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Resumen Espafiol
Introduccion. Algunos individuos presentan resistencia a ciertos desordenes y

enfermedades, incluso en condiciones adversas (resiliencia), mientras que otros son
mas susceptibles a éstas (vulnerabilidad). La modificacion del tamafio de camada de
la rata del laboratorio es un método a menudo utilizado para modelar y estudiar los
procesos y efectos fisioldgicos asociados con la obesidad y desnutricion. En nuestro
laboratorio, estudios anteriores con este modelo daban indicios de que la disminucién
de tamafo de camada afecta de manera negativa el comportamiento sexual, la
memoria y el aprendizaje, mientras que sucede lo contrario con las crias de camada
grande. Por tanto, en el presente estudio analizamos los efectos del tamafio de
camada sobre la vulnerabilidad. Metodologia. Camadas grandes (CG) fueron
formadas con 16 crias, camadas controles (CC) con 9 crias y camadas pequefias
(CP) con 3 crias. Se hicieron pruebas de reconocimiento de objetos y de laberinto
elevado a los 2, 4 y 6 meses de edad. Ademas se restringio de suefio a los animales
para evaluar la permeabilidad de la barrera en los diferentes grupos experimentales,
esto se realiz6 a los 3 meses de edad. Por Ultimo se realiz6 una prueba de
condicionamiento de preferencia de lugar con un agonista dopaminérgico (CPL) a los
4 meses de edad. Resultados. Observamos que los animales de CG presentaron
mejor memoria declarativa que los de CP y menor ansiedad comparados con los de
CC y CP. El efecto en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica presentd
variabilidad dependiendo de la region cerebral; sin embargo, hubo un aumento en la
permeabilidad en los animales de CP, especialmente en el hipotalamo, y hubo una

recuperacion de permeabilidad en animales de CG a los 10 dias de restriccion. La

Vi



prueba de CPL mostré que los animales criados en CP tienen tendencia a la aversion
por el agonista, sin embargo, ninguna camada mostro efectos en preferencia de
recompensa relacionados con el agonista dopaminérgico. Conclusiones. Los
animales de CG mostraron mejor memoria, menores niveles de ansiedad y mejor
respuesta a la restriccion de suefio que lo de CC y CP. Estos resultados muestran
que la CG y la CP pueden ser utilizados como modelos para estudiar e identificar
mecanismos fisioldégicos asociados con los fenotipos de resilencia y vulnerabilidad,

respectivamente.
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Resumen (Abstract) en inglés

Some individuals show resistance to diseases and disorders even under adverse
conditions (resilience), and others are more susceptible to them (vulnerability).
Modifying litter size is a common method to study obesity and malnutrition, and its
effects. Previous studies in our laboratory suggested that litter size negatively impacts
sexual behavior, memory, and learning. Therefore, we analyzed if vulnerability and
resilience depend on litter size, making this manipulation a suitable model to study
them. Large litters (LL) were formed using 16 pups, control litters (CL) by 9 pups and
small litters (SL) by 3 pups.

Object recognition and elevated plus maze tests were performed at 2, 4 and 6 months
of age. Also, at 3 months of age, we put animals under sleep restriction to evaluate
the brain-blood barrier permeability in the different experimental groups. Lastly, a
conditioned place preference (CPL) to a dopamine agonist was performed at 4
months of age. We observed that LL animals had better declarative memory than SL
and less anxiety than CL and SL. The effect on the brain-blood barrier permeability
was dependent of brain region, however, there was a higher loss of permeability in
SL, especially on the hypothalamus, and the recovery of permeability was faster in
LL. The CPL test showed that animals raised in SL have a tendency to agonist
aversion, however, none of the litters showed an effect on reward preference related
to de dopamine agonist. LL animals showed better memory, lower anxiety levels, and
best response to sleep restriction than CL and SL. These results show that LL can be

used as a model of resiliency and SL as a model of vulnerability.
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Introduccién

Algunos individuos presentan resistencia a ciertos desérdenes y enfermedades,
incluso en condiciones adversas (resiliencia), mientras que otros son mas
susceptibles a éstas (vulnerabilidad). El estudio de los factores que median la
resiliencia a las enfermedades relacionadas con el estrés es un area importante de
investigacion y los modelos animales representan beneficios potenciales para la
salud humana, asi como la oportunidad de aumentar nuestra comprension de los
mecanismos involucrados en los procesos de vulnerabilidad/resiliencia. Utilizando un
modelo animal, el presente estudio se enfoca en la relacion entre la nutricion durante
el desarrollo temprano y la vulnerabilidad (y resilencia) a alteraciones congnitivas-

conductuales durante la etapa adulta.

Trastornos Neuropsiquiatricos y su asociacion con la obesidad

Los trastornos neuropsiquiatricos son un grupo de sindromes que se caracterizan por
presentar anormalidades en la cognicion, conducta y/o emociones. En el 2004, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté que estos desérdenes afectan a
millones de personas en todo el mundo, cada afio, por ejemplo: depresion, 151.2
millones; desorden bipolar, 29.5 millones; esquizofrenia, 26.3 millones; Alzheimer y
otros tipos de demencia, 24.2 millones. Tan s6lo en México, la OMS reporta que uno
de cada cuatro mexicanos entre 18 y 65 afios de edad ha presentado algun trastorno

mental (Rodriguez, 2009).



Segun la OMS, en cualquier region del mundo, los trastornos neuropsiquiatricos son
responsables de aproximadamente un tercio de la discapacidad adulta, medida por
los afios de vida saludable perdidos como consecuencia de haber vivido en un
estado de salud inferior al 6ptimo. En el afio 2000 el Banco Mundial calculé que los
padecimientos neuroldgicos y psiquiatricos contribuyen con 12% del costo total de

las enfermedades médicas y se estima que estas cifras van en aumento.

Asimismo, se ha observado que hay comorbilidad entre ciertos trastornos
neuropsiquiatricos y la obesidad. Por ejemplo, las personas obesas tienen una
probabilidad del 60% mayor de padecer depresién que las personas no obesas
(Strine, 2008), la obesidad afecta el rendimiento cognitivo durante la adolescencia
(Yau, 2012) y su presencia en una edad mediana puede facilitar la ocurrencia de
demencia en una edad avanzada. Por otro lado, la pérdida de peso ya sea por dieta
0 por cirugia bariatrica, se ha asociado con mejoras en la cognicién y en el estado de

animo (Siervo, 2011).

De manera complementaria, se ha observado que, en comparaciéon con personas
sanas, quienes padecen trastornos del estado del animo exhiben mas
comportamientos poco saludables, asociados con la obesidad, tales como

tabaquismo, consumo excesivo de alcohol e inactividad fisica (Strine et. al., 2006).

A pesar del impacto negativo que representan estos desordenes para la salud
publica, el progreso en la comprension de su fisiopatologia ha sido lento y las

opciones terapéuticas han avanzado poco con el paso de los afios. Por lo tanto, en



afos recientes, la comunidad cientifica se ha enfocado en el estudio de la resiliencia
(Southwick et al., 2014), ya que una comprension de los factores y procesos que
promover la resiliencia puede llevar al descubrimiento de nuevos enfoques
terapéuticos basados en la prevencion del desarrollo de trastornos mentales, asi

como el tratamiento de trastornos ya existentes.

Resiliencia y Vulnerabilidad

Las enfermedades neuropsiquiatricas tienen una estrecha relacion con el estrés y
suelen desencadenarse después de que el individuo sufre periodos de adversidad o
un evento traumatico; sin embargo, esto sucede solo en ciertos individuos
(vulnerables), mientras que la mayoria son resistentes al desarrollo de este tipo de
enfermedades (resilientes). Estos fenotipos contrarios son nombrados vulnerabilidad

y resiliencia (Karatsoreos & McEwen, 2011).

Aungue el término resiliencia ha sido empleado en diversas disciplinas y con
distintas connotaciones, en este trabajo se defini6 como la capacidad y el proceso
dinamico de superar de forma adaptativa la adversidad mientras se mantiene el
funcionamiento psicologico y fisico normal (Russo et al., 2012; Southwick and
Charney, 2012). Por otro lado, la vulnerabilidad es la propension de un organismo a
sufrir cambios psicolégicos o fisiologicos significativos como consecuencia de su
interaccion con eventos externos o internos (Wu et al.,, 2013). En las ultimas dos
décadas se han generado algunos modelos animales de resiliencia/vulnerabilidad.

Sin embargo, antes de detallar en qué consisten estos modelos, es necesario



considerar brevemente como se miden y cuantifican en animales, fenotipos y

conductas relevantes a los trastornos neuropsiquiatricos.

Modelando sintomas neuropsiquiatricos en animales del laboratorio.

En primer lugar, es necesario sefialar que algunos aspectos de las enfermedades
psiquiatricas son practicamente imposibles de cuantificar y modelar en la mayoria de
los animales, como el caso de depresion: sentimientos de culpa o tendencias
suicidas. Por lo tanto, estudios que utilizan animales para modelar trastornos
neuropsiquiatricos aplican pruebas validadas que replican procesos cognitivos-
conductuales relevantes a un dado sintoma neuropsiquiatrico. Por ejemplo, pruebas
relevantes a la depresion se centran en parametros como la pérdida de disfrute
(anhedonia), pérdida de motivacion, trastornos del suefio, ansiedad o déficit cognitivo

(Fernando & Robbins, 2011), las cuales si pueden ser cuantificadas en animales.

Al hacer modelos animales de enfermedades neuropsiquiatricas, también debe
considerarse que los trastornos neuropsiquiatricos tienden a tener una superposicion
significativa en la sintomatologia o los sintomas que caracterizan a un trastorno u
otro cambian constantemente segun la edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico
de los Trastornos Mentales (DSM) que se este consultando. Por ello, cuando se trata
de modelos animales, en lugar de enfocarse en sindromes completos, es mas valido
centrarse en sintomas y/o signos bien comprendidos (Fernando & Robbins, 2011).
Debido a estas consideraciones, en este trabajo se hacen pruebas para evaluar la

vulnerabilidad y resiliencia en sintomas comunes de ciertas enfermedades



neuropsiquiatricas, de manera que se pueda probar la funcionalidad del modelo en

general, en lugar de una o dos enfermedades neuropsiquiatricas determinadas.

Modelos animales de resiliencia y vulnerabilidad.

Existen tres enfoques principales que se han usado para hacer modelos de
vulnerabilidad y resiliencia. Un enfoque es la modificacion genética, resultando en
animales knock-out (KO) o transgénicos (knock-in) para genes especificos
seleccionados. Con este enfoque Wagner et al. (2011) hicieron un KO de receptores
a glucocorticoides expresados selectivamente en la hipofisis y observaron mayores
niveles de ansiedad en el wild-type (WT) pero no en el KO al ser expuestos a
estresores. Resultados similares se encontraron en KO de Fkbp5 (Hartmann et al.,
2012), pero para un KO de VGLUTL1 se observd un fenotipo de vulnerabilidad en
pruebas de preferencia por sacarosa y nado forzado a comparacion del WT
(Sanacora, 2012). Los animales KO pueden proporcionar informacién sobre la
funcién general del gen investigado, pero en la mayoria de los casos, este enfoque
ignora el hecho de que los genes a menudo tienen funciones diferentes y
potencialmente opuestas en diferentes tejidos o tipos de células (Refojo et al., 2011).
Ademas de ello este tipo de modelo es dificil de trasladar a humanos ya que la
resiliencia y vulnerabilidad son resultado de varios factores y no producto de un solo

gen.

Otra estrategia para estudiar la vulnerabilidad y la resiliencia consiste en recurrir a la

seleccién de subpoblaciones, Esta se basa en la heterogeneidad intrinseca de



poblaciones enteras, en la que se investigan una o0 mas caracteristicas y los animales
se agrupan en subpoblaciones basadas, por ejemplo, en el rendimiento en una
prueba de comportamiento. Por ejemplo, Bergstrom et al. (2008) utilizaron el estrés
leve cronico (CMS, por sus siglas en ingles -también llamado estrés variable crénico)
para provocar un fenotipo anhedénico en ratas. Es importante sefialar que no todas
las ratas desarrollaron este fenotipo y que la cohorte se dividi6 en animales
resilientes a CMS y animales susceptibles a CMS. De este modo, los autores
pudieron identificar cambios fisiolégicos moleculares en estos subfenotipos. En
contraste con los modelos transgénicos, este enfoque abre paso estudios de genoma
completo. Pero también tiene sus desventajas, una de ellas es la dificultad para
encontrar un criterio de selecciobn, ademas, esta el problema de que la
caracterizacion de subpoblaciones se realiza después de la exposicion al estrés, lo
que evita establecer relaciones claras sobre la causalidad de las variaciones

fenotipicas en la vulnerabilidad al estrés.

Otro ejemplo de seleccidén de subpoblaciones es el estudio realizado por Hodes et al.
(2015), en el cual mostraron que la resiliencia al desarrollo de fenotipos conductuales
similares a la depresién después de la exposicién a estrés por la prueba de derrota
social se asocia con diferencias en el sistema inmune como una disminucion de
moléculas pro-inflamatorias circulantes. Aungue todavia no esta completamente claro
si la resiliencia es la causa o la consecuencia de estas diferencias en el sistema
inmune, la evidencia reciente sugiere que deberia ser posible revertir las

consecuencias nocivas del estrés al reducir la inflamacién que produce. Ademas, se



ha planteado la hipotesis de que las moléculas pro-inflamatorias circulantes,
liberadas en respuesta a la exposicion al estrés cronico, penetran la barrera
hematoencefalica (BHE) y afectan los circuitos neuronales que median la
vulnerabilidad al estrés y la depresion (Felger et al., 2015). Por lo tanto, es posible
que la diferencia entre poseer resiliencia o vulnerabilidad dependa de la salud
neurovascular y el mantenimiento de la integridad del BHE para evitar que las
moléculas inflamatorias inducidas por el estrés entren en las estructuras cerebrales

relacionadas con el estado de &nimo (Ménard et al., 2017).

Un ultimo enfoque para evaluar vulnerabilidad y resiliencia seria la crianza selectiva,
en la que la separacion de subpoblaciéon puede usarse como un factor para mejorar
las diferencias en los subgrupos. Después de algunas generaciones, el fenotipo de
las lineas de reproduccion diverge y permite una mayor caracterizacion e
investigacién de los principios moleculares subyacentes o el uso como modelo de
enfermedad. Empleando este modelo, han sido criadas ratas con altos o bajos
niveles de comportamiento exploratorio (denominados de alta respuesta y de baja
respuesta) y han sido evaluados tanto la anhedonia como la ansiedad (Stedenfeld et
al., 2011). Otro ejemplo, es la linea de ratdn reactivo a estrés. Este raton exhibe
patrones de suefio alterados y déficits cognitivos (Touma et al., 2008). Las mismas
ventajas que se ven con la seleccion de subpoblaciones se aplican aqui también; sin
embargo, ya que las diferencias fenotipicas estan presentes antes de la exposicion al
estrés, el disefio cuidadoso del estudio permite la identificacion de factores causales.

Sin embargo, la cria selectiva es un enfoque costoso y lento. Ademas, la posibilidad



de una deriva genética, que podria causar un cambio en el fenotipo, se puede

minimizar, pero nunca se puede prevenir por completo.

Antecedentes

Una de las aproximaciones empleadas para inducir obesidad en roedores, consiste
en reducir el tamafio de la camada a tres crias, en el dia postnatal 3 (Pérez-Morales
et al., 2018, Plagemann et al., 1992; Rodrigues et al., 2011), mientras que para
inducir la desnutricion se emplea un modelo que consiste en aumentar el tamafio de
la camada (Patterson et al., 2010). En este sentido, se han reportado camadas de 12
crias, manipuladas en el dia postnatal 1 (Sarmento et al., 2012), 6 camadas de 16,

separados en el dia postnatal 2 (Patterson et al., 2010).

Efectos metabdlicos del tamafio de camada. Diversos estudios han mostrado que,
cuando el tamafio de camada es modificado a uno extremadamente pequefio (3- 4
crias por camada) o extremadamente grande (15-18 crias por camada), producen
cambios en las propiedades de la leche materna que generan cambios metabdlicos
que afectan permanententemente a las crias. Por ejemplo: la reduccion del tamafio
de la camada natural a la mitad del numero de crias, promueve la sobrealimentacion
temprana y trae por consecuencia hiperglucemia, rapida acumulacion de grasa y
obesidad (Boullu-Ciocca et al., 2005). En la adultez los animales continuan
mostrando alteraciones como sobrepeso, hiperfagia, intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia, dislipidemia (Plagemann et al., 1999), aumento de la presion

arterial y glomeruloesclerosis (Boubred et al., 2009). Por el contrario, el aumento del



tamafio de camada genera desnutricion en las crias debido a una mayor
competencia por el alimento, hipoinsulinemia y reduccion del crecimiento del cuerpo
después del periodo de lactancia (Vickers et al., 2000). En la etapa adulta, estos
animales presentan menos grasa y peso corporal que las ratas de camada pequefia,

independientemente de la dieta que consuman (Faust et al., 1980).

Efectos neurobioldgicos y cognitivos del tamafio de camada. Las ratas pueden sufrir
diversas modificaciones a nivel central derivadas de la dieta, tanto en el periodo
neonatal como en la vida adulta. En 2008, Farr et al. hicieron estudios sobre los
efectos de la dieta sobre la memoria y mostraron que los triglicéridos perjudican el
mantenimiento de la potenciacion a largo plazo (dependiente de receptores de tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA)) del hipocampo; de igual manera los ratones con
obesidad se desempefaron peor que los controles en pruebas de aprendizaje de
referencia del hipocampo y tareas de memoria (laberinto de agua y laberinto en T),
memoria no hipocampal dependiente de respuesta (presién de palanca), episédica
(laberinto en T y laberinto de agua), de procedimiento (presion de palanca),
recompensa (presion de palanca) evitacion de aversion (laberinto en T) indicando
gue la obesidad afecta varios aspectos de la cogniciébn. En el mismo sentido, la
obesidad inducida por reduccion de tamafio de camada, deteriora la memoria
espacial y los niveles de factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) del
hipocampo, y aumenta la IL-1B del hipocampo en ratones de la linea NMRI a
comparacion de los controles (Salari, 2018). Dichos resultados podrian indicar que

las ratas macho de camada pequefia tendrian tambien caracteristicas para



establecerse como animales vulnerables en funciones cognitivas. Por otro lado, el
aumento del tamafio de camada, provoca que las crias puedan experimentar un
desarrollo generalmente mas lento de varias funciones fisioldgicas (Rodel et al.,
2008), en particular, la respuesta al estrés adrenocortical, que se sabe, madura
durante las primeras semanas postnatales (Sapolsky et al., 1986). En crias
provenientes de camadas grandes se han observado tanto deficiencias en la
capacidad de aprendizaje espacial (Jordan et al., 1981) como capacidades normales
(Campbell et al.,, 1989). Aunque estos ultimos resultados parecen contradictorios,
podrian deberse a diferencias en el tipo y gravedad de la desnutricion provocada con
el protocolo experimental (Laus et al., 2011). De hecho, otros estudios han mostrado
que la restriccidn caldrica y el ejercicio podrian ser eficaces para revertir el deterioro
cognitivo (Nichol et al., 2009). En un modelo de desnutricion inducido por reduccién
de alimento (recibiendo 80% menos alimento que los controles), se vio una mejoria
en las memoria en la prueba de reconocimiento de objetos en comparacién con los
controles (Molz et al., 2016). Por lo tanto, se sugiere que las ratas de camada grande

podrian tener caracteristicas de resiliencia.

Efectos conductuales del tamafio de camada. En la parte de antecedentes
conductuales la informacion existente es menor, pero se sabe que el tamafio
pequefio de camada resulté en un aumento significativo en los comportamientos
similares a la ansiedad, asimismo, se observd un aumento en ciertos indicadores
fisiolégicos referentes al estrés, como la corticosterona (analoga al cortisol), en

ratones de la linea NMRI (Salari et al., 2018). También se sabe que la obesidad esta
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relacionada con un aumento en los niveles de ansiedad. En un estudio reciente, se
examinaron los efectos de la dieta y la obesidad en los comportamientos similares a
la ansiedad en ratas Sprague-Dawley criadas de forma selectiva para ser propensas
a la obesidad (PrO) o resistentes a la obesidad (ReO); se descubrié que, cuando las
ratas PrO y ReO no presentan diferencias en peso o tejido graso, las medidas de
comportamiento similar a la ansiedad en el laberinto elevado en cruz y en el campo
abierto son similares entre los dos grupos. Sin embargo, una vez que el peso del
tejido graso difiere, surgen diferencias significativas entre grupos, con una mayor
ansiedad en las ratas propensas a la obesidad. Ademas, se observé una correlacion
positiva entre los comportamientos similares a la ansiedad y la adiposidad en ratas
machos (Alonso-Caraballo et al., 2019). Del otro del lado, Bulfin et al. (2011) al
investigar la respuesta del eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal, observaron que el
aumento de camada lleva a una disminucién en indicadores enddécrinos del estrés y
la ansiedad en ratas macho Wistar. Estos datos sugieren que inducir obesidad por
reduccion de tamafio de camada, también podria modificar los niveles de ansiedad
de ratas macho Wistar, asi proporcionando un modelo posible de vulnerabilidad. Por
otro lado, el aumento del tamafio de la camada podria propiciar un fenotipo resiliente

al estrés y a la ansiedad.

Relacion entre la obesidad, los procesos de recompensa, y la adiccion. La alta
ingesta de alimentos que se ve en la camada pequefia, es un efecto que también
puede ser generado por condiciones adversas, se ha sugerido que esta relacionada

con el circuito de recompensa cerebral y la adiccion (Adam & Epel, 2007). Tanto el
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estrés como los alimentos apetitosos pueden estimular la liberacion de opioides
endégenos (Colantuoni et al., 2002). A su vez, la liberacién de opioides parece ser
parte del poderoso mecanismo de defensa de un organismo contra los efectos
perjudiciales del estrés al disminuir la actividad del eje hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA) y atenuar asi la respuesta al estrés (Drolet et al., 2001). La
estimulacion repetida de las vias de recompensa a través de la estimulacion del eje
HHA inducida por estrés y la ingesta de alimentos altamente apetecibles 0 ambos,
puede conducir a adaptaciones neurobioldégicas que promuevan la naturaleza
compulsiva de comer en exceso. El cortisol puede influir en el valor de la
recompensa de los alimentos a través de mediadores neuroendocrinos/peptidicos
como la leptina, la insulina y el neuropéptido Y (NPY) (Adam & Epel, 2007). Mientras
qgue los glucocorticoides son antagonizados por insulina y leptina de forma aguda,
bajo estrés cronico, el equilibrio de ese sistema esta desregulado, lo que
posiblemente contribuye a una mayor ingesta de alimentos y acumulacién de grasa
visceral (Adam & Epel, 2007). Esta informacion sugiere que al modificar el tamafio de
camada podria haber afectaciones en el sistema de recompensa debido al perfil

nutricional.

Como contraparte, se ha probado que las ratas macho criadas en camada grande
presentan una respuesta disminuida al estrés y son menos ansiosas que los
controles, ademas de presentar una activacion atenuada del nucleo paraventricular
del hipotalamo en respuesta al estrés psicologico y respuestas de corticosterona que

regresan mas rapidamente al valor basal que los controles (Bulfin et al., 2011). Este
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mismo grupo de investigadores comprobd posteriormente, que las ratas de camada
grande parecen resistir al estrés inducido a edad temprana por separacion de la
madre, la separacion se realizd durante una hora en el dia postnatal 10, ademas
observaron una reduccion en los indicios de depresion en las ratas de camada

grande en este modelo (Clarke et al., 2013).

Finalmente, en nuestro grupo de trabajo, resultados preliminares muestran que las
ratas macho criadas en camada pequefia presentan nulo reconocimiento del objeto
novedoso en una prueba de reconociemiento de objetos, (indicando alteraciones en
la memoria declarativa), conducta sexual disminuida (Dorantes et la., 2019) y un
aumento en la sensibilidad a la morfina en una prueba de condicionamiento de
preferencia de lugar (Pérez-Morales et al., 2020, en preparacién). Por el contrario,
despliegan buen desempefio en la prueba de reconocimiento de objetos y un

aumento en la conducta sexual comparado a los machos control (Dorantes, 2019).

Justificacion

Los resultados preliminares obtenidos en el laboratorio con modelos experimentales
de obesidad y de desnutricion inducidas por manipulacién del tamafio de la camada,
sugieren que su comportamiento en pruebas de conducta sexual y de memoria son
opuestos entre si: los animales de camada pequefio muestran pobre desempefio en
estas pruebas mientras que los de camada grande muestran buen desempefio.
Estos resultados sugieren que animales de camada pequefia y de camada grande

podrian ser modelos utiles para la vulnerabilidad y resiliencia, respectivamente. Por
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lo tanto, nuestro objetivo fue comprobar si estos modelos pudieran ser empleados
como modelos de vulnerabilidad (camada pequefia) y de resiliencia (camada
grande). Para llevar a cabo este propdsito fue necesario demostrar que ambos
modelos se comportan de manera antagonica en pruebas farmacologicas,
conductuales y cognitivas. En este trabajo fueron empleadas cuatro pruebas: a) la
respuesta a un estimulo reforzante para evaluar el sistema general de recompensa
(utilizando el protocolo de condicionamiento de preferencia de lugar (CPL) con un
agonista dopaminérgico) b) la funcidn cognitiva por medio de la prueba de
reconocimiento de objetos para evaluar la memoria declarativa c) la susceptibilidad a
la ansiedad en la prueba de laberinto elevado d) la alteracion de la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica provocada por un estimulo nocivo (la restriccion de

suefo)

Encontrar modelos de animales resilientes o vulnerables es fundamental para la
investigacion de las respuestas del organismo a condiciones adversas y para el
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento para diversos trastornos mentales.
Ademas, la identificacion de estos perfiles podria servir como herramienta valiosa
para investigar factores de riesgo para desarrollar trastornos psiquiatricos u otras
enfermedades, asi como para investigar factores de riesgo ambientales estrategias

preventivas y tratamientos en los diferentes escenarios.
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Hipotesis

La resiliencia o vulnerabilidad de las ratas macho depende de las condiciones de
vida de los sujetos durante las primeras semanas de nacimiento, si las condiciones
de vida son favorables se desarrollara un fenotipo vulnerable, mientras que si las

condiciones son adversas se desarrollara un fenotipo resiliente.

Objetivo General
Determinar si los animales con obesidad o desnutricion inducidas por manipulacion
del tamafio de la camada exhiben fenotipos fisioldgicos, conductuales y cognitivos

opuestos, con la finalidad de sugerir un modelo animal de resiliencia y vulnerabilidad.

Objetivos Particulares

« Manipular camadas de ratas recién nacidas para obtener camadas de 3
(obesas), 9 (controles) y 16 (desnutridas) crias.

o Evaluar la funcion cognitiva (memoria declarativa) con la prueba de
reconocimiento de objetos a los 2, 4 y 6 meses de edad en los tres grupos de
camadas manipuladas.

o Evaluar los niveles de ansiedad utilizando la prueba de laberinto elevado a los
2,4y 6 meses de edad en los tres grupos de camadas manipuladas.

e Evaluar sistema general de recompensa por medio de la prueba de
condicionamiento de preferencia de lugar inducido por diferentes dosis de un
agonista dopaminérgico D1-like (SKF38393) en los diferentes grupos a los 4

meses de edad.
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o Evaluar el efecto de la restriccion de suefio sobre la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica utilizando tres trazadores de diferente peso
molecular en ratas macho desnutridas, obesas y controles de 3 meses de

edad.

Material y Métodos

Animales

Para obtener ratas gestantes, se colocaron en una caja dos hembras adultas con un
macho de la cepa Wistar durante 14 dias, posteriormente las hembras se separaron
en cajas individuales. Todos los sujetos experimentales, se mantuvieron en un ciclo
invertido de 12 horas de luz/oscuridad (luz de 12am-12pm / oscuridad 12pm-12am)

con acceso libre a agua filtrada y comida.

Manipulacién de camada

En el dia postnatal 2 (PN2), se separaron las crias de sus madres y fueron colocadas
para formar nuevas camadas de 9 (control; CC) 6 16 (camada grande; CG) crias
(Rodrigues et al., 2011; Plagemann et al.,, 1992). En el dia postnatal 3 (PN3), las
camadas pequeias se formaron de manera similar: las crias se separaron de sus
madres y fueron colocadas para formar nuevas camadas de 9 (control; CC) 6 3
(camada pequefia; CP) crias (Sarmento et al., 2012; Patterson et al., 2010). Las CP
estaban conformadas por crias macho exclusivamente siguiendo la metodologia de
Pérez-Morales et al., 2018 y en el caso de las CC y CG se procuré generar camadas

con el mayor niamero de machos posible. Los cachorros excedentes fueron

16



sacrificados.

Posterior al reacomodo de camadas, las crias fueron pesadas cada 2 dias hasta el
destete, y al dia PN21 (las camadas pequefas y sus controles) y al dia PN25 (las
camadas grandes y sus controles). Ademas de estas manipulaciones y de las
pertinentes al cuidado necesario de los animales (limpieza de cajas habitacion), las

ratas no fueron perturbadas sino hasta la fecha de los experimentos.

Prueba de reconocimiento de objetos

Se utilizé una caja de arena de campo abierto (60 x 40 x 50 cm) colocada en una
habitacién tenuemente iluminada. Se utilizaron 3 objetos a discriminar. Estos objetos
tuvieron el mismo tamafo, pero variaron en forma, textura y material. Asimismo, los
objetos empleados fueron diferentes para las pruebas realizadas a los 2, 4 y 6 meses
de edad. La arena de campo abierto y los objetos estimulo se limpiaron con etanol al

70% antes de cada prueba para garantizar la ausencia de sefales olfativas.

La prueba de reconocimiento de objetos consta de 2 sesiones y 3 habituaciones. Los
animales se habituaron a la arena de campo abierto, durante 5 min cada dia los
primeros 3 dias de la prueba. Ningun objeto de estimulo se coloco dentro de la arena
durante la habituacion. Para la primera sesion, los animales se colocaron
individualmente en el campo abierto con dos objetos diferentes (A y B) y se les dej6
explorar libremente durante 10 min. La exploracion se definio como acercar la nariz a

menos de 1 cm del objeto. Al dia siguiente, los animales se colocaron de nuevo en el
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mismo campo abierto para una segunda sesion (sesion de prueba) de 10 min, con un
objeto familiar presentado en la sesion anterior y un objeto nuevo (A o By C). Los
objetos familiares (A y B) y objeto nuevo (C) se rotaron al cambiar de animal para
eliminar cualquier tipo de sesgo sesgo inducido por la preferencia intrinseca por
algun objeto. El estudio se llevé a cabo con iluminacion de luz blanca, en un horario
de 10 a.m. a 12 p.m. durante las ultimas dos horas de la fase luz. Esta prueba se
basa en la preferencia innata del roedor para explorar el objeto nuevo en lugar del
objeto familiar. Por lo tanto, un roedor que recuerda el objeto familiar pasard mas
tiempo explorando el nuevo objeto. Se calcul6 el indice de reconocimiento de cada
animal. El indice de reconocimiento se calcula mediante la ecuacién TN/ (TF+TN)
donde: TN= Tiempo de exploracion del objeto nuevo, y TF= Tiempo de exploraciéon

del objeto familiar (Lueptow, 2017).

Prueba de laberinto elevado

Se utilizé un laberinto con cuatro brazos (dos abiertos y dos cerrados) en forma de
cruz. Los animales se situaron en la interseccion de los cuatro brazos del laberinto
elevado y se midié su comportamiento por 10 min. Se registro el tiempo permanecido
en los brazos cerrados, brazos abiertos y en los extremos de los brazos abiertos, asi
como el numero de levantamientos (exploracion vertical) en los brazos abiertos
(Rodgers and Dalvi, 1997). La prueba se llevo a cabo con iluminacion de luz blanca,
en un horario de 2 p.m. a 6 p.m. durante la fase de oscuridad. El estudio se realiz6 a

los 2, 4 y 6 meses de edad.
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Esta prueba es usada para medir respuestas de ansiedad en roedores, se usa la
proporcion de tiempo pasado en los brazos abiertos comparada con el tiempo en los
brazos cerrados. EI comportamiento en esta tarea refleja el conflicto entre la
preferencia de los roedores por los espacios cerrados y su motivacion innata de

explorar ambientes nuevos (Pellow et al., 1985).

Prueba de condicionamiento de preferencia de lugar

Para el condicionamiento de preferencia de lugar se usé una caja de plastico
rectangular (96cm de largo x 28cm de ancho x 32cm de alto) dividida en tres
compartimentos. Los compartimentos de los extremos (38 cm de largo x 28 cm de
ancho x 32 cm de alto) estdn conectados a través de puertas corredizas por un
compartimento neutral central (20cm de largo x 28cm de ancho x 32cm de alto), que
a su vez, estd compuesto por una pared acrilica transparente y tres paredes grises.
Ambos compartimentos de los extremos son diferentes entre si, uno de ellos es
negro (paredes y piso) y una pared esta ligeramente humedecida con acido acético
al 2% antes de las pruebas, el otro compartimiento es blanco (paredes y piso) con el

PiSO rugoso.

Las pruebas se realizaron con iluminacion de luz blanca, en un horario de 2 p.m. a 6
p.m. Durante la pre-prueba, la rata se colocé en el compartimiento central durante un
minuto, acto seguido se removieron las puertas para que la rata se pudiera mover
libremente entre los tres compartimentos. Durante 10 min se registré el tiempo total

pasado en cada compartimiento. El compartimento donde el animal pasé mas tiempo
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se denomind compartimento preferido, mientras que el compartimento donde el
macho pasé menos tiempo se denomin6 compartimento no preferido o reforzado. Se
utilizé un criterio de seleccion durante la prueba previa: los sujetos debian
permanecer en cada compartimiento al menos 45 s, de lo contrario no se usaban
para el ensayo. Un dia después de la pre-prueba (dia 2 del condicionamiento), los
animales se colocaron en el compartimento preferido directamente desde su caja-
hogar durante 30 min. Al dia siguiente (dia 3 de condicionamiento), 1 min después de
la administracion i.p. de 20 pg/kg del agonista dopaminérgico SKF38393
(Dominguez-Salazar et al., 2014), los animales se introdujeron en el compartimiento
no preferido durante 30 min. En los dias 4 y 6, los sujetos se colocaron en el
compartimiento preferido durante 30 min directamente desde su caja-hogar. En los
dias 5y 7, los machos se colocaron en el compartimento no preferido en condiciones
idénticas a las del dia 3. En los dias 4, 6 y 8 del condicionamiento (pruebas), el
tiempo que permanecieron en ambos compartimentos se evalué de manera similar a
la de la pre-prueba. Para poder considerar que se indujo un estado afectivo positivo
es necesario observar dos aumentos significativos: el tiempo en el compartimiento no
preferido y el indice de preferencia (tiempo en el compartimiento no preferido dividido
por el tiempo en ambos compartimentos). Ambos parametros deben ser
significativamente mas altos en la prueba en comparacion con la pre-prueba (Brabant
et al., 2005; Dominguez-Salazar et al., 2014). El estudio se realiz6 a los 4 meses de

edad.
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Figura 1. Mapa de disefio experimental del Condicionamiento de Preferncia de Lugar.

Restriccion de suefio
Los animales se restringieron de suefio mediante la técnica de plataformas multiples,
que suprime el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) y disminuye el 30% el

suefio no-MOR (Gomez-Gonzalez et al., 2013).

A los 3 meses de edad, los machos de los tres grupos se colocaron en tanques de
acrilico (82 cm x 59 cm x 48 cm) con 3 cm de agua y con plataformas pequefias (7
cm de didmetro x 8cm de altura). Las ratas se mantuvieron en estas condiciones 20
horas al dia (de 12:00 p.m. a 8:00 a.m.), las restantes 4 horas se les dejo dormir en
sus cajas-hogar (de 8:00 a.m. a 12:00 p.m.). Este procedimiento se realiz6 durante 8,

10 y 12 dias consecutivos para todos los grupos experimentales.

Ensayos de permeabilidad de las barreras biolégicas
Después de terminado el periodo de restriccion de suefio (a las 8:00 AM), se realizo
un ensayo de permeabilidad de las barreras bioldgicas en ratas de las camadas

pequefias, controles y grandes restringidas de suefio por 8, 10 6 12 dias (n = 5 por
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grupo). Para evaluar la permeabilidad de la BHE y de la barrera hemato-testicular se
usaron dos marcadores de diferente peso molecular que no atraviesan las barreras
bioldgicas en condiciones normales:

e Na-fluoresceina, se prepard suspendiéndolo en buffer fosfato salino (PBS)
para lograr una concentracion de 50 mg/mL y se administré 0.2mL/100g de
peso corporal.

e Azul de Evans, Se disolvié al 2% en PBS y la dosis de azul de Evans fue

0,2ml /100g de peso corporal.

Los animales se sacaron directamente de la caja de restriccion en los dias 8, 10 6 12
de manera individual conforme se realizaban los ensayos de permeabilidad. Para
anestesiar se usaron 0.5 mL de pentobarbital sodico ip. por animal, posteriormente
se realizdé una incisibn de 5 mm en el lado izquierdo del térax del animal y se
administré intraventricularmente un coctel de los dos compuestos mencionados
(volumen total de 0.2mL/100g peso corporal). El coctel de trazadores se dejo circular
durante 5 min. Las ratas se perfundieron durante 7 min con solucién salina al 0.9%.
Posteriormente se obtuvieron muestras de los testiculos y de las regiones cerebrales:
hipocampo, hipotdlamo, amigdala, corteza, vermis y ganglios basales. Las muestras
se pusieron en microtubos y se pesaron, se les agregé PBS 1X para hacer su
homogeneizacion y metanol, se centrifugaron a 13500 rpm por 10 min. Se tomo el
sobrenadante y se obtuvo la absorbancia en un lector de microplacas Urit 660 para
Sodio Fluoresceina a 485nm de excitacion y 435nm de emision y para Azul de Evans

a 535nm de excitacion y 595nm de emision. Se obtuvo la concentracion de cada
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compuesto por peso de tejido cerebral himedo usando una curva estandar y se
calculd el coeficiente de permeabilidad normalizado teniendo en cuenta la

concentracion plasmatica de cada compuesto (Hurtado-Alvarado, 2017).

Laberinto Reconocimiento

Laberinto Reconeocimiento Laberinto Reconocimiento elevado de objetos
elevado ¥ # de objetos elevado ¥ A~ de objetos v A
Nacimiento E : ! ! : E
T T T T T 1
Separacién@y 60 62 120 122 180 182
/ n=12 n=5
SePafaCié”my Restriccion > Ensayos permeabilidad
/ de suefio 4
1== { — f
H7=—t ¥ =t f =
13 7 14 21 25 90 "
Medicion de peso n=3 n=5 102

Condicionamiento de
| Preferencia de Lugar
120

Figura 2. Mapa del disefio experimental. CC: Camada control, CP: Camada pequefia, CG: Camada grande.
La n indica el numero de muestra por grupo.
Andlisis estadistico
Los resultados se presentan como la media de los valores + S.E.M. Para la
comparacion de peso el analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de medidas
repetidas y como posthoc Tukey. Para analizar los datos de reconocimiento de
objetos se usaron dos pruebas; ANOVA con posthoc Bonferroni para las
comparaciones entre grupos, y t de student para la comparacion del tiempo de
exploracién de objetos. En el caso laberinto elevado los resultados no cumplieron los
supuestos de normalidad por lo que el analisis estadistico se realiz6 con la prueba de
Kruskal-Wallis y Dunn como posthoc. Los datos de condicionamiento de preferencia
de lugar se analizaron por medio de ANOVA de medidas repetidas y una posthoc

Dunnett. Por ultimo, todos los datos obtenidos de la permeabilidad de barreras
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biologicas de analiz6 mediante ANOVA de dos vias. Los analisis se realizaron
usando el programa PRISMA 6, excepto en el caso de barreras biologicas en el que
se utilizé6 R (Version 3.6.1; R Core Team, 2019) y los paquetes de R afex (Version
0.25.1; Singmann, Bolker, Westfall, Aust, & Ben-Shachar, 2019), y emmeans
(Version 1.4.1; Lenth, 2019). Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando p<0.05.
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Resultados
La reduccion del tamafio de camada produjo un mayor aumento de peso en
comparacion con las ratas de la camada control, mientras al aumentar el tamafio de

camada el aumento de peso fue menor en comparacion con los controles (Fig. 3).
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Figura 3. Aumento de peso de las diferentes camadas en los primeros 25 dias postnatales. Los datos
muestran la media + SEM. * p<0.05, **p<0.01 vs C (ANOVA medidas repetidas, Bonferroni)

-

Reconocimiento de objetos a los 2 meses de edad
La disminucion o aumento de numero de crias en la camada no modifico
significativamente el tiempo que pasaron los animales explorando los objetos en la

pre-prueba a los 2 meses de edad (Fig. 4).
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Figura 4. Tiempo de exploracion en la pre-prueba a los dos meses de edad. Los
datos muestran la media £ SEM. NS; (ANOVA, Bonferroni multicomparativa)
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En la prueba de reconocimiento de objetos se observé que los animales de la
camada control (CC) mostraron una exploracion significativamente mayor del objeto
nuevo (C) que del objeto familiar (A2) (Fig. 5A). Por el contrario, las ratas de camada
pequefia (CP) mostraron un tiempo de exploracibn muy similar entre todos los

objetos (Fig. 5B).

Por su parte, los animales de la camada grande (CG) al igual que los de la CC
pasaron significativamente mayor tiempo reconociendo el objeto nuevo (presentaron

buena memoria declarativa) (Fig. 5C).
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Figura 5. Tiempo de exploracion por objeto en las camadas control, pequefia y grande a los dos meses de edad.
A) Promedio de tiempo de exploracion por objeto en la camada control. B) Promedio de tiempo de exploracién
por objeto en la camada pequefia. C) Promedio de tiempo de exploracion por objeto en la camada grande. Los
datos muestran la media = SEM. **p<0.01, *** p<0.001; A2 vs C (t-student pareada).

En la CG, los animales pasaron un tiempo de exploracién significativamente mayor

del objeto nuevo (C) que del objeto familiar (A2).

Al hacer un andlisis considerando el indice de Discriminacion [(TN-TF) / (TN+TF)], se

observé que los individuos de la CG pasaron mayor proporcion de tiempo explorando
el objeto nuevo, mostrando diferencias significativas en comparacion con el grupo

control; mientras los de la CP no exhiben preferencia por ningun objeto, ya que su
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indice es muy cercano a 0 (Fig. 6).
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Figura 6. indice de discriminacion a los dos meses de edad. Los datos muestran la
media + SEM. **p<0.01; Control vs Grande (ANOVA, Bonferroni multicomparativa).

Reconocimiento de objetos a los 4 meses de edad
Al igual que a los dos meses de edad, el tiempo de exploracién de objetos en la pre-
prueba no se modificé significativamente entre los grupos (Fig. 7).
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Figura 7. Tiempo de exploracion en la pre-prueba a los cuatro meses de edad. Los
datos muestran la media + SEM. NS; (ANOVA,Bonferroni multicomparativa)

Los animales de la CC (Fig. 8A), al igual que los de la CG mostraron una exploracion
significativamente mayor del objeto nuevo que del objeto familiar (Fig. 8C). Mientras
que las ratas de la CP, al igual que a los dos meses de edad, mostraron un tiempo

de exploracion muy similar entre todos los objetos (Fig. 8B).
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Figura 8. Tiempo de exploracién por objeto en camada control, camada pequefia y camada grande a los cuatro meses
de edad. A) Promedio de tiempo de exploracion por objeto, camada control. B) Promedio de tiempo de exploracion por
objeto, camada pequefia. C) Promedio de tiempo de exploracion por objeto, camada grande. Los datos muestran la
media £ SEM. ** p<0.01, ***p<0.001; A2 vs C (t-student pareada)

Al considerar el indice de Discriminacion, se observa que los animales de la CG

pasan mayor proporcién de tiempo reconociendo el objeto nuevo, en comparacion

con los de las CP y CC (Fig. 9).
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Figura 9. Tiempo de exploracion en la pre-prueba a los seis meses de edad. Los
datos muestran la media + SEM. NS; (ANOVA, Bonferroni multicomparativa)

Reconocimiento de objetos a los 6 meses de edad
A los 6 meses de edad la modificacion del nUmero de crias en la camada no afectd

significativamente el tiempo que pasaron los animales explorando los objetos en la

pre-prueba (Fig. 10).
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Figura 10. Tiempo de exploracion en la pre-prueba a los seis meses de edad. Los
datos muestran la media £ SEM. NS; (ANOVA, Bonferroni multicomparativa).
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Figura 11. Tiempo de exploracion por objeto en camada control, camada pequefia y camada grande a los seis meses
de edad. A) Promedio de tiempo de exploracion por objeto, camada control. B) Promedio de tiempo de exploracion
por objeto, camada pequefia. C) Promedio de tiempo de exploracidn por objeto, camada grande. Los datos muestran la
media + SEM. NS; (t-student pareada).

Los tres grupos experimentales mostraron un tiempo de exploracion similar entre
todos los objetos, sin diferencias significativas (Fig. 11A-C). De manera similar, no
se observaron diferencias entre grupos en el indice de reconocimiento de objeto [TN/

(TF+TN)] (Fig. 12).
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Figura 12. indice de reconocimiento del objeto nuevo a los seis meses de edad. Los
datos muestran la media £ SEM. NS; (ANOVA, Bonferroni multicomparativa).
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Laberinto elevado a los 2 meses de edad

En la prueba de laberinto elevado, se observaron diferencias significativas entre los
controles y los machos de CG en el tiempo pasado en el brazo abierto del laberinto
(Fig. 13A). De manera similar, en el brazo cerrado, se observé una disminucion
significativa en el tiempo pasado en este brazo al comparar los animales de la CG
con la CC y la CP (Fig. 13C). En el centro del laberinto se observé un aumento
significativo en el tiempo que pasaron los animales de CG comparado con los
controles (Fig. 13B). No hubo diferencias significativas entre grupos, en el tiempo

pasado en el extremo del brazo abierto (Fig. 13D).
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Figura 13. Tiempo pasado en los brazos del laberinto elevado a los dos meses de edad. A) Promedio de
tiempo pasado en el brazo abierto. B) Promedio de tiempo pasado en el centro. C) Promedio de tiempo pasado
en el brazo cerrado. D) Promedio de tiempo pasado en el extremo del brazo abierto. Los datos muestran la
media £ SEM. * p<0.05, ** p<0.01; Grande vs Control, + p<0.05; Grande vs Pequefia (Kruskal Wallis, Dunn
multicomparativa).
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No hubo diferencias significativas entre grupos, en el tiempo pasado en el extremo

del brazo abierto (Fig. 13D).

Se calcul6 el indice de tiempo en el brazo abierto [TAb/TCer+Tab] y se encontré que
los animales de la CG pasan un tiempo significativamente mayor en comparacion

con la CC explorando el brazo abierto (Fig. 14).
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Figura 14. indice de tiempo pasado en el brazo abierto a los dos meses de edad. Los datos

muestran la media £ SEM. * p<0.05; Control vs Grande (Kruskal Wallis, Dunn multicomparativa)
Laberinto elevado a los 4 meses de edad
A los 4 meses de edad, a diferencia de lo que ocurrié a los 2 meses de edad, se
observaron diferencias significativas en comparacion entre la CP y la CC en el
tiempo de exploracién en el brazo abierto (Fig. 15A) y en el extremo del brazo abierto
(Fig.15D), donde los animales de la CP pasaron menos tiempo; sin embargo, no se
observan diferencias significativas en el tiempo que pasaron los animales en el brazo

cerrado (Fig. 15C), y en el centro del laberinto (Fig. 15B).

31



Brazo abierto @ Centro

S 125 = 1257
i »
+ 100+ + 100+
o f)
= S
E 75- g 75
° (=]
é'; 504 é 50+
[7/]
3 S
B 25 g 25-
> * >
a0 w» 0
cc CP CcG cc cP ¢
Brazo cerrado Extremo de brazo abierto @
S 600- s 8
i »
‘:’I 500' +
b o 61
S 400~ ®
2 £
E 3004 g #
S 2
g 200+ _§
'g c
S 100- 5
) o *
@ [+']
n 0- 77]

ce CP CG cc cP CG

Figura 15. Tiempo pasado en los brazos del laberinto elevado a los cuatro meses de edad. A) Promedio de
tiempo pasado en el brazo abierto. B) Promedio de tiempo pasado en el centro. C) Promedio de tiempo pasado
en el brazo cerrado. D) Promedio de tiempo pasado en el extremo del brazo abierto. Los datos muestran la
media £ SEM. * p<0.05; Grande vs Control (Kruskal Wallis, Dunn multicomparativa)

Al calcular el indice de tiempo pasado en el brazo abierto [TAb/TCer+Tab] se
observd que, de manera consistente con los resultados anteriores, hubo una
disminucién significativa en el tiempo de exploracion de los machos de la CP en el

brazo abierto (Fig.16), es decir presentan mayor ansiedad.
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Figura 16. Indice de tiempo pasado en el brazo abierto a los cuatro meses de edad.
Los datos muestran la media £ SEM. * p<0.05; Pequefia vs Control (Kruskal Wallis,
Dunn multicomparativa)

Laberinto elevado a los 6 meses de edad

Los animales de CG pasaron un mayor tiempo explorando el brazo abierto en
comparacién con los de CP, estos Ultimos, a su vez, pasaron menor tiempo
explorando el brazo abierto en comparacién con los de CC (Fig. 17A). En el centro
del laberinto no se observaron diferencias significativas en el tiempo pasado entre

grupos (Fig. 17B).

Mientras que, en el brazo cerrado fueron las ratas de la CP quienes pasaron mayor
tiempo explorando (Fig. 17C). De igual manera, los animales de CP pasaron
significativamente menor tiempo en el extremo del brazo abierto en comparacion con

los de la CC (Fig. 17D).
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Figura 17. Tiempo pasado en los brazos del laberinto elevado a los seis meses de edad. A) Promedio de tiempo
pasado en el brazo abierto. B) Promedio de tiempo pasado en el centro. C) Promedio de tiempo pasado en el brazo
cerrado. D) Promedio de tiempo pasado en el extremo del brazo abierto. Los datos muestran la media + SEM. *
p<0.05, ** p<0.01; Grande vs Control, + p<0.05; Grande vs Pequefia (Kruskal Wallis, Dunn multicomparativa)
Midiendo el indice de tiempo en el brazo abierto [TAb/TCer+Tab], se encontré que
los animales de la CG pasaron un tiempo significativamente mayor explorando el
brazo abierto en comparacion con los de la CP, por su parte los animales de la CP

pasaron significativamente menor tiempo explorando esa parte del laberinto en

comparacion con los de la CC (Fig. 18).

34



0.15+

o

=

o
L

indice de tiempo pasado
en el brazo abierto
o
o
a1
1

0.00-

cc CP CG
Figura 18. indice de tiempo pasado en el brazo abierto a los seis meses de edad. Los

datos muestran la media £ SEM. * p<0.05; Control vs Pequefia, + p<0.05; Grande vs

Pequena (Kruskal Wallis, Dunn multicomparativa)
Condicionamiento de preferencia de lugar
El SKF-38393, un agonista dopaminérgico, no indujo cambio de preferencia de lugar,
aunque si se observé una tendencia de aversion en los animales de CP hacia el
compartimento reforzado y una tendencia de cambio de preferencia hacia el
compartimento reforzado por parte de los controles (Fig. 19).
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Figura 19. Tiempo pasado en el compartimento reforzado. Los datos muestran la media
+ SEM. NS; (ANOVA Medidas repetivas: Dunnet multicomparativa)
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Ensayos de permeabilidad de las barreras bidlogicas a Na-
fluoresceinay Azul de Evans

En animales de CG parece haber una recuperacion de la barrera a los 10 dias de
restriccion de suefio en comparacion con los 8 dias en casi todas las regiones,
mientras que los animales de CP tienen una permeabilidad que permanece similar a
los 8, 10 y 12 dias en la mayoria de las regiones (Fig. 20 y Fig. 21). Sin embargo, se
requieren mas analisis y controles sin restriccion de suefio para un analisis de
resultados mas completo. Otra observacion importante es el gran aumento de

permeabilidad en los animales de CP en hipotalamo (Fig. 21E).

36



Al

Amigdala
150+ *
2 1004
£
[T
©
4
= 50+
0- cc CP cG
C
Corteza
100-
3
£
w 50+
©
-
=
T - |
iad B8 Has
o-
cc CcP cG
Hipotalamo E
100+
g I
E - Il s8dias M 10dias I 12 dias
s
=
—=""cc CP CG

100-
(=]
k)
£
w 50+
(]
4
=
" cc CcP CG
Hipocampo @
100-
L2
k=)
£
w 50+
©
4
=
o-
cc cP CG
Vermis [:::
100-
(=]
k)
13
w 50+
©
4
=
—""cc cP CG

-

Figura 20. Concentracion de Na-fluoresceina en mg/g de muestra de tejido. Notese el gran aumento en la
permeabilidad de la BHE en amigdala. Los datos muestran la media + SEM. * p<0.05; 8 dias vs 10 dias, *

p<0.05; CC vs CG (ANOVA 2 vias).
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Figura 21. Concentracién de Azul de Evans en mg/g de muestra de tejido. . No6tese el gran aumento en la
permeabilidad de la BHE en amigdala. Los datos muestran la media £ SEM. * p<0.05; 10 dias vs 12 dias, **

p<0.01; 8 dias vs 10 dias (ANOVA 2 vias)
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La barrera hematotesticular de los animales de CG muestra lo que parece ser una
recuperacion en la permeabilidad en el dia 10, mientras que la permeabilidad de los

animales de CP aumenta progresivamente (Fig. 22).
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Figura 22. Concentracion de Na-fluoresceina y Azul de Evans en mg/g por muestra de testiculo. Los datos
muestran la media + SEM. NS (ANOVA 2 vias).



Discusién

Los modelos animales de vulnerabilidad/resiliencia, con sus respectivas limitaciones,
han sido utiles en la busqueda de herramientas para el tratamiento de enfermedades
neuropsiquiatricas. Los resultados de este trabajo muestran que, en la rata, la
modificacion del tamafio de camada puede ser usado como un modelo de
vulnerabilidad/resiliencia, con efectos marcados sobre la memoria y la ansiedad. A
diferencia de otros modelos, el nuestro es uno que puede crearse de manera rapida
y econOmica, ademas de que podria ser usado para estudios de comorbilidad, ya
qgue las enfermedades neuropsiquiatricas han sido consistentemente asociadas con

trastornos alimenticios y metabdlicos (Strine et al., 2008).

Los resultados del presente estudio confirman que la crianza por disminucion del
tamafo de camada induce obesidad y alteraciones en la cognicion; efectos parecidos
a eéstos se habian observado en un modelo de obesidad inducida por modificacion de
la dieta (Farr et al., 2008). Con las pruebas realizadas observamos que existe una
falta de memoria declarativa en animales provenientes de la CP, lo cual empata con
los resultados obtenidos por Salari (2018). Estos investigadores observaron que, en
ratones de CP, disminuyd la memoria espacial en comparacién con los controles. En
el presente trabajo, observamos que habia diferencias entre grupos de crianza con
respecto al desempefio en la prueba de reconocimiento de objetos: los animales
provenientes de CG mostraron una mejor memoria declarativa que los controles.
Consistente con este resultado, en otro estudio se ha realizado la misma prueba en

ratas a las que se induce desnutricibn por modificacién de dieta, y se observaron
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resultados similares (Molz, 2016). No obstante, en nuestro estudio los efectos se
perdieron a los 6 meses de edad, esto podria deberse a cambios en la conducta de
exploracion asociados con la edad (Reger et al., 2009). Los efectos cognitivos de la
crianza en CG o CP observados en el presente estudio, junto con los resultados
obtenidos en varios otros estudios sugieren que la manipulacién experimental del
tamafio de camada puede usarse como modelo de vulnerabilidad y resiliencia para

enfermedades de la memoria.

En la prueba de laberinto elevado, al igual que en reconocimiento de objetos, se
obtuvieron resultados opuestos para la CP y para la CG. Las ratas de la CP
presentaron mayores niveles de ansiedad que los controles, resultados parecidos se
han visto con el mismo modelo en ratones de la linea NMRI, en el trabajo de Salari et
al. (2018), quiénes también obtuvieron un aumento significativo en los
comportamientos similares a la ansiedad. En cambio, en nuestro estudio,
observamos que la crianza en CG disminuye los niveles de ansiedad en comparacion
con los controles, lo que confirma el estudio de Bulfin et al. (2011) en el que
observaron un patron similar pero la prueba se hizo cuando las ratas tenian uno y
dos meses de edad. Nuestro estudio muestra que las diferencias se mantienen hasta
los 6 meses de edad, por lo que la modificacion del tamafio de camada se podria
emplear como un modelo de resiliencia vunerabilidad para estudiar ansiedad en

edades avanzadas de la rata.
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Por medio de la prueba de Condicionamiento de Preferencia de Lugar se analizé la
sensibilidad de los animales de diferentes camadas al agonista dopaminergico
SKF38393 (D1-like). Aunque los resultados no fueron del todo claros y es
recomendable aumentar el nimero de muestra y explorar la posibilidad de que haya
diferencias significativas, parece que los animales de CP presentan aversion al
agonista y pasan menos tiempo en el compartimento no preferido conforme se hacen
mas asociaciones entre el agonista y dicho compartimento, mientras que ni los
machos de CG ni los de CC cambian su preferencia de lugar de manera significativa.

El comportamiento observado podria deberse a la dosis empleada (20 ¢ g/kg i.p.).

En estudios en los que se utiliza el SKF38393 para realizar diversas pruebas, la
dosis comunmente empleada es mucho mas alta que nuestra dosis,
independientemente de que se aplique por via intraperitoneal de 6 mg/kg (Amico et
al., 2007) o por via subcutanea que va de 1-10 mg/kg (Beck et al., 2002; Cooper &
Al-Naser, 2006). Una posibilidad es la siguiente: si la dosis no fue suficiente para
estimular el sistema de recompensa cerebral, entonces la rata pudo haber asociado
solamente el estimulo provocado por la inyeccion (un estimulo doloroso) con el
compartimento reforzado y, de este modo, exhibir aversion por este compartimento,
en lugar de preferencia (Tzschentke, 2007). Adicionalmente, los niveles elevados de
ansiedad exhibidos por los animales de CP, pudieron contribuir a este efecto
aversivo. Por otro lado, los controles y los animales de CG, podrian tener una
respuesta menos exagerada a la inyeccion y simplemente no hacer ninguna

asociacion al compartimento reforzado.
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Con la restriccion de suefio y los posteriores ensayos de permeabilidad de las
barreras biolégicas se obtuvieron algunos resultados interesantes. Respecto a la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica a moléculas pequefias en los animales
de CP, en las regiones de hipocampo, hipotalamo y ganglios balasales se observo
una tendencia de aumento de la permeabilidad conforme aumentaron los dias de

restriccion de suefio. Estos efectos podrian deberse en parte al perfil inflamatorio que

se ha observado en la obesidad (Gregor & Hotamisligil, 2011) mas la inflamacién

que ocurre durante la restricion de suefio (Hurtado-Alvarado, 2013); por otro lado, en
los animales de CG parece haber una recuperacion de la barrera hematoencefalica
(BHE) a los 10 dias de restriccion, esto podria deberse a otros mecanismos
protectores que se cree estan presentes en los fenotipos resilientes y protegen la

BHE de dafio (Dantzer, 2019).

Con el marcador azul de Evans se hace evidente la recuperacion de la BHE para los
animales de CG en los ganglios basales, donde hay diferencias significativas entre 8
y 10 dias de restriccion de suefio, lo que podria indicar cierta resiliencia en esta
camada. Por otro lado, los animales de CP tienen un aumento de permeabilidad en el
hipotalamo en el dia 12, lo cual es muy interesante ya que esta region esta implicada
en la regulacion de la alimentacion y gasto energético (Timper & Brining, 2017) y
forma parte importante en la funcion del sistema limbico (Herman et al., 2005). Si el
hipotalamo tiene una permeabilidad afectada, puede que se estén filtrando hormonas

y otras moléculas que afecten su funcion en los animales de CP y estén propiciando
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el fenotipo vulnerable. Por su puesto, estos resultados tienen sus limitaciones ya que

se requieren comparaciones con controles de cada camada sin restriccion de suefio.

Los mecanismos que confieren la resiliencia a los animales de CG vy la vulnerabilidad
a los de CP en este estudio, no son del todo claros. EI modelo induce, como ya
mencionamos, estados nutricionales opuestos, pero el fenotipo de
vulnerabilidad/resiliencia no es enteramente atribuible a ello, existen también
diferencias en la conducta materna (Enes-Marques & Giusti-Paiva, 2018). Enes-
Marques & Giusti-Paiva (2018) observaron que la reduccion de camada a dos crias
aumenta la conducta materna (postura arqueada hacia atras y acicalamiento de los
cachorros). Aunque no existen estudios similares en el modelo de CG en la rata
Wistar, es probable que la conducta materna se vea afectada por el aumento de
crias al igual que en otros roedores (Guerra & Nunes, 2001). Ademas, también
influye el amamantamiento, ya que activa diferentes areas del cerebro que pueden
participar en la sefializacion de saciedad, percepcion del gusto y recompensa (Barna
et al., 2017), lo que implica que tendran distintos patrones de activacion dependiendo
el tamafio de camada, ya que tendran diferente disponibilidad al alimento segun el
namero de crias, las de CG tendran que competir por el alimento mientras que las de
CP tendran acceso a él todo el tiempo. Por altimo, el perfil inflamatorio podria estar

influyendo en la vulnerabilidad o resiliencia en este modelo, se sabe que en la

obesidad hay un perfil pro-inflamatorio (Gregor & Hotamisligil, 2011) que a su vez

se relaciona con el desarrollo de enfermedades neuropsiquiatricas (Capuron &

Castanon, 2016), mientras que en los animales de CP seria interesante evaluar como
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esta funcionando su sistema inmune, dado que este podria conferirles resiliencia

(Dantzer, 2019).

Todas las pruebas realizadas nos indican que es posible estandarizar el modelo de
modificacion de tamafio de camada como un modelo de vulnerabilidad y resiliencia
para enfermedades neuropsiquiatricas con sintomas en ansiedad y en memoria.
Ademas, entre las fortalezas de este estudio esta el factor de la realizacion de las
pruebas a diferentes edades por lo que sabemos que el efecto que vemos es un

efecto que permanece en la edad adulta.

Futuras investigaciones podrian enfocarse en los mecanismos por los cuales se
estan dando estos fenotipos para comprender mejor la resiliencia y vulnerabilidad en
este modelo, ya que como se ha mencionado, el entender cémo se da uno u otro
perfil nos puede llevar a la prevencién de enfermedades neuropsiquiatricas o al

desarrollo de nuevos tratamientos para enfrentarlas.

Definitivamente, el presente modelo tiene un nuevo enfoque y dado que presenta
extremos opuestos (animales resilientes o vulnerables) y controles, sera de gran
ayuda para probar diversos medicamentos y crear modelos de enfermedades
neuropsiquiatricas. Gracias a que se trata de un modelo de creacién facil y

econdémica, muchos laboratorios podran tener acceso a él.
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Conclusion

Los animales del modelo de CG muestran un desempefio mejor en pruebas de la
memoria y muestran menor conducta de ansiedad comparado a los controles. Por el
contrario, la reduccion de tamafio de camada produce en las ratas alteraciones
negativas en una prueba de memoria declarativa y promueve la conducta de
ansiedad. Estos resultados concuerdan con la hipétesis, por lo que se concluye que
ésta manipulacion experimental puede establecerse como modelos animales de

vulnerabilidad y resiliencia.
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