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Resumen

La presente investigacion uso el paradigma de restriccion de material de cama y
nido (RMN), con el fin de determinar de qué manera la adversidad en la infancia afecta
los comportamientos de tipo ansiosos y depresivos en ratones adolescentes y adultos de
dos cepas endogamicas. Esta investigacion hizo uso de un disefio experimental puro de
tipo factorial. Para ello se utilizaron 240 ratones en total (120 machos y 120 hembras)
provenientes de veinticuatro camadas de las cepas C57BL/6NCrl y BALB/c distribuidos
aleatoriamente en dos grupos llamados control (n=60 por cepa y sexo) y experimental
(n=60 por cepa y sexo). Para medir los comportamientos de tipo ansiosos y depresivos se
usaron tres instrumentos: prueba de campo abierto, prueba de laberinto elevado en cruz
y prueba de nado forzado. Para el analisis de datos se realizaron analisis estadisticos de
tipo factorial ANOVA de dos vias considerando los factores protocolo (control y ELA)
y sexo (macho y hembra) o cepa (C57BL/6NCrl y BALB/c), seguido del test posthoc de
comparaciones multiples de Tukey con el software GraphPad Prism 6.01 (San Diego,
CA, USA). Donde los resultados estadisticamente significativos fueron aquellos valores
p<0,05. Los resultados mostraron que el impacto de la adversidad en la vida temprana,
en forma de cuidados maternos fragmentados, afecté méas a los ratones adolescentes y
adultos machos y hembras de la cepa C57BL/6NCrl en comparacion con los de la cepa
BALB/c. Asi mismo, se vio que el impacto de la exposicion a la adversidad en la vida

temprana fue diferente entre el periodo de la adolescencia y la adultez.

Palabras clave: paradigma de restriccion de material de nido, adversidad en la

infancia, cepas endogdmicas, ansiedad, estrés, depresion.
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Abstract

This research used the Early Life Adversity model (ELA) by limiting the nesting
and bedding material, in order to determine how ELA affects anxiety-like behavior and
depressive-like behavior in young and adult mice of two strains. This research used a
pure experimental design of factorial type. For this purpose, 240 mice were used in total
(120 males and 120 females) from 24 litters of the C57BL/6NCrl and BALB/c strains
randomly distributed in two groups called control (n=60 per strain and sex) and
experimental (n=60 per strain and sex). Three instruments were used to measure anxiety-
like behavior and depressive-like behavior: open field test, elevated plus maze and forced
swimming test. For data analysis, two-way ANOVA factorial analyses were used for
protocol factors (control and ALS) and sex (male and female) or strain (C57BL/6NCrl
and BALB/c), followed by Tukey’s posthoc multiple comparison test with GraphPad
Prism 6.01 software (San Diego, CA, USA). Our results show that the impact of ELA, by
maternal fragmented care, affected more young and adult males and females
C57BL/6NCrl strain, compared to BALB/c strain. Likewise, it was seen that the impact

to the exposure to ELA changes between the period of adolescence and adulthood.

Key words: Early Life Adversity, limited bedding model, mice strains, anxiety,

depression.
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Capitulo 1: Introduccién

Planteamiento del Problema

La presente investigacion tuvo por objetivo determinar de qué manera la
adversidad en la infancia afecta los comportamientos de tipo ansiosos y depresivos en
ratones adolescentes y adultos de dos cepas endogadmicas. Para modelar la adversidad en
la infancia, y sus efectos a largo plazo, son usados tipicamente dos paradigmas
traslacionales de experimentacion: separacién materna y el protocolo de restriccion de
material de nido (RMN); algunos trabajos también usan la combinacién de ambos
(Walker et al., 2018). Si bien ambos paradigmas tienen por objetivo alterar o interrumpir
la relacién madre-infante, ambos tienen consecuencias distintas en los comportamientos
socioemocionales de las crias y se cree que esto es debido a un efecto directo del patron
del cuidado materno que se altera. La presente investigacion hizo uso del paradigma de
restriccion de material de cama y nido, con ello busco aportar la generacion de modelos

robustos del paradigma de adversidad en la infancia en ratones.

En los humanos la exposicion a experiencias adversas en la vida temprana (ELA),
como vivir en condicion de pobreza, pérdida de uno de los padres, estar expuesto a
negligencia emocional, abuso fisico, eventos traumaticos o depresién materna, tiene
consecuencias en la funcion cognitiva, afectando el desarrollo del lenguaje, memoria,
atencién y funciones ejecutivas. Ademas, los nifios que experimentaron adversidad en la
vida temprana tienen una tendencia a ser sociablemente distantes y con una
predisposicion a interactuar hostilmente con los otros, ademas de mostrar gran dificultad

para reconocer expresiones faciales (Banqueri, Méndez, & Arias, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que el maltrato en la infancia,

también denominado abuso y negligencia, incluye todas las formas de maltrato fisico y
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emocional, abuso sexual, negligencia y explotacion que dan lugar a dafio actual o
potencial en la salud, desarrollo o dignidad del nifio (Butchart y Harvey, 2009). Asi pues,
estas vivencias tienen riesgos importantes para el desarrollo de psicopatologias tales
como trastornos de ansiedad y depresion (Kessler et al., 2010; McLaughlin et al., 2019),
la mayoria de los cuales pueden emerger en la nifiez y adolescencia (McLaughlin &
Sheridan, 2016; Mills et al., 2019) y pueden persistir en la adultez (Clark et al., 2010;

Green et al., 2010).

Los acontecimientos adversos en la infancia incluyendo el trauma, son una
experiencia comun a nivel global, y se estima que alrededor de una tercera parte de la
poblacion podria estar afectada (Kessler et al., 2010). Se ha estimado que alrededor del
16% de la poblacion general ha sufrido alguna forma seria de maltrato, situandose la tasa
de maltrato fisico en alrededor del 7% y del maltrato emocional en el 6% (May-Chanal y
Cawson, 2005). De modo general, la adversidad en la infancia constituye un factor de

riesgo de psicopatologia en la vida adulta (Norman et al., 2012)

De acuerdo con el informe “Nifos y niflas en América Latina y el Caribe 2020.
Panorama regional sobre la situacion de la nifiez en la regiéon”, publicado por ElI Fondo
de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF); en América Latinay el Caribe (ALC),
viven 188 millones de nifias, nifios y adolescentes. De este grupo, 1.1 millones de nifias
adolescentes de 15-19 afios han experimentado violencia sexual o cualquier otro acto
sexual forzado (incluyendo desde la infancia). El 63% de nifios y nifias menores de 15
afios experimentan algun tipo de disciplina violenta en el hogar (psicologicay fisica). Un
43% de nifios y nifias menores de 15 afios ha sido sometido a castigo corporal en el hogar.
Alrededor del 46,2% de nifios y nifias de 0-14 afios viven en pobreza en América Latina.
Estos nifios y nifias viven en su mayoria en zonas rurales remotas y, cada vez mas, en

entornos periurbanos. Hallaron también que la tasa de homicidio adolescente es 5 veces
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mas alta en ALC que la media global: 24.500 adolescentes (10-19 afios) son victimas de
homicidio. Al respecto se evidencia las brechas de desigualdad al acceso a servicios
sociales y de proteccion donde todavia hay un namero significativo de nifios

desfavorecidos y excluidos.

Volviendo la mirada sobre el Perq, el Instituto Nacional de Estadistica e
Informatica (INEI) al 2021, sefiala que hay 8 millones 107,000 peruanos de 0 a 14 afios.
Sumados los peruanos de 15 a 17, se proyecta que hay mas de 9 millones 650,000 nifios,
nifias y adolescentes en nuestro pais. Este grupo poblacional comprende el 30% de la
poblacion peruana y es también el mas susceptible a estar expuesto a situaciones de
adversidad. Pues, conforme al reporte realizado por ENARES (2019), el 68,9% de la
poblacion de 9 a 11 afios de edad sufrio violencia psicologica y/o fisica en el hogar alguna
vez en su vida. Por tipo de violencia, el 38,6% de este grupo etario fue victima de
violencia fisica y psicoldgica a la vez, el 16,3% sufrido exclusivamente violencia
psicoldgica y el 14,0% solo violencia fisica. Entre los afios 2020 y 2021, los Centro de
Emergencia Mujer (CEM) han registrado mas de 43 mil casos de violencia contra nifias,
nifios y adolescentes (MIMP, 2022). Sumado a ello, segun estimaciones del MINSA, Peru
triplico el nimero de nifias menores de diez afios de edad forzadas a ser madres en el

2020 (Morales, 2021)

A esta problemaética se advino las consecuencias de la pandemia del COVID-19,
como el confinamiento prolongado que ha conducido a mayores niveles de violencia
contra los menores cometidos por los propios cuidadores (Vadillo, 2021) y ha creado
condiciones de riesgo para el deterioro de la salud mental tanto de los nifios como de sus
padres. Un reciente estudio epidemiologico del afio 2021 realizado en el PerG por

UNICEF report6 que un 77% de nifios con 0- 1.4 afios y un 68.3% con 1.5- 5 afios que
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viven con un cuidado con sintomas depresivos tienen riesgo de problemas de salud

emocional o conductual (UNICEF, 2020).

Ahora bien, aunque los estudios epidemioldgicos permiten correlacionar la
exposicion a adversidad en la infancia con el desarrollo de patologias, este tipo de
estudios no permiten hacer inferencias de tipo causales sobre esas variables. Ademas, por
razones éticas no se podrian hacer manipulaciones directas sobre el ambiente temprano
de los infantes humanos. Sumado a esto, existen variables que son dificil de controlar,
como por ejemplo las predisposiciones genéticas individuales. Por este motivo, para
testar hipotesis causales en torno a los efectos de la exposicion a adversidad en la infancia
y sus influencias posteriores en el desarrollo de psicopatologias, se necesita recurrir a
modelos animales en los cuales se pueden controlar tanto los factores ambientales como

las predisposiciones genéticas.

Para realizar estudios preclinicos de identificacion y comprension de factores
genéticos y ambientales o la interaccion de ambos involucrados en el desarrollo de
psicopatologias, es crucial contar con modelos animales validos y robustos que permitan
reproducir los hallazgos neuro comportamentales, minimizar los falsos positivos y
permitan la prueba de hipotesis traslacionales y el desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento y de drogas terapéuticas (Anderzhanova et al., 2017; Nestler & Hyman,
2010). Para este tipo de abordaje, los modelos desarrollados en roedores, especialmente
ratones, son los mas comunes. En la actualidad, se considera a la restriccion de material
de nido/cama (RMN) en raton como un modelo robusto y con potencial traslacional para

representar los efectos a largo plazo de la adversidad en la infancia.

En roedores, la exposicion a una jaula con recursos limitados de cama/nido

(RMN) durante los dias postnatal (DPN) 2-9 puede producir efectos duraderos en el
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comportamiento emocional y la reactividad a estresores, conjuntamente con alteraciones
en la funcionalidad de sistemas cerebrales implicados en la emocionalidad (Molet, Maras,
Avishai-Eliner, & Baram, 2014). Este modelo de escasez induce estrés en la madres
ratones y altera su comportamiento materno (Baram et al., 2013; lvy et al., 2008), el cual
se fragmenta y se torna impredecible para el infante (Boltonet al., 2017; Rice et al., 2008)
aunque la cualidad general del cuidado maternal se mantenga sin muchos cambios
(Bolton et al., 2017; Gallo et al., 2019; lvy et al., 2008; Rice et al., 2008). Este
comportamiento materno fragmentado se presume que provoca cambios cronicos, de
estrés emocional impredecible e incontrolable en las crias infantes (Glynn & Baram,
2019). EIl efecto de este estrés emocional en las crias seria un efecto directo de la
fragmentacion de cuidado materno sobre el sistema de regulacion de respuesta al estrés
de las crias. Durante la exposicién a este protocolo, un incremento persistente en los
niveles plasméticos de la hormona corticosterona y también de hipertrofia de la glandula
adrenal son reportados en las crias (Brunson et al., 2005; Ivy et al., 2008). Estos cambios
desaparecen tan pronto la madre y sus crias son retornadas a sus jaulas estandares en el
DPN 10 (Brunson et al., 2005; Ivy et al., 2008). Aun asi, la experiencia de exposicion al
protocolo RMN durante periodos tempranos del desarrollo resulta en consecuencias
duraderas en la funcién emocional y cognitiva de la prole (Baram et al., 2013; Bolton et

al., 2017).

De acuerdo con Anda (2006) un Unico factor estresante significativo durante la
infancia puede aumentar en un 30%, aproximadamente, el riesgo de patologia en la
adultez. Para entender mas a fondo el impacto de exposicién a adversidad en la infancia
en el desarrollo de psicopatologias en la vida adulta se ha sacado provecho de las
diferencias genéticas existentes entre cepas de ratones consanguineas, los cuales proveen

una variabilidad genética y diferencias fenotipicas naturales (Anda et al., 2006). Por
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ejemplo, los ratones de las cepas C57BL/6 y BALB/c difieren en su susceptibilidad al
estrés, siendo que la cepa BALB/c es considerada innatamente ansiosa que los de la cepa
C57BL/6 (Anisman et al., 2001; Brinks et al., 2007; Dulawa et al., 2004; Kopp et al.,
1999). Sin embargo, la exposicion de estas cepas a un protocolo de separacién materna
en la infancia, considerado un estresor en la vida temprana, no produce alteraciones claras
en los comportamientos tipo ansiosos o depresivos (Rachel A. Millstein & Holmes, 2007)
aunque este modelo impacta de manera cepa especifica en funciones cognitivas, como la
memoria, aprendizaje y la atencion (Mehta & Schmauss, 2011). Estas diferencias en la
susceptibilidad y respuesta al estrés de estas dos cepas sugieren también que pueden
mostrar diferencias en su vulnerabilidad a los efectos de la exposicion a adversidad en la
infancia como el protocolo de RMN. Se esperaba que la exposicién al protocolo RMN
durante la infancia tuviese un mayor impacto en aquella cepa de ratones con mayor
vulnerabilidad para estresores. Los resultados sirvieron para considerar un modelo
apropiado de roedor que permita explorar hipotesis causales a diferentes niveles de
andlisis en torno a los efectos neuro comportamentales de exposicion a adversidad en la
infancia, permitiendo la identificacion de periodos sensibles para el desarrollo de
vulnerabilidad, con potencial para integrar preguntas traslacionales y de busqueda de

estrategias terapéuticas.

Por otro lado, también la susceptibilidad a los efectos de la adversidad en infancia
podria ser dependiente del sexo. Las mujeres tienen un mayor riesgo de desarrollar
trastornos psicoldgicos asociados al estrés con una relacion de riesgo mujer/hombre
aproximadamente de 2 a 1 (Kessler, 2006). Por lo tanto, se propuso determinar si los
efectos de la exposicion al modelo RMN durante la infancia en los comportamientos tipo

ansioso y depresivo variaba con la cepa (C57BL/6NCrl y BALB/c) y el sexo. Ademas,
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se propuso determinar si este efecto pudiese ser identificado en el periodo adolescente y

persistir en el periodo adulto.

Formulacion del Problema

Problema General

¢De qué manera la adversidad en la infancia afecta los comportamientos de tipo

ansiosos y depresivos en ratones adolescentes y adultos de dos cepas endogamicas?

Problemas especificos

¢En qué medida el impacto de la adversidad en la infancia influye sobre los

comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones de acuerdo con el genotipo?

¢En qué manera el impacto de la adversidad en la infancia repercute en los

comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones segun el periodo del desarrollo?

¢En qué medida el impacto de la adversidad en la infancia incide sobre los

comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones conforme al sexo?

Justificacion

Conveniencia

Esta investigacion, haciendo uso de un modelo animal, nos permitié explorar de
manera controlada, preguntas sobre los factores de genotipo, edad y sexo que contribuyen
al aparecimiento de alteraciones de la funcién emocional de individuos expuestos a
adversidad en la infancia. El modelo experimental animal de adversidad que usamos se
caracteriza por limitar la cantidad de material de cama/nido para anidar de la madre
roedor, esta condicion fragmenta el patrén natural de cuidado materno, el cual tiene

impacto en el desarrollo global del infante. Este abordaje experimental intenta modelar
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un entorno adverso de los infantes humanos, que viven en familias con carencias
materiales, situacién que puede significar estrés psicosocial para los principales
cuidadores o la madre del infante. Esto puede afectar el estilo de crianza de la madre o
los cuidadores, como por ejemplo reducir la sensibilidad a las demandas y necesidades
de los infantes, incrementar un trato negligente o, en el peor de los casos, infringir
estrategias de crianza abusivas o de maltrato. Bajo esta perspectiva, este modelo tiene un

potencial para explorar preguntas mecanisticas que no pueden ser abordadas en humanos.

Relevancia social

El uso de un modelo experimental animal con potencial traslacional permite
abordar interrogantes sobre como afecta la adversidad en la vida temprana en los
humanos con factores que se asocian a este, como la escasez de recursos, maltrato infantil,
abandono y carencia de figuras paternas. Tener evidencias cientificas sobre los efectos
de la adversidad puede dar luces para entender aspectos claves del desarrollo
psicoafectivo y social en humanos, de modo que puedan tener implicancias practicas para
las politicas publicas orientadas a la infancia y la nifiez. En ése sentido, pensamos que los
resultados de este trabajo pueden contribuir a incrementar la mirada hacia la primera
infancia con énfasis principalmente en la valoracion de esta etapa del desarrollo como de
gran vulnerabilidad a las experiencias adversas provocadas por un entorno ambiental de

escasez y de desigualdad social.

Implicancia préactica

Esta investigacién, haciendo uso de un modelo experimental animal de adversidad
en la infancia, permitié determinar la sensibilidad de un fenotipo animal sobre el otro
para el impacto en la emocionalidad. Los resultados de esta investigacion sugieren que,

aungue ambas cepas de ratones sometidos a una condicion de adversidad en la infancia
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muestran una reduccién de comportamientos semejantes a la ansiedad y depresion, los
ratones de la cepa BALB/c son los que muestran un perfil mejorado en estas respuestas.
Este hallazgo puede tener implicancias practicas para el uso en investigacion basica
experimental de este fenotipo como un potencial modelo de resiliencia y explorar

preguntas en torno a los mecanismos neurobioldgicos que lo subyacen.

Valor teérico

El desarrollo de la investigacion permitié entender si las experiencias adversas en
la infancia interactan con las variaciones genéticas individuales y contribuyen con el
desarrollo de susceptibilidad o resiliencia a estresores en la vida adulta. Ademas, los
resultados de esta investigacion permitieron explorar los efectos del estrés en la vida
temprana a un acercamiento de los mecanismos que afectan al desarrollo de trastornos
depresivos y ansiosos siendo causal a la forma y condiciones de crianza, lo cual significa
generar conocimiento uatil en areas como el desarrollo psicoafectivo, apego y

etiopatogenia.

Utilidad metodoldgica

Esta investigacion busco validar el modelo traslacional de adversidad en la
infancia (ELA) en dos cepas ratones a través de la restriccion de material de cama y nido.
Si bien el protocolo ELA es ampliamente utilizado en ratas y ratones para explorar
preguntas en torno a los efectos de corto y largo plazo en el desarrollo, su replicabilidad
parece depender del tipo de cepa, laboratorio y métodos de evaluacion utilizados. De
modo que, cuando un laboratorio buscar utilizar un modelo animal de un fenémeno
especifico como es la adversidad en la vida temprana, tiene que estandarizar el modelo
para las condiciones propias de laboratorio (cepas, equipos, horarios, investigadores),

manteniendo todos los demés parametros controlados y compararlas con los principales
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resultados ya descritos en la literatura por otros laboratorios. En ése sentido, los
resultados de esta investigacion son de utilidad metodoldgica al contribuir con evidencia
de que los dos tipos de cepas de ratones utilizados, ambas cepas procedentes del Bioterio
de la UAC, no sugieren ser un buen modelo para estudiar los efectos a largo plazo de la

adversidad en la infancia en la depresién

Objetivos de investigacion
Objetivo General

Determinar de qué manera la adversidad en la infancia afecta los
comportamientos de tipo ansiosos y depresivos en ratones adolescentes y adultos de dos

cepas endogamicas.

Objetivos Especificos

Analizar en qué medida el impacto de la adversidad en la infancia influye sobre

los comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones de acuerdo con el genotipo.

Explicar de qué manera el impacto de la adversidad en la infancia repercute en
los comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones segun el periodo del

desarrollo.

Comparar en qué medida el impacto de la adversidad en la infancia incide sobre

los comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratone conforme al sexo.

Delimitacion del estudio

Delimitacién espacial
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La investigacion se ejecutd en el Laboratorio de Investigacion en Neurociencias,
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Andina del Cusco ubicada en la C.C.

Ccollana, en el distrito de San Jeronimo, en la provincia de Cusco, en Peru.

Delimitacion temporal

La presente investigacion fue desarrollada a lo largo de 6 meses, de septiembre

de 2021 a mayo de 2022.
Viabilidad

La presente tesis se ejecuté como parte del proyecto macro Incorporacién de
Investigadores Fondecyt-Banco Mundial (Proyecto 025-2019-F-BM), por lo que contd
con la infraestructura, fondos y recursos humanos necesarios para el desarrollo de la
investigacion. Asi mismo, cont6 con la aprobacion del Comité de Etica de estudio con

animales de la Universidad Andina del Cusco (Protocolo #2019-001-1ACUC-1).
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Capitulo 2: Marco Tedrico

En esta seccion se presenta la base tedrica que dan soporte a la hipotesis y

objetivos de la investigacion.

Antecedentes del Estudio

La necesidad de entender la etiologia de depresién y, principalmente, cobmo los
factores ambientales adversos durante las primeras etapas tempranas del desarrollo
moldean los circuitos neuronales relacionados y comportamientos afectivos emocionales
que resultan en trastornos la vida adulta, hace necesario el uso de un abordaje
experimental, la misma que permita modelar la adversidad, desde una perspectiva
reduccionista, y explorar sus relaciones causales con los comportamientos emocionales
en los periodos posteriores del desarrollo de los individuos. Para este propdsito, si bien
dentro de la historia de la psicologia se han hecho uso de primates no humanos para la
exploracion de como la adversidad asociada con la alteracion o ausencia del cuidado
materno tiene consecuencias dramaticas sobre el comportamiento del infante (por
ejemplo los experimentos seminales de separacion maternal con macacos de Harry
Harlow), el uso de modelos desarrollado en roedores ha contribuido bastante para
dilucidar aspectos relacionados a la temporalidad de los estimulos adversos, circuitos
neuronales sensibles, alteraciones cognitivas y emocionales, entre otros. A continuacion,
se discuten los principales estudios realizados en el campo usando modelo de adversidad
en la infancia en roedores y su impacto a largo plazo en los comportamientos tipo

depresivo y ansioso.

Para modelar las adversidades en la infancia en roedores y sus efectos a largo
plazo, son usados tipicamente dos paradigmas: separacion materna y restriccion de

material de cama/nido (RMN), y algunos trabajos también usan la combinacion de ambos
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(Walker et al., 2018). Si bien ambos paradigmas tienen por objetivo alterar o interrumpir
la relacion madre-infante, ambos tienen consecuencias distintas en los comportamientos
socioemocionales de las crias y se cree que esto es debido a un efecto directo del patron
del cuidado materno que se altera. En los protocolos de separacion materna, la madre es
privada de sus crias durante 15 min, 1 6 3 horas, durante este periodo de separacion las
crias permanecen en un ambiente a temperatura controlada (Millstein et al., 2006).
Cuando la madre es retornada a su nido, incrementa su frecuencia de comportamiento de
lambida de las crias, lo cual se ha asociado con los efectos que observan en el periodo
adulto de las crias, como son los bajos de niveles de ansiedad, reduccion de
comportamientos de riesgo, etc. (Alves et al., 2020). Por otro lado, el modelo de
restriccién de material de cama y nido se ha propuesto como un modelo de adversidad en
la infancia mediante la alteracion del patron de cuidado materno (Molet et al., 2014). La
madre al tener escaso material para anidar realiza muchos comportamientos de salida del
nido para buscar material para anidar y construir su nido, estos comportamientos ocurren
en detrimento de otros comportamientos del reportorio de la madre como son el

amamantar, lamer y permanecer dentro del nido prodigando calor a las crias.

Ambos paradigmas son vigentes y el paradigma RMN es considerado un modelo
naturalista en funcién a que el ambiente de las camadas no es interrumpido como ocurre
en el modelo de separacion materna en ratones. En este estudio, moldeamos la adversidad

en la infancia usando el paradigma RMN.

Antecedentes internacionales

El primer estudio usando el paradigma RMN usando ratones fue realizado por
Rice et al. en el afio 2008, titulado “4 Novel Mouse Model for Acute and Long-Lasting

Consequences of Early Life Stress”. En este estudio encontraron que la exposicion de
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camadas de ratones de la cepa C57BL/6J al protocolo RMN durante el periodo DPN 2-9
resultd en un incremento significativo en el nimero de salidas de la madre del nido en
relacion con sus controles, aunque sin cambios en el nimero de las interacciones madre-
infante. Asimismo, mostraron una relacion directamente proporcional entre la cantidad
de material de nido proporcionado con el incremento del nimero de salidas de la madre
del nido, siendo considerado por los autores 1/3 de material de nido (algodén 5 x 5 cm
de tamafio) como un predictor de un alto nimero de salida del nido de la madre y un nivel
elevado de la hormona del estrés (corticosterona plasmatica), acompafiado de una
reduccion de los receptores del factor liberador de corticotropina en el ndcleo
paraventricular del hipotadlamo y reduccion importante de la ganancia de peso corporal
de las crias al término de la exposicion al protocolo RMN. Asimismo, mostraron que los
cambios en el sistema de respuesta del estrés eran capaces de perdurar en el periodo
adulto de las crias, aunque sin cambios en el peso corporal. Por otro lado, los autores
también encontraron que la exposicion al protocolo RMN en la vida temprana es capaz
de inducir alteraciones a largo plazo en los procesos cognitivos de las crias. Las crias
adultas expuestas a pruebas de aprendizaje y memoria mediante el test acuatico de Morris
demoran mas tiempo para encontrar la plataforma de escape. Si bien, los animales
expuestos a adversidad en la infancia mostraban un déficit en la capacidad de memoria
espacial dependiente de hipocampo, los autores no encontraron alteraciones en la
memoria de reconocimiento de objetos como tampoco alteraciones en niveles de
ansiedad, esto inferido a partir de evaluacién en la prueba de campo abierto. La
conclusién de este estudio es que la manipulacion del ambiente inmediato de la camada,
su jaula, mediante la reduccién del material de nido y de cama conlleva a la fragmentacion
de la interaccién entre las crias y la madre lo cual provoca alteraciones en el sistema de

respuesta al estrés de las crias y también induce alteraciones en los procesos de memoria
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y aprendizaje (Rice, Sandman, Lenjavi, & T, 2008). Este es el primer trabajo de la
literatura realizado en ratones que muestra el protocolo RMN en los cambios inmediatos

y a largo plazo en las crias.

Si bien, el trabajo de Rice et al 2008 muestra que el protocolo RMN provoca
alteraciones importantes en el cuidado materno, como el incremento de la salida del nido,
y que este cambio esta directamente relacionado con la reduccion de material de nido y
esta, a su vez, con un incremento en la secrecion de la hormona corticosterona (la
hormona del estrés), otro estudio muestra que ciertos repertorios comportamentales de la
madre aparecen durante la exposicién al protocolo RMN y gue este puede ser nocivo para

el infante.

En el afio 2019 Gallo, et al. realizaron la investigacion titulada “Limites Bedding
and Nesting Induces Maternal Behavior Resembling Both Hypervigilance and Abuse”.
En esta investigacion midieron los efectos comportamentales del protocolo de restriccion
de material de nido (RMN) en ratones C57BL/6, utilizando monitoreo continuo a traves
de video grabacion. Lo que les permitio expandir la ventana de observacion para incluir
el ciclo circadiano completo de todos los dias de manipulacion. Asi pues, lograron
identificar nuevos efectos de RMN en las interacciones madre-crias, como la
fragmentacion de comportamientos de cuidado en madres RMN impulsando una forma
de crianza hipervigilante estresada asociada con la restriccion de recursos. Identificaron
también un subconjunto de madres que mostraban comportamientos tipo abusivo por
medio de patadas, y resultados diferenciales en crias criadas en condiciones de RMN sin
agresion materna en comparacion con las criadas en agresion materna. Ademas, lograron
identificar efectos significativos del ciclo circadiano y del dia en varios comportamientos,
demostrando que los efectos de la RMN en el comportamiento materno no son uniformes

a lo largo del dia o la manipulacion. Los autores enfatizan que el ciclo circadiano y del
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dia deben tenerse en cuenta al evaluar los biomarcadores de riesgo/resiliencia en los
modelos de restriccion de recursos. Por otro lado, demostraron que las crias expuestas a
RMN maés agresion materna mostraron diferencias en pruebas aplicadas en la edad adulta
(CA, LCE y CCO), mostrando lo que parece ser un comportamiento tipo impulsivo de
riesgo y una mayor locomocién, mientras que las crias RMN tienden a una evaluacion de
riesgo elevada. En cuanto a los resultados, los investigadores no hallaron efectos
significativos en el tiempo de latencia en el centro de la arena en la prueba de campo
abierto, pero si mayor espacio recorrido, en especial los ratones RMN victimas de
agresiones. Asi como tampoco encontraron efectos significativos de acuerdo al grupo
respecto al tiempo pasado en los brazos abiertos del laberinto de cero elevado, ni en la
distancia recorrida en el mismo. El resultado mas significativo se ve en la latencia de
entrada a la caja oscura en la evaluacion de caja clara/oscura, donde los ratones sometidos
al protocolo tienden a pasar menos tiempo en la caja clara en comparacién con los
controles. Por lo tanto, concluyen que los comportamientos de tipo abusivo en el
paradigma RMN pueden alterar el desarrollo, aunque para entender las implicaciones
diferenciales de la restriccion de recursos (RMN) y las interacciones abusivas (RMN +
abuso) en el desarrollo neuronal y conductual, y la reactividad del estrés se necesitarian

mas investigaciones futuras (Gallo et al., 2019).

Como vimos, el trabajo de Gallo et al demostrd que el protocolo RMN mas una
serie de agresiones por parte de las madres induce a que los ratones presenten
comportamientos tipo impulsivo de riesgo en la edad adulta. Por otro lado, otro estudio
muestra que los fenotipos depresivos emergentes de desarrollo que se generaron en la

adolescencia temprana tienden a hacerse mas robustos en la edad adulta.

Asi, en 2019 Goodwill et al. ejecutaron la investigacion titulada “Early life stress

lead to sex differences in delepment of depressive-like outcome in a mouse model”. En la
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cual probaron si el estrés en la vida temprana (RMN) en forma de atencién materna
fragmentada, inducida por restricciéon de cama y nido (DPN 4 — DPN 11) induce a
comportamientos de tipo depresivo 0 ansioso segun el sexo en ratones C57BL/6N. Para
probar si el protocolo contribuye al desarrollo de comportamientos tipo depresivo, los
ratones fueron sometidos a las pruebas de preferencia de sacarosa, natacion forzada,
campo abierto, laberinto elevado en cruz y prueba de hipofagia inducida por novedad.
Acompafiado a estas evaluaciones sumaron la monitorizacién por video grabacion de los
ratones. Los resultados a los que llegaron indican que el RMN en forma de cama limitada
condujo a un fenotipo depresivo emergente de desarrollo que estaba presente durante la
adolescencia temprana y se hizo mas robusto en la edad adulta. Notaron también por
medio del monitoreo continuo por video grabacién comportamientos adicionales,
discretos y depresivos en hembras expuestas al RMN, sugiriendo que las hembras tienden
a mostrar comportamientos tipo depresivo en comparacion a los machos. Finalmente
concluyen que si bien hay evidencia de que diferentes tipos de eventos estresantes
tempranos son mas propensos a resultar en un trastorno sobre el otro, la separacion de los
padres se asocia a ambos trastornos por igual, pero la reduccion del cuidado de los padres
y el abuso infantil son mas frecuentes en casos de trastorno depresivo mayor (Goodwill

et al., 2019).

Aun cuando los fenotipos depresivos emergentes persisten y se hacen mas
robustos en la etapa del desarrollo, otros estudios muestran que los fenotipos tipo ansioso
y depresivo varian segun el sexo del animal, siendo las hembras quienes tienden a

presentar estos fenotipos en mayor medida que los machos.

En 2020 Demaestri et al. llevaron a cabo la investigacion “Type of early life
adversity confers differential, sex-dependent effects on early maturational milestones in

mice”. En esta investigacién compararon dos modelos para inducir adversidad en la vida
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temprana del DPN 4-11: separacion materna (SM) y restriccion de material de cama y
nido (RMN) en ratones de la cepa C57BL/6N machos y hembras, donde observaron el
desarrollo corporal, hitos motores y visuales, fisiologia del estrés y comportamiento tipo
ansioso. Dando como resultado que la RMN afectd el momento de los primeros hitos, el
crecimiento somatico y la fisiologia del estrés en ambos sexos, sin embargo, sélo las
hembras mostraron tener efectos a largo plazo en sus comportamientos relacionados a la
ansiedad. Por otro lado, el modelo de SM afecté a hembras y machos de manera similar
en el desarrollo temprano, sin embargo, sélo los machos mostraron cambios en la
fisiologia del estrés y resultados similares a la ansiedad. Los autores concluyen que para
una mejor comprension de los efectos de la RMN en las trayectorias de desarrollo fisico,
conductual y neural tempranas puede proporcionar nuevos conocimientos importantes
sobre la forma en que el desarrollo de circuitos se adapta al entorno temprano.
Especificamente, la RMN apoya un cambio en el tiempo de aumento de peso fisico,
maduracion visual temprana, desarrollo motor y la maduracion de un marcador asociado
al estrés. Usando dos formas diferentes de RMN, tanto en ratones macho como hembras,
hallaron que la presencia y el grado de efectos de RMN dependen del sexo y el tipo de
adversidad experimentados. Los autores discuten que estos resultados ponen de relieve
la naturaleza compleja de la RMN en lo que se refiere al organismo en desarrollo y que
probablemente estos reflejan adaptaciones del sistema en respuesta al entorno de cuidado

temprano (Demaestri et al., 2020).

Demaestri et al. mostraron que los fenotipos tipo ansioso y depresivo se presentan
en mayor medida en ratones hembra que en ratones macho. Por su parte Orso et al. y
Nieves et al. exploraron el impacto del protocolo RMN en dos distintas cepas de ratones,

la cepa BALB/cJy la cepa C57BL/6N.
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En 2020 Orso et al. investigaron los efectos de un modelo combinado (SM y
RMN) para la induccién de estrés en la vida temprana en la ansiedad y su relacién con el
eje hipotaldmico-hipofisario-suprarrenal, en la investigacion titulada “Maternal
Separation Combined With Limited Bedding Invreases Anxiety-Like Behavior and Alters
Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis Function of Male BALB/cJ Mice”. Para ello, se
sometieron a ratones macho de la cepa BALB/cJ al protocolo de RMN y SM desde el
DPN 2 al DPN 15. Los resultados a los llegaron sugieren que el fenotipo de ansiedad
evaluado a través de las pruebas de CA (tiempo de permanencia y nimero de entradas en
el centro), LEC (tiempo de permanencia y nimero de entradas en los brazos abiertos) y
CCO (tiempo de permanencia en la zona clara) revelaron una mayor respuesta ansiosa de
los animales RMN en comparacion con el grupo de CTL. Los resultados de la expresion
del gen del ARNm revelaron cambios significativos en los niveles del cortisol, hormona
asociada al estrés. Ademas, este estudio evalué el comportamiento materno de las madres
durante el desarrollo temprano, en el que observaron cambios significativos en los
patrones cuantitativos y cualitativos de la atencion materna. Especialmente, observaron
un desequilibrio en los patrones de posturas de amamantacion (por ejemplo, disminucién
de la postura de amamantacién con dorso arqueado y aumento de la postura de
amamantacion) a pesar del aumento de lamer/acicalar, construir nidos y el
comportamiento materno total en las madres de RMN. Ademas, las madres RMN
presentaron un aumento en el nimero de salidas del nido, lo que se considera un patrén
de atencién materna fragmentada. En conclusion, la exposicion a un modelo combinado
de SM y RMN provocé un aumento a largo plazo en el comportamiento tipo ansioso en
las pruebas de CA, LEC y CCO. Este modelo combinado también dio lugar a una atencion
materna fragmentada y de baja calidad, debido a un aumento en el nimero de salidas del

nido y una disminucion de la frecuencia de posturas de amamantacion arqueada. Ademas,
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se identificd una importante alteracion en la funcion del eje HPA. Los animales expuestos
a RMN mostraron un aumento a largo plazo en los niveles hipotalamicos de ARN
mensajeros de la hormona liberadora de corticotropina y una respuesta de corticosterona
plasmatica. Asi pues, los investigadores sugieren que el modelo combinado propuesto de
RMN puede generar un enfoque traslacional y confiable para imitar las caracteristicas de
las condiciones adversas de la primera vida humana, y aumentar la replicabilidad de los

estudios preclinicos de RMN (Orso et al., 2020).

En 2020 Manzano-Nieves et al. identificaron en la investigacion “Early life stress
impairs contextual threat expresion in female, but not male, mice”, que los efectos de la
RMN en el desarrollo del aprendizaje del miedo y la posible relacion causal entre el
neurodesarrollo y las consecuencias conductuales de la crianza sobre el aprendizaje del
miedo y la expresion del miedo. Para ello utilizaron ratones C57BL/6N, los cuales fueron
sometidos al protocolo de RMN del DPN 4 al DPN 11 y observaron que los ratones
sometidos al procedimiento tuvieron un crecimiento fisico retrasado durante el desarrollo
postnatal, con un efecto mas robusto en el cuerpo que en el cerebro. Ademas, cuando
adultos fueron sometidos a condicionamiento contextual de amenaza, usando
intensidades crecientes de shock eléctrico en las patas, las hembras, pero no los machos
mostraron alteraciones en el aprendizaje contextual de amenaza, pues responden con
menos congelamiento y reducen su capacidad para recordar el contexto asociado con la
amenaza. Los autores discuten que la supresion transitoria del comportamiento de miedo
asociado a la amenaza puede aumentar la toma de riesgos aumentar las posibilidades de
incurrir al estrés y enmascarar los sintomas emocionales del trauma de la vida temprana

durante el periodo peri-destete (Manzano-Nieves et al., 2020).

Todos estos estudios muestran que el paradigma RMN induce una alteracién

consistente en el patrén de cuidado maternal y que, a su vez, esta alteracion es la que

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad 0 . . .
Andina Repositorio Digital

del Cusco

impacta en el desarrollo socioemocional de la prole. No se ha abordado
experimentalmente si las diferencias individuales pueden interactuar con las experiencias
adversas en la infancia de modo que puede conferir susceptibilidad para el desarrollo de

trastornos socioafectivos en la adultez.

Bases Teodricas

Ansiedad

Se considera a la ansiedad como una respuesta adaptativa e inevitable frente a lo
que el entorno demanda de uno. (Cedillo et al., 2016). Asi, la ansiedad guarda mucha
correlacion con el estrés (Pinel, 2007), por lo que puede ser vivenciado como
desagradable y amenazador, llegando a provocar emociones como la inquietud o el
panico en la persona que lo experimenta (Masana citado en Rozman, 2020).A nivel
fisiologico, se observa el aumento de la presion arterial, la frecuencia cardiaca, un
aumento de la respiracion y una activacion elevada del sistema nervioso autonomo

(Masana citado en Rozman, 2020).

Cuando la ansiedad se presenta en niveles leves, digase de forma adaptativa, no
representa una problematica, pues nos ayuda en la motivacién, en el rendimiento y en el
correcto desempefio de tareas cognitivas. Asi como para afrontar situaciones percibidas
como desafiantes 0 amenazadoras sin representar problema de salud, por lo tanto, es
funcional (Dean, 2016). Sin embargo, cuando la ansiedad desborda las herramientas con
las que la persona cuenta, puede desorganizar el organismo generando una respuesta

inadecuada a un estimulo (Dean, 2016).

Por otro lado, cuando la ansiedad se presenta de forma patoldgica (trastorno de

ansiedad), es decir: como el miedo crénico que se mantiene en ausencia de una amenaza
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directa (Peres et al., 2017), se observan sintomas como confusiones y distorsiones de la
percepcion temporal y espacial, alterando la relacién con las demas personas y el
significado de los acontecimientos de la vida. Ello lleva a que el proceso de aprendizaje
se vea interferido gracias a la disminucion en la concentracion, déficits en la memoria 'y
el desgaste en las funciones asociadas a ésta (Bavley et al., 2017). También se ha
observado que la ansiedad, en forma patoldgica, afecta el autoconcepto, la autoestima, el
funcionamiento interpersonal y la adaptacion social (Hidalgo & Sheehan, 2012) y esta

relacionada con una respuesta anormal del miedo.

Los alcances de diversas investigaciones demuestran que existen mdltiples
factores de riesgo asociados a la aparicion de los trastornos de ansiedad, que oscilan desde
el hecho de ser mujer, el grupo etario (Moreno-Peral et al., 2014), carencia de recursos
econdmicos, eventos estresantes durante edades tempranas (Gomez-Restrepo et al.,
2016),vivir en zonas expuestas a conflicto armado, maltratos y vejaciones intrafamiliares

(Huerta et al., 2014), entre otros.

Factores predisponentes y precipitantes de la ansiedad. De acuerdo con Beck,
Emery y Grrenberg (citado en Vivero, 2010), no se puede atribuir uni-causalidad a los
trastornos de ansiedad, debido a que coexisten varios factores que predisponen a dichos
trastornos, entre ellos podemos hablar de factores hereditarios, enfermedades cronicas,
asi como acontecimientos traumaticos en el proceso del neuro desarrollo. A todo ello, se
suman los modelos cognitivos que producen efectos contraproducentes, como nuestros

aprendizajes y nociones preconcebidas.

Beck & Clark, 2010 plantean que “los trastornos de ansiedad pueden obedecer a

una combinacidn singular de variables predisponentes y precipitantes”. Asi pues, Beck
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identifica cuatro factores predisponentes hacia vulnerabilidad y la tendencia a la

ansiedad:

e Genética: Barlow y Serney (citado en Stein & Hollander, 2010)
observaron que trastornos como las fobias, el trastorno obsesivo
compulsivo y la angustia tienden a presentarse con mayor frecuencia entre
parientes bioldgicos de primer grado (padres e hijos) en sujetos
diagnosticados con estos tipos de trastornos. Si bien las condicionantes
genéticas podrian explicar la manifestacion de sintomas de ansiedad frente
a ciertas situaciones o contextos, es importante considerar otros factores
como los ambientales, psicoldgicos y sociales.

e Trauma psicolégico: Beck (citado en Stein & Hollander, 2010) expone
que los traumas experimentados durante la época de desarrollo se
consideran como factores que aumentan la vulnerabilidad individual
frente a la ansiedad. De acuerdo con Beck, la exposicion a un evento
traumatico (momento de una exaltada activacion emocional) interviene en
la percepcion individual (esquemas cognitivos) sobre la amenaza o
evento. Por ejemplo, se vera la activacion de estos esquemas en una
persona con ansiedad, al verse expuestas a situaciones de peligro o en
escenarios parecidos al evento traumatico.

e Ausencia de mecanismos de afrontamiento: Como citan Stein &
Hollander (2010), Beck menciona que la falta de respuestas de
afrontamiento frente una situacion incomoda y amenazadora, acompafiada
de una percepcion distorsionada y negativa sobre los propios recursos que
se dispone para enfrentarla, predispone al trastorno de ansiedad. A partir

de ello, Beck considera que el desarrollado inadecuado, poco eficaz y no
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satisfactorio de las estrategias de afrontamiento o, que una persona haya
aprendido a utilizar respuestas de evitacion, probablemente fortalece la
ansiedad, a través de la vulnerabilidad frente a esta, impidiéndoles afrontar
acontecimientos vitales o dificultades cotidianas.

e Pensamientos, creencias, supuestos Yy procesamiento cognitivo
distorsionado: segln el modelo cognitivo de Beck (citado en Stein &
Hollander, 2010), los aprendizajes, las creencias, los pensamientos y el
procesamiento de la informacion predisponen a las personas a responder
con comportamientos ansiosos a eventos que interpretan como
amenazantes o a situaciones donde puede identificar estimulos similares a

las que configuraron estos esquemas.

Sintomatologia de la ansiedad. Muriel et al. (2013) establecen una division de

la sintomatologia de tres tipos:

e Cognitivos: se caracteriza por la preocupacion, el miedo, la inseguridad y
la dificultad para decidir sobre uno mismo y de como comportarse ante
otras personas, por el temor a fallar o perder el control frente a problemas
cotidianos. Ello, genera en las personas que vivencian ansiedad problemas
para procesar sus pensamientos, problemas de concentracién y percepcion
Muriel et al. (2013)

e Fisiologicos: Muriel et al. (2013) observaron los sintomas mas recurrentes
que presenta una persona que esta experimentando ansiedad suelen ser: la
tension muscular, la sudoracion, taquicardias, molestias gastricas,
dificultades respiratorias, sequedad de la boca, cefaleas, nduseas, mareos

asi como escalofrios. Todas estas reacciones fisiologicas pueden llegar a
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ser potencialmente destructivas para organismo de las personas frente a la
ansiedad patoldgica que es la respuesta desproporcionada a un estimulo
determinado.

e Psicomotrices: los comportamientos mas observados por Muriel et al.
(2013) son: la evitacion de situaciones identificadas como amenazantes,
el abuso de la ingesta de alimentos y bebidas azucaradas, asi como
alcohdlicas, movimientos repetitivos, rascarse y tocarse (intranquilidad

motora), quedarse paralizado, entre otros.

Como vimos, el rango de ansiedad que se presenta en situaciones amenazadoras
variara conforme a cada individuo, ya que cada persona tiene diversos predisponentes y
grados de tension y angustia que pueden llegar a afectar su integridad fisica y

probablemente a crear ideas irracionales.

Pereyra (2008)considera tres caracteristicas fundamentales para diferenciar los
sintomas indicadores en un cuadro clinico en un nivel leve de ansiedad y un cuadro
clinico en un nivel grave, dependiendo de la situacion de peligro que la ansiedad puede

causar:

e Intensidad: es el grado o nivel que un suceso o evento desata la aparicion
de la ansiedad que controla una persona;

e Duracion: hace referencia al tiempo o momento en el que se presentan los
sintomas que genera la ansiedad frente las situaciones cotidianas;

e Extension: se considera extension al tiempo y la fecha en que la ansiedad

permanezca en el organismo del individuo.

Ansiedad y modelos en animales. Gracias al uso de modelos en animales, el

estudio de la ansiedad ha tenido un gran acercamiento a nuevos saberes, ya que se han
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podido estudiar algunas funciones mentales superiores humanas en su estado de
normalidad o patoldgico (Kremer et al., 2021),asi como investigaciones farmacoldgicas
y su efectividad. Se estima que existen alrededor de 30 modelos esquematizados en
animales, que nos permiten observa y cuantificar conductas de tipo ansiosa en animales:
conductas defensivas resultantes del miedo ( Pinel, 2007). Estos modelos buscan entender
los fundamentos neurobioldgicos de la ansiedad, para el desarrollo de tratamientos
eficaces (Bourin et al., 2007). Segun Gémez et al. (2002) para poder validar el uso de un
modelo para el estudio de la ansiedad, se debe poder observar sustratos anatdmicos y
neuroquimicos relacionados con sistemas neurales involucrados con las reacciones

defensivas de las especies, tanto para el nivel patoldgico y adaptivo de la ansiedad.

Estos modelos en animales pueden ser clasificados en dos grupos: los de respuesta
condicionada y los que no involucran respuesta condicionada o modelos naturalistas.
Dentro de los primeros se encuentran todos aquellos que se valen de respuestas
condicionadas para evaluar la ansiedad. Como ejemplo contamos con el trabajo
desarrollado en los estudios de Skinner; estos modelos incluyen procedimientos de
castigo buscando modificaciones en el aprendizaje (Gémez et al., 2002). Referente al
modelo que no involucran respuestas condicionadas, Rodgers, (1997) manifiesta que
estos modelos revelan mayor variabilidad en los valores conductuales basales, tienen una
mayor validez neurobioldgica, ya que no requieren entrenamiento y, por ende, Son menos

susceptibles a la interferencia de procesos mnemaénicos o motivacionales.

Depresion

De acuerdo con la American Psychiatric Association, (2013)la depresion es una
condicion psicoldgica y fisica caracterizada por la presencia de un &nimo triste, la

sensacion de vacio, estados de irritabilidad, que suele estar acompafiada de cambios
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somaticos y cognitivos que afectan la capacidad de la funcionalidad del individuo a nivel

social, personal, laboral y familiar.

Cuando la depresion llega a ser considerada un trastorno debe tomarse en cuenta
caracteristicas como la duracion de episodios de depresion, la presencia de sintomasy la
etiologia. El trastorno mas representativo es el de la depresion mayor, caracterizada por
episodios duraderos de cambios evidentes en el afecto, la cognicion, funciones

neurodegenerativas y remisiones interepisodica (Rakel, 1999).

Todo ser humano presenta cambios normales del estado de &nimo en respuesta a
las circunstancias de nuestro contexto, el problema radica cuando las respuestas de las
personas asumen un caracter inadecuado en términos de severidad, persistencia o
circunstancias desencadenantes, conllevando asi a un trastorno del estado de animo (EI-

Mallakh et al., 2015)

El trastorno del estado de &nimo con una amplia gama de sintomas, caracterizado
por poseer un componente emocional extremadamente doloroso, presencia de tristeza,
sentimientos de culpa, baja autoestima, apatia, cansancio, baja concentracion, pérdida del
apetito sexual, trastornos del suefio/apetito y pérdida de la capacidad para sentir placer
(anhedonia), que se puede presentar de forma crdnica o recurrente, dificultando el
desarrollo de la vida cotidiana, es la depresion (American Psychiatric Association, 2013;
El-Mallakh et al., 2015; Organizacion Mundial de la Salud OMS, 2017). El peligro mayor
de este trastorno es la incidencia en las tasas de suicidio, pues los pensamientos de muerte

e ideas suicidas suelen ser recurrentes (American Psychiatric Association, 2013).

Se estima que la principal discapacidad a nivel mundial es el Trastorno Depresivo
Mayor (TDM). Suele comenzar en la etapa de la adolescencia y repercute en la adultez

(Kessler, 2003). Al presentar cuadros sintomatoldgicos del TDM, las personas tienden a
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perder la capacidad para sentir placer (anhedonia) sin razon aparente, lo que resulta en
una imposibilidad de satisfacer requisitos basicos de la vida cotidiana como conservar un
trabajo, mantener contactos sociales e incluso mostrar una adecuada higiene personal
(Organizacion Mundial de la Salud OMS, 2017). Es por esto, que la OMS (2017) ve la
depresién como un problema de salud publica pues, en el peor de los casos, conlleva a la

conducta suicida.

La depresidn parece tener muchas causas, dentro de las cuales se incluyen factores
genéticos, factores quimicos (alteraciones de neurotransmisores), y factores psicosociales
(experiencias traumaticas tempranas, eventos inestables en la vida, red social limitada,
baja autoestima) (Wielaard et al., 2017). Por esto, se puede decir que este trastorno, en la
mayoria de los pacientes, es de caracter multifactorial y envuelve diversos ambitos de la

vida: familiar, bioldgico, psicolédgico y social (Brummelte & Galea, 2016).

Adversidad en la infancia

La adversidad en la infancia, también llamada adversidad en la vida temprana se
define como una serie de eventos e interacciones que llegan a ser traumaticos en los
periodos de la infancia y la adolescencia (Angelakis et al., 2020) como ser victima de
abuso fisico, experimentar abuso emocional o sexual; vivir en un hogar donde se vivencia
violencia domestica; ser familiar de una persona con problemas de abuso de sustancias o

regulacion del comportamiento (Green et al., 2010).

Adversidad en la vida infancia y las emociones. Los nifios que vivenciaron
eventos traumatizantes, debido a un entorno amenazante o por la carencia de recursos
(privacion), muestran una mayor sensibilidad a las sefiales de amenaza tanto desde el
punto de vista conductual como neurobiol6gico (Gershon et al., 2013). Desde el punto de

vista conductual, los nifios expuestos a amenazas y privaciones identifican expresiones
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faciales de ira méas rapido, pero con menos informacidn perceptiva, por lo que la habilidad
para reconocer sefiales de amenaza, en comparacion con los nifios en desarrollo tipico, es
lenta (Pollak & Sinha, 2002). A nivel neurobiolégico, se ha asociado el incremento de la
actividad de amigdala, a través del incremento de cortisol, con experiencias de adversidad
caracterizadas por amenazas y privaciones, en respuesta a sefiales de amenaza, como
rostros temerosos o imagenes emocionales negativas (Maccari et al., 2014). Este efecto
estd presente en la infancia y persiste a través de la adolescencia, hasta la edad adulta
(Ammerman et al., 1986). Un metaanalisis reciente confirma que el maltrato infantil,
incluyendo el abuso y la negligencia, estd asociado con una mayor reactividad de la
amigdala a la amenaza y que esta reactividad aumenta en respuesta basada en la gravedad

de la amenaza y la privacion (Kaffman et al., 2021).

El resultado de una actividad mayor de amigdala, en respuesta a la amenaza,
puede resultar en una mayor actividad emocional, o la tendencia a experimentar
respuestas emocionales intensas y frecuentes (Maccari et al., 2014). La investigacion ha
demostrado un vinculo solido entre la adversidad en la infancia y la actividad emocional
(Weinstock, 2009). Los nifios expuestos a adversidades caracterizadas por amenazas (por
ejemplo, abuso) no solo son mas reactivos emocionalmente a las sefiales faciales de
amenaza (por ejemplo, expresién de ira), también muestran una mayor actividad de la
amigdala a una amplia gama de estimulos negativos y neutrales que indica una mayor
sensibilidad neuroldgica a una gama mas amplia de sefiales ambientales (Pollak & Sinha,

2002)

Regulacion emocional y adversidad en la infancia. La regulacion emocional es
la capacidad de reconocer las emociones y utilizar estrategias eficaces para modular la
expresion o la experiencia de una emocion (Hogeveen et al., 2016). A partir de esta

definicion, podemos decir que las personas no s6lo tienen emociones, también las
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manejan (Brackett et al., 2006). La regulacion de laemocidn ocurre a través de numerosos
procesos que acttan en maltiples puntos en la generacidn, expresion y experiencia de la
emocion (Brackett & Mayer, 2003). La conectividad entre la corteza prefrontal (PFC) y
la amigdala juegan un papel critico en la regulacion de las emociones. Mientras que la
amigdala detecta y responde a las amenazas del medio ambiente, la PFC modula la
actividad en la amigdala para alterar la experiencia de la emocion (Ochsner & Gross,
2005). La regulacién emocional exitosa se asocia con un mayor acoplamiento funcional
del PFC y la amigdala. En diversos estudios, haber vivido experiencias de adversidad en
la infancia, particularmente experiencias de abuso y violencia, esta asociada a una mala
capacidad de regulacion de las emociones (Heleniak & McLaughlin, 2020). Este patron
se explica probablemente por alteraciones en la conectividad prefrontal-amigdala
después del evento traumatico (Ochsner & Gross, 2005). Mdltiples estudios han
demostrado que la adversidad que involucra la amenaza estd asociada con una menor

conectividad prefrontal-amigdala en reposo ((Herringa, 2017).

El rol de las experiencias tempranas en el neurodesarrollo psicoafectivo

Los periodos sensibles para el desarrollo cerebral son ventanas de tiempo en el
que la maduracion de ciertos circuitos cerebrales es especialmente susceptible a
mudanzas por efecto del ambiente; es decir son altamente plasticos. Durante estos
periodos de plasticidad los circuitos son moldeados por las experiencias, sean adversas 0
no. Particularmente las experiencias adversas pueden cambiar o alterar la trayectoria del
desarrollo normal de esos circuitos, lo cual puede estar asociado con cambios también en

los sistemas conductuales (Tottenham, 2012).

En la vida temprana, el desarrollo de la amigdala y la corteza prefrontal son

especialmente sensibles, lo que significa que los estresores y condiciones
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socioambientales son influentes en el curso y el desarrollo de estas areas del cerebro que
se relacion con la afeccion y la cognicion como también las conductas tipo depresivas y
ansiosas, por lo que estrés en la vida temprana afectaria este desarrollo y marcaria el curso

del desarrollo en la adolescencia hasta la madurez (Fareri & Tottenham, 2016).

Adversidad en la vida temprana como factor de riesgo para la incidencia de trastornos

depresivos

Conforme con a la “American Academy of Child and Adolescent Psychiatry” la
relacion entre el estrés en la vida temprana puede suscitar el riesgo de contraer depresion
mayor antes de los 18 afios. Se examinaron 8 tipos de estrés en la vida temprana (abuso
sexual, abuso fisico, pobreza, enfermedad fisica, muerte de un familiar, violencia
domeéstica, desastre natural, y abuso emocional) y el riesgo de depresion mayor en la

adolescencia (citado en LeMoult et al., 2020).

En esta sociedad, las complejidades de la dindmica familiar, asi como los cambios
en otros factores ambientales sociales, pueden afectar en gran medida la relacion
cuidadores primarios e hijos. El abuso infantil, incluyendo el contacto sexual, el abuso
fisico y el descuido severo, es uno de los factores de riesgo de mas alto nivel para muchos
trastornos neuropsiquiatricos en pacientes adultos (Bremner & Vermetten, 2001). Es
importante sefialar que se sabe que los factores de estrés que se producen durante los
periodos criticos de desarrollo, como la vida perinatal, producen efectos adversos en
numerosos comportamientos y funciones fisioldgicas, como el crecimiento, el
metabolismo, la reproduccién, el suefio y la respuesta inmunoldgica (Kuhn & Schanberg,
1998). Por lo tanto, los estimulos ambientales tempranos y los factores estresantes
probablemente causan un efecto permanente, mas que transitorio, sobre el organismo.

Por ejemplo, se ha informado de que las interrupciones de las interacciones tipicas madre-
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hijo inducen cambios persistentes en la neurobiologia, la fisiologia y el comportamiento
emocional de los animales adolescentes y adultos al alterar la respuesta de los eje del

hipotalamo-pituitario-suprarrenal (HPA) (Ellenbroek et al., 2000).

La adversidad temprana en la infancia (por ejemplo, abuso, negligencia)
representa mas del 30% de todos los trastornos de ansiedad (Green et al., 2010) y se

asocia con la desregulacién emocional y conductual (McLaughlin et al., 2019).

Como han demostrado las observaciones clinicas que se remontan a Erikson
(citado en Pinel, 2007), los hitos del desarrollo que marcan los periodos criticos para la
maduracion afectiva y cognitiva durante la vida temprana pueden predecir la funcion
posterior. Un ejemplo de un predictor especifico de déficits cognitivos o de regulacion
de emociones posteriores incluye el que no se logren los hitos del desarrollo del lenguaje
a los 24 meses (Peyre et al., 2017). Dado que el momento y el patréon secuencial de
adquisicion de hitos forman un marcador importante de la integridad neuroldgica, estas
medidas pueden proporcionar informacion crucial sobre los trastornos individualistas

atribuibles a la adversidad temprana (Granata et al., 2021).

LeMoult et al. (2020) realizaron un metaanalisis usando bases de datos cientificos
que incluian informacion de estrés en la vida temprana y depresion mayor antes de los 18
afios (62 articulos de revista con un total de 44 066 participantes). De este analisis, 10s
autores encontraron que los individuos que experimentaron estrés en la vida temprana
tenian mayor riesgo de desarrollar depresion mayor antes de los 18 afios que personas
que no experimentaron los estresores antes mencionados en la vida temprana. Sin
embargo, encontraron también, que no todos los tipos de estresores tienen el mismo
riesgo de incidir en depresién mayor, como es el caso de la “pobreza”, que cuando

comparada con el factor de riesgo de “abuso emocional” no significa un riesgo para
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contraer este trastorno. Este estudio concluye que la evidencia encontrada demuestra que
los efectos del estrés en la vida temprana se manifiestan tempranamente en el desarrollo

del trastorno de depresion mayor (LeMoult et al., 2020).

Interaccion gen-ambiente en el desarrollo de trastornos ansiosos y depresivos

De acuerdo con Kendler (2001) los factores genéticos contribuyen de manera
significativa a la variacion interindividual en la prevalencia de trastornos del estado de
animo y ansiedad (Kendler, 2001), sin embargo, hay poca comprension de cémo los
genes interacttan con el estrés de la vida temprana para dar forma a la fisiopatologia
subyacente a estas condiciones. Una pregunta pendiente es cdmo las variantes genéticas
podrian modular el impacto del estrés de la vida temprana para hacer a algunos individuos
vulnerables a enfermedades posteriores y dejar a otros relativamente resistentes incluso
a traumas profundos (Charney, 2004). En este contexto, estudios recientes han
demostrado que el riesgo de padecer afecciones como depresion mayor y trastorno de la
personalidad aumenta en las personas que estuvieron expuestas a traumas infantiles y
portan variantes genéticas (Hariri & Holmes, 2006). De ello, se puede decir que la
investigacion de las causas de la psicopatologia se ha centrado en gran medida en dos
factores etiologicos amplios: la vulnerabilidad genética (papel importante para los

factores familiares/hereditarios) y los factores ambientales (Smoller, 2016).

Uno de los modelos que explica la relacién gen-ambiente es el modelo de diatesis-
estrés, segun el cual una vulnerabilidad genética o predisposicion (diatesis) interactta con
el ambiente y con los sucesos vitales estresantes para desencadenar conductas o trastornos
psicolégicos. Cuanto mayor sea la vulnerabilidad subyacente, menos estrés se necesita
para desencadenar la conducta/trastorno. Y a la inversa, cuanto menor sea la contribucion

genética sera mayor el estresante necesario para producir un resultado particular
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(Rodriguez & Frias, 2005). La esencia de este modelo es que los genes y la adversidad,
independientemente y en combinacion, aumentan el riesgo de desencadenar desordenes
conductuales o trastornos psicologicos (Smoller, 2016). En realidad, el estrés
(especialmente la adversidad temprana y los eventos de vida estresantes posteriores) se
ha identificado como un factor de riesgo para una gama mas amplia de trastornos
psiquiatricos, incluyendo el trastorno bipolar (Gilman et al., 2015) y la esquizofrenia
(Matheson et al., 2013). Sin embargo, el papel de los entornos estresantes y la fisiologia
de los sistemas de respuesta al estrés se han vinculado mas estrechamente a los trastornos
depresivos, de ansiedad y de estrés traumatico. Un punto importante es que decenas de
diferentes genes estdn probablemente involucrados en la heredabilidad genética, parte
subyacente del riesgo de trastornos relacionados con el estrés y la ansiedad. Siendo parte
de ellos los genes pertenecientes al eje HPA sensibles al momento de la exposicién al

desarrollo relacionados con el trauma infantil (Sharma et al., 2016).

No obstante, hay determinados individuos que presentan una gran predisposicion
al estrés y consecuentemente al desarrollo de determinadas enfermedades organicas
relacionadas con éste, pero que no terminan desarrollando estrés ante una situacion
determinada puesto que ponen en marcha determinadas estrategias protectoras del estrés.
Entre estas estrategias se encuentran la evaluacidn cognitiva que la persona hace de la
situacion estresante y el tipo de estrategias de afrontamiento empleadas para hacer frente

a dicha situacion, entre otras (Rosales, 2014).

Modelo de trabajo con ratones

Sin duda los ratones y los humanos son genéticamente muy similares;
compartimos entre el 95% y el 98% de nuestros genomas. Fisioldgica y anatdmicamente

similares (The Jackson Laboratory, 2005)
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Ademas de ser genéticamente similares, los humanos y ratones comparten muchas
enfermedades neuromusculares. De hecho, las mismas causas genéticas de, por ejemplo,
la distrofia muscular y las enfermedades de neuronas motoras, son comunes a humanos
y ratones porque el "cableado” anatomico basico y las funciones son muy similares

(Nollet et al., 2013).

Dimensiones de Ansiedad en el modelo animal

Investigaciones con roedores menciona las caracteristicas mas relevantes en la medicién
de comportamientos de tipo ansioso se consideran a los comportamientos exploratorios
espontaneos, viéndose en ello una disminucidn en su exploracion, asi como la evitacion
a lugares iluminado, elevados o abiertos (Harro, 2018). En el Tabla 1 se mencionan los

items considerados dentro del experimento:

Tabla 1l

Dimensiones de Ansiedad en el modelo animal

Dimension item
Exploracion e Tiempo de permanencia en area
central.
e Tiempo de permanencia en brazos
abiertos.

Evitacion de lugares iluminados, elevados Numero de entradas al area central.
0 abiertos e Numero de entradas al brazo abierto.

Método para evaluar comportamientos de ansiedad en roedores

Se han disefiado diferentes pruebas para evaluar comportamientos tipo ansiosos
en los roedores, sin embargo, para evaluar sintomatologia del Trastorno depresivo mayor
se utilizan la exposicion forzada de un roedor con un entorno nuevo, por ejemplo, un

laberinto abierto o elevado, una caja de luz/oscuridad o evitar espacios abiertos.
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Seguidamente se detalla las pruebas comportamentales que se utilizan para evaluar

comportamientos tipo ansiosos en roedores:

e Test de Campo abierto: la prueba de campo abierto (CA) es una prueba
sensorio motriz simple utilizada para determinar los niveles generales de
actividad, la actividad locomotora gruesa y los habitos de exploracion en
modelos de roedores, utilizada mayormente en estudios de ansiedad con el fin
de probar nuevos compuestos ansioliticos. La evaluacion se realiza en una
caja cuadrada donde se sigue el movimiento del animal en la cona central y
las zonas periféricas (Kraeuter et al., 2019).

e Test Laberinto elevado en cruz: La prueba de laberinto elevado en cruz (LEC)
se usa para evaluar el comportamiento relacionado con la ansiedad en modelos
de roedores. El aparato del LEC consiste en un laberinto en forma de "+",
elevado sobre el suelo, con dos brazos cerrados en posicion opuesta, dos
brazos abiertos en posicion opuesta y un area central, basada en la tendencia
natural de los roedores a evitar los lugares abiertos o elevados. Mientras los
ratones exploran libremente el laberinto, su comportamiento es grabado por
medio de una camara de video montada sobre el laberinto donde se observa
en numero de las entradas y el tiempo de permanencia en los brazos cerrados
(Kraeuter et al., 2019a). Conforme a la literatura se espera que un raton que
presente comportamientos tipo ansiosos tienda a pasar mas tiempo en los

brazos cerrados (Rodgers, 1997).

Dimensiones de la Depresion en los modelos animales

Consideramos que un ratén presenta comportamientos tipo depresivos cuando se

presentan sintomas como la inmovilidad frente a situaciones que ponen en riesgo su vida,
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o la lucha por la supervivencia (Yan et al., 2010). En el Tabla 2 se mencionan las

dimensiones y los items considerados en el experimento:

Tabla 2

Dimensiones de la Depresion en los modelos animales

Dimension Item

Escape y desesperacion e Latencia de primera inmovilidad.
e Tiempo total de inmovilidad.

Signos fisioldgicos e Numero de bolos fecales.

Método para evaluar comportamientos de depresion en roedores

A continuacion, se detallan que métodos se usa para evaluar comportamientos de

depresién en roedores:

e Test de nado forzado: Es una prueba comun utilizada para evaluar la eficacia de
los farmacos antidepresivos y los efectos de diversas manipulaciones
conductuales y neurobioldgicas en la investigacion béasica y preclinica
(Yankelevitch-Yahav et al., 2015b). Esta prueba consiste en colocar al roedor en
un tanque de agua provocando de esta manera una situacion incomoda la cual es
imposible de escapar. Se ha descrito como una situacion en la que se induce la
"desesperacion conductual™; es decir, el animal pierde la esperanza de escapar del

ambiente estresante (Can et al., 2012a).

Cepas endogamicas C57BL/6NCrl y BALB/c. Las cepas de ratones
endogamicos son genéticamente idénticas y homocigotas en todos los loci (The Jackson
Laboratory, 2005). EI mundo cientifico en su conjunto, y especificamente el campo de la
investigacion biomédica, se ha beneficiado increiblemente de las cepas endogamicas de

ratones. No hay muchos organismos modelo de animal que pueda estudiar si quiere

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad 0 . . .
Andina Repositorio Digital

del Cusco

trabajar con una poblacion de individuos genéticamente idénticos. Muchos
investigadores pueden trabajar simultaneamente con estos ratones genéticamente

idénticos y comparar los resultados, lo que los convierte en un recurso asombroso.

Conforme a The Jackson Laboratory, (2005) Las cepas de laboratorio estandar
fueron derivadas de ratones domésticos mantenidos por criadores de ratones en Europa y
Asia que contenian contribuciones genéticas de Mus musculus domesticus, musculus,
molossinus y castaneus. La mayoria de las cepas endogamicas comenzaron como
mascotas que luego fueron cruzadas. Cuando se domestica cualquier especie, también se
eliminan las caracteristicas silvestres, seleccionando aquellos animales que son faciles de
manejar y de criar. La desventaja es que también se selecciona en contra de muchas
variaciones genéticas. Debido a esto, los cientificos encuentran util cruzar ratones de una
cepa endogamica estandar con una cepa de origen silvestre en estudios de cartografia
genética en los que el genoma de origen silvestre introduce miles de marcadores genéticos

variables.

Cepas endogamicas C57BL/6NCrl y BALB/c y fenotipos comportamentales.
Heinla et al., (2018)descubrieron, en su investigacion “Behavioural characterization of
C57BL/6N and BALB/c female mice in social home cage — Effect of mixed housing in
complex environment”, que los ratones C57BL/6 y BALB/c presentan varias diferencias
de comportamiento (incluidas las relacionadas con la ansiedad y el comportamiento
social). La consecuencia predominante fue la influencia aversiva de los ratones BALB en
el repertorio conductual de la cepa C57BL. Al igual que estudios anteriores, se observo
que los ratones C57BL/6 muestran menos ansiedad, son mas resistentes al estrés y

emocionalmente mas estables que los ratones BALBI/c.
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Finalmente, los resultados a los que llegaron sugieren que la complejidad
ambiental y el enriquecimiento social tienen un fuerte efecto en el comportamiento de los

ratones C57BL/6N y BALB/c.

Hipotesis de investigacion

Hipotesis General

Hgl: Si se expone a dos cepas de ratones al protocolo RMN durante el DPN 2-9,
entonces se inducira alteraciones en la forma de sus comportamientos de tipo ansiosos y
depresivos, donde los ratones de la cepa BALB/c se verdn mas afectados en comparacion
con los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl, puesto que los ratones BALB/c tienden a

comportamientos de tipo reactivo mayores frente a estresores.

Hipotesis Especificas

He2: La exposicion a la adversidad en la vida temprana repercutird de manera
diferente en los comportamientos de tipo depresivo y ansioso en machos y hembras

independiente de la cepa, siendo las ratonas hembra las més afectadas.

He3: El impacto de la adversidad en la vida temprana en forma de cuidados
maternos fragmentados en las respuestas comportamentales de tipo ansioso y depresivo
presentadas en el periodo del desarrollo de la adolescencia se mantendran en el periodo

del desarrollo de la adultez.

Variable

Identificacion de variables

Independientes

Vil: Adversidad en la infancia.

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad

Andina Repositorio Digital
del Cusco

Vi2: Cepa.

Vi3: Sexo.

Dependientes

Vd1: Comportamientos tipo depresivos.

Vd2: Comportamientos tipo ansiosos.

Variables Controladas

Vcl- Condiciones ambientales (temperatura, ciclo de luz y humedad)

Vc2- Estabulacion (N° de ratones por jaula, material de nido, alimentacion, agua

y control de CO2y Oy).
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Operacionalizacion de las variables

Tabla 3

Operacionalizacion de variables

Repositorio Digital

Variable

Definicion conceptual

Definicion operacional

Dimensiones

Indicadores

Reactivos

Vi:
Adversidad en la
infancia.

Exposicion a una gama de
situaciones o experiencias

dificiles o desagradables

(Wearick-Silva et al., 2019).

Protocolo de restriccion
de camay nido (RMN).

Cuidado materno
fragmentado

Frecuencia de
lactancia.
Permanencia en nido.
Frecuencia de entradas
y salidas del nido.
Frecuencia de
acicalamiento a crias.
Frecuencia de auto
acicalamiento.
Frecuencia de auto
alimentacién.

Observacion de
comportamiento
maternal.

Vd1l:
Comportamientos
tipo depresivos

Trastorno del estado de animo con
una amplia gama de sintomas, que
se puede presentar de forma
créniea o currente, dificultando el
desarrollo de la vida cotidiana

(APA, 2013).

Comportamientos
caracterizados por la
ausencia de lucha por
supervivencia.

Escape/desesperacion

Latencia para entrar en
inmovilidad o flotacién
Duracion de la
inmovilidad/flotacion

Test de Nado
Forzado

Signos fisiologicos

NUmero de bolos
fecales al final de cada
evaluacion

Cuantitativo

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
Andina
del Cusco

Repositorio Digital

Vd2:

Comportamientos

tipo ansiosos

Respuesta adaptativa frente a las demandas
del entorno, y por ende inevitable (Cedillo
Ildefonso et al., 2016). La ansiedad se
define como un correlato psicolégico
habitual del estrés (John P. J. Pinel, 2007),
vivenciado como desagradable y
amenazador que puede abarcar desde la
inquietud hasta el panico.

Patrones bajos de exploracién,
por medio de la exposicién a
desafios donde se observa
instintos de exploracion versus
la prevalencia por la evitacion
a lugares iluminados, abiertos
0 elevados.

Exploracion
Exposicion
de desafios

Tiempo de
permanencia en
area central
Ndmero de
entradas al area
central

Ndmero de
entradas brazo
abierto.
Tiempo de
permanencia en
brazo abierto.

Tes de Campo
Abierto.

Test de
Laberinto
Elevado en
Cruz

Signos
fisiologicos

Ndmero de
bolos fecales al
final de cada
evaluacion

Cuantitativo

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
Andina Repositorio Digital

del Cusco

Tabla 4

Operacionalizacion de variables controladas

Variables

Definicion operacional Indicador Naturaleza Escala
Controladas

Los ratones seran evaluados en
Temperatura

Condiciones ambientes que presenten las I .
: . P Luz Cuantitativa Nominal
ambientales mimas caracteristicas Humedad
ambientales.

e Cantidad de ratones por jaula
e Alimentacion

Estabulacion Instalaciones del bioterio, e Reproduccién Cuantitativa y cualitativa Nominal
e Gestacion
e Anidacion
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Definicion de términos

Adversidad en la vida temprana. Efecto que generara el protocolo de restriccion

de cama y nido, el cual que se aplicara a partir del DPN 2 hasta el DPNO.

Cepa. Serie de caracteristicas fenotipicas, genotipicas, morfoldgicas y fisicas.
Para las investigaciones experimental se hacen uso de dos cepas estandarizadas:
C57BL/6NCrl y BALBI/c, que son el producto de una seleccion sistémica y continua de

una raza especifica de ratones.

Comportamientos tipo depresivos. Se infiere este tipo de respuesta
comportamental a partir de la caracterizacion de ausencia de lucha por supervivencia

(respuesta para salir de una situacion de estrés inescapable).

Comportamentales tipo ansiosos. Inferencia de comportamientos
caracterizados por patrones bajos de exploracion, por medio de la exposicion a desafios
donde se observa instintos de exploracion versus la prevalencia por la evitacion a lugares

iluminados, abiertos o elevados.
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Capitulo 3: Método

Alcances de la investigacion

Esta investigacion tuvo por objeto estudiar comportamientos tipo ansiosos y
depresivos en ratones de laboratorio de dos cepas endogdmicas expuestas a un protocolo
de escasez/adversidad en la infancia que fragmenta el perfil del cuidado materno, que a
su vez induce cambios duraderos en la emocionalidad de las crias. A partir de ello se
utilizé el alcance Explicativo. Por ese motivo, este trabajo se enfoco en estudiar los
comportamientos tipo ansiosos Yy depresivos en ratones basados en protocolos
previamente desarrollados y estandarizados, como son el uso de las pruebas de campo
abierto, laberinto elevado en cruz y natacion forzada. Los resultados de la investigacion
contribuiran al cuerpo de conocimientos en torno al papel critico de las experiencias
tempranas en el desarrollo de la emocionalidad y también permitira levantar hipotesis
especificas en torno a la susceptibilidad genética y de sexo para el desarrollo de
psicopatologias y trastornos asociados a experiencias adversas en la infancia. Asimismo,
los resultados de este estudio contribuiran a la discusion en el campo en torno a la
contribucion del fenotipo genético para la vulnerabilidad o resiliencia para-desarrollar

alteraciones de la emocionalidad en el periodo adulto.

Disefio de la Investigacion

Para evaluar las hipdtesis presentadas, se propuso un estudio de disefio
experimental puro de tipo factorial. En este disefio se manipul6 una de las tres variables
independientes (adversidad en la infancia) para observar sus efectos sobre las variables
dependientes (comportamientos tipo ansiosos y tipo depresivos) en una condicién
controlada. Ademas, para conocer hasta qué punto el efecto de la variable independiente

manipulada sobre las variables dependientes, depende o no de las otras variables
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independientes no manipuladas (sexo, cepa y edad), se planted un plan experimental en
el que aparecieron todas las combinaciones posibles de cada uno de los niveles de una

variable independiente con la de las otras restantes.

Tratamiento
Camadas | experimental | Adolescente (prole) Adulto (prole)
(camada)
RG1 X1 01 | 02 03 04 O5 | 06
RG2 - o7 | 08 09 | 010 | 011 | 012
RG3 X2 013 | 014 | 015 | O16 | O17 | 018
RG4 - 019 | 020 | 021 | 022 | 023 | 024
RG5 X3 025 | 026 | 027 | 028 | 029 | O30
RG6 - 031 | 032 | 033 | 034 | O35 | 036
RG7 X4 037 | 038 | 039 | 040 | O41 | 042
RG8 - 043 | 044 | 045 | 046 | O47 | 048

El estudio cont6 con cuatro grupos experimentales y cuatro grupos control (vea
diagrama). Considerando la camada como unidad experimental, la asignacion de las
camadas a cada grupo se realizo aleatoriamente. Luego del destete, la prole de ratones
fue segregada y alojada por sexo en una jaula hasta el periodo adulto. La evaluacion de
las variables dependientes se realizé en el periodo adolescente de la prole y se repitio en
el periodo adulto (ver diagrama). Para la evaluacion de las variables dependientes en el
periodo adolescente y adulto, dos ratones macho y dos ratones hembra de cada camada
fueron seleccionados al azar y colocados para conformar los grupos experimental y
control. De modo que, cada grupo experimental y control que pasé por la evaluacion de
las variables dependientes fueron conformados por ratones procedentes de 10 a 11
camadas. El disefio experimental puro de tipo factorial que se propuso fue de 3x2 para
las siguientes combinaciones de las variables independientes: 1) Factor A (tratamiento

experimental: ELA y control) x Factor B (sexo: machos y hembras) x Factor D (edad:
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adolescente y adulto) y 2) Factor A (tratamiento experimental: ELA y control) x Factor

C (cepa: BALB/c y C57BL/6NCrl) x Factor D (edad: adolescente y adulto).

Tabla5s

Diagrama de disefio factorial 3 x 2 (tratamiento experimental x sexo x edad)

FACTOR B (Sexo)

Nivel B1 Nivel B2
(Hembra) (Machos)
<3 N('l‘z’i' AA)i A1B1 A1B2
x £ ADOLESCENTE
O —
S| Nivel A2 A2B1 A2B2
< 8 (Control)
L=
Nivel B1 Nivel B2
(Hembra) (Machos)
<g N"E’f_'AAl A1B1 A1B2
x5 (ELA) ADULTO
= .
oS Nivel A2
< L_g; (Control) A2B1 A2B2
Tabla 6

Diagrama de disefio factorial 3 x 2 (tratamiento experimental X cepa X edad)

FACTOR C (Cepa)

Nivel B1
(BALBJ/c)

Nivel B2

(C57BL/6NCrl)

Nivel C1 (ELA)

AlC1

Al1C2

Nivel A2 (Control)

FACTOR A
(Tratamiento)

A2B1

ADOLESCENTE
A2C2

Nivel C1 (ELA)

AlB1

Al1C2

Nivel A2 (Control)

FACTOR A
(Tratamiento)

A2B1

ADULTO
A2C2
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Materiales y Metodologia

Sujetos

Se utilizaron 240 ratones en total (120 machos y 120 hembras) provenientes de
veinticuatro camadas de las cepas C57BL/6NCrl (C57) y BALB/c (BALB) distribuidos
aleatoriamente en dos grupos llamados control (n=60 por cepa y sexo) y experimental
(n=60 por cepay sexo). Los ratones se mantuvieron en el bioterio de la UAC, en una sala
con condiciones controladas de ciclo luz/oscuridad de 12 horas (iniciando el ciclo de luz
a las 06:00 horas). La temperatura y humedad fueron mantenidas en un margen de 22°C-
24°C y 25-30%, respectivamente. En cuanto a su alimentacion, los ratones contaron con

acceso ad libitum a agua y comida.

Respecto a la reproduccion de las camadas, se utilizd un grupo de 4-5 ratones
hembra adultas virgenes (8 semanas de edad). Este grupo fue juntado con un raton macho
reproductor durante 4-5 dias. Terminado este periodo, se separaron a las hembras del
macho. Estas fueron observadas cada cinco dias para verificar la gestacion. La gestacion
se comprobo a través de la ganancia de peso corporal, asi como por la visualizacion del
crecimiento del vientre. En el dia gestacional (DG) 15-17, las hembras fueron
individualizadas en cajas estandares de acrilico transparente (35 cm de largo, 15 cm de
alto y 18 de ancho) con abundante viruta (1000 ml) para que preparen su nido y paran a
sus crias. Hasta el momento de la individualizacion, los ratones fueron alojados en grupos
de cuatro en sus jaulas estandares, y mantenidos en los estantes automatizados en

condiciones ambientales descritas arriba.

A partir del DG 19 se verifico el parto por medio de dos observaciones diarias:
una observacion en la mafiana y la siguiente en la tarde, de las jaulas de las hembras

gestantes individualizadas. Consideramos el dia del parto como el dia postnatal (DPN) 0
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y no se manipul6 a las camadas hasta en DPN 2, dia en que se fueron estandarizadas a 6
crias, manteniendo, en lo posible, la misma proporcion de machos y hembras (3 machos

y 3 hembras).

Cada camada (madres y crias) permanecio juntas hasta el dia del destete, el cual
ocurrio el DPN 22. En el destete, las crias fueron separadas de su madre y distribuidas
por sexo, alojadas en jaulas estandares mantenidos en los estantes de estabulacion en las
condiciones ambientales descritos arriba hasta el momento de las evaluaciones
comportamentales. Las evaluaciones comportamentales se desarrollaron en dos periodos
del desarrollo, uno en la adolescencia (DPN 45-49) y el otro en la adultez (DPN 75-79).
Para estos procedimientos se utilizaron no méas de cuatro crias por camadas, dos de cada

SEXO0.

Criterios de inclusion

e Ratones adolescentes y adultos: DPN 45-49 y DPN 75-79.

e Peso corporal estdndar: machos: 25- 30 g. y hembras: 20-26 g.
e Ratones sanos no expuestos a un procedimiento previo.

e Ratones que no expuesto a apareamiento.

e Ratones controles.

Criterios de Exclusion

e Ratones con peso mejor a los estandares.

Ratones expuestos a un procedimiento previo

Aspecto Etico

Toda manipulaciéon y procedimiento de los animales de experimentacion fue

realizada de acuerdo con las recomendaciones de Guide for the Care and Use of
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Laboratory Animals (National Research Council, 2011) y la aprobacion del Comité de
Etica de estudio con animales de la Universidad Andina del Cusco (Protocolo #2019-

001-IACUC-1).
Paradigma de escasez/adversidad en la infancia

Para este estudio utilizamos la restriccion de material de camay nido (RMN) para
simular el paradigma de escasez/adversidad de acuerdo al protocolo previamente

desarrollado para ratones (Rice et al., 2008).

El inicio de este protocolo se dio en el DPN 2, entre las 11h00-12h00, cuando las
camadas fueron distribuidas aleatoriamente en un grupo control y un grupo experimental
(ELA). Cada camada estuvo integrada por 3 crias machos y 3 crias hembras. Las camadas
de grupo control se alojaron en jaulas estandares de acrilico transparente conteniendo
1000 mL de viruta y un pedazo de algodon de 5 x 5 cm. Las camadas del grupo
experimental fueron alojadas en una jaula estandar de acrilico transparente conteniendo
menos de 1 gramo de viruta y un pedazo de algodon de 2.5 x 5 cm colocados sobre una
malla de acero galvanizado a 2 cm de la base de la jaula y con 200 mL de viruta en el
fondo de la jaula para absorber los desechos liquidos de la camada como se muestra en
la Figura 1. Durante todo este periodo (DPN 2 — DPN 9), las camadas no fueron

perturbadas o manipuladas, salvo para reposicion de comida y agua.

Las camadas de ambos grupos estuvieron alojadas en los estantes automatizados
sin manipulacion, con acceso libre a agua y comida, hasta el DPN 10. Llegado el DPN
10 las camadas del grupo experimental, asi como las del grupo control fueron trasladas a
las jaulas estandares de acrilico transparente conteniendo 1000 mL de viruta, con acceso
libre a agua y comida. A partir de ese momento las crias permanecieron con la madre

hasta el DPN 22, dia en el que la crias fueron separadas y puestas en jaulas distintas
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diferenciadas por el sexo. Alli permanecieron alojadas hasta la llegada del periodo de
vida adolescente y adulto, etapas donde se les aplicd las evaluaciones de

comportamientos de tipo ansioso y depresivo.

Gréfico 1

Jaula Camada Grupo Experimental

RMN

AU

Nota: Representacion grafica de jaulas estandares de acrilico transparente conteniendo

1000 mL de viruta y un pedazo de algodon de 5 x 5 cm

Evaluacion de comportamientos de tipo ansiosos durante la adolescencia y adultez

En los periodos del desarrollo correspondientes a la adolescencia (DPN 45-49) y
adultez (DPN 75-79), dos ratones macho y dos ratones hembra de cada camada pasaron
por evaluaciones comportamentales de respuestas relacionadas a la ansiedad y depresion.
Los animales fueron evaluados en tres tipos de pruebas comportamentales. Primero
fueron evaluados en la prueba del campo abierto, dos dias después fueron evaluados en
la prueba del laberinto elevado en cruz y dos dias después fueron evaluados en la prueba

de la natacion forzada.

Los dias de aplicacion de pruebas comportamentales, los ratones fueron

trasladados a la sala de evaluacion una hora antes al inicio de las evaluaciones,
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mantenidos en condiciones de luz, temperatura y humedad semejantes al de la sala de
estabulaciéon. Todas las evaluaciones comportamentales se registraron con una video
camara sincronizada al software Ethovision de Noldus y almacenados para el analisis. Al
término de las evaluaciones, los animales retornaron a sus respectivas jaulas y se los llevd
de regreso a su sala de estabulacion. Los mismos animales evaluados en el periodo de la

adolescencia fueron evaluados en el periodo de la adultez.

Prueba de laberinto de campo abierto (CA). La prueba de campo abierto
permitid evaluar la actividad exploratoria de los roedores, el cual consistié en exponer
expuso al animal a un campo abierto con paredes limitantes durante un tiempo
determinado para observar diversos comportamientos exploratorios como correr en
circulos, olisquear (sniffing), levantarse en las patas posteriores (rearing), acicalarse
(grooming), mover las vibrisas, entre otros (Seibenhener & Wooten, 2015). También fue
posible observar el lugar donde el animal paso méas tiempo realizando comportamiento
de exploracidn, en la zona central o en la periferia del laberinto, asi como si hubo mayor
0 menor activacion del sistema nervioso autonémico medido a través del nimero de bolos
fecales y restos de orina (Gould et al., 2009). La cantidad de cada uno de estos
comportamientos pudieron ser medidos a través de la cuantificacion del numero de
secciones 0 cuadrados de ambiente cruzados por el animal, como un indicador de
actividad exploratoria. Por otro lado, esta prueba también permiti6 evaluar parametros de
emocionalidad en los roedores basado a través del porcentaje del tiempo de exploracion
en las paredes de la arena en relacion con el centro (tigmotaxis). Especificamente, un
mayor porcentaje de tiempo que el animal pasa explorando las paredes de la arena y
mayor defecacion son considerados indicadores de elevados niveles de ansiedad (Gould

et al., 2009). Para evaluar comportamientos relacionados a la ansiedad en los ratones de
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nuestro estudio, se realizo la prueba de campo abierto en la etapa de la adolescencia (DPN

45) al igual que en la adultez (DPN 75).

Para la evaluacion se seleccion¢ aleatoriamente a los ratones, los cuales llevaron
una marca en la cola para distinguirlos de los no evaluados. Los ratones seleccionados
para evaluacion fueron tomados cuidadosamente por la cola para colocarlos en una caja
cuadrada de acrilico transparente (50 cm de largo y 50 cm de ancho), el cual cuenta con
una arena de 30 x 30 cm donde se les grabé en video durante diez minutos. Para ello se
mont6 un cdmara desde la parte superior para grabar el comportamiento de los ratones

dentro del instrumento.

Luego se cerrd las cortinas alrededor del instrumento para disminuir las sefiales
externas a la arena iluminada por la luz blanca del techo de la sala de evaluaciones. Para
proceder con la video grabacion se accioné el software de monitoreo por diez minutos.
Llegada la evaluacion a su fin, se retorno al raton a su jaula, se contd la cantidad de bolos

fecales y fa se observo la presencia de orina.

Entre cada sesion de evaluacion todo el aparato fue limpiado a fondo con alcohol
al 70%. Los videos fueron analizados por medio de un programa de software de
monitoreo de comportamiento automatizado (Ethovision de Noldus) y se evalud el

namero de entradas al area central y tiempo de permanencia en el area central (segundos).

Al terminar la evaluacion de todas las camadas, los ratones fueron retornados a la

sala de estabulacion.

Prueba en el laberinto elevado en cruz (LEC). La prueba de laberinto elevado
en cruz permitié observar comportamientos exploratorios en los roedores en un laberinto

elevado a 66 cm del piso con dos brazos abiertos opuestos y dos brazos cerrados opuestos.
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En este tipo de laberinto, ratas y ratones muestran mayor exploracion de los brazos
cerrados y tienden a evitar los brazos abiertos y elevados. Asi, parametros como latencia
para entrar, nimero de entradas a brazos cerrados y abiertos, tiempo de exploracion en
brazos cerrados y abiertos, entre otros pueden ser medidos (A. Kraeuter & Guest, 2019).
En este test, el nivel de ansiedad en el animal es inferido a partir de la cantidad de tiempo
que el animal pasa explorando en los brazos cerrados del laberinto en relacion al tiempo
que explora los brazos abiertos, pues el test se basa en la tendencia natural de los roedores
para evitar lugares abiertos o elevados contrapuestos a su curiosidad innata para explorar

lugares nuevos (A. Kraeuter & Guest, 2019).

Los animales de nuestro experimento fueron evaluados en el laberinto elevado en
cruz con medidas de 53cm x 53cm en el DPN 47 y DPN 77. Encima de este se ubico la
camara con la que se registraron todos los movimientos de los ratones seleccionados,
sincronizado al software de monitoreo de comportamiento automatizado (Ethovision de
Noldus). Para iniciar con la evaluacion se tomo cuidadosamente de la cola a los ratones
-previamente seleccionados aleatoriamente para la prueba de campo abierto- y se los
colocd en el centro del laberinto elevado en cruz (en el cruce de los dos brazos). Desde
ese momento inicio la evaluacion, asi como la filmacién de todo este proceso por un
periodo de 5 minutos, donde medimos el tiempo transcurrido en los brazos abiertos en
segundos (exploracidn), el nimero de transiciones entre los brazos cerrados y abiertos y
el tiempo de permanencia en los brazos cerrados (segundos). Al finalizar la evaluacion,
se retornd al raton a su respectiva jaula, se cont6 la cantidad de bolos fecales y se observo
la presencia de orina. Al igual que con la prueba de campo abierto, el aparato fue limpiado
a profundidad con alcohol al 70%. Los videos fueron almacenados y evaluados en un

computador por medio del software ya mencionado.
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Prueba de la natacion forzada (NF). La prueba de natacion forzada es uno de
los ensayos mas utilizados para el estudio del comportamiento tipo depresivo en roedores
(Yankelevitch-Yahav et al., 2015a), la cual se basa en la observacion de los roedores que
cuando son expuestos a una situacion estresante sin salida, un tanque con agua,
inicialmente muestran movimientos vigorosos iniciales orientados a escapar de la
situacién seguido de una postura inmdvil (Porsolt et al., 2001). Se presume que este
comportamiento de inmovilidad es el resultado de aprendizaje del animal en esta
situacién en la que es dificil de escapar, el cual también es considerada como una medida

de desesperacion conductual (Porsolt et al., 2001).

Las dimensiones del instrumentos que utilizamos para la prueba de natacion
forzada en ratones estuvo basada en estudios previos (Can et al., 2012b). La evaluacion
de natacion forzada fue aplicada a los mismos ratones previamente evaluados en las dos

anteriores pruebas (CA 'y LEC), esta vez en los DPN 49 y DPN 79.

Para esta evaluacion se utilizo un cilindro acrilico transparente (43.5 cm de alto
X 25 cm de ancho) llenado con agua a una temperatura de 26°C hasta 20 cm de altura

desde de la base del cilindro. Alli se coloco al raton por 6 minutos.

Frente al cilindro se coloc6 una cdmara para registrar la latencia de la primera
inmovilidad (cuando el ratdn se queda inmovil por 3 segundos seguidos). A partir del
minuto 2 de la prueba se midid el tiempo de inmovilidad (segundos) hasta llegar al minuto
seis. Finalizada la evaluacion, se seco al raton usando papel toalla, y luego se devolvié a
su jaula con sus pares. Luego de contar y registrar el nimero de bolos fecales dejados en
el tanque, se limpio el tanque de agua con ayuda de un cernidor, dejando limpia el agua
para dos futuras evaluaciones mas. El agua solo se utiliz6 para 3 evaluaciones, luego de

ese periodo el agua fue descartada.
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El andlisis de los resultados se realiz6 de manera manual con ayuda de un

cronémetro para medir el periodo de inmovilidad.
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Tabla 7

Pruebas comportamentales

Repositorio Digital

compz:ij:ra?;tales Autores Aplicacion  Areas de evaluacion Duracién Calificacion Validez y confiablidad
Aproximacion- gl?;tglb I;ﬁ?;;';;?gg Gray et al. (1981) consideran 4
Tes:t de Campo Kraeuter. A, Individual e\_/itaciép de _Iugares 10 min los brazos abiertos, y factores para la validez de un modelo
Abierto ablertoziel\lll;?(;;]adosy ntmero de transiciones animal:
entre cada brazo e Mostrar analdgico al trastorno
humano, en la forma de
Aproximacion- Contalt)ili;ar (Ial tiempo ;?ﬁpéfﬁ;;g?é%?a ylo
. L que el animal pasa en :
;I'I(;ita%%t?‘b;rl:r;to Monlté].(glery, Individual ag}’;?g?ﬂ:;:ﬁgggisy 5 min Io’s brazos abiE_rt(_)S, y e Que se pueda observar' un
eievados nimero de transiciones camblo_ de comportamiento
entre cada brazo. operacional.
e Reversibilidad de los cambios
. i comportamentales a  través
Contabilizar el tiempo tratamientos farmacoldgicos que
de nad I para lalatencia ddEI son eficaces en humanos
;I;)erszta d?) hado Porslg R ndividual Desesperacion 6 min ?nrrlTT)Gi/rili daedvent(; eel (ansioliticos y antidepresivos)
' : e El modelo debe ser reproducible
tiempo total de entre investigadores.
inmovilidad
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Procedimiento. En el Gréfico 2 se muestra la linea temporal de los experimentos
propuestos. El proceso de experimentacion inicid desde el primer dia de gestacion (DG
0), realizdndose observaciones continuas a las ratonas hasta el DG 15 que es cuando se
verifico la gestacion avanzada de las ratonas y se individualizé en jaulas con suficiente
material de cama para anidar y parir. El dia del parto fue considerado como dia postnatal
0 (DPN 0). En el DPN 2 se seleccion6 aleatoriamente las camadas que fueron colocadas
al protocolo de restriccion de material de nido (RMN) y las camadas de grupo control,

las que permanecieron hasta el DPN 10.

Terminado el protocolo, las camadas fueron colocadas en jaulas estandares con
suficiente material de cama y nido, y permanecieron con sus crias hasta el DPN 22, dia
en el que se separd a la madre de sus crias, las cuales fueron distribuidas segun su sexo
en jaulas independientes. Las crias segregadas por sexo permanecieron en sus jaulas hasta
el DPN 45, periodo en el que los ratones pasaron por evaluaciones comportamentales de
campo abierto (CA), laberinto elevado en cruz (LEC) y natacién forzada (NF) en los
periodos correspondientes a la adolescencia. Las evaluaciones se realizaron en los DPN
45, DPN 47 y DPN 49 (Graéfico 2). Luego se esper0 a que los ratones lleguen a la adultez
(DPN 75) para volver a aplicarles las mismas evaluaciones comportamentales en tres

momentos de su adultez: DPN 75, DPN 77 y DPN 79.

Finalmente se esperd hasta el DPN 82 para el procedimiento de eutanasia,

respetando todos los protocolos de bioética.
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Gréafico 2

Linea temporal de experimentos

)

2

Evaluaciones
Comportamentales

en la Adultez Eutanasia

Destete

Evaluaciones
Comportamentales
en la Adolescencia \\

CONTROL

Donde: DG: Dia Gestacional; DPN: Dia Post Natal; CA: Prueba de Campo Abierto; LEC:

Prueba de Laberinto Elevado en Cruz; NF: Prueba de Nado Forzado.

Eutanasia

Los animales adultos y crias que no se utilizaron en los experimentos fueron
sometidos a eutanasia. Animales antes del destete fueron sometidos a eutanasia usando
una tijera afilada. Los animales adolescentes y adultos fueron muertos mediante
dislocamiento cervical rapido y decapitados rapidamente usando una tijera afilada. Los
residuos bioldgicos fueron colocados en bolsas plasticas rojas rotuladas y enviadas para

eliminacién por una empresa especializada contratada por la UAC.

Analisis de datos

Los registros comportamentales de las evaluaciones comportamentales

depresivos y ansiosos fueron analizados a partir de las grabaciones y registros
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digitalizados de comportamiento. Se analizo la latencia, frecuencia y duracion de los
comportamientos en las pruebas de campo abierto, laberinto elevado en cruz y natacion

forzada.

Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron usando el software GraphPad Prism 6.01
(San Diego, CA, USA). Antes de los analisis estadisticos comparativos, todos los datos
pasaron por evaluaciéon de distribucién normal, usando el test de normalidad
Kolmogorov-Smirnov. Los datos fueron expresados como medias + ESM y el nimero de
animales por grupo fue expresado como “n”. Se realizaron analisis estadisticos de tipo
factorial ANOVA de dos vias para los factores protocolo (grupo control y grupo RMN)
y sexo (macho y hembra) o cepa (C57BL/6NCrl y BALBI/c), seguido del test posthoc de
comparaciones multiples de Tukey. Para todos los analisis, la hipotesis nula fue
rechazada cuando el valor de p<0,05. Las comparaciones estadisticamente significativas

en las figuras y tablas estan indicadas con asteriscos (*).
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Capitulo 4: Resultados de la investigacién

Efectos del protocolo ELA en los comportamientos de tipo ansioso.

Los ratones de dos cepas expuestos al protocolo de adversidad en la infancia,
durante la primera semana posnatal (DPN 2 — DPN 9), fueron evaluados en pruebas
relacionadas a la ansiedad en los periodos adolescentes y adultos. A continuacion, se
relatan los resultados, considerando la interaccion de Sexo x Protocolo, y Cepa X

Protocolo.

Campo Abierto

El analisis ANOVA de dos vias, considerando los factores sexo y protocolo para
los ratones C57 y BALB adolescentes y adultos, mostré un efecto principal del protocolo
en los parametros de numero de entradas al area central y tiempo en el area central, mas
no se encontr6 un efecto del factor sexo en ninguno de estos parametros, como tampoco
interaccion entre los factores sexo y protocolo. Esto indica que tanto los ratones macho
como hembra de la cepa C57 y BALB, de los dos periodos de edad, muestran un perfil
semejante en los parametros evaluados en la prueba de campo abierto, viéndose que el
protocolo tiende a afectar mas a las hembras pertenecientes al grupo RMN, en los dos
periodos de edad, en comparacién a los machos del grupo RMN, en los dos periodos de

edad. Los detalles de este analisis pueden visualizarse en la Tabla 8.
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Tabla 8
Efectos del protocolo RMN en los comportamientos de tipo ansioso, segun el sexo, en la

prueba de Campo Abierto en dos etapas de la vida.

Factores Interaccién

Prueba de Campo

Abierto Sexo Protocolo Sexo x Protocolo

C57BL/Crl adolescentes

#Entradas al area  F (1,48) = 0.2442,  F (1,48) = 2.412, F (1,48) = 0.8422,

central p=0,6235 p=0.1270 p=0.3634
Tiempo en area F (1,48) = 0.1172, F (1, 48) = 8.206, F (1,48) = 0.02583,
central (s) p=0.7336 p=0.0062 p=0.8730

BALB/c adolescentes

# Entradas al area F (1,48) = 0,2715, F (1,48) = 6,625, F (1,48) = 0,5049,

central p=0,6047 p=0,0132 p=0,4808
Tiempo en area F (1, 48) = 2,543, F (1,48) = 8,912, F (1, 48) = 0,11109,
central (s) p=0,1174 p=0,0044 p=0,7395

C57BL/Crl adultos

# Entradas al area  F (1,48) = 3,179, F (1,48) = 4,688, F (1, 48) = 2,467,

central p=0,0809 p=0,0354 p=0,1228
Tiempo en area F (148) = 2,173, F (1,48) = 12,30, F (1, 48) = 1,759,
central (s) p=0,1470 p=0,0010 p=0,1911
BALB/c adultos

# Entradas al area  F (1,48) =0,9886, F (1,48) = 9,623, F (1, 48) = 0,8367,
central p=0,3251 p=0,0032 p=0,3649
Tiempo en area F (1,48) =0,1052, F(1,48) =0,9119, F (1,48) = 1,140,
central (s) p=0,7470 p=0,3444 p=0,2910

Nota. Tabla mostrando los resultados de anélisis de ANOVA de dos dias para la
prueba de campo abierto de ratones adolescentes y adultos (DPN) de las cepas.

Donde los resultados de p<0.05 estan resaltados en negrita.
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En la Figura 1 observamos los resultados del efecto del protocolo RMN en los
comportamientos de tipo ansiosos, segun la cepa, en la prueba de campo abierto en dos
etapas de la vida. Donde en la Figura 1 Az existen resultados significativos del factor
cepa [F (1, 48 = 117,5; p<0,0001], efectos significativos del factor protocolo [F (1, 48) =
5,395; p=0,0245] pero no se encontro interaccion significativa entre ambos factores [F (1,
48) = 0,5736; p=0,4525]. Esto indica que los ratones macho adolescentes pertenecientes a
la cepa BALB muestran un mayor tiempo de permanencia en el area central, frente a los
ratones macho adolescentes de la cepa C57 y que independiente de la cepa, los ratones

RMN pasan més tiempo explorando el &rea central del laberinto.

En cuanto al nimero de entradas al area central (Figura 1 Az), se registro un
efecto significativo del factor cepa [F (1, 48) = 94,22; p<0,0001], asi como una tendencia
significativa del factor protocolo [F (1, 48) = 3,969; p=0,0521], aunque sin interaccion de
ambos factores [F (1, 48) = 0,2587; p=0,6133]. Estos resultados indican que los ratones de
la cepa BALB realizan un mayor nimero de entradas al area central que los ratones C57.
Asi mismo, los ratones RMN muestran una tendencia a entrar mas veces al area central

en comparacion con sus controles (Figura 1 Az)

La Figura 1 B:muestra los resultados de permanencia en el area central en el CA,
en el que se encontro interaccion significativa entre los factores cepa y protocolo [F (1, 4s)
= 8,497; p=0,0054], efecto principal del factor cepa [F (1, 48y = 11,26; p=0,0016] y del
factor protocolo [F (1,48 = 15,20; p=0,0003]. Un analisis post hoc de Tukey revel6 que
los ratones macho adultos ELA de la cepa C57 muestran un tiempo de permanencia en el
area central semejante que sus controles; los ratones RMN de la cepa BALB muestran un
tiempo de permanencia en el area central del laberinto significativamente mayor que sus

controles.
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En la Figura 1 Bz se muestra el nimero de entradas el area central del laberinto
de ratones macho adultos. El andlisis estadistico mostré que no existe significancia en la
interaccion de los factores [F (1, 48) = 0,4804; p=0,4916] como tampoco efecto principal
del factor cepa [F (1, 48) = 1,751; p=0,1920], pero si se encontr6 un efecto principal del
factor protocolo [F (1,48 = 9,021; p=0,0042]. Esto indica que los ratones macho adultos
del grupo RMN realizan un mayor de entradas al area central que los ratones del grupo

control.

El andlisis estadistico del tiempo de permanencia en el area central de las hembras
adolescentes (Figura 1 C1) mostro un efecto significativo en el factor cepa [F (1, 48) =
125,6; p<0,0001], en el factor protocolo [F (, 48y = 11,18; p=0,0016], pero no se hallo
interaccion significativa entre los factores [F (1, 48) = 2,446; p=0,1244]. Esto indica que
los ratones hembra adolescentes de la cepa BALB muestran mayor tiempo de
permanencia en el area central que las ratonas adolescentes de la cepa C57 y que las
ratonas hembra adolescentes de ambas cepas sometidas al protocolo RMN pasan mas

tiempo en el area central que las ratonas control.

Referente a la cantidad de entradas al area central (Figura 1 Cz), se encontro un
efecto significativo del factor cepa [F (1, 48y = 87,96; p<0,0001], y del factor protocolo [F
@ 48) = 4,936; p=0,0310]. Sin embargo, no se encontro interaccion significativa entre
ambos factores [F (1, 48) = 3,489; p=0,0679]. Por consiguiente, se indica que las ratonas
hembra adolescentes de la cepa BALB realizan un mayor nimero de entradas al area
central que las ratonas de la cepa C57. Igualmente se observa que las ratonas del grupo
RMN de ambas cepas tienden a realizar un mayor nimero de entradas al area central que

las del grupo control.
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Concerniente a las ratonas hembra adultas, en el analisis estadistico del tiempo de
permanencia en el area central (Figura 1 D1), no se hallo interaccion significativa entre
los factores [F (1, 48y = 1,052; p=0,3101] o efecto principal del factor cepa [F (1, 48) =
0,005436; p=0,9415] pero si se encontrd efecto principal para el factor protocolo [F (1, 4s)
=10,86; p=0,0019]. Esto quiere decir que los ratones hembra adultas de ambas cepas que
fueron sometidas al protocolo RMN muestran un nimero de entradas al area central

mayor al de ratonas que no fueron sometidas al protocolo.

El andlisis estadistico del numero de entradas al area central del CA (Figura 1
D2 no mostro interaccion significativa entre los factores [F (1, 489 = 3,050; p=0,0871]
efecto principal del factor cepa [F (1, 48 = 0,3389; p=0,5632], pero si se encontro
significancia en el factor protocolo [F (1, 48) = 5,330; p=0,0253]. Esto indica que los ratones
hembra adultas de ambas cepas expuestas al protocolo RMN, tienden a realizar mas

entradas al area central frente a sus respectivos controles.
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Figural
Efectos del protocolo RMN en los comportamientos de tipo ansioso, segun la cepa, en

la prueba de campo abierto en dos etapas de la vida.
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Donde: A: Ratones macho adolescentes; Al: Grafico de resultados de tiempo de
permanencia en area central contado en segundos; A2: Grafico de resultados de numero
de entradas al &rea central; B: Ratones macho adultos; B1: Gréfico de resultados de
tiempo de permanencia en area central contado en segundos; B2: Grafico de resultados
de nimero de entradas al area central; C: Ratones hembra adolescentes; C1: Gréafico de
resultados de tiempo de permanencia en area central contado en segundos; C2: Grafico
de resultados de nimero de entradas al area central; D: Ratones hembra adultas; D1:
Gréfico de resultados de tiempo de permanencia en area central contado en segundos;
D2: Grafico de resultados de numero de entradas al area central. Las barras muestran
valores de la media * el error estandar de la media (SE); *: valor de P<0,05; ** p<0,01;

*** n<0,001; ****p<0,0001(Control n: 13; RMN n: 13).
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Laberinto Elevado en Cruz

El analisis estadistico ANOVA de dos vias de los factores sexo y protocolo para
los ratones C57 y BALB adolescentes y adultos, no mostré efectos significativos de los
factores sexo y protocolo, como tampoco interaccion significativa entre ambos factores
en el periodo adolescente (Tabla 9). En el periodo adulto, el anélisis estadistico del
numero de entradas en los brazos abiertos de los ratones de la cepa C57 no mostr6é una
interaccion significativa entre el factor sexo y protocolo, pero si se encontré un efecto
principal del protocolo, pero no del sexo (Tabla 9). Esto indica que los ratones adultos

C57 expuestos al protocolo RMN son afectados por el protocolo independiente del sexo.

El andlisis estadistico del tiempo de permanencia en los brazos abiertos del
laberinto de ratones C57 adultos mostr6 una interaccion significativa, un efecto principal
del sexo y del protocolo (Tabla 9). Tras un analisis post hoc de Tukey se encontr6é que
los ratones macho adultos de la cepa C57 del grupo RMN (M: 52,38 segundos) pasan

mas tiempo en el brazo abierto que sus respectivos controles (M: 8,762 segundos).

Por otro lado, el andlisis estadistico del nimero de entradas o tiempo de
permanencia en los brazos abiertos del laberinto de ratones BALB adultos no mostro
interaccion significativa entre los factores sexo y protocolo ni efectos principales de cada

uno de los factores. Los detalles de este analisis pueden visualizarse en la Tabla 9.
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Tabla9

Efectos del protocolo RMN en los comportamientos de tipo ansioso, segun el sexo, en la

prueba de Laberinto Elevado en Cruz en dos etapas de la vida

Prueba de

Laberinto Elevado

en Cruz

Factores

Interaccion

Sexo

Protocolo

Sexo x Protocolo

C57BL/Crl adolescentes

# Entradas a brazo
abierto

Tiempo en brazo
abierto (s)

BALB/c adolescentes

# Entradas a brazo
abierto

Tiempo en brazo
abierto (s)

C57BL/Crl adultos

# Entradas a brazo
abierto

Tiempo en brazo
abierto (s)

BALB/c adultos

# Entradas a brazo
abierto

Tiempo en brazo
abierto (s)

F (1,48) = 0,7245,
P=0,3989

F (1,48) = 0,2196,
P=0,6415

F (1, 48) = 1,132,
P=0,2927

F (1,48) = 0,1281,
P=0,7220

F (1, 48) = 2,662,
P=0,1093

F (1,48) = 0,5867,
P=0,4475

F (1, 48) = 2,706,
P=0,1065

F (1, 48) = 1,154,
P=0,2880

F (1,48) = 0,004329,
P=0,9478

F (1,48) = 0,02817,
P=0,8674

F (1, 48) = 0,35086,
P=0,5565

F (1‘ 48) = 0,2456,
P=0,6224

F (1, 48) =0,02944,
P=0,8645

F (1, 48) = 18,05,
P<0,0001

F (1, 48) = 9,998,
P=0,0027

F (1, 48) = 36,87,
P<0,0001

F (1‘ 48) = 0,9138,
P=0,3439

F (1, 48) = 20,32,
P<0,0001

F (1,48) = 0,04854,
P=0,8266

F (1, 48) = 0,4965,
P=0,4844

F (1, 48) = 0,1674,
P=0,6842

F (1, 48) = 2,650,
P=0,1101

F (1, 48) = 1,079,
P=0,3042

F (1, 48) = 0,4498,
P=0,5056

Tabla mostrando los resultados de anélisis de ANOVA de dos dias para la prueba de

laberinto elevado en cruz de ratones adolescentes y adultos (DPN) de las cepas. Donde los

resultados de p<0.05 estan resaltados en negrita.
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La Figura 2 muestra los resultados del protocolo RMN en los comportamientos
de tipo ansioso, segun la cepa, en la prueba de laberinto elevado en cruz en dos etapas de
la vida. El analisis estadistico del tiempo de permanencia en los brazos abiertos no mostro
una interaccion significativa entre los factores [F (1, 48y = 0,01523; p=0,9023], aunque se
encontrd un efecto principal en el factor cepa [F (1, 48) = 221,8; p<0,0001], pero no en el
factor protocolo [F (1, 48) = 0,9227; p=0,3416] (Figura 2 A1). Esto indica que los ratones
macho adolescentes de la cepa BALB pasan explorando un mayor tiempo el brazo abierto

que los ratones de la cepa C57.

El analisis del nimero de entradas al brazo abierto del laberinto no mostro
interaccion significativa entre ambos factores [F (1, 489 = 1,016; p=0,3185] ni efecto
principal del factor protocolo [F (1, 4y = 2,986; p=0,0904], aunque se encontrd una
tendencia significativa en el factor cepa [F (1, 48) = 3,504; p=0,0673] (Figura 2 A2). Lo
que indica que los ratones de la cepa BALB tienden a entrar mas veces al brazo abierto

que los ratones de la cepa C57.

El analisis del tiempo de permanencia en los brazos abiertos de ratones macho
adultos mostro una interaccion significativa entre los factores cepa y protocolo [F (1, 48)
= 33,67; p<0,0001], asi como efecto principal del en el factor cepa [F (1, 48) = 10,19;
p=0,0025] y del factor protocolo [F (1, 48) = 15,53; p=0,0003]. Un analisis post hoc de
Tukey, reveld que mientras los ratones BALB expuestos al protocolo mostraron un
tiempo de permanencia semejante al de los ratones BALB del grupo control (M:
CONTROL, 49,02 seg. vs RMN, 40,69 seg.), los ratones C57 expuestos al protocolo
RMN mostraron un tiempo de permanencia significativamente mayor al de sus controles
(M: CONTROL, 8,762 seg. vs RMN 52,38 seg.) (Figura 2 B:1). Esto indica que el efecto
del protocolo RMN en el tiempo de permanencia en los brazos abiertos es dependiente

de la cepa y afecta principalmente a los ratones macho adultos de la cepa C57.
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El analisis del numero de entradas a los brazos abiertos del laberinto en ratones
macho adultos mostro una interaccion significativa entre los factores cepa y protocolo [F
@ 48 = 9,785; p=0,0030] y una tendencia significativa para el efecto de los factores cepa
[F @, 48 = 3,837; p=0,0560] y protocolo [F (1, 4s) = 3,180; p=0,0809] (Figura 2 B2). Un
analisis post hoc de Tukey revel6 que mientras los ratones macho adultos de la cepa
BALB, expuestos al protocolo RMN, entran un nimero semejante de veces a los brazos
abiertos del laberinto que sus controles (M: CONTROL, 12,54 seg. vs RMN, 10,77 seg.),
los ratones RMN de la cepa C57 entran un niUmero mayor de veces a los brazos abiertos

que sus controles (M: CONTROL, 5,846 seg. vs RMN, 12,31 seg.).

Respecto a los ratones adolescentes hembras, el anélisis estadistico no mostrd
interaccion significativa entre los factores [F (1, 48) = 6,576€-005; p=0,9936], pero se hallo
un efecto principal del factor cepa [F (1, 48) = 128,5; p<0,0001], pero no se encontr6 un
efecto principal del factor protocolo [F «, 48 = 0,1070; p=0,7450] (Figura 2 Cy). Esto
indica que los ratones hembra adolescentes de la cepa BALB, independiente del
protocolo, pasan mas tiempo en los brazos abiertos del laberinto comparado con los

ratones hembra adolescentes de la cepa C57.

El analisis del numero de entradas a los brazos abiertos del laberinto en ratones
hembra adolescentes no mostré una interaccion significativa entre los factores [F (1, 48) =
1,126e-030; p>0,9999], pero si se encontrd un efecto significativo del factor cepa [F (1,
48)=16,76; p=0,0002], y una tendencia significativa del factor protocolo [F (1, 48) = 0,2702;
p=0,6056] (Figura 2 C). En donde se observa que los ratones hembra de la cepa BALB
entran mas veces al brazo abierto, contrario a los ratones hembra de la cepa C57. Asi
mismo, se observa una tendencia por parte de los ratones hembra sometidas al protocolo

a ingresar en menor cantidad al brazo abierto.
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El analisis de tiempo de permanencia en los brazos abiertos de las hembras adultas
no se encontro interaccion significativa entre los factores [F (1, 48 = 2,435; p=0,1252], se
encontrd un efecto principal del factor cepa [F (1, 48) = 84,77; p<0,0001], pero no se
encontro un efecto principal del factor protocolo [F (1, 48y = 0,2195; p=0,6415] (Figura 2
D1). Lo cual indica que los ratones hembra adultas de la cepa BALB, independiente del
protocolo, pasan mas tiempo en los brazos abiertos del laberinto frente a los ratones

hembra adulta de la cepa C57.

Respecto al numero de entradas al brazo abierto (Figura 2 D2), el andlisis no
mostro interaccion significativa entre los factores [F (1, 45y = 0,8145; p=0,3713], como
tampoco se encontraron efectos significativos tanto del factor cepa [F (1, 48) = 1,868;

p=0,1781], como del factor protocolo [F (1,48 = 2,011; p=0,1626].4

Figura 2
Efectos del protocolo RMN en los comportamientos de tipo ansioso, segun la cepa,

en la prueba de laberinto elevado en cruz en dos etapas de la vida.
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Donde: A: Ratones macho adolescentes; A1: Gréafico de resultados de tiempo en brazo
abierto contado en segundos; Az: Grafico de resultados de nimero de entradas a brazo
abierto; B: Ratones macho adultos; Bi: Grafico de resultados de tiempo en brazo
abierto contado en segundos; Ba: : Grafico de resultados de niumero de entradas a brazo
abierto; C: Ratones hembra adolescentes; C1: Grafico de resultados de tiempo en brazo
abierto contado en segundos; Ca: : Grafico de resultados de nimero de entradas a brazo
abierto; D: Ratones hembra adultas; Di: Grafico de resultados de tiempo en brazo
abierto contado en segundos; D2: Grafico de resultados de nimero de entradas a brazo
abierto; Las barras muestran valores de la media + el error estandar de la media (SE);
*: valor de p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001(Control n: 13; RMN n:

13).

Efectos del protocolo ELA en los comportamientos de tipo depresivo

Los ratones de dos cepas expuestos al protocolo de adversidad en la infancia,
durante la primera semana posnatal (DPN 2 — DPN 9), fueron evaluados en pruebas
relacionadas a la depresion en los periodos adolescentes y adultos. A continuacion, se
relatan los resultados, considerando la interaccion de Cepa x Protocolo, y Sexo X

Protocolo.

Nado Forzado

Luego del analisis ANOVA de dos vias, considerando los factores sexo y
protocolo para los ratones C57 y BALB adolescentes y adultos, se hall6 un efecto
principal del protocolo en el pardmetro de tiempo de inmovilidad, tanto del factor sexo
como del factor protocolo, asi como una interaccion significativa entre ambos factores,
en la etapa adolescente de los ratones de ambas cepas. Un analisis post hoc de Tukey,

reveld que los ratones C57 adolescentes macho sometidos al protocolo muestran similar
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tiempo de permanencia de inmovilidad que los ratones macho controles (M: CONTROL.:
144,2 seg. vs RMN:143,5 seg.). Por otro lado, los ratones C57 hembra del grupo RMN
muestran un menor tiempo de inmovilidad que los ratones hembra de grupo control (M:
CONTROL:147,4 seg. vs RMN: 102,8seg), viéndose que el efecto protocolo es
independiente del sexo (Tabla 10). En cuanto a los ratones de la cepa BALB, tras un
analisis post hoc de Tukey reveld efecto contrario, ya que son los ratones hembra del
grupo control y grupo RMN quienes muestras similares resultados en tiempo de
inmovilidad (M: CONTROL.: 113,2 seg. vs RMN:110,8 seg.), mientras que los ratones
BALB machos del grupo RMN pasan menos tiempo inmoviles en comparacion con sus
controles (M: CONTROL.: 115,8 seg. vs RMN: 66,27 seg.). Los detalles de este analisis

pueden visualizarse en la Tabla 10.
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Efectos del protocolo RMN en los comportamientos de tipo depresivo, segun el sexo,

en la prueba de Nado Forzado en dos etapas de la vida.

Factores

Prueba de Nado
Forzado

C57 adolescentes

Tiempo primera
inmovilidad (s)

Tiempo de
inmovilidad (s)

BALB adolescentes

Tiempo primera
inmovilidad (s)

Tiempo de
inmovilidad (s)

C57 adultos

Tiempo primera
inmovilidad (s)

Tiempo de
inmovilidad (s)

BALB adultos

Tiempo primera
inmovilidad (s)

Tiempo de
inmovilidad (s)

Interaccion

Sexo

Protocolo

Sexo x Protocolo

F (1,48) = 1,418,
P=0,2396

F (1,48) = 6,105,
P=0,0171

F (1,48) = 0,00076609,
P=0,9780

F (1, 48) = 8,863,
P=0,0046

F (1, 48) = 3,201,
P=0,0799

F (1, 48) = 8,387,
P=0,0057

F (1,48) = 0,8102,
P=0,3726

F (1,48) = 6,984,
P=0,0111

F (1, 48) = 1,362,
P=0,2489

F (1, 43) = 10,71,
P=0,0020

F (1, 48) = 0,9092,
P=0,3451

F (1, 43) = 8,776,
P=0,0047

F (1,48) = 2,307,
P=0,1354

F (1,48) = 2,560,
P=0,1161

F (1, 43) = 2,660,
P=0,1095

F (1, 43) = 6,980,
P=0,0111

F (1,48) = 0,01661,
P=0,8980

F (1,48) = 0,0007065,
P=0,9789

F (1,48) = 0,4841,
P=0,4899

F (1,48) = 1,275,
P=0,2645

F (1,48) = 0,05563,
P=0,8145

F (1, 48) = 1,778,
P=0,1887

F (1,48) = 1,282,
P=0,2632

F (1,48) = 0,1886,
P=0,6660

Tabla mostrando los resultados de analisis de ANOVA de dos dias para la prueba de nado

forzado de ratones adolescentes y adultos (DPN) de las cepas. Donde los resultados de p<0.05

estan resaltados en negrita.
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Dentro de la Figura 3 se muestra el impacto del protocolo RMN en los
comportamientos de tipo depresivos, segun la cepa, en la prueba de nado forzado en dos
etapas de la vida. El analisis estadistico de la latencia para el primer evento de
inmovilidad en los ratones macho adolescentes no mostrd una interaccion significativa
de ambos factores [F «, 48) = 3,827; p=0,0563], aunque se encontro efecto significativo
del factor cepa [F (1, 48) = 6,275; p=0,0157], pero no se hallo efecto significativo del factor
protocolo [F (1, 48) = 0,2546; p=0,6162] (Figura 3 A1). Esto indica que los ratones macho
adolescentes de la cepa C57 entran en inmovilidad antes que los ratones macho

adolescentes de la cepa BALB.

El analisis del tiempo de inmovilidad del mismo grupo etario de ratones mostré
una interaccion significativa de los dos factores [F (1, 48y = 11,99; p=0,0011], asi como un
efecto principal de la cepa [F (1, 48y = 56,00; p<0,0001] y asi como del protocolo [F (1, 48)
= 12,60; p=0,0009] (Figura 3 A2). Un anélisis post hoc de Tukey revel6 que el impacto
del protocolo es dependiente de la cepa, siendo que los ratones RMN de la C57 pasan un
tiempo de inmovilidad semejante a su grupo control, mientras que los ratones de la cepa
BALB, sometidos al protocolo, tienden a pasar menos tiempo en estado de inmovilidad

(M: 66, 27 seg) en comparacion con sus respectivos controles (M: 115,8 seq).

El analisis de latencia para la primera inmovilidad en machos adultos no mostro
interaccion significativa entre los factores [F (1, 48) = 3,233; p=0,0785], aunque se encontrd
significancia en el factor cepa [F (1,48 = 11,23; p=0,0016], pero no se encontro en el factor
protocolo [F (1, 48) = 0,01676; p=0,8975] (Figura 3 B1). Esto indica que los ratones macho
adultos de la cepa C57 muestran un menor tiempo de entrada a primera inmovilidad, en

comparacion con los ratones macho adultos de la cepa BALB.
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El analisis estadistico del tiempo de inmovilidad de machos adultos muestra una
interaccion significativa entre los factores [F (1, 48) = 4,592; p=0,0372], aunque no se
hallé significancia en el efecto del factor cepa [F (1, 48) = 0,4627; p=0,4997] o del factor
protocolo [F (1, 48y = 0,1394; p=0,7105]. Un anélisis post hoc de Tukey no mostro

significancia en la comparacién de las medias (Figura 3 B2).

Con relacion al desempefio de los ratones hembra adolescentes en el test de nado
forzado, el analisis estadistico de la latencia para el primer evento de inmovilidad no
mostro interaccion significativa entre ambos factores [F (1, 48y = 0,3412; p=0,5619], ni
efecto principal del factor cepa [F (1, 48y = 0,2630; p=0,6104] o del factor protocolo [F (,

48) = 0,6953; p=0,4085] (Figura 3 Ca).

El analisis del tiempo de inmovilidad de ratones hembra adolescentes mostrd una
interaccion significativa entre ambos factores [F (1, 48) = 6,265; p=0,0158], asi como un
efecto significativo del factor protocolo [F (1, 48) = 7,814; p=0,0074] pero no mostro un
efecto significativo del factor cepa [F (1, 48) = 2,412; p=0,1270]. Un analisis post hoc de
Tukey revelo que los ratones hembra adolescentes de la cepa BALB del grupo RMN
muestran un tiempo semejante de inmovilidad que sus respectivos controles. En cambio,
los ratones hembra adolescentes de la cepa C57 del grupo del grupo RMN (M: 102, 8)
muestran un menor tiempo de inmovilidad que los ratones hembra adolescentes del grupo

control (M: 147, 4) (Figura 3 C>).

El andlisis del tiempo de latencia para el primer evento de inmovilidad de las
hembras adultas no mostré interaccion significativa [F (1, 48y = 0,1590; p=0,6919],
tampoco se hall6 efecto principal del factor cepa [F (1, 48) = 2,374; p=0,1300] o del efecto

principal del factor protocolo [F (i, 48) = 1,315; p=0,2571] (Figura 3 Dz).
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El andlisis del tiempo de inmovilidad de hembras adultas no mostr6 interaccion
significativa entre los factores [F (1, 48) = 3,240; p=0,0781], pero si se encontrd un efecto
significativo del factor cepa [F (1, 48) = 2,374; p=0,130], pero no del factor protocolo [F (,
48) = 1,315; p=0,2571] (Figura 3 D). Esto indica que los ratones hembra adulta de la
cepa BALB pasan mas tiempo de inmovilidad que lo ratones hembra adulta de la cepa

C57.

Figura 3
Efectos del protocolo RMN en los comportamientos de tipo depresivos, segun la cepa,

en la prueba de nado forzado en dos etapas de la vida
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Donde: A: Ratones macho adolescentes; Ai: Grafico de resultados de latencia de

primera inmovilidad contado en segundos; A: Grafico de resultados de tiempo de
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inmovilidad contado en segundos; C: Ratones macho adultos; B1: Grafico de resultados
de latencia de primera inmovilidad contado en segundos; B3: : Gréafico de resultados de
tiempo de inmovilidad contado en segundos; B: Ratones hembra adolescentes; Ci:
Gréfico de resultados de tiempo de inmovilidad contado en segundos; C»: : Gréafico de
resultados de tiempo de inmovilidad contado en segundos; D: Ratones hembra adultas;
D1: Grafico de resultados de tiempo de inmovilidad contado en segundos; D»: : Grafico
de resultados de tiempo de inmovilidad contado en segundos; Las barras muestran
valores de la media * el error estandar de la media (SE); *: valor de p<0,05; ** p<0,01,;

*** p<0,001; ****p<0,0001(Control n: 13; RMN n: 13).
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Capitulo 5: Discusion

EL objetivo principal de esta investigacion fue determinar de qué manera la
adversidad en la infancia afecta los comportamientos de tipo ansiosos y depresivos en
ratones adolescentes y adultos C57BL/6NCrl y BALB/c. Para esto, camadas de ratones
fueron expuestos al protocolo RMN durante la primera semana posnatal (DPN 2 — DPN
9), y las crias machos y hembras fueron evaluadas en pruebas clasicas de ansiedad y
depresion durante el periodo adolescente (DPN 45 — DPN 49) y adulto (DPN 75 — DPN

79).

Descripcién de los hallazgos mas relevantes y significativos

Diferencias basales entre cepas en los comportamientos tipo ansiosos y depresivos

Uno de los principales resultados de este estudio fue que los ratones adolescentes
BALB machos y hembras se muestran menos ansiosos que lo ratones de la cepa C57,
puesto que los ratones adolescentes de la cepa C57, mostraron mayores comportamientos
de tipo ansiosos comparado con los ratones de la cepa BALB, independiente del
protocolo. Evaluados tanto en la prueba de campo abierto, asi como en la prueba de
laberinto elevado en cruz, lo ratones adolescentes BALB muestran un mayor tiempo de
permanencia en el area central y un mayor porcentaje de exploracion en el brazo abierto.
Estas diferencias basales entre cepas no fueron observadas en machos y hembras en el
periodo adulto en la prueba de campo abierto, ni cuando evaluados en la prueba de
laberinto elevado en cruz. En su lugar se observaron diferencias dependientes del

protocolo.

En los comportamientos de tipo depresivos, diferencias entre cepas fueron

encontradas en machos, mas no en hembras adolescentes. En el periodo adulto, estas
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diferencias entre cepas fueron observadas solo en las hembras. Especificamente los
ratones adolescentes macho de la cepa BALB mostraron un menor tiempo de inmovilidad
que los ratones de la cepa C57. Este perfil cambia en los ratones adulto hembra de la cepa
BALB porque pasan un mayor tiempo de inmovilidad comparado con los C57evaluados

en la prueba de nado forzado.

Efectos de la adversidad en la infancia en los comportamientos de tipo ansioso

Los hallazgos principales de la investigacion muestran que la adversidad en la
infancia produce un impacto en sus comportamientos de tipo ansiosos, dependiente de la
cepa y del periodo de desarrollo. Especificamente, encontramos que ratones hembra y
macho adolescentes de la cepa C57BL/6Ncrl fueron mayormente afectados en
comparacién con los ratones de la cepa BALB/c, como se infiere a partir del mayor
numero de entradas y mayor tiempo de permanencia en area central, en la prueba de
campo abierto, asi como por el mayor tiempo de permanencia y nimero de entradas a los

brazos abiertos en la prueba de laberinto elevado en cruz.

Estas diferencias en el efecto de la adversidad no se encontraron en el periodo
adulto. Si bien en la etapa de la adolescencia los resultados mostraron que el impacto del
protocolo RMN depende de la cepa, en la etapa de la adultez este factor cambia y se
observa que el efecto del protocolo es independiente de la cepa y el sexo. Pues se hall6
que, en el periodo de la adultez los ratones que fueron sometidos al protocolo, tanto
hembras y machos de las dos cepas endogamicas, no mostraron efecto o impacto de este

en comparacion con sus respectivos controles.

Efecto de la adversidad en la infancia en los comportamientos de tipo depresivo
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Nosotros encontramos que la adversidad en la infancia tuvo un efecto en los
comportamientos de tipo depresivos en los ratones adolescentes macho y hembra
dependiente de la cepa. Especificamente, el protocolo no afecté el tiempo de inmovilidad
en la prueba de nado forzado de los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl expuestos al
protocolo RMN, pero redujo el tiempo de inmovilidad en el nado forzado de los ratones

de la cepa BALB/c comparado a su control.

Si bien encontramos que el efecto de la adversidad es dependiente de la cepa, los
ratones hembra de la cepa BALB/c no fueron afectados, pero en cambio los ratones
hembra de la cepa C57BL/6Ncrl expuestos a la adversidad en la infancia, mostraron una
reduccion del tiempo de inmovilidad comparado a sus controles. Esto sugiere que el
protocolo afecta de manera cepa y sexo especificas solo en el periodo adolescente, pues
en el periodo adulto no encontramos ningln efecto de la adversidad en la infancia en

ninguna de las cepas y también en ninguno de los sexos.

Discusion de los resultados mas relevantes en comparacion con la hipoétesis

Nuestra investigacion tratd de probar que si sometiamos a dos cepas de ratones
endogamicos al protocolo RMN durante el DPN 2-9, entonces induciriamos alteraciones
en la forma de sus comportamientos de tipo ansiosos y depresivos, donde los ratones de
la cepa BALB/c fuesen los mas afectados en comparacion con los ratones de la cepa

C57BL/6Ncrl.

Nuestros resultados mostraron que, si bien el protocolo RMN alter6 los
comportamientos tipo ansiosos y depresivos de las dos cepas de ratones endogamicos, no
lo hizo en la direccion esperada; puesto que, al someter a los ratones de la cepa BALB/c

al protocolo RMN, se observé una disminucion de los comportamientos tipo ansiosos y
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depresivos en comparacion a los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl, quienes se mostraron

MAs ansiosos.

Por otro lado, los resultados indicaron que tanto ratones macho y hembra de las
dos cepas fueron afectados de igual manera. Negando de esta manera la primera hipotesis
especifica, la cual propuso probar que la adversidad en la vida temprana impactaria de
manera diferente en los comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones macho

y hembra independiente de la cepa, siendo las ratonas hembra las més afectadas.

Finalmente, planteamos comprobar que el impacto de la adversidad en la vida
temprana, en forma de cuidados maternos fragmentados, en las respuestas
comportamentales de tipo ansioso y depresivo, presentados en el periodo del desarrollo
de la adolescencia se mantendria en el periodo del desarrollo de la adultez. Nuestros
resultados niegan la segunda hipotesis especifica, ya que los comportamientos tipo
ansiosos y depresivos no se mantuvieron en las dos etapas del desarrollo, por el contrario,
los comportamientos observados en el periodo de la adolescencia cambiaron en el periodo

de la adultez.

Comparacion critica con la literatura

Diferencias basales entre cepas en los comportamientos tipo ansiosos y depresivos

Nuestro estudio encontrdé que los ratones de la cepa BALB/c machos y hembras
adolescentes son menos ansiosos que los ratones de ambos sexos de la cepa
C57BL/6NCrl. Especificamente, ratones de la cepa BALB/c muestran un mayor tiempo
de permanencia en el area central y un mayor porcentaje de exploracion en el brazo
abierto, en las pruebas de campo abierto y laberinto elevado en cruz, en comparacion con

los ratones la de cepa C57BL/6NCrl. Observandose el mismo efecto en machos y
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hembras en el periodo adulto en la prueba de campo abierto, pero cuando evaluados en
la prueba de laberinto elevado en cruz, se observo diferencias entre cepas en machos, mas
no en hembras. Estudios previos reportan que los ratones de la cepa BALB/c, evaluados
en la prueba de campo abierto, muestran comportamientos ansiosos mas altos que los
ratones C57BL/6J (An et al., 2011; Moy et al., 2007). Sin embargo, otros estudios
describen que los ratones de la cepa C57BL/6J son mas ansiosos que los ratones de la
cepa BALB/c, ya que estos pasan menos tiempo en los brazos abiertos al ser evaluados

en la prueba de laberinto elevado en cruz (Brinks et al., 2007).

Nuestros hallazgos muestran que los ratones adolescentes macho de la cepa
BALB/c son menos depresivos que los ratones de la cepa C57BL/6NCrl, y este mismo
perfil también exhibieron los ratones hembra de la cepa BALB/c comparado con los
C57BL/6NCrl evaluados en la prueba de nado forzado. Este efecto se observo en el
periodo adolescentes, mas no en el adulto. Estudios previos han demostrado que los
ratones adolescentes exhiben diferencias con los ratones adultos en los comportamientos
relacionados con el miedo, la ansiedad y la depresion y la reactividad al estrés (Adriani
& Laviola, 2004), lo cual sugiere que los comportamientos tipo depresivos cambian
conforme al periodo de desarrollo independiente de la cepa (Hefner & Holmes, 2007).
Nuestro estudio sugiere que los ratones de la cepa C57BL/6NCrl son mas depresivos que
los BALB/c. Otras investigaciones, como la de Savignac et al. (2011) no muestran

diferencia entre cepas en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado.

Efectos de la adversidad en la infancia en los comportamientos de tipo ansioso

En nuestra investigacién encontramos que los ratones de la cepa BALB/c no
fueron afectados por el protocolo, tanto en la prueba de campo abierto como en la prueba

de laberinto elevado en cruz, en comparacion con los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl
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quienes fueron mayormente afectados, viéndose que los ratones adolescentes de esta
Gltima mostraron menos comportamientos de tipo ansioso que los ratones de la cepa
BALB/c, independiente del sexo. Estos hallazgos sugieren que el protocolo RMN no
incrementa el comportamiento tipo ansioso de los ratones, mas bien parece ser que reduce
los niveles de ansiedad de los ratones de la cepa C57BL/6Ncrl. Conforme a estudios
previos se sabe que la influencia de estimulos aversivos influye en el repertorio
conductual de tipo ansioso en las cepas BALB y C57 (Razzoli, M. et al., 2011).
Investigaciones previas reportan no haber encontrado resultados significativos en el
tiempo de permanencia en el area central en la prueba de campo abierto en ratones de la
cepa C57 sometidos a un protocolo semejante al nuestro (Rice et al., 2008, Gallo et al.,
2019, Goodwill et al., 2019) asi como en el tiempo en el brazo abierto del laberinto
elevado en cruz (Goodwill et al., 2019, Manzano-Nieves et al., 2020). Mientras que otro
estudio ha reportado que los ratones BALB sometidos al protocolo RMN se muestran
ansiosos cuando evaluados en la prueba de campo abierto y la prueba de laberinto elevado

en cruz. (Orso et al., 2020).

Efectos de la adversidad en la infancia en los comportamientos de tipo depresivos

En este estudio encontramos que el protocolo RMN tiene efecto que depende de
la cepa, el sexo y la edad, puesto que el protocolo no afecto el tiempo de inmovilidad de
la cepa C57BL/6Ncrl, pero se observo una reduccion del tiempo de inmovilidad en el
nado forzado de los ratones de la cepa BALB/c comparado a su control, solo en el periodo
adolescente, pues en el periodo adulto no encontramos ningun efecto de la adversidad en
la infancia. Estos hallazgos sugieren que el protocolo RMN no incrementa el
comportamiento tipo depresivo de ninguna de las cepas, mas bien reduce el
comportamiento tipo depresivo de ratones de ambos sexos de la cepa BALB/c en el

periodo adolescente pero este efecto no se extiende al periodo adulto. Nuestros hallazgos
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son contrarios a los reportados por un estudio previo que ha reportado que ratones hembra
de la cepa C57 expuestas al protocolo RMN pasan mas tiempo inmoviles en la prueba de
na do forzado (Goodwill et al, 2019). Estas discrepancias tal vez sean debido, al menos
en parte, a las peculiaridades de las cepas de ratones. Estudios previos como el de Sa-
Calcada et al., (2015), han reportado diferencias fenotipicas en la prueba de nado forzado,
basado en tiempo de inmovilidad, entre las cepas C57BL/6 y BALB /c, donde ratones
C57BL/6 hembras muestran mayor comportamiento de tipo depresivos. Otros estudios
han reportado que ratones macho BALB/c muestran mas inmovilidad que los ratones
C57BL/J (Nesher et al., 2012). Por otra parte, Sultana et al., (2019) no encontraron

diferencias en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado en las dos cepas.

Dado que las cepas de ratones que usamos en este estudio son distinguidas por la
variabilidad en su respuesta emocional, nosotros esperabamos que los ratones BALB/c
sean mas susceptibles a los efectos del protocolo RMN que los ratones de la cepa
C57BL/6NCrl. Si bien ambas cepas expuestas al protocolo ELA mostraron cambios en
su comportamiento tipo ansioso (C57BL/6NCrl) y tipo depresivo (BALB/c), estos
cambios fueron de reduccion de ansiedad y de comportamiento tipo depresivo,
respectivamente. Estos hallazgos nos permiten pensar en posibles mecanismos resilientes
a un evento de estrés cronico como es la exposicion a un modelo de adversidad en la
infancia. Futuros trabajos seran necesarios para explorar esta posibilidad, con disefios
experimentales que permitan evaluar si este mismo perfil de respuesta tipo resiliente es
observado cuando el animal es expuesto a adversidad en la vida temprana y luego es

expuesto a un segundo estresor fuerte o “trauma” en la adolescencia o la vida adulta.

Limitaciones del estudio
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Nuestra investigacion muestra que el protocolo RMN no afecta en la direccion
esperada los comportamientos tipo ansioso Yy tipo depresivo de los ratones de las cepas
C57BL/6NCrl y BALB/c. Por lo que consideramos que factores como evaluaciones
comportamentales que se repiten en dos etapas de la vida de los ratones, pudo haber
alterado los resultados de la segunda evaluacién, ya que es posible que generen

aprendizaje o adaptacion.

Es posible que los resultados disten de nuestras hipdtesis debido a factores
ambientales como la iluminacion, ya que no se usé la misma intensidad de iluminacién
de los instrumentos, como son la prueba de campo abierto, el laberinto elevado en cruz y
los cilindros de nado forzado, como los reportados en la literatura. Asi mismo, se sabe
que el tiempo de aplicacion de estos instrumentos no son siempre lo mismo, ya que hay
investigaciones cuyo tiempo de evaluacion de la prueba de CA es de 5 minutos (Rice et
al., 2008), otras evaltan la prueba de LEC por 7 minutos (Manzano-Nieves et al., 2020),
mientras que nosotros evaluamos por 10 y 5 minutos respectivamente. Sin embargo, en
las pruebas de ansiedad, nuestros resultados son coherentes con algunos estudios
reportados en la literatura, lo cual indica que, para efectos de medir ansiedad asociados a

exploracién en esos instrumentos, nuestros resultados replican los reportados por otros.

Finalmente, es posible que las respuestas comportamentales de ansiedad o tipo
depresivos de los ratones que encontramos en este estudio se hayan visto influenciadas
por la constante manipulacién que se realizé6 al momento de cambiarles de jaula, al
controlar su peso, al mantener la identificacion constante y, quiza, hasta el ingreso del
personal que labora con los ratones. Esta constante exposicion a micro estresores puede
haber moldeado las respuestas emocionales de los ratones en la direccion semejante a
resiliente al que hemos encontrado y, el hecho de que esto haya ocurrido con los ratones

expuestos a protocolo RMN, sugiere de que la alteracion de la trayectoria de desarrollo
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de los comportamientos emocionales son susceptibles a la alteracion de la relacion
madre-infante durante la primera semana de vida postnatal y que este efecto parecer ser

dependiente del genotipo del animal.

Recomendaciones

Para mantener el control de identidad de los ratones, se recomienda utilizar
herramienta de control de identidad que requieran de una sola aplicacion y de fécil

rastreo.

Con el fin de evitar posibles micro estresores, se recomienda buscar nuevas
formas de manipulacidn tanto para el control de peso, como nuevas adaptaciones previas

a las evaluaciones.

Nuestro protocolo puede ser utilizado en estudios posteriores para responder
nuevas preguntas relacionadas a la resiliencia y comportamientos de tipo riesgoso en

ratones de dos cepas endogamicas.

Implicancias del estudio

Este estudio, muestra que la exposicion a la adversidad en la infancia, a través del
protocolo de restriccion de material de cama y nido durante la primera semana posnatal
(DPN 2 — DPN 9), no incrementa los comportamientos ansiosos Y tipo depresivos en las
crias machos y hembras en las pruebas clasicas de ansiedad y depresion durante el periodo
adolescente (DPN 45 — DPN 49) y adulto (DPN 75 — DPN 79) en las cepas BALB/c y
C57BL/Crl, méas bien les reduce o no les afecta. Asi pues, podemos descartar el protocolo
RMN como un modelo de estrés cronico para inducir comportamientos de tipo depresivos
y ansiosos en ratones de las cepas BALB/c y C57BL/Cr. Sin embargo, dada la direccion

de los resultados, el modelo RMN en estas cepas de ratones podria ser usado para explorar

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad o . .
Andina Repositorio Digital

del Cusco

preguntas sobre la relacién entre adversidad en la infancia y el desarrollo de respuestas
emocionales resilientes en la vida adulta o comportamientos de riesgo, asi como los

mecanismos neurobioldgicos involucrados.
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Conclusiones

Primera. De los resultados obtenidos, hallamos que al exponerse a dos cepas de
ratones al protocolo RMN durante el DPN 2-9, se indujeron alteraciones en la forma de
sus comportamientos de tipo ansiosos y depresivos, donde los ratones adolescentes y
adultos machos y hembras de la cepa C57BL/6NCrl fueron mas ansiosos y mostraron
mas comportamientos tipo depresivos que los ratones de la cepa BALB/c. Negando de

esta manera nuestra hipétesis general.

Segunda. Nuestros resultados mostraron que la exposicion a la adversidad en la
vida temprana no repercuti6 de manera diferente en los comportamientos de tipo
depresivo y ansioso en machos y hembras. Por el contrario, la exposicién a la adversidad
en la vida temprana afect6 de manera semejante en los comportamientos de tipo depresivo

y ansioso en machos y hembras independiente de la cepa.

Tercera. El impacto de la adversidad en la vida temprana en forma de cuidados
maternos fragmentados en las respuestas comportamentales de tipo ansioso y depresivo
presentadas en el periodo del desarrollo de la adolescencia cambian en el periodo de la
adultez. Los ratones adolescentes, pero no adultos, machos y hembras de la cepa BALB/c
mostraron comportamientos tipo depresivos reducidos, mientras que los ratones de la

cepa C57BL/6NCrl no se vieron afectados en este comportamiento.
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Instrumento de recoleccién de datos

Test de Campo Abierto

Tabla de Registro Test de Campo Abierto

Tiempo NUmero de
permanencia Numero de Numero de Numero de N° bolos

. - entradas area : .
en area central | cruzamientos central rearings groomings fecales
(s)

Latencia para
Jaula ID Cepa | Sexo | salir de area
central (s)
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Test de Laberinto Elevado en Cruz

Repositorio Digital

Tabla de registro Test de Laberinto elevado en cruz

Jaula

D

Cepa

Sexo

Grupo

Latencia lera
entrada brazos
0SCUros

Ndmero de
entradas
brazo
abierto

T. Brazos
abiertos
(sec)

Total, tiempo
brazos
abiertos (sec)

N° entradas
brazos
cerrados

NO
Transiciones

Tiempo total
permanecen
brazos cerrados

%T.
brazos
cerrados

N° bolos
fecales
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Test de Nado Forzado

Tabla de registro Test de Nado forzado

Tiempo total de
inmovilidad (dltimos
4min).

N° de bolos
fecales

Tiempo de latencia para

Jaula | ID | Cepa | Sexo | Grupo 1era inmovilidad (s)
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Anexos:
Presupuesto
Items Cantidad Precio Precio
unitario total
Ratones C57BL/6NCrl 120 S/ 21 S/ 2520
Ratones BALB/c 120 S/ 21 S/ 2520
Alimento 80 kg SI711Kg S/ 560
Alojamiento me?;ﬂ?;)de ratones (5 por 48 s/ 361 S/ 17328
Guantes de nitrilo paquetes x 50 4 S/0.30 S/ 120
Papel toalla x 50 40 S/3 S/ 120
Alcohol 70% (frasco 1000 ML) 24 S/ 9.50 S/ 228
Marcador permanente 20 S/'3 S/ 60
Hojas Bond x millar 2 S/12 S/ 24
Léapiz y lapiceros (cada x 12) 4 S/10 40
Plumon de pizarra de varios colores 30 S/3 S/ 90
Cintas adhesivas de 2M 3.50 S/10 S/ 35
Botas de cirugia x60 6 S/ 15 S/ 90
Cofias x100 2 S/ 15 S/ 30
Mandiles desechables 50 S/'5 S/ 250
Total: S/ 23985
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Matriz de Consistencia

Repositorio Digital

Impacto de la adversidad en la infancia en los comportamientos de tipo depresivo y ansioso en ratones adolescentes y adultos C57BL/6NCrl

y BALB/c, Cusco 2021.

adversidad en la infancia
afecta los comportamientos
de tipo ansiosos Yy
depresivos en  ratones
adolescentes y adultos de
dos cepas endogamicas,
Cusco 20217

Especificos:

¢En qué medida el impacto
de la adversidad en la
infancia influye sobre los
comportamientos de tipo
depresivo y ansioso de
acuerdo con el genotipo?

¢En qué manera el impacto
de la adversidad en la

manera la adversidad en
la infancia afecta los
comportamientos de tipo
ansiosos y depresivos en
ratones adolescentes vy
adultos de dos cepas
endogamicas, Cusco
2021.

Especificos:

Analizar en qué medida el
impacto de la adversidad
en la infancia influye
sobre los
comportamientos de tipo
depresivo y ansioso de
acuerdo con el genotipo.

el DPN 2-9, entonces se
inducira alteraciones en la
forma de sus
comportamientos de tipo
ansiosos 'y depresivos,
donde los ratones de la
cepa BALB/c se veran

mas afectados en
comparacién  con los
ratones de la cepa

C57BL/6Ncrl, puesto que
los ratones de la primera
cepa tienden a
comportamientos de tipo
reactivo mayores frente a
estresores.

temprana.
Dependientes:

Vdi: Respuestas
comportamentales  tipo
depresivas.

Vdz2: Respuestas
comportamentales  tipo
ansiosas.

Control
Vcl: Cepa.
Vc2: Sexo.

Formulacion de Problema Obijetivos Hipdtesis Variables Metodologia

General: General: Hgl: Si se expone a dos | Independientes: Alcance de Investigacion:
) ] | cepas de ratones al| ] ) Explicativo

¢De qué  manera la | Determinar de  qué| hroiocolo RMN durante | Vi Adversidad en la vida

Disefio de Investigacion:

Disefio experimental puro
de tipo factorial

Sujetos:

240 ratones de las cepas

C57BL/6NCrl y BALBI/c
(120 machos 'y 120
hembras).

Metodologia: Paradigma

de escasez/adversidad en la
vida temprana: Restriccion
de material de cama y nido.

Recoleccion de datos:

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
Andina
del Cusco

Repositorio Digital

infancia repercute en los
comportamientos de tipo
depresivo y ansioso segun el
periodo del desarrollo?

¢En qué medida el impacto
de la adversidad en la
infancia incide sobre los
comportamientos de tipo
depresivo y ansioso
conforme al sexo?

Explicar en qué manera el
impacto de la adversidad
en la infancia repercute en
los comportamientos de
tipo depresivo y ansioso
segun el periodo del
desarrollo.

Comparar en qué medida
el impacto de la
adversidad en la infancia
incide sobre los
comportamientos de tipo
depresivo 'y  ansioso
conforme al sexo.

Hg2: La exposicion a la
adversidad en la vida
temprana repercutira de
manera diferente en los
comportamientos de tipo
depresivo y ansioso en
machos y  hembras
independiente de la cepa,
siendo las ratonas hembra
las més afectadas.

Hg3: El impacto de la
adversidad en la vida
temprana en forma de
cuidados maternos
fragmentados en las
respuestas
comportamentales de tipo
ansioso 'y  depresivo
presentadas en el periodo
del desarrollo de Ila
adolescencia se
mantendran en el periodo
del desarrollo de Ia
adultez.

- Prueba de laberinto de
campo abierto (CA).

- Prueba en el laberinto
elevado en cruz (LEC).

- Prueba de la natacion
forzada (NF).

Andlisis estadistico:

- GraphPad Prism 6.01
- ANOVA de 2 factores
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