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TRABAJO LIBRE

EFECTOS A NIVEL CONDUCTUAL DEL ENRIQUECIMIENTO
AMBIENTAL EN UN MODELO MURINO DE ASFIXIA

PERINATAL

Kobiec, Tamara

CONICET - Pontificia Universidad Catolica Argentina. Facultad de Psicologia y Psicopedagogia. Centro de
Investigaciones en Psicologia y Psicopedagogia. Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN

La asfixia perinatal (AP) es una complicacion obstétrica frecuen-
te, caracterizada por una interrupcion temporal del suministro
de oxigeno que ocurre alrededor del momento del nacimiento, y
es factor de riesgo de numerosos trastornos neuroldgicos, psi-
coldgicos y psiquiatricos. El enriquecimiento ambiental (EA) ha
mostrado tener efectos positivos en el sistema nervioso y su
correlato conductual en patologias neurodegenerativas, sindro-
me de Down, trastornos del espectro autista y asfixia perinatal,
entre otras, pero es poco lo que se sabe acerca de las conse-
cuencias de este paradigma de alojamiento en los primeros dias
de vida. Se realiz6 un experimento con ratas Sprague Dawley
sometidas a AP que recibieron alojamiento en jaulas con EA (y
sus correspondientes grupos controles). Se evalud a los anima-
les con una bateria de reflejos durante 21 dias. Los animales
asficticos alojados en EA obtuvieron un mejor desempefio tanto
en la aparicion como en la latencia de la mayoria de los reflejos
evaluados. Sin embargo, no lograron alcanzar en general el nivel
de los grupos controles. Se sugiere experimentar con tratamien-
tos combinados y realizar un seguimiento a largo plazo de los
animales estudiados.
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ABSTRACT

EFFECTS IN BEHAVIOR OF ENVIRONMENTAL ENRICHMENT

IN A MURINE MODEL OF PERINATAL ASPHYXIA

Perinatal asphyxia (PA) is a common obstetric complication,
characterized by a temporary interruption of oxygen supply that
occurs around the time of birth, and is a risk factor for numer-
ous neurological, psychological and psychiatric disorders. En-
vironmental enrichment (EA) has been shown to have positive
effects on the nervous system and its behavioral correlate in
neurodegenerative pathologies, Down syndrome, autism spec-
trum disorders and perinatal asphyxia, among others, but lit-
tle is known about the consequences of this accommodation
paradigm in the first days of life. An experiment was carried out
with Sprague Dawley rats subjected to AP that received housing

in cages with EA (and their corresponding control groups). The
animals were evaluated with a battery of reflexes for 21 days.
Asphyctic animals housed in EA performed better in both the
onset and latency of most of the reflexes tested. However, they
generally failed to reach the level of the control groups. It is sug-
gested to experiment with combined treatments and perform
long-term monitoring of the animals studied.

Keywords
Perinatal asphyxia - Environmental enrichment - Neuroprotection

- Animal behavior

Introduccion

La asfixia perinatal (AP) es una complicacion obstétrica frecuen-
te, caracterizada por una interrupcion temporal del suministro
de oxigeno que ocurre alrededor del momento del nacimien-
to. La incidencia estimada es de 1 por cada 1000 nacimientos
a término en paises desarrollados y de 7 a 26 por cada 1000
nacimientos a término en paises en vias de desarrollo. Dentro
de este grupo, muchos neonatos fallecen durante el periodo
neonatal, y entre los sobrevivientes, entre el 20 y el 30% pre-
sentan secuelas tanto a corto como a largo plazo (Workineh et
al., 2020). Aunque la mortalidad ha disminuido en las dltimas
décadas gracias a los avances cientificos, los casos de morbili-
dad han aumentado. La AP tiene numerosos efectos deletéreos,
incluyendo alteraciones en los circuitos neuronales y gliales, asi
como en la sinapsis, evidenciandose en una mayor densidad
de terminales presinapticos y espinas dendriticas estriatales y
corticales (Udovin et al., 2020). Ademas, la AP induce necrosis
y apoptosis, astrogliosis y desequilibrios en los sistemas do-
paminérgico, GABAérgico, glutamatérgico y redox, produciendo
estrés oxidativo y la agregacion y ubiquitinacién de proteinas
(Lespay-Rebolledo et al., 2019; Udovin et al., 2020). Al afectar
el sistema nervioso central de estas y otras maneras, la AP se
constituye como un factor de riesgo para numerosos trastornos
mentales y neuroldgicos (Herrera-Marschitz et al., 2014), entre
ellos discapacidad intelectual y trastornos del espectro autista
(Modabbernia et al., 2016), trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad (Perna & Cooper, 2012), esquizofrenia (Pugliese et
al., 2019) y trastornos neurodegenerativos (Gupta et al., 2018).
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Hasta la fecha, no se ha identificado una estrategia terapéutica
eficaz para mitigar los efectos nocivos producidos por la AP. La
Unica estrategia terapéutica actualmente empleada en la cli-
nica para reducir el dafio causado por la AP es la hipotermia.
No obstante, la efectividad en la reduccion del dafo cerebral
es parcial y el tratamiento resulta extremadamente costoso, lo
que representa un desafio considerable dado que los paises con
mayor incidencia de AP son aquellos en vias de desarrollo (Wor-
kineh et al., 2020). Por esta razén, la busqueda de otros agentes
neuroprotectores es de suma importancia.

El enriquecimiento ambiental (EA) es un paradigma de aloja-
miento animal en el cual los animales son alojados en jaulas
mas grandes de lo habitual y expuestos a estimulos fisicos -co-
rrer en una rueda, entrar y salir de un tinel-, cognitivos -explo-
racion del entorno, manipulacion de objetos-, sensoriales -esti-
mulos visuales y auditivos- y sociales -convivencia e interaccion
con otros animales-(Ball et al., 2018).

El EA ha mostrado aumentar el factor neurotréfico derivado del
cerebro, el factor de crecimiento nervioso y el factor neurotrofi-
co derivado de células gliales (Jungling et al., 2017). Asimismo,
promueve la maduracién de oligodendrocitos y la mielinizacion
(Forbes et al., 2020), reduce la muerte neuronal inducida por la AP
y otras patologias (Orso et al., 2021), mejora la expresion de pro-
teinas presinapticas y la liberacion de neurotransmisores (Song
et al., 2021), entre otros efectos positivos. En términos conduc-
tuales, las mejoras asociadas con el EA se reflejan en mejores
resultados en pruebas cognitivas y de neurodesarrollo, asi como
en el desarrollo motor. Se ha destacado especialmente la mejora
de la memoria, la reduccion de conductas ansiosas y el mejor ren-
dimiento en pruebas de inteligencia (Duran-Carabali et al., 2020;
Forbes et al., 2020; Orso et al., 2021; Song et al., 2021).

En este trabajo se presentaran los resultados a nivel conductual
de un tratamiento neuroprotector con EA en un modelo de AP
severa, en ratas Sprague Dawley.

Materiales y métodos

Animales de laboratorio

Se recibieron 10 ratas prefiadas, una semana antes de la fe-
cha probable de parto, de la cepa Sprague Dawley, del bioterio
central de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
de Buenos Aires. Fueron alojadas el bioterio del Centro de Altos
Estudios en Ciencias Humanas y de la Salud, de la Universi-
dad Abierta Interamericana (CAECIHS.UAI-CONICET). Las condi-
ciones de temperatura y humedad fueron 22+2° C y 655 %,
respectivamente. Se empleo un ciclo de luz/oscuridad de 12:12,
comenzando el periodo de luz a las 7am. Se les proporciond
alimento balanceado y agua natural ad libitum.

Asfixia perinatal
Se utilizd el modelo de AP creado por Bjelke y colaboradores
(1991), segun el cual, llegado el momento del parto, se aneste-

si6 a la madre con Ketamina 100 mg/kg y luego se eutanasio.
Mediante una incision abdominal se aislaron los cuernos ute-
rinos y se sumergieron en agua a 37° C por 19 minutos para
inducir una asfixia severa en las crias. Estas se retiraron de
los cuernos y se les realizo estimulacion manual hasta que se
restablecio la respiracion regular. Luego se las colocd bajo una
fuente de calor hasta recuperar la actividad fisiolégica normal.
Una vez recuperadas, fueron alojadas con madres sustitutas en
la jaula correspondiente, segln el grupo al que pertenecieran.
Se establecieron 4 grupos experimentales: ratas nacidas via va-
ginal alojadas en jaulas con EA (CTL + EA, n = 12), ratas nacidas
via vaginal alojadas en jaula estandar (CTL+ST, n = 12), ratas
asficticas alojadas en jaulas con EA (AP + EA, n=14) y ratas
asficticas alojadas en jaula estandar (AP + ST, n=15).

Condiciones de alojamiento

Los grupos experimentales fueron alojados desde su nacimien-
to hasta el dia postnatal 21 (P21) en jaulas de ambiente enri-
quecido de 61x110x40 cm que incluian diversos materiales de
anidacion (tiras de papel, algodon, viruta), tdneles, bloques de
madera, juguetes comerciales de plastico y ruedas de ejercicio
que se intercambiaron 2 veces por semana para favorecer la
curiosidad. Los grupos controles fueron alojados en jaulas es-
tandar (30x40x20 cm).

Evaluacion del neurodesarrollo
Durante los primeros 21 dias postnatales, se controlé el peso
de cada animal y se les realizd una serie de pruebas del neu-
rodesarrollo para medir la aparicion de ciertos reflejos y signos
que indican la maduracion del sistema nervioso. Estas pruebas
se realizaron en una sala de comportamiento aislada entre las
11y las 15 horas.

Las pruebas realizadas fueron:

- Apertura de ojos: se registra el dia en que la rata tiene los dos
0jos abiertos.

- Reflejo de enderezamiento en el aire: se registra el primer dia
en que la rata logra caer en cuatro patas al ser arrojada boca
debajo desde una altura de 50 cm sobre un algodon.

- Reflejo de colocacion de extremidades: se registra el primer
dia en que la rata coloca las patas delanteras sobre la mesa
tras tocar la parte posterior de las mismas con el borde de la
mesa mientras el animal se encuentra suspendido.

- Reflejo de agarre de extremidades: se registra el primer dia en
que la rata se agarra a una varilla al tocar sus extremidades
con la misma, mientras el animal esta suspendido.

- Reflejo de marcha: se coloca al animal en el centro de un cir-
culo de 13 cm. de diametro y se registra el dia cuando logran
salir del mismo con sus cuatro miembros. Desde el dia de la
aparicion, se registra diariamente el tiempo de latencia en
segundos para lograr la tarea.

- Reflejo de sobresalto auditivo: se registra el primer dia de res-
puesta de sobresalto ante un aplauso fuerte.
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Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante analisis de va-
rianza (ANOVA) de dos vias con las condiciones de nacimiento
(CTL y AP) y alojamiento (ST y AE) como los factores principales,
asi como el andlisis de su interaccion, para los la apertura de
ojos, reflejo de aparicion de marcha, reflejo de agarre de extre-
midades, reflejo de enderezamiento en el aire, reflejo de coloca-
cion de extremidades y reflejo de sobresalto auditivo. En el caso
de la evolucion del peso de los animales y la latencia del reflejo
de marcha, se realizd ANOVA de dos vias, con las condiciones de
cada grupo (CTL-EA, CTL-ST, AP-EA, AP-ST) y dia postnatal (P1
a P21) como factores principales y se analiz6 su interaccion. Se
tratd de un ANOVA mixto, de medidas repetidas, ya que el pesoy
la marcha se midi6 en cada dia postnatal para cada animal. Las
diferencias con una probabilidad del 5% o menos se considera-
ron significativas. Los resultados se expresaron como medias =
SEM. La distribucion normal y la igualdad de varianzas se veri-
ficaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Le-
vene, respectivamente. Se utilizo el anlisis post hoc de Tukey.

Consideraciones éticas

Los procedimientos realizados en los animales fueron aproba-
dos por el Comité de Etica de la Universidad Abierta Interameri-
cana (# 0-10837), en linea con los principios de la Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Garantia de Bienes-
tar Animal, A-3033-01/ protocolo # S01084).

Resultados

Con respecto a la evolucion del peso de los animales, tanto los
factores principales: grupo (F(G) 37.27; p = .000) y dia postnatal
(F o0 2671.23; p = .000) fueron significativos, como asi también
su interaccion (F(BO) 42.78; p = .000). La media de peso en gra-
mos de los animales del grupo CTL-EA fue de 23.05, la del grupo
CTL-ST de 17.17, la del grupo AP-EA de 24.29 y la del grupo AP-
ST de 28.53. Este analisis cumple con la prueba de esfericidad
de Mauchly (p = .000; Greenhouse-Geiser = .149) El analisis
post-hoc de Tukey mostro una diferencia de medias significativa
en la interaccion entre todos los grupos (p = .000 en todos los
casos) excepto entre los grupos AP-EA 'y CTL-EA (p = .481).

En cuanto a la apertura ocular, el ANOVA de dos vias revelo que
el factor alojamiento (F,, = 7.37; p = .010) asi como la inte-
raccion entre alojamiento y nacimiento (Fm =10.29; p = .003)
resultaron significativos, pero no sucedié lo mismo en el factor
nacimiento (Fm =.002; p = .961). El analisis post-hoc de Tukey
reveld que existen diferencias significativas entre los grupos
CTL-ST y CTL-EA, y en este caso el grupo CTL con alojamiento
EA obtuvo un mejor desempefio en este reflejo. Ahora bien, en
el caso de los grupos AP también hubo una diferencia a favor de
los animales en jaulas EA, pero esta no alcanzé a ser estadisti-
camente significativa.

En el reflejo de agarre de extremidades, el andlisis estadistico
reveld que no resultaron significativos el factor nacimiento (o

= 2.10; p = .15) ni el factor alojamiento (Fm =.25; p=.61) to-
mados aisladamente pero si resultd significativa su interaccion
(Fm = 14.04; p = .001). El analisis post-hoc de Tukey reveld la
existencia de diferencias significativas entre los grupos CTL-ST
y AP-ST (p = .009) y entre los grupos AP-EA y AP-ST (p = .002),
resultando el grupo AP-EA el de mejor rendimiento.

Con respecto al reflejo de enderezamiento en el aire, el ANOVA
bifactorial revel6 que el factor nacimiento (Fm =50.81; p=.00)
y la interaccion entre nacimiento y alojamiento (F(n =4.92; p=
.032) resultaron significativos, sucediendo lo contrario con el
factor alojamiento (F, =2.85p=.099).Enel analisis post-hoc
de Tukey resultaron significativas las interacciones entre los si-
guientes grupos: CTL-EA y AP-EA (p = .003), CTL-EA y AP-ST (p
=.000), CTL-ST y AP-EA (p = .008), CTL-ST y AP-ST (p = .000),
AP-EA y AP-ST (p = .006). El grupo AP-EA obtuvo un desempefio
significativamente mejor que el grupo AP-ST, aunque sin alcan-
zar los valores de los grupos controles.

En cuanto al reflejo de sobresalto auditivo, el analisis estadistico
reveld que los factores nacimiento (Fm =.02; p = .87) y aloja-
miento (Fm = .67; p = .41) no resultaron significativos tomados
aisladamente, pero si result6 significativa su interaccion (Foy =
2.39; p = .13). En cuanto al andlisis post-hoc de Tukey, este re-
veld que no existieron interacciones significativas entre ninguno
de los grupos.

En el reflejo de colocacion de extremidades, el analisis esta-
distico ANOVA de dos vias reveld que no es significativo el fac-
tor nacimiento (Fm = .23; p = .63) mientras que si resultaron
significativos el factor alojamiento (Fm =18.34; p=.000) y la
interaccion entre ambos factores (Fm = 15.05; p = .000). Con
respecto al analisis post-hoc de Tukey, este sefiald que entre
los grupos CTL-EA y AP-EA hubo diferencias significativas (p =
.009), al igual que entre los grupos CTL-EA y AP-ST (p =.014).
También existieron diferencias significativas entre los grupos
CTL-ST y AP-EA (p = .025) al igual que entre los grupos AP-EA
y AP-ST (p = .000). EI grupo AP-EA fue el que obtuvo un mejor
rendimiento.

El analisis estadistico ANOVA de dos vias indica que en la apa-
ricion del reflejo de marcha el factor alojamiento resultd sig-
nificativo (Fm =14.05; p = .03), mientras que no lo fueron el
factor nacimiento (Fm = 1.26; p = .26) y la interaccion entre
ambos factores (Fyy=229; p=.13). EI andlisis post-hoc de
Tukey revel6 que la interaccion entre los grupos CTL-EA y AP-ST
resultd significativa (p = .03), al igual que la interaccion entre
los grupos AP-EA y AP-ST (p = .10), resultando mejor el ren-
dimiento del grupo AP-EA. Con respecto a la latencia de este
mismo reflejo, el ANOVA de dos vias mixto, de medidas repetidas
intersujeto, indico que tanto los factores principales: grupo (Fe)
5.92; p = .003) y dia postnatal (F(w) 21.07; p = .000) fueron
significativos, como asi también su interaccion (Fgp 207.05; p
= .000). Este analisis cumple con la prueba de esfericidad de
Mauchly (p = .000; Greenhouse-Geiser = .511). El analisis post-
hoc de Tukey mostrd diferencias de medias significativas en la

@9 BY-NC-SA CONGRESO - MEMORIAS 2024. ISSN 2618-2238 | Universidad de Buenos Aires. Facultad de Psicologia 17
Articulo de acceso abierto bajo la licencia Creative Commons BY-NC-SA 4.0 Internacional



TRABAJO LIBRE

interaccion entre los grupos CTL-EA y AP-ST (p = .036), y entre
los grupos AP-EA y AP-ST (p = .017), resultando nuevamente
superior el rendimiento del grupo AP-EA.

Discusion

Los resultados evidenciarian que la AP produce un retraso en
el neurodesarrollo y que el tratamiento temprano con AE es
parcialmente eficaz en esta patologia. Estas observaciones
concuerdan con estudios previos donde utilizaron el AE como
neuroprotector en casos de AP y otras enfermedades neurode-
generativas (Pugliese et al., 2019).

Entre los parametros fisicos se puede observar que los anima-
les alojados en AE obtuvieron un peso por debajo de las ratas
alojadas en jaula estandar, aunque se mantuvieron en un peso
saludable. Investigaciones previas han sefialado que las ratas,
especialmente las machos, alojadas en AE tienden a disminuir
de peso, lo cual puede deberse al ejercicio fisico realizado (Kiss
etal., 2013).

No se encontraron diferencias significativas en la prueba de so-
bresalto auditivo entre los animales mantenidos en jaula estan-
dar o en jaula de EA, lo cual en parte podria explicarse por la au-
sencia de estimulos auditivos en el protocolo de EA utilizado. En
futuros estudios, deberian incluirse este tipo de estimulos para
poder evaluar si se produce alguna diferencia en este sentido.
En cuanto a la latencia del reflejo de marcha, se evidencia un
retraso en el grupo AP alojado en jaula estandar, pero existe una
variabilidad intragrupo muy marcada, que puede deberse al n
pequeiio de los grupos o al estrés que podrian haber influen-
ciado a los animales en el momento de la prueba, por lo que
deberia repetirse para comparar resultados.

Con respecto a la aparicion de los reflejos de colocacion de ex-
tremidades y de marcha, el EA logrd revertir los efectos perni-
ciosos de la AP, superando incluso a los grupos controles. En
cuanto a la apertura ocular, el reflejo de agarre de extremidades
y el reflejo de enderezamiento en el aire, se puede observar que
hubo un retraso en la aparicion de los mismos en los animales
asficticos alojados en jaula estandar, lo cual resalta los efectos
deletéreos de la AP. Si bien en los animales alojados en EA hay
una mejoria en los reflejos antes mencionados, no se llega a
revertir totalmente la injuria causada por la AP. Estos resultados
apoyan la hipétesis acerca de la necesidad de evaluar el uso de
agentes neuroprotectores combinados, por ejemplo utilizar AE
junto con Palmitoiletanolamida, Melatonina, estrogenos, entre
otros, que ya han evidenciado tener efectos beneficiosos pero
parciales en AP, por lo que su combinacion tal vez podria lograr
un efecto sinérgico (Herrera et al., 2022).

Finalmente, seria interesante en el futuro realizar experimentos
de EA en casos de AP no sélo a corto plazo, como en la presente
investigacion, sino también a mediano y largo plazo (por ejemplo,
en el P30, P60, P120). En estas etapas del desarrollo puede eva-
luarse de forma mas completa el desarrollo del sistema nervioso
(no sdlo a través de los reflejos). También, al llevarse a cabo un

alojamiento mas prolongado con ea, los animales podrian verse
mas beneficiados por el mismo, ya que se observo quelas crias
en las dos primeras semanas de vida, por su falta de desarrollo,
hacian un uso muy escaso de los elementos incluidos en el EA.
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