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RESUMEN

Introduccion. El vinculo materno es fundamental para el establecimiento y mantenimiento de
las redes sinapticas, y el desarrollo morfofisiolégico y emocional de los individuos. Los nifios
maltratados o rechazados son mas propensos a desarrollar psicopatologias. Los modelos ani-
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males permiten una aproximacién experimental a mecanismos involucrados en alteraciones
ocasionadas por estrés temprano.

Objetivo. Determinar si la separacion materna durante la lactancia, afecta en el adulto el
tamano del cerebro y el niumero de células inmunorreactivas a la subunidad alfa 1 del recep-
tor cido gamma-aminobutirico: GABA-A.

Métodos. Se mantuvieron ratas Wistar con ciclo invertido luz-oscuridad, sin restricciones de
agua o comida. Durante la lactancia, a unas mamas les fueron separadas las crias dos veces
al dia y otras se mantuvieron como grupo control. El dia 22 los sujetos se separaron por sexo
y tratamiento. El dia 60 se perfundieron con paraformaldehido, previa anestesia, y los cere-
bros fueron extraidos y pesados. Para identificar el tamafno cerebral, se hicieron cinco cortes
seriados de 20 um cada 100 um. Se tomaron fotografias y se utilizé una escala micrométrica.
La inmunorreaccién al receptor GABA-A se analizé en cortes de 20 um mediante tincién por
inmunohistoquimica.

Resultados. En las ratas adultas, el peso cerebral total de las ratas separadas fue menor.
En las hembras separadas se observé reduccion estadisticamente significativa en el tamafo
del hipocampo. En los machos separados se observé disminucién de la marcacién para la
subunidad alfa1 del receptor GABA-A, en la corteza prefrontal, la amigdala y el hipocampo.

Conclusiones. Estos resultados muestran que la separacion materna durante la lactancia
altera, en ciertas areas cerebrales del adulto, el tamano y la inmunorreaccion al receptor
GABA-A, y que estos cambios son diferentes en hembras y machos.

Palabras clave: ansiedad, relacion madre-hijo, receptor GABA-A, cerebro de rata (Fuente:
DeCS)

ABSTRACT

Introduction: The maternal bond is crucial to establish and maintain synaptic networks and
for morphophysiological and emotional development of individuals. Neglected or abused
kids are more susceptible to develop psychopathologies. Animal models allow an experimen-
tal approach to mechanisms involved in alterations due early stress.
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Objective: To determine if maternal separation during nursing alters brain size in adults and
the amount of immunoreactive cells to alpha subunit of GABA-A receptor.

Methods: Wistar rats were kept under reverse light-dark cycle with food and water ad libitum.
During nursing, pups were separated from their mothers twice a day and other group was
used as control. At day 22", subjects were separated by gender and treatment. In day 60,
subjects were anesthetized and perfused with paraformaldehyde and brains were extracted
and weighted. In order to identify brain size, 5 serial slides of 20 um were made every 100
um. Pictures were taken and micrometric scale was used. Immunoreactivity to alpha subunit
of GABA-A receptor was analyzed in 20 um slides through immunohistochemistry.

Results: In adults, total brain weight of separated rats was inferior thanin the control group.
Separated females showed a significant reduction of hippocampus size. In separated males
a decrease of immunoreactivity to GABA-A receptor in prefrontal cortex, amygdala and hip-
pocampuswas evidenced.

Conclusions: These results show that maternal separation during nursing alterssize in some
brain areas of adult rats, the immunoreactivity to alpha subunit of GABA-A receptor, and

these changes are different between separated females and males.

Key words: Anxiety, mother child relations, GABA receptor, rat brain. (Source: DeCs)

INTRODUCCION

Las experiencias traumaticas que ocurren
durante los primeros anos de vida afectan
el desarrollo cerebral y el comportamiento
de los individuos (1). En los estudios clinicos
en que se evaluan las consecuencias de las
experiencias adversas tempranas, como el
abuso infantil, el rechazo materno o el estrés
psicosocial, se sugiere que tener un historial
de sucesos adversos puede facilitar el desa-
rrollo de varias psicopatologias (2-5).

Para estudiar cobmo las experiencias negati-
vas ocurridas en la edad temprana afectan el
desarrollo del individuo, se han implementa-
do varios modelos con animales, incluyendo
los que investigan las disrupciones en la rela-
cién madre-cria y sus consecuencias a corto,
mediano y largo plazo (6-8). Uno de estos
modelos es la separacion maternal tempra-
na, que ha sido ampliamente utilizado como
un modelo de ansiedad y depresién causadas
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por el estrés que implica dicha separacion,
tanto para la cria como para la madre (9).

En la sociedad, la separacion temprana de
madre e hijo es un factor comun, dado que los
cambios sociales han permitido a la mujer des-
empenar un nuevo rol en la comunidad; sin
embargo, las primeras etapas de la vida de un
ser humano son determinantes para su desa-
rrollo y la relacién hijo-madre es fundamental.

En la literatura cientifica se postula la hipé-
tesis de que la interaccion dual constante
entre el recién nacido y la madre, controla
y modula la conducta del recién nacido ante
los estimulos del ambiente y, ademas, puede
contribuir a regular el desarrollo interno ho-
meostatico (10).

Esta funcion reguladora de la interaccién
madre-recién nacido, podria ser esencial
para promover el desarrollo normal y regular
las conexiones sinapticas durante el estable-
cimiento funcional de los circuitos cerebra-
les. En la respuesta al estrés participan dos
mecanismos fisiolégicos que se complemen-
tan mutuamente: uno directo, la estimula-
cién nerviosa a través del sistema nervioso
auténomo, y otro indirecto, el hormonal,
mediante la accidon del eje regulador hipo-
talamo-hipofiso-suprarrenal (hypothalamic-
pituitary-adrenal axis).

La palabra estrés es un concepto multidi-
mensional que también se ha empleado para

denotar sus tres componentes: el evento
estresante, la respuesta del organismo al
evento estresante, y los estados fisioldgicos
y del comportamiento intermedios entre el
evento estresante y la reaccién corporal (11).
Dado que la separacidbn materna se considera
un modelo de estrés crénico (12), es posible
indagar sobre los cambios morfolégicos y
los mecanismos neurobiol6gicos involucra-
dos en respuestas individuales de la activa-
cién del eje hipotalamo-hipéfiso-suprarrenal
(13), el cual muestra los mecanismos fisiol6-
gicos que hacen que un organismo responda
adaptativamente a un estimulo hostil.

La respuesta al estrés estd mediada funda-
mentalmente por interaccion de dicho eje
y por la accién de los neurotransmisores. El
acido gamma-aminobutirico (gamma-amin-
obutyric acid, GABA) es el principal inhibidor
de la neurotransmisién en el sistema ner-
vioso central de los mamiferos (14) y se ha
reportado que el estrés puede causar altera-
ciones en el GABA o en sus receptores (15).

El GABA esta presente en altas concentracio-
nes en muchas regiones del cerebro (16); se
estima que entre 10 y 40% de las terminales
nerviosas en la corteza cerebral, el hipocam-
po y la sustancia nigra, el nucleo estriado, la
amigdala, el globo palido, el bulbo olfatorio
y el cerebelo, utilizan GABA como su transmi-
sor principal (17). Los hallazgos sugieren una
relacion entre las alteraciones de la funcién
gabaérgica con enfermedades neuroldgicas
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y psiquidtricas humanas, que incluyen epi-
lepsia (17), discinesia tardia, alcoholismo
(18), esquizofrenia, enfermedades del sueno
y retardo mental, entre otras.

El GABA actla a través de tres tipos de recep-
tores (GABA,, GABA, y GABA); los recepto-
res de tipo Ay C son ionotrépicos y median
la actividad inhibitoria rapida (19), mientras
gue el B esmetabotrépico y se relaciona con
la accién inhibitoria a largo plazo (20). El re-
ceptor GABA, es el principal para la neuro-
transmision inhibitoria en el sistema nervio-
so central (19); su estructura esta formada
por cinco polipéptidos transmembrana, los
cuales son subunidades organizadas alrede-
dor de un canal i6nico permeable al Cl(21).
Se han identificado, al menos, 19 subunida-
des (22), las cuales se denominan a (1 a 6), B
(1ad),y(1a3),0 ¢&p(1a3) apesardela
gran cantidad de posibilidades combinato-
rias, la diversidad de receptores GABA, esta
significativamente restringida (16,17). Por
lo general, el receptor contiene, al menos,
una subunidad alfa, una beta y una gamma
(16,23).La subunidad a1 es el subtipo mas
prevalente en el sistema nervioso central
(24,25); es especifica de los receptores si-
napticos, en comparacion con a5 y a4 que
estan presentes en receptores extrasinapti-
cos (26). La presencia de neuronas gabaérgi-
cas y conexiones sinapticas a través de todo
el sistema nervioso, sugiere que la inhibiciéon
neural es un proceso regulador critico en los
procesos fisioldgicos y del comportamiento,
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incluyendo la actividad locomotora, la con-
ducta de alimentacion, la agresién, la con-
ducta sexual, los estados de animo, la regula-
cién de la sensibilidad al dolor, la regulacién
cardiovascular y la termorregulacion (17,25).

En estudios previos de nuestro grupo, se en-
contrd que en las ratas hembras adultas, pero
no en los machos, dos periodos cortos de se-
paracién materna durante la lactancia indu-
cian una disminucién de la conducta ansiosa
evaluada en el laberinto en cruz elevado
(27). Teniendo en cuenta que la separacion
materna durante la lactancia se considera un
modelo de estrés crénico temprano y que el
estrés induce alteraciones a largo plazo, el
objetivo del presente trabajo fue investigar
si en las ratas este tipo de estrés induce, en
el adulto joven, cambios en el tamano del
cerebro y en el nUmero de células inmuno-
rreactivas a la subunidad alfa del receptor
GABA-A en determinadas areas cerebrales.

METODOLOGIA

Separacion materna durante la lactancia

Se utilizaron ratas Wistar, criadas con ciclo
invertido luz-oscuridad (luces encendidas
a las 19 horas), sin restricciones de agua ni
de comida. El dia de nacimiento se estable-
cié como dia posnatal cero (DPN,). Las crias
fueron separadas de su madre a partir del
DPN, y hasta el DPN,,, de las 07:30 a las 10:30
y de las 13:30 a las 16:30. A partir del dia 22
los sujetos se alojaron por sexo y tratamiento,
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y se mantuvieron en condiciones normales de
alimentacion y crecimiento hasta el DPN,.

Todos los protocolos experimentales fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Facul-
tad de Medicina de la Universidad Nacional
de Colombia y se rigieron de conformidad
con la "Guia para el cuidado y uso de anima-
les de laboratorio” del Instituto Nacional de
los Estados Unidos.

Cuantificacion de areas

El dia 60, a los sujetos se les hizo perfusiéon
intracardiaca con paraformaldehido al 4%,
previa anestesia. Se extrajeron los cerebros,
se pesaron y se conservaron en paraformal-
dehido. Cuatro dias antes de hacer los cortes
en criostato, los cerebros se crioprotegieron
en una solucién saturada de sacarosa. Para
identificar el tamano de las areas, se hicieron
cinco cortes seriados de 20 um cada 100 um.
Se tomaron fotografias y el tamafo de los
cerebros fue analizado en las areas determi-
nadas, utilizando una escala micrométrica.

Es pertinente aclarar que se hicieron medi-
ciones del area total del corte respectivo para
el que se fuera a medir. En este caso se hicie-
ron mediciones del area total en mm?de los
cortes ubicados en las coordenadas bregma
indicadas: corteza infralimbica, limbica y
cingulada (CPF: bregma +2,7);B: ventriculo
lateral (VL: bregma +1); C: tercer ventriculo
dorsal (D3V: bregma -0,92); D: hipocampo

(HP: bregma -3,14)(28). Para ello se hizo una
digitalizacion de los tejidos que se tenian en
las laminas. Posteriormente, se tomd cada
corte de tejido individualmente y se usé el
programa Imagel) para obtener una imagen
inicial, la cual se convierte a escala de grises y
luego a una imagen binaria (blanco y negro),
de tal forma que en color negro se resalta
el tejido de interés. Los datos obtenidos se
compararon estadisticamente utilizando el
programa Microsoft Excel ™.

Procesamiento histolégico para inmuno-
histoquimica

Para identificar el numero de células inmu-
norreactivas a la subunidad alfa del receptor
GABA-A, se hicieron cortes de 20 um en las
areas de interés y se procesaron para inmu-
nohistoquimica usando anticuerpos contra
la subunidad alfa del receptor GABA-A. El
nimero de células marcadas se cuantifico
mediante conteo manual, utilizando el pro-
grama Imagel. Los cortes de 20 um se in-
cubaron con suero de bloqueo (albumina
de suero bovino; sigma, triton X-100 0,3%,
suero normal de cabra) durante una hora.
Posteriormente, se incubaron con anticuer-
po primario anti-subunidad a del GABA-A
(1:250 SIGMA en suero de bloqueo), durante
12 horas a temperatura ambiente. Luego se
incubaron con anticuerpo secundario anti-
conejo con biotina (kit Vectastain, Vector) en
dilucién 1:500 en PBS tritéon al 0,3 % durante
una hora y 30 minutos, y después con com-
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plejo AB (kit Vectastain, Vector, durante una
hora y 30 minutos. Finalmente, se revelaron
las muestras con diaminobenzidina (Peroxi-
dasesubstrate Kit DAB, Vector). Entre cada
paso se hicieron cuatro lavados con PBS
tritén al 0,3% durante 15 minutos cada uno.
Después de eliminar el DAB y agregar solu-
cién salina al 0.9%. Se hizo el montaje de
los tejidos con pincel sobre ldminas para su
posterior observacién.

Conteo celular y analisis estadistico

Se hicieron cuatro registros fotograficos por
sujeto de cada una de las areas de interés,
de acuerdo con las coordenadas del atlas
del cerebro de la rata. Dichos registros
se tomaron en el laboratorio de equipos
comunes de la Facultad de Medicina me-
diante el objetivo 40X de un microscopio
invertido marca Carl Zeiss, modelo Axiovert
40 CFL, que estd acoplado a una camara
digital Cannon Power Shot A-640, la cual
se conecta a un computador. Cada una de
las imagenes abarcé un area de 250 um?. El
namero de células marcadas se cuantifico
mediante conteo manual, utilizando el pro-
grama ImagelJ.

Para el analisis estadistico se utilizé el progra-
ma Ry, teniendo en cuenta la normalidad, se
aplicaron las pruebas t no pareada y la Wilco-
xon. Para el analisis de las células marcadas
para R-GABA-A, se aplico la prueba estadis-
tica paramétrica (prueba T), con la prueba
t de Student, para la comparacién de cada
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una de las areas en los dos grupos, utilizando
Sigmastat 3.11.; las graficas representan en
todos los casos como media + error estandar
de la media. Para todas las pruebas se tomé
como nivel de significancia un a de 0,05.

RESULTADOS

Peso corporal total

A partir del segundo dia posnatal, cada dos
dias se registré el peso corporal total, tanto
en el grupo control no separado como en el
experimental separado. Como se observa en
la figura 1, el peso corporal de las crias se-
paradas comparado con el peso del grupo
control, no mostré diferencias significativas.

45 1 e Conitrol
40 W=Separado

35
307 ;/E/l
25 =/

20 -
15 |
10 &~
5

==

Gramos

.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Dias después del Nacimiento

Figura 1. Peso corporal total del grupo
control no separado (negro) y del grupo
experimental separado (gris) (n=10).
No se encontr6 ninguna diferencia
estadisticamente significativa.
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Peso del cerebro

Una vez perfundidos los sujetos y extraidos
los cerebros, se pesaron y en el adulto joven
(60 dias) se evidencié una disminucion sig-
nificativa en el peso total de los cerebros de
las ratas, que fueron separadas, comparadas
con el grupo control no separado (figura 2).
A pesar de ser una diferencia minima de 0,5
g, al aplicar una prueba t de Student fue es-
tadisticamente significativa (p<0,005).

Gramos

Control

Separado

Figura 2. Peso de los cerebros del grupo
control no separado (negro) y del grupo
experimental separado (gris) (n=10)

* t de Student, p<0,005.

Tamano de areas cerebrales

Con respecto al tamano de las areas evalua-
das en la figura 3 se observé una tendencia
a la reduccion del tamano, tanto en hembras
como en machos de los grupos que fueron
separados, pero que sélo es estadisticamen-
te significativo en el hipocampo de hembras,
si bien en las cortezas (CPF) y los ventricu-

los lateral y dorsal (VLy 3VD) se observa una
tendencia a disminuir.

140 1 & Control
120 | B Separado *

100

80
60
40
20
CPF VL 3VD HIP CPF VL 3vD HIP

Hembras

Machos

Figura 3. Areas de interés medidas en
hembras y machos de los grupos control
(negro) y separados (gris) (n=4).

Corteza prefrontal (CPF: bregma +2,7); ven-
triculo lateral (VL: bregma +1); tercer ventri-
culo dorsal (3VD: bregma -0,92); hipocampo
(HP: bregma -3,14). Los datos son promedios
=+ error estandar de la media.

*p <0,05 con prueba t pareada para datos
con distribucién normal segun la prueba de
Shapiro.

Distancias segun “Atlas del cerebro de la
rata” de Paxinos (28).

Inmunorreaccion a la subunidad alfa1 del
receptor GABA-A

En la figura 4 se muestra el nUmero de células
marcadas para cada area cerebral analizada
en los machos control en comparacién con
los machos separados. Se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas en la
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corteza prefrontal y frontal, la amigdala y el
hipocampo, siendo muy notoria la diferencia

en esta Ultima area
*
*
60 -
40 - *
20 -
CPF CF AM HP

Figura 4. Cuantificacion de la
inmunorreaccién para la subunidad alfa 1
del receptor GABA-A en machos, grupos

control (negro) y separados (gris) (n=4)

140 1
120 - a Control
0 Separado
100 -
80 A

CPF: corteza prefrontal; CF: corteza frontal;
AM: Amigdala; HP: hipocampo.

Los datos son promedios xerror estandar de
la media

* p<0,05 con prueba t de Student

En la figura 5 se muestran imagenes repre-
sentativas de la inmunorreacciéon para la
subunidad alfa 1 del receptor GABA-A en el
hipocampo de los machos.
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Control Sepaado
Figura 5. Fotos representativas de la
inmunorreaccién para la subunidad alfa
1 del receptor GABA-A, en el hipocampo
de machos control y separado

DISCUSION

Los resultados del estudio muestran que el
protocolo de separacion materna durante
la lactancia no altera el peso corporal total
de los sujetos; sin embargo, se observa una
disminucién del peso del cerebro de los
sujetos separados, que pudiera estar aso-
ciado a la tendencia a la disminucion de las
areas medidas y que con estos resultados
no se podria asociar directamente a pérdida
de células, motivo de andlisis de estudios en
curso.

Acorde con el propoésito del trabajo, se evi-
denciaron cambios en el tamano del hipo-
campo de las ratas hembra separadas y
cambios en la inmunorreaccién de la subuni-
dad alfa 1 del receptor GABA-A en machos,
asociados a la separacion cria-madre durante
la lactancia. No obstante, las implicaciones
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que estas diferencias puedan tener en el
comportamiento y la funcién aiin son motivo
de estudio.

Si bien es cierto que durante el periodo de se-
paracién materna no se observaron diferen-
cias en el peso corporal total de sujetos sepa-
rados comparados con los no separados, es
claro que dicho parametro no refleja lo que
sucede en diferentes 6rganos. En efecto, la
masa muscular y la grasa acumulada pueden
enmascarar resultados como el observado
con relacion al peso del cerebro. Existe muy
poca informacion en la literatura cientifica
sobre los cambios en el tamano del cerebro,
ocasionados por el estrés. Sin embargo, se
ha reportado que la depresion mayor o el
estrés créonico pueden causar pérdida del
volumen cerebral, una condiciéon que con-
tribuye a la alteracién emocional y cognitiva
(29). Ademas, en los estudios con resonancia
magnética se sugiere que eventos traumati-
cos repetitivos pueden resultar en reduccion
del volumen de estructuras cerebrales aso-
ciadas con los estados de alerta (30).

Aunque los datos muestran que la separa-
cién temprana durante la lactancia induce
una tendencia a la disminucién en el tamano
de las areas medidas, la diferencia sélo fue
significativa en el hipocampo de las hembras
separadas. El hipocampo es una de las areas
mas sensibles a los cambios inducidos por al-
teraciones fisiolégicas. Se sabe, por ejemplo,

que durante el embarazo y con eventos es-
tresantes crénicos, hay una disminucion de
la complejidad de las neuronas piramidales
de la regién CA3 del hipocampo (31). En
este sentido, y considerando la separacion
materna durante todo el periodo de lactan-
cia como causa de estrés cronico, es proba-
ble que el cambio visto en el hipocampo se
deba a ese estrés. Estos cambios se podrian
ver reflejados en la modulacion de los dife-
rentes tipos de respuesta al estrés o en las
alteraciones de los procesos de aprendizaje
y memoria.

Con relacion a los resultados obtenidos en
la expresién del receptor GABA-A, especifica-
mente la subunidad alfa1, en este estudio se
observé una disminucion de la marcacién en
la corteza y en el hipocampo, y una tenden-
cia a disminuir en la amigdala. Este hallazgo
concuerda con estudios realizados por de
Hsu, et al.(32),en los cuales se reporta dis-
minucién de la subunidad a 1 del receptor
GABA del hipocampo. Aunque en el trabajo
mencionado se utilizd otra cepa de ratas
(Sprague-Dawley) y un protocolo de separa-
cion distinto, se resalta el efecto que tiene
la separacion materna para alterar las con-
centraciones del receptor GABA, en dicha
estructura, sustentado también por otros
trabajos, como el de Aisa, et al. (33) quienes
afirman que la separacién temprana puede
alterar la citoarquitectura del hipocampo de
manera estable.
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Aparte de su papel tréfico en el desarrollo
embrionario, se ha hecho énfasis en el GABA
como un neurotransmisor determinante
para el desarrollo de la plasticidad posnatal
(25). Hallazgos recientes sugieren que la can-
tidad de GABA, sus receptores y el nUmero
de sinapsis establecidas por el mismo, estan
relacionados con la actividad neuronal en el
periodo critico en el desarrollo de la corteza.
De hecho, Fagiolini (34) propone que sola-
mente los circuitos que contienen recepto-
res para la subunidad a1 de GABA dirigen
la plasticidad cortical en el cerebro posnatal.
En ese mismo contexto, Amaral y Dent (35)
publicaron que la mayoria de neuronas gra-
nulares del hipocampo desarrollan y extien-
den sus axones entre los dias posnatales 1 al
21, por lo que un tipo de estrés agudo como
lo es la SMT alteraria la citoarquitectura del
hipocampo. Estos periodos de neurogénesis
y plasticidad se presentan en paralelo con el
periodo de hiporrespuesta al estrés, el cual se
lleva a cabo aproximadamente entre los dias
P,-P... cuando el comportamiento maternal
es un regulador clave (36). En este periodo,
el eje hipotalamo-hipéfiso-suprarrenal se en-
cuentra con muy poca respuesta, pero ante
un estrés crénico se puede alterar.

Con base en estos resultados y en los repor-
tes de la literatura, se podria sugerir que la
SMT, ademas de alterar la respuesta al estrés,
modifica el tamano de algunas areas cere-
brales y la cantidad de receptores GABA-A.

Revista Investigacién en Salud Universidad de Boyaca

Teniendo en cuenta el papel modulador que
tiene dicho neurotransmisor en el eje hipo-
talamo-hipéfiso-suprarrenal, los danos cau-
sados a estructuras como el hipocampo que
regula la inhibicién del eje hipotalamo-hi-
pofiso-suprarrenal, podrian progresivamen-
te reducir el control inhibitorio del mismo,
posiblemente debido a la reduccién en el
numero de receptores.

Los estudios en curso que dan continuidad a
la pregunta sobre cuales son los efectos neu-
rales y en el comportamiento de un estrés
cronico causado por separacion materna
durante la lactancia, permitiran buscar mo-
duladores epigenéticos de las conductas
alteradas y fortaleceran la argumentacién
cientifica de la necesidad de implementar
mejores politicas, para fortalecer y aumentar
el tiempo reglamentario dedicado a la lac-
tancia materna.

Financiacion: Universidad Nacional de Co-
lombia. Direccion de Investigaciones, sede
Bogota. Cédigo 14800
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