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Evaluacion del Efecto del Enriquecimiento Social sobre las Conductas Tipo-Depresiva 'y
Tipo-Ansiosa en un Modelo de Estrés Cronico Restrictivo en Roedores

Resumen

Antecedentes: El enriquecimiento social (ES) ha mostrado tener un efecto atenuador sobre la
conducta asociada a psicopatologia en contados modelos de estrés cronico. Para confirmar estos
hallazgos, se ha motivado a evaluar el efecto del ES sobre diversas conductas y confrontar su
impacto contra distintos modelos de estrés cronico en roedores; uno de ellos es el estrés cronico
restrictivo (ECR). Objetivo: Evaluar el efecto de una condicion experimental de enriquecimiento
social sobre las conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en un modelo de ECR en roedores.
Método: Se trabajo con ratas macho Wistar mediante 4 grupos independientes balanceados:
Individual/Sin ECR, Individual/Con ECR, Socializacién/Sin ECR o Socializacion/Con ECR. El
ECR fue inducido por una hora durante 14 dias consecutivos y para la condicion de estabulacion
individual el sujeto experimental fue separado de su grupo. Las conductas tipo-depresiva y tipo-
ansiosa fueron evaluadas a través de las pruebas de nado forzado y de laberinto en cruz elevado,
respectivamente. Resultados: EI MANOVA revel6 que los grupos en socializacion presentaron
significativamente menos tiempo en conducta tipo-depresiva en comparacion con los grupos en
estabulacién individual (p = .012). Conclusiones: Los resultados sugieren que el ES posee
efectos atenuadores robustos sobre la conducta tipo-depresiva, no asi sobre la conducta tipo-
ansiosa. Sin embargo, la aplicacion de ECR de una hora por 14 dias podria no ser sensible a la

acentuacion de las conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en roedores.

Palabras clave: enriquecimiento social; conducta tipo-depresiva; conducta tipo-ansiosa; estrés

cronico restrictivo; modelo animal
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Introduccion

Tanto en roedores como en seres humanos, el estrés cronico se ha asociado con
alteraciones cerebrales que podrian predisponer al desarrollo de psicopatologias, tales como la
depresion y la ansiedad (Biggio et al., 2019). Por tanto, la investigacion basica ha estudiado
ciertas variables que podrian proteger contra los insultos del estrés; una de estas variables es el
enriquecimiento social. Sobre su aplicacién en el contexto experimental, ésta se traduce en la
manipulacion de la condicion de estabulacion (mantener a los animales en pares 0 en grupo) para
promover las interacciones sociales, maximizar las conductas de la especie y minimizar las

conductas inducidas por estrés (Baumans, 2005; Gubert & Hannan, 2019).

Actualmente existen limitaciones importantes para estudiar el efecto de variables sociales
sobre la conducta en seres humanos. Los modelos animales con roedores, contrario a la
investigacion con humanos, presentan considerables ventajas técnicas que permiten el analisis
conductual, histoldgico e, incluso, molecular, asociado a condiciones experimentales especificas
(Toda et al., 2018). En relacién con las implicaciones comportamentales del enriquecimiento
social, la mayoria se han identificado a partir de la investigacion con roedores (Snyder, 2019).
Asi, la trascendencia de estudiar el enriquecimiento social yace en comprender su potencial
influencia observada en modelos animales en el aprendizaje flexible, y en las respuestas
conductuales y enddcrinas adaptativas frente a retos cognitivos y afectivos (Snyder, 2019; Toda

etal., 2018).

En los dltimos afos, los hallazgos que puntualizan los efectos del enriquecimiento social
en la atenuacion de las conductas inducidas por estrés se han obtenido casi exclusivamente de

confrontar estas condiciones contra modelos de estrés crénico por aislamiento social en roedores
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(Biggio et al., 2019; Mumtaz et al., 2018; Nakagawa et al., 2019; Scaccianoce et al., 2006;
Spritzer et al., 2011; Viana et al., 2019; Zaletel et al., 2017). Tales estudios han motivado la
ampliacion de aproximaciones metodoldgicas para utilizar otros modelos de estrés crdnico de
indole psicosocial o de estresores de diversa naturaleza e intensidad para la generalizacion de

estos hallazgos.

Aunado a ello, un nimero relativamente pequefio de investigaciones ha evaluado las
conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa dentro del mismo disefio de investigacion, sin
contemplar la posible relacion entre estas variables en modelos estadisticos multivariados. A fin
de supuesto, se hipotetiza que el analisis revelara que el estrés restrictivo de 1 hora por 14 dias
sera sensible a la acentuacion de conductas asociadas a psicopatologia; y, asimismo, se observara
una atenuacion significativa de estas conductas en los grupos expuestos a socializacién. Con base
en lo anterior, en el presente proyecto se propone evaluar los efectos del enriquecimiento social
sobre las conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa acentuadas a través de un modelo de estrés

cronico restrictivo en roedores.

En primer lugar, en este trabajo se presentan los aspectos tedricos y los hallazgos mas
relevantes de la investigacion basica en torno a la neurogenesis, el estrés experimental y el
enriquecimiento social en roedores; haciendo énfasis en sus implicaciones neurofuncionales y
conductuales. Mas adelante, se presentan el planteamiento del problema, y los objetivos e
hipdtesis que orientan la labor experimental realizada en un paradigma de modelo animal de

enriquecimiento social y estrés cronico.

En segundo lugar, se precisa la aproximacion metodoldgica a partir del disefio del estudio,

los sujetos experimentales y los grupos conformados con base en las condiciones de estabulacion
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y de estrés. Ademas, se presenta el procedimiento realizado, las pruebas conductuales utilizadas

y el abordaje estadistico de los datos recolectados tras finalizar el experimento.

En tercer lugar, se exponen los resultados obtenidos: la descripcion conductual y la
comparacion entre grupos por cada prueba utilizada (la prueba de nado forzado y la prueba de
laberinto en cruz elevado). Asimismo, se discuten los resultados, puntualizando los hallazgos
principales y secundarios, las fortalezas y limitaciones del proyecto, y las recomendaciones a
futuras investigaciones. Finalmente, se realiza la conclusion del proyecto, presentando el
hallazgo mas importante a partir de los resultados obtenidos y la aportacion metodoldgica segin

el andlisis del modelo de estrés cronico restrictivo utilizado.
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Marco Tedrico y Antecedentes

Neurogénesis

Definicion y Antecedentes

A finales de la Gltima década del siglo XIX, Giulio Bizzozero, médico e investigador
italiano, propuso una clasificacion de tejido organico que contemplaba tres categorias a partir de
las propiedades proliferativas de cada célula: 1) tejido en constante proliferacién, 2) tejido capaz
de proliferar bajo circunstancias especificas y 3) tejido sin capacidades proliferativas. En esta
ultima categoria se incluyo al tejido nervioso. En los afios siguientes, nuevas clasificaciones
siempre contemplaron a las células del sistema nervioso como algo estatico y no renovable

(Hannula & Duff, 2017).

Hasta mediados del siglo pasado, y con relacion a los anteriores acontecimientos, la
neurociencia se construia sobre el denominado “dogma central de la neurobiologia” que
estipulaba que en el cerebro adulto no se producian nuevas neuronas (Mobley, 2019). Como
precedente de este supuesto, Santiago Ramon y Cajal (1913) afirmaba que los centros neuronales
en el cerebro adulto eran algo acabado e inmutable, donde nada podria regenerase sino sélo

degenerarse.

En 1965, Joseph Altman y Gopal Das reportaron la primera observacion de neurogénesis
adulta en la capa granular del giro dentado de ratas Long-Evans. Tras inyecciones de timidina
tritiada, un precursor especifico del ADN cromosomico, los autorradiogramas de las unidades de
analisis evidenciaron células granulares nuevas en el giro dentado de estos roedores (Altman &

Das, 1965). A partir de este hallazgo, distintos investigadores continuaron aportando evidencias
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de células nuevas en vertebrados inferiores tales como ratas, cuyos, aves y peces. En 1977,
corroborando la evidencia de formacion de nuevas células marcadas con timidina tritiada,
Michael Kaplan y James Hinds encontraron que estas células poseian las caracteristicas
estructurales de una neurona (Kaplan & Hinds, 1977). Asi, el descubrimiento de la neurogénesis
adulta representd un quiebre en el estudio del sistema nervioso, abriendo un panorama
completamente desconocido sobre la formacion de nuevas neuronas tras el periodo embrionario

(Colucci-D’ Amato et al., 2006).

No obstante, la idea de que la extrema especializacion de las funciones cerebrales en
mamiferos era incompatible con la generacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto persistid
entre la comunidad cientifica (Briones & Gould, 2019). Afios més tarde, Rakic (1985) reporté la
ausencia de neurogénesis adulta en un primate no-humano. En consecuencia, la divulgacién de
que la neurogénesis adulta se restringia filogenéticamente a vertebrados inferiores detuvo su
estudio en vertebrados superiores por mas de una década (Colucci-D’Amato et al., 2006). El
primer descubrimiento de la neurogénesis en primates se report6 en 1998 cuando Gould et al.
(1998) demostraron la existencia de neuronas positivas a bromodesoxiuridina (BrdU), un
nucledtido sintético analogo a la timidina, en el giro dentado de primates adultos. En el mismo
afio, Eriksson et al. (1998) reportaron la presencia de nuevas neuronas en el cerebro adulto post
mortem de pacientes oncoldgicos. En su estudio, los sujetos dieron su consentimiento para
recibir una inyeccion de BrdU que consiguio evidenciar que, tras la inyeccion, se formaron

nuevas neuronas.

A partir de estos acontecimientos, diversas areas de investigacion se han dedicado a

proveer evidencias del nacimiento de nuevas neuronas en el cerebro adulto, haciendo de la
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neurogénesis en mamiferos un hecho ampliamente aceptado (Colucci-D’Amato et al., 2006;
Mobley, 2019). Hoy en dia, la neurogénesis adulta se define como el proceso de generacion de
neuronas funcionales a partir de precursores neuronales adultos en areas cerebrales restringidas

(Ming & Song, 2011).

Se han identificado dos regiones en el cerebro adulto donde particularmente ocurre la
neurogénesis (denominados nichos neurogeénicos): la zona subventricular (situada en la pared de
los ventriculos laterales) y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo. Si bien cada
nicho posee una morfologia Unica, ambos contienen células madre neuronales, glia'y

vascularizacion extensa (Mobley, 2019).

Nichos Neurogénicos

Actualmente, la zona subventricular y la zona subgranular del giro dentado son dos
regiones altamente neurogeénicas en el cerebro adulto, cuya evidencia continda reportandose a lo
largo de diversas especies. Sin embargo, continta la controversia en torno a si la neurogénesis
adulta ocurre en otras regiones cerebrales bajo condiciones normales o si éstas conservan

propiedades neurogénicas en respuesta a manipulaciones o eventos extremos (Holmes, 2016).

Zona Subventricular. En la zona subventricular, las células madre neuronales (o células
Tipo B) se encuentran adyacentes a las células ependimarias alineadas a los ventriculos laterales.
Las células Tipo B produciran células progenitoras neuronales (o células Tipo C). Las células
Tipo C produciran neuroblastos (o células Tipo A) que migraran aproximadamente cinco
milimetros a través de la via rostral migratoria (una ruta de migracion celular especializada
definida por un andamio de astrocitos y vasos sanguineos) hasta alcanzar el bulbo olfatorio,

donde se convertiran en interneuronas (Mobley, 2019).
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Hipocampo. En la zona subgranular del giro dentado, las células madre neuronales Tipo
1 produciran células progenitoras neuronales que, basadas en su expresion molecular, podran
diferenciarse en Tipo 2a, Tipo 2b o Tipo 3 (célula que ha perdido su expresion de nestina). La
celula Tipo 3 es un neuroblasto migratorio que desarrollara la morfologia de una neurona
inmadura. Esta célula establecera ramas con espinas dendriticas que promoveran su integracion a
circuitos existentes hasta desarrollar propiedades sinapticas de una neurona madura en el giro

dentado (Mobley, 2019).

Pese a que actualmente se estudian ambos nichos neurogénicos con particular privilegio, se
ha reportado la formacion de nuevas neuronas en multiples areas cerebrales tales como la
neocorteza, el prosencéfalo basal, el cuerpo estriado, la amigdala, la sustancia negra, la materia
blanca subcortical y el hipotdlamo (Gould, 2007; Lee & Blackshaw, 2012). No obstante, estos
hallazgos han encontrado un interés moderado dentro del estudio de la neurogénesis adulta, ya
que se ha observado que los niveles absolutos de neuronas nuevas in vivo en estas regiones son
sustancialmente menores en comparacion con los observados en la zona subventricular y la zona

subgranular (Lee & Blackshaw, 2012).

Implicaciones Funcionales de la Neurogénesis Hipocampal Adulta

La investigacion con modelos animales ha sugerido que la neurogénesis hipocampal adulta
se relaciona directamente con el funcionamiento hipocampal normal (Lieberwirth et al., 2016;
Snyder, 2019; Toda et al., 2018), promoviendo tanto el aprendizaje flexible, como respuestas
conductuales y enddcrinas adaptativas frente a retos cognitivos y afectivos (Anacker & Hen,
2017). De la misma forma, se ha propuesto que el deterioro de la neurogénesis adulta podria

estar relacionada con desordenes que impactan la funcion del hipocampo, tales como la
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depresion, la ansiedad, la esquizofrenia, las adicciones, la epilepsia y la pérdida de memoria

asociada al envejecimiento (Toda et al., 2018).

En principio, la adicion de nuevas neuronas al giro dentado del hipocampo provee de
plasticidad estructural y funcional fundamental para el circuito trisinaptico hipocampal, mediante
la conectividad y la fisiologia propia de las neuronas inmaduras recién formadas en el cerebro
adulto. Durante el periodo de maduracién, la integracion adecuada de estas células a la
conectividad dentada sera dependiente de la actividad ya existente en este circuito. Esto sugiere
que las neuronas inmaduras neoformadas podrian regular la codificacion de las células
granulares del giro dentado que subyace procesos como la discriminacién contextual y el
aprendizaje (Toda et al., 2018). Ademas, estudios en roedores han comprobado que el giro
dentado se involucra en tareas de asociacion temporal y navegacion de contexto espacial; por lo
que se ha sugerido que estas tareas no sélo promoverian la neurogénesis adulta, sino que también
la requeririan. De acuerdo con lo anterior, la neurogénesis adulta podria ser fundamental para
modular y sostener la funcion del giro dentado en el procesamiento y codificacion de

informacion discreta de orden espacial y temporal (Anaker & Hen, 2017).

En concordancia con el estudio de la relacion entre la neurogénesis y la cognicion, se ha
propuesto que la neurogénesis hipocampal adulta podria estar relacionada no sélo con la
adquisicion y sostenimiento de las memorias dependientes del hipocampo (Anaker & Hen, 2017;
Schoenfeld & Gould, 2012), sino también con la extincion de la memoria (Toda et al., 2018). El
giro dentado participa en la codificacion de informacion similar y ambigua a la de memorias
previamente establecidas, sin causar interferencia en estos recuerdos (proceso denominado

separacion de patrones) (Anaker & Hen, 2017). Para estudiar la relacion entre la neurogénesis y
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la extincion de la memoria, Akers et al. (2014) promovieron la neurogénesis hipocampal en
roedores tras entrenarlos a realizar una tarea dependiente del hipocampo. Sus hallazgos fueron
que, en comparacion con el grupo control, los roedores cuya neurogénesis fue promovida a
través del ejercicio fisico presentaron un desempefio mas bajo en una tarea de localizacion
espacio-contextual que ya habian aprendido antes del ejercicio fisico; estos resultados sugieren
que la continua incorporacién de neuronas nuevas al circuito dentado no sélo provee de sustratos
para nuevos aprendizajes, sino que también podria degradar informacion almacenada en estos

circuitos.

En los Gltimos afios, pese a que se ha observado la formacion de nuevas neuronas en el
hipocampo de todas las especies mamiferas sometidas a estudio como marsupiales, topos,
roedores (ratones, ratas, cuyos, ardillas y topillos), conejos, ovejas, murciélagos, primates no-
humanos y humanos (Lieberwirth et al., 2016), ain no es claro cémo la neurogénesis hipocampal
adulta es regulada y cdmo ésta contribuye a las habilidades cognitivas en seres humanos. Del
mismo modo, poco se sabe de como el deterioro de la neurogénesis hipocampal adulta
contribuye a la fisiopatologia de cuadros clinicos en la especie humana. No obstante, diversos
trabajos han identificado factores intrinsecos (o0 enddgenos, como las hormonas adrenales o
gonadales) y factores extrinsecos (o ambientales, como el ejercicio fisico o condiciones
enriquecidas) que influyen en la regulacion de la neurogénesis hipocampal adulta; sugiriendo que
ésta podria ser un proceso adaptativo fundamental para responder a desafios estresantes externos

e internos (Holmes, 2016; Lieberwirth et al., 2016).
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Neurogénesis Adulta y Estrés Cronico

La influencia del estrés sobre la neurogénesis hipocampal adulta se ha estudiado utilizando
un amplio rango de estresores (estrés social, estrés fisico, etc.). En suma, la investigacion basica
ha sugerido que el estrés podria suprimir la neurogénesis adulta (Dranovsky & Hen, 2006;
Schoenfeld & Gould, 2012); segln Briones y Gould (2019), este impacto supresor del estrés
sobre la neurogénesis sera dependiente no sélo de la etapa en la que ésta se encuentre, sino

también del tipo y duracion del estresor.

Actualmente se sabe que entre las potenciales funciones hipocampales se encuentra la
consolidacién y el sostenimiento de ciertos tipos de aprendizaje y memoria, la regulacion de la
ansiedad, y la modulacion del eje hipotdlamo-hipdéfisis-adrenal (HHA). Segln se ha propuesto,
estas funciones podrian alterarse por cambios en la neurogénesis adulta inducidos por estrés
cronico (Briones & Gould, 2019; Fa et al., 2014; Schoenfeld & Gould, 2012). Por ejemplo, de
acuerdo con Levone et al. (2015), la ablacion de la neurogénesis hipocampal podria no
condicionar la aparicién de la conducta tipo-depresiva, pero si promover la reactividad y
susceptibilidad al estrés; no condicionando sino facilitando la aparicion de conducta tipo-

depresiva.

Con relacion al estrés cronico y su estudio en modelos animales, se ha reportado que
presentar un estresor de forma prolongada genera un ciclo vicioso: en donde el estrés deteriora la
neurogénesis y los niveles bajos de neurogenesis imposibilitan su efecto en la mitigacion del
estres; comprometiendo la supervivencia de las neuronas neoformadas en la adultez (Schoenfeld
& Gould, 2012). Dentro de los modelos més comunes en el estudio de la relacion entre el estrés y

la neurogénesis hipocampal adulta, se encuentran el estrés cronico leve, el estrés prenatal, el
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estrés psicosocial, el estrés temprano y la administracion de glucocorticoides sintéticos (Toda et

al., 2018).
Estrés Experimental
Definicion

Los modelos animales han proporcionado incuantificable conocimiento a diversas
disciplinas. En particular, las ciencias del comportamiento han utilizado modelos o analogos
animales tanto para comprender a profundidad procesos psicolégicos y conductuales bajo
condiciones normales y patoldgicas, asi como para estudiar el efecto de diversas variables a
través de la manipulacion experimental (Escorihuela & Fernandez, 1998). En beneficio del
estudio del estrés, los modelos animales han aportado conocimiento sobre su correlato
neurobioldgico (Moscoso, 2009), sus repercusiones anatomo-funcionales en el sistema nervioso
(Gomez & Escobar, 2002; Rodriguez et al., 2013) y sus repercusiones conductuales (como

inducir conducta tipo-depresiva y conducta tipo-ansiosa en roedores) (Escorihuela & Fernandez,

1998).

El estrés puede definirse como una condicion o estimulo puntual, interno o externo, que
amenaza la homeostasis (Duval et al., 2010; Gémez & Escobar, 2002). La alteracion
homeostatica producida por estrés se acompafia de una respuesta neurobiolégica especifica que
modula la reaccién del organismo a los cambios ambientales a través de la actividad del eje

HHA, principal efector de la respuesta de estrés (Duval et al., 2010; Rodriguez et al., 2013).

Para estudiar el estrés en el contexto experimental, se han consolidado protocolos

especificos compuestos por uno 0 mas estresores, de distintas cualidades (fisicas o sociales, por
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ejemplo), de un estimulo o de estimulos diferentes (homotipico o heterotipico), de exposicion
corta o prolongada (agudo o crdnico), y con cierta intensidad (leve, moderado, severo),

consistencia o impredecibilidad (Schoenfeld & Gould, 2012).

Mecanismo Neurobioldgico: Eje Hipotadlamo-Hipofisis-Adrenal

La respuesta que desencadena un estresor esta directamente relacionada con la
coordinacion que el sistema nervioso central ejerce sobre el sistema nervioso autbnomo, el
sistema enddcrino y el sistema inmunoldgico (Gomez & Escobar, 2002). Con especial
protagonismo, la activacién del eje HHA genera en el organismo una secuencia especifica de
reacciones fisioldgicas y comportamentales en beneficio de la adaptacion al medio (Moscoso,
2009). Pese a que ya ha sido descrito ampliamente el mecanismo de accion del eje HHA, se
continda estudiando su relacion con la neurogénesis hipocampal adulta (Briones & Gould, 2019;

Fa et al., 2014; Schoenfeld & Gould, 2012).

La accion del eje HHA involucra tres principales agentes secretados a nivel del
hipotalamo, la hipdfisis y las glandulas adrenales. En principio, la subdivision medial
parvocelular del nacleo paraventricular del hipotdlamo (PVN, por sus siglas en inglés) secreta el
factor liberador de la corticotrofina (CRH) y arginina-vasopresina. A través del sistema
portahipofisiario, la CRH es llevada a las células corticotréficas de la adenohipéfisis, que
promueven la liberacion de adrenocorticotrofina (ACTH). A través de la circulacion sistémica, la
ACTH es llevada a las porciones fasciculada y glomerular de la corteza de las glandulas
suprarrenales, promoviendo la secrecion de glucocorticoides (y, en menor medida,
mineralocorticoides), ultimos efectores y principales moduladores del eje HHA, al torrente

sanguineo; principalmente, se liberara cortisol (en seres humanos) o corticosterona (en roedores)
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(Moscoso, 2009). Como reguladores por excelencia del eje HHA, los glucocorticoides informan
por retroalimentacion negativa a los componentes del eje y, a su vez, a estructuras con gran
cantidad de receptores a glucocorticoides y mineralocorticoides como la corteza prefrontal, la
amigdala, los nucleos septales y el hipocampo (Duval et al., 2010). Mediante la
retroalimentacion negativa, la presencia de glucocorticoides genera una disminucion en la
liberacion de CRH del PVN; lo que consecuentemente inhibe la secrecion de ACTH de la

adenohipofisis y termina la accion del eje HHA (Rodriguez et al., 2013).

Modelo de Estrés Crénico Restrictivo

Segln Toda et al. (2018), la exposicion prolongada a uno o diversos estresores induce las
conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en roedores. Como puede leerse en Son et al. (2019), el
primer paradigma de estrés crénico en roedores fue elaborado por Katz (1981) para estudiar la
conducta tipo-depresiva en roedores. Este modelo de estrés cronico consistia en un régimen de
estimulacion aversiva impredecible a lo largo de 21 dias; se presentaban: 60 minutos de
exposicion a electrochoques impredecibles, 40 horas de privacion alimentaria, cinco minutos de
nado forzado en agua a 4°C, 40 horas de privacion de la ingesta de liquidos, cinco minutos de
estrés caldrico a 40°C, inversion del ciclo luz/oscuridad, entre otros estresores (Katz, 1981).
Posteriormente, con base en el modelo de Katz (1981), Willner et al. (1987) propusieron un
modelo de estrés cronico leve que combinaba diversos estresores de intensidad suave como ruido
blanco, inclinacién de la caja de estabulacion, cama humeda, nado forzado, estrés social,
inversion del ciclo luz/oscuridad, y movimiento sacudido de la caja de estabulacion. Si bien este
modelo en principio se utilizé para el estudio el efecto de los antidepresivos en la conducta tipo-

anhedodnica inducida por estrés cronico, tiene una replicabilidad baja y requiere una aplicacion de
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cinco a nueves semanas. Con base en lo anterior, se han estandarizado protocolos simplificados

para el anélisis de psicopatologias como la depresién y la ansiedad (Son et al., 2019).

El estrés cronico restrictivo (también conocido como estrés cronico por inmovilizacién) es
un modelo de fécil aplicacién que es ampliamente utilizado para la induccion de conductas tipo-
depresiva y tipo-ansiosa en roedores (Chiba et al., 2012). Este modelo consiste en introducir al
roedor en un cilindro de acrilico para su inmovilizacién completa o parcial de una a ocho horas
al dia, por una a cuatro semanas (Son et al., 2019). En relacion con su aplicabilidad, el estrés
restrictivo también se ha utilizado para acentuar la manifestacion de sintomas tipo-depresivos y
tipo-ansiosos en edades tempranas y en la adolescencia: por ejemplo, en roedores de 15 dias de
edad (Carneiro et al., 2017), en roedores de 42-49 dias de edad (Chiba et al., 2012) y en roedores

de 65 dias de edad (Li et al., 2016).

Repercusiones Funcionales del Estrés Crénico Restrictivo

Repercusiones Neurobioldgicas. Con respecto a su relacién con la neurogénesis adulta, el
estrés cronico restrictivo se ha asociado con disminucidn en la proliferacion celular y suprimir la
supervivencia de nuevas neuronas en roedores (Lu et al. 2003, Pham et al., 2003). De acuerdo
con el experimento de estos autores, tras la restriccion de movimiento por 6 horas durante 21
dias, observaron una disminucion significativa de proliferacion celular en los sujetos
experimentales en comparacion con el grupo control; comprobaron, ademas, que someter a
restriccion de movimiento por 6 horas durante 42 dias acentud los efectos supresores del estres
sobre la neurogénesis adulta en el giro dentado. Sumado a ello, los resultados de diversas
investigaciones han sugerido que el decremento de neurogénesis por una experiencia crénica

estresante influye sobre la proliferacion, diferenciacion y supervivencia neuronal dependiendo de
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la intensidad y tipo del estresor (Briones & Gould; 2019; Fa et al., 2014; Schoenfeld & Gould,

2012; Westenbroek et al., 2004).

El estrés se acompafia de la actividad del eje HHA, cuyo mecanismo conlleva la liberacion
de glucocorticoides a la circulacién sistémica (Moscoso, 2009; Rodriguez et al., 2013). En
términos generales, los resultados de numerosos estudios sugieren que la exposicion prolongada
a la presencia glucocorticoides inhibe la neurogénesis adulta en el giro dentado del hipocampo
(Briones & Gould, 2019; Dranovsky & Hen, 2006; Fa et al., 2014; Schoenfeld & Gould, 2012).
Sin embargo, se continla estudiando el sustrato molecular que consigue este efecto. Como
hip6tesis preliminares, se ha propuesto que estos efectos pueden estar mediados directamente por
accion de los esteroides adrenales sobre los progenitores celulares o, por otro lado,
indirectamente por algun factor desconocido (como la accion de los glucocorticoides sobre

células granulares maduras o en sus aferencias) (Schoenfeld & Gould, 2012).

Repercusiones Conductuales. Diversos estudios han utilizado el estrés crénico restrictivo
para inducir conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en roedores. En un experimento, Chiba et al.
(2012) indujeron conducta tipo-depresiva y conducta tipo-ansiosa mediante la restriccion de
movimiento. Los sujetos experimentales fueron sometidos a 6 horas de restriccion por 28 dias
consecutivos; la conducta tipo-depresiva fue evaluada a través de la prueba de nado forzado y la
conducta tipo-ansiosa a travées de la prueba de laberinto en cruz elevado. En comparacion con el
grupo control, se observo que los sujetos experimentales aumentaron de peso, redujeron su
ingesta alimentaria, mostraron menor actividad promedio en brazos abiertos en la prueba de
laberinto en cruz elevado y mayor tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado. Otro

protocolo de restriccion cronica de movimiento de 6 horas por 28 dias fue aplicado por Xu et al.
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(2017). Estos investigadores estudiaron el efecto de los sintomas tipo-depresivos en roedores,
acentuados a través de este modelo, sobre procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria.
Otros investigadores, como O’Mahony et al. (2011), ejecutaron un protocolo de restriccion de
movimiento durante 2 horas por 10 dias para inducir conducta tipo-depresiva; la conducta tipo-
depresiva fue evaluada por la prueba de nado forzado. En su estudio, compararon las diferencias
entre las respuestas al modelo de estrés cronico restrictivo entre dos cepas de roedores: Wistar
Kyoto y Sprague Dawley. Lo que obtuvieron en sus resultados fue que los sujetos de la cepa
Wistar demostraron un aumento significativo de inmovilidad, asi como decremento significativo
de nado y escalamiento durante la prueba de nado forzado; resaltando la utilidad de esta cepa
para estudiar el efecto del estrés crénico restrictivo a nivel conductual. En otro estudio, Carneiro
et al. (2017) sometieron a los sujetos experimentales a restriccion de movimiento por 1 hora
durante 14 dias consecutivos. En sus resultados pudieron observar que, en comparacion con el
grupo control, los sujetos experimentales mostraron mayor conducta tipo-ansiosa en la prueba de
laberinto en cruz elevado. En suma, estas investigaciones comprobaron que el estrés crénico
restrictivo es un modelo efectivo para inducir conductas asociadas a estrés (conductas tipo-

depresiva y tipo-ansiosa) en roedores.
Enriquecimiento Social
Definicion
En el ambito experimental, el término “enriquecimiento social” refiere a la manipulacion
del proceso de estimulacion cognitiva y conductual a traves del establecimiento de una condicién

promotora de interacciones sociales (Baumans, 2005; Stewart, 2017). Con respecto a su

aplicacion en modelos animales, se han distinguido dos categorias: 1) enriquecimiento social con
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contacto indirecto y 2) enriquecimiento social con contacto directo. EI primero incluye sélo la
comunicacion que pueden establecer por medio de estimulos visuales, auditivos y olfativos, y
tiene lugar cuando los animales no comparten vivienda, pero si se encuentran estabulados en
espacios compartidos. EI segundo requiere un contacto directo mediante estabulacion compartida

por pares o por grupo (Baumans, 2005).

De acuerdo con Baumans (2005), el enriquecimiento social permite que los animales
adquieran un repertorio conductual mas amplio debido a las situaciones impredecibles que
generan sus conespecificos; particularmente, esta interaccion favorece el despliegue de
conductas de alertamiento y exploracion, de diversion y ocio, y conductas de seguridad. En ese
sentido, los modelos de enriquecimiento social se han utilizado para maximizar las conductas
especificas de la especie y para minimizar las conductas inducidas por estrés (Evans et al., 2012;

Gubert & Hannan, 2019; Kikusui et al., 2006; Zorzo et al., 2019).

Con relacion a la plasticidad cerebral, anteriormente se creia que vivir en condiciones
socialmente enriquecidas no tenia efectos sobre la plasticidad cerebral (Rosenzweig et al., 1978);
no obstante, estudios posteriores han reconocido su efecto promotor de neurogénesis en roedores
(Biggio et al., 2019; Nakagawa et al., 2019; Scaccianoce et al., 2006; Viana et al., 2019; Zaletel

etal., 2017).

Evidencias en Modelos Animales

Promotor de Neurogénesis. Principalmente, la investigacion de la relacion entre
socializacion y neurogénesis adulta se ha centrado en los efectos del aislamiento social sobre la
plasticidad cerebral (Scaccianoce et al. 2006). De acuerdo con Holmes (2016), el aislamiento

social se ha utilizado como mediador de la proliferacion y supervivencia neuronal en el
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hipocampo y, segun Toda et al. (2018), el crecimiento dendritico de las nuevas neuronas en
proceso de maduracion, asi como su conectividad, son sensibles a la exposicion a condiciones
enriquecidas. Pese a estos hallazgos, los mecanismos a través de los cuales el enriquecimiento
social consigue estos efectos no han sido completamente esclarecidos. En el experimento de
Nakagawa et al. (2019), evaluaron el efecto del aislamiento social por ocho semanas en la
conducta tipo-ansiosa y en la presencia del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por
sus siglas en inglés) en la sangre y saliva de roedores. En sus resultados, pudieron observar que
los roedores en condiciones enriquecidas socialmente presentaron no sélo menor conducta tipo-
ansiosa en la prueba de laberinto en cruz elevado, sino también mayores concentraciones de
BDNF tanto en plasma como en saliva. En otro estudio, Biggio et al. (2019) compararon el
efecto del aislamiento social, el enriquecimiento social y la reorganizacion social tras aislamiento
en la neurogénesis hipocampal. En comparacion con los sujetos experimentales expuestos a
enriquecimiento social, los sujetos en aislamiento social presentaron niveles reducidos de BDNF
y del factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus siglas en inglés) en el hipocampo; en el
mismo sentido, se observo que el enriquecimiento social, incluso tras el aislamiento social,

promovio los niveles de estas neurotrofinas.

Atenuador de las Conductas Inducidas por Estrés. De acuerdo con Kikusui et al.
(2006), los animales altamente sociales poseen una caracteristica distintiva: en presencia de
conespecificos, se recuperan mejor de experiencias aversivas. Se ha referido como
“amortiguamiento social” (social buffering en inglés) al efecto atenuador de estrés que se
observa en condiciones de enriquecimiento social con contacto directo tanto en vivienda
compartida, tanto por pares como por grupo (social housing en inglés) (Kikusui et al., 2006;

Kiyokawa et al., 2018; Wilkin & Menard, 2020).
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Para ilustrar estos efectos, estudios recientes como el de Wilkin y Menard (2020), una
condicion socialmente enriquecida (dos ratas en vivienda compartida) atenu6 la conducta tipo-
ansiosa inducida por un modelo de estrés intermitente. En otro estudio, Kiyokawa et al. (2018)
acentuaron los efectos amortiguadores del enriquecimiento social afiadiendo conespecificos a la
condicion de vivienda. De acuerdo con sus resultados, los efectos residuales del estrés, como las
conductas tipo-ansiosa y tipo-depresiva, podrian atenuarse conforme se expone a los sujetos
experimentales a un efecto amortiguador cada vez mas intenso (determinado por el nimero de

conespecificos).

Algunos estudios han obtenido hallazgos contradictorios con respecto a los efectos que el
estrés restrictivo tiene sobre la conducta y la neurogénesis. Por ejemplo, Li et al. (2016)
observaron que las ratas que se inmovilizaron 30 minutos por 10 dias presentaron mayor
conducta de exploracion en una prueba de aproximacion social en comparacion al grupo control;
lo que implicaria que el estrés cronico restrictivo podria reducir la conducta tipo-ansiosa en
roedores o invalidar su medicion en las pruebas conductuales tradicionales. Por otro lado,
Grégoire et al. (2014) y Rosenzweig et al. (1978) concluyeron que el agrupamiento social,
elemento de diversos estudios del enriquecimiento ambiental, no consigue explicar los efectos
que estas condiciones (cuando incluyen componentes fisicos y sociales) tienen sobre la estructura

cerebral.

Pese a la literatura contradictoria (Grégoire et al., 2014; Li et al., 2016; Rosenzweig et al.,
1978), el efecto atenuador del enriquecimiento social sobre las conductas inducidas por estrés
continta siendo de interés para las ciencias del comportamiento. Aunado a ello, se ha sugerido

que el amortiguamiento social podria funcionar no s6lo como atenuador de la disminucion en la
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neurogénesis ocasionada por estresores de indole no-social, sino también como promotor de ella
en condiciones no aversivas (Holmes, 2016). Con base en las propuestas anteriores, el presente
estudio pretende estudiar el efecto del enriquecimiento social sobre las conductas tipo-depresiva

y conducta tipo-ansiosa acentuadas a traves de un modelo de estrés crénico restrictivo.
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Planteamiento del Problema

Del estudio de la neurogénesis adulta se han consolidado dos grandes categorias de los
factores que son capaces de regular la formacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto. Por un
lado, se han reconocido factores intrinsecos, cuya actividad promueve o suprime la formacién de
nuevas neuronas, tales como las hormonas gonadales y las hormonas adrenales (Galea et al.,
2013); y, por otro lado, factores extrinsecos como aquéllos de indole social: el entorno social, la
manipulacion social, las interacciones sociales inter e intrasexuales, el estatus social, y la
experiencia sexual (Holmes, 2016; Opendak et al., 2016; Peragine et al., 2014). En comparacion
con los factores intrinsecos, el estudio de la relacién funcional y regulatoria entre la neurogénesis
adulta y la conducta social ha concebido una cantidad relativamente menor de investigaciones
(Gheusi et al., 2009; Holmes, 2016; Peragine et al., 2014). De acuerdo con Holmes (2016), lo
anterior se debe a la dificultad de estudiar la complejidad de las interacciones sociales aun en
condiciones experimentales. Asi, el entendimiento de como el entorno social moldea el cerebro 'y
como la conducta social es influida por la plasticidad neuronal, aportaria a la comprension del

significado ultimo de la neurogénesis adulta (Gheusi et al., 2009).

Con respecto al estudio del estrés, tanto en roedores como en seres humanos, la exposicion
prolongada a condiciones aversivas se ha asociado no sélo con alteraciones a nivel conductual
como el desarrollo de psicopatologias (tales como la depresion y la ansiedad), sino también con
alteraciones a niveles moleculares, estructurales y funcionales en diversas areas cerebrales
(Biggio et al., 2019). En particular, la presencia abundante de receptores a glucocorticoides
(ultimos efectores del eje HHA) en la formacion hipocampal, hacen de ésta una estructura

cerebral sumamente sensible al estrés. En términos morfoldgicos y funcionales, el estrés cronico
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se ha asociado con disminucion de la excitabilidad y el volumen hipocampal, la potenciacion a
largo plazo, la disfuncién en las memorias dependientes del hipocampo, la atrofia dendritica y la

supresion de la neurogénesis (Joels et al., 2007; Lucassen et al., 2019).

Recientemente, la investigacion con modelos animales ha advertido que el deterioro de la
plasticidad estructural podria contribuir a la fisiopatologia de desdrdenes depresivos y ansiosos.
La neurogénesis hipocampal, como sustrato de interés en esta materia por su alta plasticidad y
dinamismo, se estudia por su contribucion a la cognicién y la memoria, la flexibilidad
conductual, y la regulacion de la ansiedad (Toda et al., 2018). Por tanto, las implicaciones
neurofuncionales de la neurogénesis hipocampal contintan investigandose para determinar qué
namero limitado de nuevas neuronas en regiones dentadas sostiene sus efectos en la estructura y
funcion cerebral, asi como en la conducta (Lucassen et al., 2019). En contraste con las
condiciones estresantes, se ha sugerido que condiciones enriquecidas socialmente podrian
suscitar efectos antagonistas al impacto supresor del estrés sobre la neurogénesis hipocampal,
promoviendo la proliferacion celular y la atenuacion de conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa
(asociadas a la disfuncion del hipocampo) (Biggio et al., 2019; Mumtaz et al., 2018; Nakagawa
et al., 2019; Scaccianoce et al., 2006; Spritzer et al., 2011; Viana et al., 2019; Zaletel et al.,

2017).

Pese a que los mecanismos especificos a través de los cuales el enriquecimiento social
consigue estos efectos no han sido del todo develados, se ha propuesto que los beneficios de
contrarrestar al estrés con condiciones enriquecidas podrian extenderse hasta promover la
cognicion y la resiliencia neuronal (Biggio et al., 2019). Con base en lo anterior, los paradigmas

de enriquecimiento social se han utilizado para maximizar las conductas especificas de la especie
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y para minimizar las conductas inducidas por estrés (Evans et al., 2012; Kikusui et al., 2006;
Zorzo et al., 2019). Si bien hace unos afos se creia que vivir en condiciones socialmente
enriquecidas no tenia efectos sobre la plasticidad cerebral (Rosenzweig et al., 1978), estudios
posteriores han reconocido su efecto promotor de neurogénesis en roedores (Biggio et al., 2019;

Nakagawa et al., 2019; Scaccianoce et al., 2006; Viana et al., 2019; Zaletel et al., 2017).

Por tanto, es necesario aplicar distintos paradigmas de estrés crénico en roedores para
generalizar los hallazgos que se han obtenido en el estudio del estrés, la neurogénesis y el
enriquecimiento social. Sobre la misma linea, el presente proyecto confronta una condicion de
enriquecimiento social contra un modelo de estrés crénico restrictivo, ya que éste se ha reportado
capaz de suscitar conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa (Carneiro de Oliveira et al., 2017,
Chiba et al., 2012; Li et al., 2016; Xu et al., 2017) y suprimir la neurogénesis adulta en el giro
dentado de roedores (Fares et al., 2013; Pham et al., 2003;). El experimento en este proyecto de
investigacion pretende develar si una condicion experimental de enriquecimiento social tiene un
efecto atenuador sobre las conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa asociadas a un modelo de

estrés cronico restrictivo en roedores.
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Objetivos

General

Evaluar el efecto de una condicion experimental de enriquecimiento social sobre las

conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en un modelo de estrés cronico restrictivo en roedores.

Especificos

Describir el tiempo en las conductas de inmovilidad, de escalamiento y de nado en cada

grupo experimental y el grupo control durante la prueba de nado forzado.

Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacion (socializacion/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en

inmovilidad (conducta tipo-depresiva).

Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacién (socializacion/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en

escalamiento.

Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacion (socializacion/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en

nado.

Describir el tiempo en brazos abiertos, en brazos cerrados y en la interseccion en cada

grupo experimental y el grupo control durante la prueba de laberinto en cruz elevado.
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Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacion (socializacién/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en

brazos abiertos.

Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacion (socializacién/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en

brazos cerrados (conducta tipo-ansiosa).

Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacion (socializacion/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en la

interseccién de brazos.

Determinar si la interaccion entre la condicion de estabulacion (socializacion/individual) y
la condicion de estrés (sin estrés/con estrés cronico restrictivo) tiene efecto sobre el tiempo en

conducta tipo-depresiva y el tiempo en conducta tipo-ansiosa.
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Hipotesis
Hipdtesis de trabajo: la condicién de enriquecimiento social atenuard las conductas tipo-
depresiva y tipo-ansiosa acentuadas a través de un modelo de estrés crdnico restrictivo.
Hipotesis estadistica: la condicion de estabulacion tendré un efecto significativo sobre el
tiempo en conducta tipo-depresiva y el tiempo en conducta tipo-ansiosa.
Definicion de Variables
Definicion Nivel de
Variable EEIEIS 37 Instrumento
Conceptual Operacional VEllIEE e
asume

Conducta de Ausencia de movimientos, Tiempo a flote en ausencia de | De razén Prueba de nado
inmovilidad salvo los necesarios para movimientos, salvo los (segundos) forzado
(conducta tipo- mantener la cabeza a flote. necesarios para mantener la
depresiva) Conducta analoga a cabeza sobre la superficie del

sintomas de derrota y agua.

desesperanza en roedores.
Conducta de Movimiento rapido de Tiempo del movimiento rdpido | De razon
escalamiento extremidades anteriores al de extremidades anteriores al (segundos)

romper la superficie del romper la superficie del agua.

agua para desplazarse en un

eje vertical.
Conducta de Movimiento en remo de Tiempo del movimiento en De razén
nado extremidades anteriores y/o | remo de extremidades (segundos)

posteriores para desplazarse | anteriores y/o posteriores.

en un eje horizontal.
Tiempo en Tiempo de permanencia en Tiempo de permanencia en De razén Prueba de laberinto
brazos abiertos brazos abiertos. brazos abiertos. (sequndos) en cruz elevado
Tiempo en Tiempo de permanenciaen | Tiempo de permanencia en De raz6n
brazos cerrados | brazos cerrados. Conducta brazos cerrados. (segundos)
(conducta tipo- | analoga a sintomas de
ansiosa) evitacion en roedores.
Tiempo en Tiempo de permanenciaen | Tiempo de permanenciaenla | De razén
interseccion de la interseccidn de brazos. interseccion de brazos. (segundos)

brazos
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Método

Disefio del Estudio

Segun la clasificacion metodoldgica de Ato et al. (2013), se emple6 un disefio experimental
completamente aleatorizado con un modelo de dos factores fijos con dos niveles por factor:
condicion de estabulacion (Individual/Socializacion) y condicion de estrés (Con Estrés/Sin
Estrés). Con respecto a la presencia/ausencia de cada tratamiento, se conformaron cuatros grupos
independientes balanceados: tres grupos experimentales y un grupo control. Como variables
dependientes se consideraron los tiempos en conductas de inmovilidad (conducta tipo-
depresiva), de escalamiento y de nado, asi como el tiempo en brazos abiertos, en brazos cerrados

(conducta tipo-ansiosa) y en la interseccion de brazos.

Sujetos

Los sujetos experimentales fueron 24 ratas macho de la cepa Wistar con las que se
conformaron los grupos experimentales y el grupo control de acuerdo con los niveles de ambas
variables independientes: condicion de estabulacion (Individual/Socializacion) y condicion de

estrés (Con Estrés/Sin Estrés). Los grupos se conformaron como a continuacion se describen:

1) Grupo Individual/Sin Estrés (control) (n=6), en estabulacion individual y sin
exposicion cronica a estrés restrictivo;

2) Grupo Individual/Con Estrés (n= 6), en estabulacion individual y con exposicion
cronica a estrés restrictivo;

3) Grupo Socializacién/Sin Estrés (n= 6), en socializacion y sin exposicion crénica a

estres restrictivo y;
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4) Grupo Socializacion/Con Estrés (n= 6), en socializacion y con exposicion cronica a

estrés restrictivo.

Procedimiento

El proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Neurociencias de la Universidad
Iberoamericana Ciudad de México con la aprobacion de la Jefatura del Laboratorio. Los
animales se mantuvieron estabulados en cajas individuales o colectivas de acrilico transparente
con cama de aserrin. Durante su estancia en el bioterio, permanecieron bajo un ciclo de luz-

oscuridad invertido de 12 horas, a una temperatura de 24 + 2 °C, con agua y comida ad libitum.

En la Figura 1 se muestra el disefio experimental. Los sujetos experimentales
permanecieron con sus madres hasta el dia del destete (dia post natal [DPN] 21). Posteriormente
fueron estabulados en grupo en una condicion provisional y, a partir del DPN 24 y hasta el final
del experimento, se mantuvieron estabulados de acuerdo con el grupo al que aleatoriamente
fueron asignados. EI modelo de estrés cronico restrictivo comenzo el DPN 30 y consistio en la
introduccién del cuerpo completo del sujeto experimental en un tubo de acrilico por 1 hora
durante 14 dias consecutivos. Mientras la restriccion sucedia en un cuarto de manipulacion

experimental, los sujetos sin exposicién a estrés recibieron manipulacion por cinco minutos.

Las pruebas conductuales comenzaron el DPN 45, comenzando con la prueba de nado
forzado [PNF] (DPN 45y DPN 46) y finalizando con la prueba de laberinto en cruz elevado
[PLCE] (DPN 51). Ambas pruebas conductuales se ejecutaron en una habitacion acondicionada
para la ejecucion de las pruebas de manera individual. Para el registro y analisis conductual se
configurd una videocamara con el software ANY-maze, cuyo registro fue ciego a las condiciones

de grupo de los sujetos experimentales.
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Al finalizar las pruebas, se sacrifico a los sujetos. Finalmente, se exportaron los datos
registrados a la interfaz del software IBM SPSS version 25 para realizar el anélisis estadistico

pertinente.

Figural
Disefio experimental

Individual/Socializacién

sin estrés

b % sin estrés

b’bf
0 21 24 30 44 45 46 51  DPN
Nacimiento Destete )
estrés por restriccion PNE PLCE
v J
L{

;:’)91 estrés por restriccion

. Pruebas conductuales

Nota. DPN = dia post natal, PNF = prueba de nado forzado, PLCE = prueba de laberinto en
cruz elevado.

Pruebas Conductuales

Prueba de Nado Forzado

Originalmente desarrollada por Porsolt et al. en 1978, la prueba se lleva a cabo en un
cilindro de acrilico transparente de 20 centimetros de diametro y 45 centimetros de altura, con
agua a los 30 cm a una temperatura de 23 a 25°C. Consta de dos fases: una fase de preprueba (sin
registro conductual) y una fase de prueba (con registro conductual). En la fase de preprueba, el
sujeto es colocado dentro del cilindro por 15 minutos para promover la pronta adopcién de la
postura de inmovilidad durante la fase de prueba. Después de 24 horas de haber realizado la
preprueba, se lleva a cabo la prueba; donde el sujeto experimental es colocado dentro del cilindro

por 5 minutos para registrar el tiempo de inmovilidad (conducta tipo-depresiva), en nado
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(movimiento horizontal) y de escalamiento (movimiento vertical). La inmovilidad consiste en la
suspension del cuerpo de la rata con los minimos movimientos necesarios para mantener la

cabeza a flote (Slattery & Cryan, 2012).

Prueba de Laberinto en Cruz Elevado

Originalmente desarrollada por Handley y Mithani en 1984, la prueba se lleva a cabo en
una plataforma elevada 50 centimetros del suelo, conformada por dos brazos abiertos y dos
brazos cerrados (35 cm x 5 cm) unidos por una interseccién en forma de cruz. Para empezar la
prueba, el sujeto es colocado en la interseccion viendo hacia el brazo abierto; una vez colocado,
se registra el tiempo en brazos abiertos, el tiempo en brazos cerrados (conducta tipo-ansiosa) y el

tiempo en la interseccion de brazos. La prueba dura 10 minutos (Walf & Frye, 2007).

Consideraciones Eticas

El proyecto fue aprobado por la Jefatura del Laboratorio de Neurociencias de la
Universidad Iberoamericana Ciudad de México de acuerdo con las especificaciones técnicas para
la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio planteadas en las normas Oficiales
Mexicanas (NOM-029-Z00-1995 y NOM-062-Z00-1999) y en las Normas Internacionales
para la Investigacion Biomédica con Animales del Consejo de Organizaciones Internacionales de
Ciencias Médicas vigentes. Todos los sujetos experimentales fueron tratados con base en los
lineamientos especificados por la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
del National Institutes of Health (NIH), minimizando al maximo el nimero de animales. El
sacrificio de los sujetos se llevo a cabo con la menor exposicion a dolor posible, utilizando

camaras de anestesia con isoflurano.
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Andlisis de Datos

Se reportaron los registros de las pruebas conductuales para cada grupo: las conductas de
inmovilidad (conducta tipo-depresiva), de escalamiento y de nado se describieron mediante la
media y desviacion estandar del tiempo registrado en segundos; del mismo modo que los tiempos

(segundos) en brazos cerrados (conducta tipo-ansiosa), brazos abiertos e interseccion de brazos.

Para evaluar el efecto de la condicion de estabulacién (socializacién vs estabulacién
individual) y la condicion de estrés (sin estrés vs estrés cronico restrictivo) sobre cada una de las
variables dependientes, se realizé un analisis univariado de la varianza (ANOVA) de dos vias.
Posteriormente, con el fin de evaluar si existe una interaccion significativa entre la condicion de
estabulacion y la condicion de estrés considerando la relacion entre las conductas tipo-depresiva
(conducta de inmovilidad) y tipo-ansiosa (tiempo en brazos cerrados), se realiz6 un analisis
multivariado de la varianza (MANOVA) de dos vias. El nivel de significancia se estableci6 con
un valor p < .05 con pruebas de dos colas. Para las comparaciones maltiples por parejas de las
pruebas post hoc, tanto de los ANOVA como del MANOVA, se considero el ajuste para

comparaciones de Bonferroni.
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Resultados

Descripcion Conductual y Comparacién por Grupo en las Pruebas de Nado Forzado y de

Laberinto en Cruz Elevado

En la Tabla 1 se aprecian la media y desviacion estandar de cada registro conductual por
grupo. EI ANOVA de dos vias identificd que la interaccion principal (Condicion de Estabulacion
x Condicion de Estrés) no fue significativa para el tiempo en inmovilidad (F (1, 19y =2.85, p =
.108, »? = .13) ni para el tiempo en escalamiento (F (1, 23 = 1.14, p = .298, #* = .06). Con respecto
a los efectos principales, mientras que el anélisis revel6 que la condicion de estrés tampoco
resulto significativa para el tiempo en inmovilidad (F (1, 19) = 0.73, p = .405, #? = .04) ni para el
tiempo en escalamiento (F (1, 23) = 0.99, p = .333, 52 = .05), la condicidn de estabulacion se
evidencid significativa para ambos (F 1, 19) = 13.57, p =.002, * = .42; F (1,23 = 7.12, p = .015,
n? = .27, respectivamente). De acuerdo con el contraste de medias, los grupos en socializacion
(27.73 £ 11.02) presentaron significativamente menos tiempo en conducta de inmovilidad
(Figura 2a) en comparacién con los grupos en estabulacion individual (86.56 + 11.56). Por otro
lado, los grupos en socializacion (79.45 + 3.97) estuvieron significativamente méas tiempo en
conducta de escalamiento (Figura 2b) en comparacion con los grupos en estabulacion individual

(64.11 + 4.16) durante la prueba de nado forzado.

Finalmente, el ANOVA de dos vias identificd que la interaccion principal fue significativa
para el tiempo en conducta de nado (F (1, 19) = 4.61, p = .045, #? = .19). Las comparaciones por
parejas ajustadas con Bonferroni evidenciaron que las diferencias estadisticamente significativas
estaban entre los grupos Individual/Con Estrés e Individual/Sin Estrés (p = .030) y entre los

grupos Individual/Con Estrés y Socializacion/Con Estrés (p = .002) (Figura 2c).
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Figura 2

Registros conductuales por grupo durante la prueba de nado forzado

Nota. Media y desviacién estandar (+1) del tiempo en conducta de inmovilidad, de
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El ANOVA de dos vias identifico que ni la interaccion principal (Condicion de
Estabulacion x Condicion de Estrés) (F (1, 20) = 2.01, p =.179, ? = .11) ni los efectos principales
de condicion de estabulacion (F (i, 20) = 0.48, p = .497, 2 = .03) y de condicion de estrés (F (1, 20)
=0.01, p =.918, #2 = .00) tuvieron un efecto significativo sobre el tiempo en brazos abiertos

(Figura 3a) durante la prueba de laberinto en cruz elevado.

Por el contrario, el ANOVA de dos vias sefial6 que la interaccion principal fue
significativa para el tiempo en brazos cerrados (F ¢, 20) = 7.06, p = .017, #* = .31). Las
comparaciones por parejas ajustadas con Bonferroni evidenciaron que las diferencias
estadisticamente significativas estaban entre los grupos Individual/Sin Estrés y Socializacion/Sin
Estrés (p = .045) y entre los grupos Individual/Sin Estrés e Individual/Con Estrés (p = .020)

(Figura 3b).

Con respecto al tiempo en la interseccion de brazos, el ANOVA de dos vias identifico que
la interaccion principal fue significativa (F (1, 20) = 9.57, p = .007, 52 = .37). Las comparaciones
por parejas ajustadas con Bonferroni evidenciaron que las diferencias estadisticamente
significativas estaban entre los grupos Individual/Sin Estrés y Socializacion/Sin Estrés (p = .026)

y entre los grupos Individual/Sin Estrés e Individual/Con Estrés (p = .007) (Figura 3c).
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Figura 3

Registros conductuales por grupo durante la prueba de laberinto en cruz elevado
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Nota. Media y desviacion estandar (£1) del tiempo en brazos abiertos, en brazos cerrados y en

la interseccidn de brazos por grupo durante la prueba de laberinto en cruz elevado.

*p<.05
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Tabla 1
Registros conductuales por grupo durante las pruebas conductuales
Individual Socializacion
Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés
Inmovilidad 66.28 + 45.08 106.84 + 57.30 34.41 +22.77 21.05+10.5
Escalamiento 58.17 + 8.06 70.04 £17.62 79.66 + 11.50 79.23+1491
Nado 235.54 +50.70 183.11 + 45.88 245.92 £ 28.21 259.70 = 14.05

Brazos abiertos 28.32 + 28.64 60.60 + 58.81 73.14 + 47.50 45.30 + 49.65
Brazos cerrados 533.16 + 63.87 414.28 + 60.21 432.82 +49.27 487.60 + 106

Interseccion 38.52 + 38.04 107.86 £ 19.94 93.40 £ 15.61 65.14 £ 53.76

Nota. Media y desviacién estandar de cada registro conductual por grupo durante las pruebas
de nado forzado y de laberinto en cruz elevado.

Comparacion Entre Grupos de las Conductas Tipo-Depresiva y Tipo-Ansiosa

Para presentar los resultados del modelo MANOVA de dos vias, se consideraron la
conducta de inmovilidad como la conducta tipo-depresiva y el tiempo en brazos cerrados como

la conducta tipo-ansiosa.

Contemplando la conducta tipo-depresiva y la conducta tipo-ansiosa, el MANOVA de dos
vias identificd que la interaccion principal (Condicion de Estabulacion x Condicion de Estrés) no
fue significativa (F (2, 14) = 2.85 p = .091, #? = .29). Empero, mientras que el analisis revel6 que la
condicion de estrés tampoco resulto significativa (F (2, 14y = 0.35, p = .712, #% = .05), la condicion

de estabulacion se evidencio significativa (F (2, 14) = 5.03, p = .023, 52 = .42).
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En tanto a la condicion de estabulacion como efecto principal significativo, el contraste de
medias determind diferencias estadisticamente importantes para la conducta tipo-depresiva (F (,
15 = 8.11, p = .012, #? = .35), no asi para la conducta tipo-ansiosa (F (1, 19) = 0.11, p = .749, 5? =
.01) en relacién con la condicion de estabulacion; es decir, los grupos en socializacion (29.14 +
12) presentaron significativamente menos tiempo en conducta tipo-depresiva en comparacion
con los grupos en estabulacion individual (78.83 + 12.70) durante la prueba de nado forzado

(Figura 4).

Figura 4
Tiempo en conducta tipo-depresiva y conducta tipo-ansiosa por condicion de estabulacion
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depresiva y en conducta tipo-ansiosa por condicion de estabulacion durante las pruebas
conductuales.

*p<.05
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Al contrastar los resultados obtenidos en el modelo univariado con el modelo multivariado,
se encontrd que el hallazgo del ANOVA de dos vias, referente al efecto significativo de la
condicion de estabulacion sobre la conducta tipo-depresiva, se mantuvo en el MANOVA de dos
vias. Por otro lado, para la conducta tipo-ansiosa, el ANOVA de dos vias sefial6 que la
interaccion principal (Condicién de Estabulacion x Condicion de Estrés) fue significativa; sin

embargo, este hallazgo no se mantuvo en el MANOVA de dos vias.
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Discusién

El presente proyecto estudié el efecto del enriquecimiento social sobre las conductas tipo-
depresiva y tipo-ansiosa acentuadas a través de un modelo de estrés crénico en roedores.
Particularmente, se evalud el efecto de la manipulacién de la condicion de estabulacion, asi como
su interaccion con un modelo de estrés cronico restrictivo, sobre la conducta de inmovilidad
(asociada a sintomas de desesperanza) y la aversion a espacios abiertos y elevados en dos
pruebas conductuales ampliamente utilizadas en la investigacién con modelos animales. Los
resultados obtenidos sugieren que una condicion experimental de enriquecimiento social tiene
efectos atenuadores significativos sobre la manifestacion de la conducta tipo-depresiva, no asi
sobre la manifestacion de la conducta tipo-ansiosa. Hasta ahora, son escasos los estudios que
evaluan el efecto de condiciones enriquecidas socialmente sobre més de una conducta asociada a
la exposicion de estrés; ademas de que las investigaciones se han limitado a confrontar estos
efectos contra modelos de estrés crénico por aislamiento social. Por tanto, el presente proyecto
contribuye al fortalecimiento del estudio del enriquecimiento social como atenuador de la
conducta tipo-depresiva, asi como a las consideraciones sobre la efectividad de la restriccion

cronica de movimiento para acentuar conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en roedores.

Resultado Principal: Conducta Tipo-Depresiva

En el proyecto se encontro que el enriquecimiento social actia como un atenuador robusto
de la manifestacion de conducta tipo-depresiva, lo que concuerda con los resultados de estudios
recientes (Kikusui et al., 2006; Kiyokawa et al., 2018; Wilkin & Menard, 2020). Entre ellos, Du
Preez et al. (2021) reportaron menor tiempo en inmovilidad durante la prueba de nado forzado en

grupos en enriquecimiento social en comparacion con grupos en estabulacién individual tras un
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modelo de estrés cronico impredecible. De manera consistente a sus resultados, en el presente
proyecto los grupos en la condicidn de enriquecimiento social mostraron significativamente
menos tiempo en inmovilidad que los grupos en estabulacién individual. Al respecto, se mostro
en el modelo multivariado considerando ambas conductas asociadas a la exposicion de estrés
cronico (conducta tipo-depresiva y conducta tipo-ansiosa), lo que evidencia el efecto atenuador
robusto de condiciones enriquecidas socialmente. Como correlato subyacente a este hallazgo, se
ha de considerar la mediacién del efecto promotor de neurogénesis hipocampal que tiene la
exposicion a enriquecimiento social. A este respecto, Lu et al. (2003) sefialan que podria existir
mayor supervivencia y proliferacion neuronal en el giro dentado del hipocampo (estructura
implicada en la regulacion del afecto) de los roedores en condiciones de estabulacion compartida
en comparacion con los roedores en estabulacion individual. Estos autores mostraron lo anterior
en roedores expuestos a enriquecimiento social durante la adolescencia temprana (DPN 22) de 4
a 8 semanas. Del mismo modo, sus resultados sugieren que las modificaciones que los estimulos
ambientales (como la estimulacion social) suscitan sobre la neurogénesis hipocampal, no son
dependientes de mecanismos neurobioldgicos subyacentes a los insultos del estrés o de los

esteroides adrenales.

Resultado Principal: Conducta Tipo-Ansiosa

Al contrario, de acuerdo con el anélisis realizado, el enriquecimiento social no atenud la
manifestacion de la conducta tipo-ansiosa. Se hipotetiz6 que, en comparacion con los grupos en
estabulacion individual, los grupos en la condicion de enriquecimiento social mostrarian menor
tiempo en brazos cerrados y mayor tiempo en brazos abiertos; porque la evitacion de espacios

abiertos y elevados no se veria acentuada por los efectos del estrés cronico. Si bien los grupos en



ENRIQUECIMIENTO SOCIAL Y ESTRES CRONICO
42

condicion de enriquecimiento social mostraron mayor tiempo en brazos abiertos en comparacion
con los grupos en estabulacion individual, esta diferencia no fue significativa. Lo anterior podria
deberse tanto a la inefectividad del modelo de estrés cronico para acentuar conducta tipo-ansiosa,
asi como por el registro conductual inadecuado por las cualidades de la interpretacion de la
prueba de laberinto en cruz elevado, donde el registro de la actividad locomotora durante la
exploracién de brazos esta influido por la confrontacién de la preferencia por explorar espacios
novedosos contra la aversion a espacios abiertos y elevados. Posiblemente, la prueba de campo
abierto, donde no se presenta esta confrontacion, habria revelado un registro conductual méas
preciso de la manifestacion de sintomas tipo-ansiosos, permitiendo considerar la actividad
locomotora sin influencia de otras variables. La literatura al respecto sugiere que el
enriquecimiento social de hecho logra atenuar la manifestacion de la conducta tipo-ansiosa,
medida a través de la prueba de laberinto en cruz elevado (Zorzo et al., 2019). Empero, algunos
estudios han encontrado hallazgos contradictorios. Por ejemplo, Wilkin y Menard (2020)
reportaron que el estrés cronico intermitente (12 dias) promueve la tendencia de exploracion en
los brazos abiertos durante la prueba conductual, mientras que una condicién de enriquecimiento
mitiga este efecto: esperando, entonces, mayor tiempo en brazos cerrados. Similar a este
hallazgo, Li et al. (2016) observaron que las ratas que se inmovilizaron 30 minutos por 10 dias
presentaron mayor conducta de exploracion en una prueba de aproximacion social en

comparacion al grupo control.

Resultado Secundario: Modelo de Estrés Cronico Restrictivo

Con respecto al modelo de estrés cronico utilizado, los resultados obtenidos indican que la

aplicacion cronica de estrés restrictivo por 1 hora durante 14 dias consecutivos no acentuo la
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manifestacion de las conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa en las pruebas conductuales
utilizadas. Este hallazgo es contradictorio a la imperante literatura cientifica de modelos de estrés
cronico restrictivo de distinta duracion que sefiala su efectividad para inducir conducta tipo-
depresiva y/o conducta tipo-ansiosa: 2 horas por 10 dias (O’Mahony et al., 2011), 1 hora por 14
dias (Carneiro et al., 2017), 2 horas por 15 dias (Son et al., 2019), 6 horas por 21 dias (Liu et al.,
2016), 6 horas por 28 dias (Chiba et al., 2012; Xu et al., 2017). Sin embargo, consistente a lo
encontrado en el presente proyecto, en el estudio de Sahin et al. (2019) compararon la
efectividad de dos modelos de estrés crénico restrictivo (45 minutos por 10 dias vs dos sesiones
de 45 minutos por 10 dias) y, de acuerdo con sus resultados, ambos modelos fallaron en la
acentuacion de conducta tipo-depresiva, medida a través de la prueba de nado forzado; no
obstante, referente a la conducta tipo-ansiosa, encontraron diferencias importantes entre ambos
modelos y el grupo control, lo que evidenci6 la efectividad de ambos paradigmas para acentuar
la manifestacion de la conducta tipo-ansiosa, medida a través de la prueba de campo abierto.
Estos resultados sugieren que el estrés cronico restrictivo consigue sus efectos sobre la conducta
tipo-ansiosa a partir de aplicaciones de duracién y cronicidad mas amplias que la utilizada en
este proyecto. Sobre el correlato neurobiolégico que sostiene la efectividad del modelo de estrés
cronico restrictivo para pronunciar conductas asociadas a psicopatologias (tales como la
depresién y la ansiedad), Lucassen et al. (2019) discuten que el deterioro de la neurogénesis
hipocampal conllevaria la observacion de un decremento significativo en el namero de neuronas
nuevas en el giro dentado del hipocampo de los roedores sometidos a tal modelo en comparacion
con roedores no expuestos a estrés cronico. Y, en consecuencia, sugieren una reduccion del
volumen hipocampal y de la arborizacion dendritica que, finalmente, podria predisponer al

desarrollo de psicopatologias tales como sintomas tipo-depresivos y tipo-ansiosos en roedores.
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Fortalezas y Limitaciones

La principal fortaleza del presente proyecto radica en la inclusion de un analisis
multivariado que permitio revelar los efectos robustos de condiciones enriquecidas socialmente
en la atenuacién de la conducta tipo-depresiva. Estudios anteriores han ignorado el manejo
estadistico adecuado de variables altamente correlacionadas entre si (como la conducta tipo-
depresiva y la conducta tipo-ansiosa, ambas asociadas a la exposicién de estrés cronico) para
sostener sus conclusiones y confrontar la consistencia de sus hallazgos. Como ventajas de
realizar analisis multivariados son: el aumento de la potencia de la prueba, la deteccion de
patrones de respuesta multivariados y el control de la tasa de error por familia. Sobre las
limitaciones principales del proyecto, se sefialan las caracteristicas especificas de los sujetos
experimentales que condicionan el alcance de la generalizacién de los hallazgos reportados:
cepa, edad, sexo, genética, experiencia social y de estrés previa, etc. Con respecto al modelo de
variables dependientes, una limitacién importante es no considerar variables que posiblemente se
encuentren mediando los registros conductuales como variables cognitivas dependientes de
hipocampo (por ejemplo, la memoria de reconocimiento social) y variables biolégicas (por
ejemplo, cuantificacion de neurogénesis hipocampal). Futuros estudios deben contemplar
variables de respuesta que expliquen la manifestacion precisa de conductas asociadas a la
exposicion a enriquecimiento social y estrés cronico. En torno a las pruebas conductuales
utilizadas, se deben seleccionar las pruebas cuyo fundamento e interpretacion de registro sea
compatible y faciliten su manejo en modelos multivariados. Estudios ulteriores deben examinar
la compatibilidad de la prueba de nado forzado con la prueba de campo abierto, la cual es
preferentemente utilizada en combinacion con la prueba de nado forzado debido a la

interpretacion de su registro conductual. Finalmente, en relacion con el modelo de estrés cronico
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aplicado en el presente proyecto, una limitacion es que fue sensible sus efectos en la acentuacion
de las conductas evaluadas a través de las pruebas conductuales que se han reportado en otros
estudios, por lo que se recomienda sélo aplicar protocolos de estrés cronico restrictivo que hayan

demostrado su efectividad en diversas replicaciones.

Conclusion

En conclusién, los hallazgos de este proyecto proveen un marco de referencia que se suma
a los estudios mas recientes que abordan la interaccion entre el enriquecimiento social y distintos
modelos de estrés crénico en roedores. Con respecto al enriquecimiento social, los resultados
demuestran que tiene efectos atenuadores robustos sobre la manifestacion de conducta tipo-
depresiva que se mantienen incluso en andlisis multivariados. Estos efectos, como se ha sugerido
en otros estudios, podrian tener un alcance no sélo protector sino reparador de los efectos
nocivos del estrés, tanto agudo y crdnico, sobre la conducta. Ademas, en contradiccidn con otras
investigaciones, el analisis realizado revel6 que la aplicacion de 1 hora por 14 dias de estrés
restrictivo no acentu6 las conductas tipo-depresiva y tipo-ansiosa evaluadas a través de la prueba
de nado forzado y de laberinto en cruz elevado. Futuras investigaciones deben confrontar
paradigmas de enriquecimiento social contra diversos modelos de estrés, asi como replicar sélo
aplicaciones robustas del modelo de estrés crdnico restrictivo que consigan evidenciar sus
caracteristicas y efectos particulares sobre el comportamiento y el cerebro; ademas de considerar

la evaluacion conductual a traves de pruebas con alta compatibilidad.
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