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Resumen

El estrés durante las etapas tempranas de la vida (ELS, por sus siglas en inglés:
early life stress,) es un factor para el desarrollo de psicopatologias y alteraciones
conductuales que pueden prevalecer hasta la edad adulta. El hipocampo es una
estructura vulnerable a los efectos del estrés, principalmente durante los estadios
posnatales tempranos. Es generalmente aceptado que el ELS modifica la conducta
y la reactividad al estrés a largo plazo debido que causa una deficiencia en el circuito
de retroalimentacion negativa del eje HPA a nivel de hipocampo e hipotalamo. Sin
embargo existen pocos estudios que describan los mecanismos mediante los cuales

el ELS modifica el desarrollo de estas estructuras.

En la rata, la separacion maternal diaria neonatal por 180 minutos por 15 dias
(MS180) es un modelo animal para estudiar los efectos del ELS en el desarrollo. En
este trabajo analizamos los efectos de la MS180 sobre la expresion del
neuropéptido arginina vasopresina (AVP) en el hipotalamo; de igual forma se
comparo la densidad de las espinas dendriticas en el segmento inicial del axén
(AISS, Axonal initial segment spines) en la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo y la interaccion con las células microgliales y la colocalizacion con
PSD95. Adicionalmente, realizamos pruebas conductuales. En nuestros resultados
observamos un aumento de la expresion de AVP en el hipotdlamo al dia posnatal
15 (PND15), mientras que en el hipocampo encontramos un aumento de las AISS
en las células granulares del giro dentado. La MS180 aumentd la poblacion de
células microgliales y de igual manera se observa un aumento de puntos de la
proteina de la densidad postsinaptica 95 (PDS95), que colocalizan con las células
microgliales. Analizamos la conducta tipo depresiva por nado forzado y observamos
que los animales MS180 presentan un mayor tiempo en el parametro flotacion.
Adicionalmente realizamos pruebas para evaluar la memoria en el hipocampo, como
la prueba de localizacion de objetos, el reconocimiento social y el recuerdo del
miedo. En los resultados observamos que los animales MS180 presentan
problemas para reconocer las diferencias del objeto en un nuevo lugar, en la prueba
de localizacién de objeto. Por otro lado, en la prueba de reconocimiento social
ambos grupos tienen preferencia por la rata nueva. Al evaluar el recuerdo del miedo
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en la prueba observamos, que los animales MS180 presentan un mayor puntaje
cuando se exponen al sonido de un depredador (gato). Adicionalmente se analizé
la expresidn de c-Fos en los animales, después de ser expuestos al sonido, y
observamos un aumento de la expresion de c-Fos en el hipocampo dorsal y ventral,
en el grupo MS180. Estos datos en conjunto nos sugieren que el ELS modifica la
expresion de AVP en el hipotalamo, la microglia hipocampal y la conducta; estos
efectos pueden ser permanentes; sin embargo, es necesario seguir estudiando los

mecanismos en los cuales el ELS dirige estos cambios.
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Abstract

Stress during the early stages of life or early life stress (ELS) is a factor in the
development of psychopathologies and behavioral disturbances that can persist into
adulthood. The hippocampus is a structure vulnerable to the stress effects, mainly
during the early postnatal stages. It is generally accepted that ELS modifies behavior
and reactivity to long-term stress by causing a deficiency in the negative feedback
loop on the HPA axis at the hippocampus and the hypothalamus levels. However,
there are few studies that describe the mechanisms by which ELS modifies the

development of these structures.

Neonatal daily maternal separation for 180 minutes for 15 days (MS180) in rats is
an animal model to study the effects of ELS on brain development. In this work we
analyze the effects of MS180 on the expression of the neuropeptide arginine
vasopressin (AVP) in the hypothalamus. Likewise, the density of dendritic spines in
the axon initial segment (AISS) in the subgranular zone of the dentate gyrus of the
hippocampus and the interaction with microglial cells and co-localization with PSD95
were compared. Additionally, we performed behavioral tests. In our results, we
observed an increase in AVP expression in the hypothalamus at PND15, while in the
hippocampus we found an increase in AISS in the granular cells of the dentate gyrus
in males and females. MS180 increased the population of microglial cells and the
number of PDS95 points that co-localize with microglial cells. We analyzed the
depressive type behavior by forced swimming and we observed that the MS180
animals are statistically different in the time of flotation. Additionally, we performed
tests to evaluate the memory in the hippocampus, such as the object location test,
social recognition, and the fear memory. We observed that the MS180 animals
present problems to recognize the differences of the object in a new and familiar
place. On the other hand, in the social recognition test, both groups had a preference
for the new rat. When evaluating fear memory, we observed that the MS180 animals
present a higher score when exposed to sound of predator (cat). Additionally, the

expression of c-Fos was increased in the ventral and dorsal hippocampus of the
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MS180 group exposed to sound. These data suggest that ELS modifies
hypothalamic vasopressin expression, hippocampal microglia and behavior; these
effects may be permanent. It is necessary to continue studying the mechanisms by

which ELS directs these changes.
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1. Introduccion
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1. Generalidades

El estrés durante las etapas tempranas de la vida ("ELS" por sus siglas en inglés of
"early life stress"), se asocia con alteraciones en la conducta de ansiedad, la
depresion, la memoria y el aprendizaje (Aisa y cols., 2007). La separacién maternal
(MS), es el modelo mas usado para analizar los efectos del ELS en roedores
(Plotsky y Meaney, 1993; Hofer, 1973). Los estudios previos reportaron que los
eventos amenazantes durante el neurodesarrollo temprano se correlacionan con
una hiper-reactividad al estrés (Heim y Nemeroff, 2001; Mcllwrick y cols., 2016;
Veenema y Neumann, 2009), lo que sugiere que ELS programa a los animales para

que sean mas sensibles a situaciones adversas en la vida adulta.

El hipocampo es una estructura plastica y vulnerable a los efectos del estrés,
principalmente durante los estadios postnatales tempranos (McEwen y cols., 1992).
Ademas, el hipocampo patrticipa en el circuito de retroalimentacion negativa del eje
del estrés, el eje hipotalamo-hipdfisis-glandulas suprarrenales (HPA, por sus siglas

en ingles), y en procesos de aprendizaje y memoria (Tsigos y Chrousos, 2002).

En algunos trabajos se ha propuesto que los cambios sobre la conducta tipo
ansiedad y depresiva en animales con ELS se deben a una deficiencia del circuito
de retroalimentacion negativa del eje HPA, a nivel de hipocampo e hipotalamo (Shin
y cols., 2016; Swaab y cols., 2005). Nuestro grupo de trabajo reportd la proyeccion
de inervaciones vasopresinérgicas desde el hipotdlamo hacia el hipocampo,
mismas que son susceptibles a los efectos del estrés; también que la MS aumenta
la expresidon de arginina vasopresina (AVP) en el hipotalamo (Hernandez y cols.,
2012; Zhang y cols., 2012; Zhang y Hernandez, 2013).

Los estudios de Meaney y colaboradores (1996) propusieron a los
glucocorticoides (GC) como los principales mediadores de los efectos a largo plazo
causados por el ELS (Meaney y cols., 1996). Sin embargo, resultados mas recientes
reportaron que la exposicion al ELS no aumenta las concentraciones basales de los

GC durante la etapa neonatal (Lajud y cols., 2012). Posteriormente, Liao y

10



M. C. Ma. Angelica Roque Galicia. Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas.

colaboradores (2014), observaron que el tratamiento con el antagonista del receptor
a GC, RU486, tampoco previene los efectos del ELS sobre el desarrollo cerebral.
Estas observaciones sugieren la existencia de otros factores, que podrian dirigir los
efectos del ELS sobre el sistema nervioso central (SNC) y el comportamiento en la

adultez.

1.1.1. Estrés, larespuesta al estrés y el eje HPA

La palabra estrés se utiliza para describir las experiencias que nos representa un
reto, ya sea emocional y/o fisioldgico (McEwen, 2007, 2017). Walter Cannon y Hans
Selye fueron los primeros en describir al estrés y la respuesta al estrés, en la década
de los 30’s del siglo pasado. Cannon utilizé el concepto de “enfrentamiento o huida”
para referirse a la respuesta conductual de los organismos ante una amenaza
(Goldstein y Kopin, 2007). Mientras que el término estrés fue propuesto por Hans
Selye, quien observd el efecto del estrés cronico sobre la fisiologia de los
organismos; sus estudios lo llevaron a definirlo como “una respuesta inespecifica
del organismo ante un estresor continuo que conduce a un estado patoldgico, que
incluso puede concluir con la muerte del individuo” (Deussing y Chen, 2018; Squire,
2003). El término estrés es muy complejo, ya que involucra cambios emocionales y
fisiolégicos del organismo, en este trabajo se utilizd la definicion de Tsigos y
Chrousos (2002), que definen al estrés como una respuesta del organismo ante un
estimulo que amenace su homeostasis, y esta respuesta puede ser de tipo

conductual y fisioldgico.

Por otro lado, al hablar de estrés, se menciona el término alostasis, el cual
es el proceso que en forma activa mantiene la homeostasis. La alostasis puede
entenderse como una respuesta anticipada para afrontar el estrés de una
determinada situacion (interna o externa). Sin embargo, cuando este proceso de
alostasis es prolongado o no adecuado, conduce a que el proceso de adaptacion
sea ineficiente, lo que es referido como carga alostatica (Davies, 2016; Goldstein y
Kopin, 2007; McEwen, 2002). Esta respuesta des-regulada produce un desgaste o
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agotamiento en el individuo por una hiper-activacion de los sistemas de alostasis y

como consecuencia a largo plazo causa fallas en el organismo (McEwen, 2002).

1.1.2. La respuesta al estrés: el sistema nervioso autonomo y el eje

hipotalamo-hipofisis-glandulas suprarrenales

La respuesta al estrés recluta al sistema nervioso autonomo (SNA) para dar una
respuesta rapida y al eje hipotalamo-hipodfisis-glandulas suprarrenales (HPA) para
una respuesta lenta. EI SNA inerva los 6rganos del musculo liso en varias glandulas,
el corazén y el sistema vascular; estas proyecciones forman plexos en los érganos
como los pulmones, el tracto gastrointestinal, el sistema genitourinario y los vasos
sanguineos. De esta manera, el SNA puede controlar la respiracion, la digestion, la
respuesta inmune y reproductiva y mantener la homeostasis del organismo.
Ademas de lo antes mencionado, el SNA en situaciones de estrés puede movilizar
fuentes de energia para favorecer la respuesta rapida de “enfrentamiento o huida”
(McEwen, 2007).

La respuesta lenta al estrés esta mediada por el eje HPA; este se activa
cuando los organismos detectan una amenaza fisica o psicolégica (Goncharova,
2013). Los estimulos sensoriales se integran en el hipotalamo y esto conduce a la
liberacion de una cascada de hormonas (Lupien y cols., 2005). La hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y el neuropéptido arginina vasopresina (AVP) se
secretan por el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), ambas llegan a la
glandula hipdfisis donde estimulan la secrecion de la hormona adenocorticotropica
(ACTH). La ACTH se vierte a la circulacion para llegar a las glandulas suprarrenales
donde induce la secrecion de los glucocorticoides. Los principales glucocorticoides
(GC) efectores son la corticosterona en roedores y el cortisol en humanos. Durante
la activacién de la respuesta al estrés los GC promueven la movilizacion de fuentes
de energia, inducen la lipolisis y protedlisis, y participan en la modulacion de la
conducta (Herman y cols., 2016). Durante el desarrollo los GC son requeridos para
la maduracion de los tejidos periféricos y la diferenciacion celular en el sistema

nervioso central (Galeeva y cols., 2010).
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Los GC interaccionan con dos tipos de receptores en el SNC, tipo 1 o
mineralocorticoide (MR) y tipo 2 o glucocorticoide (GCR). En condiciones
fisiologicas cuando las concentraciones de GC son bajas los MR se encuentran
ocupados, ya que tienen una mayor afinidad (De Kloet, 2000). Los GCR solo se
activan cuando las concentraciones de GC aumentan, como en los estados de
estrés cronico. Los GCR se encuentran distribuidos en todo el SNC, principalmente
en la hipdfisis, el hipotalamo, la corteza prefrontal y el hipocampo. En estas
estructuras participan como mediadores del asa de retroalimentacién negativa del
eje HPA que permite inhibir la respuesta al estrés y restaurar la homeostasis. En
conjunto todos estos cambios biolégicos preparan al organismo para tener un
desempefio optimo bajo condiciones adversas, pero estan destinados a ser

transitorios (McEwen, 2002).

1.2. Neuropéptidos hipotalamicos relacionados con la respuesta al estrés

El estrés induce la activacion del eje HPA, por lo cual requiere del reclutamiento de
varias estructuras y la participacion de los mensajeros quimicos. Estos mensajeros,
son los neuropéptidos CRH y AVP, principalmente; se originan en el hipotalamo y
se vierten hacia el sistema portal hipofisiario para inducir la sintesis y liberacion de
la propiomelanocortina (POMC), esta a su vez, es procesada para originar la ACTH
(hormona adenocorticotrépica) y las beta endorfinas. Posteriormente, la ACTH es
liberada al torrente sanguineo, hasta llegar a las glandulas adrenales y estimular la

sintesis y liberacion de los GC (Inda y cols., 2017; Tsigos y Chrousos, 2002).

La CRH es una molécula peptidica involucrada en la respuesta al estrés y
responsable de inducir la sintesis y secrecion de ACTH en la glandula hipdfisis. La
CRH esta formada por 41 aminoacidos y deriva de un precursor de 196
aminoacidos, fue aislada y caracterizada por Wylie Vale en 1981 (Laryea y cols.,
2012). Este péptido se sintetiza en las células parvocelulares en el PVN del
hipotalamo. 5% de las neuronas tipo CRH co-expresan AVP en el hipotalamo
(Deussing y Chen, 2018; Perkeybile y Bales, 2015). La CRH se almacena en las

terminales de los axones de la zona externa en la eminencia media (Korosi y Baram,
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2008). La liberacion de neuropéptidos como la CRH depende de un factor sensible
N-etilmaleimida que se une a un complejo, lo cual permite la fusion del granulo de
secrecion con la membrana en el sitio de liberacion (Deussing y Chen, 2018). Como
se ha mencionado antes, la CRH puede ser liberada en condiciones de estrés; sin
embargo, también puede ser estimulada durante el ciclo circadiano (Coleman y
Canal, 2017). Las neuronas CRH pueden inducir la secrecién circadiana de ACTH
y los GC (de Kloet y cols., 1998; Deussing y Chen, 2018); los efectos de la CRH son
mediados a través de sus receptores: CRHR1 y CRHR2 (Alcantara-Alonso y cols.,
2017; Hugin-Flores y cols., 2003; Zheng y cols., 2016). Estos receptores se
encuentran distribuidos en distintas areas cerebrales. La expresion de CRH ha sido
descrita en areas extra-hipotalamicas tales como el nucleo central de la amigdala,
la sustancia negra, el bulbo olfatorio, la corteza cerebral, el cerebelo y el hipocampo
(Authement y cols., 2018; Laryea y cols., 2012; Korosi y Baram, 2008). Los efectos
de la CRH son diversos, y se han relacionado con conductas de tipo depresiva,
ansiedad, termorregulacion y con habitos alimenticios (Alcantara-Alonso y cols.,
2017; Zhen y cols., 2016).

Por otro lado esta el neuropéptido AVP; éste esta constituido por 9
aminoacidos, se produce principalmente en el nucleo paraventricular (PVN) y el
nucleo supra o6ptico (Buijs y cols., 1980; Reppucci y cols., 2018; Rundle y Funder,
1988) del hipotalamo. La AVP fue aislada y descrita por Vincent du Vigneaud en
1953 quien gand el premio nobel por sus contribuciones a la medicina, neurocirugia
y endocrinologia (Ottenhausen y cols., 2016). La AVP se sintetiza principalmente en
las neuronas magnocelulares y parvocelulares del PVN del hipotalamo (Buijs y cols.,
1980). La AVP se sintetiza como parte de un péptido precursor que contiene tres
pre-propéptidos que seran procesados durante el transporte axonal para dar origen
a la AVP, la neurofisina Il (AVP-NP II), y un glucopéptido llamado copeptina (Acher
y Chauvet, 1988; Clements y Funder, 1986; McEwen, 2004). La AVP que esta
localizada en las neuronas magnocelulares es transportada hacia la hipdfisis para
ser liberada al sistema portal-hipofisiario y a la circulacion sistémica (McEwen,
2004). Las neuronas parvocelulares productoras de la AVP proyectan sus axones

hacia la capa externa de la eminencia media, e inducen la secrecion de las
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hormonas de la hipéfisis, como la ACTH (Koshimizu et al., 2012). Las fibras AVP+
son de origen hipotalamico y proyectan hacia distintas areas cerebrales como el
hipocampo (Zhang y Hernandez, 2013); ademas, la AVP también se expresa en el
nucleo del lecho de la estria terminalis, el septo lateral y la amigdala central
(DiBenedictis y cols., 2017; Rood y cols., 2013). La AVP participa en la modulacién
de las conductas de agresividad y territorialidad, ademas de su participacion en
procesos cognitivos de aprendizaje y memoria (Caldwell cols., 2008; de Kloet,
2010). Las funciones de AVP son mediadas por sus receptores: V1a, V1b y V2.
Estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC y la periferia.
El receptor V1b se encuentra localizado en las células corticotropas de la hipdfisis,
en donde la AVP actua para inducir la liberacion de ACTH en respuesta al estrés
(Aguilera y cols., 2008, Ma y cols., 1997, Ma y cols., 1999). Adicionalmente, el
receptor V1a se expresa en el giro dentado (GD) del hipocampo, en el nucleo del
lecho de la estria terminalis, la amigdala, el cerebelo, la corteza cerebral, el bulbo
olfatorio, el nucleo paraventricular, el septo y el nucleo supraquiasmatico (Gray y
cols., 2014). Por otro lado, la activacién del receptor V1a se ha relacionado con el
desarrollo de conductas de ansiedad, alteraciones en el reconocimiento social y la
conducta social (Wang y cols.,1997). La activacion del receptor V1a en el cerebro
anterior se relaciona con la memoria, el reconocimiento y el aprendizaje social, la
orientacién y la defensa de los recursos (comida, agua, territorio) (Cilz y cols., 2019;
Hammock y cols., 2013; Yang y cols., 2017). Adicionalmente, el trabajo de Riveros-
Barrera (2015) documenté que la expresion y distribucion de la AVP y sus

receptores pueden ser moduladas por la edad y el sexo de los individuos.

1.3 Modelos de estrés: Separacion Maternal

Los estudios pioneros de Meaney y colaboradores, mostraron que el cuidado
materno tiene efectos a largo plazo sobre la respuesta al estrés (Plotsky y Meaney,
1993). Estos estudios contribuyeron a demostrar que la exposicion al estrés durante
las etapas tempranas de la vida (early life stress, ELS) puede programar al eje HPA.
Sus estudios en animales expuestos a ELS durante las primeras dos semanas
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posnatales, mostraron un aumento plasmatico de ACTH y corticosterona en la edad
adulta (Plotsky y Meaney, 1993). Posteriormente, diversos grupos de investigadores
desarrollaron distintos modelos de ELS, tales como la fragmentacién del cuidado
materno causado por la falta de material de nido (ECS) y privacién de cuidados
maternos por 24 horas (lvy y cols., 2008; Maniam y cols., 2015; Mirescu y cols.,
2004; Murgatroyd y cols., 2016). El modelo de ELS mas utilizado es la separacion
maternal (MS). Este consiste en separar a las crias 3 horas al dia durante las
primeras dos semanas posnatales. La MS induce una disminucion de la unién del
receptor a GC en el hipocampo y el hipotalamo, sitios importantes para la regulacion

negativa de la sintesis de CRH y la respuesta al estrés (Meaney y cols., 1996).

La MS disminuye la densidad de las fibras musgosas del hipocampo, y se
relaciona con un bajo desempeio en pruebas de aprendizaje y memoria en
animales adultos (Huot y cols., 2002). Por otro lado, la MS induce una mayor
activacién de las poblaciones neurales productoras de CRH y AVP en el hipotalamo
(Desbonnet y cols., 2008; Wang y cols., 1997; Zhang y cols., 2012), lo cual puede
inducir una respuesta exacerbada del eje del estrés a largo plazo. Ademas de CRH,
la AVP es un neuropéptido susceptible a los eventos adversos durante el desarrollo
(Emanuel y cols., 1989), mientras otros trabajos han descrito la disminucion de AVP
en estructuras extra-hipotalamicas en animales adultos comparada con los

adolescentes (DiBenedictis y cols., 2017).

Adicionalmente, la MS correlaciona con un aumento en la conducta de
agresividad tanto en animales juveniles como adultos, la cual se acompania de una
mayor expresion del mMRNA de AVP en el PVN del hipotalamo y en el nucleo del
lecho de la estria terminalis (Veenema y Neumann, 2009). Por otra parte, al
combinar la MS y un segundo estresor, como el estrés crénico psicosocial en la
edad adulta, los animales responden con cambios mas dramaticos como la pérdida
de peso, aumento en la conducta de ansiedad y aumento en la expresion de AVP
en el PVN (Veenema y cols., 2008). Lesse y colaboradores (2017) reportaron que
las experiencias adversas durante la etapa posnatal temprana programan al sistema

neuroendocrino para responder ante eventos estresantes en la edad adulta; asi,
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han descrito en ratas jovenes adultas, una mayor vulnerabilidad a presentar una
conducta tipo depresiva en la prueba de nado forzado y un incremento en la
expresion del receptor V1a en el hipocampo, en la que esta ultima disminuye en la
edad adulta (Lesse y cols., 2017). Estos datos sugieren que los animales sometidos

a SM son mas vulnerables a los efectos del estrés en la etapa adulta.

Otro modelo de ELS es por ECS; consiste en colocar a ratas lactantes con
material de nido limitado entre los dias posnatal 2-9; en este modelo se observé una
mayor expresion de CRH en el PVN en condiciones basales, y un incremento de la
secrecion de corticosterona en el PND9; sin embargo, en la edad adulta no se
observaron alteraciones de las concentraciones de corticosterona en condiciones
basales, pero si problemas de aprendizaje y memoria moderadas en la prueba del
laberinto acuatico de Morris (lvy y cols., 2008; Rice, Sandman y cols., 2008). En
otros trabajos con animales KO para el GCR se observo una mayor secrecion de
corticosterona, y una mayor expresiéon de ACTH y AVP en PVN al PNDG6, mientras
que en la edad adulta no se observaron alteraciones en las concentraciones de
corticosterona en condiciones basales y tampoco en la evaluacion de la conducta
de ansiedad o tipo depresivas (Schmidt y cols., 2009), lo cual sugiere que durante
la edad posnatal ocurrieron varios fendbmenos que programaron los efectos

permanentes observados en la edad adulta.

Los efectos del ELS pueden inducir modificaciones epigenéticas sobre
algunos genes, como lo mostraron algunos de los trabajos del grupo de Murgatroyd
y colaboradores, en donde el ELS por deprivacion maternal de 24 horas, induce un
aumento en la actividad del promotor del gen de AVP en el hipotalamo (Murgatroyd
y cols., 2009; Murgatroyd y Spengler, 2014), acompanado de un incremento de la
expresion de AVP en la respuesta al estrés durante la edad postnatal temprana, lo
que sugiere que la expresion incrementada de AVP puede conducir a alteraciones
neuroendocrinas y conductuales a largo plazo (Murgatroyd y cols., 2009).

Los receptores de AVP y de CRH se expresan de manera transitoria en areas
relacionadas con el control negativo del eje del estrés, tales como la corteza y el
hipocampo durante etapas criticas del desarrollo (primeras dos semanas
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posnatales) (Hammock y Levitt, 2012; Kolber y cols., 2010), lo que sugiere que
eventos adversos en estos estadios del desarrollo pueden alterar los patrones de
expresion de genes relacionados con la respuesta al estrés a largo plazo, a nivel de

hipocampo e hipotalamo.

Por otro lado, el ELS puede alterar la maduracién y la conectividad neural en
estructuras como el hipocampo, en particular en las células piramidales. Estas
presentan una disminucion de la complejidad en el arbol dendritico (Pedrazzoli y
cols., 2019), lo cual se ha relacionado con problemas de aprendizaje y memoria. La
MS como modelo de ELS puede alterar la poblacidén de las células microgliales en
el hipocampo (Roque, y cols., 2016). Las células microgliales desempefian multiples
funciones como células derivadas del sistema inmune cerebral; estas células no
solo protegen contra los patégenos o del dafo, sino que también durante el
desarrollo cerebral cumplen una importante labor como es la participacién en la
poda neuronal (Catale y cols., 2020). La microglia participa en la refinacién o poda
sinaptica que ocurre durante el neurodesarrollo temprano; su funcién es remodelar,
modificar o eliminar los contactos sinapticos que no son necesarios (Miyamoto y
cols., 2016; Acharjee y cols., 2018), por lo cual una alteracion en el entorno de las
poblaciones microgliales puede conducir a una poda sinaptica deficiente y por lo

tanto una comunicacién neuronal alterada (Johnson y Kaffman, 2018).

El periodo posnatal temprano es una fase critica para la maduracién de las
conexiones neurales en estructuras como el hipocampo; en donde la exposicion a
eventos adversos puede alterar su desarrollo (Liao, y cols., 2014) y la respuesta al
estrés a largo plazo. La conectividad y el desarrollo neural normal puede afectarse
por la modificacidén de la posa sinaptica microglial y los neuropéptidos relacionados
con la respuesta al estrés durante el desarrollo postnatal temprano. No obstante,
aun no se cuenta con una descripcion detallada de los efectos del ELS durante la

ontogenia.

1.4 El hipocampo, estrés y vasopresina
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La formacién hipocampal se compone del cuerno de Amon (cournus ammonis, CA)
que se divide en las regiones: CA1, CA2, CA3 y el giro dentado (GD). El GD tiene
forma de V y es subdividido en tres capas: La capa de células granulares (GCL) en
el estrato medio, la capa moleculary el hilio, o hilus, que es la capa mas interna. La
capa de células granulares esta formada por 6 a 8 capas de los cuerpos celulares
de las células granulares y las neuronas principales del GD. Las células granulares
tienen una forma de cono invertido con un arbol de dendritas apicales que proyectan
al estrato molecular. La capa molecular es la mas superficial del GD. Contiene
axones de la via perforante que se originan en la corteza entorrinal y forman
contactos sinapticos con las dendritas de las células granulares. También contiene
interneuronas GABAérgicas y fibras aferentes hacia el GD. La capa mas interna, el
hilus, que también es conocida como capa polimorfica, contiene neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas, y los axones de las células granulares, y las mas
abundantes son las células musgosas. El borde entre la GCL y el hilus es la zona
subgranular, una region de suma importancia, ya que es donde ocurre la
neurogeénesis durante toda la vida, por lo cual ésta estd compuesta de células

progenitoras, ademas de células de canasta (Toni y Schinder, 2015).

El hipocampo participa en el proceso de la formacién de la memoria espacial
y el recuerdo al miedo, en conjunto con la amigdala (lzquierdo, y cols., 2016,
Chaaya y cols., 2018). Los receptores AMPA participan en los procesos de la
plasticidad cerebral; una de las subunidades es la GluA1, cuya fosforilacidén
aumenta en areas como la corteza prefrontal y el hipocampo dorsal (Caudal y cols.,
2010) en respuesta a un estimulo. Durante el proceso de la memoria se ha
relacionado con un aumento de la sintesis de GIuA1 en el hipocampo y la
potenciacion a largo plazo, para la consolidacion de la memoria (Cammarota y cols.,
1998; Lee y cols., 2010).

El hipocampo presenta un nicho neurogénico que perdura toda la vida,
ademas de su participacion en el desarrollo de conductas de depresion, del asa de
retroalimentacion negativa del eje del estrés y su vulnerabilidad a los efectos del
ELS (Mirescu y Gould, 2004; Murray y cols., 2020; Schloesser y cols., 2009). El
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estrés y la ansiedad estan relacionadas al miedo. Los eventos de estrés pueden
potenciar las conductas al miedo, manifestandose como pesadillas o recuerdos de
algun evento traumatico (Li, y cols., 2020); si bien es un proceso mediado por la
amigdala basolateral, también se observa una participacién del hipocampo y su

plasticidad y el crecimiento dendritico (Chaaya, y cols., 2018).

Los péptidos CRH y AVP tienen papeles diferenciales durante las respuestas
fisioloégicas y patolégicas como el estrés. La CRH y la AVP estan intimamente
involucradas en la maduracion y conectividad del hipocampo durante el desarrollo
posnatal temprano; por lo tanto, su expresion es sensible a los efectos de los
eventos adversos (Alcantara-Alonso, y cols., 2017; Hammock y Levitt, 2012;
Hammock, 2013; Li, y cols., 2017). Las células tipo Cajal-Retzius hipocampales, que
presentan expresion de CRH transitoria durante las primeras semanas postnatales,
participan en la maduracién del hipocampo (Chen y cols., 2001). La expresién del
receptor CRHR1 inicia con una distribucion desorganizada en la formacion
hipocampal desde PNO, y esta distribucion se restringe al area CA1 y GD en PN21
(Rosinger y cols., 2017). La presencia de AVP y la expresion de sus receptores en
el hipocampo procedente de inervaciones de origen hipotalamico (Zhang y
Hernandez, 2013) se reportd durante el desarrollo y en la edad adulta (Chafai, y
cols., 2012; Corbani, y cols., 2018). La expresién de AVP en el hipocampo se ha
relacionado con procesos de aprendizaje y memoria (facilitador de memoria)
(Alescio-Lautier y Soumireu-Mourat, 1999). Los trabajos de Hammock y Levitt
(2012) muestran una expresion transitoria del receptor V1a en el hipocampo dorsal,
durante las primeras tres semanas posnatales, lo cual sugiere su participaciéon en el
balance de la inhibicién y excitacion en estructuras limbicas. Por otro lado, la
expresion del receptor V1b en las células piramidales del area de CA2 se ha
relacionado con la regulacion de conductas sociales, agresividad y reconocimiento
social (Caldwell, Wersinger y Young, 2008; Chafai, y cols., 2012; Stevenson y
Caldwell, 2012). Los trabajos de Gunn y cols. (2017), demostraron que la CRH
puede modular la funcion hipocampal en la conectividad de la transmisidn excitatoria
de las células piramidales de CA3 y esto puede tener efectos sobre la memoria en

situaciones de estrés. De igual forma, los animales que fueron sometidos a ELS
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durante el periodo posnatal temprano y a los cuales se les administré un bloqueador
del receptor CRHR1, mostraron una atenuacion de los efectos del estrés sobre
proteinas de plasticidad sinaptica como sinaptofisina y PSD95 en el hipocampo
(Liao, y cols., 2014). Mientras que, en trabajos en humanos con ELS, se ha
relacionado un polimorfismo en el gen de CRHR1 y el desarrollo de depresion y
alteraciones en la actividad hipocampal y las funciones cognitivas (Short y cols.,
2020; Grimm y cols., 2017; Zheng y cols., 2016).

Algunos trabajos que muestran la participacion de las células gliales en la
memoria al miedo y el hipocampo. Li y cols. (2020) reportaron la participacion de los
astrocitos, en la consolidacion del recuerdo al miedo dependiente de hipocampo (Li,
y cols., 2020).

1.5 Lamicrogliay el estrés en el hipocampo

Las células microgliales se originan del mesodermo. En roedores, éstas migran al
SNC durante el desarrollo embrionario alrededor del dia embrionario 9.5-12;
posteriormente proliferan y se distribuyen durante la primera semana posnatal
(Ginhoux y cols., 2013). Las microglias son fagocitos mononucleares del SNC, que
dan soporte y proteccién a las neuronas; estas células estan distribuidas en el
cerebro y la espina dorsal, y son aproximadamente entre el 5-20% de la poblacion
de células gliales del SNC (Ginhoux, y cols., 2013). Las células microgliales
participan en la regulacion del remodelamiento del circuito sinaptico y pueden

fagocitar el material sinaptico en un cerebro sano (Lehrman, y cols., 2018).

Durante el desarrollo cerebral ocurre un proceso muy importante como es la
poda sinaptica, el cual se encarga del refinamiento y eliminacién de sinapsis
innecesarias (Andoh, y cols., 2019; Miyamoto, y cols., 2016; Paolicelli, y cols., 2011).
El proceso de la poda sinaptica es mediado por las células microgliales del sistema
inmune. Por mucho tiempo se considerdé al cerebro como un érgano inmuno-
privilegiado, pero a finales del siglo 20 salié a la luz que el sistema inmune esta

involucrado en la poda sinaptica. Si bien los mecanismos por los cuales las células
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microgliales “eligen” qué sinapsis eliminar son desconocidos, se ha mostrado que
existen mecanismos para proteger algunas sinapsis, como es el caso en sistema
retinogenicular en el desarrollo, donde se analizaron animales de 8 y 13 dias de
edad, y se observé la presencia de CD47 en los botones sinapticos y su receptor
SIRP alfa en las células microgliales, y la falta de estos puede conducir a una
eliminacion exagerada de contactos sinapticos (Lehrman, y cols., 2018).
Adicionalmente, la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-I) en
neuronas durante el desarrollo y células microgliales, se ha propuesto como una
“‘marca neuronal”’ para la remocion de los contactos sinapticos (Cardozo, y cols.,
2019; Goddard, y cols., 2007; Huh, y cols., 2000). Las células microgliales pueden
interaccionar con las espinas en el segmento inicial del axén (AIS) de las neuronas.
El AIS es un dominio localizado en el area proximal entre el soma/axén (20-60um),
que es el mayor regulador de la excitabilidad neuronal, manteniendo la polaridad
celular, tanto eléctrica como quimica, debido al aislamiento de los compartimentos
somatodendritico y axonal (Baalman y cols., 2015; Bolés y cols., 2019). Para la
interaccion entre células microgliales y AlS, se necesita la presencia de una proteina
de andamiaje Ankirina G, la cual se encuentra en las AIS que permite su
plegamiento (Kordeli, Lambert y Bennett, 1995; Leterrier, 2018). La ausencia de
Ankirina G disminuye la interaccion de las células microgliales y las AlS (Baalman,
y cols., 2015).

La exposicidn cronica a los glucocorticoides como consecuencia de eventos
de estrés prolongados representa un factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Swaab, y cols., 2005). La
exposicion a DEX (glucocorticoide sintético) disminuye la densidad de espinas
dendriticas, aumenta la proliferacién e induce un fenotipo activado de células
microgliales en el area de CA1 del hipocampo a los 6 meses en modelos murinos
de Alzheimer. Lo opuesto sucede cuando se les administra mifepristona (RU- 486)
antagonista del receptor a GC, ya que aumenta la densidad de espinas y disminuye
la densidad de las células microgliales (Pedrazzoli, y cols., 2019). El estrés crénico
como estado pro-inflamatorio se ha propuesto que induce cambios morfolégicos en

las células microgliales en diferentes areas cerebrales (hipocampo, corteza
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prefrontal) y la secrecién de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p3, IL-6, TNF-a) (Roque,
y cols., 2016; Banqueri, y cols., 2019; Viviani, y cols., 2014). La MS aumenta la
poblacién de las células microgliales durante la segunda semana posnatal (Delpech,
y cols., 2016) cambio que perdura hasta la edad adulta (Banqueri, y cols., 2018).
Una MS breve de 1 hora incrementa el niumero de espinas inmaduras y disminuye
las espinas maduras en el area CA1 del hipocampo en animales juveniles de 28
dias de edad (Wei, y cols., 2015).

De igual manera, algunos neuropéptidos relacionados con la respuesta al
estrés como la CRH, podrian estar involucrados en la plasticidad sinaptica, como es
la poda sinaptica y la remodelacion de los arboles dendriticos en estructuras como
el hipocampo (Johnson y Kaffman, 2018). La CRH puede activar receptores que se
encuentran en el soma y las espinas en el segmento inicial del axén, lo que en
situaciones de ELS se ha relacionado con una alteracion en la arborizacion de las
espinas dendriticas y podria repercutir en la formacion de la memoria dependiente

de hipocampo (Short, y cols., 2020).
1.6 Plasticidad sindpticay la conducta

Los eventos adversos durante la infancia no solo tienen consecuencias sobre los
procesos moleculares y fisiologicos del individuo, sino que también se ven reflejados
en sus acciones conductuales. Las interacciones sociales, los estados de animo
(ansiedad, tristeza, depresion), asi como los procesos cognitivos que ocurren en la
conducta humana pueden ser abordados utilizando modelos murinos. El estrés
altera los patrones de arborizacidn dendritica de las células piramidales del
hipocampo durante el desarrollo (Zhou, y cols., 2010), y provoca una disminucién
de marcadores de plasticidad sinaptica como PSD95 y sinaptofisina durante el
desarrollo (Andersen y Teicher, 2004; Liao, y cols., 2014); algunos autores han
propuesto una relacion con deficiencias en los procesos de aprendizaje y memoria
a largo plazo (Lajud, y cols, 2012). De acuerdo con esto, Lesuis y cols. (2019)
mostraron que el ELS altera el recuerdo al miedo y provoca una disminucion de
subunidades del receptor NMDA (GIluN2B) en el hipocampo en animales adultos (6

meses).
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El ELS altera la sincronizacion de las redes neuronales de la corteza
prefrontal, el hipocampo y la corteza perirrinal en tareas de evaluacion de
habilidades cognitivas (reconocimiento de objetos y desplazamiento de objetos) en
animales juveniles, siendo los machos los mas afectados, mientras que las hembras

no muestran un deterioro (Reincke y Hanganu-Opatz, 2017).

La expresion del gen c-Fos se utiliza para analizar la actividad y la plasticidad
neuronal relacionado con una tarea, como el laberinto acuatico de Morris, toma de
decisiones (prueba de lowa Gambling), entre otras (Hasselt, y cols., 2012;
Hernandez-Pérez, y cols., 2019). El estrés es un estimulo que induce la activacion
de diferentes estructuras cerebrales (Horii-Hayashi, y cols., 2013; Kovacs, y cols.,
2018). La exposicion repetida a un mismo estresor reduce la expresion de c-Fos, lo
cual se relaciona con una disminucion de activacion neuronal (Girotti, y cols, 2006;
Weinbertg, y cols., 2009). La SM aumenta la activacion neuronal de estructuras
como el hipocampo, la corteza cingulada y la amigdala medial en animales de dos
meses de edad, esto se asocio con el desarrollo de conductas de tipo depresivas al
evaluarlas en el laberinto elevado en cruz (Troakes y Ingram, 2009).
Adicionalmente, la SM altera el aprendizaje y la memoria en tareas especificas,
como en tareas de evitacidn inhibitoria en las cuales observan una disminucion en
el aprendizaje, mientras que en reconocimiento de objetos no se observan
diferencias significativas. El patron de expresion de c-Fos y GCR se modifica en el
hipocampo de los animales sometidos a estrés y después de exponerlos a un

ambiente enriquecido (Vivinetto, y cols., 2013).

Estos eventos muestran una interaccion de factores como el estrés durante
el desarrollo y los procesos celulares cerebrales, lo que podria resultar en una

conducta que puede ser maladaptativa en un entorno social.
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2. Planteamiento del problema

El ELS produce una respuesta pro-inflamatoria asociada a las células microgliales
que afectan la plasticidad sinaptica del hipocampo (PSD95 y sinaptofisina) lo que

induce deficiencias cognitivas en la memoria.
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3. Hipotesis

La MS180 disminuira la expresion de algunos marcadores asociados a la plasticidad
sinaptica del hipocampo (PSD95, sinaptofisina, Glu1A y c-Fos), e inducira un
aumento de espinas sinapticas en el segmento inicial del axon de las neuronas de
la zona subgranular del giro dentado hipocampal, lo cual se asociara a los
incrementos en la expresion de AVP hipotalamica y se manifestara en deficiencias

cognitivas y conductuales.
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4. Objetivos

General:

Investigar los efectos del estrés crénico por separacion maternal sobre la
plasticidad sinaptica asociada a las alteraciones morfologicas de la microglia, las
espinas dendriticas en el segmento inicial del axon de las neuronas de la zona
subgranular del giro dentado hipocampal, y evaluar las consecuencias en el
balance neuroendocrino y las alteraciones conductuales y cognitivas en la edad

adulta.
Particulares:

4.1 Determinar los efectos del ELS sobre la morfologia de las células microgliales

en el hipocampo

4.2 Analizar los efectos de la MS180 sobre las espinas dendriticas en el segmento
inicial del axdén de las neuronas de la zona subgranular del giro dentado del

hipocampo.

4.3 Evaluar los efectos de la MS180 sobre la expresion de AVP hipotalamica, la

conducta y la memoria.
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5. Materiales y métodos
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5.1 Animales

Se utilizaron ratas de las cepas Wistar y Sprague Dawley (Bioterio de la facultad de
medicina y del INB, UNAM). Los animales se mantuvieron en condiciones estandar
de bioterio (22° C de temperatura, 12 h luz/oscuridad, agua y comida ad libitum). Se
tomaron 4 crias de rata de 5 dias de edad (PNDS) (2 machos y 2 hembras), para la
analizar el AISS basal por medio de la tincion Golgi-Cox; otras 3 crias de PND9
fueron usadas para el marcaje ex vivo de DGC para el AISS en las sinapsis
excitatorias; 10 animales jévenes de PND50 (5 machos y 5 hembras) fueron usados
para realizar pruebas de memoria de referencia al miedo. Todos los experimentos
se realizaron siguiendo las normas de manejo y cuidado de animales de laboratorio
(NOM-062-z001999), y las guias de American National Institutes of Health (ANIH).

El disefio experimental utilizado para este trabajo se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Disefio experimental. En la linea de tiempo se esquematiza las diferentes edades de los
grupos utilizados para este trabajo. El dia de nacimiento se consideré el dia posnatal (PND)1, al
PND2 se ajustaron las camadas, y se asignaron aleatoriamente los grupos control (CONT) o
separacion maternal (MS). La MS se realiz6 del PND2-15. En la parte inferior se menciona los
diferentes tipos de técnicas y tareas aplicadas en los grupos de animales en las diferentes edades.
IR, inmnohistoquimica, PSD95, proteina de la densidad postsinaptica 95, Ank-G, Ankirina G, GluA1,
PCR, reaccién en cadena de la polimerasa, AVP, arginina vasopresina, OLT, prueba de localizacion
de objetos.

30



5.2 Estrés temprano por separacion maternal (MS)

M. C. Ma. Angelica Roque Galicia. Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas.

El dia de nacimiento se designé como dia posnatal (PND) 1. Al PND 2 todas las
crias se mezclaron. Las camadas se ajustaron a 8 individuos (6 machos y 2
hembras) y se distribuyeron aleatoriamente al grupo control, el cual se mantuvo bajo
condiciones estandares de bioterio, y al grupo sometido a separaciéon maternal
(MS). A partir del PND2 las crias MS fueron separadas del nido y la madre, y
transferidas todas juntas a una caja de plexiglas llena con una mezcla de aserrin
limpio. Posteriormente fueron colocadas sobre un colchon térmico ajustado a 30-
32°C en un cuarto independiente durante tres horas. El protocolo se repitid
sistematicamente del PND2 al PND15. Se sacrificaron camadas de animales al
PND15. Se destinaron tres camadas por grupo para cada edad, para evitar efectos

por camada; solo se utilizaron machos en esta parte de los experimentos.

Una cohorte de animales diferentes fue sometida al protocolo de la MS, y
posteriormente las ratas fueron asignadas para el analisis de los efectos de la MS
sobre la poda sinaptica en crias (PND15) y juveniles (PND50); para esta parte del

trabajo se utilizaron machos y hembras.

5.3 Reacciones inmuno-histoquimicas para Iba-1, PSD-95, GIuAl, Ank-G y c-
Fos

Los animales fueron anestesiados con una dosis letal de pentobarbital sddico
(Sedalpharma, México, 63 mg/kg) y perfundidos via aorta ascendente con solucién
salina al 0.9%; posteriormente los tejidos fueron fijados con solucion fria (4° C) de
paraformaldehido al 4% y acido picrico al 15% en amortiguador de fosfatos (PB) al
0.1 M a pH 7.4. Los cerebros fueron disecados y divididos en dos hemisferios, uno
de los cuales fue utilizado para el analisis inmunohistoldgico y el otro para la tincion
de Golgi. Para los analisis de inmunohistoquimica contra Iba-1, se tomaron
diferentes cohortes de animales a diferentes edades de PND15, PND42, y después

de las pruebas conductuales al PNDS5O0.

Se obtuvieron cortes coronales de un grosor de 70 ym en un vibratomo

(LEica). Las secciones fueron colectadas e incubadas con anticuerpos de conejo
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anti iba-1 (rabbit anti Iba-1, SKU: 290, 1:500, Biocare Medical, No. Cat. 019-19741,
1:1000, Wako) y de ratdén anti PSD95 (mouse anti - PSD95, no. Cat. 75-028, 1:500,
NeuroMab); ratoén anti-ankirina G (Ank-G, 1:100, UC Davis, CA, USA; K2843) como
anticuerpos primarios. Se mantuvieron en incubaciéon durante 24 h a 4° C.
Posteriormente fueron sometidos a varios lavados con PB, y las secciones fueron
incubadas con los anticuerpos secundarios Alexa 488 anti conejo IgG (1:1000,
Molecular Probes Inc. Eugene, OR) y Alexa Fluor 594 anti ratén (1:1000, Molecular
Probes Inc. Eugene, OR), en solucién TBST + suero de caballo al 1% por 24 h a
4°C. En seguida, las secciones fueron montadas con el medio de montaje para
tejidos fluorescentes Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). Los
cortes fueron analizados utilizando un microscopio confocal (Leica). Se analizo el
marcaje de las células microgliales y su co-localizacién con PDS95 en la capa de
células subgranulares del giro dentado (sGCL) en la formacion hipocampal.
Utilizamos la expresion del producto de la proteina del gen de respuesta temprana
c-fos para analizar la activacion neuronal. Tras la prueba conductual de la memoria
al miedo, los animales se sacrificaron 90 minutos después y se realizé una inmuno-
histoquimica usando el anticuerpo primario de conejo anti c-Fos (Santa Cruz, SC-
52, 100 pg/ ml, 1:1000, CA, USA) y se revelaron y se montaron en laminillas para

su posterior analisis.

Se analizo6 el efecto del neuropéptido AVP sobre la morfologia de las células
microgliales. Se realizaron cortes coronales de una rata macho PND15 de la cepa
Wistar. Se tomaron dos cortes de Bregma -3.00mm a -4.00mm. Los cortes fueron
incubado a 37°C por 2 horas con CSF (corte control) o CSF con vasopresina 100nm
(AVP, donado por el Dr. Maurice Manning, Universidad de Toledo, OH, USA).
Posteriormente, los cortes fueron observados en un microscopio invertido (Nikon
Eclipse EG600FN), se eligieron las neuronas con buena visibilidad (células con
nucleos grandes). Los cortes fueron fijados en paraformaldehido al 4% por
30minutos, posteriormente con solucion amortiguadora Trizma-base, y se realizd
una inmunohistoquimica contra Ibal y PSD95 como se describié antes. Las

imagenes fueron capturadas con un microscopio confocal como se describid antes.
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5.4 Tincion de Golgi

Para esta parte del trabajo se utilizaron machos y hembras. Como se describi6
anteriormente, solo un hemisferio cerebral fue utilizado para el analisis de las
espinas dendriticas mediante la tincion de Golgi. Se utiliz6 un kit comercial
GolgiStain (FD Neurotechnologies), y se siguieron las especificaciones del
fabricante. El tejido se dejé por dos semanas en una solucion de impregnacion,
posteriormente se paso a una solucion amortiguadora y se procedio a cortarlo. El
tejido cerebral fue procesado en un vibratomo (Leica) a 150 um de grosor, los cortes
fueron montados en laminillas gelatinizadas y se dejaron secar toda la noche. Las
laminillas fueron lavadas en agua bidestilada y sometidas a una solucion de
revelado por 10 minutos, posteriormente se lavaron con agua bidestilada y se
procedié a deshidratar los cortes en una serie de alcoholes (50%, 75%, 95% vy
100%). Luego se sumergieron en xilol para aclarar el tejido. Por ultimo, se utilizo
Permount como medio de montaje para cubrir las secciones y se dejaron secar. Las
células granulares de la sGCL de la formacién hipocampal fueron seleccionadas
para el analisis de espinas dendriticas y en el segmento inicial del axon (AlIS). Las
células fueron dibujadas utilizando una camara lucida para trazar todas sus
proyecciones. Los criterios de inclusion de las células fueron que estuvieran
completas para poder dibujarlas; la densidad fue reportada como el numero de
espinas por 10 um de la longitud de la AISS. Finalmente, neuronas representativas
fueron seleccionadas para realizar la reconstruccion completa de la morfologia de

las mismas.
5.5 Evaluacién del recuerdo del miedo

La MS se asocia con alteraciones en el aprendizaje, la memoria del miedo y la
conducta defensiva en la edad adulta cuya base morfolégica podria ser una
alteracién en la morfologia de la microglia y de las espinas del segmento inicial del
axon al PND15 que se deberia a la activacion neuronal del hipocampo. Para este
analisis se utilizé una cohorte diferente de animales y un disefio experimental para
evaluar la memoria al miedo y la conducta defensiva. Se realizé la primera

manipulacion experimental al PND16, cuando se expusieron los animales (machos
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y hembras) de ambos grupos control y MS180 a las vocalizaciones de gato
(https://www.youtube.com/watch?v=nwv1U7SI-c4), con una duracién de 10 minutos
en una caja de madera con divisiones (60X60X40 cm?) independiente del bioterio.
Posteriormente los animales fueron regresados al nido con sus madres. La segunda
manipulacion se llevé a cabo al PND50. Los animales fueron puestos de nuevo de
manera individual en la caja de madera sin divisiones, durante 5 minutos y se les
permitié explorar; en los proximos 5 minutos fueron expuestos a la misma grabacion
de vocalizaciones de gato. La conducta fue grabada. El andlisis de la conducta fue
realizado por un investigador sin conocimiento de los tratamientos. Las
evaluaciones conductuales fueron realizadas cada 5 segundos (modificado de la
literatura Detke, Rickels y cols., 1995, Zhang y cols., 2016, Zhang y cols., 2018);
para el analisis se tomaron los primeros 120 segundos antes del sonido y los 120
segundos después del sonido. Los parametros conductuales considerados y el
puntaje que se les asigno fueron como sigue: congelamiento = 3 puntos, trepado =
2 puntos y levantado en dos patas =1 punto. Después del experimento los animales
fueron regresados a sus cajas de mantenimiento, en donde permanecieron con el
menor ruido posible durante 90 minutos antes de la perfusion para la inmuno-

histoquimica de c-Fos.
5.6 Prueba de localizacién de objetos (OLT)

Al PNDG60 las ratas (macho) fueron sometidas a la prueba de localizacién de objeto;
esta prueba evalua la memoria espacial dependiente de hipocampo. Se realizé de
acuerdo a lo descrito por el grupo de Lucassen y colaboradores (Loi, y cols., 2015).
Se utilizé una caja de acrilico para la exploracién de los objetos (80 cm x 60 cm x
30 cm). Alrededor de la arena en las paredes del cuarto se colgaron figuras
geométricas. Se utilizaron dos objetos idénticos para la exploracién. Para la prueba
de localizacién de objetos (OLT), los animales fueron expuestos a una sesion de
habituacién de 10 min un dia antes de la prueba, una fase de entrenamiento o
exploracion durante 10 min, y una fase de prueba durante 10 min. Una hora después
de la exploracion, uno de los objetos fue movido en diagonal con respecto al otro

objeto. Todas las pruebas fueron video grabadas. Los videos se analizaron usando
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el programa EVENTLOG (versién 1.0 October 1986, R Hendersen). El indice de
discriminacion fue calculado como lo describid Vogel-Ciernia y Wood (Vogel-Ciernia
y Wood, 2014) (tiempo de exploracién del objeto en la nueva localizacion — tiempo
de exploracién del objeto en la localizacion familiar) / (tiempo total explorando

ambos objetos). En el analisis solo se reportaron los primeros 3 min de la prueba.
5.7 Prueba de discriminacion social.

Al PND64 las ratas (macho) fueron sometidas a la prueba de discriminacion social.
Esta prueba se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Neumann and colaboradores,
(Lukas y cols., 2011). La habilidad de discriminacion entre un individuo conocido y
uno nuevo fue analizada. Las ratas fueron puestas individualmente en una arena
(80 cm x 60 cm x 30 cm) con material de nido limpio. Las ratas se dejaron por 15
min de habituacion 24 h antes de la prueba. Una rata hembra (periodo pro-estro)
fue introducida en la arena de la rata experimental por 4 min (periodo de
adquisicion). Se dejé pasar un intervalo de una hora después de la adquisicién, para
posteriormente exponer a la rata hembra conocida con una rata hembra nueva, por
4 min (periodo de discriminacion social). Todas las pruebas fueron grabadas. Los
videos de analizaron usando el programa EVENTLOG (versién 1.0 October 1986,
R Hendersen). Se analizo6 el tiempo de investigacion con la rata conocida y la nueva
(tiempo de investigacion de la rata conocida o nueva / tiempo de investigacion total

con la rata conocida y la rata nueva X 100).
5.8 Coleccion de tejido y muestras de plasma de neonatos

Los animales se sustrajeron del nido y fueron inmediatamente sacrificados por
decapitacion, cuidando de que no transcurrieran mas de tres minutos desde el inicio
de la manipulacion. Se disecé el hipocampo y el hipotalamo, las muestras fueron
almacenadas en solucién de trizol (Invitrogen) y se mantuvieron a -30 °C, hasta su
procesamiento. También se tomaron muestras de sangre troncal para determinar
concentraciones de corticosterona. Las muestras se colectaron en tubos con
aprotinina y EDTA (acido etilendiamino-tetra-acético 10% a pH 8) y se centrifugaron
para separar el plasma. Posteriormente, el plasma fue almacenado a -20° C hasta

Su procesamiento.
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5.9 Extraccion de mRNA y reaccion de RT-PCR

Al PND15 una cohorte de animales fue destinada para el analisis de expresiéon de
genes, y se disecd el hipocampo y el hipotalamo. La extraccion de mRNA del
hipotalamo y el hipocampo se realizé siguiendo las indicaciones del distribuidor
(Trizol reagent, Invitrogen). Para la reaccion de RT-PCR se utilizé 1 yg de la muestra
de RNA, y se utilizé el kit de la M-MLV RT (200 U, Invitrogen). Por ultimo, se
cuantificd en un espectrofotometro el cDNA para determinar la cantidad y pureza
del mismo. Se disenaron las secuencias de oligonucleétidos (tabla 1) para la
determinacion de la expresion de AVP en el hipotalamo y citocinas (IL-13, IL-6 y
TNF-a) en el hipocampo. Se utilizd6 Veriquest Fast Sybr Green Master Mix (USB
Affymetrix inc.), oligonucledtido directo y reverso (Eurofins MWG Operon) y cDNA
(250 ng), para obtener un volumen final de 10 pl por reaccion. Se utilizd un
termociclador para PCR en tiempo real (Step One plus, Applied biosystems). Las
temperaturas fueron: de desnaturalizacién 95° C durante 5 min, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacién a 94° C por 15 s; alineamiento a 58°C-62°C por 30 s, y
extension a 72° C por 30 s. Posteriormente se normalizaron los datos con el gen
enddgeno, y se analizaron por el método delta-delta CT considerando a los animales

adultos como referencia. Las muestras se corrieron por duplicado.

Gen Posicién Secuencia de oligonucleétidos (5'-3) Temp Longitud de
(Nimero de dela (°C) producto
acceso) secuencia
AVP Directo GCAAGAGGGCCACATCCGACAT 58°C 170bp
NM_016992.2 Reverso GCAGGGCGAGGGCAGGTAGTICT
TNF-a Directo TGGCGTGTTCATCCGTTCTCTACC 62°C 215bp
NM_12675.3 Reverso CCCGCAATCCAGGCCACTACTT
IL-18 Directo TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT 60°c 181 bp
NM_031512.2 Reverso | GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG
IL-6 Directo AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA 59°¢ 154 bp
NM_012589.2 Reverso GCCATTGCACAACTCTTTTCTCA
GAPDH Directo CACGGCAAGTTCAACGGCACAGT 60°C 224 bp
MNC_005103.4 Reverso TCAGCGGAAGGGGUGGAGAT

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos
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Calculamos la media y el error estandar (EST) de los valores obtenidos.
Posteriormente, realizamos un analisis de varianza de dos vias (ANOVA). También

realizamos un analisis comparativo pos-hoc de Tukey, asi también realizamos

analisis con prueba T de Student.
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6. Resultados

Las células granulares del giro dentado del hipocampo se ilustran con imagenes
representativas de un macho y una hembra en PND5 (Figs 2A, B). Una de las
células granulares ejemplifica el marcaje con neurobiotina, lo que permite visualizar
las espinas en el segmento inicial del axén (Fig. 2C). La expresion de la subunidad
del receptor ionotropico de glutamato GluA1 se muestra en una célula granular (Figs
2E, F); también se presenta una sinapsis de tipo uno en la que un axén inmuno-
positivo al AVP contacta una AIS (Fig 2G).
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500nm

Fig. 2 Las células granulares en el giro dentado presentan espinas en el segmento inicial del
axon/soma al PND5. Las ilustraciones mostradas en A y B se muestran reconstrucciones
representativas hechas en camara lucida de células granulares tefidas con la técnica Golgi-Cox de
un macho (A) y una hembra (B) en ratas al PND5. Las fechas negras indican las espinas sométicas
y las fechas rojas las espinas del AIS. En el inciso C se muestra una proyeccion de una neurona
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granular con neurobiotina de una rata macho al PND9. En el inserto se muestra la localizacion en el
corte hipocampal. En el inciso D, se muestra una magnificacion de una regién del segmento inicial
del axén con procesos parecidos a espinas. En los incisos E y F se muestran células positivas a
neurobiotina y al receptor de glutamato AMPA, la subunidad GIuA1 y los puntos que co-localizan con
las cabezas de los AISS (fecha doble) en los planos confocales sencillos (fotos de abajo). En la
fotomicrografia G se muestra una microscopia electrénica de una AISS (linea verde continua) que
recibe una sinapsis Gray tipo | (asimétrica, con densidad postsinaptica (PSD, flechas negras)) hecha
por un axon terminal (Ax, linea punteada), la cual es inmuno positiva a vasopresina (AVP). Las
flechas blancas en el inserto muestran las vesiculas de nucleo denso (dcv) de AVP. Estos
experimentos se realizaron en ratas de la cepa Wistar.

Posteriormente, se analizé la densidad de las AISS en las células granulares
del hipocampo de machos y hembras sometidas a MS180 fueron reconstruidas con
la camara lucida en PND15 y PND50 (Fig. 3A-B). Al PND15, observamos que los
machos MS180 tienen una mayor densidad de AISS por segmento axonal de 10 ym
que el grupo control (Cont Vs Ms180; Prom + EST; 2.75 + 0.18 Vs 5.35 + 0.25,
n=20); de manera similar se observé en las hembras sometidas a MS180 (Cont Vs
Ms180; Prom + EST; 2.5 + 0.18 Vs 5.35 + 0.20, n=20), también se observo una
mayor densidad de AISS al PD50 tanto en machos (Cont Vs Ms180; Prom + EST;
1.65 +0.15Vs 2.65 + 0.16, n=20) como hembras (Cont Vs Ms180; Prom + EST; 1.3
+ 0.19 Vs 3.85 + 0.15, n=20) (Fig. 3.C). El analisis de ANOVA de tres vias no
encontré efecto del sexo (F1,152 =1.3, P=0.26), mientras que la edad (F1,152 =149,
P<0.001) y el tratamiento (F1,152 =286, P<0.001) si mostraron significancia en la
densidad de AISS, mientras que la interaccibn de los tres factores fue
estadisticamente significativa (F1,152 =6, P=0.02). Se realizé una prueba de
comparaciones multiples de Tukey para comparar las medias; los resultados se

muestran en la tabla de la figura 3C’.
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Fig. 3 La densidad de las espinas del segmento inicial del axén (AISS) de las células
granulares del giro dentado es incrementada por la MSy disminuida por la edad entre PND15
y PND50, pero no afectada por el sexo. En los incisos A y B se muestran reconstrucciones de la
cédmara lucida de células inmunotefidas con la técnica Golgi-Cox; en los insertos se muestran
microfotografias de los AlS que muestran espinas, esto tanto en machos como en hembras de los
grupos control y MS al PND15 (A) y al PND50 (B). En el panel C se muestra un histograma de la
densidad de las espinas del segmento inicial del axén (AISS) de las células granulares del giro
dentado de acuerdo a sexo, edad y tratamiento, y el resultado del analisis de ANOVA de tres vias.
Se seleccionaron cuatro neuronas por rata (n=5, ratas de la cepa Wistar) de cada grupo. Las
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05). Los detalles de los valores
de P en las comparaciones multiples se muestran en la tabla C' donde: *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001.
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Al PND50 los animales fueron sometidos a una prueba en la caja de campo
abierto (OFB) para evaluar el recuerdo al miedo; en la figura 4 se muestran los
resultados. Los datos antes de la exposicion al sonido del depredador del grupo
control y MS, en los puntajes paramétricos de la conducta de los machos (Cont Vs
Ms180; Prom + EST; 16.4 + 1.02 vs 22.4 + 1.02, n=5) y las hembras (Cont Vs
Ms180; 16 + 0.7 vs 17.2 + 0.3, n=5), se realiz6 por separado el analisis de ANOVA
de dos vias con el tratamiento y el sexo como factores (Fig. 4A). El analisis antes
de la exposicion al sonido mostré efecto significativo del tratamiento (F1,16 = 8.35,
p<0.001), del sexo (F1,16 = 11.4, p<0.01) y de la interaccion (F1,16 = 18.8, p=0.01) de
estos factores. Similar a lo anterior, se comparé a los grupos después de la
exposicidon al sonido; los puntajes paramétricos en los machos (Cont vs Ms180;
Prom + EST; 25.4 + 1.66 Vs 39.4 + 2.1, n=5) y en las hembras (Cont vs Ms180; 27.6
+1.9Vs 40.4 + 1.6, n=5). El analisis de ANOVA después de la exposicion al sonido
mostro efecto significativo del tratamiento (F1,16 = 51.5, p<0.001), pero no del sexo
(F1,16 = 0.735, p=0.4) y tampoco de la interaccién (F1,16 = 0.103, p=0.75) de estos

factores.

Las conductas activa y pasiva de los animales se evaluaron con la prueba de
recuerdo al miedo. El andlisis de las conductas activas (trepadora, levantarse en
dos patas) o pasiva (congelamiento). Los datos de la conducta pasiva de los grupos
control y MS mostraron que los puntajes paramétricos de los machos (Cont vs
Ms180; Prom + EST; 1.8 + 0.7 Vs 2.4 + 1.12, n=5) y las hembras (Cont vs Ms180;
10.8 +1.12Vs 21 + 1.5, n=5) responden de manera diferencial. Se realiz6 el analisis
de ANOVA de dos vias con el tratamiento y el sexo como factores. Este analisis
mostré efecto significativo del tratamiento (F1,16 = 22.4, p<0.001) del sexo (F1,16 =
33.03, p<0.001), pero no de la interaccion (F1,16 = 1.02, p=0.33) de estos factores
(Fig. 4B). Se utilizdé una prueba t para comparar a los machos y hembras de los
grupos control y MS; se observo que los machos y las hembras MS son diferentes
de los controles (machos: p<0.05; hembras: p<0.01). Mientras en los datos de la
conducta activa, observamos que los puntajes paramétricos de los machos (Cont
vs Ms180; 23 + 1.2 vs 30.4 + 1.6, n=5) y las hembras (Cont Vs Ms180; 16.8 + 1.39

vs 19.4 + 2.01, n=5) tienen comportamientos distintos. El analisis de ANOVA de dos
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vias con el tratamiento y el sexo como factores mostrd un efecto significativo del
tratamiento (F1,16 = 9.84, p<0.01) y del sexo (F1,16 = 29.12, p<0.001), pero no de la
interaccion (F1,16 = 2.26, p=0.15) de estos factores. Se realizé6 una prueba t para
comparar a los machos y hembras de los grupos control y MS; se observé que los
machos MS son diferentes con respecto al grupo control (p<0.01), mientras que las

hembras no son diferentes entre ellas (p=0.31) (Fig, 4B).
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Figura 4. El estrés en las etapas tempranas de la vida de manera sub-crénica y a corto plazo
impacta el comportamiento en respuesta al miedo en animales adolescentes. La caja de campo
abierto (OFB) modificada fue usada para analizar la conducta defensiva antes y después de la
exposicién al sonido de un depredador. Los registros fueron realizados por investigadores a ciegas
de los grupos experimentales. Los puntajes paramétricos fueron tomados cada 5 segundos para el
levantamiento de dos patas (asignado como 1), trepadora (asignada como 2) y congelamiento
(asignada como 3) y “0” fue asignada cuando realizaba alguna conducta diferente a las antes
mencionadas. Para este experimento participaron los grupos control y MS de ambos sexos. La
primera parte del experimento consistié en exponer a los grupos control y MS a un evento de estrés
al PND16 (edad infantil equivalente a los 5 afios en humanos), es decir al sonido de un depredador
por 10 minutos. La segunda parte del experimento consistié en analizar la conducta al PND50 (una
edad juvenil en rata equivalente a la adolescencia en humanos). La primera parte de la prueba se
dejé a los animales explorar libremente por la OFB por 5 minutos. En la segunda parte fueron
expuestos a una grabacion del sonido de gato a lo que previamente fueron expuestos los grupos
control y MS, por 5 minutos. Se tomaron los primeros 120 segundos previos y después del inicio del
sonido para el analisis. En el panel A se muestran los resultados de la prueba de recuerdo-memoria,
comparando las conductas de los grupos control y MS. Los puntos grises indican el puntaje de la
conducta antes del sonido del gato y los puntos rojos indican los puntajes durante la exposicion al
sonido de gato. En el panel B se muestran los resultados comparativos de la conducta que fue
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analizada como activa o pasiva de los grupos control y MS. Las conductas defensivas que fueron
divididas en activas (levantamiento de dos patas y trepadora) o pasiva (congelamiento). N=5 ratas
de la cepa Wistar/grupo; *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 con respecto a su grupo control. Las
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05).

Posteriormente se analizo la activacion neuronal usando a la proteina c-Fos
en las células granulares del giro dentado del hipocampo ventral y dorsal (figuras
5B y 5C, respectivamente), 90 minutos después de la prueba OFB. El numero de
nucleos c-Fos+ en el giro dentado ventral de los machos (Cont vs Ms180; Prom +
EST; 39.2 + 1.4 vs 45.4 + 1.1, n=10, dos campos por rata) y hembras (Cont vs
Ms180;47.1 + 1.8 vs 70.5 + 0.96, n=10, dos campos por rata) se estimo y se realizé
un analisis de ANOVA de dos vias, con los factores tratamiento y sexo. El analisis
mostré un efecto del tratamiento (F1, 36 = 115, p<0.001), del sexo (F1, 36 = 143,
p<0.001) y de la interaccion (F1,36 = 38.8, p<0.001) de factores. El analisis post-hoc
con la prueba de Tukey mostré diferencias entre los machos (p<0.05) y hembras
(p<0.001) del grupo MS comparado a los grupos control. De manera similar se
analizé el numero de nucleos c-Fos+ en el giro dentado dorsal del hipocampo de
los diferentes grupos de machos (Cont vs Ms180; 29.2 + 1.73 vs 39.2 + 1.43, n=10,
dos campos por rata) y hembras (Cont vs Ms180; 46.3 + 1.72 vs 67.8 + 1.97, n=10,
dos campos por rata). En el analisis de ANOVA de dos vias, se observo un efecto
del tratamiento (F1, 36 = 88.87, p<0.001), del sexo (F1, 36 = 187, p<0.001) y de la
interaccion (F1,36 = 11.84, p<0.01) de factores. El analisis post-hoc con la prueba de
Tukey, mostré diferencias entre los machos (p<0.001) y hembras (p<0.001) del
grupo MS comparado a los grupos control. En la figura 5D se muestra una fotografia

representativa de las inmunotinciones de c-Fos para los diferentes grupos.
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Figura5.La MS incrementala activacion neuronal en el giro dentado ventral y dorsal después
delapruebadel recuerdo del miedo al PND50. En el panel A se muestra la localizacion del analisis
de activacion por c-Fos. En los incisos B y C, se muestra la cuantificacion de los nucleos c- Fos+ en
el giro dentado ventral (B) y dorsal (C). En el panel D se muestran microfotografias de los grupos
analizados. N=2 campos por rata, se analizaron n=5 ratas por grupo/ratas de la cepa Wistar. Las
columnas con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0.05).

A continuacién, describimos la presencia de células microgliales durante el
desarrollo (PND15) en la capa granular del hipocampo y que esta microglia puede
estar asociada con el AISS. En la figura 6, se muestran fotografias de la capa
granular del hipocampo, estas muestran una inmunotincion para microglia (Ilba 1,

verde) y ankirina G (Ank-G, rojo).
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Fig. 6 Células microgliales son asociadas al AISS en la formacién hipocampal dorsal, en la
zona subgranular (sGCZ) al PND15. En los paneles A y A’ se muestra una subpoblacion de
microglia inmuno positiva a Iba-1 localizada en el hilus alineada con las sGCZ (flechas blancas). En
el panel B se muestra una co-tincién con ankirina G e Iba-1, asi como su localizacién en la densidad
postsinaptica y la interaccion de los procesos marcados. Las flechas blancas indican la co-
localizacion de ankirina G con los procesos de lba-1. La tincién con DAPI fue usada como
contratincion para visualizar los nucleos de las células de la capa granular (GCL), estos experimentos
se realizaron en ratas de la cepa Wistar.

Posteriormente realizamos un analisis de la morfologia de las células
microgliales durante el desarrollo (PND15) y la presencia de la proteina de la post-
sinapsis PSD95. En la figura 7A-D, se muestran fotografias representativas de
inmunotinciones contra Iba-1 y PSD95 en la capa granular del giro dentado, y en los
paneles 7E-H se muestran fotos y sus magnificaciones de una célula microglial y la
presencia de PDS95, en cada uno de los grupos Control y MS (machos y hembras)
al PND15. En este analisis se cuantificaron el numero de ramificaciones de las
células microgliales de los machos (Cont vs Ms180; 29.2 + 1.54 vs 49.5 + 1.7, n=10,
dos campos por rata) y de las hembras (Cont vs Ms180; 1.4 + 2.32 vs 70.9 + 3.96,
n=10, dos campos por rata) (figura 71). También se analizaron el numero de los
puntos PDS95+. En el analisis de ANOVA de dos vias, se observé un efecto del
tratamiento (F1, 36 = 99.27, p<0.0001), y del sexo (F1, 36 = 46.27, p<0.0001), pero no
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de la interaccion (F1, 36 = 2.4, p=0.1) de factores. Se compararon los grupos
utilizando un t de Student, y observamos que los machos MS son diferentes de los
controles (p<0.00001) y lo mismo se observa en las hembras MS (p<0.00001) en el
numero de ramificaciones de las células microgliales. En la grafica 7J se muestra el
analisis del numero de los puntos PSD95+ por célula Iba-1 en los machos (Cont Vs
Ms180; 4 + 0.3 vs 1.8 + 0.2, n=10, dos campos por rata) y hembras (Cont vs Ms180;
Prom + EST; 4.5 + 0.5 vs 1.3 + 0.2, n=10, dos campos por rata). En el analisis de
ANOVA de dos vias, se observo un efecto del tratamiento (F1,36 = 59.38, p<0.0001),
pero no del sexo (F1, 36 = 0, p>0.9), ni de la interaccién (F1, 36 = 2.36, p=0.1) de
factores. Se compararon los grupos utilizando un t de Student, y observamos que
los machos MS son diferentes de los controles (p<0.0001) y lo mismo se observa

en las hembras MS (p<0.00001) en el numero de puntos PSD95+.
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Figura 7. La MS incrementa la morfologia hiper-ramificada de la microglia y disminuye la
engullicion de los puntos PSDS-95 por la microglia. Las fotomicrografias de los paneles A-D
muestran ejemplos de células microgliales con diferente morfologia (hiper-ramificada en machos y
hembras MS, paneles B y D; animales control macho y hembras Ay C). Los puntos PSD-95 positivos
localizados en el interior de células microgliales en la zona subgranular del giro dentado. En los
paneles E-H se muestran las fotomicrografias representativas de los grupos; se observa un
incremento de los puntos PSD-95 en el citoplasma de las células Iba-1 positivas, tanto en machos
como en hembras MS; en el inserto las flechas muestran los puntos PSD-95. El panel | muestra la
cuantificacion de la ramificacion de las microglias, mientras que en el panel J se muestra en analisis
de los puntos positivos PSD-95 por célula Iba-1. Cada barra muestra la media + ESTde las células
microgliales, n=10 por grupo/ratas de la cepa Wistar.
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Posteriormente, se analizo el efecto de AVP sobre las células microgliales en
cortes hipocampales ex vivo (Figs. 8A, B). Se realiz6 un analisis comparativo del
numero de ramificaciones de células microgliales con incubacion de liquido
cefaloraquideo artificial (ACSF) y las células incubadas con AVP (ACSF vs AVP; 7.6
+ 0.7 vs 13.27 + 0.9, n=10 células), para ello utilizarmos una t de Studen y se

observo una diferencia significativa entre el grupo ACSF y AVP (p<0.001) (Fig. 8C).

= ACSF
== AVP

Number of branches
(Endpoints/cell)

Treatment

Fig. 8 El tratamiento con AVP en cortes hipocampales ex vivo mimetiza los efectos de la MS
sobre el fenotipo de las microglias. En los paneles A y B se muestran inmunohistoquimicas
representativas de la morfologia de las células microgliales después de dos horas de incubacién con
liquido cefalorraquideo artificial (ACSF) (A) y AVP en una concentracion de 100nM (B); los insertos
muestran una magnificacion de las microfotografias de las regiones correspondientes. Los cortes
corresponden a un animal macho de PND15, de la cepa Wistar. En la grafica del panel C se muestra
el promedio del numero de ramificaciones por microglia. Se realizé un analisis de t-Student, p<0.001,
n=10 por grupo. GCL: capa de células granulares,

Posteriormente, la expresion del neuropéptido AVP se analizé en hipotalamo
al PND21 para corroborar los efectos del ELS durante el desarrollo. Los resultados
mostraron una mayor expresioén de AVP en el hipotalamo (Cont Vs MS180; 1+0.3
vs 2.79+0.7) y un efecto significativo sobre la expresion de AVP en el grupo MS al
PND21 (p=0.03, Fig. 9).

49



M. C. Ma. Angelica Roque Galicia. Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas.

|

CONT MS180

Fold change of AVP
[ [ ] w -lh
R, o wtn s,
1 L L ]

o

o
L

Fig. 9 La MS aumenta la expresién de AVP hipotaldmica a PND21. Expresioén relativa (fold
change) del ARNm para AVP, en el hipotdlamo de ratas macho control (CONT) y sometidas a ELS
por separacion maternal (MS). (Prom + EST. T de Student *p<0.05. n =8).

El porcentaje de activacion de las células microgliales en CA1 y el hilus del
giro dentado se analiz6 y no se observaron diferencias significativas en el porcentaje
de activaciéon en el hilus del hipocampo en animales juveniles (Cont vs MS180;
30.23+2.8 vs 36.80+4.64; p=0.2). En la figura 10 se muestran unas microfotografias
del area de estudio (hilus del giro dentado del hipocampo) y la tincion de Iba-1 para

el analisis de las células microgliales de los diferentes grupos.
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Fig.10 La MS no cambia el porcentaje de células IBA-1+ activadas en el hilus del hipocampo
al PND42 en ratas macho. En el panel de la izquierda se muestran microfotografias representativas
de las inmunotinciones de IBA-1 de los grupos Cont y MS180, en el hilus del giro dentado (barra de
escala=200um). A la derecha se muestra el porcentaje de las células microgliales con morfologia
activada. (Prom + EST, N=8).
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El porcentaje de activacion de las células microgliales en CA1 no se modificd
significativamente entre los distintos grupos experimentales (Cont vs MS180;
24 18+3.67 vs 31.97+4.65; p=0.2) (Fig. 11).
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Fig. 11 La MS no cambia el porcentaje de células IBA-1+ activadas en el area CAl del
hipocampo al PND42 en ratas macho. En el panel de la izquierda se muestran microfotografias
representativas de las inmunotinciones de IBA de los grupos Cont y MS180, en el area de CA1 del
hipocampo (barra de escala=200um). En la derecha se muestra el porcentaje de células microgliales
con morfologia activada. (Prom + EE, N=8).

La expresion relativa de algunas citocinas proinflamatorias (IL-1pB, il-6 y TNF-
a) se evaluo por estudios de RT-PCR y no se encontraron diferencias significativas
para 1B (Cont vs MS180; 1.0+0.13 vs 0.9+0.20; p=0.7), IL- 6 (Cont Vs MS180;
1.0+0.14 vs 1.4+0.22; p=0.1) y TNF-a (Cont vs MS180; 1.0+0.19 vs 0.9+0.24; p=0.8)
(Fig. 11).
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Figura 12 La MS180 no altera la expresion relativa de citocinas en el hipocampo al PND42 de
rata macho. Expresion relativa (Fold change) de la citocina A) interleucina 1 B (IL-1pB), B) interleucina
6 (IL-6) y el C) Factor de necrosis tumoral a (TNF a) de los grupos Control (CONT) barras blancas y
separacion maternal (MS180) barras grises. (PROM +EST, N=8).

La expresion relativa en el hipotalamo de los neuropéptidos relacionados con
la respuesta al estrés, CRH y AVP al PDN42, no mostro diferencias significativas
(CRH: Cont vs MS180; 1.0+0.41 vs 0.52+0.26; p=0.1) (AVP; Cont vs MS180;
1.0+0.32 vs 2.90+0.1.8; p=0.1) en el hipotalamo (Fig. 13A, B). Adicionalmente se
analizaron las concentraciones de corticosterona de las muestras de plasma
sanguineo troncal. Los animales sometidos a MS180 tuvieron una mayor
concentracion de corticosterona (Cont vs MS180; 161+30 vs 623+164; p<0.05) en

plasma comparada a los grupos control (Figura 13C).
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Fig. 13 La MS no cambia la concentracion de los transcritos de AVP y CRH en el hipotalamo
pero incrementa la concentracién plasmética de corticosterona en animales macho
adolescentes (PND42). Expresion relativa (Fold change) de los neuropéptidos A) CRH y B) AVP en
hipotalamo; C) concentracion de corticosterona en plasma al sacrificio de los grupos control (Cont),
barras blancas y separacion maternal (MS180), barras grises. (Prueba T de Student; PROM +EST;
*p<0.05; n=8).

El OLT es una prueba de memoria vinculada al hipocampo. En esta prueba
se observo que los animales del grupo control exploran mas tiempo (%) el objeto en
la localizacion nueva (Objeto familiar vs objeto desplazado; 19.8+4.8 vs 80.16+4.8;
p<0.001), mientras que los animales sometidos a MS180 exploran de la misma
manera ambos objetos (Objeto familiar vs objeto desplazado; 43.96+7.1 vs

50.03+7.1; p=0.2) en las diferentes localizaciones (Figura 14A); lo mismo se
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observa en el indice de discriminacioén; los animales MS180 presentan un menor
indice de discriminaciéon que los animales control (Cont vs MS180; 0.6+0.09 vs
0.12+0.1; p=0.01) (Figura 14B). En el analisis de ANOVA, se observé efecto por
tratamiento (F1,37 = 0.04, p=0.0001) y por la interaccién (F1,37 = 6.9, p=0.01) pero no

por la localizacion de objeto (F1,37 = 42.4, p=0.4).
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Fig. 14 La MS altera la memoria espacial dependiente de hipocampo, pero no el
reconocimiento social, en animales macho adultos (PND60-64). A) Tiempo de exploracion en
porcentaje e B) indice de discriminacion del OLT; C) Investigacién social en porcentaje e D) indice
de discriminacién de la prueba de reconocimiento social de ratas control (CONT) y sometidas a ELS
por separacion maternal (MS180); ratas Sprague Dawley. Prom + EST. T de Student **p < 0.01, ***p
<0.001 (n =9-10).

Mientras que en la prueba de reconocimiento social, se observa que ambos
grupos control (Rata familiar vs rata nueva; 39.8+2.8 Vs 60.1+2.8; p<0.001) y
MS180 (Rata familiar vs rata nueva; 43.4+2.6 vs 56.5+2.6; p<0.01) pasan mayor
porcentaje de tiempo con la rata nueva (Fig. 14C), y como se puede observar en la
grafica del indice de discriminacion de la rata nueva y la familiar, no hay diferencias
significativas entre los grupos Cont vs MS180; 0.2+0.05 vs 0.13+0.05; (p=0.3)
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(Figura 14D). En el analisis de ANOVA, no se observa un efecto por tratamiento (F1,
37 = 0.005, p=0.9), pero si de reconocimiento de la rata nueva (F1,37 = 12.3, p=0.002)

y no hay interaccion de factores (F1,37 0.5 p=0.7).
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7. Discusion
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En este trabajo, se describe la presencia de espinas en el segmento inicial del axén
(AISS) en las células granulares del hipocampo durante dos etapas del desarrollo
postnatal (PND15 y PND50). Por otro lado, se analizaron los efectos del ELS,
usando el modelo de la MS, sobre el AISS en machos y hembras, observandose un
aumento de éste en las células granulares del hipocampo en PND15 y PND50. La
MS induce un fenotipo hiper-ramificado en las células microgliales en el giro dentado
del hipocampo en PND15; sin embargo, este efecto es transitorio, ya que no se
observan diferencias significativas en PND50. Por otro lado, se analizo la presencia
de PSD95 en las células microgliales, y se observo una disminucion de PSD-95 en
el grupo sometido a MS. Posteriormente, se analizo la expresion de c-Fos después
de la prueba de memoria del miedo, y se observdé una mayor expresion en el
hipocampo dorsal y ventral de los animales sometidos a MS. Adicionalmente, la
expresion de AVP aumentd en el hipotdlamo de los animales sometidos a MS;
ademas, por primera vez, mostramos que AVP tiene un efecto directo sobre la
morfologia de las células microgliales en cultivo. Por ultimo, observamos que los
animales MS presentan estrategias diferentes en la prueba del recuerdo del miedo;
sin embargo, en pruebas donde se evalua la memoria social no se observa efecto

de la MS, pero si en la memoria espacial en la prueba de localizacién de objetos.

El giro dentado del hipocampo es un nicho neurogénico ampliamente
estudiado (Mirescu y Gould, 2004; Murray, y cols., 2020; Schloesser, y cols., 2009);
sin embargo, el segmento inicial del axén es poco estudiado. El trabajo de Bolds y
cols. (2019) reporté cambios dinamicos de los AlS en las células granulares nuevas,
por lo que los han llamado reguladores maestros de la plasticidad y la excitabilidad,
ademas de ser sensibles a los estimulos extrinsecos y dafinos. En nuestro trabajo,
el andlisis de la densidad de las espinas en el segmento inicial del axon, en las
células granulares del giro dentado del hipocampo, mostré un aumento en el numero
de espinas en machos y hembras sometidos a MS comparado con sus grupos
control. Sin embargo, no hay trabajos comparativos sobre los efectos del estrés
temprano sobre las AISS, aunque los estudios sobre espinas dendriticas y el estrés
posnatal temprano; también reportaron un aumento de la densidad de espinas en el

hipocampo y la corteza (Poeggel, y cols., 2003; Wei, y cols., 2015). Por otro lado,
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otros estudios reportaron una disminucion de la densidad de espinas en areas
hipocampales como CA1 y CA3 en respuesta al ELS (Ohta, y cols., 2017; Wang, y
cols., 2011), lo que podria representar alteraciones en la conectividad. Un analisis
mas detallado de la forma de las espinas revelé que los filamentos son mas
abundantes en un estado maduro (Wei, y cols., 2015), lo que es importante en los
procesos de aprendizaje y memoria. De igual manera, se observaron efectos por la
edad en la densidad de espinas, siendo mas abundantes durante las primeras dos
semanas (PND 15) y disminuyendo hacia PND50, lo cual concuerda con lo
reportado previamente sobre la maduracion y el refinamiento de la conectividad

neuronal en el hipocampo (Buzaki, 2015; Pelkey, y cols., 2017; Wei, y cols., 2015).

Los receptores AMPA son participantes activos de los procesos de la
plasticidad cerebral; una de las subunidades estudiadas es la GluA1, cuya expresion
es sensible a los eventos de estrés. En los procesos de memoria y aprendizaje la
fosforilacién de esta subunidad se incrementa en areas cerebrales como la corteza
prefrontal y el hipocampo dorsal (Caudal, y cols., 2010). En nuestro estudio se
describio la distribucion de GluA1 en las cabezas del AISS de las células granulares
del giro dentado, lo que sugiere la existencia de sinapsis glutamatérgicas en esta
area sobre las AISS. Las espinas dendriticas son altamente plasticas y susceptibles
a los cambios en el ambiente (Huang y Rasband, 2018), y los eventos adversos,
como el estrés durante el desarrollo posnatal temprano podrian afectarlas. De
acuerdo a nuestros datos, utilizando la MS, observamos la expresion de GluA1 en
la cabeza de las AISS y proponemos que estas espinas pueden recibir contactos
sinapticos de axones vasopresinérgicos. De acuerdo con esto, algunos autores han
demostrado la presencia de neuropéptidos como AVP en el hipocampo durante el
desarrollo posnatal temprano, y se ha propuesto a AVP para promover la
sobrevivencia en la transicion del ambiente extrauterino y su relevancia en la

maduracion neuronal del hipocampo (Spoljaric, y cols., 2017).

Por otro lado, la presencia de la proteina Ankirina G en las AISS, permite el
andamiaje y la organizacion del andamiaje del AISS, con un sitio de dominio de

membrana rico en serina (Kordeli, Lambert & Bennett, 1995; Leterrier, 2018).
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Nosotros observamos la presencia de Ankirina G en las células microgliales
proximales a las células granulares del giro dentado del hipocampo, con lo cual
proponemos que las células microgliales estan participando en el refinamiento y
maduracion neuronal (poda sinaptica) de las células granulares; sin embargo, se
requieren estudios adicionales para soportar esta hipotesis. Las células microgliales
son plasticas y detectan los cambios en la homeostasis neuronal, y por lo tanto son
sensibles a los efectos del estrés. Los eventos adversos durante las etapas
tempranas del neurodesarrollo inducen cambios morfolégicos en las células
microgliales (Banqueri, y cols., 2019; Roque, y cols., 2016; Reshetnikov, y cols.,
2020), lo que concuerda con nuestros resultados. Algunos grupos de trabajo
proponen que los eventos adversos como el estrés (MS) puede inducir activacion
del sistema neuroinmune, predisponen a las células microgliales a quedar
improntadas o sensibles a los efectos del estrés temprano, y con una susceptibilidad
exacerbada a largo plazo (Saaverdra, y cols., 2017; Johnson y Kafffman, 2018).
Adicionalmente, las hormonas sexuales como los estrégenos pueden tener efectos
sobre la poblacion de células microgliales, ya que estas presentan receptores a
estrégenos (ER) y pueden modular la respuesta inflamatoria (Baker, y cols., 2004);
por lo que podrian estar implicadas en los cambios morfoldgicos y la sensibilidad al
sensar las sefiales en el medio (Villa, y cols., 2018). En especies como los topos de
la pradera, por ejemplo, se observéd que las células microgliales de los machos, a
diferencia de las hembras, presentan un fenotipo activado ante una situacion
amenazante (Polh, y cols., 2021). En el presente trabajo mostramos que la MS
aumenta las ramificaciones de las células microgliales en machos y hembras
durante la segunda semana postnatal. Sin embargo, los cambios morfolégicos
observados durante el desarrollo son transitorios; pues no se observaron diferencias
significativas en animales adultos. Los datos en la literatura proponen que los
eventos adversos durante la infancia pueden sensibilizar el sistema neuroinmune,
dejandolo listo para un segundo reto en la edad adulta (Ganguly y Brenhouse, 2015;
Ferle, y cols., 2020; Saavedra, y cols., 2017; Wei, y cols., 2012). Por otro lado, el
trabajo de Banqueri y cols., (2019) muestra que la separacibn materna breve

provoca cambios en las poblaciones microgliales de algunas areas cerebrales,
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siendo mayor el numero de células en CA3, nucleo acumbens y el estriado dorsal,
sin observar diferencias significativas en el giro dentado del hipocampo en

respuesta al ELS.

Durante las etapas posnatales tempranas se llevan a cabo procesos
importantes como lo es la poda sinaptica; este proceso es mediado por las células
microgliales (Cardozo, y cols., 2019; Paolicelli, y cols., 2011). Las células
microgliales pueden engullir fragmentos de PDS95 de las células neuronales
(Graeber, 2010), lo que se conoce como poda sinaptica. De acuerdo con nuestros
datos, observamos que los animales sometidos a la MS tienen un menor niumero de
puntos PDS95+ que co-localizan con las células microgliales en el giro dentado del
hipocampo tanto en machos como hembras durante la segunda semana posnatal.
De manera similar otros estudios reportaron una disminucion de la expresion de
PSD95 en algunas areas cerebrales como del hipocampo murino sometido a
eventos de estrés durante las etapas tempanas (Liao, y cols., 2014; Ohta, y cols.,
2017; Wei, y cols., 2015).

Por otro lado, las células microgliales secretan mensajeros quimicos como
las citocinas (Ganguly y Brenhouse, 2015). Algunos de los efectos de la MS sobre
el sistema neuroinmune incluyen la estimulacion de la expresion de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1f3, IL-6 y TNF-a) a nivel cerebral como en el hipocampo al PND15
(Roque, y cols., 2016), mientras que otros trabajos muestran una mayor expresion
de IL-6 pero no de TNF-a en el hipocampo al PND21 (Banqueri, y cols., 2019). Estas
alteraciones en la expresion de genes de IL-18, IL-6 y TNF-a a no se observaron en
el adulto, lo que sugiere un efecto transitorio de la MS sobre la expresion de estas
citocinas proinflalamatorias. Los estudios de Viviani y cols. (2014) tampoco
muestran un efecto sobre la expresion de IL-18 en diferentes areas cerebrales como

el hipocampo y la corteza cerebral al PND45, una edad cercana a la estudiada.

La MS puede alterar la expresion de los neuropéptidos hipotalamicos como
AVP (Alcantara-Alonso, y cols., 2017; Zhang, y cols., 2012). En este trabajo
mostramos que la MS aumenta inicialmente la expresion del gen de AVP con

respecto al control, como se esperaba. Por otro lado, uno de nuestros hallazgos
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importantes es que observamos que AVP puede inducir un aumento en las
ramificaciones de las células microgliales (in vitro), es decir este neuropéptido puede
mimetizar los efectos inducidos por la MS en estas poblaciones de células. La
presencia de AVP en el hipocampo se reporté previamente, como resultado de las
inervaciones de células vasopresinérgicas de origen hipotalamico que llegan al
hipocampo (Zhang, y cols., 2013), por lo que se ha propuesto que AVP en el
hipocampo podria participar en los procesos de memoria social (Chafai, y cols.,
2012; Cilz, y cols., 2019) y la regulacién de la respuesta al estrés (Perkeybile y
Bales, 2015; Stevenson y Caldwell, 2012). Con base en estos resultados se propone
que la AVP podria participar en procesos cognitivos en los que participe el
hipocampo. Por otro lado, la maduracién de las células granulares del hipocampo
se ha correlacionado con la expresion transitoria del receptor de vasopresina V1a
con un pico maximo de expresion durante las primeras dos semanas y
desapareciendo hacia la tercera del desarrollo postnatal (Hammock, y cols., 2012).
En este sentido también se propone a AVP como un neuropéptido protector y
necesario para la maduracion de los circuitos neuronales del hipocampo durante el
desarrollo (Spoljaric, y cols., 2017). Nuestros datos apoyan a la importancia de AVP
en el hipocampo durante el desarrollo postnatal temprano, por lo cual es pertinente
realizar estudios a futuro sobre su relevancia en las distintas poblaciones celulares

y sus efectos a largo plazo.

Con relacion a nuestros estudios con los animales adultos (PND50) se
analizo el eje HPA. En nuestros datos observamos un aumento de la concentracion
de corticosterona en condiciones basales en los animales sometidos a MS,
confirmando lo reportado en estudios anteriores (Daskalakis et al., 2014; Gareau, y
cols., 2006; Lajud, y cols., 2012; Roque, y cols., 2016). Por otro lado, la expresion
del RNAm de los neuropéptidos AVP y CRH en el hipotalamo no mostré diferencias
significativas. Contrario a nuestros resultados en animales adolescentes, otros
modelos de ELS inducen aumento de la expresion de AVP y CRH hipotalamico,
tanto en crias, como en animales adultos de 3 meses a un afio (Yi & Baram, 1994,
Chen et al., 2004; Zhang et al., 2012). Adicionalmente, algunos grupos de trabajo

han observado una disociacion de las concentraciones de glucocorticoides y los
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neuropeptidos, por lo cual se ha propuesto que otros mediadores como las citocinas
(Sierra, y cols., 2008; Tanaka, y cols., 1997; Verstraeten, y cols., 2019;) u hormonas
(estrégenos, testosterona, oxitocina) (Windle, y cols., 2004) pudieran estar

participando en la modulacion de la secrecion de corticosterona.

La MS es un estimulo lo suficientemente fuerte para inducir la activacién de
distintas areas cerebrales durante el desarrollo (Daskalakis, y cols., 2011;
Desbonnet, y cols.,2008; Ohta, y cols., 2019); sin embargo, al ser este estimulo
homotipico y repetitivo no incrementa mas la activacion de las areas cerebrales
(Banqueri, y cols., 2018; Ohta, y cols., 2019), ya que las células de estas areas
neurales se desensibilizan, por lo cual someter a los individuos a un evento
novedoso puede ser una mejor estrategia para analizar los efectos a largo plazo del
estrés sobre las areas cerebrales. El analisis de la expresion de c-Fos nos permitid
evaluar el recuerdo del miedo en los adultos sometidos a MS. Los resultados
mostraron la activacion de las células en el giro dentado del hipocampo dorsal y
ventral, tanto en machos y hembras. Generalmente el hipocampo ventral es un area
que se relaciona con el control negativo del eje del estrés y las conductas tipo
ansiedad (Caligkan, y cols., 2020; Van der Kooij, y cols., 2015; Windle, y cols.,
2004), mientras que al hipocampo dorsal esta implicado con el aprendizaje espacial,
el reconocimiento social y la memoria (Alescio-Lautier y Soumireu-Mourat, 1999;
Caudal, y cols., 2010; Herrera, y cols., 2019; Lesuis, y cols., 2019; Vivinetto, y cols.,
2013;). En nuestro estudio se evalud una respuesta ante un estimulo que puede ser
percibido como amenazante (sonido depredador), al cual la rata fue expuesta
durante su infancia (memoria), y por lo cual observamos una activacion neuronal

del hipocampo.

En el analisis de la conducta del recuerdo del miedo observamos una
respuesta diferencial entre machos y hembras; los animales sometidos a MS
presentaron una conducta pasiva (congelamiento) en ambos sexos (machos, 2% y
hembras, 17.5%); sin embargo, los machos MS presentaron una conducta activa
(25.3%) comparada con su grupo control. Un estudio previo propuso que los

animales expuestos a eventos de estrés tienden a presentar una conducta pasiva
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como una estrategia adaptativa al ambiente (De Kloet y Molendijk, 2016); mientras
que, los animales MS machos presentan una conducta mas activa a diferencia de
las hembras MS en pruebas de campo abierto (Jin, y cols., 2018). Adicionalmente,
se evalud el reconocimiento social y no se observaron diferencias significativas
entre los grupos control y MS, por lo que su memoria social estaria intacta. Sin
embargo, al evaluar una tarea de memoria tipo espacial utilizando la prueba de
desplazamiento de objetos, observamos que los animales sometidos a MS no
distinguieron entre el objeto en la nueva localizacion y el objeto en la misma
localizacion, a diferencia de los animales del grupo control que presentaron mas
tiempo explorando al objeto desplazado. Este efecto es similar a lo reportado por
otros grupos de trabajo que realizaron estudios con animales sometidos a MS,
donde también se reporté una menor interaccion con el objeto relocalizado y este
efecto lo observaron tanto en machos como en hembras (Reincke y Hanganu-
Opatz, 2017). Al analizar otra memoria como la memoria social, observamos que
ésta no se ve afectada por los efectos de la MS, y estos datos estan en concordancia
con el trabajo de Lukas y cols (2011), en el cual se muestra que los animales
sometidos a MS no presentan un deterioro en el reconocimiento social.
Adicionalmente, en otras tareas como el reconocimiento de objetos los animales MS
pueden discriminar entre el objeto novedoso y el conocido (Aisa, y cols., 2007;
Reincke y Hanganu-Opatz, 2017); mientras que en tareas como el laberinto en “Y”
los efectos del estrés durante las etapas tempranas de desarrollo también afectan

la cogniciéon (Wang, y cols., 2011).

Estos datos en conjunto sugieren que los eventos adversos durante la
infancia pueden modificar los patrones de expresion de algunos neuropéptidos
como la AVP y estado de activacion de las células microgliales durante el desarrollo
postnatal temprano (PND15); sin embargo, estos cambios son transitorios, y

promueven cambios permanentes sobre la conducta y la memoria a largo plazo.
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8. Conclusion
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Con base en los resultados del presente estudio se concluye que hay una
interaccidn entre ELS, las células microgliales y la vasopresina sobre la plasticidad
sinaptica en las espinas del segmento inicial del axon en el giro dentado del

hipocampo, y que estos efectos pueden verse reflejados en paradigmas de memoria
a largo plazo.
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