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Abreviaturas.

BMP: Proteina Basica de la Mielina

CA: Crianza artificial

CS: Célula de Schwann

DG: Dia Gestacional

DPN: Dia Postnatal

MAG: Glucolipido Asociado a la Mielina
nSU: Nervio sural

OPC: Células progenitoras de Oligodendrocitos
PAC: Potencial de Accion Compuesto.
PDM: Potenciales del Dorso de la Médula
SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema Nervioso Periférico

xU: Veces Umbral
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l. Resumen

En este estudio analizamos si las interacciones entre la madre-cria y entre
compaferos de camada durante el periodo postnatal pre-destete tienen influencia
sobre las caracteristicas electrofisioldgicas e histologicas del nervio sensorial sural
(nSU) de la rata en el dia postnatal 60. Para este propdsito, formamos camadas de
1, 3, 6, 9y 12 crias macho las cuales fueron rutinariamente pesadas hasta el dia
postnatal 60 (DPN60). En el DPN8 y 9 fue evaluada la conducta de lamido materno,
y el consumo de leche fue medido en el DPN10. Los datos muestran que las
camadas con 3 y 6 integrantes muestran un mayor consumo de leche y peso
corporal en comparacién con los grupos con una sola cria (1P) o los grupos de
camadas grandes (9P) Y (12P). Adicionalmente, el andlisis intra-camada mostro
gue las crias pesadas y ligeras de los grupos 9P y 12P mostraron diferencias
significativas en el aumento corporal medido hasta la edad adulta (DPNG60). El
analisis del lamido materno mostro que las camadas numerosas (9P) y (12P)
reciben significativamente menor numero y duracién de lamidos maternos en
comparacion con las camadas mas pequefias. En el DPN 60 la evaluacion de las
caracteristicas electrofisioldgicas e histolégicas del nSU mostré que los grupos 6P
y 9P tuvieron una mayor area del potencial de accion compuesto (PAC) asi como
una mayor proporcion de axones con mayor grosor de mielina. En conjunto, en la
presente tesis proponemos que la compleja interaccion de factores sociales,
sensoriales y nutricionales durante el periodo postnatal pre-destete tienen una
influencia sobre el desarrollo de la mielinizacion y la capacidad de propagacion de
potenciales de accion en el nervio sensorial sural (nSU) de la rata macho,
mostrando asi una alta plasticidad en el desarrollo del SNP durante periodos

criticos del desarrollo.



[I. Abstract

This study was aimed to analyze if mother and littermates relationships during the
pre-weaning period modify morphological and functional characteristics of the rat’s
sural nerve (nSU) at the postnatal day 60 (PND60). In order to evaluate this effect,
experimental groups composed of 1, 3, 6, 9, and 12 male pups were formed. Pups
were routinely weighed during the pre-weaning and post-weaning postnatal period.
At PND8 and 9, the maternal licking received by the pups was analyzed and in PND
10 milk intake was measured. Our results indicated that pups from litters with 3 or 6
pups (3P, 6P) showed greater milk consumption and body weight than pups without
siblings or from 9P or 12P litters. In addition, heavy and light siblings raised in 9P or
12P litters showed statistically significant differences in body weight which were
maintained until adulthood. On the other hand, pups from large litters receive less
tactile stimulation through maternal licking (normalized for litter size) compared to
small litters at PND 8 and 9. At PND60, nSU of rats from 6P and 9P litters showed
greater compound action potential (CAP) area and amplitude and higher proportion
of axons with large myelin thickness than nerves from rats of 1P, 3P, or 12P litters.
nSU of heavy rats from 6P and 9P litters had greater CAP area and myelination than
light rats from the same litters. Taken together, the data show that a complex
interplay of sensory, social and nutritional factors derived from mother and littermate
interactions during the pre-weaning period (critical window in develop of PNS)
influence the myelination and propagation of action potentials in the nSU of rats

lasting until adulthood.



1 Introduccién

El desarrollo del Sistema Nervioso (SN) de especies altriciales se caracteriza
por la presencia de periodos “sensibles o criticos” que ocurren en ventanas
temporales, los cuales se presentan de manera secuencial durante el desarrollo
pre- y postnatal de los animales. Tanto en los humanos como en la rata, se han
caracterizado diversos periodos criticos de diversos procesos que ocurren en
etapas tempranas del desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC), entre los que
se encuentran: la macro- y micro-neurogénesis, gliogénesis, sinaptogénesis, asi
como la mielinizacion (ver mas adelante; Rice y Barone 2000). Dichas ventanas de
tiempo son altamente susceptibles a factores sociales y ambientales que son
capaces de modificar el fenotipo morfolégico, fisiologico y conductual de los
individuos (Knudsen, 2004; Meredith, 2015).

Los principales factores que influyen en tales periodos criticos son los nutricionales,
sensoriales y sociales, en los que la madre y los hermanos tienen una gran
influencia (Fleming et al., 2002; Hudson et al., 2011; Lomanowska y Melo, 2016).
La participacion de la experiencia sensorial durante los periodos criticos ha sido
ampliamente estudiada en el SNC (por ejemplo: en la caracterizacion de los
periodos criticos de la maduracion de la corteza visual; Hensh, 2005) pero hasta

ahora ha sido menos explorado en el Sistema Nervioso Periférico (SNP).

La presencia de los periodos criticos en la propagacién de la informacién sensorial
cutanea ha sido relativamente poco explorada hasta ahora a pesar de su relevancia
biologica, esto debido a que con la activacién aferente se generan codigos de
frecuencia de los potenciales de accién producidos en los receptores sensoriales
los cuales son conducidos por los axones nerviosos contenidos en los nervios
periféricos hacia el SNC lo que representa un paso determinante en el
procesamiento de la experiencia sensorial, por lo tanto resulta de gran interés su

abordaje para el estudio del desarrollo temprano del SNP.

Se ha mostrado que el contexto social y los estimulos sensoriales (tactiles) ejercen

una gran influencia en el desarrollo del SNP de la rata. Interesantemente, la
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supresion de los estimulos sociales en un modelo de crianza artificial, en el que las
crias son aisladas de su madre y de sus compafieros de camada, induce una
notoria reduccién en la amplitud del Potencial de Accibn Compuesto (PAC) y una
disminucién del grosor de la mielina de los axones del nervio sural (nSU). Estos
cambios, empiezan a manifestarse en una ventana especifica de tiempo (entre los
DPN 7 y 14) del desarrollo postnatal de las crias y se mantienen hasta la adultez
(Zempoalteca, et al, 2021, Segura, et al 2017). Lo anterior, genera consecuencias
en la experiencia sensorial de los animales en desarrollo y en la edad adulta.

En la rata, el desarrollo temprano se caracteriza por estar dentro de un nicho
complejo donde los factores sociales y los estimulos sensoriales (provenientes de
la madre y de los compaferos de camada), aunados con factores nutricionales
(cantidad y calidad de la leche materna) en conjunto modelan diversos fenotipos
gue se expresan a corto y largo plazo. En este sentido, la modificacion del tamafio
de la camada ha resultado un modelo simple, pero util, para analizar la participacion
de los factores sociales y nutricionales, esto debido al distinto grado de
competencia por recursos alimenticios (P.ej leche) y/o sitios térmicamente
ventajosos (i.e durante el agrupamiento) que se presenta en camadas pequefias
(P. ej. 3 crias por camadas) y camadas grandes (P.ej. 12 crias por camada). Mas
aun, es posible evaluar el efecto de la privacidbn postnatal de los estimulos
provenientes de los compafieros de camada durante el desarrollo temprano
(privacion de hermanos). Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias del
efecto que tienen estas variables, en su conjunto, en el desarrollo del SNP de la

rata

11



2 Antecedentes

2.1. Periodos criticos del desarrollo del Sistema Nervioso

Dentro de la etapa postnatal pre-destete de los mamiferos se presentan
periodos criticos en el desarrollo del sistema nervioso, los cuales pueden ser
modificados o alterados por factores genéticos, epigenéticos y/o ambientales. Un
periodo critico, se considera como el lapso durante el cual se expresa la maxima
actividad de eventos especificos (P. ej., neurogénesis, gliogénesis, migracion
celular, diferenciacién celular, etc.). Este concepto deriva de la observacion de que
los procesos organizacionales en los organismos pueden ser alterados con mayor
facilidad durante los periodos de tiempo en los que la velocidad de desarrollo es
mayor. En ese sentido, se puede considerar que el sistema nervioso tiende a
desarrollarse en forma de “saltos y limites” mas que por un proceso continuo y
persistente, de tal manera que la presencia de condiciones especificas, internas o
externas son necesarias para el desarrollo normal y, en ausencia de éstas, se
presentan alteraciones irreversibles en el organismo (Morgane et al., 1993;

Erzurumlu y Gaspar., 2012).

El desarrollo del sistema nervioso de la rata se caracteriza por presentar diversos
periodos criticos de desarrollo (Figura 1), los cuales se observan como ventanas
de tiempo en los que ocurren de manera organizada y secuencial los procesos de
neurogénesis, diferenciacién, apoptosis y maduracion, entre otros. En la rata
durante el desarrollo embrionario, en donde se considera el dia gestacional 0 DGO
como el dia posterior a la cépula, se manifiestan una serie de eventos relacionados
con la neurulacion (formacion del tubo neural) durante el periodo comprendido entre
el (DG6 y el DG11, la cual se acompafia, en forma desfasada, de la gliogénesis
temprana (DG8-DG14) y la microneurogénesis (DG14-DG20). Dado que los
roedores mamiferos altriciales, el desarrollo esta lejos de completarse al
nacimiento, por ejemplo, la gliogénesis tardia (Tanto en el SNC como en el SNP)

tiene su periodo critico alrededor del dia postnatal 2 (DPN2).

Cabe sefialar que algunos periodos criticos del desarrollo del sistema nervioso se

extienden varios dias después del nacimiento, por ejemplo, la mielinizacién de los
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Gliogénesis Temprana/\

axones del nervio ciético se inicia en el DG20 y su pico maximo ocurre alrededor
del DPN14, mientras que en el cerebro termina en el DP21 (Rice y Barone., 2000;
Morgane et al., 1993; Erzurumlu y Gaspar., 2012).

Por otra parte, en el SNC la mielinizacion se extiende hasta largos periodos
postnatales, por ejemplo, en el humano es conocido que la mielinizacion del cerebro
(cuerpo calloso) tiene un pico maximo alrededor de los 3 afios postnatales, mientras
gue en la rata la maxima expresion de la mielinizacion en el cerebro se da posterior
al destete (DPN21) (Figura 1).

Nacimiento Destete

N. Ciatico
Mielinizacion P e

.

—

_/\

Macroneurogénesis

Figura 1. Periodos criticos en el desarrollo de la rata. Algunos ejemplos del proceso de
desarrollo del sistema nervioso de la rata durante el periodo pre-natal (Gliogenesis
temprana y macroneurogenesis) y postnatal (mielinizacién, gliogenesis tardia y
microneurogenesis). Los mamiferos altriciales son caracterizados por presentar periodos
criticos del desarrollo durante el periodo post-natal. (Modificado de Morgane et al.,1993)

2.1.1 Plasticidad de los periodos criticos

En el contexto de los periodos criticos del desarrollo, resulta importante
contemplar el término de plasticidad, el cual ha sido ampliamente utilizado para
resaltar los cambios estructurales, funcionales y conductuales que ocurren en torno
a la respuesta a una alteracion o dafio en los sistemas sensoriales durante el
periodo postnatal temprano. Considerando que a menudo se muestran picos de

maxima actividad poco después del nacimiento, los cuales declinan paulatinamente
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con la edad, es factible suponer que existen diferentes etapas para inducir
plasticidad de diversas experiencias sensoriales o sensori-motoras (Erzurumlu y
Gaspar., 2012; Hubener y Bonhoeffer 2014). En este sentido, uno de los sistemas
sensoriales mas estudiados es el sistema visual en el cual se puede determinar el
efecto que tiene la privacion sensorial a través de la oclusién de un ojo (dias o
semanas, dependiendo de la expectativa de vida de cada especie) sobre la pérdida
de la agudeza visual en el ojo ocluido (ambliopia). De manera interesante, el efecto
de la experiencia sensorial ocurre solo durante los periodos criticos del desarrollo
(Hensh., 2005).

Por otra parte, se conoce en el sistema somatosensorial de la rata que, al seccionar
de manera unilateral las vibrisas mistaciales al nacimiento (pero no en la edad
adulta) provoca una disminucion significativa en la representacion topografica del
area cortical motora contralateral de la vibrisa cortada, lo que a su vez genera
patrones anormales de movimiento. Lo anterior evidencia como la relacion
anatomofuncional entre la corteza somatosensorial (S1) y la corteza motora en
desarrollo (M1) esta delimitada por la entrada sensorial durante ventanas

temporales especificas (Huntley 1997).

2.1.2. Nutricion perinatal y periodos criticos del desarrollo

La experiencia sensorial ha sido considerada como una importante fuente de
estimulos que pueden influir en el modelado de una gran variedad de fenotipos
neurofisiolégicos y conductuales, poniendo en evidencia la plasticidad del sistema
nervioso. Sin embargo, muchos otros factores externos también afectan el
desarrollo temprano del SNC y SNP. Dentro de tales factores, la nutricion es
considerado un factor relevante para la expresion de la plasticidad neuronal, dado
gue el neurodesarrollo es un proceso con alta demanda metabdlica (el cerebro
consume el 60% de la energia del recién nacido; Kuzawa, 2005). Por lo tanto, el
desarrollo 6ptimo del SNC depende del adecuado aporte de nutrientes, tales como
proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales con el fin de cumplir con las

necesidades metabdlicas y funcionales de los organismos. (Georgieff et al., 2015).
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En relacion con lo anterior, se han caracterizado ampliamente los efectos de la
desnutricion crénica o aguda sobre los animales en desarrollo (prenatal y/o
postnatal). Durante tales periodos, se evidencian en mayor proporcion los efectos
del déficit alimenticio en una importante variedad de procesos ontogenéticos, en
particular, en la mielinizacion de los axones de los nervios periféricos (Segura et al.,
2004; Quiroz et al., 2011; Quiroz et al. 2013). Segura y colaboradores (2001)
mostraron el efecto que ejerce la desnutricion y la malnutricion cronicas sobre los
potenciales de accién compuesto (PAC) en el nSU de la rata en desarrollo (8,12,
16, 25, 30, 60 y 90 dias postnatales) mostrando una reduccion significativa en el

componente A del PAC (Figura 2).

A B
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Figura 2 Efecto de la desnutricibn crénica en las caracteristicas histolégicas y
electrofisiologicas del nSU de la rata. A) microfotografias y trazos representativos del efecto
de la desnutricion en las caracteristicas histologicas y electrofisiolégicas del nSU. B)
Andlisis cuantitativo del efecto de la desnutricion crénica sobre el grosor de la mielina 'y el
area del PAC.
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Asi mismo, el andlisis histologico de los nervios mostré una reduccion significativa
en el grosor de la vaina de mielina de los axones en animales desnutridos y
malnutridos (Figura 2B), lo cual permitié a los autores explicar el déficit funcional
del nSU como debida a una inadecuada mielinizacion de los axones durante el
desarrollo postnatal de la rata desnutrida.

Ademas, Quiroz y colaboradores (2011, 2013) mostraron que la estimulacion
eléctrica del nSU de animales desnutridos de manera crénica, induce la activacion
de conglomerados de neuronas localizadas en el cuerno dorsal de la médula
espinal, (que a su vez evocan potenciales del dorso de la médula espinal PDM) Sin
embargo, estos potenciales fueron menores a los observados en animales bien
alimentados. Quiroz y colaboradores también mostraron que la disminucion de los
PDM estaba directamente asociada con la reduccion en la amplitud de la salva
aferente, o que a su vez coincide con la reduccion del PAC observada por Segura
y colaboradores (2001) en el nSU (ver parrafos previos) sugiriendo que se debe al

déficit funcional del nSU ocasionado por la disminucién en la mielinizacion.

En conjunto, se puede argumentar que los estimulos ambientales (nutricionales y
sensoriales) durante los periodos criticos, son capaces de influir en la organizacion
funcional del sistema nervioso en etapas tempranas de desarrollo (Hensch 2005).
Es importante sefialar que los periodos criticos de neurodesarrollo muestran un alto
grado de versatilidad en el grado de expresion fenotipica. Asimismo, tales periodos
tienen una implicacion biologica, la cual es la oportunidad de favorecer la aparicion
de individuos con caracteristicas fenotipicas diversas con un fondo genético comun
(Georgieff et al., 2015)

2.1.3 Plasticidad de la mielinizacion del SNC y SNP

Como se ha mencionado anteriormente, en la actualidad existen evidencias
gue muestran que el sistema nervioso es altamente “plastico” (versatil), siendo muy
importantes los periodos criticos del desarrollo. De manera relativamente reciente,
se ha descrito que el proceso de mielinizacion de los axones (Tanto en el SNCy en
el SNP) es un proceso de gran plasticidad, que ocurre en diferentes etapas del

desarrollo de los mamiferos. Lo anterior resulta relevante considerando que la mitad
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del SNC es materia blanca, la cual estd compuesta principalmente por fibras
mielinizadas y que a su vez se relaciona con la funcionalidad de las vias nerviosas
(p. €j: velocidad de conduccién del impulso nervioso). Aunado a lo anterior, se
conoce que la mielinizacion se lleva a cabo en diferentes lapsos de tiempo durante
la vida de los mamiferos. Por ejemplo, la mielinizacion de los axones de la médula
espinal, esenciales para la ejecucion de funciones motoras, ocurre alrededor del
nacimiento, mientras que los axones corticales (implicados en funciones ejecutivas)
pueden ser mielinizados hasta en etapas adultas en humanos y en primates no
humanos (Miller et al., 2012).

Estudios realizados mediante técnicas de imagenologia, han mostrado el efecto
gue tiene el entrenamiento en el desarrollo de habilidades motoras y cognitivas asi
como en el aumento en la proporcion de materia blanca dentro del SNC, lo cual se
observa de manera sorprendente en lapsos de tiempo relativamente cortos. Por
ejemplo, en el entrenamiento en la ejecucion de malabares (una habilidad compleja
visual y motora que involucra un trabajo bimanual) se conoce que después de 6
semanas de entrenamiento se observa un incremento en el volumen de la materia
blanca cerebral, la cual puede mantenerse hasta 4 semanas después de haber
terminado dicho entrenamiento (Scholz et al., 2009). Resultados similares se han
obtenido al estudiar otras tareas, tales como la habilidad lectora (Keller y Just, 2009)
0 en la adquisicion del lenguaje (Schlegel et al., 2012). Por otra parte, se ha
evaluado el efecto que tiene el aislamiento social temprano sobre los tractos
mielinizados en el SNC de nifios que fueron criados en orfanatos y posteriormente
adoptados. En ese sentido, Eluvathingal y sus colaboradores (2006) mostraron
mediante estudios de imagenologia con resonancia magnética (mediante el método
de tensor por difusién) que nifios aislados socialmente (criados en un orfanato en
Rumania durante 17-60 meses) presentan tractos del fasciculo uncinado izquierdo
mas delgados y mas desorganizados en comparaciéon con nifios que crecieron en

un ambiente social normal.

Resulta pertinente considerar los fundamentos celulares que delimitan la plasticidad
de la mielinizacion en los axones, en este sentido las evidencias apuntan a la
participacion de las células precursoras de oligodendrocitos (OPC —por sus siglas

en inglés-), las cuales permanecen durante toda la vida y corresponden entre el 3-
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10% del total de las células del SNC (Dawson et al.,2003). Las OPC son capaces
de percibir la actividad neuronal a través de la expresion de receptores a una
variedad amplia de neurotransmisores y a la formaciéon de sinapsis funcionales
entre sus procesos y axones desde etapas tempranas en el desarrollo hasta la edad
adulta donde siguen respondiendo a la actividad neuronal. Por ejemplo, la
estimulacion eléctrica de alta frecuencia en neuronas corticos espinales (333Hz)
induce la proliferacion de diferenciacion de las OPC en la médula espinal de la rata
adulta. (Almeida y Lyons, 2017; Li. et al., 2010). Un efecto similar fue observado en
el SNP en donde la estimulacion con alta frecuencia de los ganglios de la raiz dorsal
provoca la proliferacion de las células de Schwann a través de sefiales de Ca?*
(Stevens y Fields, 2000).

Mangin y colaboradores (2012) caracterizaron la regulacion de las células NG2
(células que expresan el proteoglucano NG2 y que a menudo se consideran como
sindnimo de OPC ver Nishiyama et al., 2009) en la corteza somatosensorial ante la
ausencia de entradas sensoriales provocada mediante la privacion de las vibrisas
del raton en desarrollo. Los autores encontraron que el desarrollo de la lamina IV
de la corteza somatosensorial del raton (un area altamente especializada en la
percepcion de los estimulos sensoriales procedentes de las vibrisas) comienza a
establecerse estructuralmente a partir del DPN4. Asi mismo, observaron un
incremento significativo en el porcentaje (proliferacion) de células NG2 en el area
de la corteza del lado privado de vibrisas, en comparacion con la del lado intacto,
lo que les sugirié la importancia de la regulacién dependiente de la experiencia
sensorial en la acumulacion de células NG2 como un mecanismo de control del
namero y posicionamiento de las fibras mielinizadas dentro de la corteza

somatosensorial.

Por otra parte, Makinodan y colaboradores (2012) mostraron los efectos del
estrés social por aislamiento post-destete sobre el desarrollo de la mielina en la
corteza prefrontal (mMPFC). Esos autores evidenciaron que ratones infantiles criados
4 semanas en aislamiento social tuvieron menor desempeio en las pruebas de
interaccién social y de memoria espacial que los animales criados en condiciones
control o en ambientes enriquecidos. Ademas, los ratones aislados socialmente

muestran una menor expresion del transcrito de la proteina basica de la mielina

18



W)

Oligodendrocytes/mm?(X10 )

mRNA Levels (AU)

a 5 @ 8 ®

[=]

(MBP) y la glucoproteina asociada a la mielina (MAG) (Figura 3 A-B). Asimismo, el
analisis histologico de la mPFC indicé que los oligodendrocitos presentaban una
morfologia mas sencilla (con procesos mas cortos y menos ramificados) y un

adelgazamiento de las vainas de mielina en los axones de la mPFC (Figura 3 D-F).
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Figura 3 Efecto del aislamiento social (IS) sobre la mielinizacién de la mPFC, comparado
con los grupos de ambiente regular (RE) y ambiente enriquecido (EE). A) efecto del
aislamiento social sobre el nivel de expresion del mMRNA de la proteina basica de la mielina
(MBP) y el glucolipido asociado a la mielina (MAG); B) Efecto del aislamiento social sobre
el g-ratio en la mPFC (obsérvese que las crias aisladas tienen un mayor g-ratio lo que se
interpreta como un menor grado de mielinizaciébn que el grupo ambiente regular; C)
Distribucion de frecuencia porcentual del didmetro axonal en los animales aislados
socialmente; D-F) Densidad y caracteristicas morfoldgicas de los oligodendrocitos en los
grupos de estudio; G-l) Densidad y caracteristicas morfol6gicas de los oligodendrocitos de
animales aislados en una ventana de tiempo delimitada (IS-RE): aislados entre los 21-
35DPN; Obsérvese que el efecto se da en una ventana de tiempo especifica pero no si el
aislamiento se da después del DPN35 (RE-IS). (Modificado de Makinodan et al., 2012)

Es conveniente sefalar que los cambios observados en los ratones ocurrieron en

un periodo critico del desarrollo, ya que ratones que fueron aislados a partir del
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DPN35 no presentaron anormalidades en la mielina en, lo anterior sugiere que la
mielinizacion en la mPFC es adaptativa a la experiencia social durante una ventana

critica de tiempo (Figura 3 G-1).

2.2 El nervio sural (nSU) como modelo de estudio del SNP.

En el SNP el nSU es uno de los nervios periféricos especialmente usado en
estudios clinicos y experimentales debido a su facil accesibilidad. Ademas, la rama
principal del nSU es practicamente un nervio sensorial puro, que contiene
aproximadamente 1000-1300 axones mielinizados (Segura et al., 2001), y pocos
axones motores (aproximadamente 70 axones motores) (Liguori y Trojabodrg,
2004; Peyronnard y Charron 1982). En ratas, se encuentra inmediatamente debajo
de la piel, viajando entre las dos cabezas del musculo gastrocnemio, corriendo en
paralelo a la vena safena lateral. Estas fibras nerviosas sensoriales se unen en la
region poplitea para formar el nSU. En los humanos, la mayoria de los axones de
este nervio ingresan a la médula espinal a través de la raiz dorsal S1, mientras que
menos entran a través de las raices dorsales S2 y L5. Axones que constituyen el
nervio sural medial o el nervio sural lateral provienen de la fosa poplitea.
Finalmente, ambos nervios se unen y forman el propio nervio sural (Bilbao y
Schmidt, 2015). Mientras que, en la rata las neuronas sensoriales se encuentran
en el nivel L5 y en menor proporciéon en L4 y L6. Desde el punto de vista
experimental, el nervio sural se ha empleado como modelo para el analisis de
factores que inducen alteraciones estructurales y funcionales en los nervios

periféricos (Peyronnard y Charron 1982).

En el nSU, al igual que en los demas nervios periféricos, las células de Schwann
(CS) juegan un papel relevante en la estructura y funcion de los axones durante
desarrollo y en la edad adulta. Por ejemplo, se ha destacado el papel de las
mitocondrias de las CS durante la mielinizacion. En ese escenario, es conocido que
esta interaccion involucra la liberacion de ATP de los axones, el flujo de Ca2+ de la
mitocondria de la SC a través de la via activada por los receptores purinergicos
(P2RY2) y el influjo de Ca2+ por el uniportador de calcio de la mitocondria juegan
un papel importante en el desarrollo de la vaina de mielina (Ino et al., 2015). En

humanos y ratas, se ha propuesto que el proceso de mielinizacion de los nervios,
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incluido el nSU, difieren entre las regiones de los ganglios y los paranodos. Para
ser eléctricamente excitable y generar potenciales de accion, la membrana del axon
debe tener una cantidad adecuada de canales de Na+ por unidad de area de
membrana, distribuidos principalmente en los nodos de Ranvier (Nichols et al.,
2012). Durante el periodo perinatal, los axones son delgados e inexcitables, con
baja densidad de canales de Na+. Al final de las etapas gestacionales y predestete
temprano, los axones se desarrollan y mielinizan y comienzan a generar y propagar
potenciales de accion. La estructura discontinua de la vaina de mielina permite la
propagacion saltatoria de los potenciales de accién a lo largo de toda la longitud del
axon y las uniones paranodal y axoglial participan en otras funciones, incluida: (1)
la prevencion de la dispersion de los canales de Na+ nodales, ademas de la
reduccion de la capacitancia y aumento en la resistencia , (2) actuando como una
barrera de difusion para las macromoléculas, y (3) siendo un sitio potencial para el

intercambio de iones (Rosenbluth, 1987; Yamamoto et al, 1996).

Dado que la rama principal del nervio sural (como todos los nervios periféricos)
contiene un numero relativamente grande de axones (Segura et al., 2001), su
activacion produce una respuesta electrofisiologica conocida como potencial de
accion compuesto (PAC), que corresponde a la suma no algebraica de todos los
potenciales de accion individuales generados en la poblacion de axones en los
nervios (Waxman y Kocsis., 1995) Durante el desarrollo, los axones crecen
aumentando su area transversal y se vuelven mielinizados y excitables, lo que da
como resultado un aumento gradual en el tamafio del PAC hasta que alcanza la

respuesta maxima alrededor del dia postnatal 90 (Segura et al., 2001)

2.2.1 Alteraciones morfo-funcionales en los nervios sensoriales periféricos; efecto

de la desmielinizacion.

Estudios electrofisiolégicos indican que la desmielinizacion periférica por
neuropatias puede resultar en una disminucién de la velocidad de conduccion
axonal, falta de transmision de trenes de potenciales de accion de alta frecuencia o
bloqueo de conduccion (Mayer y Denny-Brown, 1964); tales alteraciones se limitan
a la zona desmielinizada, mientras que, en las regiones proximal y distal del axon,
la conduccion es relativamente normal. Segun el nivel de desmielinizacién, la

propagacion de los potenciales de accién puede sufrir varias perturbaciones,
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incluyendo disminucion de la velocidad de conduccion, dispersion temporal
(generando una pérdida de sincronia entre la actividad de los axones y los objetivos
neuronales), bloqueo relacionado con la frecuencia (conduccion confiable en trenes
de baja frecuencia de potenciales de accion pero falla en trenes de alta frecuencia),
propagacion intermitente de potenciales de accién (transmision probabilistica de
potenciales de accion), o bloqueo total de conduccion (falta de conduccion mas alla
de la zona desmielinizada) entre otros (Figura 3) (Waxman y Kocsis, 1995).

A) Eni E/q

Normal

®) i 7 | | | l |
Reduccién en la velocidad
© i 7 Il l l |
Dispersion temporal
(D) L 7
Dispersion temporal
(E) AN 7

Bloqueo total

Figura 4 Efecto de la desmielinizacion en la propagacion del potencial en nervios sensitivos.
Representacion esquematica de las alteraciones en la conduccion axonal causadas por la
desmielinizacion: En el lado izquierdo se representa el grado de desmielinizacion y la
localizacion de los electrodos de registro y de estimulacion; del lado derecho se
representan las respuestas electrofisiolégicas registradas en axones con diferente grado
de mielinizacion. (Modificado de Melo et al., 2022)
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Dado que el nSU contiene una poblacion de axones sensoriales mielinizados, las
perturbaciones en la propagacion axonal de los potenciales de accion debidas a la
relativa falta de mielina, seria un resultado esperado en consecuencia a
neuropatias periféricas. Por lo tanto, cabria esperar que una proporcion
relativamente grande de axones en los nervios con neuropatia periférica
presentaria bloqueo de conduccién o propagacion intermitente, lo que explicaria la
disminucién del area y aumento de la variabilidad del CAP observado en el nervio
sural de animales desnutridos o diabéticos (Segura et al., 2004; Quiroz, et al.,
2016).

Tales alteraciones en la propagacion axonal de los potenciales de accion podrian,
a su vez, interrumpir o desincronizar el sistema de cédigos transmitidos desde los

receptores sensoriales periféricos al SNC.

2.3 Efecto de la conducta social en el desarrollo postnatal de los

mamiferos

Previamente se ha descrito que la privacion sensorial o social provoca
efectos indeseados sobre el desarrollo neurobiologico de los vertebrados,
particularmente en los periodos criticos del desarrollo y en la plasticidad de la
mielinizacion (Figura 3). Sin embargo, una pregunta que surge a partir de tal
propuesta es: ¢, Qué tan flexible es la plasticidad de la mielinizacion de los axones?

Y si esta ¢ se puede reflejar en diferentes contextos de interaccion social?

Con relacion a lo anterior, se conoce que el periodo postnatal temprano pre-destete
es crucial en la historia de la vida de los mamiferos, ya que en él se presenta una
serie de procesos que influyen de manera preponderante en el desarrollo fisiologico
de los mismos. Por ejemplo, el destete temprano (DPN14) en roedores aumenta la
susceptibilidad al estrés y a las conductas tipo ansiosas evaluadas en el animal
adulto. Kikusui y colaboradores (2007) mostraron que la expresion de cuatro
isoformas de la proteina basica de mielina se encuentra disminuida en el cerebro
de ratones macho adultos, destetados de manera prematura. Sin embargo, no

encontraron efecto alguno en las hembras también destetadas prematuramente,
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estas diferencias por el sexo de los animales pueden ser atribuidas al papel de las
hormonas gonadales; por ejemplo, la respuesta neuroenddcrina al estrés esta
parcialmente regulada por las hormonas sexuales de tal manera que la respuesta
es diferente en hembras y en machos. Ademas, se conoce que ratones separados
de su madre en edades tempranas muestran un incremento en la expresion de
conductas tipo ansiosas y que el destete temprano altera el proceso de
mielinizacion en la amigdala basolateral, la cual se encuentra involucrada con

conductas tipo ansiosas en el raton macho (Ono et al., 2008).

Lo anterior permite sugerir que las experiencias sensoriales y el estrés social (p. €j.,
ausencia de la madre o de compafieros de camada) durante los periodos criticos
de desarrollo temprano de la mayoria de los mamiferos, provocan alteraciones
fisiologicas y conductuales en las crias, afectando particularmente al SNC y SNP,
los que a su vez modelan a largo plazo los fenotipos conductuales vy fisioldgicos en
gran parte de los mamiferos (Harlow et al., 1965; Cavigelli et al., 2010; Ragan et
al., 2012; Bautista et al., 2009).

2.2.1 Participacion de los cuidados maternos en el desarrollo postnatal de la rata.

La influencia de la madre durante el periodo fetal es critica, dado que
cambios en esa etapa (tales como el estrés prenatal o la malnutricién) ejercen
efectos fisiolégicos a largo plazo. Durante el periodo postnatal pre-destete,
especificamente durante las primeras 2 semanas de la etapa de lactancia en la rata,
las crias dependen completamente de los cuidados proporcionados por la madre
para su desarrollo y supervivencia (periodo de vida de mayor susceptibilidad de los
periodos criticos). Lo que conlleva a la madre el proveer a las crias de una gran
parte de los estimulos sociales y sensoriales, tales como: estimulos visuales,
auditivos, olfativos y tactiles (P. ej.: a través del acicalamiento) y nutricionales, a
través de la leche (Melo., 2015). Eventualmente, durante la segunda mitad del
periodo postnatal pre-destete y a medida que las crias adquieren y desarrollan las
habilidades motoras que les permiten desplazarse y tener mayor acceso al alimento
sélido, la madre dedica menos tiempo en el cuidado de las crias, las que a su vez
presentan un incremento en su independencia a la madre (Rosenblatt 1967;
Rosenblatt et al. 1985).
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Durante el periodo de mayor dependencia de las crias, la madre ademas de
participar en la sobrevivencia de las mismas también participa modelando el
fenotipo de su descendencia. De tal manera que aquellas madres que aportan
estimulos apropiados a las crias (P. ej. lamido corporal) generan individuos con
mayor capacidad de enfrentar adversidades ambientales y con menores
alteraciones emocionales en el estadio adulto. En cambio, una madre proveedora
de estimulos inadecuados tendrd una descendencia con menor desempefio
cognitivo, con incapacidad de conductas afectivas y un aumento de conductas
agonistas (P. ej. agresion) (Gonzalez-Mariscal y Melo., 2017)

De acuerdo a lo anterior, existen aproximaciones experimentales para el estudio de
la influencia del cuidado materno en el desarrollo de las crias: 1) Madres que, por
variaciones naturales, exhiben un aumento (desempefio alto) o un decremento
(desempefio bajo) de las conductas maternas de acicalamiento (LG-ABN- por sus
siglas en inglés-) y 2) La modificacion o eliminacion completa de la estimulacion
materna a través de la crianza artificial (CA). Asi, ratas adultas que fueron criadas
por madres que sobre-expresan o sub-expresan las conductas maternas presentan
diferencias en la morfologia del giro dentado del hipocampo, en donde la
complejidad dendritica es menor. Asi mismo, ratas criadas por madres con poca
expresion de conducta materna presentan menor potenciacion a largo plazo (LTP)
en el hipocampo que ratas criadas normalmente. Cabe sefalar que, en el caso de
las crias que tuvieron poca estimulacién materna, se manifesta un incremento en
la potenciacion a largo plazo por la administracion de corticosterona (100nM) o
isoproternol (1uM), lo que sugiere un probable mejoramiento de la plasticidad
hipocampal durante periodos de estrés. En conjunto, lo anteriormente mencionado,
indica que el cuidado materno influye en la expresion de la plasticidad neuronal del
SNC (Bagot et al., 2009)

Por otra parte, Segura y colaboradores (2014) describieron los efectos que provoca
de la crianza artificial (CA) sobre el PAC vy la estructura histologica de los axones
contenidos en el nSU (predominantemente sensitivo), en comparacién con nervios
de ratas que crecieron con cuidados maternos y con hermanos (CM) o que

crecieron sin cuidados maternos, pero en compariia de congéneres (CA-H). Los
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resultados reportados por los autores muestran que los nSU de ratas CA presentan
un PAC de menor area y sus axones presentan menor diametro transversal y menor
grosor de la capa de mielina que los nervios de los animales CM. También reportan
gue un grupo adicional de animales que crecieron sin la madre, pero en compariia
de un congénere, no presentan diferencias significativas en el PAC ni en la mielina
de los axones del nSU, con respecto a los animales con cuidados maternos y con
hermanos. A partir de sus observaciones, los autores concluyen que la interaccién
social con congéneres (mediante la estimulacion tactil) es un factor relevante para
el adecuado desarrollo postnatal de las caracteristicas electrofisiologicas y
estructurales de los axones que conforman a los nervios sensoriales periféricos.
Resulta importante mencionar que tales efectos inician en una ventana limitada de
desarrollo, entre los DPN7 y DPN14 y se mantienen a todo lo largo de la vida de
las ratas con CA (Segura et al., 2014; Zempoalteca et al., 2017). De manera
conjunta, los estudios de aislamiento social y mielinizacion llevan a la idea de que
la actividad neuronal, asociada a estimulos sensoriales y sociales, modula el
proceso de mielinizacion de los axones periféricos, o que a la larga podria provocar
alteraciones en la conectividad de las fibras aferentes con las neuronas espinales
y posiblemente con circuitos neuronales cerebrales, lo cual apoya la idea de

considerar a la mielinizacion como una forma de plasticidad funcional.

2.2.2 Efecto de la interaccion entre compareros de camada sobre el desarrollo

postnatal de la rata.

En parrafos previos, se describio la importancia de los estimulos sensoriales
y sociales durante la vida temprana (especificamente de los cuidados maternos) de
las crias de la rata. Considerando que la interaccion con los hermanos provee una
importante fuente de estimulacion sensorial y social durante el desarrollo de las
crias, resulta importante el considerarla como un factor que, junto con el de la
madre, podria desempefiar una influencia relevante en las caracteristicas
neurobiolégicas que determinan la conducta de los mamiferos, particularmente de
la rata. Sin embargo y en comparacién con los efectos de los cuidados maternos,
aln se cuenta con escasa evidencia acerca de este aspecto. Por lo tanto, es

iImportante establecer modelos que permitan dilucidar el papel que tienen los
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hermanos o compafieros de camada en los fenotipos fisiol6gicos y conductuales de

los mamiferos.

En ese sentido, Li y colaboradores (2007) analizaron el efecto que provoca la
privacion postnatal de hermanos (PPH), pero no la de la madre, en el DPN1 o en el
DPN7 sobre el aprendizaje espacial y la memoria de ratas adultas, con respecto a
ratas que crecieron en condiciones normales (con hermanos y con la madre). Los
resultados muestran que a pesar de no existir diferencias en el peso corporal ni en
el desarrollo fisico de las crias, bajo las dos condiciones sefaladas, se presentaron
diferencias en el desempefio de los animales en tareas de aprendizaje espacial
(evaluado con el laberinto acuatico de Morris). Las ratas hembra adultas, con PPH
desde el DPN1, presentaron buen desempefio en las pruebas de aprendizaje
espacial, mientras que, las ratas con PPH a partir del DPN7 presentaron un
deterioro en el desempefio de aprendizaje. Sin embargo, la privacion postnatal de
hermanos no tuvo efecto alguno en las ratas macho adultas. Lo anterior permite
indicar que los efectos de la interaccion entre hermanos son dependientes de la

edad de la separacion con los hermanos y del sexo de las crias.

Actualmente, existe una serie de evidencias que ilustran el papel de la relacién
entre hermanos sobre el desarrollo de las propiedades neurobioldgicas que definen
la individualidad de los mamiferos (rata, raton, conejo y gato domeéstico). De esta
manera, en condiciones controladas o semi-naturales la relacion entre hermanos
(por ej.: el acceso a la leche materna o a posiciones térmicamente ventajosas)
contribuye en la adquisicion de rasgos individuales que definen los patrones
conductuales a corto y largo plazo (Rédel et al., 2008; Hudson et al., 2011; Reyes-
Meza et al., 2011).

Con relacion a lo anterior, diversos estudios han evidenciado la influencia de los
compafieros de camada en el desarrollo de diferencias morfométricas, fisiolégicas
y conductuales, ya sea entre los individuos que conforman una camada (diferencias
intra-camada) o bien entre camadas (diferencias inter-camadas). Por ejemplo,
Carvalho y colaboradores (2016) muestran los efectos que produce la manipulacion
del tamafio de la camada en conducta de juego social de la rata adolescente. Estos

autores observan que la disminucion del tamafio de la camada (3 crias por camada)
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afecta no solo la tasa de aumento de peso durante el periodo pre-destete sino
también a algunos parametros del desarrollo fisico y neurobiolégico. Sefialan
ademds que la reduccion del tamafio de la camada aumenta la estimulacion
materna recibida por las crias, pero induce una reduccion en las conductas de juego

desplegadas.

Por otra parte, Viana y cols. (2013) mostraron el efecto de la edad y del tamafio de
la camada sobre los cambios morfologicos de la microglia en el giro dentado de la
rata. Estos autores observan un incremento en la cantidad de microglia (Células
con actividad inmunitaria dentro del SNC) en el giro dentado de ratas criadas en
camadas grandes (12 crias) de 23 meses de edad en comparacion con ratas
jovenes (4 meses) y con camadas pequeias (6 crias). Aunado a lo anterior, las
ratas de camadas grandes mostraron diferencias morfoldgicas en la microglia
(ensanchamiento del diametro de la base de la ramificacion y alargamiento del
soma) lo que se puede asociar a perfiles inflamatorios en el SNC. Desde el punto
de vista conductual, las ratas jovenes de camadas pequefias mostraron mejor
desemperio en la prueba de memoria de reconocimiento de objetos que todos los
demas grupos. Esto ultimo, podria indicar que las condiciones sociales postnatales
(nimero de comparfieros de camada) influye en la expresion de las caracteristicas

neurobiolégicas (morfologia de la microglia) y conductuales de la rata adulta.

Desde el punto de vista endocrinoldgico, existen evidencias que muestran que en
dos edades postnatales; pre-destete (DPN 17) y post-destete (DPN 33), los niveles
de corticosterona en las crias estan relacionados con el tamafio de la camaday con
el peso corporal. En la edad pre-destete (DPN17), los animales de camadas
grandes (14 crias) presentan menor cantidad de corticosterona en comparacion con
animales que crecieron en camadas menos numerosas (3 crias). Ello
probablemente debido a un retardeo en la maduracion del eje Hipofisis-Pituitaria-
Glandulas Adrenales (HPA) en los animales de camadas grandes, mientras que en
la edad pos-destete (DPN33) las crias presentaron mayor concentracion de
cortiscosterona en el suero, esto puede ser explicado debido a que el aumento en
la competencia por la leche y los recursos maternos en conjunto con un pobre
estado nutricional durante el periodo postnatal pre-destete puede representar un

ambiente estresante en el desarrollo comparado con las crias que crecen en
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camadas pequefas. Lo anterior indica que el contexto social (nUmero de individuos
en las camadas) ejerce un rol importante para el desarrollo endocrino de las crias
de la rata (Rodel et al., 2010).

Considerando las diferencias morfométricas que se presentan entre individuos, se
ha sefialado que durante el periodo pre-destete las crias de mayor peso al
nacimiento (con peso corporal mayor a una desviacién estandar del peso promedio
de la camada) son aquellos que consumen mas leche, tienen mayor porcentaje de
conversion de leche en biomasa, mayor temperatura corporal y menor
comportamiento proactivo que sus compafieros de camada mas ligeros (Rodel et
al., 2008; Bautista et al., 2009).

Resulta importante mencionar que el peso corporal y la posicion dentro del
apifiamiento de individuos en la camada, se han considerado como predictores a
largo plazo del desarrollo de las crias. Por ejemplo, Reyes-Meza y colaboradores
(2011) estudiaron en gazapos la relacion existente entre la posicion dentro de la
camada (en la competencia por los sitios térmicamente ventajosos), la
concentracion de corticosterona y las conductas proactivas o reactivas en
respuesta a estimulos estresantes (depredadores) evaluadas a largo plazo. Los
autores muestran que, durante el apifiamiento, los gazapos que se localizan en las
posiciones periféricas (de menor temperatura) adquieren menor peso, tienen menor
conversion de leche en biomasa y manifiestan en la edad adulta menor conducta

proactiva ante la presencia de estimulos aversivos.

También existen ejemplos del efecto de las diferencias intra-camada sobre el peso
corporal con relacion a la maduracion de patrones locomotores. Mucifio y
colaboradores en 2009, al estudiar el desarrollo postnatal del equilibrio corporal en
crias pesadas y ligeras del conejo, mostraron que las crias de mayor peso al nacer
también poseen mayor capacidad de mantener el equilibrio corporal. La capacidad
de las crias para mantener el equilibrio fue determinada por los investigadores al
colocar a cada una de ellas en una rampa inclinada (30°) durante dos minutos, cada
dia durante una semana. En esta prueba se observé que las crias mostraron dia a

dia una mejoria en su capacidad para mantener el equilibrio a medida que adquirian
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mayor edad, siendo las crias mas pesadas las que podian mantener el equilibrio en
edades mas tempranas que sus compafieros mas ligeros (Figura 5).
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Figura 5. Efectos intracamada en el desarrollo del equilibrio en el conejo. La grafica muestra
el porcentaje de crias que son capaces de mantener el equilibrio sobre una rampa
inclinada, la prueba evalla el nUmero de rodadas de los animales (obsérvese que en el dia
donde se entrecruza el porcentaje de crias con y sin rodadas es considerada como el dia
en que adquieren la capacidad de mantener el equilibrio) Las crias pesadas (flecha negra)
adquieren el equilibrio un dia antes en comparacion con las crias ligeras (flecha gris)

Tal habilidad de las crias pesadas fue interpretada por los autores, como una
manifestacion de que los mecanismos de control del equilibrio se organizan mas

tempranamente en las crias mas pesadas que en las crias ligeras.

En la rata de laboratorio, existen evidencias que muestran diferencias individuales
con relacién al desarrollo intra-camada y entre-camadas. Considerando las
diferencias en el peso corporal durante el desarrollo de las ratas, diversos estudios
han mostrado, de manera consistente, una relacién negativa entre el tamafio de la
camada y el peso corporal que adquieren los animales durante el desarrollo.
Aunado a lo anterior y con respecto a la conducta de las crias en el agrupamiento,
en comparacion con las crias mas pesadas, los animales mas ligeros tienen mayor
porcentaje de actividad y mayor comportamiento dirigido hacia los sitios
térmicamente ventajosos, pero mantienen una posicion periférica durante el
agrupamiento de la camada y consecuentemente, menor temperatura corporal
(Bautista et al., 2009).
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3. Justificacién

Dentro del desarrollo neurobiolégico de los mamiferos existen periodos de
especial vulnerabilidad hacia factores ambientales, tales como la nutricion o la
experiencia sensorial. Se ha mostrado que las experiencias sensoriales dentro de
los periodos criticos del desarrollo participan refinando circuitos neuronales, por lo
gue se considera que el sistema nervioso es un sistema “plastico” que se moldea a
partir de la experiencia (sobre todo en el periodo perinatal). En adicién a lo anterior,
se acepta en la actualidad el papel que tiene la mielinizacién en la plasticidad
funcional del sistema nervioso. Asi, por ejemplo, en el SNP se sabe que la
desnutricion cronica disminuye e incrementa la variabilidad de la amplitud del
componente A del PAC en el nSU de la rata en desarrollo, y que dichas alteraciones
funcionales se encuentran asociadas a cambios en el grosor de la vaina de mielina
de los axones (Segura et al., 2001). Cabe sefialar que el nSU es un nervio periférico
gue lleva informacién predominantemente sensitiva (originada en receptores
cutaneos de la extremidad posterior de los animales) hacia la médula espinal,
donde es integrada y enviada de manera ascendente al tdlamo y posteriormente a

la corteza somatosensorial).

En mamiferos altriciales como la rata el grado de inmadurez al nacimiento
condiciona que hace que la relacién madre-cria y entre los comparfieros de camada
sea indispensable para la sobrevivencia, proveyendo a su vez una buena fuente de
estimulacion sensorial en periodos criticos del desarrollo. Existe una extensa
cantidad de evidencias que muestran los efectos conductuales, fisioldgicos y
neuroanatomicos de la relacibn madre-cria. Sin embargo, la mayoria de los
estudios se enfocan al analisis de los efectos de la relacion madre-cria sobre
diversas estructuras del encéfalo (Gonzalez- Mariscal y Melo, 2017) y en
considerable menor medida sobre la médula espinal y el sistema nervioso periférico
(Seqgura et al., 2014; Zempoalteca et al., 2018). Por otro lado, los comparieros de
camada son una importante fuente de estimulacién sensorial y de competencia
intra-camada por los recursos (P. ej.: laleche o los sitios térmicamente ventajosos),
los cuales moldean las caracteristicas morfoldgicas, fisiol6gicas y conductuales que

permanecen a largo plazo, contribuyendo a la generacion de las caracteristicas

31



individuales de las crias. Hasta ahora pocos estudios consideran a la influencia de
los comparfieros de camada como una importante fuente de variacion individual y,
virtualmente, no existen estudios que lo relacionen con las caracteristicas

electrofisioldgicas e histoldgicas del sistema nervioso periférico.

Estudios recientes han mostrado que la ausencia de contacto fisico entre los
congéneres de las camadas y con las madres en un modelo de crianza artificial
induce alteraciones de importancia en la mielinizacién y propagacion del PAC en el
nSU y que tales cambios pueden ser parcialmente revertidos por el contacto con
un congénere o por la estimulacion mecanica de la piel de la cria aislada. Sin
embargo, en esos estudios no se establece el posible papel de la estimulacion
sensorial proporcionada por la madre sobre las alteraciones observadas. Asi
mismo, no existen evidencias experimentales que muestren como la interaccion
entre el numero de hermanos en la camada o la ausencia de éstos, pero con la
presencia de la madre, influye en la mielinizacion y la respuesta electrofisiolégica
de nervios cutaneos periféricos de las crias de camadas con distinto niumero de

hermanos, pero con la presencia de la madre.
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4. Hipotesis

La interaccion madre-cria y entre compafieros de camada, a través de
estimulos sociales y sensoriales, influye en las caracteristicas morfométricas
corporales (ganancia de peso y talla corporal) y en las propiedades estructurales y
electrofisiologicas del nervio sural de la rata macho joven (DPN 60).

6. Objetivos

6.10bjetivo General

Determinar las caracteristicas histoldgicas y electrofisiologicas del nervio sural
de crias de la rata macho provenientes de camadas de distinto tamafio, o sin

hermanos, en presencia de la madre.

6.20bjetivos especificos

e Determinar los parametros morfométricos corporales (peso y tasa de ganancia de
peso) en crias macho de camadas de 1, 3, 6, 9 y 12 miembros (analisis entre-
camada) e identificar a los miembros por su peso, mas pesados y ligeros, dentro
de las camadas de 6,9 y 12 miembros (analisis intra-camada)

e Evaluar el efecto de la conformacién artificial (crias naturales y adoptadas de una
madre con parto sincrono) de las camadas experimentales con 6, 9 y 12 crias.

e Determinar el consumo de leche de las crias en las distintas camadas y entre
camadas en el DPN10.

e Evaluar el cuidado materno (lamido corporal) recibido por las crias de las
camadas experimentales.

e Registrar y evaluar el potencial de accién compuesto (amplitud, duracién y area)
del nSU a los 60 dias de edad postnatal en las crias de las distintas camadas.

e Determinar el diametro de los axones y grosor de la mielina en el nSU de las crias
en las distintas camadas.

e Establecer la relacién de la interaccion social entre la madre y los hermanos sobre

la propagacion del PAC y la mielinizacién del nSU de la rata.
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7. Metodologia.

7.1 Procedimientos generales

Ratas de la cepa Wistar criadas en el bioterio del CINVESTAYV, IPN (UPEAL)
fueron usadas para todos los experimentos realizados. Todos los animales fueron
alojados en cajas acrilicas (50 x 30 x 20 cm) y fueron provistos por alimento
comercial (Formulab 5008; LabDiet, Framingham, MA, USA) y agua ad libitum.
Fueron mantenidos en un cuarto con temperatura y humedad constante (22 + 2 °C
y 40 £ 1%, respectivamente) y con un ciclo de luz/oscuridad de 12h con las luces
encendidas a las 8:00h.

Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo la norma oficial mexicana
(NOM-062-Z00-1999) y la guia para el uso de cuidado y uso de animales de
laboratorio (NIH-1996). Todos los protocolos fueron aprobados por el comité de
bioética para el cuidado y manejo de animales de laboratorio del CINVESTAV
(UPEAL protocolo 013-02)

7.2 Disefio experimental

Para la formacion de las camadas experimentales se cruzaron ratas Wistar
hembras primiparas en la fase de proestro tardio con machos sexualmente
expertos, quince dias después del apareamiento cada hembra fue alojada en una
caja de acrilico individual (43 x 53 x 20 cm) hasta el dia del parto (DPNO). En el
DPNL1, las crias fueron pesadas individualmente, sexadas y en el DPN2 fueron
marcadas con un tatuaje (realizado mediante la aplicacién subcutanea de tinta no
toxica) para su identificacién (durante las primeras 2 semanas postnatales y
posteriormente con marcas de plumén indeleble en la cola). Una vez identificados
los animales, se conformaron los siguientes grupos: 1) Privacién de hermanos (1P;
n= 9 camadas): En el DPN1 las crias fueron pesadas y ajustadas a 9 crias para
evitar la elevada mortalidad de las crias Unicas, posteriormente, en el DPN5 fueron
retirados los hermanos dejando solo a la cria macho mas pesada al nacimiento
(mayor de una desviacion estandar con respecto a sus compaferos) (Figura 6). 2)
Camadas con hermanos (3P, 6P, 9P y 12P). Camadas ajustadas a 3, 6, 9 y 12

machos (n= 5 camadas por grupo) a partir del DPN2 (Figura 6). Las camadas
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correspondientes a los grupos 6P, 9P y 12P fueron formadas a partir de nacimientos
sincronizados de 2 o 3 hembras gestantes (“cross-fostering”) intercalando el macho
mas pesado y el mas ligero de cada camada. Para distinguir a las crias adoptadas
de las naturales, a las crias adoptadas se les coloco una marca tatuada en la piel
de la pata derecha. Para el andlisis intra-camada, la determinacién de los animales
mas pesados y ligeros se tomaron en cuenta aquellas crias cuyo peso fuese por
arriba de una desviacion estandar o por debajo del peso promedio de las camadas
durante el periodo postnatal pre-destete, respectivamente.

Cabe mencionar que durante el periodo pre-destete las crias muestran el mayor
grado de interaccion por lo tanto las crias de todos los grupos fueron destetadas en
el DPN28 vy posteriormente fueron alojadas en grupos de 3 animales,
pertenecientes a la misma camada y mantenidos bajo similares condiciones
ambientales, descritas previamente, en el mismo cuarto del bioterio hasta el DPN60
cuando fueron sacrificadas para la extraccion del nSU y la realizacion de los
registros electrofisioldgicos y la preparacion de los nervios para su examinacion
histolégica (Figura 6). Los animales que no se emplearon en este estudio se

asignaron a otros protocolos experimentales de nuestro laboratorio.

Identificacion ;
Cross-fostering Formacion de Conducta Consumo de Destete Registro CAP e
- (6,9y12p)  camadas (1P) Materna Leche Histologia del nSU
Nacimiento
I I | | I | | I
| I I I I | [ |
DPNO DPN2 DPN 5 DPN8 DPN9 DPN10 DPN 28 DPN 60

Figura 6 Disefio experimental

7.3 Peso y consumo de leche

Las crias de las distintas camadas fueron pesadas con una balanza digital
cada tercer dia durante el periodo pre-destete (DPN1, DPN3, DPN6, DPN9, DPN12,
DPN15, DPN18, DPN21 y semanalmente a partir del DPN30 hasta el DPN60). En
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el DPN10 se determiné el consumo de leche por cria, para lo cual se separaron a
las crias de la madre durante tres horas, se les provocé la miccion mediante el
cepillado del &rea perigenital con un pincel delgado y posteriormente se pesaron a
cada una de las crias. Subsecuentemente, las crias fueron regresadas con la madre
y una vez finalizada la lactancia, fueron nuevamente retiradas de la madre para
pesarlas con lo cual se determiné la diferencia de pesos, antes y después de la
lactancia. Tal diferencia fue considerada como el consumo de leche de las crias.

7.4 Evaluacién de la conducta materna.

La conducta de lamido materno (“Licking”) es la principal fuente de
estimulacion sensorial de las madres hacia sus crias, debido a ello se decidio
realizar el andlisis del lamido recibido por las crias de cada una de las camadas los
dias 8 y 9 postnatales, en 3 sesiones de 20 min, con un horario de 9:00h, 13:00h y
17:00h. Diez minutos antes de iniciar la sesion, las crias fueron separadas de su
madre y colocadas en una caja de acrilico a una distancia de 200 cm, para
posteriormente ser regresadas al nido materno, en donde se realizaron las
observaciones de la conducta materna. La frecuencia y duracién del lamido fue

registrado mediante el software Solomon Coder (Péter 2017).

7.5 Registros electrofisioldégicos del nervio sural

Debido al gran niumero de animales experimentales pertenecientes a las
camadas con 6P, 9P y 12P, en el DPN60 se seleccionaron solo a los animales
pesados y ligeros para el registro electrofisiolégico del PAC (el resto de las crias se
emplearon en otros proyectos experimentales del laboratorio), asi como a las crias
de los grupos 1P y 3P. Para esto, las crias fueron anestesiadas con Ketamina (100
mg/kg) y Xilasina (8 mg/kg) por via intraperitoneal. Posteriormente, se les disec6 y
extrajo un segmento (~1.5 cm) de la rama principal del nSU de la pata derecha de
los animales, el cual fue dividido en dos secciones, una (~1 cm) para el registro
electrofisioldgico del PAC y la otra (~0.5 cm) para el andlisis histolégico (ver mas
adelante). La seccion del nervio para el registro del PAC se coloc6 en una camara
de registro llena de solucion de Krebs (NaCl 128 mM, KCI 3 mM, NaH2PO4 0.5
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mM, MgSO4 1 mM, NaHCO3 21 mM, glucose 30 mM diluido en agua desionizada),
mantenida a temperatura ambiente (23-25°C). Se seleccion6 al nSU para el registro
electrofisiolégico debido a su accesibilidad para localizarlo (se localiza por debajo
de la piel y por encima del musculo gastrocnemio de las extremidades posteriores
de los animales), asi como por la facilidad para disecarlo y manipularlo. El nSU es
uno de los nervios periféricos mas utilizado en estudios, tanto clinicos como
experimentales, para estudiar diversas patologias del SNP (por ejemplo:
neuropatias diabéticas) (Melo, et al 2022). Una vez extraido, se introdujo el extremo
posterior del nervio a un electrodo de succion (con un alambre de plata clorurado
en su interior), el cual se encontraba enrollado en su exterior por un alambre de
plata cubierto con una capa de aislante (excepto en la punta). Ambos alambres
fueron conectados a un estimulador (Digitimer Devices, DS2A) y este a un
generador de pulsos (Digitimer Devices 3290). Las respuestas eléctricas del nSU
fueron provocadas mediante la aplicacion de pulsos cuadrados de corriente (0.5 ms
de duracion, a diferentes intensidades de estimulacion, 1Hz). La magnitud de la
corriente eléctrica del estimulo se determino a partir de la caida de voltaje a través
de unaresistencia de 1000Q situada en el camino de retorno a tierra. Por otra parte,
la respuesta eléctrica del nSU fue registrada en el extremo opuesto del nervio, por
medio de otro de electrodo de succion, teniendo como electrodo de referencia a un
alambre de plata colocado en el bafio de la preparacion. Ambos electrodos fueron
conectados a un amplificador de bajo ruido y alta ganancia (Grass instruments Mod.
P11) y este a un osciloscopio y a una computadora personal para el analisis
posterior de los registros electrofisiologicos (Figura 7) La resistencia del sello
generado en la interfaz nervio/electrodo fue establecida en un rango de 8-10 mQ
(Stys et al., 1991). En caso de que la resistencia del sello fuese menor al rango
establecido, el registro fue descartado. Por lo anterior, el nUmero de registros
exitosos fue de 9 nervios para las camadas 1P y 3P y 11 nervios para las camadas
con 6P, 9P y 12P.

Los parametros que se determinaron del PAC generado en el nSU fueron los
siguientes: 1) umbral eléctrico (U), 2) amplitud al pico, 3) area, 4) anchura media,
5) latencia inicial (Li), 6) latencia al pico (Lp) y 7) longitud de los nervios (D).
Subsecuentemente se determino la velocidad de conduccién de las fibras aferentes

rapidas (Vm=Li/D) y el promedio de la velocidad de conduccién (Lp=Lp/D).
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Adicionalmente, se establecio la tasa de incremento de la amplitud del PAC debida
al reclutamiento de potenciales individuales (determinada de la relacién entre el

area del potencial con respecto a la intensidad del estimulo, de 1 a 2 xU).

Estimulador de
voltaje constante f\_
Computadora
- 3 de registro |
' A_ Osciloscopid
[]
Electrodo de Electrodo de

% E Nervio 3 /

&' 1000 @ Tierra del bafio

Figura 7 Disefio experimental para el registro del Potencial de Accion Compuesto del
nSuU.

Amplificador de
registro

7.6 Histologia del nervio sural

Inmediatamente después de la diseccion, la seccion remanente del nSU fue fijada
por inmersion en solucion de Karnosky (glutaldehido 1.25% / formaldehido 1.25% /
acido picrico 0.03% / amortiguador de cacodilato 0.15 M, pH 7.4) por 2 h a 4°C.
Posteriormente los tejidos fueron lavados con el mismo amortiguador y fijados con
tetroxido de osmio 1% en amortiguador de cacodilato por 1.5 h a 4°C.
Posteriormente ser deshidratados en una serie de soluciones de etanol al 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%,90%, 10 min cada uno, tres veces a 100% por 10 min
y dos veces en oxido de propileno por 10 min. Cada muestra fue pre-incubada en
resina de oxido de propileno/epoxi 1:1 por 24 h, resina de 6xido de propileno / epoxi
1:2 por 24 h y finalmente incubada en resina epoxi Epon 812 a 60°C. Se realizaron
secciones transversales de 0.5y de las muestras mediante el uso de un ultra-
microtomo (Ultracut Reichert-Jung, 65 11 01) y tefiidas con azul de toluidina y
cubiertas con resina Entellan para su observacion en microscopio de luz. Una
seccion fue elegida aleatoriamente y fotografiada mediante una camara digital
montada en un microscopio invertido (AxioCam MRc, Zeiss). Posteriormente, se

midi6 el diametro del nervio, asi como el diametro y area de los axones y el grosor
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de la vaina de mielina de una muestra de 200 axones contenidos en cada uno de

los nervios mediante el software Sigma Scan Pro (version 4.01, Systat Software).
7.7 Andlisis de datos

a) Peso corporal y consumo de leche

Se calculé el promedio y el error estandar de la media (*+EEM) del peso corporal de
las crias provenientes de todos los grupos de animales. El incremento en la
ganancia de peso corporal de cada una de las crias durante el periodo postnatal
pre-destete y pos-destete hasta el DPN60 fue determinada y la pendiente promedio
de las curvas del peso corporal de las crias fue considerada como la tasa de
ganancia de peso (TGP). Las diferencias en el peso corporal, consumo de leche y
la TGP fueron determinadas mediante una prueba ANOVA de una via seguidas de
una prueba post hoc Bonferroni para comparaciones multiples. Para establecer las
diferencias intra-camada y entre las crias pesadas (P) y ligeras (L) de cada grupo

de estudio se emplearon pruebas t de Student.

b) Conducta materna

Para determinar las diferencias en la frecuencia y duracion del lamido materno entre
los grupos de camadas se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba
post hoc de Dunn para multiples comparaciones. Adicionalmente y con la finalidad
de establecer el grado de estimulacion sensorial materna que recibié cada una de
las crias por camada, se dividieron los valores promedio de la frecuencia y duracion

del lamido materno con respecto al numero de crias de la camada.

c) Reaqistros electrofisiol6gicos

Se obtuvieron los valores promedio + EEM y las diferencias entre los valores de la
amplitud y area del PAC registrado en el nSU de las crias de cada una de las
camadas fueron establecidas con una prueba ANOVA de una via seguida de una
prueba post hoc Bonferroni para comparaciones multiples. Se utilizaron pruebas
ANOVA de dos vias, usando como factores el tamafio de la camada y el incremento

gradual en el estimulo de activaciéon de los axones mas excitables. Debido a que
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las ratas que crecieron en el grupo 6P mostraron una mayor amplitud en las curvas
amplitud-intensidad, todas las pruebas post hoc para comparaciones multiples se
realizaron con respecto a ese grupo. En adicion, se utilizaron pruebas t-Student no
pareadas para determinar las diferencias entre los parametros del PAC registrados
en nSU de las crias pesadas y ligeras, en el andlisis intra-camada

d)_Andlisis Histoldgico

Se obtuvieron los valores promedio + E.E del grosor de la mielina, asi como del
diametro y area transversal de los axones de los nSU de las crias de las distintas
camadas. Asi mismo, para cada axon se calculé su valor de tasa g (“g-ratio”), el
cual es la relacion entre el diametro axonal interno y el diametro total externo (cabe
sefalar que los axones desmielinizados tienen un valor cercano a 1) y se calculo el
valor promedio (x E.E) por camada. Las diferencias entre las distintas camadas se
establecieron mediante la prueba de Kruskal-Wallis. La frecuencia porcentual del
diametro interno y el grosor de la mielina de todos los axones medidos fueron
graficados y las diferencias intra-camada fueron establecidas por medio de pruebas
de t de Student entere los pesados y los ligeros de cada grupo experimental.

Debido a que las distribuciones del grosor de la mielina de los diversos grupos no
seguian una distribucién binomial simple, sino una distribucién bimodal (con dos
picos; Figura 8A), decidimos emplear un analisis de pseudo-deconvolucién bajo las
siguientes premisas: en primera instancia, asumimos que la presencia de dos picos
en la distribucion de frecuencia porcentual del grosor de la mielina es una indicacion
de la probable presencia de dos subpoblaciones de axones, cada una de ellas
siguiendo una distribucion binomial, pero con diferente grosor de mielina (Subp A:
axones con pequefio grosor de mielinay Subp B: axones con relativamente mayor
grosor de mielina). En segunda instancia, consideramos que la distribucién binomial
de la Subp B se encuentra superpuesta sobre la fase de descenso de la distribucion
de la Sub A. Para el analisis de pseudo-deconvolucion, se llevaron a cabo los
siguientes supuestos, en primer lugar, asumimos que la fase de ascenso de la
distribucion de la Subp A es un reflejo especular de la fase de descenso, por lo que
seria posible “construir’ la fase de descenso al repetir los valores de la fase de
ascenso del primer pico en la distribucion total, pero en orden inverso, de tal modo

gue se obtuviese la probable distribucion porcentual binomial de la primera
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subpoblacién de axones (Figura 8B). Ahora bien, el otro supuesto fue que la suma
de los valores de la frecuencia porcentual en la distribucion de la Subp A
corresponde al porcentaje de axones con un grosor relativamente menor de mielina,
mientras que el porcentaje de axones con un valor relativamente mayor en el grosor
de la mielina (Subp B) se calcul6 restando el valor porcentual de la Subp A de la
distribucién de frecuencia porcentual total (Figura 8B).
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Figura 8 Ejemplo del analisis de pseudo-deconvolucién para la distribucion de la frecuencia
porcentual del grosor de la mielina. A) Distribucion cruda de los datos obtenidos por la
medicion directa del grosor de la mielina; B) Distribucién de las Subp A y Subp B obtenidas
después del analisis de deconvolucion (ver texto)
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8. Resultados

8.1 Peso corporal, tasa de ganancia de peso (TGP) y consumo de leche.

Durante el periodo pre-destete, todas las crias de los grupos experimentales
mostraron una ganancia de peso que seguia una curva de forma sigmoidea (Figura
20 ANEXO 1). En el dia postnatal 9, el analisis entre-camadas mostré que las crias
gue fueron criadas sin hermanos presentaron el menor peso de todas las camadas
(Figura 9A), mientras que las crias naturales (simbolos blancos, Figura 8A) o
adoptadas (simbolos negros, Figura 9) de las camadas con 3 y 6 miembros
presentaron mayor peso corporal que aquellas de las camadas 9P o 12P (ANOVA
de una via; F (4, 52) = 187.3, p < 0.001). No se encontraron diferencias entre las

crias naturales y las adoptadas en ningun grupo experimental.

El analisis entre-camadas mostroé que el peso promedio de las distintas camadas,
considerando de mayor a menor peso corporal fue: 3p=6P>9P>12P>1P. Por otra
parte, el andlisis intra-camada muestra que las camadas de 9P y 12P contenian
crias pesadas y ligeras (naturales y ligeras, Figura 9B), las cuales mantenian
diferencias de peso significativas entre si (9P:t=2.793, p =0.022 y 12P: t = 4.62,
p = 0.001) y las camadas con 6P, las crias no presentaban diferencias de peso
entre si (t =1.015, p= 0.3399) (Figura 9B)

Para establecer la posible relacidn entre el peso corporal y el consumo de leche de
las crias de las distintas camadas bajo estudio, en el DPN 10 se midi6 el consumo
de leche de cada cria. Los valores obtenidos entre-camadas mostraron que las
crias de los grupos 3P y 6P ingirieron mas leche por camada que las crias
pertenecientes a los demas grupos (Figura 9C). De manera particular, el consumo
de leche por parte de las crias sin hermanos fue considerablemente menor que el
determinado para las crias de las otras camadas bajo estudio (Figura 9C), lo cual
coincide con lo que se observa con el peso corporal de tales crias (ver parrafo

previo).
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Figura 9 Graficas de dispersion del peso corporal y del consumo de leche de ratas criadas
en los diferentes grupos de estudio. A) Valores entre-camada del peso corporal de las crias
en el DPN9. B) Analisis intra-camada de las crias pesadas (H) y ligeras (L) de las camadas
6P, 9P y 12P en el DPN9. C) Consumo de leche entre-camadas en el DPN10. D) Consumo
de leche intra-camada en el DPN10. Las barras indican el valor promedio * E.E, las crias
naturales y adoptadas en los grupos 6P, 9P y 12P estan indicadas con simbolos blancos y
rellenos respectivamente. Las diferencias significativas fueron determinadas por ANOVA
de una via seguida la prueba post hoc Bonferroni (*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Las
diferencias intra-camada fueron establecidas por medio de una t de Student no pareada (#,
p < 0.01). numero de crias por camada: Intra-camada: 1P, n=9; 3P, n=15; 6P, n=11; 9P,
n=11; 12P, n=11; Intra-camada: 6P-H, n=6; 6P-L, n=5; 9P-H, n=6; 9P-L, n=5; 12P-H, n=5;
12P-L, n=6).

Asi mismo, el consumo de leche de las crias de las camadas 3P fue
significativamente mayor que el de las camadas 1P, 6P, 9P y 12P (ANOVA de una
via (4, 52) = 21.22, p < 0.001) (Figura 9C), lo que coincide con el comportamiento

observado en el peso corporal. El andlisis inter-camada muestra diferencias

43



significativas en la ingesta de leche determinada para las crias pesadas vy ligeras
(naturales y adoptadas) de las camadas 9P (t de student no pareadat=3.017,p =
0.014) y 12P (t de student no pareada t =2.670, p =0.029) pero no en las camadas
con 6 compafieros de camada (6P) (t de student no pareada t= 0.035, p =0.738)
(Figura 9D).

Por otra parte, el peso corporal promedio que presentaron las ratas de las distintas
camadas a los DPN 21, 40 y 60 se ilustran en las gréficas de la Figura 9A-F. De
manera similar a lo determinado en el DPN9, en los dias DPN21 y DPN60, las ratas
pertenecientes a las camadas con 3 y 6 compafieros presentaron mayor peso
corporal que las ratas de los grupos 1P, 9P y 12P (ANOVA de una via F (4, 52) =
17.81, p< 0.0001) (Figura 10A), mientras que en el DPN4O0 solo las ratas del grupo
3P tuvieron mayor peso corporal que el de las deméas camadas (ANOVA una via: F
(4, 52) = 20.81, p = 0.0001) (Figura 10C).

El andlisis del peso corporal entre-camadas mostré que el peso promedio de las
crias, en los distintos dias postnatales analizados, siguieron las secuencias de

mayor a menor peso, que se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de las camadas de crias de mayor a menor peso corporal promedio
DPN9: 3P ~6P>9P>12P > 1P
DPN21: 3P>6P >9P >12P > 1P
DPN40: 3P>6P>9p>1p>12P
DPNG60: 3P>6P>9P > 1P > 12P

Como se puede observar en la Tabla 1, las secuencias del peso corporal promedio
de los miembros de las distintas camadas son semejantes entre los distintos dias
pre-destete y pos-destete, particularmente entre las camadas de mayor peso (3P,
6P y 9P). Por lo anterior se podria proponer que el peso corporal que adquieren las
ratas de las distintas camadas durante los estadios pre-destete se mantiene hasta

los estadios pos-destete juveniles.
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Figura 10 Peso corporal de las ratas en los diferentes grupos de estudio. A, C y D)
Diferencias entre-camada en el peso corporal en el DPN21, DPN40 y DPNG6O,
respectivamente. B,D y F) Diferencias intra-camada de las crias pesadas y ligeras en los
DPN21,DPN40 y DPN60 respectivamente. Las barras indican el promedio (+x EEM) los
valores del peso corporal de los comparfieros de camada naturales y adoptados son
ilustrados con simbolos abiertos o cerrados, respectivamente. Las diferencias entre-
camadas se obtuvieron con pruebas ANOVAs de una via seguida de la prueba post hoc
Bonferroni, **p < 0.01, **p < 0.001) y diferencias intracamada fueron establecidas con
pruebas t de student no pareada # p<0.01. El nUmero de crias por grupo es el reportado
en la Figura 9

45



El andlisis intra-camada muestra la existencia de diferencias significativas entre las
crias mas pesadas y ligeras de las camadas 12P (t de student no pareada t= 5.364,
p= 0.001) pero no en las de los demas grupos de animales (Figura 10D).
Finalmente, en el DPNG6O, el dia en el que se realizd el registro electrofisioldgico,
las ratas que se desarrollaron en los grupos 3P y 6P tuvieron mayor peso en
comparacién con las que se criaron en las camadas 1P, 9P y 12P (ANOVA de una
via: F (4, 52) = 20.54, p < 0.001) (Figura 10E). En el analisis intra-camada también
se observan diferencias significativas en el peso corporal de las crias pesadas y
ligeras del grupo 9P (t de student no pareada: t=2.798, p=0.021)

Por otra parte, la prueba de ANOVA no mostré la presencia de diferencias
significativas entre los pesos corporales de las crias naturales y las adoptadas
(simbolos blancos y negros, respectivamente; Figura 11) de las camadas 6P, 9P y
12P, en los dias postnatales DPN9 (F (2, 129)=0.424, p=0.654), DPN21 (F(2,
129)=0.586, p=0.558), DPN40 F(2, 129)=0.081, p=0.981) y DPN60
(F(2,129)=0.114, p=0.891).
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Figura 11 Graficas de dispersion correspondientes a los valores del peso corporal de las
crias naturales y adoptadas en las camadas con 6P, 9P y 12P obtenidas en las edades
juveniles pre-destete DPN9 (A) y DPN21 (B) o post-destete DPN40 (C) y DPN60 (D).
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8.2 Conducta de lamido materno.

Los valores promedio de la frecuencia y duracion promedio de la conducta de
lamido de las ratas madre por camada en el DPN8 y DPN9, se muestran en las
graficas A y B de la Figura 12, respectivamente. De acuerdo con el andlisis de
comparaciones multiples de la prueba de Kruskal Wallis (H=10.01, p = 0.54) no se
presentan diferencias significativas en la frecuencia del lamido que dan las ratas
madre a las crias de las camadas de distinto tamafio (Figura. 12A), aunque el
tiempo que pasan las madres del grupo 6P lamiendo sus crias fue
significativamente mayor que el de las madres de las otras camadas con menor (1P
y 3P) o mayor (9P y 12P) numero de crias (H= 21.47, p < 0.001), tal y como se
puede ver en la Figura 12B.
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Figura 12. Valores promedio (E.E) del lamido materno en los DPN8 y DPN9. A) Frecuencia
de lamido materno (numero de lamidos por sesion: 20 minutos por sesion, tres veces al dia
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por dos dias); B) Duracién del lamido; C) Frecuencia normalizada del lamido (nimero de
lamidos/nimero de crias por camada); D) Duracién normalizada del lamido materno
(duraciéon del lamido/nimero de crias por camada) (Kruskal-Wallis con prueba de
comparaciones de Dunn, *p<0.05; **p<0.01; *** p<0.001).

Asi mismo, para estimar la frecuencia y la duracién que las ratas madres dan a
cada cria se determiné el valor promedio normalizado de tales parametros al dividir
los valores promedio de la frecuencia y duracién del lamido materno por camada
con respecto al numero de crias de la misma. Los valores obtenidos muestran que
las crias de las camadas numerosas (6,9 y 12 crias) recibieron proporcionalmente
menos lamidos (H= 95.91, p < 0.001) y de menor duracién (H= 64.94, p < 0.001)

gue las crias de camadas de menor tamafio de camada.

8.3 Caracterizacion electrofisiologica del PAC registrado en el nSU.

En la Figura 13A se ilustran registros representativos del Potencial de Accion
Compuesto (PAC) generados por la estimulacion (2xU) del nSU de la extremidad
posterior derecha de las ratas de las distintas camadas experimentales. La
intensidad umbral para la generacion del PAC no presento diferencias significativas
entre los nSU de los animales de los distintos grupos de animales (Tabla 2 ANEXO
1). De igual manera, las velocidades de conduccion promedio (al pico) de los PAC
registrados en el nSU de las ratas de las distintas camadas bajo estudio, no

presentaron diferencias significativas entre si.

Por otra parte, la estimulacion creciente y gradual del nSU provoco incrementos
progresivos en la amplitud del PAC, los cuales siguieron una curva de tipo sigmoidal
(Figura 13). Como se puede observar en esta grafica, los incrementos de amplitud
del PAC generado en los nSU de ratas sin compafieros de camada (1P) y en los
grupos 3Py 12P (Figura 13A; simbolos abiertos) fueron de menor magnitud que los
registrados en los nervios de los grupos 6P y 9P (Figura 13A, simbolos cerrados),
manifestandose diferencias significativas entre tales grupos de animales (ANOVA
de dos vias, F (36, 460)=8.44, p<0.001).

Asi mismo, los incrementos en amplitud del PAC generados por estimulos de
intensidad creciente, aplicados a los nSU de los compaferos pesados de las
camadas 6P, 9P y 12P (Figura 14B; simbolos llenos) fueron de mayor magnitud

que los generados en los nSU de los compafieros ligeros (de menor peso corporal)
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de las mismas camadas (Figura 13B; simbolos abiertos) (ANOVA de dos vias: 6P:
F (9, 90) = 18.20, p < .0001; 9P: F (9, 90) = 25.41, p < 0.0001; 12P: F (9, 90) = 1.85,
p = 0.077). Conviene sefialar que los valores del area del PAC de los nSU
provenientes de las crias adoptadas (circulos negros en las gréficas de la figura 8.6
Ay B) se encuentran entremezclados con aquellos correspondientes a los de las

crias naturales (circulos abiertos).

De acuerdo con el andlisis entre-camadas, el PAC registrado en los nervios de las
ratas de las camadas 6P y 9P presentaron mayor area con respecto a los
registrados en los grupos 1P, 3P y 12P (ANOVA de una via: F (4, 46) = 9.27, p <
0.001) (Figura 14B). Mientras que el andlisis intra-camada indica que los CAPs de
los nervios de las crias ligeras en las camadas 9P y 12P tuvieron de manera
significativa menor area que los registrados en los nSU de las ratas pesadas en las
mismas camadas. (9P: t de student no pareada: t=3.198 p =0.01 y 12P: t de student
no pareada: t=4.71, p = 0.008) (Figura 14C). Mientras que el PAC del nSU de ratas
ligeras de las camadas 6P, fue de menor area que el de las ratas pesadas, este no

mostré diferencias significativas entre los grupos.

Al comparar los valores del area promedio del PAC de las distintas camadas, se
obtiene la siguiente secuencia: 6P>9P>3P>12P>1P. La cual difiere de la secuencia
del peso corporal obtenida el mismo dia de las observaciones experimentales
(DPNG60; Figura 9), la cual es: 3P>6P>9P>1P>12P.
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Figura 14 Potenciales de accién compuesto (PAC’s) del nSU de ratas de camadas de
distinto tamafio. A) Registros promediados de PAC’s generados por estimulos eléctricos
(2xU) aplicados al nSU de ratas criadas en ausencia de hermanos (1P) o con diferentes
tamafos de camada (3P,6P,9P o 12P). B) Analisis intra-camada del promedio del area del
PAC evocado en el nSU. C) Analisis intra-camada del promedio del PAC evocado en el
nSU de las ratas pesadas (H) y ligeras (L) de los grupos (6P, 9P y 12P). Las barras indican
el valor promedio (x EEM). Las diferencias en los valores en el andlisis entre-camadas fue
establecida mediante un ANOVA de una via con una prueba post hoc Bonferroni, (*p <
0.05, **p < 0.01) y las diferencias intra-camada fueron establecidad mediante T de student
no pareada (# p < 0.01.) El nimero de crias por camada es el representado en el pie de
figura de la figura 8

Las diferencias entre las secuencias de peso corporal y del area del PAC registrado

en nervios nSU de las ratas que conforman las camadas de distinto tamafo, permite
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sugerir que no existe relacién alguna entre estos pardmetros. Sin embargo, para
ahondar en esta cuestidn, decidimos analizar la posible relacion existente entre el
peso corporal de cada una de las ratas obtenido en el DPN60 y el area del PAC
registrado en el nSU de la misma rata y registrado en el mismo dia. La gréafica de
la Figura 15 muestra que los valores obtenidos muestran una notable dispersion,
con un coeficiente de correlacion de Pearson muy pequefio (r=0.07), lo que
confirma la escasa relacion existente entre el peso corporal y el &rea del PAC.
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Figura 15. Correlacién entre el peso corporal y el area del PAC

8.54. Caracterizacion histoldgica de los axones del nSU

En las Figuras 16 y 17, se muestran cortes histolégicos de nSU de las ratas
criadas en las distintas camadas bajo estudio. El didmetro interno transversal de
los axones obtenidos y medidos de secciones histolégicas del nSU de ratas
pertenecientes a los diferentes grupos de estudio (ver con microfotografias
representativas) mostraron una frecuencia de distribucién binomial con un solo pico
(Figura 18A y B). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(ANOVA de una via: F (4, 46) = 0.444, p =0.776), ni tampoco en el area transversal
total del axon (F (4,46) = 0.418, p = 0.794)
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Figura 16. Microfotografias representativas (100x) del nSU de ratas de 60 d
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9P-H

12P-L 12P-H

Figura 17. Microfotografias representativas del nSU que crecieron en las ratas pesadas
(H) y ligeras (L) de los grupos (analisis intra-camada).
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La frecuencia de distribucién porcentual del grosor de mielina (tanto en el
analisis entre- e intra-camada) no mostraron una distribucién binomial sino una
distribucién bimodal (Figura 18C y D respectivamente), indicando la probable
presencia de dos subpoblaciones de axones con diferentes grosores de mielina,
uno con intervalo entre 0 a 0.5 um (Subp A) y otro con un intervalo entre 0.5 a 1.5
um (Subp B). En el analisis entre-camada, la distribucion del grosor de mielina de
los axones en el nSU de ratas de los grupos 6P y 9P mostraron dos picos (simbolos
rellenos en la Figura 18C) con similares valores porcentuales (6P: pico-1, 10.3% y
pico-2, 10.4% y 9P: pico-1, 9.3% y pico-2, 10.5%).
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Figura 18 Distribucion de frecuencia del diametro transversal y el grosor de mielina de los
axones del nSU de ratas de los diferentes grupos de estudio. A) y B) Distribucién de
frecuencia porcentual del didmetro de los axones en nervios de ratas provenientes de
diferentes tamafios de camada (andlisis entre-camada) y las pesadas y ligeras de los
grupos 6P, 9P y 12P (andlisis intra-camada) respectivamente. C) y D) Distribucion de
frecuencia porcentual del grosor de la mielina en axones del nSU de ratas provenientes de
diferentes tamafos de camada (analisis entre-camada) y las pesadas y ligeras de los

grupos 6P, 9P y 12P (analisis intra-camada) respectivamente. El nUmero de ratas por grupo
es el reportado en la gréfica 9

55



De acuerdo con el analisis tipo decunvolucion usado en este estudio (Ver
seccion de métodos) en la Subp A, se observa que los nervios de los grupos 6P y
9P contienen relativamente menor porcentaje de axones con poco grosor de mielina
mientras que en la Subp B, tienen un mayor porcentaje de axones (Figura 19).
Consistente con lo anterior, el valor de g-ratio de los nervios de las ratas procedente
de los grupos 6P y 9P fue alrededor de 0.7 (Figura 19 C), lo cual es cercano al valor
optimo de mielinizacion en los axones del nSU de la rata (Chomiak y Hu, 2009). In
contraste, la distribucion porcentual del grosor de la mielina en los nervios de los
grupos 1P, 3Py 12P mostraron un solo pico en el intervalo de 0.4 — 0.5 pum (Figura
19A). Adicionalmente, el valor de g-ratio (ver seccion de métodos) de estos grupos
esta cercano al valor de 0.8, lo cual indica un valor de mielinizacion relativamente
menor (Kruskal Wallis test: H= 16.35, p = 0.002) (Figura 19C)
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Figura 19. Andlisis del grosor de la mielina del nSU. A) porcentaje de axones con mayor o
menor grosor de mielina determinada por un analisis semi-cuantitativo (tipo-deconvolucién)
del nSU de ratas criadas en distintos tamafios de camada (Analisis entre-camada). B)
porcentaje de axones con mayor o menor grosor de mielina de ratas pesadas y ligeras
(Analisis intra-camada). C y D) promedio (z E.E.) del g-ratio de axones en nervios de ratas
provenientes de distintos tamafios de camada (Andlisis entre-camada. Kruskal-Wallis con
post hoc Dunn’s; *p < 0.05, **p <0.01) Los simbolos claros y oscuros simbolizan los valores
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de g-ratio del nSU de ratas naturales y adoptadas respectivamente. El nimero de crias en
cada grupo esta representado en la figura 9

El andlisis intra-camada mostr6 que la distribucién porcentual del grosor de
la mielina en todos los grupos mostré dos picos (Figura 18 D y F). Los nervios de
las ratas pesadas de los grupos 6P, 9P y 12P, asi como las ratas ligeras del grupo
de 9P mostraron un mayor porcentaje de axones con mayor grosor en la vaina de

mielina que las ratas ligeras de los grupos 6P y 12P (Figura 19 B)

9. Discusién

La evidencia experimental obtenida en este estudio sugiere que, aunado a
las interacciones madre-cria, las interacciones sociales con los congéneres
integrantes de la camada (hermanos o adoptados) es de gran relevancia para la
adecuada formacion del grosor de la vaina de mielina en los axones que conforman

el nSU y consecuentemente de la adecuada propagacion del PAC en la rata adulta.

Los resultados indican que en el DPN9 las ratas provenientes de diferente tamafo
de camada (1,3,6,9 yl12 crias por camada) mostraron diferencias en el peso
corporal (3P>6P>9P>12P>1P) y este orden fue mantenido hasta la edad adulta
(Figura 9 y 10). Nuestros resultados también indican la presencia de diferencias
significativas entre los individuos mas pesados y ligeros en las camadas mas
numerosas (9P y 12P). En congruencia con tales resultados los datos indican que
las crias pesadas de los grupos 9P y 12P ingirieron mas leche y tienen mayor peso

en comparacion que sus compafieros mas ligeros.

Diversos estudios han descrito los efectos del tamafio de la camada en el desarrollo
postnatal (Conejo: Drummond et al., 2000; roedores: Prager et al., 2010; Tanaka,
1998; Wurtman y Miller, 1976). El tamafio de la camada afecta la cantidad y
composicion de leche materna disponible para las crias (Knight et al., 1986, ver
revision en Mendi, 1988), resultando en un incremento en la competencia por la
leche entre los compafieros de camada (en camadas numerosas), lo cual conlleva
a una reduccion en el consumo de leche y el peso corporal de las crias durante el
periodo post-natal temprano (Celedon et al., 1979; Kappeler et al., 2009; también

ver Drummond et al. 2000; Rédel et al., 2008a, b en conejos). Consecuentemente,
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las camadas numerosas (>12 crias) ha sido usado como un modelo de desnutricion

en roedores (rata: Celedon et al., 1979; ratén: Nagy et al., 1977).

Es conocido que las interacciones sociales entre los compafieros de camada es
una fuente importante de estimulos sensoriales a través de la conducta de
agrupamiento (huddling) ademas la competencia entre congéneres para acceder a
la leche materna y las posiciones térmicamente ventajosas dentro del nido afectan
el estado nutricional y metabdlico de las crias (golden hamster: Vieira y Otta, 1998;
raton: Zepeda et al., 2018; rata: Bautista et al., 2010; Prager et al., 2010; Rdodel et
al., 2010; conejo: Bautista et al., 2008; Bautista et al., 2013; Garcia-Torres et al.,
2015; Rodel et al., 2008a, b). Consecuentemente, se puede asumir que el grado de
interaccion social entre los compafieros de camada depende del tamafio de la
camada, de tal manera que conforme incremente el nimero de compafieros de
camada, las crias reciben mas estimulacion sensorial a través del juego o el
huddling, pero su vez compiten por un acceso reducido a la leche y al cuidado
materno (Drummond et al., 2000; Rédel et al., 2008a, b, en conejos de laboratorio
y salvajes, y ratas de laboratorio respectivamente). En congruencia a nuestra
hipétesis en la que los estimulos sensoriales y/o sociales de los compafieros de
camada es importante en el desarrollo de los nervios periféricos sensoriales,
evidencias de nuestro grupo sugieren que los efectos negativos observados en el
nSU de ratas macho adultas que fueron separadas de su madre y compafieros de
camada en la vida post-natal temprana a través de la crianza artificial fueron
prevenidos cuando las crias fueron expuestas a crias de otras camadas durante el

aislamiento (Segura et al., 2014).

No obstante, debe notarse que las crias Unicas (crecieron con sus madres, pero en
ausencia de compafieros de camada) mostraron un menor consumo de leche a
pesar de recibir cuidados maternos normalizados con respecto al tamafio de la
camada (i.e lamido materno), lo cual posiblemente se debe a que las crias se
encuentran menos estimuladas o motivadas para succionar el pezon, lo anterior
relacionado con carencia de competencia por la leche. (Li et al., 2008; Nicolas et
al., 2011) y por otro lado por una reduccién en la eyeccion de leche y lactacion de
la madre debido a una estimulacion sensorial débil que provee una solo cria, lo que
conlleva a una disminucion en el reflejo neuroendocrino de eyeccién de leche y la

lactogénesis (Lincoln y Paisley, 1982) y un menor volumen de la mima. Ademas,
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las madres los mantuvieron mayor tiempo bajo estimulacion y por lo tanto menor

tiempo de succion durante las dos primeras semanas de vida postnatal.

La posicion que las crias ocupan dentro del agrupamiento en el nido, determinada
por el peso corporal durante el periodo postnatal pre-destete es relacionada con el
crecimiento y el desarrollo a corto y largo plazo (Bautista et al., 2010; Hudson et al.,
2011; Reyes-Mezaetal., 2011; Zepeda et al., 2018). De acuerdo con las diferencias
encontradas entre los comparfieros de camada pesados y ligeros en el DPN9 en el
peso corporal y la tasa de crecimiento corporal (Figura 8), se asume que la
presencia de las crias pesadas y ligeras durante el periodo postnatal pre-destete
es debido a la competencia por el consumo de leche y es de notar que esas
diferencias se exacerban entre mayor sea el incremento de crias por camada dada
la mayor competencia por la leche y, durante la tercera semana del periodo
postnatal pre-destete, por el alimento sélido.

Adicionalmente, proponemos que las diferencias en el peso corporal entre los
compaferos de camada representan un nivel de competencia e interaccién social
entre los hermanos. En este escenario, se debe resaltar que las diferencias en el
peso corporal entre las ratas pesadas y ligeras persiste hasta la edad adulta
(DPN60) (FIG 10), lo que indica que los efectos nutricionales durante el periodo
pre-destete derivados de las interacciones madre-cria y con los compaferos de

camada permanecen hasta la edad adulta.

El cuidado materno incluye una serie de conductas que representan una de las
fuentes mas importantes de entradas tactiles y sociales para el desarrollo postnatal
del SNC de larata (Fleming et al., 2002; Lomanowska y Melo, 2016). En el presente
estudio, se considerd al lamido materno como la mayor fuente de estimulacion
sensorial provista por la madre. Nuestros resultados indican que la cantidad de
lamidos maternos que reciben las crias dependen del tamafio de la camada. De tal
manera que las crias pertenecientes a las camadas numerosas reciben menos
lamidos por cria que aquellos pertenecientes a camadas pequefias, por lo que la
menor estimulacion sensorial provista por la madre puede traer consecuencias el

desarrollo de las caracteristicas morfo-funcionales de nervios periféricos.

Siguiendo las evidencias arrojadas en esta tesis surgen las siguientes preguntas:

¢, Qué factores influyen en la mielinizacion y la propagacion del PAC en el nSU?;
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¢Los estimulos sensoriales y sociales de la madre o de los hermanos?; ¢los
factores nutricionales en la vida temprana?; ¢Una combinacion de todos esos

factores?

Los hallazgos en los registros electrofisioldgicos y en la histologia indican que el
nSU de los grupos 6P y 9P mostraron una mayor area y amplitud del PAC y un
mayor porcentaje de axones con relativamente mayor grosor de mielina que el nSU
de los grupos 1P,3P y 12P, en este sentido, se sugiere que la estimulacion sensorial
provista por las interacciones entre los comparferos de camada durante el periodo
postnatal pre-destete, por lo menos en los grupos 6P y 9P, parece jugar un papel
relevante en la mielinizacion y en la propagacion del PAC en el SNP incluso
probablemente mas que la interaccion con la madre. De hecho, evidencias
obtenidas en nuestro laboratorio muestran que la deplecion en el area y amplitud
del PAC y en el grosor de la mielina de los axones del nSU de ratas aisladas
(mediante la crianza artificial) es prevenida (al menos parcialmente) cuando son
afiadidos dos compafieros en el protocolo de aislamiento (Segura et al., 2014). El
mecanismo involucrado en este proceso es desconocido, pero se propone que la
estimulacion tactil induce la activacion neural y promueve la mielinizacion a través
de la liberacién de factores neurotréficos en el SNC (Stevens et al., 2002) y en el
SNP (Stevensy Fields, 2000; Wan et al., 2010). En concordancia con los resultados
es probable que la estimulacion tactil por el agrupamiento (huddling) antes del
DPN10 (Alberts, 1978) y el acicalamiento entre congéneres (allogrooming) después
del DPN14 (Pellis y Pellis, 1997) en los grupos 6P y 9P se promueve la liberacion
de factores neurotréficos que favorecen la mielinizacion de los axones en el nSU.
Adicionalmente, ha sido reportado que la estimulacion tactil revierte la disrupcion
de la proteina S-100B (un marcador astrocitico), BDNF (brain derived neurotrophic
factor), N-CAM (Cell-adhesion molecule) y GAP-43 (proteina de elongacién axonal)
en diferentes regiones del cerebro de ratas socialmente aisladas (Chatterjee et al.,
2007) ademas se incrementa la expresion de BDNF en el hipocampo (Antoniazzi et
al., 2017) e IGF-1 en la corteza cerebral de crias que crecen con congéneres (entre
los DPN 8-14) (Guzzetta et al., 2009). En conjunto los resultados obtenidos en la
presente tesis concuerdan con las evidencias obtenidas en diversos estudios que
muestran la contribucion de los estimulos sociales (madre-cria) durante la vida

temprana contribuyen al desarrollo morfolégico (Fleming et al., 2002; Lomanowska
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y Melo, 2016) y la mielinizacion del SNC (Chatterjee et al., 2007; Kikusui et al.,
2007; Miki et al., 2014; Ono et al., 2008 en rata y ratén), efectos que permanecen
hasta la vida adulta.

Por otro lado, la deplecion en los valores electrofisiol6gicos e histolégicos del nSU
de las ratas que crecieron en los grupos de camadas pequefias (1P y 3P) y grandes
(12P) sugiere que, aunque reciben mayor acicalamiento por la madre (Licking) vy,
en el caso de la camada de 3 crias tuvieron una mayor ganancia de peso, otros
factores se encuentran involucrados para explicar estos efectos. Por ejemplo,
aunque las ratas del grupo 12P tienen mayor estimulacion proveniente de los
compafieros de camada también tienen algunas influencias negativas: a) reciben
menos cantidad de estimulacion materna (Licking) entre los DPN8 y 9 (también
observado por Enes-Marquez y Giusti-Paiva, 2018), b) las crias estuvieron mas
expuestas a la competencia por la leche y en consecuencia c) tuvieron menos

ganancia de peso, efecto que se conservo hasta la vida adulta.

Debe resaltarse que la reduccion en la mielina observada en los tamafios de
camada extremos (1P, 3P y 12P) puede ser asociado con diversas perturbaciones
gue alteran la propagacion de potenciales de accion (Kimura y Itami, 2009; Waxman
et al, 1995). Debido a que el nSU es principalmente compuesto por axones
sensoriales mielinizados, las deficiencias en la propagacion de los potenciales de
accion debido a la falta de axones sensoriales mielinizados puede generar
disfuncion periférica (Melo et al., 2022). Consecuentemente, puede ser esperado
gue un relativo aumento en la proporcion de axones con neuropatia periférica
puede presentar un bloqueo en la conduccion o una propagacion intermitente que
puede asociarse con una reduccion en el area del PAC observado en el nSU de las
ratas de los grupos 1P, 3P y 12P. Dichas alteraciones en la propagacion del
potencial de accion puede interrumpir o desincronizar la codificacion sensorial
transmitida desde los receptores sensoriales periféricos hacia el SNC. Asi, las
alteraciones en la funcion nerviosa sensorial en los animales que no recibieron una
adecuada estimulacion sensorial durante periodos criticos del desarrollo, ya sea
por la privacion social de la madre y los comparfieros de camada (Segura et al.,
2014; Zempoalteca et al., 2018) o debido a que fueron criadas en camadas con
tamanos extremos (pequefias 1P y 3P o grandes 12P) pueden explicar cierta

disfuncion en la propagacion de impulsos a través de nervios periféricos o incluso
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alteraciones en interacciones sociales debido a que las sefiales
sociales/sensoriales no son adecuadamente llevadas al SNC y por lo tanto la
interpretacion y la respuesta a dichas sefiales puede ser inadecuada.

Con base en los resultados obtenidos en la presente tesis, se propone que la
mielinizacion y la propagacion del potencial de accidn en los nervios periféricos de
las ratas adultas criados en camadas de diferente tamafio en presencia de la madre
esta asociada con una compleja interrelacién de factores sensoriales/sociales y
factores nutricionales durante el periodo postnatal pre-destete. En concordancia, se
propone que las crias pertenecientes al grupo 3P tienen una menor interaccion
social (menos estimulacion sensorial y reduccién en la competencia entre los
compaferos de camada) pero a su vez tienen relativamente mayor incremento en
el Licking materno y la disposicion de leche materna lo que les genera un
incremento significativo en el peso corporal y alteraciones en la regulacion
enddcrina del , el nSU en las ratas adultas contienen a la mayoria de los axones
con menor grosor de mielina lo que resulta en PAC’s con menor area. En este caso,
se propone gue la menor estimulacion sensorial (relativa con los otros grupos) y la
menor competencia durante el periodo pre-destete influencia negativamente en la
mielinizacion y en la propagacion del potencial de accion en el adulto
comparativamente con la posible influencia positiva que da el buen estado
nutricional, mientras que las ratas criadas en las camadas grandes (12P) con altos
niveles de interaccion social pero una disminucién significativa en el consumo de
leche y un pobre estado nutricional debido al alto grado competencia con sus
compafieros de camada tienen nSU con menor mielinizacion de los axones y menor
area del PAC en la edad adulta. Por otro lado, las ratas que crecieron en tamafios
de camada intermedio (6P y 9P) mostraron una combinacién balanceada de
factores sensoriales y nutricionales que resultaron en un apropiado peso corporal y
tasa de aumento de peso, asi como en una adecuada mielinizacién y propagacion
del potencial de accién en los axones de la rata adulta. En contraste, las crias que
fueron criadas con su madre, pero en ausencia de sus comparfieros de camada (1P)
representan una situaciéon inadecuada en donde, aunque reciben mayor cuidado
materno (lamido), ingieren menos leche y ganan menos peso corporal resultando

en un pobre estado nutricional aunado a eso tienen la ausencia de hermanos
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parecen afectar de manera negativa la mielinizacion del nSU y la propagacion PAC
en la edad adulta.

Una explicacion alternativa a nuestros resultados puede ser atribuida el
procedimiento de cross-fostering al introducir factores genéticos o intrauterinos
responsables en el peso corporal y en las caracteristicas del nSU encontradas en
las camadas grandes en este estudio. Sin embargo, nuestros resultados indican
gue las crias adoptadas y naturales no presentan diferencias significativas en el
peso corporal en las camadas numerosas (ver Figura 10). De la misma manera los
datos indican que el &rea del PAC y en el g-ratio de los axones de las crias pesadas
y ligeras estan entremezclados entre las crias naturales y adoptadas de los grupos
6P, 9P y 12P. En conjunto, estos datos indican que las crias adoptadas parecen no
afectar el peso corporal y las caracteristicas electrofisiologica e histologicas de los
axones en los nervios de los compafieros de camada en las camadas grandes. Esto
parece excluir la posibilidad de que otros factores biolégicos como los genéticos y/o
intrauterinos asociados con la adopcion de crias no estan involucrados en las
variables mediada en este estudio, los datos indican que estas se ven influenciadas

por la influencia conductual y fisiol6gica asociada al tamafio de la camada.

En conjunto los resultados, en conjunto con un gran y un creciente numero de
evidencias resaltan la importancia de las interacciones entre los comparieros de la
camada y la madre modelan el fenotipo en las ratas adultas, en el presente estudio

se evidencia dicho efecto a nivel neurofisiologico en el SNP de la rata adulta.
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10. Resumen de resultados

Las crias de camadas pequefias (3P y 6P) presentan mayor peso corporal que las
crias de camadas grandes (12P) o con ausencia de hermanos.

Estas diferencias permanecen hasta la edad juvenil adulta (DPN60).

Las camadas grandes (9P y 12P) contienen crias pesadas y ligeras que se asocia
a la presencia de competencia entre congéneres por el alimento.

El consumo de leche de las crias provenientes de camadas grandes y sin hermanos
es significativamente menor que aquella de camadas pequefias. Asi mismo, las
crias pesadas de camadas numerosas consumen mas leche que las ligeras.

Las crias de camadas grandes (9P y 12P) reciben menor lamido materno que las
de camadas pequeiias (3P y 6P) y sin hermanos (1P).

Los potenciales de accion compuesto evocados en nSU de crias de camadas de 6
y 9 hermanos es de mayor amplitud y area que los provocados en camadas grandes
y sin hermanos. Asi mismo, las crias pesadas muestran PACs de mayor area en
comparacion con el de las crias ligeras.

Los axones del nSU de crias de camadas de 6 y 9 crias presentan mayor grosor de
la vaina de mielina que aquellos de nervios de crias de camadas grandes y sin
hermanos sin presentar cambios en el diametro de los axones.

No se presentan diferencias significativas en los distintos parametros analizados

entre las crias naturales y adoptadas en las camadas de 6P, 9P y 12P

9.Conclusion general

En conjunto los resultados muestran que la presencia de compafieros de camada
afecta el crecimiento de las crias (tasa de aumento de peso y consumo de leche)
durante el periodo postnatal pre-destete. Lo anterior, a su vez se ve reflejado en las
caracteristicas histologicas (grosor de la mielina) del N. sural. asi como en las

propiedades electrofisioldgicas
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10. Perspectivas

Analizar la calidad de la leche de ratas madre en diferentes tamafos de camada.
Cuantificar el contenido de proteina basica de mielina (MBP) y otros marcadores
moleculares de mielinizacion.

Evaluar el efecto de la condicion social sobre la mielinizacién axonal y conduccién
de potenciales de accion en el SNC (médula espinal).

Establecer los periodos criticos del desarrollo de la mielinizacién en ratas que
crecen con distinto tamafo de camada (condiciones semi-naturales)

Analizar el componente fractal en las series de tiempo registradas en el PAC
evocado en el nSU.
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ANEXO 1 (Datos complementarios)

1P
3P
6P
9P
12P

tot oo

Peso corporal (g)

80

Edad (dias)

Figura 20 Curvas de aumento de peso de las camadas experimentales durante el periodo
pre- y pos-destete
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Tabla 2. Umbral de activacion y velocidad de conduccion en los grupos de estudio

ENTRE-CAMADA

1P 3P 6P 9P 12pP
Umbral del PAC (pnA) 68,5+5,5 78,8+ 11,6 75,0+5,6 76,10 £ 6,10 70,5+6,1
Velocidad de conduccién(m/s) 31,11+ 7,89 36,24 £ 4,5 29,17 £ 6,69 37,47 £11,52 30,61 5,2
INTRA-CAMADA
6P-H 6P-L 9P-H 9P-L 12P-H 12P-L
Umbral del PAC (pnA) 79,6 £6,0 70,0 + 8,5 69,0+ 2,9 79,8 +17,9 76,2+ 8,9 67,5 £9,9
Velocidad de conduccion(m/s) 31,31 +7,89 27.39+5,59 59,61 +12,01 34,27 £11,62 34,27 £11,62 34,07 £6,30

76



ANEXO 2 (Analisis de pseudodeconvolucion)
a) Entre-camadas
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b) Intra-camada
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Abstract

To investigate whether mother and sibling interactions during the preweaning period
influence the histological and electrophysiological characteristics of the sensory sural
nerve (SUn) in the adult rat, litters composed of 1, 3, 6, 9, and 12 male pups (P) were
formed and the pups routinely weighed until postnatal day 60 (PND60). At PND9, 3P
and 6P litters showed greater body weight than pups without siblings or from 9P or
12P litters, and such differences in weight were maintained until adulthood. Analysis
of maternal licking at PND8 and 9 showed that pups from large litters received fewer
licks than pups from small size litters. At PND&0, SUn of rats from 6P and 9P litters
had greater compound action potential (CAP) amplitude and a higher proportion of
axons with large myelin thickness than nerves from rats of 1P, 3P, or 12P litters. SUn
of heaviest rats from 9P and 12P litters had greater CAP area and myelination than
the lightest rats from the same litters. We propose that a complex interplay of sensory,
social, and nutritional factors arising from mother and littermate interactions during
the preweaning period influence myelination and the propagation of action potentials
in the SUn of adult rats.

KEYWORDS
compound action potential, cutaneous nerve, electrophysiology, litter size, myelin, postnatal
social experience, siblings

central and peripheral nervous system (CNS and PNS) is far from
complete at birth. By example, myelination is a complex and plastic

The development of the nervous system in altricial species is char-
acterized by the occurrence of “sensitive periods” that appear in
organized and sequential time windows across prenatal and postna-
tal development. Such periods are strongly susceptible to social and
other environmental factors, which can modify the morphological,
physiological, and behavioral phenotype of the organism (Knudsen,
2004; Meredith, 2015). In altricial mammals, the development of the

process that occurs during critical periods of development (prenatal
and/or postnatal periods) and it is fundamental for the rapid and effi-
cient transmission of action potentials through the axons, Myelination
occurs by a symbiosis between axonal and glial cells, oligodendrocytes
in the CNS and Schwann cells in the PNS. In the rat, myelination of
the brain start around the middle of the lactancy period (around post-

natal day [PND]16), peaks nearly to weaning and decline during the
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List of abbreviations

AR Artificial reared

BDNF Brain-derived neurotrophic factor
cAMP Cyclic adenosine monophosphate
CAP Compound action potential

CNS Central nervous system

GDNF Glial cell line—derived neurotrophic factor
GFAP Glial fibrillary acidic protein
GGF Glial growth factor

IGF-1 Insulin growth factor 1

MAG Myelin-associated glycoprotein
MR Mother reared

Nrgl Neuregulin 1

NT3 Neurotrophin-3

PO Protein 0

PMP22 Peripheral myelin protein 22
PND Postnatal days

PNS Peripheral nervous system

SCs Schwann cells

Mini-dictionary of terms

Artificial rearing A experimental methodology by which an animal is reared artificially in isolation, without the mother and littermates.

CAP Electrophysiological response of a nerve.

Development A sequential series of processes and mechanisms that induce the growth and organization of organs and tissues.

Hypomyelination Decreased myelination.

Maternal deprivation Deprivation of mother—infant interactions.

Myelination A complex process that involves the interaction between glial cells and axons and is essential for the rapid transmission of action
potentials.

Neurotrophic factors Peptides or small proteins that participate in the growth, survival, and differentiation of developing and mature neurons.

Perinatal undernutrition Severe food restriction during gestation and lactancy.

Remyelination Recovery of axonal myelination.

Sensory fibers Axons that originate from sensory receptors in the skin or muscles.
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