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RESUMEN

Se ha demostrado que alteraciones en la interaccién madre-cria produce efectos dura-
deros sobre el desarrollo cerebral y comportamental; de esta forma sujetos expuestos
a estrés por separacién materna temprana (SMT) presentan variaciones en los com-
portamientos indicadores de ansiedad. El objetivo del presente estudio fue investigar los
efectos especificos del estrés por SMT sobre los comportamientos indicadores de
ansiedad en ratas Wistar adultas machos y hembras. Las ratas fueron anidadas con
ciclo luz/oscuridad invertido (7 p.m./7 a.m.), agua y comida ad libitum. El procedi-
miento de separacién se realizé dos veces diarias durante los dias postnatales 1 al 21
(7:00 a 10:00 y 13:00 a 16:00 p.m.). Los comportamientos indicadores de ansiedad
fueron evaluados por medio del laberinto en cruz elevado (LCE) cuando las crias
alcanzaron un peso de 230 g. Se encontré que el estrés por SMT tiene efectos especificos
para cada sexo sobre los comportamientos relacionados con la ansiedad, las hembras
separadas maternalmente presentaron un perfil ansioso menor que las no separadasy
los machos separados mostraron mayor conflicto exploracién/evitacién. Estos resul-
tados corroboran hallazgos preliminares de nuestro laboratorio, en los que se evidencia
interaccién entre la vulnerabilidad ante desafios ambientales tempranos y los meca-
nismos compensatorios del cuidado materno.

Palabras clave: Separacién materna, estrés, ansiedad, eje HPA, laberinto en cruz
elevado.

ABSTRACT

It has been demonstrated that disruption of mother-pup interaction during early life
exerts long-lasting effects on the brain and behavioral development. Therefore subjects
exposed to early maternal separation stress (MS) show variations in anxiety-like
behaviors. The aim of this study was to investigate the specific effects of SMT stress on
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anxiety-like behaviors in adult male and female Wistar rats. Rats were housed with
reversed light dark cycle (light on at 7 p.m., off at 7 a.m.), water and food ad libitum.
Separation was carried out in postnatal days 1 to 21, twice daily in dark cycle (7:00 a
10:00y 13:00 a 16:00 p.m.). The anxiety-like behaviors were tested through the elevated
plus maze (EPM) when the pups reached 230 g of weigh. We found that the MS stress
has sex specific effects on anxiety-like behaviors: the maternal separated females
displayed a lesser anxious outline than the not separated ones and the separated males
showed a large exploration/avoidance conflict. These results confirm previous effects of
our labs, which may be related to an interaction between vulnerability to environmental
challenge and maternal care compensatory behaviors

Key words: Maternal separation, stress, anxiety, HPA axis, elevated plus maze.
INTRODUCCION

En los mamiferos, incluyendo los seres humanos, las experiencias tempranas son de
gran importancia para el desarrollo de circuitos cerebrales y patrones de compor-
tamiento. Dentro de las experiencias mds importantes se encuentra la interaccién
madre-cria; esta relacién se presenta en la forma de vinculo afectivo (Bowlby, 1982;
Bowlby, 1995; Harlow et al., 1966), el cual es propiciado por la actividad de sistemas
neurodindmicos presentes en la cria y en la madre y es regulado a través de compor-
tamientos maternos como las posturas de amamantamiento, acicalamiento y lamidas
y de sefiales provenientes de la madre como olores, vocalizaciones y calor (Hoffer,
2006). Esta compleja interaccién entre madre y cria podria tener por objeto brindar
seguridad a los recién nacidos y modular la actividad de sus sistemas neuroendocrinos
y fisiolégicos que son bdsicos para el sostenimiento de la vida y que a largo plazo les
permitirdn desarrollar mecanismos de afrontamiento para sortear las futuras demandas
ambientales (Macri et al., 2008; Sullivan et al., 1986).

La relacién entre madre e hijos en mamiferos suele ser flexible, hecho que le permitira
a la nueva descendencia ajustarse a la variabilidad ambiental, de forma tal que las ca-
racteristicas de esta relacién, como la latencia e intensidad de los comportamientos
maternos, funcionarian como predictor del ambiente futuro y contribuirdn al moldea-
miento de los sistemas endocrinos, neuronales y comportamentales (Macri y Wiirbel,
2006). Esta flexibilidad en las experiencias tempranas es mayor en seres humanos, en
los que los patrones de crianza dependen no solo de factores bioldgicos sino también
culturales, sociales y cognoscitivos. A partir de la segunda mitad del siglo XX se generé
gran interés por documentar los efectos de ambientes tempranos adversos sobre el
funcionamiento adulto, tanto en humanos como en animales. En diferentes estudios se
encontré que relaciones maternales pobres o negligentes se asocian con mayor vulne-
rabilidad para la aparicién de disfunciones neurocomportamentales y un incremento
en la susceptibilidad para adquirir enfermedades (Heim y Nemeroff, 2001). Ademas,
existen evidencias epidemioldgicas en las que se asocia estrés temprano con desarrollo
de enfermedades mentales como trastornos de ansiedad, depresién, abuso de sustan-
cias y trastornos de comportamiento (Gilmer y McKinney, 2003).
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LA SEPARACION MATERNA TEMPRANA

La relacién materna y sus efectos sobre el desarrollo ha sido estudiada extensamente
mediante el uso de protocolos animales de manipulacién postnatal. En dichos procedi-
mientos se altera el tiempo de permanencia de las crias con sus madres y se evalta cémo
esta separacién afecta los desempefios en pruebas de comportamiento y funcionamiento
neuroendocrino. Se han explorado diferentes protocolos de separacién, en los que se
varfa tiempo de separacién de las crias de la madre (desde unos pocos minutos hasta 24
horas), niimero de dias del procedimiento y momento del desarrollo en que se encuentran
los recién nacidos. Dentro de estos protocolos, los mas usados son los de separacién
materna temprana (SMT) y los de manipulacién temprana (MT), los cuales difieren en
el tiempo de retiro de las crias desde su nido; estas diferencias han llevado a resultados
diferentes y muchas veces opuestos. En general se ha encontrado consistentemente que
la MT causa disminucién en la intensidad de la respuesta emocional ante estresores,
mientras que los resultados sobre los efectos de la SMT obte nidos en diversos estudios,
no son sdlidos; en algunos no se observan diferencias con la no separacién, en otros se
observa decremento en la intensidad de la respuesta emocional y en otros los indicadores
de ansiedad aumentan. Autores como Levine, 2005, y Macri y Wiirbel, 2006, han pro-
puesto que las diferencias se relacionan con la interaccién compleja entre los compor-
tamientos compensatorios de la madre y el tiempo de exposicién al estrés fisiolgico (para
una revisién mas detallada remitirse a Macri y Wiirbel, 2006) el cual depende direc-
tamente del tiempo y nimero de separaciones diarias. Este trabajo estd enfocado a
evaluar las consecuencias que trae para ratas adultas, el haber sido sometido a estrés por
SMT, sobre los comportamientos relacio-nados con las respuestas de ansiedad.

Con respecto a las respuestas de ansiedad, estudios de Caldji et al., 2000a, Caldji et al.,
2000b, Francis y Meaney, 1999, Huotetal., 2001, Huot et al., 2002, Huot et al., 2004, Liu
et al., 2000a y Liu et al., 2000b, han reportado que el uso de un protocolo de 4 horas
diarias de separacién por 14 dias es suficiente para generar un incremento en respuestas
de temor condicionado e incondicionado e hiperactividad del eje HPA en las respuesta a
estresores (Marmendal, 20035). Sin embargo, otros estudios, siguiendo procedimientos
similares, no han encontrado tales alteraciones (Shalev y Kafkafi, 2002). En hallazgos
previos en nuestro laboratorio usando un protocolo de seis horas diarias, divididas en 2
periodos de separacién, durante 21 dias, hemos encontrado que los efectos de SMT son
diferenciales para cada uno de los sexos, las hembras separadas maternalmente exhiben
reduccién en comportamientos relacionados con ansiedad (Moreno et al., 2009). Estos
hallazgos iniciales pueden orientarnos hacia la consolidacién de una teoria mds
consistente de la separacién materna. Para la realizacién de este estudio y con el fin de
validar los resultados previos obtenidos por el grupo, se amplié el nimero de sujetos
control y experimentales, se hizo un registro detallado de comportamientos indicadores
de ansiedad y se incluyeron otras variables etolégicas que brindan mayor informacién
sobre la forma como el estrés temprano puede estar afectando de forma especifica las
respuestas incondicionadas de ansiedad de machos y hembras.

MEDICION DE LAS RESPUESTAS INCONDICIONADAS DE ANSIEDAD
Dentro de los instrumentos para medir variaciones en los comportamientos relacio-
nados con ansiedad, el laberinto en cruz elevado (LCE) es uno de los que cuenta con
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una mejor validez etoldgica. Este laberinto tiene como fundamento los comporta-
mientos de evitacién incondicionada que presentan las ratas hacia espacios abiertos y
elevados. Pellow etal., 1985, realizaron estudios en los que encontraron que el paso de
un animal por los brazos abiertos conlleva a incremento en los niveles plasmdticos de
corticoesterona, en las respuestas de congelamiento y mayor produccién de bolos
fecales; estos cambios fueron tomados como indicadores de un incremento en la
ansiedad de los animales ante la entrada a brazos abiertos. En la exploracién natural
del laberinto, hay tendencia clara en los animales por permanecer mayor tiempo dentro
de los brazos cerrados. El LCE ha demostrado ser sensible a los efectos de farmacos
ansioliticos y ansiogénicos: animales a los que se les administré benzodiacepinas pa-
saron mayor tiempo en los brazos abiertos y disminuyeron las respuestas de congela-
miento y niveles de corticoesterona. De esta forma, el LCE se ha convertido en un
instrumento eficaz para evaluar de forma rédpida, econémica y confiable las respuestas
incondicionadas de ansiedad en ratas. Adicionalmente a las medidas cldsicas como
numero de entradas y tiempo de permanencia en los brazos, el LCE permite analizar
comportamientos naturales de las ratas como estiramientos, acicalamientos, sacar la
cabeza del laberinto y pararse en las patas traseras, que permiten hacer andlisis mas
profundos con respecto a las respuestas ansiosas.

A pesar de la utilidad del LCE, atin existen pocos estudios en SMT que lo usen para
evaluar sus efectos sobre ansiedad (Estanislau y Morato, 2005), dentro de estos tra-
bajos (Kalinichev et al., 2002; Mclntosh et al., 1999), se encuentran reportes poco
consistentes y contradictorios, en los que solamente se usan las medidas tradicionales.
Otro elemento que suele ser subestimado en los estudios sobre SMT es la influencia
del sexo, es frecuente que solamente se evalien machos para evitar problemas de la
variabilidad comportamental asociada con cambios hormonales en las etapas del ciclo
estral. Adicionalmente, existen diferencias evidentes en los perfiles de respuesta ante
estimulos que generan ansiedad entre machos y hembras. Estas diferencias no son
aprendidas y se encuentran asociadas con mecanismos neurobiolégicos y endocrinos
innatos propios de cada sexo, involucrados en la modulacién de estrés y la respuesta
ante amenazas (Blanchard etal., 1995), de forma tal, que ratas hembra suelen mostrar
mayores niveles de ACTH y corticosterona ante estresores, asi como mayor actividad en
pruebas como LCE y campo abierto (Ray y Hansen, 2004). Con respecto a los estudios
de SMT y sus consecuencias y su consecuencia por género, se ha reportado la existencia
de efectos especificos tanto para machos como para hembras, pero estos efectos no
son consistentes dentro de los pocos estudios que los han explorado (Diaz Lujan et al.,
2008). En nuestro laboratorio hemos encontrado que la valoracién de ciertas medidas
etolégicas complementarias dentro del LCE pueden llegar a ser de gran utilidad para
enriquecer la discusién acerca de los efectos diferenciales de la SMT sobre las respuestas
de ansiedad en ratas machos y hembras (Moreno et al., 2009); sin embargo, se debe
tener en cuenta que el andlisis de los efectos de la SMT debe ser realizado dentro y no
entre cada uno de los géneros con el fin de evitar que las diferencias neuroendocrinas
que median las respuestas entre cada uno de los grupos, interfiera con los efectos del
estrés por SMT. En ese sentido la rigurosidad de la evaluacién de las etapas del ciclo
estral en la cual se encuentran las hembras, es fundamental. El objetivo de este trabajo
fue evaluar los comportamientos relacionados con la ansiedad, medidos a través del
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laberinto en cruz elevado, en ratas Wistar adultas que han sido sometidas a SMT frente
a aquellas que no lo fueron y determinar posibles deferencias en estos efectos dentro
de cada uno de los grupos.

MATERIALES Y METODOS

SUJETOS

Se utilizaron ratas albinas de la cepa Wistar de 100 dias obtenidas del bioterio de pro-
duccién de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colom-
bia, sede Bogota. Las ratas fueron anidadas de forma individual por un periodo de dos
semanas para permitir su adaptacién a las condiciones de temperatura (£ 22 °C),
humedad y ciclo luz/oscuridad (12/12), este ciclo fue invertido comenzando con os-
curidad a las 7:00 a.m. y luz a las 7:00 p.m. Se controlaron estimulos ambientales como
olores y ruidos. Todos los animales tuvieron acceso a agua y alimento ad-libitum.

Una vez cumplido el tiempo de adaptacién las ratas parentales se anidaron por parejas
de hembras y machos durante 21 dias, cumplido este tiempo se retiraron los machos de
los nidos y no se manipularon las hembras hasta el alumbramiento. El dia de alumbra-
miento se sexaron las criasy se asignaron de forma semialeatoria a los grupos separacién
y control, tratando de obtener un nimero similar de crias en cada uno de los grupos. Los
sujetos controles, fueron las crias de la misma camada que no fueron sometidas al
protocolo de SMT, pero que si recibieron manipulaciones periddicas relacionadas con
la limpieza de las cajas. El nimero total de sujetos usados en las pruebas de compor-
tamiento fue de 48 ratas, distribuidas de la siguiente forma: hembras separadas 11,
hembras control 10, machos separados 11y machos control 16. Todos los procedimien-
tos durante esta investigacion se realizaron de conformidad con las normas éticas y
legales exigidas para la investigacién con animales de laboratorio en Colombia (Ley 84
de 1989 y Resolucién No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud); al igual se tuvieron en
cuenta las recomendaciones para el manejo y cuidado de animales de laboratorio pro-
puestos por la normatividad de la Unién Europea (8616091EU) y del Instituto Nacional
de Salud de los Estados Unidos de América (National Research Council, 1996).

DISENO EXPERIMENTAL

Estudio experimental no invasivo de casos y controles. El grupo experimental consiste
en sujetos sometidos a estrés postnatal perinatal mediante un procedimiento de sepa-
raciéon materna temprana. El grupo control corresponde a sujetos que no han sido
sometidos a estrés postnatal por separacién materna temprana.

PROCEDIMIENTO DE SEPARACION MATERNA TEMPRANA

El dia del nacimiento de las crias se conté como dia cero. A partir del dia postnatal 1
hasta el 21 se aplicé un protocolo de separacién materna temprana de 360 minutos, el
cual consistia en dos periodos de separacién de 180 minutos cada uno (7:00 a 10:00 y
13:00 a 17:00); se dispuso de un tiempo entre separaciones de 180 minutos, en el que
las crias eran retornadas a sus respectivos nidos para ser alimentadas y asi evitar efectos
causados por desnutricién. Para la separacién materna, primero se removié la madre del
nido a una caja separada, luego las crias se ubicaron en otra caja plastica que contenia
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una cama de aserrin previamente calentada, después las nodrizas se ubicaron de nuevo
en el nido junto con las crias no separadas. Las cajas con ratas separadas fueron
llevadas a otra habitacién en la que se mantuvieron las condiciones de temperatura,
humedad y control de ruidos. Pasados los 180 minutos de separacidn, se retornaron las
ratas separadas a la habitacién original, se retiré la madre del nido, se devolvieron las
crias separadas a la caja nido y se colocé de nuevo la madre junto con todas sus crias.
A partir del dia 21 (destete), se suspendié el procedimiento de separaciény se anidaron
las ratas en cajas por grupos de sexo y tratamiento, donde crecieron en condiciones
similares, con libre acceso a agua y comida, hasta que tuvieron una edad adulta para
realizar las pruebas de comportamiento.

PRUEBA LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

Las respuestas incondicionadas de ansiedad fueron evaluadas a través del LEC cuando
los animales alcanzaron un peso superior a 230 g, momento en el que se consideraron
adultos jévenes. En promedio los machos obtuvieron este peso hacia los 55 dias y las
hembras hacia los 70 dias. El LCE es en una plataforma acrilica de color negro en forma
de cruz que se encuentra elevada a 50 cm del suelo y estd compuesta por dos brazos
abiertos de 50 x 10 cm y dos cerrados de 50 x 10 con paredes de 40 cm de altura y
descubierta en la parte superior. En cada sesién experimental, los animales fueron
puestos de manera individual en el centro del laberinto, enfrentando una rama abierta,
con la luz encendida. El animal era retirado del laberinto después de 5 minutos de
exploracién libre. La sesién se realizé en la tarde (14:00 a 17:00) porque en este periodo
los niveles de corticosterona son mds bajos. Las hembras fueron evaluadas solamente
cuando se encontraban en la fase de diestro de su ciclo estral, porque existe evidencia
que en este periodo los comportamientos de las hembras son mds homogéneos con el
de los machos (Gouveia et al., 2004). La determinacién de la etapa del ciclo en la cual
se encontraban las hembras, se realiz6 por medio de citologia funcional 4 horas antes
de la sesién en el LCE, de tal forma que para el momento de la prueba, los niveles de
estrés producido por el ciclaje, han retornado a su estado basal. Para la citologia, se
toma la rata por la cola, apoyando la palma de la mano izquierda sobre el dorso del
animal, se sujeta y se levanta la cola y con un gotero que tiene solucién salina, se intro-
duce en la vagina, se succiona suavemente, se saca el gotero y se deposita su contenido
en un portaobjetos. De inmediato se observa al microscopio para identificar el tipo
celular y asi determinar en que etapa del ciclo esta la rata. En la habitacién solamente
se dispuso el LCE, el recinto fue iluminado con luz artificial blanca y se aislé acusti-
camente. Los comportamientos de los sujetos fueron grabados por medio de una
cdmara de video ubicada en el techo de la habitacién.

La codificacién de los comportamientos se realizé por medio del programa X-plo Rat
2005, con el que se registraron los siguientes patrones comportamentales:

Medidas estdndares: a) Frecuencia de entradas a brazos abiertos y cerrados: se con-
sidera que un animal entra a un brazo cuando pisa con las cuatro paras dicho brazo,
a mayor numero de entradas a los brazos abiertos, menor ansiedad; b) entradas totales
a los brazos: una mayor cantidad de entradas a estos brazos se relaciona con mayor
actividad general; c) tiempo gastado en cada uno de los brazos: mayor cantidad de
tiempo en brazos abiertos indican menor ansiedad. Con estos datos se calculé el
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porcentaje de entradas a brazos; porcentaje de tiempo en los brazos abiertos, cerrados
y el centro.

Medidas etoldgicas: a) Frecuencia y duracién de estiramientos: se considera que ha ocu-
rrido un estiramiento cuando el animal extiende completamente su cuerpo para explorar
un drea del laberinto sin moverse hacia este espacio; b) Frecuencia y duracién de levan-
tamientos: se considera que ha ocurrido un levantamiento cuando la rata se alza sobre
sus patas traseras en posicion vertical para explorar el espacio, no existe una clara relacién
de esta conducta con la ansiedad, se ha propuesto una asociacién con hiperactividad; c)
Hundimiento o Inmersién de la cabeza: se codifica como hundimiento de la cabeza cada
vez que el sujeto explora por fuera del laberinto sumergiendo su cabeza en el vacio, este
es un comportamiento exploratorio del espacio externo del laberinto que se ha asociado
estrechamente con baja ansiedad y d) Acicalamientos: se cataloga como acicalamiento
cada vez que el animal sacude sus patas sobre su cuerpo como si se estuviera limpidndose,
no se ha reportado una relacién directa de este comportamiento con los comporta-
mientos de ansiedad. Una vez finalizadas las observaciones, se sacrificaron los animales,
se extrajeron sus cerebros y se recolecté su sangre para estudios posteriores.

ANALISIS DE LOS DATOS

Para el andlisis estadistico de los datos se realizaron comparaciones entre las medias de
los grupos controles y separados con la prueba t-Student, si las muestras no cumplian
con los criterios de normalidad u homogeneidad se aplicé la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney. Estos andlisis fueron realizados con el programa estadistico Sigma
Stat 3.5. No se realizaron andlisis de varianza ANDEVA porque nuestro interés no es
observar interaccién entre los factores género y la SMT, un andlisis en conjunto de estos
dos factores distorsionaria los efectos de la SMT, como se menciond anteriormente,
existen diferencias entre los géneros en las repuestas de ansiedad que no son debidas a
las experiencias tempranas.

RESULTADOS

MEDIDAS ESTANDARES

Como se muestra en la figura 1a, las hembras separadas presentaron mayor porcentaje
de entradas a los brazos abiertos, mientras que en los machos no se observaron dife-
rencias significativas, lo cual indicarfa menor ansiedad en las hembras separadas mater-
nalmente, con respecto a las hembras no separadas. Para el caso de los machos, se
encontré aumento significativo en el tiempo de permanencia en el centro en el grupo
separado maternalmente en comparacién con los machos controles (Fig. 1b), esta
tendencia indica leve reduccién de ansiedad pero no lo suficiente como para permitirle
explorar los brazos abiertos. Tanto en machos como en hembras separadas se observé
que incrementaron las entradas a los dos brazos (Fig. 1c), lo cual indica una mayor
hiperactividad en el grupo separacién con respecto a los controles.

MEDIDAS ETOLOGICAS
Inmersién de la cabeza: tal como se observa en la figura 2a, tanto machos como hem-
bras separadas maternalmente mostraron incremento en el tiempo de inmersiones de
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Figura 1. Medidas estandares en el laberinto en cruz elevado para hembras control (HC), hembras
separadas (HS), machos control (MC) y machos separados (MS). a) Porcentaje de entradas a los brazos
abiertos (media + E.S) HC vs. HS (t= -4,728); b) tiempo en el centro (media * E.S) MC vs. MS (T=
236,000); y c) Numero total de entradas a todos los brazos (media + E.S) HC vs. HS (t =-4,694) y MC
vs. MS (T=215,00). *Diferencia significativa en t-Student test (t) y Mann-Whitney U test (T), P <0,05.
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la cabeza por fuera del laberinto, comparado con los sujetos control de cada uno de sus
grupos, lo que indica que los grupos separados, en especial las hembras presentan
menor ansiedad. Estiramientos del cuerpo: tal como se muestra en la figura 2b, sola-
mente se presentaron diferencias significativas entre los machos, el grupo separacién
ocupé mayor tiempo en estiramientos del cuerpo que el grupo control, esta tendencia
es un indicador de un conflicto entre exploracién y evitacién. Acicalamientos: hubo dis-
minucién significativa del tiempo de acicalamientos en los grupos separados tanto de
machos como de hembras con respecto a sus respectivos controles (Fig. 2¢), este puede
estar relacionado con mayor tiempo invertido en la exploracién del laberinto. Levan-
tamientos: no se encontraron diferencias significativas entre los grupos separados y no
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Figura 2. Medidas etoldgicas en el laberinto en cruz elevado para hembras control (HC), hembras
separadas (HS), machos control (MC) y machos separados (MS). a) Tiempo total de inmersién de la
cabeza fuera del laberinto (media + E.S) HC vs. HS (t=-6,04) y MC vs. MS (T=215); b) Tiempo de
estiramientos (media + E.S) MC vs. MS (t=-5,69); c) Tiempo de acicalamientos (media + E.S) HC vs.
HS (T=139) y MCvs. MS (T=116). *Diferencia significativa en t-Student test (t) y Mann-Whitney U test
(T), P <0,05.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en este estudio apoyan hallazgos preliminares de nuestro
laboratorio, en los que se ha visto que el estrés crénico por separacién materna, durante
la lactancia, conlleva a alteraciones en los comportamientos dentro del laberinto en
cruz elevado (Moreno et al., 2009), lo cual corrobora la confiabilidad del uso del pro-
tocolo de SMT por 6 horas diarias divididas en dos periodos de tres horas, durante los
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21 dias de amamantamiento y sus efectos consistentes sobre los comportamientos
relacionados con la ansiedad. Las alteraciones comportamentales se presentan tanto
en machos como en hembras, pero la forma como se ven modificados los perfiles de
comportamientos relacionados con ansiedad es especifica para cada uno de los sexos.
En un primer acercamiento a los efectos de la separacién materna sobre el desempefio
de las ratas en el LCE se puede concluir que existe una disminucién marcada en las
conductas indicadoras de ansiedad en ratas hembras y que este efecto de ansiolisis es
menor en los machos, resultados concordantes con lo encontrado en los estudios de
Eklund y Arborelius, 2006, y Slotten et al., 2006, quienes usaron un protocolo de SMT
similar al nuestro. No obstante, los resultados en el estudio de Eklund y Arborelius, 2006,
no arrojaron diferencias marcadas en entre machos, probablemente porque el instru-
mento de medida no les permitié hacer una observacién fina de los comportamientos
de los animales; el uso de las mediciones etolégicas realizadas en esta investigacién,
nos permitié hacer un andlisis mas profundo de los efectos de SMT sobre el comporta-
miento de ratas adultas y detectar efectos especificos de este estrés sobre el com-
portamiento de machos y hembras.

Los comportamientos que realizan los roedores dentro del LCE se pueden agrupar en tres
factores: ansiedad, actividad locomotora y evaluacién del riesgo (Rogers y Johnson,
1995). El factor ansiedad basicamente se compone del porcentaje y el tiempo de entradas
a los brazos abiertos y del tiempo y frecuencia de inmersiones de la cabeza por fuera del
laberinto, al observar estos indicadores, podemos decir que las ratas hembra que fueron
separadas maternalmente presentan una clara disminucién en su perfil ansioso con res-
pecto a ratas hembras no separadas, en el caso de los machos esta reduccién de la
ansiedad no es tan evidente, pero se refleja en el leve incremento en el tiempo y frecuencia
de inmersiones de la cabeza por fuera del laberinto. La actividad locomotora se veria
reflejada en el nimero de entradas totales y de entradas a brazos cerrados, estos dos
indicadores se incrementaron tanto en machos como en hembras separadas, resultados
que concuerdan con hallazgos previos que indican que la separacién materna incrementa
niveles de actividad locomotora (Marin y Planeta, 2004), cabe resaltar que estos incre-
mentos en la actividad locomotora en roedores tienden a correlacionar positivamente
con perfiles ansioliticos (Rogers y Johnson, 1995). Adicionalmente, diferentes estudios
han arrojado evidencias que demostrarian que los incrementos en actividad locomotora
y ansiolisis aumentan la sensibilidad a los efectos de psicoestimulantes como la cocaina
(Kikusui et al., 2005; Planeta y Marin, 2002), estos datos en su conjunto pueden ser
tomados en cuenta para la construccién de un modelo para estudiar la influencia de las
experiencias tempranas sobre la aparicién de trastornos del desarrollo como el déficit de
atencién e hiperactividad (Kwak et al., 2009), problemas de control de impulsos y vulne-
rabilidad al consumo de estimulantes (Marin y Planeta, 2004).

El tercer factor que surge en los anélisis del LCE estd compuesto por el tiempo de
permanencia en el centro del laberinto y la frecuencia y duracién de estiramientos,
incrementos en estas tendencias conductuales podrian reflejar procesos de valoracién
del riesgo y un conflicto entre la evitacién de potenciales amenazas y la exploracién de
espacios nuevos (Rogers y Johnson, 1995). Adicionalmente, se ha reportado que los aci-
calamientos y el tiempo de permanencia en los brazos cerrados se relacionan negativa-
mente con estos dos comportamientos; se infiere que los animales que presentan altos
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niveles de acicalamiento o permanecen mds tiempo en los brazos cerrados ya han
tomado una decisién comportamental y por lo tanto no presentan conflicto evitacién
/exploracién. De esta forma, los machos separados mostraron claramente un conflicto
evitacién/exploracién, determinado por pasar mayor tiempo en el centro (Fig. 1a) y
presentar mayor nimero y tiempo de estiramientos del cuerpo (Fig. 2b), por el con-
trario, los machos y hembras control pasaron mayor tiempo en los brazos cerrados,
mostraron pocos estiramientos y gran nimero de acicalamientos (Fig. 2¢), lo que in-
dicaria que las hembras y machos control tienden a tomar una decisién evitativa, las
hembras separadas, una exploratoria, y los machos control presentarian mayor con-
flicto para tomar cualquier decisién.

Las diferentes medidas etoldgicas, permiten hacer un andlisis con mayores matices y
aproximarnos de forma mds exhaustiva a la complejidad de los comportamientos
incondicionados de roedores. Los roedores asi como la mayor parte de mamiferos,
poseen sistemas afectivos que influyen de forma dindmica y compleja en su comporta-
miento (Panksepp, 1998), en esta medida, una aproximacién a los perfiles de ansiedad
debe contemplar esta multideterminacién, en la que los animales no solamente acttan
por evitacioén sino que también hay en marcha sistemas afectivos competitivos como la
exploracién para busqueda de recursos.

Como se mostré en los resultados, los efectos de la separacién materna temprana son
especificos para cada uno de los géneros, por ello serfa pertinente tener en cuenta estos
efectos diferenciales de las experiencias tempranas al momento de realizar estudios sobre
desarrollo, en especial en modelos de ansiedad. El manejo no adecuado de diferencias
entre sexos, ya sea por inclusién de solo uno de los géneros o por no realizar andlisis
para cada uno de ellos puede suscitar distorsiones en los resultados, este puede ser un
factor muy importante para que en algunos estudios se encuentren efectos opuestos,
por ejemplo el estudio de Daniels et al., 2003, en el que la SMT incrementé conductas
de evitacién, pero no se realizé un andlisis de las diferencias dentro de cada uno de los
géneros. A pesar que las diferencias intergénero en la modulacién de las amenazas
puedan ser un obstdculo, también es una gran oportunidad para indagar sobre cudles
son los mecanismos responsables de estas diferencias y asi comprender mds cerca-
namente la neurodindmica implicada en el desarrollo de conductas patolégicas como los
trastornos de ansiedad, déficit atencional, problemas en el control de impulsos, de-
presién, abuso de sustancias, entre otras. Probablemente el estrés temprano altere la
fisiologia de estructuras como el drea predptica, el nicleo terminal estriado y el nucleo
del tracto solitario, estructuras que presentan una neurodindmica especifica para cada
sexo y que son importantes para la regulacién del eje HPA en el cual se modulan res-
puesta neuroendocrinas ante estimulos amenazantes (Ulrich Laiy Herman, 2009), A su
vez, es probable que también existan modificaciones en estructuras como el hipocampo,
la amigdalay la corteza prefrontal, que aunque no presentan un dimorfismo sexual tan
marcado si participan en la modulacién del eje HPA (Caldji et al., 2000b).

Los mecanismos por medio de los cuales el estrés por SMT induce estas diferencias
comportamentales atin no son claros. El estrés que se produce por la separacién no es
la dnica fuente de cambios durante el desarrollo; se ha reportado que las ratas madres
cambian su repertorio comportamental de cuidado materno ante la separacién crénica
de sus crias, lo cual puede estar relacionado con modificaciones endocrinas en la rata
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madre (Macri y Wirbel, 2006). La interpretacién de la influencia de estrés temprano
resulta mds compleja, porque durante los primeros dias de desarrollo, la regulacién del
eje HPA no se realiza a través de liberacién de corticosterona, dado que su liberacién
es minima durante este tiempo (Levine, 1967), por el contrario es realizada a través de
arginin vasopresina (AVP; Makara et al., 2008). Es posible que los efectos de SMT sobre
el sistema nervioso central y sistema endocrino estén mediados por la liberacién de
AVP, lo cual probablemente induciria modificaciones funcionales en el adulto sobre
sistemas de neurotransmisores como el GABA, en especial en la expresién de receptores
para este formaco (Caldji et al., 2000b).

El uso de SMT en roedores como un modelo de las consecuencias que traen las expe-
riencias adversas tempranas sobre el comportamiento adulto, tiene gran relevancia para
la indagacién de los factores involucrados en el desarrollo de pautas comportamentales
especificas; ademds ha permitido hacer una amplia exploracién de la forma como
ciertos sistemas cerebrales y endocrinos dependen de experiencias tempranas, dentro
de las que el papel de la madre como agente regulador de desarrollo de los sistemas
neuroendocrinos es vital (Hoffer, 2006). Este modelo de SMT ha permitido esbozar
nuevas teorias sobre el desarrollo de una mayor o menor vulnerabilidad para la ad-
quisicién de patologias mentales y comportamentales como abuso de sustancias,
depresidn, trastornos de ansiedad, problemas de aprendizaje, deficiencias atencionales
e hiperactividad, no obstante, debemos ser cautelosos al hacer inferencias desde
modelos en animales a humanos porque las dindmicas de desarrollo neurocompor-
tamentales son diferentes entre especies. Adicionalmente, los determinantes del com-
portamiento humano son mucho mdas complejos y una aproximacién a la patologia
mental humana solo puede ser hecha teniendo en cuenta la diversidad de interacciones
entre la genética de nuestra especie y ambiente en el que esta se expresa.
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