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Resumen

Los eventos adversos promueven estados de estrés que pueden desencadenar el desarrollo de
patologias como los trastornos de ansiedad, depresion y estrés postraumatico. Sin embargo, no
todos los individuos responden de la misma manera ante un evento adverso. Los sujetos vulnerables
son aquellos que no desarrollan la capacidad para sobreponerse a una situacion de riesgo. Contrario
a ellos, los individuos resilientes son aquellos que logran recuperarse de la adversidad. Se ha
planteado que el desarrollo de sujetos vulnerables o resilientes podria deberse a factores como la
genética, la naturaleza del trauma, el contexto y la etapa de vida en la que se presenta el evento
adverso. A pesar de que las experiencias adversas en diferentes etapas de la vida parecen relevantes
para promover sujetos vulnerables o resilientes, son pocos los trabajos que evaltan el efecto de la
adversidad a lo largo de la vida y que ademas utilizan indicadores de plasticidad sinaptica. El
presente estudid busco evaluar, mediante un modelo con ratas Wistar, eventos adversos como la
separacion maternal (SM), la derrota social leve en la vida adulta (DSL) y la separacién maternal
con derrota social leve (SM+DSL) promueven conductas vulnerables en la etapa adulta y si estos
cambios se asocian a la actividad de c-fos, un indicador de plasticidad sinaptica dependiente de la
actividad. Los resultados conductuales mostraron que las condiciones con DSL y SM+DSL
promovieron conductas de tipo anhedonicas y baja motivacion. Interesantemente, el grupo de
SM-+DSL mostré un aumento en el tiempo en la zona de interaccion social. Un anélisis de expresion
de la proteina de c-fos encontré6 un mayor nimero de células positivas a c-fos en la corteza
infralimbica cuando los animales tenian interaccion social y en la corteza prelimbica cuando los
animales mostraron el tipo de experiencia adversa. Un mayor numero de células positivas a c-fos
fue observado en el giro dentado cuando los animales fueron sometidos a un solo evento adverso
en la vida adulta. Estos resultados sugieren que la corteza prefrontal medial y el hipocampo dorsal
podrian ser sistemas implicados en los cambios adaptativos del cerebro ante eventos adversos
durante el desarrollo.

Palabras clave: Adversidad, vulnerabilidad, resiliencia, separacion maternal, derrota social leve.
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1. Introduccidon

El término estrés, suele asociarse a estados patoldgicos y que aluden a una reaccion ante
situaciones amenazantes o de excesiva demanda, que ponen en riesgo la supervivencia del sujeto
y de la especie (Valdés y De Flores, 1985). Se ha reportado que los eventos estresantes o
adversos, facilitan el desarrollo de diversas psicopatologias, como el trastorno depresivo mayor
(TDM), el trastorno de ansiedad y el trastorno de estrés postraumatico (TEPTT) (Franklin et al.,

2012).

En este sentido, se le llama sujetos vulnerables a aquellos que no exhiben la capacidad para
sobreponerse a un conflicto o problematica y, por lo tanto, se encuentran en situacion de riesgo
(Gonzélez, 2015). Sin embargo, no todos los individuos responden de la misma manera al estrés,
en contraste, los sujetos resilientes tienen la capacidad para mantener un funcionamiento
adaptativo fisico y psicoldgico en situaciones adversas; por lo cual, no se trata de una
caracteristica permanente, sino del resultado de un proceso dinamico y evolutivo que varia de
acuerdo con las circunstancias, la naturaleza del trauma, el contexto y la etapa de vida

(Manciaux et al., 2001).

Recientemente, se han propuesto que para que un sujeto sea vulnerable o resiliente se requiere
de la interaccion de factores como la genética, el tipo y la intensidad de la exposicion del estrés
durante diferentes etapas. Siendo, la interaccion de estos factores, que modifica el umbral al estrés
y con ello el significado del contexto, lo que impacta en la salud mental modulando asi la presencia

de vulnerabilidad o resiliencia (Daskalakis et al., 2013).

Si bien las experiencias adversas en diferentes etapas de la vida parecen relevantes para

promover sujetos vulnerables o resilientes (Madariaga, 2014), son pocos los trabajos que describen
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esta perspectiva, por ejemplo, Daskalakis et al. (2013) retoma diferentes estudios en roedores,
primates y humanos para explicar las diferentes posturas teoricas del procesamiento del estrés y su
efecto a lo largo del desarrollo y Gardner et al. (2005; 2009) comienzan a explorar a través de un

modelo roedor el efecto de un estresor sobre otro en diferentes etapas de la vida.

Para el estudio de la vulnerabilidad y resiliencia, se han propuesto diferentes modelos
animales en los que se expone al animal a situaciones o contextos de estrés durante la vida
temprana o adulta. Al término de estas exposiciones, con baterias conductuales se evaluan
dominios conductuales como motivacion, conductas de tipo depresivas y conductas de

interaccion social (Franklin et al., 2012; Pfau y Russo, 2015).

Las baterias de pruebas conductuales son utiles para distinguir los efectos de las
manipulaciones experimentales adversas y para estudiar la relacion entre la conducta y los
mecanismos cerebrales especificos (Cryan y Holmes, 2005). Por ejemplo, se ha reportado que c-
fos, protooncogén que pertenece a la familia de genes de expresion temprana, es una herramienta
util para asociar su actividad a una conducta especifica que involucra el uso de habilidades como
la memoria y el aprendizaje. Ademas, se ha mostrado que permite marcar la cartografia de vias
celulares y funcionales que intervienen en procesos emocionales, respuestas neuroendocrinas al
estrés y neuronas que estan implicadas en procesos de plasticidad sinaptica inducida por el

aprendizaje (Kaczmarek et al., 2002 y Febbraro et al., 2017).

En relacion con esto, Martinez et al., (2002) reportaron diferentes patrones de activacion de la
proteina c-fos cuando los animales son expuestos o no a un encuentro de derrota social (DS) y
Cohenn et al., (2018) mostraron que ratones knockout de la proteina quinasa I dependiente de
calcio/gamma calmodulina era menos capaces de aprender a localizar la plataforma oculta en

agua en una tarea de laberinto de Morris, observando ademds que no habia aumento significativo
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en la expresion de c-fos, contrario al grupo control que aprendian a localizar la plataforma y se

observaba un aumento en la sefial de c-fos.

Por otra parte, se han descrito diversos mecanismos y estructuras involucrados en la
vulnerabilidad y resiliencia, por ejemplo, se ha reportado que la corteza prefrontal medial
(CPFm) y el hipocampo (HPC) son estructuras fundamentales para afrontar el estrés, incluso se
han involucrado en trastornos de &nimo y ansiedad (Mizumori y Jo, 2013). Ademas, se ha
reportado que los circuitos cerebrales relacionados con el estrés, como el sistema neuroendocrino
y el circuito de recompensa presentan cambios en la plasticidad sindptica (Russo et al., 2012).
Dicho proceso tiene un efecto sobre la cognicion, la regulacion emocional y el comportamiento

(McEwen y Gianaros, 2011; Dias-Ferreira et al. 2009; Danielewicz y Hess, 2017).

A pesar de esto, los estudios sobre el papel que juega la plasticidad sinaptica en la
vulnerabilidad y resiliencia son recientes, no son claros y son escasos (Russo et al. 2012). Lo que
abre la posibilidad a un largo camino de investigacion para dilucidar los sustratos neuronales que
participan en la vulnerabilidad y resiliencia. Asimismo, los estudios enfocados a conocer el efecto
de las experiencias adversas en las diferentes etapas del desarrollo sobre las conductas
vulnerables o resilientes son escasos, por lo que esta tesis tuvo como objetivo evaluar si las
experiencias adversas que se presentan a lo largo del desarrollo promueven conductas vulnerables
y modifican la expresion de c-fos (plasticidad sinaptica dependiente de la actividad) en la CPFm

y el HPC dorsal de ratas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Vulnerabilidad y resiliencia

2.1.1.  Del estrés a la vulnerabilidad y resiliencia

Clasicamente, el estrés, se define como una condicion que perturba gravemente el equilibrio
fisiologico y psicologico de un individuo (Franklin et al., 2012). No obstante, el concepto de
estrés es amplio y existen muchas definiciones; diversos autores, han hecho esfuerzos por reducir
este concepto y hacer una definiciéon mas precisa, sin embargo, gran parte de la insatisfaccion en

las definiciones de este concepto se origina a partir de dos problemas (Romero et al., 2009).

El primer problema del término “estrés” es que abarca tres conceptos relacionados: 1)
Estimulos (tanto internos como externos), 2) La emergencia fisioldgica y conductual (las
respuestas activadas),3) las patologias relacionadas con esta respuesta. Y el segundo problema de
este concepto, deriva de una incapacidad para definir rigurosamente estos tres conceptos (Romero
et al., 2009). En este sentido y para fines de esta tesis, utilizaremos el término estrés, aludiendo a
una reaccion dada situaciones amenazantes o de excesiva demanda, que pone en riesgo la
supervivencia del sujeto y de la especie y que suelen asociarse a estados patoldgicos (Valdés

y Dees, 1985).

Se han reportado diversas psicopatologias relacionadas con el estrés, como el TDM, el
trastorno de ansiedad y el TEPT; Todos ellos, perturban los dominios conductuales, cognitivos y
sociales (Franklin et al., 2012). Si bien, el estrés no afecta de la misma manera a todos los sujetos,
los individuos vulnerables se adaptan mal a los factores estresantes y expresan respuestas

inapropiadas que pueden convertirse en estados persistentes de estrés; existen sujetos resilientes
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que perciben la adversidad como una amenaza minima y desarrollan respuestas adaptativas (Del

Giudice et al., 2018).

El concepto de vulnerabilidad ha sido abordado desde diferentes disciplinas, ajustando su
contenido y desarrollo diferencialmente a cada una de ellas para poder cubrir sus respectivos
objetivos. Desde el area de la salud, en la construccion de la vulnerabilidad intervienen una serie
de variables como; riesgo, afrontamiento, resiliencia, estrés, apego e inteligencia emocional;
dichos factores modulan su configuracion, consiguiendo que la vulnerabilidad se transforme en
un factor de riesgo. Finalmente, se podria definir a la vulnerabilidad como el grado de
susceptibilidad que tiene una persona hacia los problemas relacionados con la salud o como una
condicién que modula la probabilidad de padecer enfermedades, accidentes o lesiones

autoinfligidas (Del Castillo, 2015).

Por el contrario, el concepto de resiliencia se define como la adaptacion exitosa y la
recuperacion rapida que sucede después de experimentar adversidad severa a lo largo de la vida
(Rutten et al., 2013). Se trata de un proceso activo pues la interaccion de factores como la edad,
el sexo, la cultura, la genética y la exposicion al estrés durante el desarrollo temprano y durante la
vida adulta, juegan un papel importante para moldear sujetos resilientes o vulnerables (Franklin

et al. 2012; Daskalakis et al. 2013).

Recientemente se ha puesto énfasis en el estudio del procesamiento del estrés y su efecto a lo
largo del desarrollo, por lo que se han propuesto diferentes posturas tedricas dirigidas a predecir
la vulnerabilidad o la resiliencia (Del Giudice et al., 2018) como: 1) la hipotesis de estrés
acumulativo, que plantea que la exposicion temprana a factores estresantes es perjudicial, 2) la
hipdtesis de la inoculacion, que establece que la exposicion temprana a los factores estresantes

conduce al afrontamiento y, 3) la teoria de coincidencia / desajuste, que sugiere que pueden
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esperarse consecuencias beneficiosas si los individuos estdn expuestos a adversidades similares
(coincidencia) en la edad adulta, mientras que un entorno no coincidente puede conducir a una

mayor vulnerabilidad para las psicopatologias (Genty et al., 2018).

Por otra parte, Del Giudice et al. (2018), propone el modelo de calibracion adaptativa, el cual
tiene un enfoque evolutivo, que toma en cuenta las diferencias individuales como sistema de
respuesta al estrés y que postula que las diferencias individuales en la capacidad de respuesta al
estrés son en gran medida el resultado de la adaptacion condicional (capacidad de un organismo
para modificar la trayectoria de su desarrollo) para adaptarse a las condiciones del entorno social
y fisico. El sistema de respuesta del estrés tiene tres funciones bioldgicas principales: 1)
coordinar la respuesta estatica del organismo a los desafios fisicos y psicosociales, 2) codificar y
filtrar informacion sobre el entorno social y fisico del organismo y, 3) regular la fisiologia y el
comportamiento del organismo en una amplia gama de areas relevantes para la aptitud fisica, que
incluyen el crecimiento, la toma de riesgos competitivos, el aprendizaje, el apego, la afiliacion y

el funcionamiento reproductivo.

Finalmente, el trabajo de Daskalakis et al. (2013), propone que para que un sujeto sea
vulnerable o resiliente, se requiere de tres factores importantes: 1) la genética, 2) la exposicion e
intensidad al estrés durante el desarrollo temprano y, 3) la exposicion e intensidad al estrés
durante la vida adulta. Siendo probable que la suma de las experiencias adversas a lo largo del
desarrollo modifique el umbral del estrés y con ello el significado del contexto, modulando la

vulnerabilidad y la resiliencia.

Dado lo anterior, no solo factores como el estrés o la genética de los individuos son
importantes para modular la aparicion de psicopatologias, sino también en las diferentes etapas

de la vida parecen ser relevantes para promover sujetos vulnerables o resilientes (Madariaga,

18



2014). Sin embargo, dentro de este tema apenas se comienza a estudiar de forma sistematica,

como las experiencias adversas en diferentes etapas de la vida modulan la vulnerabilidad.

2.2. Modelos animales en la vulnerabilidad y resiliencia

Los animales distintos al ser humano experimentan emociones de modo cotidiano, la
diferencia entre los humanos y los animales no humanos esta establecida por el grado y la manera
en la que se expresan, de manera directamente proporcional al desarrollo del telencéfalo y sus
conexiones al sistema limbico, lo anterior no descarta que la manifestacion de las emociones de
los animales no humanos pueda ser evidenciada a través de pautas conductuales a identificar,

para establecer analogias con la expresion humana (Contreras et al., 2003).

Por ejemplo, la ansiedad es una reaccidon ante una amenaza que involucra alteraciones
neuroquimicas y que alteran el funcionamiento de diversas estructuras; en los humanos, se
caracteriza por cambios motores, irritabilidad, actitudes agresivas o de desaprobacion, sensacion
de vulnerabilidad, vigilancia exacerbada y reacciones emocionales exageradas ante el peligro. Al
igual, que la ansiedad en animales no humanos, especificamente en roedores, la ansiedad se
observa en alteraciones conductuales que tienden ir hacia los extremos, como el aumento de
actividad locomotora, el congelamiento conductual, aumento en la frecuencia cardiaca y de la
temperatura corporal, el desarrollo de tlceras gastricas y diversos cambios metabolicos tales
como el aumento de la adrenalina, noradrenalina y el cortisol en la Sangre. Este tipo de conductas
y reacciones fisioldgicas son empleadas para estudiar los mecanismos y acciones asociadas a una
patologia. Es notable mencionar, que el estrés es un factor causal importante en los desordenes
afectivos como la ansiedad, por lo que se ha propuesto, una estrecha relacion entre este trastorno

y el estrés (Contreras et al., 2003).
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En cuanto a las relaciones conductuales sobre la vulnerabilidad y resiliencia en modelos
animales, las conductas de tipo vulnerables estan bien definidas en los modelos. No obstante, las
conductas relacionadas con estrategias de afrontamiento adaptativo (resilientes) no son claras,
pese a que, al igual que los humanos, los animales utilizan estrategias de afrontamiento activo
ante eventos adversos, tales como el comportamiento defensivo, la lucha o huida de un contexto
adverso, 0 se puede interpretar como estrategias resilientes, cuando el sujeto sometido a un
modelo de estrés no desarrolla algin trastorno relacionado con el estrés, todas estas conductas

pueden medirse de manera confiable como reflejo de respuestas al estrés (Franklin et al., 2012).

Existe una variedad muy grande de modelos de estrés estandarizados que se usan para estudiar
la vulnerabilidad y resiliencia, los cuales pueden ser aplicados tanto en el desarrollo temprano
como en la vida adulta y, por lo regular, después de que los animales son sometidos al estresor
son evaluados con baterias conductuales que miden conductas relacionadas con la motivacion, la
ansiedad, y/o la interaccion social (Franklin et al. 2012; Pfau y Russo, 2015). Para fines de esta
tesis, se ha planteado usar modelos de estrés social que imitan la etiologia y la sintomatologia de
las patologias relacionadas con el ser humano, ya que, el estrés social es un factor de riesgo en
comun con los humanos que induce conductas de tipo vulnerable, por lo que los estimulos
sociales representan una herramienta ideal para el estudio de estas patologias (Sgoifo et al.,

2001).

En este sentido, los modelos de estrés como la separacion maternal (SM), que consiste en
periodos de privacion de la madre a las crias y, la derrota social (DS), la cual consiste en
introducir a una rata adulta (intruso) en la caja de otra rata adulta mas agresiva y de mayor
tamafio (residente), son modelos de estrés social que inducen conductas de tipo vulnerable

(Franklin et al., 2012).
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Los modelos animales de ansiedad, depresion, demencia o envejecimiento a menudo implican
probar a los sujetos en baterias de pruebas conductuales para evaluar patrones de comportamiento
asociados a conductas desadaptativas o adaptativas (Feyissa et al., 2017). Ademas, son ttiles para
distinguir los efectos de las manipulaciones experimentales y para hacer relaciones importantes
entre conductas y mecanismos cerebrales especificos asociados a estos trastornos (Cryan y

Holmes, 2005).

Dentro del arsenal de pruebas de comportamiento de tipo ansioso y tipo depresivo en roedores,
existen diferentes formas de evaluar el estado y los rasgos conductuales asociados a estos
trastornos (Stukalin y Einat, 2017). Por ejemplo, se ha descrito que la disminucion del peso
corporal es un indicador de baja motivacioén y anhedonia (Shalev y Kafkafi, 2002; Becker et al.,

2008).

El resultado de este indicador depende del modelo de estrés que se utilice, por ejemplo, se ha
reportado que el paradigma “pellizco de cola” en roedores induce incremento en el consumo de
alimento, mientras que el “estrés de restriccion de espacio”, disminuye el consumo de alimento,
esta diferencia se da como resultado de la gama de sintomas tanto en humanos como en animales
que desencadena trastornos como la depresion o ansiedad, que involucra cambios bioquimicos,
fisiologicos y conductuales que se dan en el organismo y que van acompafiados de muchos
problemas conductuales, sociales y de salud, entre estos figuran algunos cambios en la conducta
alimenticia, como la disminucion de la ingesta, o aumento exagerado de la misma, lo que produce

a su vez pérdida de peso u obesidad, segun el caso (Gonzélez-Torres et al., 2010).
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También, Harro et al. (2001), han utilizado el protocolo de estrés cronico impredecible para
inducir depresion y ansiedad en ratas, que fueron evaluadas posteriormente en la prueba de
preferencia a sacarosa para observar conductas de tipo anhedonico, es decir, la capacidad
reducida de experimentar placer o recompensa (la reduccion del consumo de sacarosa es un
indicador de anhedonia), mientras que la prueba de nado forzado mide conductas de motivacion
(aumento del tiempo de inmovilidad o la reduccion del tiempo de escape son indicador de baja
motivacion), la prueba de campo abierto que mide conductas de tipo ansiosas (mayor tiempo en
la periferia indica conductas de tipo ansiosa), y la prueba de interaccion social que mide
conductas de ansiedad social (el aumento de tiempo de no interaccidn social es un indicador de

ansiedad social).

De la misma manera, Saenz et al. (2006), utiliz6 un protocolo de diferentes condiciones de
vivienda para evaluar si el aislamiento social en ratas induce conductas de tipo depresivo. Al
finalizar las manipulaciones experimentales, las ratas fueron sometidas a la prueba de campo
abierto, preferencia de sacarosa y nado forzado. Trabajos similares fueron realizados por Boyko
et al. (2015), quienes utilizaron un modelo de contagio de depresion, en donde evaluaron la
preferencia de sacarosa, campo abierto y nado forzado. Estos trabajos demuestran que después
de someter a los animales a condiciones de estrés se pueden evaluar conductas similares a la

vulnerabilidad y resiliencia.
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2.2.1.  Separacion Maternal (SM)

Se considera que el modelo de SM combina distintos tipos de estresores, por ejemplo: la
ausencia del cuidado materno, de alimento y de estimulacion tactil (Marco et al., 2015). Se ha
propuesto a la SM como un modelo idoneo para promover la vulnerabilidad debido a que el
desarrollo temprano es un periodo particularmente sensible a los efectos del estrés cronico, ya
que las manipulaciones en esta etapa afectan las funciones cognitivas y emocionales a lo largo de

toda la vida (Molet et al., 2014).

Se ha demostrado que la SM promueve alteraciones del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal
(HPA), el cual juega un papel critico en la respuesta al estrés. A este efecto se relaciona el
aumento en los niveles de glucocorticoides en el nucleo central de la amigdala y una reduccion en
el volumen de la corteza prefrontal (CPF) en la edad adulta (Russo et al., 2012). Ademas, la SM
induce altos niveles de ansiedad y estrés que producen cambios en la tasa de neurogénesis y
apoptosis, problemas de memoria en la vida adulta que se acompafian de niveles altos de la
citocina proinflamatoria TNF-a (factor de necrosis tumoral-alfa) y una disminucion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BNDF) en areas involucradas con el aprendizaje y la memoria
(Pinheiro et al. 2015; Albuquerque et al. 2017). También se ha mostrado que existe una
disminucion de factores neurotroficos y enzimas responsables de la traduccion de senales
importantes para el aprendizaje y la memoria en la vida adulta (Kaffman y Meaney, 2007). Con
ello se sugiere que el estrés en la vida temprana produce muerte neuronal y efectos negativos en

la memoria y el aprendizaje

Por otra parte, Romano-Lopez et al., (2016) propone un modelo de SM de 6h, del dia posnatal
2 al 14, ya que es un protocolo sumamente adverso que facilita la ingestion de alcohol y drogas

en la vida adulta, asimismo, se ha reportado que este protocolo modifica la expresion de
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receptores de dopamina (D2 Y D3) en la corteza frontal y el nucleo accumbens de ratas y el

crecimiento anormal de las dendritas neuronales. Protocolo que se utilizé en este trabajo de tesis.

En cuanto a las pruebas conductuales, se ha reportado que la SM en rata induce cambios en el
consumo de sacarosa (indicador de anhedonia) en la vida adulta (Aya-Ramos et al., 2017). Sin
embargo, existen una gran cantidad de protocolos de SM que puede tener diferentes efectos en el
consumo de sacarosa a causa de la variabilidad del tiempo en dias y horas de exposicion que se
usa en los diferentes protocolos de SM, por ejemplo, Shalev y Kafkafi (2002) realizaron un
protocolo de SM individual de dos periodos de 180 min diarios vs una SM individual de 15 min
diarios del dia posnatal (DP) 3 al DP14. Los autores no observaron diferencias significativas en el
consumo de sacarosa entre grupos. Sin embargo, en el trabajo de Michaels y Holtzman (2007) en
el que realizaron un protocolo de SM de 24h en el DP3 y separaciones alternas de 3h y 6h a partir
del DP5 al DP12, observaron que el grupo de SM presentaba un aumento en el consumo de
sacarosa el DP90. Contrario a esto, se ha reportado disminucion del consumo de sacarosa en un

protocolo de SM del DP2 al DP14 durante 3h (Masrour et al., 2018).

De la misma forma, se han reportado diversas respuestas en la prueba de campo abierto en
protocolos de SM. Algunos estudios reportan efectos ansiogénicos mientras que otros estudios no
reportan ningun efecto en la prueba de campo abierto. Tal es el caso de la SM de 3h del DP2 al
DP14 que no encontraron diferencias significativas en el tiempo en la periferia (Kuniishi et al.,
2017). Contrario a la SM de 4h durante el DP1 al DP21, en el que se muestra un aumento de la

actividad locomotora (Wang et al., 2015).

En cuanto a la prueba de nado forzado, se ha reportado que la SM aumenta el tiempo de
inmovilidad en la vida adulta (Masrour et al., 2018). De la misma forma, la SM del DP1 al DP14

durante 180 min disminuye el tiempo de escape, aumenta el tiempo de natacion y el tiempo de
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inmovilidad (Vargas et al., 2017). También se report6 el aumento del tiempo de inmovilidad en
ratas jovenes (DP60) después de un protocolo de SM del DP2 al DP21 durante 180 min por dia

(Martisova et al., 2012).

Finalmente, 4 h de SM durante el DP1 al DP21 no afecta la interaccion social en ratas macho
en el DP25, sin embargo, las ratas hembra mostraron un aumento del nimero de olfateos hacia el
sujeto de interaccion (Farrell et al., 2016). Por otro lado, Nam et al. (2014) reportaron que la SM
del DP2 al DP21, durante 15 o 180 min al dia, no tiene efectos en la prueba de interaccion social
en ratas genéticamente susceptibles al estrés. Lo que demuestra que la SM no induce cambios en
comportamientos de ansiedad social. Estos estudios sugieren que el efecto en el cerebro y en las
pruebas conductuales de la SM dependen de los dias en que se realice la SM y de las horas que

las crias pasen separadas de la madre.
2.2.2.  Derrota social (DS)

Se trata de una prueba estandarizada en la que se crea un conflicto inminente entre dos ratas
macho, el residente defiende su territorio frente a un intruso hasta que el intruso es sometido a
continuas derrotas por parte del residente, siendo posible medir el comportamiento ofensivo y
defensivo en un ambiente seminatural. El modelo de DS también se utiliza para inducir estrés
social agudo y crénico desde una perspectiva bioldgicamente funcional, es decir, el modelo de
DS permite observar conductas sociales dirigidas al establecimiento de un territorio, dominio
social y defensa de los recursos. Incluso, se ha cuestionado hasta qué punto el bienestar del

animal se compromete en la exposicion a este paradigma (Koolhaas et al., 2013).

En este sentido, Koolhaas et al. (2013), refieren que ganar una pelea resulta altamente

gratificante y, por lo tanto, no hay sufrimiento en el residente. Esto es contrario en el oponente,
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quien adopta una posicion subordinada en un grupo social. Por lo que, la exposicion repetida en
combinacion con el aislamiento social puede conducir a condiciones que van mas alla de la
capacidad de adaptacion del animal. Se ha reportado que el estrés social inducido por la DS es
causa de comportamiento depresivo de larga duracion y que al ser comparado con modelos de

estrés cronico asemeja situaciones con desafios sociales (Liu et al. 2017; Riga et al. 2017).

Asi, este modelo es Optimo para inducir patologias de estrés con una alta validez ecoldgica
debido a que aborda las consecuencias de los conflictos sociales entre individuos de una misma
especie y posibilita el estudio de las estrategias que se desarrollan para permitir la supervivencia

(Moreno et al.,2017).

Se ha mostrado que la depresion inducida por DS en ratas adolescentes y adultas conduce a la
subregulacion especifica de genes asociados con el proceso de potenciacion a largo plazo (LTP,
por sus siglas en inglés), proceso inducido por el BNDF, proteina relacionada con la
supervivencia, crecimiento, diferenciacion de nuevas neuronas y sinapsis. En este sentido, se ha
reportado que la DS provoca el aumento de la proteina BDNF en el HPC de ratas jovenes y la
disminucion en el HPC de ratas adultas; asi como el incremento en Arc (gen de expresion
temprana asociado a la plasticidad sindptica dependiente de actividad) y Tiegl (gen de expresion
temprana que reprime la transcripcion génica, que regula el crecimiento, desarrollo y
diferenciacion celular) en el HPC y la CPF de ratas adultas en comparacién con las ratas jovenes
(Coppens et al., 2011). Estos datos sugieren que el aprendizaje de una experiencia adversa

impacta de manera diferente en la juventud y en la vida adulta.

Ademés, es de importancia destacar que han encontrado diferentes efectos en las baterias
conductuales, segun el tipo y la duracion de las derrotas. Asi, Liu et al., 2017, reportaron que la

DS intermitente (5 exposiciones de DS en la semana 1 y 3 y tres exposiciones de DS en la
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semana 2) disminuye el consumo de sacarosa, aumenta el tiempo de inmovilidad en la prueba de
nado forzado y no se observa ningun efecto en la prueba de campo abierto. Becker et al. (2008),
reportd disminucion del consumo de sacarosa y aumento del tiempo de inmovilidad en la prueba
de nado forzado en un protocolo de DS repetido diariamente durante 4 semanas. Y Rygula et al.
(2005), reportaron aumento de la actividad locomotora en el campo abierto (indicador asociado
con ansiedad), disminucién del consumo de sacarosa y mayor tiempo de inmovilidad en nado

forzado a partir de la tercera semana de DS en un protocolo de 5 semanas de DS.

Cabe mencionar que son pocos los trabajos que han realizado la prueba de interaccion social y
el protocolo de DS en los mismos sujetos. Vidal et al. (2007) reportaron que las ratas tras ser
sometidas a un protocolo de DS de 10 min seguido de una hora de alojamiento en conjunto con
las ratas residentes pero separados con una reja de metal por cinco dias induce ansiedad social en
ratas adolescentes, se debe enfatizar, que los autores refieren que los encuentros de las DS fueron
muy agresivos. También, Patel et al. (2018) reportaron disminucion de tiempo de interaccion
7social en ratas adultas tras ser sometidas a un protocolo de 7 dias de DS (durante los dias 1,2y
4 se realizaron encuentros de DS, mientras que los dias 3, 5 y 7 se alojo6 al residente y al intruso
en la misma caja separados por una red durante 50 min). Finalmente, cabe destacar que muy
pocos estudios en ratas reportan la prueba de interaccion social después de la DS y que ninguno
de los autores reporta las conductas agresivas en los encuentros de DS cuando se utiliza como

protocolo de estrés.
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2.2.3.  Separacion maternal con derrota social (SM+DS)

Los trabajos que describen el efecto de la SM+DS en la vida adulta son escasos y poco
concluyentes. Uno de estos trabajos es el de Der-Avakian y Markou (2010), quienes reportaron
que la SM mejor6 el umbral de recompensa (no anhedonia) en la administracion de anfetamina
inducida por la estimulacion intracraneal del hipotalamo lateral; la DS produjo anhedonia,
mientras que la SM+DS mostr6 un elevado umbral de recompensa (anhedonia). Los autores
sugieren que estos datos indican que el estrés en la vida temprana aumenta las propiedades de
mejora de la recompensa de la anfetamina y protege contra la anhedonia; y que el estrés en la
vida adulta (DS) y su combinacién (SM+DS en la vida adulta) puede aumentar la vulnerabilidad

de un individuo provocando trastornos depresivos o adictivos.

Existen otros estudios que combinan la exposicion a la SM+DS, no obstante, cabe sefialar que
estos trabajos evaluan el efecto de la SM sobre la DS. Gardner et al. (2005) realizaron dos tipos
de SM (SM 180 min vs SM 15 min diarios, ambos del DP2 al DP14) y observaron que la SM
aumenta el comportamiento sumiso en ratas. Asi mismo, tanto la SM de 180 min como la SM de
15 min aumentaron las células positivas a c-fos (protooncogén cuya expresion estd asociada a la
plasticidad sinaptica dependiente de su actividad), en neuronas serotoninérgicas del nucleo del
rafe dorsal (RD), lo que podria indicar que este ntiicleo modula las respuestas fisioldgicas del
estrés social. Posteriormente, Gardner et al. (2009), realizaron estas mismas manipulaciones en la
vida temprana y en la vida adulta de la rata y registraron la expresion del 4cido ribonucleico
mensajero (mMRNA por sus siglas en inglés) de la triptéfano hidroxilasa 2 (tph2) dentro del RD.
Con ello, encontraron un aumento en la expresion de mRNA de la tph2 en ratas con SM de 180

min después de la DS y una reduccion de la expresion de la tph2 en ratas con SM de 15 min
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después de la DS. Esto sugiere que la combinacion de experiencias adversas tiene un efecto

diferente a una sola manipulacién.

Genty et al. (2018), realizaron un protocolo de SM+DS para observar el efecto de la depresion
inducida por estrés en el dolor e inflamacion, reportaron una disminucion del consumo de
sacarosa en el grupo SM, aument6 el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en los
grupos con SM y DS, pero no observaron ninguno de estos en el grupo SM+DS. Este ultimo
trabajo es el unico que evalua conductas de tipo depresivas cuando se utiliza un protocolo de
estrés en diferentes etapas del desarrollo, sin embargo, no evaluan otros indicadores conductuales

de vulnerabilidad como la ansiedad o la interaccion social.
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2.3. El cerebro en la vulnerabilidad y resiliencia

2.3.1.  Neurofisiologia de la vulnerabilidad y resiliencia

Las estructuras neuronales implicadas en la vulnerabilidad y resiliencia aun se siguen
describiendo, sin embargo, en los modelos animales se reporta que la CPFm, el HPC, la amigdala
(AMY), el circuito de recompensa y el sistema neuroendocrino participan en la vulnerabilidad y

resiliencia (Russo et al., 2012).

Como se menciond al inicio, el estrés es un factor que esté relacionado con la vulnerabilidad y
la resiliencia, pues desencadena la activacion del eje HPA, lo que genera la produccion de
glucocorticoides por las glandulas suprarrenales; los receptores para estos esteroides se expresan
en todo el cerebro, lo que explica sus efectos sobre diversas conductas. Pueden actuar como
factores de transcripcion, por lo que tienen efectos potencialmente duraderos en las regiones
cerebrales que regulan su liberacion (Lupien et al., 2009). En cuanto a la regulacion de la
vulnerabilidad y la resiliencia, se ha reportado que las ratas vulnerables presentan: habituacion
alterada del eje HPA con una hipersecrecion del factor de liberacion de corticotropina (CRF) y
bajos niveles del receptor a la hormona liberadora de corticotropina 1 (CRHI); expresion
atenuada de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la presencia de conductas sumisas durante
los encuentros de DS. En cambio, los sujetos resilientes muestran una adecuada habituacion del
eje HPA, es decir, una reduccion del CRF, menor liberacion de ACTH y conductas proactivas

(Wood et al., 2010).

Adicionalmente, se sabe que los sistemas de memoria multiples del cerebro son fundamentales
para mediar la prediccion de eventos y sus salidas conductuales. Las conexiones funcionales

entre el HPC y la CPF son fundamentales para responder ante una demanda ambiental, ya que el
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HPC es esencial para el procesamiento de informacion del contexto y la CPF es esencial para

seleccionar respuestas apropiadas o cambiar las estrategias conductuales (Mizumori y Jo, 2013).
2.3.2.  Hipocampo (HPC)

El HPC es una estructura heterogénea a lo largo de su eje dorsoventral, que muestra una red
sindptica diferenciada con otras areas del cerebro, lo que determina su influencia en diferentes
funciones (Pacheco et al., 2017). Se ha mostrado que el HPC dorsal (HPCd) y el HPC ventral
(HPCv) tienen funciones diferentes. En este sentido, se ha reportado que la memoria espacial
parece depender del HPCd y que el HPCyv esta relacionado con alteraciones en las respuestas de

estrés y el comportamiento emocional (Fanselow y Dong, 2010).

Por otro lado, el HPC tiene una estructura laminar a lo largo de todo su eje dorsoventral,
caracterizado por un circuito glutamatérgico trisinaptico bien definido, en el que la corteza
entorrinal es la principal fuente de entrada. El flujo de informacion a través del HPC se inicia en
el giro dentado (GD), procede a CA3 y luego a CAl. A su vez, CA1l y el subiculo se proyectan
hacia las capas profundas de la corteza entorrinal. Si bien esta red clasica trisinaptica participa en
los procesos de memoria y aprendizaje, la evidencia actual revela un circuito alternativo en el que
las neuronas del GD también proyectan a CA2, que a su vez se conecta a las células piramidales

CA1 (Kohara et al., 2014 citado en Pacheco et al., 2017).

Curiosamente, este circuito establece una conexion directa entre el HPCd y el HPCv que
recibe una via para modular areas cerebrales vinculadas a CA1 ventral; como la CPF y la AMY
basolateral (Kohara et al., 2014 citado en Pacheco et al., 2017). Ademas, los estudios de
comportamiento han revelado que los circuitos de CA2 son cruciales para los aspectos sociales,

temporales y probablemente emocionales de la memoria (Pacheco et al., 2017).
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El HPC es una estructura cerebral densamente poblada con receptores de hormonas del estrés
y glucocorticoides capaces de inhibir la neurogénesis (Snyder et al., 2011). Se ha descrito que la
reduccién del volumen del HPC esta asociado con estados depresivos y de ansiedad (Lin y Wang,

2014; Kalman y Keay, 2017).

También se ha encontrado un aumento del mRNA del receptor metabotrdpico a glutamato 5
(mGluRS5) regulado por los receptores de glucocorticoides (GR) y el receptor a cannabinoide tipo
1(CB1) en el HPC de ratas susceptibles, pero no en ratas resilientes. El sistema glutamatérgico se
ha relacionado con la capacidad de respuesta al estrés y la regulacion del eje HPA, niveles altos
de glutamato probablemente provocan cambios en los transportadores de glutamato necesarios
para la recaptacion, modificando su funcion, mientras que la sobreexpresion de la proteina CB1
se ha implicado en patologias mentales, incluyendo la depresion, la esquizofrenia y el trastorno

bipolar (Sun et al., 2017).

2.3.3.  Corteza prefrontal (CPF)

La CPF en ratas se puede subdividir en dos grandes areas: medial (CPFm) y ventral (CPFv) o
corteza orbitofrontal (COF). La CPFm incluye areas definidas cito arquitectonicamente como el
area frontal 2 (Fr2), area cingulada anterior dorsal (ACd), las areas prelimbica (PrL) e
infralimbica (IL). Mientras que la COF incluye su parte medial y ventral. De acuerdo con la
conectividad interregional, la CPFm, ademas, se puede dividir en dos subareas: la CPFm dorsal,
que corresponde al Fr2 y ACd, mientras que la CPFv, corresponde a las areas prelimbica e
infralimbica. Con respecto a la conectividad talamocortical y cortico-cortical, la CPFm dorsal
esta conectada reciprocamente a la parte lateral del nucleo talamico dorsal medial (DM) y esta

conectada reciprocamente a las cortezas occipital, parietal y retrosplenial; mientras que la CPFm
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ventral estd conectada reciprocamente a la parte medial del ntiicleo DM y a la corteza rinal;

ademads, también recibe inervaciones del HPC y la AMY (Gibb 2015; Tsutsui et al. 2016).

Dentro de los hallazgos de la CPF en la vulnerabilidad y resiliencia, se ha descrito que la
CPFm reprime el eje HPA principalmente a través de proyecciones inhibitorias procedentes de la
corteza PrL, IL y el cingulo anterior (CAC; Russo et al., 2012). Las sinapsis excitadoras de una
poblacion de neuronas de la CPFm estan fortalecidas en ratones que muestran desamparo
aprendido, mientras que, en sujetos resilientes, estan debilitadas (Wang et al.,2014). Ademas, se
ha descrito que las proyecciones de la CPFm hacia el area tegmental ventral (VTA) estan
asociadas con conductas no sociales, mientras que las proyecciones del niicleo accumbens
(NAcc) a la CPFm se relacionan con conductas sociales (Gunaydin et al., 2014). También se ha
demostrado que la CPF de una amplia gama de mamiferos desempefia un papel en el control del

comportamiento social y la regulacion emocional (Kolb y Gibb 2015 y Goodell et al. 2017).

Dado los antecedentes presentados en este apartado, el HPC y la CPFm son estructuras
importantes para afrontar el estrés y el control de conductas que estan involucrados en trastornos
de animo, ansiedad e interaccion social (Dranovsky y Leonardo 2012 y Wang et al. 2014), por lo

que podrian estar asociadas al moldeamiento de conductas vulnerables y resilientes.
2.3.4.  Plasticidad sinptica en la vulnerabilidad y resiliencia

La plasticidad sinaptica es un fendémeno fisioldgico que induce patrones especificos de
actividad neuronal, sostenidos por mecanismos quimicos y moleculares, que dan origen a
cambios en la eficiencia sindptica, en la excitabilidad y morfologia neuronal y que ademas

perdura por mas tiempo que los eventos que los originaron (Leff et al., 2004). En otras palabras,
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es la propiedad del cerebro de modificacion neuronal generada por la experiencia (Citri y

Malenka, 2008).

Se han reportado cambios en la plasticidad sindptica ante experiencias estresantes, por
ejemplo: cambios en la arborizacion dendritica, en la densidad dendritica y en el numero de
sinapsis en el HPC, la AMY, la CPF y el sistema neuroendocrino; paralelo a estos cambios,
también ocurren efectos sobre la cognicion, la regulacion emocional y los comportamientos de

autorregulacion (McEwen y Gianaros 2011; Dias-Ferreira et al. 2009; Danielewicz y Hess 2017).

En este contexto, se ha encontrado una reduccion pronunciada de calbindina (proteina
encargada del transporte intracelular del calcio) en la corteza OC de ratas resilientes (Varga et al.,
2017). Ademas, se ha observado la disminucion de c-fos, zif268 y Arc en sujetos clasificados
clinicamente como deprimidos en la ACd y en la CPFm de ratones sometidos a DS (regién que
muestra homologia funcional con la ACd del humano). Dichas moléculas son importantes
mediadores de plasticidad sindptica. Asi mismo, la estimulacion optogenética en la CPFm
promueve la resiliencia y un aumento en las células positivas a c-fos en la CPFm, sugiriendo que
la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad en la CPFm revierte estados depresivos

(Covington et al., 2010).

También es ampliamente aceptado que la neurogénesis del HPC esta implicada en
comportamientos asociados con conductas antidepresivas. En este sentido, Dranovsky y
Leonardo (2012) proponen que una de las funciones del HPC es modular la respuesta al estrés. Se
ha demostrado que el estrés en la vida temprana induce altos niveles de acetilacion de las histonas
H3 y H4 que estan relacionadas con el aumento de Arc y Egrl (gen de expresion temprana

relacionado con la actividad neuronal) en el HPC de ratén (Xie et al., 2013). Ademas, la
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supresion del microRNA 124a en el HPC produce efectos antidepresivos en ratas sometidas a DS

(Bahi et al., 2014).

A pesar de que los estudios sobre el papel que juega la plasticidad sindptica en la
vulnerabilidad y resiliencia comienzan a ser explorados (Russo et al., 2012), aiin no se tienen
claros los mecanismos neuronales involucrados en la vulnerabilidad y resiliencia y menos atin

como, la plasticidad sinaptica se relaciona en la vulnerabilidad y resiliencia.
2.3.5.  Gen de expresion temprana c-fos

Se ha reportado que los genes de expresion temprana (IEGs, por sus siglas en inglés) son
componentes criticos de procesos de plasticidad sindptica subyacentes a la memoria a largo
plazo. Los IEGs se definen como aquellos genes en los que la transcripcion puede inducirse en
presencia de inhibidores de sintesis de proteina. Es decir, para que se expresen no requieren
sintesis de proteinas de novo, ni activacion previa de ningln otro gen (Miyashita et al., 2008).
Tradicionalmente, los IEGs se han utilizado como marcadores de la actividad neuronal en
respuesta a farmacos o frente a estados conductuales, como la motivacion y el reforzamiento

(Chandra y Lobo, 2017).

El gen c-fos es un protooncogén (genes que regulan el crecimiento y la diferenciacion celular)
que pertenece a la familia de IEGs, cuyo producto regula positivamente el ciclo celular,
promueve el crecimiento y la division celular (Prober y Edgar, 2001 citado en Ferrer, 2010);
Localizado en el cromosoma 14q21-q31 (Barker et al., 1984 citado en Pla, 2010). Se encuentra
conformado por una estructura de 4 exones y 3 intrones que abarca alrededor de 9 kilobyte y
codifica una proteina de 380 aminodcidos cuyo tamafio oscila entre 55-62 kilodalton, todo esto

conservado entre especies (Herdegen y Leah, 1998 citado Pla, 2010).
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Generalmente, la cinética de respuesta de Fos a un estimulo agudo es transitoria, con un pico
del ARNm de c-fos aproximadamente a los 30 min y de la proteina c-fos entre 90-120 min. Los
niveles proteicos decrecen rapidamente, ya que la proteina es altamente inestable y se degrada
por proteasoma, complejo multiproteico cuya funcion es la degradacion enzimatica de proteinas

(Kovacs, 2008 citado en Pla, 2010).

Fue identificado por primera vez a principios de 1980 y su producto se caracterizo en 1984
como una proteina nuclear con propiedades de activador génico que participa en mecanismos a
largo plazo asociados con la estimulacion neuronal, dichos cambios conducen a cascadas de
sefalizacion de segundos mensajero que induce la expresion del gen c-fos, que a su vez induce la
produccion del factor de transcripeion c-fos (que pertenece a la familia de factores de
transcripcion activador de proteina 1 (AP-1)), que forma un complejo con otros IEGs para actuar
en sitios especificos del ADN con el fin de activar o inhibir en respuesta a diferentes estimulos,
esté ultimo inicia la expresion de genes tardios y por tanto participa en respuestas adaptativas del
sistema nervioso a muchos tipos diferentes de estimulos (Ver figura 1), asi, a finales de 1980 la
deteccion de proteinas c-fos se ha utilizado para estudiar los efectos de factores exdgenos en la
transcripcion génica en general y para mapear vias neuronales involucradas en diferentes

condiciones fisioldgicas (Perrin-Terrin et al., 2016 y Pla, 2010).
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Figura 1. Tomada y adaptada de
Sommerlandt et al. (2019). Esquema
cascado de activacion intracelular de
genes de expresion temprana. Del lado
izquierdo se muestra la cascada de
activacion intracelular y del lado derecho
se observan ejemplos de moléculas
involucradas. Las sefiales extracelulares
se activan a través de receptores de
membrana y canalizan una serie de vias
intracelulares, las quinasas median la
activacion de factores de transcripcion
expresados  constitutivamente  que
inician la expresion de IEG, los
productos proteicos de los IEG pueden
actuar como factores de transcripcion
inducibles para orquestar la expresion de
genes posteriores o proteinas efectoras
directas con implicaciones fisiologicas.

(secuencias de ADN necesarias para convertir un gen en activado o inactivado) asociados a c-fos

en el cerebro, especialmente en modelos inducidos por fA&rmacos y que estudian el sistema de

recompensa. En este sentido, Cruz et al., 2015 realizaron una revision sobre el uso de c-fos para

estudiar circuitos cortico estriales y reportaron que la “activacion del promotor c-fos” (que se

refiere a que los niveles de expresion de c-fos se determina por la activacion molecular y celular

para inducir la transcripcion) esta mediada principalmente por la activacion dependiente de calcio

de la via quinasa ERK/MAPK (Proteinas quinasas activadas por mitogenos).

La via ERK/MAPK forma parte de un importante grupo de vias de transmision de sefiales

extracelulares que incluyen hormonas, mitdgenos, factores troficos y de crecimiento, citoquinas

inflamatorias y diversas formas de estrés celular (osmético, redox, radiacion, etc.), y participan

en el control de la expresion génica por receptores de membrana, regulando procesos tan
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importantes como proliferacion, diferenciacion y transformacion celulares, desarrollo, apoptosis e

inflamacion crénica (Picatoste y Claro, s. f.).

Asi, la actividad neuronal asociada a c-fos en modelos de recompensa, inicia con la entrada de

calcio a través de receptores NMDA y canales de calcio sensibles al voltaje de tipo L (VSCC)

para activar una variedad de moléculas dependientes de calcio, incluida Ras-GRP, que median la

activacion dependiente de calcio de la Ras/Raf quinasa, via que fosforila y activa ERK/MAPK.

Una vez fosforilada se transloca al nicleo donde puede fosforilar factores de transcripcion Elk-1

y CREB (a través de RSK: ribosomal S6 quinasa) en el promotor c-fos (Ver figura 2). Siendo los

componentes mas criticos de la “activacion del promotor c-fos” el elemento de respuesta sérica

(SER) y el elemento de respuesta de calcio (CaRE), donde las proteinas del factor de

transcripcion, factor de respuesta sérica SFR y Elk-1, se unen constitutivamente como un

complejo SER, mientras que CREB debe fosforilarse para activar el c-fospromotor (Cruz, et al.,

2015).
Glutamato
lt--- Dopamina
Actividad neuronal
Caz‘ Ca20
Glutamato !

-fos promotor Transcripcion

c-fos mRNA
Traduccion
Proteina Fos I

Figura 2. Tomada y adaptada de Cruz, et al., (2015).
Esquema para ilustrar la neuroquimica y los mecanismos de
la expresion de c-fos en neuronas fuertemente activadas. El
glutamato, principal neurotransmisor excitador, aumenta la
actividad neuronal. La dopamina (flecha roja y signo +)
mejora la activacion neural mediada por glutamato. La
actividad neuronal persistente induce calcio (Ca 2+), fluye a
través de receptores de glutamato de tipo NMDA y canales
de calcio sensibles al voltaje (VSCC) a niveles que son
suficientes para fosforilar y activar ERK/MAPK a través de
la via Ras-Raf-MEKK. La activacion de ERK/MAPK
conduce a la fosforilacion de Elk-1 que est4 asociada con el
factor de respuesta sérica (SRF), asi como a la fosforilacion
de CREB a través de la quinasa S6 ribosémica (RSK). Elk-
1 / SRF y CREB son factores de transcripcion que, cuando
se fosforilan, pueden inducir la transcripcion de la secuencia
de codificacion para c-fos. El ARNm de c-fos transcrito y el
producto de proteina traducido Fos pueden usarse como
marcadores de neuronas fuertemente activadas.
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De acuerdo con esto, el analisis de c-fos ha demostrado ser una herramienta 1til para la
cartografia de las vias celulares y funcionales que intervienen en los procesos emocionales y
respuestas neuroendocrinas al estrés agudo y al estrés cronico heterotipico (Febbraro et al., 2017).
Por ejemplo, se ha demostrado que existen diferentes patrones de activacion de c-fos cuando los
animales se exponen a un solo encuentro de DS que cuando los animales son expuestos a
repetidos encuentros de DS, por lo que c-fos es un marcador genético de neuronas activadas, cuya
expresion puede ser inducida de manera diferencial en regiones del cerebro que participan en

respuesta al estrés de DS (Martinez et al. 2002).

También, se ha reportado que la expresion elevada de c-fos es un sello distintivo de neuronas
que estan implicadas en procesos de plasticidad sinaptica inducida por el aprendizaje (Kaczmarek
et al., 2002). Por ejemplo, Tonegawa et al. (2015) mostraron que la estimulacion optogenética en
la AMY revierte el efecto de la amnesia inducida por inhibidores de sintesis de proteinas en
ratones, ya que dicha estimulacion reactiva el engrama de memoria (que se refiere a los cambios
fisicos y/o quimicos duraderos que fueron provocados por el aprendizaje y subyacentes a las
asociaciones de memoria recién formadas) que habia sido capturado previamente mediante la
expresion de c-fos. Esto demuestra que c-fos estd implicado en la formacion de los engramas de
memoria y que es un marcador adecuado para evaluar la plasticidad sinaptica dependiente de

actividad (Gore et al. 2015; Tonegawa et al. 2015).

Ademas, Cohen et al., (2018) mostraron que genes como BDNF, c-fos y Arc ayudar a formar
recuerdos espaciales a largo plazo basados en experiencias, al comparar la memoria espacial de
ratones knockout (ratones genéticamente modificados) que carecia de la proteina quinasa I1
dependiente de calcio/gamma calmodulina (gamma-CaMKII) con ratones normales, reportando

que los ratones “knockout gamma-CaMKII” eran mucho menos capaces de localizar la
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plataforma oculta debajo de la superficie de agua en el laberinto de Morris, observando ademas
un aumento no significativo en la expresion de BDNF, c-fos y Arc, mientras que los ratones
normales durante esta misma prueba identificaron rapidamente la ubicacion de la plataforma y
una hora después del entrenamiento del laberinto en los ratones normales se observo un aumento
significativo en la expresion BDNF, c-fos y Arc. Mostrando en estos estudios que c-fos es una
herramienta til para asociar su actividad a una conducta especifica que involucra el uso de

habilidades como la memoria y el aprendizaje.
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3. Planteamiento del problema

3.1. Justificacion

Anteriormente se ha puntualizado que, para que un sujeto sea vulnerable o resiliente se
requiere de la interaccion de multiples factores que van desde la genética hasta las experiencias
previas del sujeto (Manciaux et al. 2001; Madariaga 2014 y Daskalakis et al. 2013). En este
sentido, se ha mostrado que las experiencias adversas en diferentes etapas del desarrollo impactan
de modo diferencial en el sistema neuronal (Coppens et al., 2011). Sin embargo, son pocos los
trabajos experimentales que integran el papel que tienen las experiencias aversivas de tipo social
en diferentes etapas de la vida. Por ejemplo, Der-Avakian y Markou (2010) y Gardner et al.
(2005, 2009), evaluan el efecto de la SM sobre la DS y el consumo de anfetamina en la vida
adulta, aunque no evaliian conductas vulnerables con base en otros dominios conductuales, por

ejemplo, la motivacion, la ansiedad y la interaccion social.

Por otra parte, el estudio de los mecanismos cerebrales de la vulnerabilidad y resiliencia no
son claros y se siguen explorando; por ejemplo, se ha reportado que las proyecciones del HPC a
la CPFm podrian estar involucradas en el afrontamiento de estimulos aversivos, el control de
conductas ante la demanda ambiental y la regulacion de los trastornos de animo y ansiedad
(Russo et al. 2012; Dranovsky y Leonardo 2012; Wang et al. 2014). También se ha visto que la
expresion diferencial de mecanismos asociados con plasticidad sinaptica en la CPFm y el HPC de
ratas podria estar relacionada con promover sujetos vulnerables o resilientes (Covington et al.
2010; Vargas et al. 2017; Dranovsky y Leonardo 2012 y Xie et al. 2013). Estos estudios so6lo
reportan el efecto de una sola condicion adversa bajo tareas que miden el nivel de interaccion

social, depresion o ansiedad.
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Finalmente, se ha mostrado que el gen de expresion temprana c-fos es una herramienta util
para asociar su actividad a una conducta especifica, ya que permite marcar la cartografia de vias
celulares y funcionales que intervienen en procesos emocionales, respuestas neuroendocrinas al
estrés y observar neuronas que estan implicadas en procesos de plasticidad sinaptica inducida por
el aprendizaje (Kaczmarek et al., 2002; Febbraro et al., 2017; Martinez et al., 2002 y Cohenn et

al., 2018).

A pesar de lo reportado, no hay estudios que integren el impacto que tiene una experiencia
adversa en la vida temprana, en la vida adulta o su combinacién y, ademas, reporten el efecto que
tienen estas manipulaciones en indicadores de neuronas implicadas en procesos de plasticidad

sinaptica.

3.2. Preguntas de investigacion

e Cual es el efecto del estrés social en el desarrollo temprano en la vida adulta y su
combinacion en la formacion de sujetos vulnerables?

e ;Cual es el efecto del estrés social en el desarrollo temprano en la vida adulta y su
combinacion en las células positivas a la proteina de c-fos en la corteza prefrontal medial

y el hipocampo dorsal asociado a la prueba de interaccion social?
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3.3. Objetivos

3.3.1. General

Evaluar en ratas macho de la cepa Wistar, si la separacion maternal en el desarrollo temprano,
la derrota social leve en la vida adulta y la separaciéon maternal en el desarrollo temprano en
combinacion con la derrota social leve en la vida adulta promueven conductas vulnerables y
modifican la actividad de c-fos en la corteza prefrontal medial y el hipocampo inducida por la

prueba de interaccion social.
3.3.2.  Especificos

e Evaluar si la SM promueve conductas vulnerables en la vida adulta de las ratas.
e Evaluar si la DSL en el adulto promueve conductas vulnerables de las ratas.

e Evaluar si la SM+DSL promueve conductas vulnerables en el adulto en comparacion con

solo la SM o solo la DSL.

e Evaluar la activacion neuronal inducida por la interaccion social en la CPFm y el HPCd de
ratas sometidas a SM, DSL en el adulto o SM+DSL en el adulto mediante la cuantificacion de

c-fos.
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3.4. Hipotesis

3.4.1. Generales

H1: La SM, la DSL en el adulto y la SM+DSL, promovera conductas vulnerables en la vida

adulta de las ratas.

H2: Se observara una disminucion de la activacion neuronal de la proteina de c-fos inducida por
la prueba de interaccion social en la CPFm y el HPCd en los grupos con las condiciones SM,

DSL en el adulto o SM+DSL.
3.4.2.  Especificas

H1: La SM en ratas macho de la cepa Wistar promovera conductas vulnerables.
H2: La DSL en ratas macho adultas de la cepa Wistar promovera conductas vulnerables.

H3: La SM+DSL en ratas macho adultas de la cepa Wistar promovera conductas vulnerables en

comparacion con solo la SM o sélo la DSL en ratas.

H4: La activacion de c-fos inducida por la prueba de interaccion social se vera disminuida en la
CPFm y el HPCd de ratas macho de la cepa Wistar que fueron expuestas a estrés social en el

desarrollo temprano y en la adultez.
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4. Materiales y método

4.1. Animales

Las ratas fueron manejadas acorde con la Norma Oficial Mexicana 062-Z0O0-1999, con
especificaciones técnicas para la produccion, alojamiento, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Se adquirieron del bioterio de la Facultad de Psicologia, UNAM, 15 ratas hembra de la cepa
Wistar con una edad de dos a tres meses, prefiadas con 18 dias de gestacion, bajo un ciclo de luz
oscuridad de 12:12 (9:00h a 21:00h) con agua y alimento ad libitum. Las hembras fueron alojadas
en jaulas individuales hasta el nacimiento de las crias; en el DP1 se marco a las crias macho; en el
DP3 se redujo la poblacion a ocho crias por rata hembra (n=8) para el control del cuidado y
alimento de las crias. En la edad adulta se utilizaron algunas de las crias para el protocolo de
DSL. Ademas, se adquirieron 5 ratas macho sementales de la cepa Long Evans del bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM y 4 ratas macho de la cepa Wistar de la Facultad de
Psicologia, con las siguientes caracteristicas, un peso de entre 400-500g, de aproximadamente
cuatro o seis meses de edad que fueron utilizadas como ratas residentes. Estos fueron alojados de
manera individual para la DSL y 8 ratas macho de la cepa Wistar de 250-350g de peso de dos a

tres meses, alojados individualmente y que fueron usados como sujetos de interaccion social.
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4.2. Tipo de estudio y grupos experimentales

Se realiz6 un estudio de tipo experimental con una dimension temporal longitudinal. Se
realizaron los siguientes grupos experimentales: 1) Control (C), sin SM ni derrota social; 2)
Separacion maternal (SM), sin derrota social; 3) derrota social leve (DSL), sin SM; 4)Separacion
maternal con derrota social leve en el adulto (SM+DSL). Para el analisis de c-fos se reportaron
las mismas condiciones experimentales, mas el grupo de control de caja (CC), que no tuvo

ninguna manipulacion experimental (Ver figura 3).

Dias posnatales 2-14 Dias posnatales 70-80 Dias posnatales 81-83

Hembra con crias

—— Bateria conductual

SM+DSL

Figura 3. Esquema de grupos experimentales. Se muestran los grupos experimentales que derivaron de las
manipulaciones que se realizaron.
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4.3. Procedimiento experimental

El dia de nacimiento se tomé como el DPO y se procedid a sexar y marcar a las crias en el
DP1. La SM se realizé del DP2 al DP14; el DP3 se redujo la poblaciéon de las camadas a un total
de 8 crias por hembra para homogeneizar el cuidado materno y la disponibilidad del alimento de
las crias. Las crias fueron destetadas en el DP21 y trasladadas a otro bioterio en el DP45, su
habituacion tuvo lugar del DP 45 al 68. Los encuentros de DSL se llevaron a cabo del DP70 al
DP80, asi mismo, las ratas fueron pesadas antes y después de las DSL. Al finalizar la DSL fueron
evaluadas a través de una bateria conductual que consisti6 en la prueba de preferencia de sacarosa
(antes y después de la DSL en el DP69 y DP81), campo abierto y nado forzado en el DP82.
Finalmente, en el DP83 fueron sometidas a la prueba de interaccion social y sacrificadas una hora
y veinte minutos después de la prueba. Los animales controles fueron manipulados en el cuarto

experimental y evaluados de la misma forma que los animales experimentales (Ver figura 4).
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Figura 4. Esquema de disefio experimental. Se muestra la linea de tiempo donde se esquematiza las
manipulaciones durante todo el procedimiento experimental.
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4.3.1.  Marcaje de crias

En el DP1, las crias se trasladaron en un recipiente de plastico previamente preparado con
gasas, torundas de algodon y un poco de aserrin de su nido, al laboratorio donde se colocaron en
un cojin térmico para contabilizar y secar a las crias. Se tom¢ la mitad de la poblacion de machos
para marcarlas mediante un corte de una porcion del extremo de la cola con tijeras quirargicas.
Finalmente, se cauterizaron las heridas, se limpid cualquier rastro de sangre y se devolvieron a su

nido.

4.3.2.  Separacion maternal

El protocolo de SM se realizé como se describid anteriormente por Romano Lépez et al.
(2016). Se llevo a cabo en el bioterio de posgrado de la Facultad de Psicologia de la UNAM, del
DP2 al DP14 y consisti6 en separar a las crias por pares en un contenedor de plastico con etiqueta
de identificacion. El fondo del contenedor contenia una gasa, algodon y un poco de aserrin del
nido de la cria. El contenedor de las crias se coloco sobre un cojin térmico automatico en el nivel
1 con un rango de temperatura que oscilaba entre los 35.9- 36.5°C (Ver figura 5). La SM se
realizo dos veces al dia, de 9:00 a 12:00 h y de 15:00 a 18:00 h. Al finalizar cada separacion se
regresaron las crias a su nido y se guardaron los contenedores y el cojin térmico en bolsas
plésticas dentro del laboratorio. El dia DP45, se trasladaron a los machos al viario del edificio B

de la Facultad de Psicologia de la UNAM para su habituacion (P45-P69).

Figura 5. Protocolo de separacion maternal. El protocolo
de SM consistié en separar a las crias por pares en un
contenedor de plastico previamente preparado con
torundas de algodon y aserrin de su nido desde el DP2 al
DP14.
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4.3.3. Derrota social leve

El protocolo de DSL se realizd, como se describid anteriormente por Koolhaas et al. (2013),
con modificaciones menores. Los encuentros se realizaron en el aula B19 de la Facultad de
Psicologia de la UNAM vy tuvieron una duracion de 10 min, durante 10 dias, con la luz apagada.
Se llevaron a cabo del DP70 al DP80, todas las ratas fueron pesadas con una balanza electronica
(SE-200) antes y después de los encuentros. Cada encuentro fue cuantificado con un cronémetro
(Sportline) y las sesiones fueron grabadas (Logitech webcam C920) y calificadas de acuerdo con
Koolhaas et al. (2013), (Ver la tabla 1). Una vez montado el equipo de videograbacion se trasladé
a la rata residente en su caja cubierta con una franela al cuarto donde se dieron los encuentros
donde tuvo 15min de habituacion. Posteriormente se traslado a la rata intrusa o experimental en
una caja diferente a la suya cubierta con una franela y se introdujo a la caja de la rata residente
para el encuentro; si el encuentro era demasiado agresivo, la rata experimental era retirada de la

caja del residente (Ver figura 6).

Figura 6. Encuentro de DSL. Fotografia de un encuentro de DSL con la luz apagada, donde se muestra en
el lado izquierdo la rata intrusa o experimental de cepa Wistar en posicion sumisa y del lado derecho a la
rata residente de cepa Long Evans en posicion de ataque.
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MANIPULACION
EXPERIMENTAL

Derrota social leve

Permite estudiar el comportamiento defensivo y el estrés social

INDICADOR utilizando al intruso como animal experimental.
DIA EN QUE SE | DP70 al DP80
HACE
DURACION 10 min
Conductas Conductas Exploracion Exploracion
CONDUCTAS ofensivas defensivas social no social
Respuestas Respuesta a Suma de olfateo | Conductas de
agresivas por los ataques del | anogenital y exploracion
parte del residente que conducta social | dirigidas a la
residente que consiste en dirigidos como caja del
, cosiste en las posturas juegoy residente.
QUE MIDEN conductas de sumisas, acicalamiento
boxeo, ataque, inmovilidad y | mutuo.
amenaza lateral y | alejarse del
movimiento del | residente.
aserrin.
UNIDAD DE Duracion. Duracion. Duracion. Duracion.
MEDICION

Tabla 1. Se muestran todos los indicadores conductuales y detalles del protocolo de DSL que se tomaron en
cuenta. Tomado y modificado de Koolhaas et al. (2013).
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4.4. Pruebas

4.4.1. Preferencia de sacarosa

La prueba de preferencia de sacarosa se realizdé como lo describen Patki et al. (2014), con
modificaciones menores (Ver tabla 2). Se utilizéo como un indicador de anhedonia y se llevo a
cabo en el DP69 y DN81 de la rata, es decir, antes del protocolo de DSL y al dia siguiente de
finalizar la DSL. Para ello, se requirié de dos bebederos graduados de 100 ml (Ver figura 7) por
animal con la etiqueta de informacion correspondiente para cada rata: uno de los bebederos
contenia agua potable y la otra agua con sacarosa al 1%. Posteriormente, se colocaron ambos
bebederos en las cajas de cada rata con el fin de medir el consumo de liquido a la hora, a las

cuatro y veinticuatro horas después de la colocacion de los bebederos.

PRUEBA Preferencia de sacarosa

INDICADOR Evalta la anhedonia inducida por el estrés en roedores.

DIA EN QUE SE

HACE DP69 y DP81 (24 horas antes y después de inducir estrés por DS)

DURACION Dos dias, tres mediciones (1h, 4h y 24h)

CONDUCTAS Consumo de sacarosa.

Consumo reducido de sacarosa se considera un signo de

QUE MIDEN comportamiento depresivo.

Tabla 2. Se muestran los indicadores y detalles que se tomaron en cuenta en la prueba de preferencia de
sacarosa. Tomado y modificado de Patki et al. (2014).

Figura 7. Fotografia de la prueba de preferencia de sacarosa. Se muestra la
colocacién de los bebederos en la prueba de preferencia de sacarosa, uno de
ellos contiene agua con sacarosa al 1% y el otro contiene solo agua.
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4.4.2.  Campo abierto

La prueba de campo abierto se realizdo como se describié anteriormente por Boyko et al.
(2015) y Kuniishi et al. (2017), con modificaciones menores. Se utilizd una caja acrilica negra de
IxIm de érea, dividida en 25 cuadrantes de 20 x 20 cm, con el centro y el cuadrante de inicio
previamente marcados con un circulo rojo (Ver figura 8). La prueba tuvo una duracion de 5 min y
fue grabada con una camara (Logitech webcam C920). Las sesiones se calificaron de manera
automatica a través de un software realizado en Matlab en el que se elabor6 una interfaz de GUI
en la cual se realiz6 un analisis de seguimiento de marcha de los roedores, discriminando a los
roedores del campo abierto con un centroide en su cuerpo, todo esto fue validado con
calificaciones manuales en el laboratorio (Ver tabla 3). La prueba se realizd en un cuarto oscuro
iluminado por una ldmpara previamente colocada para evitar el reflejo. Se realizé un dia después
de la segunda preferencia de sacarosa. Una vez que se inicid la grabacion se mostrd la fecha de
identificacion de la rata, posteriormente se introdujo la rata en el centro del campo y se tom¢ el
tiempo con un cronémetro (Sportline), al tiempo que el experimentador inici6 el registro en la
‘hoja de registro’. Una vez finalizada la prueba, la rata fue devuelta al interior y se limpio el

campo abierto con agua con cloro y sanitas para eliminar los rastros de olores.

B)

Figura 8. (A) Fotografia de campo abierto. Se muestra una fotografia real del campo abierto con un sujeto
experimental. (B) Se muestra un esquema de campo abierto donde se sefiala la zona centro de color rojo y
zona en periferia de color azul.
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PRUEBA Campo abierto

Evalua el comportamiento exploratorio y de ansiedad en animales

INDICADOR de laboratorio y las respuestas conductuales a la novedad.

DIA EN QUE SE DP82, 24 h después de la prueba de preferencia de sacarosa

HACE
DURACION 5 min
CONDUCTAS Tiempo en el centro Tiempo en la periferia
QUE MIDEN Compor.t'flmlento de Comportamlento relacionado con
exploracion. ansiedad

Tabla 3. Se muestra todos los indicadores conductuales y detalles que se tomaron en cuenta en la prueba de
campo abierto. Tomado y modificado de Boyko et al. (2015); Kuniishi et al. (2017).

4.4.3. Nado forzado

La prueba de nado forzado se realizd como se describe anteriormente por Boyko et al. (2015)
con modificaciones menores. Esta prueba se llevo a cabo quince minutos después de la prueba de
campo abierto, en un contenedor negro (Ver figura 9) con agua a temperatura ambiente (22°C).
Una vez preparado el material, la rata se introdujo en el centro del contenedor. La prueba tuvo
una duracion de 5 min que fue grabado con una cdmara de celular (Moto E, con video de 720p,
30 fps; (MPEG4, H.264)). Al finalizar la prueba se retir6 a la rata del agua, se secod
superficialmente con una franela para evitar que se enfermara y se devolvio a su caja. Finalmente,
las sesiones fueron calificadas (Ver tabla 4) de manera manual como sugieren Patki et al. (2014);

Boyko et al. (2015); Cryan et al. (2002) y Arndt et al. (2015).
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PRUEBA

Nado forzado

INDICADOR

Evaluar la depresion en roedores (tipicamente ratas y ratones).

DIA EN QUE SE

DP82, 15 min después de la prueba de campo abierto

HACE
DURACION 5 min
Tiempo de Tiempo de .
CONDUCTAS movilidad inmovilidad Tiempo de escape
2 Conducta marcada | Refleja desesperanza | Comportamiento
QUE MIDEN como cese de lucha. | conductual. dirigido a la fuga.

Tabla 4. Se muestran los indicadores conductuales y detalles de la prueba de nado forzado. Tomado
y modificado de Patki et al. (2014); Boyko et al. (2015); Cryan et al. (2002) y Arndt et al. (2015).

Figura 9. Prueba de nado forzado. (A) Se muestra una fotografia de la prueba de nado forzado con
un sujeto experimental. (B) Ilustracion de la prueba de nado forzado. Donde se muestra la forma
del recipiente que se utilizé en la prueba de nado forzado.
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444, Interaccién social

La prueba de interaccion social se realiz6 en el DP83 como se describid anteriormente por
Jaisinghani y Rosenkranz (2015) con modificaciones menores. Se utilizo una caja negra de 1x1 m
de area, la cual se dividio en 25 cuadrantes y se marcd el centro y el cuadrante uno con un circulo
rojo (Ver figura 10). La caja donde permaneci6 el sujeto de interaccion tenia 31 cm de alto y
20x21 cm de area, era transparente y contaba con la ventilacion necesaria para la rata. La caja se
coloco de forma aleatoria en el cuadrante 3 o 23. Una vez que la cdmara (Logitech webcam
(C920) estaba colocada y en la mesa de trabajo, se preparaban las hojas de registro, sanitas y agua
con cloro debidamente preparadas, el sujeto de interaccion fue transportado del interior al cuarto
donde se llevod a cabo la prueba cubierto por una franela roja, donde permaneci6 habituandose
con alimento y agua ad libitum durante 15 min. Posteriormente, la rata experimental se traslado
del interior al cuarto experimental cubierto con una franela roja, donde permanecié 5 min para su
habituacion. Antes de comenzar la interaccion, se inicid la grabacion y se mostro la fecha de
identificacion de la rata. Se introdujo el sujeto de interaccion en la caja transparente y a la rata
experimental en el centro del campo y se tom¢ el tiempo durante 10 min. El experimentador
inici6 el registro en ‘la hoja de registro’. Una vez finalizada la prueba, la rata fue devuelta al
interior y se limpi6 el campo de la caja con agua clorada y sanitas para eliminar los rastros de

olores. Finalmente, las sesiones fueron calificadas de manera manual (Ver Tabla 5).
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PRUEBA Interaccion social

INDICADOR La reduccion de la interaccion indica ansiedad social.

DIA EN QUE SE

HACE DP83

DURACION 5 min

CONDUCTAS fl“iempo.e’n zona de Tiempo en zona de Tiempo en zona centro
Interaccion no nteraccion
Aproximacion de la
QUE MIDEN rata exper'imental con Cqmpprtamignto de Corpportamientos no
el sujeto de | evitacion social. sociales.
interaccion.

Tabla 5. Se muestran todos los indicadores y detalles que se tomaron en cuenta en la prueba de interaccion
social. Tomado y modificado de Franklin et al. (2012); Rana et al. (2016) y Chirico et al. (2017).

B)

Figura 10. Prueba de interaccion social. (A) Se muestra una fotografia de la prueba de interaccion con un
sujeto experimental y un sujeto interactuado dentro de un contenedor de acrilico. (B) [lustracion de la prueba
de interaccion social. Se ejemplifica la prueba de interaccion social donde se sefializan las zonas de
interaccion social de color amarillo, la zona central de color azul y la zona de no interaccion social en color
verde.
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4.5. Perfusiony preparacion del tejido

La perfusion y preparacion del tejido se realizdé como se describe anteriormente por Nikulina
et al. (2012), con modificaciones menores. Las ratas experimentales fueron anestesiadas 1 h 10
min después de la prueba de interaccion social con pentobarbital sddico (PISABENTAL
inyectable) la dosis fue estimada acorde al manual del fAirmaco, via intraperitoneal (25mg/kg). En
el momento que la rata estuvo sedada se transport6 al lugar de perfusion, debidamente cubierta
con una franela roja. Una hora y 20 min después de la prueba de interaccion social se realiz6 la
perfusion transcardiaca por gravedad. Se utilizo 200 ml de una solucion de fosfato salino (PBS)
al 0.1 M con un pH de 7.4 y 200 ml de paraformaldehido al 4%. El cerebro se conservé en
paraformaldehido al 4% la primera noche y posteriormente se cambi6 a sacarosa al 18% en PBS
hasta que el cerebro se observoé al fondo del recipiente. Una vez ocurrido esto, se volvio a
cambiar para sacar al 30% en PBS. Finalmente, los cerebros fueron congelados a -20°C y se
realizaron cortes coronales de 40 micras utilizando un criostato (Leica). De acuerdo con el Atlas
de Paxinos y Watson se recuperaron cortes en dos niveles: la CPFm (3.38mm a 2.80mm) y el
HPC dorsal (-2.80mm a -3.20mm). Una vez concluidos, se seleccionaron 4 cortes para las
estructuras de la CPFm y 6 cortes para el HPC-dorsal y se realiz6 la inmunohistoquimica contra

la proteina c-fos.
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45.1.  Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica del tejido se realizé por flotacion, como se describe anteriormente por
Montes-Rodriguez (2009), con modificaciones menores. Primero, se bloque6 contra la peroxidasa
endogena con H202 al 0.5% en PBS durante 20 min, seguido de lavados de 3x8 min cada uno en
Triton al 0.3% en PBS (T-PBS). Posteriormente se hizo un bloqueo para evitar las uniones
inespecificas con albumina bovina al 4% en T-PBS por 2 h. El tejido se incub6 en el anticuerpo
primario antic-fos (ABE-457, Merck) desarrollado en conejo (1:1000) con albumina al 2% en T-
PBS por 24 h a temperatura ambiente (23°C). Posteriormente, se realizaron lavados de 3x8 min
de T-PBS 0.3% y se colocd en el anticuerpo secundario (BA-1000, Vector) biotinilado anti-
conejo (1:200) con 5 pul de suero de cabra por 1 ml de T-PBS. Se realizaron lavados de 3x8 min
cada uno en T-PBS y se coloco en el complejo de avina-biotina (SC-516216, InmunoCruz)
durante 2 h, considerando que por cada 5 ml de T-PBS se pondra 50 pl de Ay 50 pl de B.
Finalmente se revel? el tejido. Para la preparacion de 5 ml de diaminobencidina (DAB), se
utilizaron 500 pl de 10x TBS, 4232.5 ul de agua destilada, 250 ul de DAB stock y finalmente 2.5
ul de H202 al 30%. Para realizar el analisis de c-fos se tomaron fotos bilaterales de la CPFm
(3.38mm a 2.80mm con respecto a Bregma) y el HPC dorsal (-2.80 a -3.20 con respecto a
Bregma) con la camara INFINITY 1-33.1 Megapixel USB 2.0 (2048x1536 pixeles de resolucion)
montada sobre un microscopio de luz (ECLIPSE E200MV, Nikon) con un objetivo 10x para la
corteza IL, PrL, CA1 y CA3 y 4x para el GD con la finalidad tomar la mayor parte del campo en
las estructuras antes mencionadas. Posteriormente, la sefial de la proteina c-fos que se localiza en
los nucleos de las neuronas se contabilizé de forma manual, los colores que distinguen la sefial
revelada por DAB son de tonalidades marrones, de esta forma se observa un fondo de color

marrén beige y la sefial comienza a aparecer con gradiente de marron beige a marrén caoba, por
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lo que se tomaron como criterios de células positivas a c-fos las sefiales con formas puntiformes
bien definidas de color “marrén gamuza” a “marrén ante” y excluyendo a las células con figuras
no definidas de tamafio pequefio o manchas de tamafio grande con colores cercanos al “marréon

29 ¢

beige”, “marrdn caoba”, y “negro”, en la CPFm y el HPC dorsal por medio del programa ImagelJ.

4.6. Analisis estadistico

Los datos que se obtuvieron fueron analizados por medio del paquete estadistico
STATISTICA (data analysis software system version 12, StatSoft, 2014). Para decidir el uso de
pruebas paramétricas o no paramétricas se utilizé la prueba de contraste de normalidad de
Shapiro-Wilk para cada variable, ademas se utilizo la prueba de Levene para evaluar la igualdad

de varianzas de cada variable.

Para el analisis de la DSL se evaluaron 5 de 10 sesiones de DSL por cada rata sometida al
protocolo, obteniendo la sumatoria de la duracion de cada conducta evaluada en DSL.
Posteriormente se realizo la prueba t de Student para las variables paramétricas y la prueba U de
Mann-Whitney para las variables no paramétricas para evaluar diferencias entre los animales con
SM y sin SM. Por otra parte, los datos obtenidos de la bateria conductual que pasaron la prueba
de contraste de normalidad (p >0.05) fueron tratados con el analisis de varianza de un factor
(ANOVA) seguido por la prueba de comparacion multiple de diferencia significativa minima de
Fisher (LSD por sus siglas en inglés). Para los datos que rechazaron la hipétesis nula de la prueba
de contraste de normalidad se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis ANOVA vy la prueba Post-Hoc
Bonferroni. Para el conteo de las células positivas a c-fos se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis y

la prueba post-hoc Duncan para su analisis estadistico.
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5. Resultados

5.1. La separacion maternal no tuvo efecto en los encuentros de

derrota social leve.

Con el objetivo de conocer si la SM tuvo un efecto en los encuentros de DSL se compararon
las conductas desplegadas durante los encuentros de DSL (Ver figura 11). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en las conductas ofensivas (CO) (p = 0.62); conductas
defensivas (CD) (p = 0.71); conductas de exploracion social (CES) (p = 0.78) y conductas de no
exploracion social (CNES) (p = 0.81). El porcentaje de conductas observadas en la DSL para la
condicion NSM+DSL, fue de 58% en conductas de no exploracion (conductas dirigidas a
explorar la caja), 32% en conductas de exploracion social (conductas de olfateo, juego y
acicalamiento entre pares), 10% en conductas ofensivas (conductas agresivas dirigidas a la rata
experimental como boxeo, amenazas laterales, ataques y movimiento de aserrin dirigido a la rata
experimental) y 2% en conductas defensivas (posturas sumisas, inmovilidad y alejarse del
residente) y para la condicion SM+DSL, fue de 48% en conductas de no exploracion, 43% en
conductas de exploracion social, 9% en conductas ofensivas y 2% en conductas defensivas. Es
importante mencionar que las conductas ofensivas ocurrieron simultaneamente a las conductas
defensivas por lo que la suma del porcentaje de conductas observadas durante los encuentros de

DSL no es igual a 100%.
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Figura 11. Conductas evaluadas en la DSL. La SM no tuvo efecto en las conductas desplegadas durante los
encuentros de DSL, las barras representan las conductas desplegadas durante los encuentros de la DSL y los
datos son presentados como la media £E.E.M. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
en la prueba de U de Mann-Whitney en las conductas ofensivas (CO), conductas defensivas (CD), conductas
de exploracion social (CES) ni en las conductas de exploracion no social (CNES). Derrota social leve sin
separacion materna (DSL, n=15) y separacion maternal con derrota social leve (SM+DSL, n=14).
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5.2. Laderrota social leve produjo cambios en el peso corporal

Con el objetivo de saber si existi6 una pérdida de peso después de la derrota social leve se
grafico el peso antes y después de la DSL. No se encontraron diferencias significativas en el
analisis de varianza de un factor en el peso de los sujetos experimentales antes de la DSL (p =
0.18), ni después de la DSL (p = 0.56), (Ver figura 12, A). Con la finalidad de conocer si
existieron cambios en el peso corporal se calcul6 el incremento de peso corporal a través de la
siguiente formula (peso después DSL — peso antes DSL), encontrando diferencias estadisticas
observando una disminucién del incremento del peso corporal ANOVA (F (3, 44)=7.84, p <0.05)

(Ver figura 12, B) en las siguientes condiciones: C contra DSL y SM+DSL (p <0.05); SM contra

DSL y SM+DSL (p <0.05).
A) Peso corporal antes/después de la DSL B) Diferencia del peso corporal
*
450 > -
e C 2 60
3 x
I vV SM 3 —=
2 40+
__ 400+ O DsL 3
0 o
= m SM+DSL 4
3 o 204
(=% '
8 o M L _T_ ..
_____ s
300~ 1| B §
Antes DSL Después DSL a -20 1 T T
O D v v
S O%on%
)
Condicion

Figura 12. La DSL induce cambios en el peso corporal. (A) Peso corporal antes y después de la DSL. Las
barras representan el peso corporal antes y después de la DSL en cada condicion. Los datos son presentados
como la media = E.E.M. No se encontraron diferencias significativas en el ANOVA antes ni después de la
DSL. (B) Diferencia del peso corporal. Las barras representan la diferencia del peso corporal (Después DSL
— Antes DSL). Los datos son presentados como la media + E.E.M. Se encontraron diferencias significativas
en el ANOVA, se observa un incremento del peso corporal entre los grupos: C contra DSL y SM+DSL; el
grupo SM contra DSL y SM+DSL; *p<0.05. Control (C, n=13); Separacion maternal (SM, n= 15); derrota
social leve sin separacion materna (SM, n=10) y SM con derrota social leve (SM+DSL, n=10).
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5.3. Laderrota social leve indujo cambios en el consumo de

Sacarosa.

El objetivo de la prueba de preferencia de sacarosa es conocer si nuestras manipulaciones
experimentales redujeron el consumo de sacarosa, indicador que se considera como un signo de
comportamiento anhedonico. No se encontraron diferencias significativas en la prueba de
Kruskal-Wallis en el consumo de sacarosa antes de la derrota social en ninguna de las tres
mediciones: 1h (p =0.31), 4h (p =0.91) y 24h (p = 0.44) (Ver figura 13, A). Tampoco se
encontraron diferencias significativas en la prueba de Kruskal-Wallis en el consumo de sacarosa
después de la derrota social en la medicion de una hora (p = 0.19) y cuatro horas (p =0.16); sin
embargo, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el ANOVA de un factor
24h después de la derrota social (F (3, 55) =4.03, p <0.05), siendo estadisticamente diferente la
disminucion del consumo de sacarosa en las condiciones DSL (p<0.05) y SM+DSL (p<0.05)
respecto a la condicion C, y la disminucion del consumo de sacarosa de la condicion DSL

respecto a la condicion de SM (p < 0.05) (Ver figura 13, B).
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Figura 13. La DSL induce cambios en el consumo de sacarosa. (A) Consumo de sacarosa antes de
la DSL, medicion 1h, 4h y 24h. Las barras representan la ingesta de agua con sacarosa al 1% en la
medicion 1h, 4h y 24 antes de la DSL. Los datos son presentados como la media = E.E.M. No se
encontraron diferencias significativas en el ANOVA entre los grupos. (B) Consumo de sacarosa
después de la derrota social leve, medicion 1h, 4h y 24h. Las barras representan la ingesta de agua
con sacarosa al 1% en la medicion 1h, 4h y 24 después de la DSL. Los datos son presentados como
la media + E.E.M. Se encontraron diferencias significativas en el ANOVA, en la medicion 24h
después de la DSL entre los grupos: C contra DSL y SM+DSL y el grupo SM contra DS, *p<0.05.
Control (C, n=13); separacion maternal (SM, n= 15); derrota social leve sin separacion materna
(DSL, n=16) y SM con derrota social leve (SM+DSL, n=15).
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5.4. Laderrota social leve no produjo efectos ansiogénicos

La prueba de campo abierto evalua el comportamiento de ansiedad en roedores, como
indicador ansiogénico se considera el tiempo que el sujeto pasa en la periferia del campo. No se
encontraron diferencias significativas en la prueba de Kruskal-Wallis en el tiempo que el sujeto
paso6 en la periferia del campo abierto (p= 0.92), tampoco en el tiempo que paso el sujeto en el
centro (p= 0.92) (Ver figura 14, A); asi mismo, no se encontraron diferencias significativas en el

ANOVA en la distancia recorrida (p= 0.43) (Ver figura 14, B).
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Figura 14. La DSL no produce efecto ansiogénico. (A) Conductas evaluadas en el campo abierto.
No se encontrd efectos ansiogénicos en la SM ni después de la exposicion a la DSL. Las barras
representan el tiempo que las ratas pasan en la periferia o el centro del campo abierto. Los datos
son presentados como la media + E.E.M. No se encontraron diferencias significativas en el
ANOVA. (B)Distancia recorrida en el campo abierto. La locomocidon no aument6 en ninguna de
las condiciones. Las barras representan la distancia recorrida en el campo abierto. Los datos son
presentados como la media + E.E.M. No se encontraron diferencias significativas en el ANOVA.
Control (C, n=13); separacion maternal (SM, n= 15); derrota social leve sin separacion materna
(DSL, n=15) y separacion maternal con derrota social leve (SM+DSL, n=13).

65



5.5. La derrota social leve no indujo cambios de motivacion.

La prueba de nado forzado evalua conductas de tipo depresivas en roedores, el tiempo de
inmovilidad refleja desesperanza conductual. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las variables de nado forzado: frecuencia de escape (p = 0.60);
frecuencia de movilidad (p = 0.44); frecuencia de inmovilidad (p = 0.56), (Ver figura 15, A); ni
en el tiempo de movilidad (p = 0.19); tiempo de inmovilidad. Sin embargo, se observa una
tendencia de disminucidn en el tiempo de escape en las condiciones DSL y SM+DSL respecto a

la condicion C (p = 0.06), pero no fue significativamente diferente (Ver figura 15, B).
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Figura 15. La DSL no induce cambios de motivacion. (A) Frecuencia de conductas en nado forzado. Las
barras representan la frecuencia de conductas durante la prueba de nado forzado. Los datos son presentados
como la media + E.E.M. No se encontraron diferencias significativas en el ANOVA. (B) Tiempo de
conductas en nado forzado. Las barras representan la frecuencia de conductas durante la prueba de nado
forzado. Los datos son presentados como la media + E.E.M. No se encontraron diferencias significativas en
el ANOVA. Control (C, n=14); separacion maternal (SM, n= 14); derrota social leve sin separacion materna
(DSL, n=13) y separacion maternal con derrota social leve (SM, n=13).
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5.6. La derrota social leve incremento el tiempo de interaccion

social.

El objetivo de la prueba de interaccion social es conocer cuanto tiempo pasa el sujeto
experimental interactuando con un sujeto extraio, asi la disminucion del tiempo de interaccion
social es un indicador de ansiedad social. No se encontraron diferencias significativas en las
siguientes variables: latencia de la zona de interaccion social (p = 0.06) (Ver figura 16, A);
frecuencia en la zona de interaccion (p = 0.29); frecuencia de la zona de no interaccion social (p =
0.55); frecuencia en la zona centro (p = 0.184); (Ver figura 16, B); tiempo en la zona de no
interaccion (p = 0.862); tiempo en la zona centro (p = 0.050). También, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el ANOVA en el tiempo en la zona de interaccion
social (F (3, 54) =3.21, p <0.05) (Ver figura 16, C), se observa un aumento en el tiempo de

interaccion social en la condicion de SM+DSL con respecto al C y a la SM.
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Figura 16. La DSL incrementa el tiempo de interaccion social. (A)Latencia de interaccion social. No se
observaron diferencias significativas en la latencia de interaccion social. Las barras representan el tiempo
que las ratas tardaron en entrar a la zona de interaccion social. (B) Frecuencia en la zona de la prueba de
interaccion social. Las barras representan la frecuencia con la que las ratas visitaron cada una de las zonas
del campo abierto (Zona de interaccion social, zona de no interaccion social y zona centro (C) Tiempo en
la zona de la prueba de interaccion social. Las barras representan el tiempo que las ratas estuvieron en cada
una de las zonas del campo abierto (Zona de interaccion social, zona de no interaccion social y zona centro).
Los datos son presentados como la media + E.E.M. Solo se encontraron diferencias significativas en la zona
de interaccion social en el ANOVA: C contra SM+DSL y el grupo SM contra SM+DSL: *p<0.05. Control
(C, n=13); Separacion maternal (SM, n= 15); derrota social leve sin separacion materna (DSL, n=16) y
separacion maternal con derrota social leve (SM+DSL, n=14).
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5.7. Las experiencias adversas produjeron cambios en la

expresion de c-fos

Con el objetivo de conocer la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad se observo la
expresion de c-fos asociada a la tarea de interaccion social. En las figuras se muestran
microfotografias representativas de secciones de la corteza IL, PrL y del GD respectivamente,
para comparar el nimero de células positivas a c-fos en cada condicion. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la corteza IL (H, 4, 53) =28.70, p <0.05),
observando un aumento de células positivas a c-fos + 60 en las condiciones C, DSL y SM+DSL
respecto al CC; asi mismo, se encontrd que la condicion SM+DSL tuvo mayor expresion de c-fos
respecto a la condicion SM (Ver figura 17, B). También se encontraron diferencias significativas
en la corteza PrL (H, 4, 53) = 30.07, p <0.05), observando un aumento de las células positivas a
c-fos + 50 en las condiciones DSL y SM+DSL con respecto a la condicion CC; Se observo la
disminucion de las células positivas a c-fos en la condicion SM respecto al C y un aumento en la
condicién DSL respecto a la SM (Ver figura 18, B). En el HPC se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el GD (H (4, 11) = 12.88, p <0.05), observando un aumento de
células positivas a c-fos £ 18 en el grupo DSL respecto al grupo CC y en el grupo DSL respecto
al grupo SM (Ver figura 19, B). Pero no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en la region CA1 (p = 0.05) ni en la region CA3 H (P = 0.72) (Ver figura 20).
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Figura 17. Expresion de c-fos en la corteza infralimbica. (A) Microfotografias de la corteza infralimbica.
Cada panel muestra una imagen representativa de secciones de la corteza infralimbica de cada condicion
para comparar el numero de células positivas a c-fos. Las fotografias fueron tomadas a 10X. En la parte
inferior derecha de cada panel se encuentra una barra escalar que representa 100 pm. (B) Numero de células
positivas a c-fos en la corteza infralimbica. Los hitos en las barras representan las medianas y las barras de
los rangos intercuartiles. Los datos son presentados como mediana + rango intercuartil. Se encontraron
diferencias significativas en el ANOVA entre los grupos: CC contra C, DSL y SM+DSL y en el grupo SM
contra SM+DSL, *p<0.05. Control de caja (CC, n=4); control (C, n=3); separacion maternal (SM, n= 4);
derrota social leve sin separacion materna (DSL, n=3) y separacion con derrota social leve (SM+DSL, n=3).
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Figura 18. Expresion de c-fos en la corteza prelimbica. (A) Microfotografias de la corteza prelimbica. Cada
panel muestra una imagen representativa de secciones de la corteza prelimbica de cada condiciéon para
comparar el numero de células positivas a c-fos. Las fotografias fueron tomadas a 10X. En la parte inferior
derecha de cada panel se encuentra una barra escalar que representa 100 um. (B) Numero de células
positivas a c-fos en la corteza prelimbica. Los hitos en las barras representan las medianas y las barras de
los rangos intercuartiles. Los datos son presentados como mediana + rango intercuartil. Se encontraron
diferencias significativas en el ANOVA entre los grupos: CC contra DSL y SM+DSL, el grupo C contra
SM vy el grupo SM contra SM+DSL. *p<0.05. Control de caja (CC,n=4); control (C, n=3); separacion
maternal (SM, n= 4); derrota social leve sin separacion materna (DSL,n=3); y separacion maternal con
derrota social leve (SM+DSL, n=3).

71



A) Giro dentado

DSL SM+DSL

B) Giro dentado

60y — E—
£ 40-
2 20+
Z
O—T—TT1TT11
O O Q ov v
o S QC:«Q%
S
Condicion

Figura 19. Expresion de c-fos en el giro dentado del HPCd. (A) Microfotografias del giro dentado. Cada
panel muestra una imagen representativa de secciones del giro dentado de cada condicion para comparar el
numero de células positivas a c-fos. Las fotografias fueron tomadas a 4x. En la parte inferior derecha de
cada panel se encuentra una barra escalar que representa 100 um. (B) Numero de células positivas a c-fos
en el giro dentado del HPCd. Los hitos en las barras representan las medianas y las barras de los rangos
intercuartiles. Los datos son presentados como mediana + rango intercuartil. Se encontraron diferencias
significativas en el ANOVA entre los grupos: CC contra DSL y el grupo SM contra DSL *p<0.05. Control
de caja (CC, n=4); control (C, n=3); separacion maternal (SM, n= 4); derrota social leve sin separacion
materna (DSL, n=3) y separacion maternal con derrota social leve (SM+DSL, n=3).
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Figura 20. Expresion de c-fos en CA1 y CA3 del HPCd. A) Numero de células positivas a c-fos en CAl y
B) Numero de células positivas a c-fos en CA3 del HPC dorsal. Los hitos en las barras representan las
medianas y las barras de los rangos intercuartiles. Los datos son presentados como mediana + rango
intercuartil. No se encontraron diferencias significativas en el ANOVA en CAl ni en CA3. Control de caja
(CC, n=4); control (C, n=3); separacion maternal (SM, n= 4); derrota social leve sin separacion materna
(DSL, n=3) y separacion maternal con derrota social leve (n=3).
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6. Discusion y conclusiones

6.1. Discusion

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo estudiar si las experiencias adversas facilitan la
vulnerabilidad o la resiliencia, especificamente, evaluar si la SM en el desarrollo temprano, la
DSL en la vida adulta y la SM+DSL promueven conductas vulnerables y modifican la actividad
de c-fos como un indicador de plasticidad sinaptica en la corteza prefrontal medial y en el

hipocampo dorsal de rata.

No obstante, se encontraron conductas de tipo depresivas, pero no ansiosas, ademas se observo
la disminucidn en el aumento del peso corporal en las condiciones DSL y SM+DSL, es decir, las
ratas que fueron expuestas a DSL y SM+DSL mostraron conductas vulnerables. Mientras que el
protocolo de SM no tuvo efectos en ningun dominio conductual; es posible que esto se deba a que
la SM fue realizada en pares y no de manera individual, ya que se ha reportado que el efecto de la
SM puede ser diferente segun el periodo de tiempo, la duracion y si la separacion se realiz6 de
forma individual o en pares. En este sentido, se ha reportado que las experiencias tempranas son
fundamentales para el establecimiento de circuitos corticales y que la experiencia sensorial a
través de los bigotes entre pares es una forma importante de comunicacion social en roedores,

que conduce a un aumento en la transmision sinaptica (Miyazaki et al., 2012).

Por otro lado, en la prueba de interaccion social se encontrd que las ratas con la condicion
SM+DSL pasaron mas tiempo en la zona de interaccion social respecto a las condiciones C y
SM. Es probable que esto se deba al tipo de experiencia que las ratas presentaron durante los
encuentros de DS, es decir, las experiencias de interaccion social durante los encuentros fueron

mas significativas que el tiempo que fueron agredidas. Es interesante que el aumento en la
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interaccion social es significativo solo al combinar la DS con la SM, que es también un tipo de
estrés social. Otra posibilidad es que tal vez tanta interaccioén no es adaptativa ya que a pesar de
que podria parecer una conducta resiliente, las ratas presentan conductas de tipo vulnerables, es
decir, disminucion del consumo de sacarosa, disminucion del aumento del peso corporal y una

tendencia en la disminucion del tiempo de escape.

Estos resultados son dificiles de enmarcar en alguna teoria sobre el procesamiento del estrés y
su efecto para predecir el moldeamiento de sujetos vulnerables o resilientes, tales como la
hipdtesis de estrés acumulativo, la hipodtesis de inoculacion y la hipdtesis de
coincidencia/desajuste (Genty et al., 2018). Sin embargo, concuerdo con Del Giudice et al. 2018
y Daskalakis et al. 2013, quienes proponen que los procesos de vulnerabilidad y resiliencia son
complejos, dindmicos y que dependen de multiples factores como la intensidad y frecuencia de la
exposicion a la adversidad, las diferencias individuales y la capacidad de un organismo para
modificar la trayectoria de su desarrollo. En nuestros datos esto queda de manifiesto con en el
aumento de la interaccion social (en la prueba de interaccion social) en el grupo con SM+DSL al
mismo tiempo que se observa una disminucion del consumo de sacarosa. Es posible que la
combinacion de dos experiencias de estrés social pueda tener una salida “resiliente” en la
interaccion social pero vulnerable en la motivacion o que el aumento en la interaccion social no
sea adaptativo después de haber sido expuestos a estrés social, por lo que no se deberia considerar

una conducta resiliente.

En cuanto al andlisis de c-fos, se esperaba que la SM, la DSL y la SM+DSL promoveran
conductas vulnerables y la disminucion de células positivas a c-fos en la CPFm y el HPC dorsal.
Se hallé un aumento de células positivas a c-fos en la corteza IL en los grupos C, DSL y

SM+DSL respecto al CC. Sin embargo, se encontr6 que la condicion SM+DSL aument6 las
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células positivas a c-fos con respecto a la condicion SM; estos datos sugieren que la corteza IL es
sensible a la prueba de interaccion social. Es decir, en la condicion CC observamos el estado
basal del cerebro contrario a la condicion de control que nos indica la activacion del cerebro

durante la tarea de interaccion social.

De manera interesante, en la corteza PrLL se encontrd un aumento de células positivas a c-fos
en las condiciones DSL y SM+DSL contra el grupo CC; ademads, se observé un aumento de
células positivas a c-fos en la condicion SM+DSL contra el grupo SM y una disminucion en la
condicién SM con respecto al C. Por lo que, se sugiere que el incremento observado en la corteza
PrL depende de la experiencia aversiva, ya que se observa un aumento de c-fos solo en los grupos
que fueron expuestos a DS, mientras que la IS no induce c-fos por si sola en la corteza PrL, es

decir, no se observan diferencias en la condicién C respecto al CC.

Estos datos sugieren que la corteza IL estd asociada a la tarea de interaccion social y que la
corteza PrL es sensible a las experiencias adversas. Esto concuerda con lo reportado por Vidal-
Gonzalez et al., 2006, quienes reportan que la corteza IL estd asociado a la disminucion de
conductas de congelamiento (conducta proactiva) durante una prueba de condicionamiento
aversivo, mientras que la corteza PrL estd asociado a conductas de congelamiento (conductas

vulnerables).

Finalmente, se encontrd un aumento de la expresion de c-fos en el GD en la condicion DSL
respecto al grupo CC y la condiciéon SM y no se encontraron diferencias significativas en CA1 ni
en CA3. Datos que concuerdan con Chan et al. (2017), que reportan que el tratamiento con
corticosterona puede disminuir la interaccion social y afecta la neurogénesis del HPC en ratas
aisladas socialmente. De la misma forma, el estudio realizado por Garcia-Diaz et al. (2019)

reportd en una prueba de discriminacion social que las ratas con lesion en el nucleo incertus (NI)
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en el segmento pontino pasaron menor tiempo con el sujeto de interaccion social que con el
objeto inanimado. Adicionalmente también se mostrd que esta preferencia por interactuar con el
objeto y no con el sujeto produjo la disminucién en los niveles de inmunoreactividad de Fos en
CA2 y CA3 y el incremento de la inmunoreactividad de Egrl en el GD en comparacion con las
ratas control. Cabe destacar que el NI en el segmento pontino tiene proyecciones hacia la corteza
prefrontal, el septum, el HPC, la AMYYy el hipotalamo, que como se ha discutido anteriormente,
estan asociadas al reconocimiento de contextos sociales. En nuestros datos, especificamente en el
giro dentado, se observo un y decremento de la expresion en SM y el incremento en la expresion
de c-fos en las ratas que fueron expuestas solo a DSL (a una sola experiencia adversa) pero no en
SM+DSL. Esto puede deberse a que es una estructura sensible al reconocimiento social por lo
que probablemente este resultado se deba a que las ratas de la condicion SM+DSL tuvieron dos
exposiciones de estrés social (un aprendizaje previo) por lo que respondieron con menor
reactividad en el GD, lo que sugiere que el GD es una estructura sensible a los contextos adversos

y sociales en la vida adulta.

Cabe destacar que la CPFm y el HPC dorsal parecen ser estructuras realmente importantes
para la regulacion de la vulnerabilidad y la resiliencia, ya que, como se sabe, son sistemas de
memoria multiples, fundamentales para responder ante una demanda ambiental, mediar la
prediccion de eventos y sus salidas conductuales (Mizumori y Jo, 2013; Montes-Rodriguez y
Urteaga-Urias, 2018); por lo que se proponen como sistemas necesarios para la reorganizacion y
resignificacion de la adversidad a través de mecanismos de plasticidad sinaptica que son
fundamentales para el moldeamiento de sujetos vulnerables o resilientes. De modo que este
trabajo muestra que el aumento de cé€lulas positivas a c-fos asociada a la tarea de interaccion

social probablemente se deba a las experiencias adversas de tipo social que los sujetos
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experimentaron y aprendieron a lo largo de su vida y, por supuesto, también a la sensibilidad de

estas estructuras para responder a contextos sociales.

6.2. Conclusion y perspectivas

Los resultados de esta tesis mostraron que el protocolo de SM que se utilizé en este trabajo no
tuvo efectos por si solo en la bateria conductual, sin embargo, las condiciones DSL y SM+DSL
presentaron conductas de tipo anhedonico y baja motivacion, pero no conductas de ansiedad.
Interesantemente, la condicion SM+DSL aument6 el tiempo que la rata paso en la zona de
interaccion social, esto podria estar explicado por el tipo de experiencia que las ratas presenciaron
durante los encuentros de DS, es decir, las experiencias de interaccion social durante los
encuentros fueron mas significativas que el tiempo que fueron agredidas, no obstante, tanta
interaccion social también podria no ser adaptativa ya que las ratas presentan conductas de tipo

vulnerables.

En cuanto al andlisis de c-fos asociado a la prueba de interaccidn social se encontrd que un
mayor numero de células positivas de c-fos en la corteza IL podria estar asociado a la tarea de
interaccion social, mientras que el aumento de la expresion en la corteza PrL probablemente esté
asociada al tipo de experiencia adversa. Y mayor niumero de células positivas de c-fos en el giro

dentado podria estar asociada a la exposicion de un solo evento adverso en la vida adulta.

Finalmente, a partir de este estudio y discusion presentada, seria interesante realizar otro tipo
de analisis estadistico que permita analizar las diferencias individuales como el andlisis de
componentes principales, lo que, ademds de permitir separar poblaciones resilientes y
vulnerables, nos daria una mejor representacion e interpretacion de nuestros datos. Ademas, seria

interesante realizar un protocolo de SM individual y encuentros mas agresivos de DS para
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observar el efecto de estresores sociales mas adversos y observar como se mueven las células
positivas a c-fos junto con otros marcadores de plasticidad sinaptica especificos como, BNDF,
Arc y Homer 1 (que permiten observar procesos fisiologicos subyacentes a la plasticidad
sinaptica, proliferacion y la eliminacion sinapticas, respectivamente) e incluir marcadores que
utilicen anticuerpos contra los receptores de los neurotransmisores con la finalidad de conocer de
manera especifica las funciones celulares y los tipos celulares que se ven involucradas en este
fenomeno de estudio ya que la proteina de c-fos solo nos permite observar la actividad neuronal e
inferir que las células positivas a c-fos podrian estar siendo sometidas a procesos de plasticidad

sinaptica.
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