en el
cerebro de roedores después de jugar. Se ha observado la activacion de estructuras como la
corteza somatosensorial, la corteza prefrontal, la corteza orbitofrontal, la corteza parietal, el

cingulo anterior, el tdlamo dorsal, el coliculo superior, la amigdala, el hipotalamo
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ventromedial y dorsomedial, la sustancia gris periacueductal dorsal y ventral, el estriado
dorsal y ventral, asi como el nucleo accumbens (Gordon et al., 2002; Charles Lawrence et
al., 2008; Van Kerkhof et al., 2013).

Entre esas mdaltiples estructuras, las que mas relevancia han tenido en la investigacion de la
neurobiologia de la conducta de juego social son las que conforman el circuito de la
recompensa. Debido a que la conducta de juego social es altamente recompensante, se sabe
que su expresion es modulada a través de sistemas que también estan implicados en otros
tipos de recompensas como la comida, el sexo y las drogas de abuso, es decir, el circuito de
la recompensa (Achterberg et al., 2015).

En un estudio con ratas Wistar (PN26), donde se utilizaron métodos de inactivacion
farmacologica de receptores en la corteza prefrontal medial y en el estriado (dos de las
estructuras mas importantes en el sistema de recompensa) para conocer su participacion, se
observd que la inactivacion de los receptores glutamatérgicos en subregiones de la corteza
prefrontal como la corteza prelimbica, la corteza infralimbica y la corteza orbitofrontal
medial y ventral redujo de forma significativa tanto la frecuencia como la duracion del juego
social. Mientras que la inactivacion de receptores gabaérgicos en el estriado dorsomedial
incremento la frecuencia y duracion del juego social, ademas la inactivacion de receptores
gabaergicos en el nicleo accumbens (NAc) core incrementd la duracion del juego social (Van
Kerkhof et al., 2013). Estos resultados destacan la importancia que tiene la actividad de la

corteza prefrontal medial y el estriado para la expresion de la conducta de juego social.

10.2 Nucleo Accumbens v receptores de dopamina en la conducta de juego en ratas

Debido a que la dopamina se caracteriza por tener un papel fundamental en procesos de
recompensay el juego social se caracteriza por ser altamente reforzante y estar modulado por
neurotransmisores involucrados en la recompensa y la motivacion, se ha estudiado cuél es la
funcién de la via dopaminérgica del sistema de recompensa en esta conducta Vanderschuren
et al., 2016).

En una investigacion se encontré que la aplicacion de antagonistas de receptores

dopaminérgicos, especificamente el receptor a dopamina 1 (D1r), inhibia de forma
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importante la conducta social (Achterberg et al., 2015), confirmando de forma general que la

conducta de juego esta mediada por la actividad de los receptores D1r.

Por otra parte, multiples estudios han demostrado que el NAc, estructura relacionada de
forma importante con la recompensa y la motivacion, modula de forma relevante la conducta
de juego social (Vanderschuren et al., 2016). Se ha demostrado que la deplecion de dopamina
en el estriado por medio de la administracion de hidroxidopamina, altera la conducta de juego
social, especificamente interrumpe la secuencia de los patrones de juego entre pares (Pellis,
1993). Ademas, la expresion de los receptores D1r en el estriado ventral aumenta desde la

preadolescencia hasta la adolescencia (Kopec et al., 2018).

Con base en estos hallazgos que asocian sustancialmente la actividad de los receptores D1r
en el NAc para la expresion de la conducta de juego, se realiz6 una investigacién en la que
se manipuld la actividad dopaminérgica en el NAc con la intencion de conocer de qué forma
se veia afectada la conducta de juego social en ratas. Se administré una infusion intra-
accumbens de un agonista del receptor D1r, la apomorfina y se observé un aumento en la
conducta de juego social. Mientras que el tratamiento intra-accumbens de un antagonista no
selectivo del receptor de D1r, alfa-flupentixol, inhibié de forma importante los efectos
estimulantes del juego inducidos por el tratamiento anterior con el agonista, ademas dosis
mas altas del alfa-flupentixol redujeron el juego de animales motivados a jugar después de
un aislamiento social prolongado (Manduca et al., 2016). Otra investigacion con ratas midio
la conducta de juego y la expresion de receptores de D1r en diferentes etapas postnatales del
desarrollo, representativas a pre-adolescencia (PN20), adolescencia (PN30), adolescencia
media (PN38) y adolescencia tardia (PN40), aunque en todas las edades se observo conducta
de juego y expresion de D1r en diferentes medidas, tanto la presencia de juego como la
expresion de D1r presentaron mayores niveles en el PN30. En otro estudio se inyect6 un
silenciador de ARN del D1r (D1r siRNA) en el NAc y se midio la conducta de juego en el
PN30, se observo una disminucion significativa en la conducta de juego de las ratas que
fueron inoculadas con D1r siRNA en comparacion con las que fueron inoculadas con el
vehiculo (Kopec et al., 2018). Estos resultados comprueban el papel fundamental del receptor

D1 en la conducta de juego social.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El avance tecnoldgico ha generado un cambio radical en el estilo de vida lo cual impacta
directamente en la salud. Las zonas urbanas tienen altos niveles de contaminacion luminica
haciendo cada vez mas frecuente la exposicion a diversas fuentes luminicas de alta y baja
intensidad durante la noche. Aunque pudiera considerarse inofensiva para la salud (debido al
bajo nivel de iluminacion), la exposicion a la luz tenue por la noche (DLAN), es una senal
inadecuada para el el reloj bioldgico, encargado de la organizacion temporal de la fisiologia.
Auque pareciera inofesiva por el bajo nivel de iluminacion. Los habitos y el estilo de vida de
las mujeres antes y durante el periodo gestacional repercuten significativamente en el
desarrollo y la salud de su descendencia. Estos efectos se han investigado en modelos
animales. Por ejemplo, se ha descrito que la exposicion a DLAN previo a la gestacion tiene
consecuencias en la respuesta inmune de las crias (Cissé et al., 2020). Aunque se sabe que
la luz durante la noche tiene consecuencias en la salud, en la actualidad existe poca
informacidn sobre cuéles podrian ser los efectos neuroinmunolégicos en las crias de madres
expuestas a la luz tenue durante la noche en el periodo gestacional. Actualmente, las mujeres
en edad reproductiva se exponen frecuentemente a la luz durante la noche, debido a las
condiciones sociales, tecnologicas y de trabajo. A pesar de esto, no existen estudios que
aborden los efectos neuroinmunolégicos de la exposicion a la luz por la noche en su
descendencia, especificamente durante la adolescencia. Este trabajo evalla las alteraciones
neuroinmunolégicas y en la conducta de juego en crias de hembras expuestas a DLAN en
antes y durante el periodo gestacional. Lo anterior es de gran interés para dilucidar el efecto
de la exposicion a DLAN en etapas tempranas del desarrollo sobre las conductas sociales en
etapas posteriores de la vida. Se sabe que las alteraciones en las conductas sociales en etapas
tempranas del desarrollo afectan y moldean de forma significativa las conductas sociales en
la etapa adulta. Por ejemplo, el juego social en ratas durante las etapas tempranas del
desarrollo consiste en patrones conductuales relacionados con aspectos sociales importantes,
las ratas son muy susceptibles a los efectos del aislamiento social durante el periodo
conformado entre el destete y la maduracion sexual, se ha observado que la privacion de
juego social durante este periodo critico provoca alteraciones en los patrones de conducta

social, conducta sexual y conductas agresivas durante la adultez (Vanderschuren et al., 1997).
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OBJETIVO

General
Analizar los efectos neuroinmunolégicos y en la conducta de juego en las crias macho de

ratas hembra de la cepa Wistar expuestas a DLAN antes y durante el periodo gestacional

Especificos

« Evaluar la conducta de juego social en ratas macho adolescentes y crias de ratas
hembra expuestas a DLAN antes y durante el periodo gestacional.

o Evaluar la presencia del marcador de microglia IBAL en el nlcleo accumbens en
crias macho de ratas hembra expuestas a DLAN antes y durante el periodo
gestacional.

« Evaluar la morfologia de la microglia en el nucleo accumbens en crias macho de
ratas hembra expuestas a DLAN antes y durante el periodo gestacional.

o Determinar cambios en la expresion de receptores dopaminérgicos del ndcleo
accumbens en crias macho de ratas hembra expuestas a DLAN antes y durante el
periodo gestacional.

« Evaluar la interaccion entre la microglia y los receptores de dopamina D1r.

HIPOTESIS

e H: Las crias macho de madres expuestas a DLAN presentaran una disminucién en
la conducta de juego social.

e H: Las crias macho de madres expuestas a DLAN presentaran mayor nimero de
celulas positivas al marcador de la microglia IBA1.

e H: Las crias macho de madres expuestas a DLAN presentaran microglia con
morfologia menos ramificada.

o H: Las crias machos de madres expuestas a DLAN presentaran una disminucion en
la intensidad de receptores dopaminérgicos en el ndcleo accumbens.

e H: Las crias de machos de madres expuestas a DLAN presentaran una mayor

colocalizacion entre el marcador IBAL y el marcador D1r.
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MATERIAL Y METODO

Sujetos experimentales

Ratas hembra de la cepa Wistar con un peso entre 200-250 gramos fueron obtenidas del
Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Estas ratas se dividieron en dos
condiciones experimentales: LD (ratas expuestas a un ciclo de luz/oscuridad) y DLAN (ratas
expuestas a un ciclo de luz/luz tenue) durante 5 semanas y durante todo el periodo gestacional
(~21 dias). Las crias de las hembras de ambos grupos fueron colocados en cajas en armarios
aislados que albergaban a ocho animales cada uno en una habitacidén insonorizada con
condiciones de temperatura controlada (22+1 °C) y con agua y alimento ad libitum (Rodent
LaboratoryChow 5001, Purina, Minnetanka, MN, EE.UU). La manipulacion de los animales
se realizo bajo las normas de uso de animales de experimentacidn segun el decreto de la ley
de proteccion a los animales del Distrito Federal, publicada en la Gaceta Oficial del Distrito
Federal 26/02/02. Los procedimientos experimentales para este estudio fueron aprobados por
el Comité de Etica de la Investigacion de la Facultad de Medicina (FM/D1/069/2020) y por
el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL: 023-CIC-
2020).

Disefio experimental

Madres:

Todas las hembras obtenidas del bioterio se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad (12 h
luz, 150 luxes:12h oscuridad O luxes) las luces se prendian a las 7:00 horas (Zeitgeber Time
0; ZT0) y se apagaban a las 19:00 horas (ZT12) durante una semana para adaptarse. Después,
se eligieron aleatoriamente hembras para el grupo control y el grupo experimental. Las
hembras del grupo control se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad (12h luz, 150
luxes:12h oscuridad O luxes). Mientras que las hembras del grupo experimental se
mantuvieron en un ciclo de luz /luz tenue (12 h luz, 150 luxes:12h luz tenue 5-7 luxes). Estas
condiciones luminicas se mantuvieron durante 5 semanas. En la semana 6 las hembras se

expusieron a machos con un peso entre 300-350 gramos, durante una semana con fines
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reproductivos. La condicion luminica para cada grupo se mantuvo durante la semana de

exposicién a los machos y durante todo el periodo gestacional.

- E icid Periodo o
LT BeEs Exposicion a DLAN a)r:?laoiaﬂzn gestacional Nammlerjto
(5 semanas) de las crias
(1 semana) (1 semana) (3 semanas~)
LD |
DLAN | |
DLD (12h luz, 150 luxes:12h oscuridad 0 luxes) ¢ Ratas Wistar
ODLAN (12h luz, 150 luxes:12h luz tenue 5-7 luxes) e Hembras
e Peso 200-210 gramos

Figura 4. Disefio experimental de las madres expuestas a un ciclo de luz/oscuridad (LD) y las madres expuestas
a un ciclo de luz /luz tenue (DLAN).

Crias:

A partir del nacimiento de las crias, todas las madres y sus crias fueron colocadas en un ciclo
de luz oscuridad (12 h luz, 150 luxes:12h oscuridad 0 luxes). Las luces se prendian a las 7:00
horas (ZTO) y se apagaban a las 19:00 horas (ZT12). En el dia postnatal 1 (PN1), las crias
fueron sexadas y las camadas se ajustaron a 5 crias. El destete se realiz6 en el PN25. En el
PN26 se eligieron aleatoriamente 4 crias macho de cada condicion (hijos de madres LD o
hijos de madres DLAN) que fueron sacrificadas con el objetivo de recolectar tejido nervioso
para su procesamiento por inmunofluorescencia (n=4). Otra serie de animales se monitoreo

hasta el PN40 para registrar la conducta de juego social (n=15).

Sexado y ajuste de
camadas
(PN1)

Destete Recoleccion de tejido Conducta de juego
(PN25) (PN26) (PN40)

Grupo LD: crias machos de madres expuestas a un ciclo de LD antes y durante el periodo gestacional
Grupo DLAN: crias machos de madres expuestas a un ciclo DLAN antes y durante el periodo gestacional

Figura 5. Diseilo experimental de las crias de madres expuestas a un ciclo de luz/oscuridad (LD) y las madres
expuestas a un ciclo de luz /luz tenue (DLAN).
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Mediciones
Conducta de juego

La prueba se realiz6 en el PN40, edad del desarrollo correspondiente a la adolescencia en la
que se ha registrado una alta presencia de conducta de juego y al inicio de la fase de oscuridad
ya que es la fase de actividad en roedores. Se realiz6 bajo luz roja (10 luxes) y sin ruido.
Antes de la prueba se aisl6 a cada una de las ratas durante 24 horas. Se grabé un video de 5
minutos para evaluar posteriormente la conducta de juego social por dos observadores sin
conocer la condicion experimental (en ciego). Se registraron las siguientes conductas

(nimero de eventos durante los 5 minutos de grabacion) (Figura 4):

1. Poucing: cuando una rata se coloca parcial o totalmente sobre el dorso de otra rata.

2. Pinning: cuando una rata se coloca parcial o totalmente sobre otra rata que estéa en
posicion supina.

3. Chasing: cuando una rata persigue a otra rata.

4. Boxing: cuando dos ratas se colocan una enfrente de la otra y comienzan a

empujarse con sus patas superiores.

Created in BioRender.com bio

Figura 6. Conductas estandarizadas de juego social en ratas. (A) Poucing. (B) Pinning. (C) Chasing (D)
Boxining. Imagen creada en BioRender.com

37



Inmunofluorescencia

En el PN26 se realizo la eutanasia de una serie de ratas (n=4 por grupo). Las ratas fueron
anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital sddico (1-1.5 mL), posteriormente se
perfundieron via intracardiaca con solucion salina (0.9%) seguida de 250 ml de
paraformaldehido al 4% en 0.1 mM de buffer de fosfato (PB: pH 7.5). Se removieron los
cerebros, se fijaron y crioprotegieron en solucion de sacarosa al 30%. Posteriormente se
obtuvieron cortes coronales de 40 um de grosor en un cridstato, de las areas shell y core del
nacleo accumbens. La localizacion de esas estructuras se identifico con el atlas de Paxinos y
Watson (1998) de la Figura 15 a la Figura 22. Una serie de los cortes se incubaron durante
48h con el anticuerpo policlonal para IBA1 hecho en conejo (abcam #ab5076) a una
disolucién 1:2000 en Super mix (PBS: solucion de salina buffer fosfato que se compone de
una concentracion iénica (Cl-, Na+,K+) similar al medio extracelular, 0.25% gelatina 'y 0.5%
triton) y el anticuerpo policlonal para el receptor de dopamina 1 (D1r) hecho en conejo
(GeneTex C-term #GTX100354) a una disolucién 1:5000 en super mix (PBS, 0.25% gelatina
y 0.5% triton). Concluida la incubacion con los anticuerpos primarios los cortes se lavaron 3
veces en PBS durante 5 min y se realizd la segunda incubacion con los anticuerpos
secundarios fluorescentes correspondientes, para IBA1 se utilizd Alexa Flour 647 anti-cabra
(Jackson 128-607-232), mientras que para D1r se utilizO Alexa Flour 488 anti-conejo
(Jackson 711-545-152) ambos diluidos 1:500 en supermix.

Las secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados, posteriormente se colocaron en una
solucion de DAPI (especificacid) durante 5 minutos, después se enjuagaron con H20
destilada y se cubrieron con anti fade mounting medium (Vectashield ZE0809) y un

cubreobjetos.

Obtencidn de imagenes

Para todas las imuonfluorescencias se adquirieron imagenes de los cortes coronales del
nacleo accumbens en el microscopio confocal LSM 880 (Carl, Zeiss). Se obtuvieron
imagenes por animal, 10 de la region core, 6 de la region shell del NAc a un aumento de 40X.

Las imagenes fueron guardadas en formato czi. El analisis de todas las imagenes fue realizado
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por 2 experimentadores diferentes sin conocer la condicidon experimental de la iméagen (en

ciego).

Andlisis de conteo celular de la microglia

Para medir el nimero de células positivas al marcador IBA1 de microglia, las imagenes
obtenidas se dividieron en sus componentes de color con el software de Fiji
(Schindelin,2012), posteriormente se duplico el canal de DAPI (canal azul) con el objetivo
de tener una referencia, y después se generé un merge entre el canal de IBAL1 (canal rojo) y
el canal original de DAPI (canal azul). Con la funcién Multi-point de ImageJ se contaron las

células positivas tanto a IBA1 como a DAPI.

Andlisis de densidad integrada de D1r

Para medir la densidad integrada del marcador de receptor de dopamina 1, las imagenes
obtenidas se dividieron en sus componentes de color con el software de Fiji (Schindelin et
al., 2012), posteriormente se midi6 la densidad integrada de tres regiones de interés (ROI) de
2502.309, los tres ROI fueron elegidos aleatoreamente en cada imégen. La densidad
integrada representa la suma de los valores de los pixeles contenidos en el ROI. También se

midié el fondo con un ROI de 35.846 para controlarlo y restarlo posteriormente.

Andlisis de Sholl

Para medir la morfologia de la microglia las imagenes se dividieron en sus componentes de
color con el software de Fiji (Schindelin, 2012), las microglias se procesaron por separado
de las imagenes completas, se generaron tres regiones de interés (ROI) de 2502.309, los tres
ROI fueron elegidos aleatoriamente en cada imagen. Para convertir las imagenes en imagenes
binarias, se establecié un umbral a través del comando Threshold ajustandolo manualmente
hasta que Unicamente fuera visible el soma y las ramificaciones de la microglia,
posteriormente se borr6 manualmente cualquier ruido y se utilizd el plugging de

Neuroanatomy, Sholl Analysis (Schindelin, 2012). De acuerdo con Liu (2022), se midi¢ el
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namero de intersecciones entre las ramificaciones de la microglia y el didmetro de sholl cada

dos micras,

Colocalizacion

Para medir el porcentaje de colocalizacion entre la microglia y el receptor D1r, se evalud la
colocalizacion del marcador IBA1 y el marcador D1r, las iméagenes obtenidas se dividieron
en sus componentes de color con el software de Fiji, posteriormente se utilizo la funcién de

colocalizacion del programa y se colocaliz6 el canal de D1r y el canal de IBAL.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se clasificaron por grupos (Luz-oscuridad LD y luz tenue por la noche,
DLAN) y se representan por la media * el error estandar (sem). La conducta de juego se
evaluo con la prueba de Mann-Whitnney. Para analizar el nimero de células positivas para
IBAL, la densidad integrada de D1ry la colocalizacion de IBA1y D1r se utilizaron pruebas
T de Student. Mientras que para el analisis de Sholl se utilizé una prueba ANOVA de dos

vias.

RESULTADOS

Las crias de madres expuestas a DLAN presentan menos conductas de juego social

Para evaluar la conducta de juego social durante la adolescencia (PN40) se midio una serie
de conductas representativas de la interaccion social (ver apartado de metodologia). El grupo
DLAN (crias de madres expuestas a DLAN durante el periodo gestacional) presenté un
menor nimero de eventos de las conductas de pinning (P<0.0.0009; Fig.7a), pousing
(P<0.0295; Fig.7b), chasing (P<0.0020; Fig.7c) y boxing (P<0.0005; Fig.7d) en comparacion
con el grupo LD. También en el juego total, el grupo DLAN presenté un menor nimero de

eventos en comparacion con el grupo LD (P<0.0009; Fig.7e).
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Figura 7. Namero de eventos en la conducta de juego. (A) Numero de eventos de la conducta de pinning, del
grupo de crias de madres expuestas a un ciclo de luz-oscuridad (LD, circulos negros) y del grupo de crias de
madres expuestas a luz tenue durante la noche (DLAN, circulos blancos). (B) Numero de eventos de la conducta
pousing. (C) Numero de eventos de la conducta chasing. (D) NUmero de eventos de la conducta boxing. (E)
NUmero de eventos de la conducta de juego total. Los datos son representados como media + SEM; n=14-
15/grupo. El anélisis U de Mann-Whitney mostré diferencias significativas entre grupos. ***P< 0.0009, *
P<0.0295, ** P< 0.0020, *** P< 0.0005, ***P< 0.0009

Las crias de madres expuestas a DLAN presentan mayor nimero de microglia en el NAc

El nimero de células positivas al marcador de microglia IBA1 y para el marcador de nucleos
celulares DAPI, se midio en las dos regiones que conforman el NAc, core y shell. En el core
del NAc, el grupo DLAN presentd un mayor nimero de células positivas para IBAL en
comparacion con el grupo LD (P <0.0001; Fig. 8a-c). En el shell del Nac, las ratas DLAN
presentaron un mayor numero de células positivas para IBAL en comparacion con el grupo
LD (P <0.0001; Fig. 8d). En el total del Nac (shell + core), el anélisis de conteo celular de la
microglia arrojé que el grupo DLAN presentd un mayor nimero de células positivas para
IBAL en comparacién con el grupo LD (P <0.0001; Fig 8e)
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Figura 8. Numero de células positivas para el marcador de microglia IBAL en la region core y la region shell
del Nucleo Accumbens (Nac). (a) Imagenes representativas de microscopio confocal (40X) para el marcador
IBAL en el core y shell de las crias de madres expuestas a un ciclo de luz-oscuridad (LD, circulos negros) .(b)
Iméagenes representativas de microscopio confocal (40X) para el marcador IBA1 en el core y shell de las crias
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de madres expuestas a luz tenue durante la noche (DLAN, circulos blancos). (c) Nimero de células positivas a
IBAL en el core, del grupo LD y del grupo DLAN. (d) Ndmero de células positivas a IBA1 en el shell del grupo
LD y DLAN. (e) Namero de células positivas a IBAL en todo el NAc (shell+core) del grupo LD y DLAN. Los
datos son representados como media + SEM; n=4. La prueba t de Student indic6 diferencias significativas entre
grupos **** p <0,0001, ****P <0.0001, ****P <0.0001

Las crias de madres expuestas a DLAN presentan menor densidad del receptor D1 en el
NAC

El analisis de densidad integrada de D1r se midi6 en las dos regiones que conforman el NAc,
core y shell. En el core y el shell del NAc, el grupo DLAN present6 un menor promedio de
densidad integrada de la marca D1r en comparacién con el grupo LD (core: P <0.0106; Fig.
9a-c; shell: P <0.0352; Fig. 9d). En el total del NAc (shell + core), el grupo DLAN presento
un menor promedio de densidad integrada de la marca D1r en comparacion con el grupo LD
(P <0.0104; Fig. 9e).
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Figura 9. Densidad de receptor de dopamina 1 (D1r) en la regién core y la region shell del Ntcleo Accumbens
(Nac). (a) Imégenes representativas de microscopio confocal (40X) para el marcador D1r en el core y shell de
las crias de madres expuestas a un ciclo de luz-oscuridad (LD, circulos negros). (b) Imagenes representativas
de microscopio confocal (40X) para el marcador D1r en el core y shell de las crias de madres expuestas a luz
tenue durante la noche (DLAN, circulos blancos). (c) Densidad integrada de D1r en el core, del grupo crias de
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madres expuestas a LD y DLAN.(d) Densidad integrada de D1r en el shell en crias LD y DLAN. (e) Densidad
integrada de D1r en todo el NAc (shell+core) en crias LD y DLAN. Los datos son representados como la media
+ SEM; n=4. La prueba t de Student mostré diferencias significativas entre grupos * P <0.0106, * P <0.0352,
*P <0.0104

La microglia de las crias de madres expuestas a DLAN presentan una morfologia méas

ramificada

Para evaluar la morfologia de la microglia se realizo el andlisis de sholl (ver apartado de
metodologia), en las dos regiones que conforman el NAc, core y shell. En el core del NAc,
no hubo diferencias significativas entre los grupos LD y DLAN en el nimero de
intersecciones (Fig 10a). Mientras que en el shell del NAc el grupo LD presenté un menor
namero de intersecciones (P<0.0415; Fig. 10b) en comparacion con el grupo DLAN. Los
resultados del ANOVA de dos vias mostraron valores de F (20, 119) = 1.705 y una P= 0.0415.
En el total del NAc, ambas estructuras (shell + core), el grupo LD mostré un menor nimero
de intersecciones (P<0.0014; Fig. 10c) en comparacién con el grupo DLAN. Los resultados
del ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostraron valores F (20, 125) = 2.450 y
P=0.0014.
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Figura 10. Analisis de Sholl de la microglia. (a) NUmero de intersecciones del grupo crias de madres expuestas
a un ciclo de luz-oscuridad (LD, circulos negros) y del grupo de crias de madres expuestas a luz tenue durante
la noche (DLAN, circulos blancos) en el core del NAc. (b) Numero de intersecciones en el shell del Nac en
drias LD y DLAN. (c) Numero de intersecciones en todo el NAc (shell+core) en crias LD y DLAN. (d)
lHustracion del andlisis de Sholl. Los datos son representados como media + SEM; n=4. La prueba pos hoc ¢?
Indicé diferencias significativas entre los grupos.*P<0.0415, * P<0.0014
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La exposicién a DLAN no modifica la colocalizacién de IBAly D1r

Para evaluar la interaccion de la microglia con los receptores D1r se realizd una
colocalizacion en las dos regiones que conforman el NAc, el core (Fig. 11c) y shell (Fig.

11d). A pesar de que se puede observar una tendencia, no hubo diferencias significativas

entre los grupos en ninguna de las regiones que conforman el Nac (Fig. 11e).
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Figura 11. Andlisis de la colocalizacién del marcador de microglia IBA1 y el marcador del receptor a dopamina
1 (D1r) en la region core y shell del Nucleo accumbens (Nac). (@) Imagenes representativas de microscopio
confocal (40X) con el “merge” de los marcadores IBA1 y D1r en el core y Shell de las crias de madres
expuestas a un ciclo de luz-oscuridad (LD, circulos negros). (b) Imagenes representativas de microscopio
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confocal (40X) merge de IBA1 Y D1r en el core y shell de crias de madres expuestas a luz tenue durante la
noche (DLAN, circulos blancos). (c) Porcentaje de colocalizacion IBALy D1r del grupo LLD y DLAN en el
core del NAc. (d) Porcentaje de colocalizaicon de IBAL y D1r en el shell del Nac en crias LD y DLAN. (e)
Porcentaje de colocalizaicon de IBA1y D1r en todo el NAc (shell+core) en crias LD y DLAN. Los datos son
representados como media + SEM; n=4. La prueba t de Studnet no indic6 diferencias significativas entre grupos.

DISCUSION

La contaminacion luminica es un fendmeno frecuente en la actualidad, en los Gltimos afios
la evidencia respecto a como la exposicion a luz tenue afecta la salud ha ido en aumento (
Fonken et al., 2013; Borniger et al., 2014; Stenvers et al., 2016; Rumanova et al., 2020;
Gutiérrez-Pérez, 2021). Los resultados que se obtuvieron en esta investigacion demuestran
que las crias de madres expuestas a DLAN durante 5 semanas previas a la gestacion y durante
la gestacion presentaron menos conducta de juego, una menor expresion de D1r tanto en la
region shell como en el core del NAc y un mayor nimero de células positivas a IBA1 en
ambas regiones del NAc.

Diversos estudios han demostrado que la exposicion a ambientes adversos durante la etapa
prenatal, influyen de forma importante en el desarrollo de enfermedades en etapas posteriores
como la adolescencia. Durante la gestacion la madre aporta al feto, a través de la placenta,
todo lo que éste necesita para sobrevivir, tales como nutrientes y sefiales hormonales, debido
a esto, la gestacion es un periodo critico en el desarrollo de los mamiferos, en el que las
condiciones ambientales a las que se expone la madre pueden tener repercusion en sus crias
(Serdn-Ferré et al., 2012; Fonken et al., 2013; Cissé et al., 2020; Gutiérrez-Pérez, 2021).
Ademas, a través de la temperatura, sefiales hormonales y la alimentacion, la madre
determina de forma directa los ritmos circadianos del feto (Seron-Ferreé et al., 2012), por esta
razon, se han estudiado los efectos de la desincronizacién circadiana durante la gestacion y
estudios en nuestro laboratorio han demostrado que la disrupcion circadiana de la madre,
provocada por la exposicion a DLAN impacta los ritmos circadianos de su descendencia
(Gutierrez-Pérez, 2021). En esta investigacion, los resultados obtenidos mostraron que las
crias macho de madres expuestas a DLAN presentaron una menor conducta de juego, lo que
demuestra que la exposicion a DLAN antes y durante la gestacién tiene un efecto negativo

en esta conducta social temprana. Lo anterior concuerda con otras investigaciones en las que
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se ha demostrado que las condiciones adversas durante la gestacion, tales como estrés y
exposicién a drogas afectan de forma negativa en la conducta tipo social (Weinsock et al.,
2001; Neubert da Silva et al., 2019).

Debido a que la conducta de juego es altamente reforzante y su presencia esta relacionada
con la actividad dopaminérgica del NAc (Achterberg et al., 2015), hipotetizamos que la
disminucion de la conducta se debi6 a cambios en los receptores D1 de la via dopaminérgica
del NAc, por esta razon se evaluo la expresion de D1r en el NAc, el analisis de densidad
integrada del marcador D1r mostrd una disminucién significativa del receptor D1 tanto en el
shell como en el core del Nac. Lo anterior sugiere que la disminucion de la conducta de juego
de las crias DLAN, podria deberse a estos cambios en los receptores de la via dopaminérgica
del NAc ya que ha sido previamente comprobado el papel fundamental del receptor D1 en la
conducta de juego social (Kopec et al., 2018). En diversos estudios donde se manipula la
actividad del receptor mediante herramientas farmacoldgicas, se ha observado que su
inhibicion disminuye la conducta de juego social en roedores (Manduca et al., 2016).
Debido a que la poda neuronal y el refinamiento de la via dopaminérgica que regula el juego
ocurre durante la preadolescencia (PN30~) a través de la fagocitosis mediada por la microglia
(Kopec et al., 2018), también evaluamos los cambios en la microglia en el NAc de crias LD
y DLAN.

Las ratas DLAN mostraron un mayor nimero de microglias en las regiones que componen
el Nac, esto es consistente con estudios anteriores donde se ha observado que la exposicién
a DLAN duranta 4 semanas se asocia con un aumento del nimero de microglia en el
hipocampo (Liu et al., 2022). Sin embargo, en esta tesis se demuestra que tan solo la
exposicion materna es suficiente para inducir un aumento en la cantidad de microglias en el
NAC de las crias, quienes desde el nacimiento estuvieron expuestas a condiciones LD. Dado
que la actividad de la microglia es importante para el refinamiento del circuito dopaminérgico
del juego, se evalu6 la morfologia de la microglia para asociarlo a un estado de activacion.
Las crias de las madres expuestas a DLAN presentaron un mayor nimero de ramificaciones
que las crias LD, lo cual sugiere que podrian estar en un estado de reposo en el PN 26 en el
que se realizo el analisis. Sin embargo, este analisis no es suficiente para descartar la
actividad fagocitica de la microglia. Se ha demostrado que la morfologia de la microglia

varia dependiendo de la etapa del desarrollo. Se sabe que, en ratas, la microglia presenta una
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morfologia ameboide asociada a la poda neuronal y cuando el circuito es refinado la
microglia regresa a una morfologia méas ramificada (Nayak et al., 2014), esto sugiere la
posibilidad de que la morfologia de la microglia pudiera ser ameboide en PN anteriores. Para
evaluar esta hipotesis se necesita realizar analisis morfolégico en diferentes PN en crias de
ratas expuestas a LD y DLAN.

Por ultimo, para evaluar si existia una interaccion o contacto entre la microglia y los
receptores D1, lo cual pudiera asociarse a su fagocitosis, se realizd una colocalizacion de los
marcadores IBA1 y el marcador D1r. Aunque se observa una tendencia, los resultados no
mostraron diferencias significativas. Se sabe que en ratas, durante el desarrollo la microglia
presenta una morfologia ameboide asociada a la poda neuronal y cuando el circuito es
refinado la microglia regresa a una morfologia mas ramificada (Nayak et al., 2014), dado que
la densidad de D1r es menor y hay un mayor numero de microglia en el NAc de las crias
DLAN, se podria hipotetizar que la fagocitosis o el refinamiento llevado a cabo por la
microglia sucede en PN méas tempranos al evaluado en esta investigacion, por esta razén, una
evaluacién de diferentes PN junto con un la exploracién de un marcador especifico de
fagocitosis podrian generar resultados mas completos y valiosos para esclarecer los efectos
de la exposicién a DLAN tanto en la microglia como en los receptores D1r en el Nac, lo cual
regula la conducta de juego.

La exposicion de la madre a DLAN impacta de forma directa en sus ritmos circadianos
modificando de forma importante diferentes parametros fisiolégicos que sirven como sefiales
para los fetos durante el embarazo, algunas de estas sefiales pueden ser la temperatura, el
cortisol y la melatonina. Las sefiales de la madre son de suma importancia para el desarrollo
del feto, por lo tanto, los cambios en estas sefializaciones durante la gestacion producen un
efecto negativo en la salud y desarrollo de la cria. Debido a que se sabe que la exposicion a
DLAN produce un cambio en la actividad de la microglia (Liu et al., 2022), se podria
hipotetizar que los cambios en la actividad de la microglia en la madre o su estado
inflamatorio generan un cambio en la respuesta de la microglia del feto. Sin embargo, aun se
necesitan evaluar diferentes variables de la interaccion entre la madre y el feto para poder
demostrar dicha hipdtesis. También se considera de suma importancia evaluar si la pérdida
de sefales circadianas durante la gestacion, tales como la melatonina, puede afectar la

maduracion de la via dopaminérgica del NAc. Lo anterior dad que la melatonina se ha
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relacionado con el aumento de la expresion de diferentes factores neurotréficos como GDNF
y BDNF (Kim et al., 2019) y en estudios de exposiciones a ambientes adversos durante la
gestacion se observan alteraciones en el hipocampo de la descendencia (Lucassen et al.,
2015).
3234

CONCLUSIONES

La exposicion a DLAN previo y durante la gestacion disminuyo la conducta de juego,
aumento el niamero de microglias en el NAc y disminuy6 el nimero de receptores de D1r en
el NAc de las crias.

Los resultados obtenidos en esta investigacion prueban la importancia de mantener un ciclo
de luz-oscuridad antes y durante el periodo gestacional para evitar las repercusiones
negativas en la descendencia como alteraciones en la conducta social en etapas tempranas.
La investigacion de modelos de exposicion a la luz tenue durante la noche en madres
gestantes es importante para conocer sus efectos negativos transgeneracionales y genera

estrategias para su prevencion 0 su manejo.
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