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Efectos de la separacion maternay el aislamiento social en la expresién del

receptor de oxitocina en ratas wistar

Resumen

Las experiencias adversas que ocurren durante periodos criticos de desarrollo,
como la vida perinatal influyen en la conducta, el desarrollo neuroldgico y en la
funcién cerebral, por lo que son considerados factores de vulnerabilidad para
desarrollar trastornos mentales como la depresion, la esquizofrenia y el abuso a
sustancias, en la adultez. Por otra parte, la especie humana ha evolucionado de tal
forma que la socializacion es indispensable para la salud fisica y mental. En nuestro
laboratorio hemos utilizado modelos que nos permiten estudiar el cuidado materno
y la socializacion para describir los mecanismos que subyacen esta vulnerabilidad.
El objetivo principal de este trabajo fue describir el impacto que genera la separacion
materna en la infancia y el aislamiento social durante la adolescencia, en la
expresion del receptor de oxitocina en la corteza prefrontal medial (CPFm) y el
nacleo accumbens (NAc), de la rata macho adulta. Se utilizaron crias macho de 7
ratas gestantes a término que pasaron por las siguientes condiciones: no separacion
materna (NSM) o separacion materna (SM) durante 14 dias (DPN2-15) y
socializacion (SOC) (DPN24-60) o aislamiento social (AS) del DPN24 al DP90. Para
evaluar la expresion del receptor de oxitocina, se usé la técnica de
inmunofluorescencia. Se encontr6 que en los grupos NSM/AS y SM/AS hubo una
disminucién significativa en el porcentaje de inmunoreactividad, es decir, la marca
fluorescente del receptor de oxitocina, en ambas areas de interés comparados con
el grupo control. Estos resultados sugieren que el AS tiene un mayor impacto sobre
la expresiéon del OXTR que la SM en la CPFm y el NAc.

Palabras clave: Separacion materna, aislamiento social, oxitocina.
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1. Introduccién

Los seres humanos somos una especie atricial, es decir, nacemos en estados
inmaduros de desarrollo y necesitamos de un cuidador o cuidadores primarios que
mantengan nuestra supervivencia hasta la maduracion de nuestro sistema nervioso,
que nos permita la supervivencia y toma de decisiones por nuestra cuenta.
Asimismo, durante el transcurso de la evolucién, los grupos sociales han cambiado
con base a las necesidades y retos del ambiente. Estos cambios se reflejan en la
estructura familiar, la cual tiene una gran influencia en la relaciones padres-hijos, y

en otros componentes como los ambientes sociales (Nishi et al., 2014).

Existe la hipétesis de que el crecimiento del cerebro humano era debido a las
demandas ambientales para la supervivencia, pero otra posible hipoétesis es la de
Dunbar & Shultz, (2007), sobre el “cerebro social’”, donde argumenta que la
evolucion del cerebro fue debido a vivir en la estructura de un grupo, lo que implica
demandas cognitivas diferentes a las que se enfrentan los individuos que viven
solos. De hecho Atzil et al., (2018), mencionan que la formacion de grupos sociales
se ha originado como una estrategia para la seguridad y mejora de los recursos que
son necesarios para la supervivencia, desarrollo, proteccion y reproduccién de la
especie. Ademas, las interacciones positivas con otros generan confianza,
relaciones completas y asi un balance en la estructura de la sociedad, estas
interacciones aparecieron temprano y han ido evolucionando conforme a la

demanda de estrategias de nuestra especie (Sue Carter, 2018).

Sin embargo, cuando las relaciones sociales o el cuidado parental primario
no son adecuados durante la infancia y la adolescencia como es el caso de la
negligencia parental o el aislamiento social, pueden generarse ciertos cambios
conductuales, como un aumento en conductas agresivas, 0 conductas ansiosas
(Meaney, 2001) y alteraciones en el desarrollo de nuestro cerebro como altas
concentraciones de glucocorticoides que posteriormente regulan el cerebro y el
comportamiento en la vejez (Nishi et al., 2014) ya que en durante estos estados
vulnerables aun no se encuentran en maduracion los sistemas y areas del cerebro

asociados.



1.2 Cuidado Parental

El cuidado parental se define como cualquier conducta por parte de los
progenitores dirigida hacia un miembro inmaduro de la misma especie que aumenta
la probabilidad de que el organismo sobreviva hasta la madurez beneficiando a los

hijos para un desarrollo 6ptimo (Numan, 2015).

En los mamiferos atriciales, dependiendo de la especie, el cuidado puede ser
materno, paterno, biparental o aloparental (cuidado que no se lleva a cabo por los
progenitores). En el humano, la conducta materna es el tipo de cuidado que
predomina en los primeros afios, las madres proveen las necesidades bésicas como
es el alimento a partir de la lactancia, calor, asi como conductas que cumplen las
necesidades de las crias (Numan, 2015), adicionalmente, el cuidado por ambos
progenitores incluye la ensefianza de estrategias para relacionarse con otros, asi
como también a tener capacidades tanto fisicas como cognitivas para realizar tareas

gue proporcionen el desarrollo de la especie en el medio ambiente.

El éptimo cuidado parental favorece el desarrollo y lo protege de padecer
enfermedades mentales, como depresion, ansiedad y abuso de sustancias, y
enfermedades fisicas. Por lo que la calidad de las relaciones familiares y sociales
es muy importante (Meaney, 2001). Durante el crecimiento y maduracion los nifios
estdn mayormente expuestos a ser victimas de abuso fisico y sexual,
adicionalmente, existen otras formas de abuso que comprometen la salud del
individuo, por ejemplo, la negligencia emocional persistente, el conflicto familiar y la

disciplina severa (Meaney, 2001).

Por lo tanto, si en el nucleo familiar no hay una relacion adecuada, es decir,
crecer en una familia que es fria, insolidaria y negligente, que no se le preste la
atencion gue necesite el nifio, que los padres abusen fisicamente o verbalmente de
él, que no sean afectuosos, que solo haya regafios, crea un ambiente estresante en
los nifios (Meaney, 2001; Walker & McGlone, 2013), afectando negativamente la

conducta, el desarrollo neuroldgico y la funcién fisiol6gica incluido el metabolismo,



la reproduccion y las respuestas inmunitarias (Nishi et al., 2014). ElI ambiente
familiar disfuncional puede ser considerando un factor de vulnerabilidad para
desarrollar trastornos mentales en etapas tardias del desarrollo (Portero-Tresserra
et al., 2018).

Ademas, se ha observado bajos niveles periféricos de oxitocina (OXT) y
vasopresina (AVP) en nifios que han experimentado negligencia temprana, es decir,
privacion de cuidados parentales, en comparacion con nifios que fueron criados en

una familia con un cuidado éptimo (Tanaka et al., 2010).

En este trabajo modelamos el cuidado negligente con ratas wistar, por lo
tanto, se describiran las conductas principales que la madre le ofrece a sus crias
siendo esto un desarrollo 6ptimo. Las conductas maternas mas importantes en esta
especie se expresan principalmente durante los primeros 10 dias después de

nacidos, excepto la postura supina.

Entre las principales conductas de cuidado materno en la rata se encuentran
(Rees et al., 2009) (ver figura 1):

e Recuperacion de las crias: La recuperacion de las crias consiste en acarrear
a los cachorros a donde se encuentre el nido que la madre ha construido.

e El acicalamiento consiste en “lamer” para limpiar a sus crias, siendo una
importante fuente de estimulacion en el desarrollo sensorial, emocional, y
cognitivo de las crias. Existen 2 tipos de acicalamiento que la madre
proporciona, el acicalamiento en el cuerpo y el acicalamiento anogenital. El
primero se observa durante varias circunstancias, por ejemplo, mientras la
progenitora esta lactando, en la recuperacion de las crias y entre
recuperaciones, mientras que el segundo tiende a observarse durante la
lactancia y cuando las crias estan boca arriba. Este Ultimo tipo de
estimulacién es importante para promover el desarrollo sexual (Moore, 1984;
Rees et al., 2009) de las crias macho, asi como los movimientos peristalticos
y de esfinteres con la finalidad de generar la miccidén y defecacion de las crias.

e Posturas de lactancia es otro tipo de conducta materna cuyo propésito es

permitir a las crias el acceso al alimento proporcionado por la madre (leche),

3



mantener la temperatura adecuada y protegerlos de elementos ambientales
que podrian ser peligrosos. Existen diferentes tipos de posturas, la primera
es la posicion suspendida, es cuando la madre se coloca sobre algunos o
todos sus crios en el nido, sin embargo, la madre permanece activa,
acicalandose, reconstruyendo el nido y amamantando. La segunda postura
son las cuclillas y consiste en la madre agazapada, en una postura quieta en
respuesta a la suficiente estimulacion. La ultima postura es la supina y esta
caracterizada por que la madre se acueste de lado, dando acceso libre a los
pezones, y se observa durante periodos largos de conducta materna
imperturbable mayores a 10 dias posnatales.

Construccién del nido, conducta en la cual la madre relne material y escoge
un lugar para agrupar a sus crias. Ademas de estas conductas maternas,
existen otras conductas que se presentan en el contexto de cuidado materno,
como el acarreo de crias, conductas exploratorias como el olfateo y

excavacion en el nido o cama de la casa hogar y auto acicalamiento.



A) Posicion B) Cuclillas bajas
suspendida
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Figura 1. llustraciones de las diferentes posturas de cuidado materno. A) Posicién suspendida, la
rata madre esta sobre todos los cachorros mientras se involucra en otros comportamientos como
vocalizar, acicalamiento a los cachorros, reconstruyendo el nido o acicalandose. B) Cuclillas bajas,
la madre extiende sus extremidades con la espalda ligeramente arqueada permitiendo que los
cachorros accedan a su vientre. C) Cuclillas altas, esta postura se caracteriza por un alto
arqueamiento de la espalda y extensiones importantes de las extremidades por parte de la rata
madre que permite a las crias acceder a su vientre. Ademas, las ratas madres cesan toda otra
actividad durante la lactancia. D). Posicién supina, esta postura se caracteriza por la rata madre
acostada o durmiendo de lado con cachorros unidos a sus pezones (Modificado de Rees et al.,
2009).

1.3 Separacién Materna

La separacion materna (SM) es uno de los modelos experimentales en
roedores mas utilizados, que asocia la carencia de cuidado materno sobre
alteraciones duraderas en el comportamiento y en la neurobiologia del sistema
nervioso central (SNC), causando vulnerabilidad para el padecimiento de

enfermedades en la salud en la vida adulta (Lukas et al., 2010; Nishi et al., 2014).



Este modelo consiste en separar a la madre de sus crias por breves periodos
de 15 min hasta 60 min, o prolongados de 3 h, 6 hy hasta 24 h, y hasta las primeras
dos semanas de vida y es comunmente usado para examinar las consecuencias de
experiencias de la vida temprana, siendo un simulador de estrés social temprano y
un entorno de riesgo, debido a la interrupcion de las interacciones sociales con la

madre que son fundamentales para un desarrollo 6ptimo (Nylander & Roman, 2013).

Los resultados sobre el neurodesarrollo de las crias dependen de las
manipulaciones que se realicen en cuanto al tiempo y duracién de la separacion
materna. Por ejemplo, la separacion materna de 15 min, que también es llamada
“handling”, simula condiciones de crianza natural de los roedores, en donde la
madre deja a sus crias solas por un breve periodo de tiempo para conseguir comida,
siendo que en este modelo se observan efectos beneficiosos en etapas tardias del
desarrollo, como un decremento en conductas tipo ansiosas, ademas de niveles
bajos de corticosterona y la actividad del eje hipotdlamo pituitaria adrenal (HPA),
teniendo como consecuencia, una respuesta reducida al estrés, es decir, resiliencia
a este mismo, siendo considerado este un ambiente protector (Nishi, 2020; Nylander
& Roman, 2013; Tata, 2012). Mientras que la separacién materna por 24 horas en
el DPN 10, esta relacionado con una disminucion en la produccion de leptina y un
incremento en los niveles plasméaticos de corticosterona y aldosterona (Salzmann
et al., 2004).

Ademas, Haller et al., (2014) nos muestra que el modelo de SM con una
duracion de mas de tres horas diarias, incrementa la intensidad de agresion, es
decir, incremente las frecuencias de ataque a ratas inofensivas, como mordidas en
el area del cuello, y la respuesta al estrés mediante medidas de los glucocorticoides

tanto en ratas jévenes como adultas.

En roedores, la presencia de la madre y la calidad de interaccion entre madre-
cria permite que la actividad del eje HPA se encuentre en niveles adecuados,
durante este periodo los niveles de glucocorticoides y corticosterona bajos son
necesario para el crecimiento normal y el desarrollo del SNC. Por lo tanto, el estrés

durante ese periodo del desarrollo es un factor que desajusta la actividad del eje



HPA, demostrando que la SM incrementa los niveles de corticosterona en plasma
en la edad adulta (Aisa et al., 2007; Nishi et al., 2014)(ver figura 2).
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Figura 2. Niveles de corticosterona en plasma de ratén. Se observan cambios en los niveles de
corticosterona en ratones que tuvieron el factor de separacion materna repetida (Post-SMR) y en el
grupo de separacion materna de una sola ocasion (SM-Unica). El * indica diferencias significativas

con respecto al control y # diferencias significativas con respecto al grupo (Pre-SMR) antes de la

separacién materna repetida (Modificado de Nishi et al., 2014).

Se sabe que la SM durante la infancia, afecta sistemas de neurotransmision
como el endocannabinoide. Romano-Lopez et al. (2012) observé que en la adultez
las ratas con SM presentan una reduccion del receptor CB1 y reduccion del arbol
dendritico de las neuronas de la CPF; mientras que hay un aumento del CB1R y del
arbol dendritico en el nucleo accumbens (NAc) y cuando son expuestas al consumo

voluntario de alcohol (solucién al 10% v/v) lo consumen mas.

Adicionalmente un estudio hecho por Lukas et al. (2010), sefiala que existen

cambios en el cerebro, principalmente en el sistema oxitocinérgico, debido al factor



de la SM, en ciertas areas del cerebro, con una disminucion de la union a los
receptores a oxitocina (OXTR) en el septum lateral y el putamen, y un incremento
en la unién de OXTR en el hipotdlamo ventromedial (ver figura 3). Sin embargo, no
se ha estudiado si hay cambios en el OXTR en la CPF, o NAc debido a la conjuncion

de dos factores, la separacion materna y el aislamiento social.

[:I Control - SM ‘

Unién de OTR (dpm/mg)

Figura 3. Efectos de la separacién materna en la unién del receptor de oxitocina en el septum
lateral, de 5, 8 y 16 semanas de edad de ratas macho. Se observa un decremento en los niveles
de unién del OXTR en las semanas 8 y 16. * indica diferencias significativas con respecto al control
y # diferencias significativas con respecto al grupo de 5 semanas de edad. (Modificado de Lukas et
al., 2010).

1.4 Socializacion

La formacion de un grupo es una estrategia que se ha establecido en algunas
especies de mamiferos y vertebrados para la supervivencia de la especie. La

formacion de una sociedad requiere de la interaccion entre pares que implican



conductas verbales y no verbales, tanto para el establecimiento de jerarquias y
reglas, asi como de estrategias para la resolucion de problemas (De Jaegher et al.,
2010; Kwak et al., 2018; Walker & McGlone, 2013).

La especie humana es altamente social, y tiene una clara relacién entre la
calidad de la socializacion y la salud fisica y mental; por ejemplo, las buenas
relaciones sociales se asocian a una disminucion de riesgos cardiovasculares y
enfermedades infecciosas, incremento resiliente al estrés, y una reduccién de
ansiedad y depresion. Por lo tanto, es indispensable fortalecer las relaciones
sociales desde la infancia hasta la adultez para garantizar un desarrollo adecuado
y saludable tanto psicolégico como fisico (Bosch & Young, 2018; Walker & McGlone,
2013). Estas relaciones sociales estan constituidas por la familia, los amigos y las
parejas romanticas, y son importantes para la integracion de la sociedad (Johnson
& Young, 2015).

En ratas adolescentes se pueden observar interacciones sociales que se
consideran como conductas de juego, y son de naturaleza enérgica. Contiene
elementos de comportamiento agresivo, depredador y sexual, que son
indispensables para el aprendizaje de las interacciones sociales en la adultez
(Vanderschuren et al., 2016). Adicionalmente, son conductas motivadas que
contribuyen al bienestar emocional. El juego social da forma al desarrollo adecuado

del cerebro durante la infancia y adolescencia.

Por otro lado, se ha observado en humanos que las interacciones sociales
disfuncionales durante etapas tempranas del desarrollo tienen un impacto negativo

en las habilidades sociales y la funcion cognitiva en el adulto.

Debido a que la especie humana es fundamentalmente sociable, cuenta con
un sustrato neuroanatdémico especializado conocido como “cerebro social’. Las
areas asociadas son, la corteza prefrontal medial (CPFm), corteza cingulada
anterior, surco temporal superior, Amigdala (AMY) e insula anterior (Blakemore,
2008). Por ejemplo, la CPFm se activa cuando a sujetos les ponen tareas que
implican pensar en estados mentales en relacién con el yo (Johnson et al., 2002) o



juegos que involucran suponer los estados mentales de otros (Gallagher et al.,
2002).

Love (2014) menciona que la formacion y el mantenimiento de los vinculos
sociales en mamiferos se da a partir de las interacciones entre los sistemas
Oxitocinérgico-Dopaminérgico (OT-DA), mediante la activacion de neuronas
oxitocinérgicas que se dirigen al ATV estimulando las neuronas dopaminérgicas

mesocorticolimibicas.

Se ha reportado que los niveles de oxitocina son méaximos cuando el raton
expresa emociones positivas, por ejemplo, cuando tienen interaccion social.
Adicionalmente se ha observado que los ratones carentes del OXTR, muestran un
incremento en las conductas relacionadas con la ansiedad, reduccion en la
interaccioén social, y un incremento en la respuesta de sobresalto (Cataldo et al.,
2018), sugiriendo que el OXTR tiene una funcion en la conducta social, el estado de

animo y la ansiedad.

Por otra parte, se ha demostrado que la oxitocina participa en la memoria de
reconocimiento social, que es un tipo de memoria asociada a las relaciones sociales.
Ferguson et al., (2000) sugieren que en los mecanismos de la memoria de
reconocimiento social en la amigdala medial (MeA), son dependientes de la
oxitocina, adicionalmente observaron que hay una disminucion en la liberacion de
oxitocina cuando aislaron a ratas adultas por 7 dias. Complementariamente se
demostré con ratones knock out al gen que codifica para los receptores de oxitocina
una pérdida de la memoria de reconocimiento social a corto plazo, en la tarea de
habituacion social y deshabituacion, pero no a otros tipos de memoria (Mumtaz et
al., 2018).

Estos estudios nos sugieren que la oxitocina participa especificamente en
los mecanismos de memoria social, y no propiamente de los mecanismos de la
memoria. Siendo asi que cuando hay privacion de socializacion le impide un

desarrollo adecuado que le permite una mejor habituacion al medio ambiente.
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1.5 Aislamiento Social

La socializacién no es una etapa en el ser humano, mas bien es una linea
continua y hay un momento que es imprescindible que ocurra y la adolescencia es
uno de estos periodos criticos en donde, la mayoria de los sistemas de
neurotransmision continian madurando hasta edades tempranas de la adultez. Esta
etapa se caracteriza por el aumento de las interacciones sociales, el desarrollo
cognitivo y conductas riesgosas (Pais et al., 2019). Se ha sugerido que la falta de

interaccién social es un factor de estrés (Mumtaz et al., 2018).

Estudios en humanos sugieren que los factores estresantes durante estos
periodos criticos de desarrollo estdn asociados a un incremento en la vulnerabilidad
a desarrollar trastornos del estado de animo y/o consumo de sustancias (Butler et
al., 2016; Meng et al., 2010, 2011), por ejemplo, consumo excesivo de etanol y

sintomas de depresion (Ge et al., 2017).

Experimentar estrés en etapas tempranas del desarrollo como, por ejemplo,
a través de la negligencia en el cuidado parental y el aislamiento social durante la
adolescencia afecta la funcion de la corteza y el hipocampo involucradas en la

regulacion de las emociones (Mumtaz et al., 2018).

Se ha demostrado, en roedores, que la exposicion al aislamiento social
produce tanto alteraciones moleculares, estructurales y funcionales en diferentes
areas del cerebro. Por ejemplo, la disminucién del factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF), que es una de las neurotrofinas mas importantes ya que participa
en el desarrollo del cerebro a través de regulacion de la supervivencia de las
neuronas, especializacion, migracion, sinaptogénensis, y densidad de las espinas
dendriticas (Biggio et al., 2019).

El modelo de aislamiento social (AS) posnatal en roedores crea una condicion
de estrés capaz de inducir cambios duraderos en la actividad del eje HPA y un
incremento de la actividad locomotora, exacerbacion de la agresion, conductas tipo
ansiosas observadas en tareas como laberinto elevado en cruz, campo abierto,

entre otras, ademas, propension a desarrollar enfermedades fisicas (Biggio et al.,
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2019), demostrando que la naturaleza de algunas especies de roedores es vivir en

grupo.

Se ha observado que el sistema dopaminérgico y serotoninérgico
incrementan la liberacion de su neurotransmisor en la corteza prefrontal de ratones
macho aislados, estos cambios, inducen comportamientos anormales, por ejemplo,
hiperlocomocion, conductas agresivas, déficits en la prueba de inhibicién previa al
prepulso, deterioro cognitivo, decremento en el contacto social y conductas tipo

ansiosas y depresivas (Ago et al., 2013).

Adicionalmente, se ha encontrado un aumento en la liberacion de DA
(dopamina) en Nucleo Accumbens (NAc) bajo el aislamiento social, después de

inyecciones sistémicas de cocaina y anfetamina (Mumtaz et al., 2018).

1.6 Sistema Oxitocinérgico

La Oxitocina (OXT) es un péptido que consta de 9 aminoacidos (secuencia:
Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNHz2) sintetizado principalmente en neuronas
magnocelulares y menormente en neuronas parvocelulares del ndcleo
paraventricular (PVN) y el nucleo supradptico (SON) del hipotalamo y es llevado por
un trasportador axonal a la glandula pituitaria posterior y liberado en el torrente
sanguineo (Bakos et al., 2018; Busnelli & Chini, 2018; Lin & Hsu, 2018; Neumann,
2008). Los objetivos diana de la OXT son la amigdala, hipocampo, estriado, nucleo
supraquiasmatico, nucleo cama de la estria terminal y tallo cerebral, actuando como

neuromodulador o neurotransmisor (Lin & Hsu, 2018).

Sintesis

El gen que codifica a la proteina precursora de OXT y su neurofisina asociada,
contiene 3 exones y 2 intrones. El primer exén (57) contiene la regiébn promotora no
codificante, péptido sefial, el nonapéptido OXT y la N-terminal, la regién variable de

la neurofisina. El segundo exdn codifica la regidon central de la neurofisina; y el tercer
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exon, codifica el extremo restante C-terminal de la neurofisina. En los humanos, el
gen OXT esta ubicado en el cromosoma 20 separado por 8 centimorgans del
centromero (en la rata por 11 kb) (Busnelli & Chini, 2018; Gimpl & Fahrenholz, 2001;
Jurek & Neumann, 2018). En el caso del gen OXT, la secuencia de ADN reguladora
reside en el -216 a -100 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion, en

donde opera un activador de la transcripcion especifico.

La traduccion del ARNm de OXT se produce en los ribosomas del reticulo
endoplasmico rugoso como parte de la proteina precursora (prepropéptido) que
consiste en el péptido sefial, el nonapéptido y la neurofisina en el soma neuronal.
El péptido sefal apoya la transferencia de proteinas al aparato de golgi, donde se
produce la concentracién y el empaquetamiento en vesiculas neurosecretoras
recién formadas y un procesamiento postraduccional. Dicho procesamiento
postraduccional intravesicular de la proteina precursora incluye la escision
proteolitica secuencial por enzimas convertidoras especiales y la conversion en
partes mas pequefias de OXT y neurofisina, y varias modificaciones de proteinas,
entre ellas glicosilacion, fosforilacion, acetilacion y amidacion. Mientras se someten
al proceso de maduracién postraduccional en vesiculas neurosecretoras, estas
llamadas vesiculas de nucleo denso grandes se dirigen a sus sitios de liberacion a
través del transporte axonal. Una vez que llegan a las terminales neurohipofisiales,
las vesiculas que contienen OXT se almacenan y liberan de las terminales
neuronales a los capilares neurohipofisiales y, por lo tanto, al torrente sanguineo
periférico a través de las llamadas zonas de contacto neurohemal (Jurek &
Neumann, 2018).

Ademas, se sabe que en los axones y las dendritas existe la presencia de
ARNmM de OXT, sin embargo, solo las dendritas son capaces de sintetizar proteinas
de manera local. Por lo tanto, la sintesis de OXT en los somas de las neuronas
magnocelulares de OXT es necesaria para la liberacion de nonapéptidos desde las
terminales axonales a la sangre (o dentro de las regiones diana centrales de las

proyecciones axonales) y para la liberacion somatica dentro de SON y PVN,
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mientras que para la liberacion dendritica de OXT como se encuentra en SON y
PVN se sintetiza en dendritas (Bakos et al., 2018).

Una vez finalizada la sintesis de OXT y su empaquetamiento en vesiculas,
se trasporta y se almacena en las terminales neurohipofisiales, pero también dentro
de las dendritas de neuronas magnocelulares hipotalamicas. Posteriormente, OXT
es liberada desde axones terminales neurohipofisiales de axones y/o axones
terminales de neuronas que proyectan centralmente, y de somas y dendritas dentro
del SON y PVN hipotalamicos.

La sintesis hipotalamica de OXT en SON, PVN y en sangre son
desencadenadas por varios estimulos fisiolégicos especificos, como la succién
durante la lactancia, el nacimiento, la estimulacion sexual, estrés. Y su degradacion
se da a partir de la enzima oxitocinasa, que pertenece a la subfamilia de las
aminopeptidasas (Jurek & Neumann, 2018; Sue Carter, 2018).

La oxitocina cuenta con un receptor (Bakos et al., 2018; Lukas et al., 2010;
Neumann, 2008), que tiene el aminoacido Isoleucina en la posicion 3 de su
secuencia, que es el sitio activo del receptor (Gimpl & Fahrenholz, 2001; Jurek &
Neumann, 2018). OXTR pertenece a la familia de los receptores acoplados a
proteinas G, especificamente a la rodopsina clase A que esta comprendida por siete
hélices transmembranales conectadas por tres bucles extracelulares y tres bucles
intracelulares agrupados en un paquete. Se ha demostrado que este receptor se
une a proteinas G de inhibicién (Gg/11 y Gi/o) (Busnelli & Chini, 2018).

Los receptores de oxitocina se encuentran tanto en la membrana presinaptica
como en la postsinaptica, teniendo diferentes modulaciones en el sistema, por
ejemplo, los receptores presinapticos pueden tener una modulacion excitadora e
inhibidora (Bakos et al., 2018).

La activacion del receptor de oxitocina en la membrana presinaptica da como
resultado un aumento de la concentracion de calcio intracelular, que aumenta la
secrecion del neurotransmisor en la hendidura sinaptica. Existen dos mecanismos

principales por los cuales la oxitocina participa en el aumento de calcio (Ca?*). El
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primero es a través de una proteina Gaq que activa al efector primario fosfolipasa
C (PLC), esta enzima hidroliza el fosfolipido fosfatidilinositol bifosfato (PIP2)
teniendo como producto dos segundos mensajeros, el diacilglicerol (DAG) e inositol
1,4,5-trifosfato (IP3). A su vez el IP3 activa a su receptor IP3R teniendo como
resultado la liberacién de Ca?* intracelular de las reservas internas, mientras que
DAG activa la proteina quinasa C (PKC). El segundo mecanismo es a través de la
inhibicién del canal de potasio (K) Kir7.1, lo cual induce la despolarizacion de
membrana y la entrada de Ca?* por medio de canales de Ca?* dependientes de

voltaje (Bakos et al., 2018) (ver figura 4).

La activacion las proteinas Gi inhibe la actividad de la adenilato ciclasa,
reducen la concentracion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), activan la
fosfatidilinositol-4,5 bisfosfato 3-quinasa (PI3K) y las rutas de la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK) y regulan directamente la actividad del canal idnico
de potasio (Bakos et al., 2018; Busnelli & Chini, 2018). Finalmente, esto lleva a la
disminucion de la probabilidad de la liberacion del neurotransmisor (Bakos et al.,
2018).

Los efectos del mecanismo de las proteinas Go estan acoplados a la
regulacién de diferentes tipos de canales de Ca?*, Sodio (Na*) y potasio (K%),
contribuyendo a la regulacidbn de la excitabilidad, secrecién, liberacion de
neurotransmisores y por lo tanto plasticidad sinaptica de la membrana (Bakos et al.,
2018; Busnelli & Chini, 2018).
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Figura 4. Receptores presinapticos de oxitocina acoplados a proteinas G modulan la polaridad de
la membrana. OXTR: receptor de oxitocina; VDCC: canales de calcio dependientes de voltaje;
PIP2: fosfatidilinositol bifosfato; 1P3: 1,4,5-trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol (Modificado de
Bakos et al., 2018).

Se ha demostrado que la modulacion sindptica excitadora a partir de
activacion de los receptores de oxitocina presinapticos mejora la liberacion de
glutamato evocado por la despolarizacién en el hipocampo, o en la medula espinal.
Por ejemplo, esta liberacion de glutamato excita a las neuronas GABAérgicas de la
medula espinal que inhiben a las neuronas serotoninérgicas que estan involucrados

en la trasmision del dolor.

Adicionalmente, los OXTR estan expresados postsinapticamente y se ha
descrito que estos regulan los comportamientos sociales (Bakos et al., 2018; Bosch
& Young, 2018; Neumann, 2008), como el septum lateral, ATV, NAc, AMY, CPF
(Jurek & Neumann, 2018).

Mediante estudios de autoradiografia se ha demostrado que las células
gliales y astrocitos expresan OXTR. En los astrocitos el receptor esta acoplado a

una proteina Gg, aumenta la concentracion de calcio intracelular movilizado desde
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las reservas sensibles a IP3 (Bakos et al., 2018), lo que implica que los receptores

de oxitocina podrian modular el crecimiento celular.

Tribollet et al. (1989), han demostrado que la expresion de OXTR tiene
cambios especificos en el cerebro a lo largo del desarrollo, y Jones et al. (2017)
sugieren que este receptor desempefia un papel en la maduraciéon de los
comportamientos sociales. De hecho, se ha descrito su funcion en las interacciones
sociales, incluidas la agresion, filiacion, cuidado parental, comportamientos
sexuales y cognicién social, ademas de la formacion de vinculos, la memoria social
y el estrés social (Haller et al., 2014; Heinrichs et al., 2009; Heinrichs & Domes,
2008; Jones et al., 2017; Lukas et al., 2010; OIff et al., 2013), promoviendo la
confianza inicial, la interaccién y la cooperacion con terceros. También se ha
observado que tiene efectos ansiolitivos, reduce las respuestas inmunes e
inflamatorias y desempefia un papel en el aprendizaje de la memoria social y la

reduccion del dolor (Leong et al., 2018).

Por otra parte, debido a que los vinculos sociales y las relaciones estables
estan asociados con niveles altos de oxitocina, posiblemente tengan una funcién de
prevencion contra las adicciones a sustancias de abuso, ya que se ha observado
gue las personas consumidoras a drogas de abuso muestran conductas antisociales

y una pobre toma de decisiones en el factor social (McGregor & Bowen, 2012).

Asimismo, se ha descrito que el maltrato infantil es un factor de riesgo
reconocido para el desarrollo de agresion y violencia excesiva (Lukas et al., 2010)
y se ha observado que las experiencias tienen influencia en el sistema oxitocinérgico
en edades tardias (Olff et al., 2013).

1.7 Corteza prefrontal

La CPF es una region cortical crucial que integra informacion de numerosas
areas corticales y subcorticales, y converge informacion actualizada con estructuras
de salida de la informacion. Esta involucrada en las funciones ejecutivas como, el

control cognitivo (Goyal et al., 2008), la planeacién, el razonamiento, el lenguaje, la
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conducta social compleja (Grossmann, 2013), la toma de decisiones, la anticipacion,

inhibicion de los impulsos y la flexibilidad cognitiva (Funahashi, 2017).

Esta &rea se refiere a las regiones de la corteza cerebral que son anteriores
a la corteza premotora y el area motora suplementaria, y se divide en tres areas
principales, CPFm, la corteza prefrontal lateral (CPFI) y la corteza orbitofrontal
(COF). Cada una de estas subdivisiones participa en funciones especificas, la
primera esta involucrada en la coordinacién bimanual, tareas cognitivas que
necesitan atencion, memoria espacial, resolucion de conflictos (Goyal et al., 2008;
Grossmann, 2013) y tiene conexiones con las regiones del cerebro que estan
involucradas en el procesamiento emocional (AMY), la memoria (hipocampo) y las
regiones sensoriales de orden superior (region temporal). La segunda, en el
lenguaje, atencidon, memoria explicita y de trabajo, procesamiento de nueva
informacion, responsable del orden temporal de los eventos, la orientacién, media
la actitud, y el proceso de razonamiento espacial (Goyal et al., 2008), ademas recibe
conexiones de regiones del cerebro que estan implicadas en el control motor
(ganglios basales, corteza premotora, area motora suplementaria) y el monitoreo

(corteza cingulada) (Grossmann, 2013).

Por ultimo, la COF desempefia un papel en las expectativas de recompensa,
en el procesamiento de la emocidn, integracion sensorial, en la anticipacion y
procesamiento de los resultados. Recibe proyecciones del talamo dorsomedial. El
dafio o lesion en la CPF puede tener como consecuencia anormalidades
conductuales, disfuncion ejecutiva, trastornos psiquiatricos y neurologicos (Xu et al.,
2019).

Se sabe que la CPFm en roedores es anatomicamente diferente a la del
humano, dado que en los primeros esta dividida en tres subregiones, corteza
cingulada anterior, prelimbica e infralimica sin embargo, su funcionalidad es muy
similar (Heidbreder & Groenewegen, 2003; Ko, 2017).

También se ha observado que los OXTR se encuentran en interneuronas
GABAérgicas en la CPFm, principalmente en el area prelimbica, teniendo como

funcidn, inhibir conductas ansiosas. Esto nos sugiere que los receptores de OXT
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estan participando en la regulacion de conductas tipo ansiosas, y depresivas, debido

a estresores como la SMy el AS.

1.8 Nucleo Accumbens

El NAc ocupa parte del estriado ventral. Este ndcleo juega un papel
importante en la motivacion, recompensa, el reforzamiento, las adicciones, la
cognicion, el miedo y la agresion. Esta conformado por 2 subregiones, la zona
central (Core) y la corteza (Shell), con dos tipos de poblaciones neuronales, las
espinosas medianas que representan el 90% de todas las neuronas del cuerpo
estriado con tono GABAérgico; y tres poblaciones de interneuronas, como las
colinérgicas. Con aferencias de la insula rostral medial, ATV, CPF, y AMY (Castro
& Bruchas, 2019; Ko, 2017). EI NAc tiene proyecciones excitadoras al hipocampo,
amigdala basolateral (ABL) y CPF.

Al ser esta un area de motivacion y recompensa se ha observado que
también participa en el reforzamiento de las interacciones sociales. Se sabe que el
OXTR esta expresado en esta area, sin embargo, desconocemos qué funcién tiene

en la socializacion.

CPFm

LS)€4-----" \
2l \ BNST):

PVN
'y -
Glandula
Pituitaria
Figura 5. Circuitos neuronales relacionados con conducta social. Estructuras involucradas en el
apego social y sus proyecciones, en cerebro de roedor. Las flechas en negro indican las
proyecciones directas y las flechas discontinuas indican las proyecciones indirectas. BO: Bulbo
olfatorio; PVN: Nucleo paraventricular; BSNT: Nicleo cama de la estria terminal; LS: Septum
Lateral; AMY: Amigdala; ATV: Area tegmental ventral; CPFm: Corteza prefrontal medial
(Modificado de Ko, 2017).
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2. Justificacion

La separacion materna y el aislamiento social afectan la conducta y el
desarrollo neurolégico, siendo factores de vulnerabilidad para desarrollar trastornos
mentales como la depresion, la esquizofrenia y el abuso de sustancias. Por lo que
resulta importante explorar los mecanismos que subyacen el cuidado parental y la
socializacion, particularmente el involucro del receptor de oxitocina durante la
adolescencia y contribuir a sentar las bases para determinar la manera en la que el

cuidado parental y socializacion podrian prevenir enfermedades mentales.

3. Planteamiento del problema

Se sabe que la OXT es el principal componente relacionado con las
interacciones sociales, el vinculo madre-hijo, cuidado parental, relaciones de pareja.
Se ha reportado que los estresores en la vida temprana, como la negligencia
parental o el aislamiento social, pueden generar cambios en expresion del sistema
oxitocinérgico, predisponiendo a conductas relacionadas con la ansiedad y abuso
de sustancias en la edad adulta. A la fecha no se ha descrito si la separacion
maternay el aislamiento en la adolescencia, impactan en la expresion del OXTR en

areas del cerebro como la CPFm y NAc en la rata adulta.

4. Pregunta de Investigacion

¢La separacion materna en la infancia y el aislamiento social durante la
adolescencia impactara en la expresion del receptor de oxitocina de la CPFm y el

NAc de la rata adulta?
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5. Objetivos generales

Describir el impacto que genera la separacion materna en la infancia y el
aislamiento social durante la adolescencia, en la expresion del receptor de oxitocina

en la corteza prefrontal y el nlcleo accumbens, de la rata macho adulta (DPN9O0).

5.1 Objetivos especificos

Cuantificar mediante la técnica de inmunofluorescencia, la expresion del OXTR
medida por inmunoreactividad por area, en la CPFm (prelimbica e infralimibica) de
ratas macho adultas que fueron sometidas a los protocolos de separacion materna

y aislamiento social.

Cuantificar mediante la técnica de inmunofluorescencia, la expresion del OXTR
medida por inmunoreactividad por area, en la NAc (core y shell) de ratas macho
adultas que fueron sometidas a los protocolos de separacién materna y asilamiento

social.

6. Hipotesis

La separacion materna durante la infancia y el aislamiento social en la
adolescencia decrementara la expresion del receptor de oxitocina en la adultez en

la corteza prefrontal medial y el nlicleo accumbens.
7. Método

7.1. Sujetos

Se utilizaron 7 ratas gestantes a término (Wistar), a partir del dia de gestacion
19-20, obtenidas del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM, las cuales se
alojaron individualmente y se aclimataron a las condiciones del bioterio del
laboratorio, con temperatura (22 + 1°C) y humedad (52%) controladas con un ciclo

de luz / oscuridad de 12 h/ 12 h (se encienden a las 08:00 am) con acceso a comida
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(Lab Chow, Purina) y agua purificada ad libitum, y se mantuvieron bajo vigilancia

constante para registrar el alumbramiento de las crias.

El dia del nacimiento de las crias fue asignado como dia postnatal (DPN) 0.
El destete y el sexado se llevé a cabo el DPN 21 y a partir de este momento se
seleccionaron Uunicamente a los machos. Se les continu6 alimentando de Lab Chow
y agua purificada al libitum y siguieron con las mismas condiciones del bioterio del

laboratorio.

El cuidado y manejo de los animales se apegl estrictamente a las
disposiciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana sobre “Especificaciones
Técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio” (NOM-062-
Z00-1999).

7.2 Protocolos de manipulacion temprana

7.2.1 Cuidado materno y separacion materna (SM):

Se utilizaron dos grupos, como grupo control (cuidado materno, NSM), la
madre permanecid en la caja hogar con sus crias hasta el dia del destete sin
ninguna manipulacién excepto por la limpieza de estas (Ver figura 8A). Al grupo
experimental (con SM) se le retird a la madre de la caja hogar dejando a las crias
juntas pero solas, durante tres horas diarias (de 8:00 a 11:00 am) por 14 dias (DPN
2 al DPN 15), donde se coloc6 en una caja individual alejada de sus crias y diferente

estante, pero en la misma habitacion (Amancio-Belmont et al., 2020) (Ver figura 8B).
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Figura 8. Linea del tiempo de la metodologia. Se muestra los dias postnatales (DPN) de cada una

de las manipulaciones del grupo control (A) y experimental (B), desde el nacimiento de las crias

hasta la eutanasia de estas en su adultez. SM (separacion materna), NSM (con cuidado materno).

7.2.2 Socializacion y Aislamiento social:

Se utilizaron dos grupos, el primero fue el grupo control que consistiéo en

socializar (SOC) de 9 a 10 machos (de una o diferentes camadas) del DPN24 hasta

el DPN60. Se colocaron en una caja de plexiglas transparente (50x100x50cm). A

partir del DPN 60 se colocaron en cajas individuales de acrilico transparente
(25x37x20cm) hasta el DPN 90 (Amancio-Belmont et al., 2020) (ver figuras 6; 8 Ay

B).
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Figura 6. Fotografia del protocolo de socializacion. Se puede observar a diez ratas macho
conviviendo dentro de la caja hogar de plexiglass (50x100x50cm), con una edad de 60DPN. Agua

y alimento estuvieron dispuestos ad libitum.

La manipulacion del grupo experimental consistio en aislar (AS) a 10 ratas en
cajas individuales de plexiglas transparente (25x37x20cm) desde la adolescencia
(DPN 24) hasta la adultez (DPN90) (Spear, 2000) (ver figuras 7; 8 Ay B).

Figura 7. Fotografia del protocolo de aislamiento social. Se puede observar una rata macho en una
caja hogar individual de acrilico (25x37x20cm), con una edad de 60DPN. Agua y alimento ad

libitum.

24



7.3 Técnica de Inmunofluorescencia:

Para evaluar la expresion de OXTR, se us0 la técnica de inmunofluorescencia,
que nos permitié cuantificar la expresion celular de los receptores. Adicionalmente
se utilizé el marcador neuronal NeuN y DAPI (4,6-diamino-2-fenilidol) para marcar

nucleos celulares.

Se anestesiaron a las ratas con pentobarbital sédico (126mg/kg, i.p) y una
vez que mostraron los signos de anestesia profunda se perfundieron
intracardialmente, con 250 ml de una solucion de bufer de fosfatos al 0.1 M (PBS) y
posteriormente con 250 ml de una solucion de paraformaldehido (PFH) al 4%
(Romano-Loépez et al., 2012). Los cerebros fueron removidos y almacenados en
PFH al 4% durante 24 horas. Posteriormente se sumergieron en diferentes
soluciones de sacarosa al 10, 20 y 30 % 24 horas cada una. Se utilizé un criostato
Leica (CM1510-3) para obtener las rebanadas de tejido a un grosor de 14 uymy se
montaron en portaobjetos gelatinizados. Las regiones de interés fueron la CPFm y
NAcc (ver figura 9), se tomé como referencia la linea media y la fimbria del fornix,
asi mismo se utilizo el atlas del cerebro de rata (Paxinos & Watson, 2013) para
localizar las areas anatdmicas. Los cortes fueron almacenados en una caja para
portaobjetos en un congelador de -20° hasta el momento de la realizacion de la

inmunofluorescencia.
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Figura 9. Nivel aproximado de los cortes cerebrales utilizados. Se muestra la corteza prefrontal

medial (infralimbica y prelimbica) en rojo y el nacleo Accumbens (nucleo core y shell) en azul

(Modificado de Paxinos & Watson, 2013).

Protocolo de Inmunofluorescencia para OXTR

Antes de empezar el protocolo los cortes fueron sacados del congelador y

aclimatado 5 minutos. A continuacion, los cortes se delimitaron con un gel

hidrofébico ImmEdge (Vector Laboratories) y colocados dentro de una camara

hameda, en donde se realizd la recuperacion antigénica con buffer de citratos de

sodio (pH 6.00), dos lavados de 5 min cada uno, a continuacion, se hicieron tres

lavados con PSB 5 min cada uno. Después se incubo el tejido por 3 horas en una

solucion de 1% de albumina de suero bovino (BSA); preparado con Tritén al 0.2% y

PBS. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS y se incubd el tejido

durante 24 horas a 4°C sobre un agitador Benchrocker 3D (serie1203035), con una

mezcla de 100ul de anticuerpo primario policlonal de cabra anti-receptor OXTR
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(Abcam, ab87312) y el segundo anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-NeuN
(Millipore, MAB377), diluido en BSA a una concentracion de 1:100. Se realizaron
tres lavados con PBS y se incubaron por 2 horas los anticuerpos secundarios: anti-
cabra acoplado a un fluorocromo Alexa Fluor 647 a una concentracion de 1:400
para el OXTR y el segundo anticuerpo secundario anti-raton acoplado a fluorocromo
Alexa Fluor 594 a una concentracion de 1:200, diluido con BSA. Nuevamente se
realizaron 2 lavados con PBS de 10 min cada uno y un lavado de 5 min.
Porsteriormente, se agreg6 20 microlitros de medio de montaje para fluorescencia
Vectashield con DAPI, se colocé el cubreobjetos, sin dejar burbujas en el tejido, se
seco el exceso de medio de montaje y se sellé con barniz las orillas del cubreobjetos.
Los cortes fueron almacenados en cajas para portaobjetos en el congelador de -20°

hasta que se observaron en el microscopio.

Los cortes fueron observados en un microscopio confocal laser Leica TCS
SP8 (Leica Microsystems, Mannheim, Germany), equipado con un objetivo
apocromatico para inmersion en aceite de 63x (N.A.1.4), con un laser de 405nm.
Las imagenes fueron analizadas utilizando el software ImageJ 1.53c, que nos
permitié cuantificar el porcentaje de area de inmunoreactividad o de fluorescencia
de las células. El atlas del cerebro de rata de Paxinos & Watson, 2013, fue utilizado
para localizar las areas anatémicas de interés. El nUmero de células positivas se

cuantificé bilateralmente en ambas estructuras.

7.4 Disefio Experimental
Este experimento tuvo un disefio de 2x2 teniendo como primer factor la

separacion materna (SM/NSM), y como segundo factor el aislamiento social
(AS/SOC).

Variables independientes

e Separacion materna (NSM/SM)
e Socializacion (SOC/AS)

Variable dependiente
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e Porcentaje de inmunoreactividad por area del receptor de

oxitocina

7.5 Andlisis Estadistico

Para el area de la CPFm, la prueba de Shapiro-Wilk demostré que los cuatro
grupos cumplen con el principio de normalidad, pero segun la prueba de Leven no
cumplen con la homogeneidad de varianzas (F (3,26) = 6.22, p = 0.002), mientras
que para el area de NAc, la prueba de Shapiro-Wilk demostrd que los cuatro grupos
no cumplen con el principio de normalidad ni la homogeneidad de varianzas segun
la prueba de Levene (F (3,26) = 5.98, p = 0.003), por lo tanto para ambas areas se

utilizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis para el analisis de los datos.

Las pruebas estadisticas se realizaron mediante el programa de GraphPad

Prisma versioén 7.

8. Resultados

En la figura 10 se muestran fotos representativas de laminillas con un corte
coronal de la CPFm a una distancia aproximada de 2.20mm de bregma. Las fotos
fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia con una amplificaciéon de 63x y
los cerebros corresponden a los sujetos que pasaron por las manipulaciones de
estrés temprano. La sefial verde fluorescente marca el receptor de OXT, la cual se
observa en la membrana plasmatica, alrededor de los nucleos celulares marcados

en color azul.
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NSM/SOC.

Figura 10. Fotografias representativas que muestran la sobreposicion de la marca fluorescente
(verde) de OXTR y DAPI (azul) para nucleos celulares, en un corte coronal de cerebro de un sujeto
de cada grupo. Amplificacion 63X de la CPFm (Prelimbica e Infralimbica). Las flechas blancas

indican algunas células positivas a OXTR.

Para el area de CPFm (ver figura 11), se realizé un analisis kruskal-Wallis y
se observaron diferencias significativas del porcentaje de inmunoreactividad (H (3)
=19.26, p = 0.0002), con una mediana de 4.69 para NSM/SOC, 0.92 para NSM/AS,
1.41 para SM/SOC y 1.01 para SM/AS. Con un analisis de comparaciones multiples
de Dunn, se encontrd que el porcentaje de inmunoreactividad de OXTR en CPFm
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es menor en los grupos NSM/AS (p = 0.0002) y SM/AS (p = 0.0074) con respecto al
grupo control (NSM/SOC).

CPFm

(2]
1

E-Y
1

*%

N
1

o

Inmunoreactividad (%area)

)
%0
’

& & &

Figura 11. Comparacion del porcentaje de inmunoreactividad de OXTR en el area CPFm, en los
grupos NSM/SOC, NSM/AS, SM/SOC, SM/AS. Andlisis de Kruskal-Wallis. El analisis de
comparaciones multiples de Dunn indica diferencias significativas entre NSM/AS y SM/AS contra el

control (**p <0.01, **p<0.001). Las barras de error denotan el error estandar de la media (SEM).

En la figura 12 se muestran fotos representativas de laminillas con un corte
coronal de NAc a una distancia aproximada de 2.20mm de bregma. Las fotos fueron
tomadas en un microscopio de fluorescencia con una amplificacion de 63x y los
cerebros corresponden a los sujetos que pasaron por las manipulaciones de estrés
temprano. La sefal verde fluorescente marca el receptor de OXT, la cual se observa
en la membrana plasmaética, alrededor de los nucleos celulares marcados en color

azul.
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Figura 12. Fotografias representativas que muestran la sobreposicion de la marca fluorescente
(verde) de OXTR y DAPI (azul) para nucleos celulares, en un corte coronal de cerebro de un sujeto
de cada grupo. Amplificacion 63X del NAc (Core y Shell). Las flechas blancas indican algunas

células positivas a OXTR.

Para el area de NAc (ver figura 13), se realizé un analisis kruskal-Wallis y se
observaron diferencias significativas del porcentaje de inmunoreactividad (H (3) =
17.88, p = 0.0005), con una mediana de 2.75 para NSM/SOC, 1.20 para NSM/AS,
1.50 para SM/SOC y 0.77 para SM/AS. Con un analisis de comparaciones multiples

de Dunn, se encontré que el porcentaje de inmunoreactividad de OXTR en NAc es
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menor en los grupos NSM/AS (p = 0.011) y SM/AISL (p = 0.0003) con respecto al
grupo control (NSM/SOC).
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Figura 13. Comparacion del porcentaje de inmunoreactividad de OXTR en el area NAc, en los
grupos NSM/SOC, NSM/AS, SM/SOC, SM/AS. Andlisis de Kruskal-Wallis. El analisis de
comparaciones multiples de Dunn indica diferencias significativas entre NSM/AS y SM/AS contra el

control (*p <0.05, ***p<0.001). Las barras de error denotan el error estandar de la media (SEM).

9. Discusion
Con base en nuestros resultados demostramos que el AS tiene un impacto

sobre la expresion del OXTR en la CPFm y el NAc. Los resultados demuestran que
hay una disminucién significativa en la expresion de OXTR en la CPFm y el NAc, en
los grupos NSM/AS y SM/AS comparado con el control. Estos resultados sugieren

que el AS tiene un mayor impacto sobre la expresion del OXTR que la SM.

Si bien autores como Lukas et al., (2010) y Sandi & Haller, (2015) muestran
gue la SM de mas de tres horas diarias por dos semanas después del parto, reduce
la expresion de OXTR en NAc, AMY medial y septum lateral, nuestros datos

sugieren que la SM no tiene un efecto en la expresion de los receptores de oxitocina
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en el NAc y CPFm en la adultez, no obstante, no podemos descartar que la OXT y
sus receptores no estén expresandose diferencialmente en otras areas debido a
estos estresores. Sin embargo, las diferencias que hay entre el protocolo de SM de
Sandi y Haller y el nuestro, es que estos autores retiran a las crias de su caja hogar,
mientras que nosotros retiramos a la mama de la caja hogar y las duraciones son

diferentes ellos hacen mas de 3 horas y nosotros 3 horas exactas.

Por otra parte, hemos descrito anteriormente que la socializacion, es decir, la
interaccidn con conespecificos facilita el desarrollo de las funciones ejecutivas, lo
gue garantiza que los sujetos se adapten al entorno social y pueda contender con
las demandas del grupo y las propias para alcanzar el éxito social, por ejemplo,
mejores decisiones financieras, aceptacion en grupos sociales, éxito en el trabajo
resolucién de problemas, planificacion de la jubilacion o uso de créditos (Tangney
et al., 2004).

Por lo que la interaccién social durante el desarrollo en los mamiferos es de
suma importancia, cuando estamos aislados socialmente durante el periodo critico
de la adolescencia, que es cuando se crean las estrategias para socializar que
continlan hasta la adultez temprana. Nuestros resultados sugieren que las
consecuencias neuroanatomicas de la disfuncién del sistema oxitocinérgico, y
sugerimos que expresarian afecciones en la conducta como muestran Butler et al.,
2016; Ge et al., 2017, en una exacerbacion de la agresion, adicciones a sustancia,

enfermedades mentales, como la depresion y la ansiedad.

Adicionalmente, los receptores de OXT estan expresados en las neuronas de
la CPFm (Bakos et al., 2018), por lo que sugerimos que la baja expresion de estos
receptores que nosotros encontramos después del aislamiento social ante la

adolescencia, podria ser el responsable de la expresion de la disfuncion prefrontal.

Ademas, la exposicion al estrés por aislamiento social induce una variedad
de cambios endocrinologicos que incluyen la activacion del eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA), liberacion de catecolaminas, que culmina en la liberacion
de glucocorticoides (GC), la activacion del sistema simpético-adrenomedular,

aungque en algunos otros estudios reportan lo contrario, asi como también una
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disminucién en la expresion del BDNF impidiendo un correcto desarrollo del cerebro

en la sinaptogénesis (Biggio et al., 2019).

La CPFm es una estructura involucrada en las funciones cognitivas
relacionadas con la toma de decisiones y regulacion de las emociones (Mumtaz et
al., 2018). Se ha observado que la disfuncién prefrontal facilita conductas tipo
ansiosas, conductas agresivas, un decremento en las interacciones sociales (Ko,
2017; Mumtaz et al., 2018), asi mismo se ha encontrado una desregulacion en los

sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos (Love, 2014).

Como podemos observar en nuestros resultados el AS es el factor que
impacta mas que la SM, ya que tanto los roedores como los humanos somos una
especie fundamentalmente social, que, al privarlos de este componente a temprana
edad, estan afectando areas del cerebro como la CPFm, siendo esta un area que
proyecta a otras areas como la AMY, el hipotalamo y el NAc, de hecho, es quien
regula el control ejecutivo y coordinacion de comportamientos sociales. Un ejemplo
de esto en pacientes que sufrieron lesiones en la CPFm teniendo como resultado

un deterioro social severo y una flexibilidad conductual reducida (Ko, 2017).

Adicionalmente, se ha demostrado que la administracién sistémica de
cocaina y anfetamina un aumento en la liberacion de DA en NAc bajo el aislamiento
social (Mumtaz et al., 2018). Con base en lo anterior sugerimos que el aislamiento
social, favorece el efecto reforzante y por lo tanto la basqueda por sustancias y

como consecuencia que el sujeto mas facilmente se vuelva adicto.

10. Conclusioén

El aislamiento social tiene un mayor impacto sobre los receptores de
oxitocina en la corteza prefrontal y el niicleo accumbens del cerebro de la rata adulta,
sugiriendo que impacta con mayor facilidad en conductas reguladas por otras

estructuras.
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11. Limitaciones

Para complementar este estudio faltaron pruebas conductuales que
demostraran si los sujetos tenian conductas tipo depresivas, ansiosas o0 agresivas,
sin embargo, debido a la pandemia por la COVID-19, no se pudieron terminar de

realizar las que estaban en proceso.

En el presente estudio no se diferenci6 la corteza prelimbica e infralimbica
en la toma de fotos para una mayor especificidad en la participacion de OXTR, asi
como también de los ndcleos del NAc, pero en futuros estudios es recomendable
hacer la diferenciacion debido a que se ha observado una diferenciacion en la
funcionalidad de las subregiones. Adicionalmente, el anticuerpo usado para marcar
el OXTR dejé de fabricarse por lo que no se pudieron obtener mas muestras de
inmunofluorescencia con NeuN, esto se planea solucionar con la busqueda otro

anticuerpo de la misma marca y funcionalidad.

12. Propuesta

Investigar la participacion de OXY y OXTR en sujetos aislados socialmente
en otras areas del circuito que participa en la conducta social, como la AMY, el VTA,
y la Habénula medial y lateral utilizando el mismo disefio experimental descrito
anteriormente. Adicionalmente, demostrar vulnerabilidad a la busqueda y consumo
de sustancias, utilizando los protocolos de condicionamiento de preferencia de lugar
(CPL), autoadministracion de anfetamina y manipular farmacol6gicamente la
conducta con antagonistas y agonistas de OXTR. Ademas, evaluar conductas de
interaccion social cuando estén interaccionando entre pares. También usar el
modelo de SM por un modelo de madre alta cuidadora y baja cuidadora

(Meaney,2000), y medir conductas maternas.
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