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RESUMEN

Se ha demostrado que la exposicion al enriquecimiento ambiental (EE) en ratas promueve la
recuperacion cognitiva después de una lesion cerebral traumatica pediatrica (TBI).
Investigaciones previas indican que tanto la TBI como el EE modifican la composicion de la
microbiota intestinal de manera independiente. Por esto, se ha propuesto que la microbiota
podria jugar un papel crucial en los mecanismos subyacentes a los efectos benéficos del EE.
Para probar esta hipotesis, se sometio a ratas macho de la cepa Sprague-Dawley a un impacto
cortical controlado (impacto de 2,5 mm a 4 m/s) o permanecieron como controles (SHAM) al dia
21 posnatal (PND 21). Luego, fueron asignadas aleatoriamente a condiciones de alojamiento
estandar (STD) o EE con diferentes escenarios de cohabitacion y se les dejo recuperar durante
14 dias. El desempefio cognitivo se evalud en la prueba del laberinto acuatico de Morris (MWM)
al PND 35-40. Después de las pruebas de conducta, las ratas se sacrificaron para evaluar la
morfologia microglial mediante una inmunotincion con IBAL y se les extrajo el contenido cecal.
Se secuencio el ADN microbiano intestinal y se analiz6 la diversidad alfa y beta, asi como la
abundancia relativa. Los resultados mostraron que las ratas TBI+STD presentaron un déficit
cognitivo en el MWM. El desempefio del grupo TBI+EE no fue diferente al de los animales
SHAM, pero tampoco al del grupo TBI+STD. Los animales sometidos a EE sin contacto con
animales SHAM tuvieron un desempefio significativamente mejor que el de los animales
TBI+STD. La TBI aumento la activacion microglial en la subregién hilus del hipocampo y en la
corteza ipsilateral. El EE también aumento el porcentaje de células IBA1+ activadas en CAl en
animales con TBI, mientras que se redujo en la corteza en animales en cohabitacion con SHAM.
Ademas, en EE, los animales SHAM tuvieron un aumento de diversidad bacteriana alfa y beta

y una reduccion en los animales TBI. Un analisis de abundancia bacteriana diferencial mostro




a los géneros Lactobacillus y Eubacterium y a las familias Prevotellaceae y Lachnospiraceae
como potenciales blancos terapéuticos. Estos resultados sugieren que la EE restaura el
desempeiio cognitivo que fue afectado por la TBI. La exposicion al EE también modula la
activacion microglial de manera diferencial y modifica la composicion de la microbiota intestinal,

lo que puede explicarse por el papel de la microbiota en la respuesta inmunitaria.

Palabras clave: Traumatismo craneoencefalico, lesion cerebral pediatrica, neurorehabilitacion,

eje intestino-cerebro, neuroinflamacion

ABSTRACT

Exposure of rats to environmental enrichment (EE) has been found to promote cognitive
recovery following a pediatric traumatic brain injury (TBI). Previous studies have shown that both
TBI and EE independently modify gut microbiota composition. Thus, it has been proposed that
gut microbiota might play a crucial role in the mechanisms underlying the beneficial effects of
EE. To investigate this hypothesis, post-natal day 21 (PND 21) male Sprague-Dawley rats
underwent either a controlled cortical impact (2.5 mm impact at 4 m/s) or sham surgery. They
were then randomly assigned to standard (STD) or EE housing conditions at different co-housing
settings and allowed to recover for 14 days. Cognitive performance was evaluated in the Morris
water maze test (MWM) on PND 35-40. After behavioral testing, rats were sacrificed for
assessment of microglial morphology by IBA1 immunostaining and caecal content extraction.
Gut microbial DNA was sequenced and alfa and beta diversity as well as relative abundance
were analyzed. Results showed that TBI+STD rats exhibited cognitive impairments in the MWM.
Animals underwent to EE with no SHAM cohabitants had a significatively better performance
than TBI+STD animals. TBI increased microglial activation in the ipsilateral hippocampal hilus

subregion and cortex. EE also increased percentage of activated IBA1+ cells in CAl in TBI




animals, while in cortex it was reduced in animals co-housed with non-injured mates.
Additionally, in EE, SHAM animals had increased alpha and beta bacterial diversity while TBI
decreased them. A differential abundance analysis showed Lactobacillus and Eubacterium
genera and Prevotellaceae and Lachnospiraceae families as potential therapeutic targets.
These results suggest that EE restores cognitive performance impaired by TBI. Interestingly, EE
exposure also modulates microglial activation differentially and modifies gut microbiota

composition, which may be explained by the role of microbiota in the immune response.

Key words: Head trauma, pediatric brain injury, neurorehabilitation, gut-brain axis,

neuroinflammation

INTRODUCCION

Los animales en vida silvestre son vulnerables a sufrir traumatismos craneoencefalicos, ya sea
por luchas territoriales entre individuos adultos o ataques a las crias por caidas o por
depredadores (Ackermans et al., 2021). Estos impactos pueden causar lesiones cerebrales
traumaticas (traumatic brain injury, TBI, por sus siglas en inglés), que ocasionan déficits
cognitivos debido a que dafian estructuras esenciales para procesos como el aprendizaje y la
memoria (Ackermans et al., 2021; Centers for Disease Control and Prevention, 2015). Ademas,
se sabe que estos déficits son mayores sila TBI se presenta en etapas tempranas del desarrollo,
lo que compromete la supervivencia de los individuos durante su vida tardia al dificultar la
ejecucion de actividades como la busqueda de recursos y estrategias de escape y evasion de
depredadores (Goldberg et al., 2010; Semple et al., 2016). Debido a lo discapacitante de estas
lesiones, se requieren estrategias efectivas para tratar fauna lesionada y poderla re-introducir

en su habitat.




El enriquecimiento ambiental (environmental enrichment, EE, por sus siglas en inglés),
es un modelo de rehabilitacion en roedores que consiste en proveer a los individuos un entorno
abundante en estimulos sensoriales, sociales y motores (Fuller, 2018). El EE ha demostrado
disminuir los efectos deletéreos de la TBI (de la Tremblaye et al., 2017; Minchew et al., 2021;
Penn et al., 2009). Sin embargo, aun no se determinan los mecanismos que subyacen el efecto
del EE. También se ha reportado que el EE modifica la composicion de la microbiota intestinal
de forma positiva, previniendo la aparicion de distintas patologias (Saladrigas-Garcia et al.,
2021). Por ejemplo, Fuller et al. (2018), reportaron que el EE incrementa la diversidad bacteriana

en ratones con cancer de colon.

La microbiota intestinal es la comunidad de microorganismos residentes dentro o sobre
los individuos y esta asociada al funcionamiento del cerebro (Chen et al., 2013). Se sabe que
la microbiota intestinal regula muchas funciones metabdlicas, inmunoldgicas y nerviosas
(Nicholson, et al., 2018; Rice, et al.,, 2019). Cualquier alteracién en la composicion de la
microbiota normal del intestino, se conoce como “disbiosis” (lebba et al., 2016). La disbiosis
intestinal puede inducir cambios en la actividad cerebral (Ait-Belgnaoui et al., 2014; Wang &
Wang, 2016; Zhu et al., 2018). En humanos, la disbiosis intestinal ha sido relacionada con
neuropatologias como el trastorno del espectro autista, depresion, ansiedad, enfermedad de
Alzheimer y enfermedad de Parkinson (Dinan & Cryan, 2013; Matharu et al., 2019; Rice et al.,
2019; Rinninella et al., 2019; Urban et al., 2020). Se ha propuesto que la relacion entre la
microbiota intestinal y el cerebro esta mediada por una compleja red de comunicacion molecular
de naturaleza neuroendocrina e inmunitaria llamada “eje microbiota-intestino-cerebro” (Cryan &

Dinan, 2012).
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Se ha demostrado que las TBI inducen una disbiosis intestinal (Celorrio & Friess, 2022).
Esta disbiosis puede perdurar hasta varios meses después de la lesion (Urban et al., 2020). Se
ha sugerido que la restauracion de la composicion normal de la microbiota intestinal evita, y
hasta cierto grado, revierte los efectos de la TBI sobre el desempefio cognitivo (Rice et al., 2019;
Treangen et al., 2018). Sin embargo, aun no existen estrategias efectivas para promover la
restauracion del equilibrio del eje microbiota-intestino-cerebro. Por esta razon, es pertinente
proponer a la microbiota intestinal como un posible mediador del efecto del EE sobre la
recuperacion funcional después de una TBI. Por tanto, este trabajo tiene como objetivo evaluar
el efecto del EE sobre la microbiota intestinal y su relacion con los déficits en el desempefio

cognitivo después de una TBI pediatrica en ratas.

MARCO TEORICO

APRENDIZAJE Y MEMORIA ESPACIAL
El aprendizaje puede definirse como el proceso biolégico de adquisicion de conocimiento que

se ve reflejado en cambios en la conducta de los individuos, a menudo como resultado de sus
experiencias (Lafontaine, 2020; Melfi et al., 2020). De acuerdo con Tolman (1948), el
aprendizaje espacial es una capacidad inherente de muchas especies animales de procesar y
utilizar la informacion del entorno para ubicarse y adquirir conductas de organizacion y
orientacién (Silvers et al., 2003). Esta funciéon de adquisicion informativa se caracteriza por la
construccion de una representacion mental del ambiente de los individuos, o “mapa cognitivo”

(Brodbeck, 2016).

El hipocampo es una regién cerebral fundamental para el proceso de aprendizaje
espacial (Belchev, 2021). Para esto, el hipocampo realiza una representacion interna del

ambiente basada en la adquisicion e integracion de la informacion. Finalmente, utiliza esta
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informacion para guiar la exploracion (Belchev, 2021; Oess et al., 2017). Esta exploracion se
considera “alocéntrica” porque esta dada en funcién de las referencias del medio externo y es
independiente del punto de vista del individuo (Belchev, 2021). Junto al hipocampo, las cortezas
retrosplenial y parietal posteriores son las principales regiones del cerebro involucradas en la
adquisicion de aprendizaje y generacion de memoria espacial, asi como en la navegacion
(Kreutzer et al., 2011; Solari & Hangya, 2018). Para crear una representacion mental completa,
la informacién procesada en el hipocampo y en la corteza parietal posterior, es integrada en la

corteza retrosplenial (Figura 1; Solari & Hangya, 2018).

Mapa integrado
Integracién de rutas y puntos de referencia

Mapa alocéntrico
Mapa cognitivo

Mapa egocéntrico
Ruta de navegacion egocéntrica

Figura 1. Red anatémicay funcional de la navegacién espacial. Hipocampo (HIP), Nucleo basal magnocelular
(MA), Nucleo septal medial (MS), Corteza posterior parietal (PTLp), Corteza retrosplenial (RSP; imagen propia
basada en Solari & Hangya, 2018; modelos de las estructuras cerebrales generadas en Allen Brain Map, Allen

Institute).
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El aprendizaje y la memoria espacial representan una ventaja adaptativa importante para
los individuos (Nolfi & Floreano, 1999). Esto es debido a que dichas funciones cognitivas les
permiten modificar su conducta en respuesta a los ambientes naturales que se encuentran en
constante cambio. En este sentido, existen factores ambientales negativos y positivos que
modulan las conductas de navegacion espacial (Gawel et al., 2018; Lohmann et al., 2008).
Dichos factores ambientales son de distinta naturaleza fisica, por lo que hay especies que
utilizan sefales visibles, sonido o magnetismo como puntos de referencia para generar su mapa
cognitivo (Hoare, 2009; Lohmann, 2008). Por ejemplo, las tortugas (Figura 2), marinas deben
organizar sus estrategias de navegacion con el objetivo de evadir depredadores o eventos
adversos en el espacio o encontrar alimento y lugares adecuados para ovipositar (Lohmann et

al., 2008).
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Maniobra
evasiva

Caza de
medusas

La tortuga nada al NE
pero es llevada al SE por
la corriente

Figura 2. Ejemplo de estrategias de orientacién espacial. Noreste (NE); sureste (SE; modificado de Lohmann,
et al., 2008).

Otro ejemplo son los caribles, los cuales se orientan mediante sefiales visuales,
magnéticas y la luz del sol para migrar entre la tundra y los bosques boreales buscando
liguenes. Estos animales trazan trayectos transitables en la nieve y evaden a su depredador
natural: el lobo del artico (Hoare, 2009). Por su parte, el pingtino de Magallanes busca sefiales
visuales desde el agua hasta el cielo para evadir aves depredadoras, pero también buscan
aguas mas calidas durante el invierno donde hay mayor suministro de alimento (Hoare, 2009).
Los topos ciegos de Israel (Spalax), utilizan las vibraciones sismicas y ondas que sensan

mediante el sistema auditivo para navegar bajo tierra (Barth & Schmid, 2001).

Estas capacidades cognitivas, a menudo se ven comprometidas debido a eventos que
infligen un dafo al sistema nervioso central, afectando alguna de las estructuras involucradas.

Uno de estos eventos son las lesiones cerebrales traumaticas, que son muy comunes en
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muchas especies cuyos individuos adultos y subadultos estan sujetos a encuentros violentos
en la competencia por territorios o parejas. Las crias también son atacadas por individuos de
su misma especie en temporada reproductiva (Ackermans et al., 2021; Semple et al., 2016). Un
ejemplo de ello ocurre en el ledbn marino de Nueva Zelanda, el borrego cimarron y el jabali, en
donde los machos adultos atacan a otros y a las crias con el objetivo de que sélo prolifere su

descendencia (Ackermans et al., 2022; Roe et al., 2014).

EL HIPOCAMPO Y SU RELACION CON EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA
El hipocampo es una estructura que forma parte del sistema limbico y tiene un papel

fundamental en la adquisiciébn de aprendizaje espacial y en la consolidacion de la memoria
(Camacho-Ugarte et al., 2020; Izquierdo et al., 2016; Kivissari et al., 2013; Toni & Schinder,
2015). Anatémicamente, se ubica en la cara interna del |6bulo temporal, y se extiende
lateralmente al cuerno temporal del ventriculo lateral (Kivissari et al., 2013). El hipocampo se
compone del cuerno de Amén (cornus ammonis, CA), que a su vez se divide en las regiones:
CAl, CA2, CA3 y giro dentado (GD; Camacho-Ugarte et al., 2020). EI GD tiene una
caracteristica forma de “V” que se subdivide en tres capas. La primera, es una capa de células
granulares (GLC) en el estrato medio, que tiene forma de cono invertido con un arbol de
dendritas apicales que se proyectan a la segunda capa. La segunda, es la capa molecular, que
es la mas superficial y contiene axones provenientes de la corteza entorrinal que forman
contacto con las células granulares. La tercera capa, que también se le conoce como “capa
polimodrfica”, es el hilus. Es la capa mas interna y contiene neuronas glutamatérgicas y

GABAérgicas, axones de las células granulares y células musgosas (Toni & Schnider, 2015).
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Dada su estructura, el hipocampo recibe informacion sensorial multimodal de distintas
areas dorsales asociadas con la codificacion de la localizacion espacial de estimulos, asi como
informacion espacial de la corteza entorrinal a CA1 (Kandel et al., 2014; Witter et al., 2000). El
hipocampo recibe informacién a través de dos vias excitatorias: una directa y una indirecta, que
se denominan “vias perforantes”. En la via directa, los axones provenientes de la capa lll de la
corteza entorrinal forman sinapsis con las dendritas apicales distales de CA1l. En la via indirecta,
la informacién proveniente de la capa Il de la corteza entorrinal llega a CA1 a través del circuito
trisinaptico (Kandel et al., 2014). El circuito trisinaptico clasico, tiene como principal punto de
entrada al GD. Este circuito comprende un conjunto lamelar de conexiones unidireccionales que
conectan a la corteza entorrinal con el GD, al GD con CA3, a CA3 con CAl y a CAl de vuelta
con la corteza entorrinal (Toni & Schinder, 2015). En la figura 3, se ilustra la ubicacion y
anatomia del hipocampo maduro en los roedores. Se presentan las tres regiones del cuerno de
Amon, el giro dentado y las conexiones celulares que incluyen las entradas de informacion
provenientes de la corteza prefrontal, amigdala y otras estructuras, asi como la integracién del

circuito trisinaptico.
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Figura 3. Estructura y circuitos sinapticos del hipocampo en roedores (Tomada y modificada de Camacho-

Ugarte, et al., 2020).

LESIONES CEREBRALES TRAUMATICAS

Una TBI se define como un dafio cerebral causado por una fuerza fisica externa, que puede

provocar alteraciones en las funciones cognitivas superiores (como la orientacién, aprendizaje,

memoria y habilidades sociales) o motrices de los individuos que la sufren (Centers for Disease

Control and Prevention, 2015; Kreutzer et al., 2011; Redell et al., 2002). En aves, por ejemplo,

entre las secuelas de las TBI se encuentran las deficiencias motoras, anormalidades en la

postura o el vuelo e incapacidad de mantenerse levantadas y disfunciones en los en los pares

craneales |, IX, X, X1y XIlI (Jolly, 2015). En roedores y mustélidos (como los hurones), los déficits

post-lesién que aparecen se encuentran en la motricidad, en el aprendizaje y memoria espacial,

la emocionalidad (conductas tipo-ansiosa y tipo depresiva), la flexibilidad conductual y en la
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memoria social; ademas, estos déficits son mayores después de TBI en etapas tempranas, lo
qgue reduce las probabilidades de los individuos de alcanzar la edad reproductiva o encontrar

pareja (Fujimoto et al., 2004; Xiong et al., 2013; Semple et al., 2016; Demerdash et al., 2023).

Las TBI poseen muchas clasificaciones; una de ellas se basa en el tipo de lesion, que
puede ser penetrante (con deformacion cerebral directa) o de cabeza cerrada (mediante fuerzas
de aceleracion/desaceleracion; Finnie, 2014). Algunos autores consideran a la TBI por
explosiones como una tercera categoria (mediante ondas de choque; Ackermans et al, 2021,
Ng & Lee, 2019). Existe otra clasificacion de las TBI basada en su fisiopatologia y que esta dada
en funcion del momento de inicio, distinguiendo de esta manera la lesion primaria y la lesion

secundaria (Andriessen et al., 2010).

La lesién primaria corresponde al dafio infligido por el impacto de forma inmediata, es
decir, a la deformacion y ruptura del tejido cerebral debido a las fuerzas fisicas. La lesidn
secundaria, por su parte, involucra cambios estructurales a nivel celular y molecular que resultan
de la lesion primaria y que aparece horas o dias después de ésta (Andriessen et al., 2010; Bird
et al., 2016; Prieto et al., 2009). Dentro de los procesos involucrados en la lesiéon secundaria,
se encuentran la disfuncion mitocondrial/metabdlica, el aumento del estrés oxidativo, el
debilitamiento de la integridad de la barrera hematoencefalica, la ruptura del citoesqueleto y la
agregacion de proteinas, la desregulacion del flujo sanguineo cerebral, la degeneracion axonal,
la citotoxicidad y la neuroinflamacion (Andriessen et al., 2010; Fraunberger, 2020; Ng & Lee,

2019; Semple et al., 2016).

La neuroinflamacion es una de las mayores respuestas moleculares de la lesion
secundaria que, ademas, son determinantes en los resultados neuroldgicos después de la TBI

(Finnie, 2014). Los principales mediadores de la respuesta inflamatoria inducida por la TBI son
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los leucocitos (mediadores periféricos), asi como los astrocitos y la microglia (mediadores
centrales). Estas células interactian entre si mediante citocinas para montar la respuesta
inflamatoria (Chiu et al., 2016; Fraunberger, 2020). Una activacion prolongada y retardada de
la neuroinflamacion produce el reclutamiento de macrofagos, la activacion de las células
microgliales circundantes y promueve la gliosis reactiva (Ng & Lee, 2019). En este proceso, los
astrocitos y la microglia alteran su estructura y funcién a lo largo de una activacion continua,
que ocurre dentro de un espectro en el cual las mismas células expresan marcadores tanto
"pro" como "anti" inflamatorios tradicionales (Fraunberger, 2020).

La neuroinflamacion aguda después de una TBI no sélo regula los eventos de dafio y
reparacion en el proceso de recuperacion del cerebro, sino que también propicia los procesos
neurodegenerativos a largo plazo (Tweedie et al., 2013). Un cerebro en desarrollo responde de
manera distinta ante una lesion que uno adulto (Giza et al., 2007). Esto se debe a diferencias
fisiologicas entre el cerebro maduro y el cerebro que se encuentra en etapas tempranas de
desarrollo. Entre tales diferencias, se encuentran la mielinizacion y sinaptogénesis. Durante el
desarrollo, estos procesos se encuentran en su punto maximo en la vida. Se ha reportado que
la densidad sinaptica alcanza sus niveles adultos cerca de los 2 afios de edad en los humanos
(Semple et al., 2016).

El cerebro en desarrollo requiere de cantidades de oxigeno superiores que los cerebros
adultos, por lo cual también posee un mayor flujo sanguineo (Fraunberger, 2020; Prins & Hovda,
2003; Semple et al., 2016; Takahashi et al., 1999; Wu et al., 2016). Por otro lado, se sabe que
la mayor tasa de crecimiento del hipocampo y el maximo volumen de materia gris se producen
durante los primeros 26 dias de edad en las ratas (que corresponde aproximadamente a los
primeros 4 afios en humanos; Diamond et al., 1975; Semple et al., 2016). Otro motivo de la

vulnerabilidad del hipocampo durante esta fase es que la TBI provoca un aumento
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descontrolado en la liberacion de neurotransmisores, principalmente, glutamato. Debido a que
el hipocampo tiene una alta cantidad de receptores de glutamato, es una estructura
especialmente susceptible a la muerte celular excitotoxica (Ansari et al., 2008; Finnie, 2012).
El estrés oxidativo después de una TBI también contribuye a la respuesta inflamatoria, y
a edades tempranas, los individuos son mas susceptibles a €l (Abdul-Muneer et al., 2014;
Chang et al., 2005). Todos estos eventos tempranos pueden alterar el desarrollo normal del
hipocampo (Belchev, 2021; Finnie, 2012). La muerte por excitotoxicidad, asi como la alteracion
de la funcion, crecimiento y plasticidad de las neuronas que sobreviven en el hipocampo como
consecuencia de una TBI, conducen a una disminucion en las capacidades de aprendizaje y
memoria dependientes de esta estructura cerebral (Belchev et al., 2020; Redell et al., 2003).
Todos estos factores, junto con otras caracteristicas fisiondmicas como la proporcién entre el
tamafo del cuerpo y la cabeza, hacen que los cerebros en desarrollo sean mas vulnerables a

las TBI en comparacion con los cerebros maduros (Semple et al., 2016).

MODELOS ANIMALES DE TBI

Debido a que las TBI que ocurren en la naturaleza son muy diversas en cuanto a causas y
resultados neuroldgicos, existe la necesidad de replicar ciertos aspectos biomecéanicos,
celulares y moleculares mediante el uso de modelos animales (Xiong et al., 2013). De esta
manera, se han generado modelos en gatos, conejos, perros, ovejas, monos, cerdos, hurones,
entre otros, pero los mas utilizados son las ratas y ratones debido a su bajo costo, tamafio,
existencia de mediciones estandarizadas de los resultados, facil manipulacion y rapida

generacion (Fraunberger, 2020; Xiong et al., 2013).

Para recrear las lesiones en individuos jovenes, se han adaptado modelos utilizados en

roedores adultos a individuos con edades desde los 7-11 dias, recién nacidos, y 17-21 dias,
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postnatales. Este ultimo periodo representa una ventana de vulnerabilidad debido a que
coincide con el pico maximo del desarrollo hipocampal (Fraunberger, 2020; Kochanek, 2017).
Algunos de los modelos de TBI que se han adaptado en roedores jovenes, son la lesion por
percusion por fluido, el impacto por aceleracion de caida de peso (ya sea con el craneo abierto
o cerrado) y el impacto cortical controlado (CCI). Los parametros de estos modelos pueden ser
modificados para proporcionar un rango de dafios variables provocados por la lesién. También
se pueden realizar muchos impactos leves para simular las lesiones repetidas (Semple et al.,
2016). Se puede considerar que cada modelo representa un subconjunto de lesiones, por lo
tanto, algunos modelos representan mejor una lesion axonal difusa, mientras que otros son mas

representativos de una lesion craneal cerrada con contusiones (Leker et al., 2002).

El CCI es el modelo de TBI mas utilizado para el estudio de la fisiopatologia y el
tratamiento de la TBI en animales (Kochanek, 1995; Semple et al, 2016; Sempere et al., 2018).
Este método permite un control preciso de los parametros mecanicos, incluida la velocidad y la
profundidad, lo que resulta en una neuropatologia reproducible en la corteza y el hipocampo de
roedores (Semple et al, 2016). ElI CCI consiste en la fijacion de la cabeza del animal a un marco
estereotaxico, que garantiza una alta reproducibilidad entre los animales, ademas de limitar el
mecanismo de la lesion a uno que no implica aceleracién/desaceleracion o fuerzas de rotacion.
Como consecuencia, el CCI produce predominantemente una cavidad de lesion focal con lesion

axonal difusa limitada (Semple et al., 2016).

El CCI utiliza un dispositivo de impacto heumatico o electromagnético para impulsar un
impactador rigido sobre la duramadre intacta expuesta a través de una craneotomia unilateral
(con frecuencia entre bregma y lambda; Figura 4). Esta lesion imita la pérdida de tejido cortical,

hematoma subdural agudo, lesion axonal, conmocion cerebral y disfuncion de la barrera
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hematoencefalica (Leker et al., 2002; Xiong et al., 2013). Los dafios tisulares en la materia gris

y blanca resultantes del impacto dan lugar a discapacidades motoras y cognitivas, asi como a
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una conducta tipo ansiosa, las cuales pueden persistir hasta un afio después de la lesion (Leker
et al., 2002). Estos déficits cognitivos pueden estar asociados con atrofia cerebral y una
disminucién progresiva del flujo sanguineo cerebral junto a cambios en la conectividad de la

materia blanca y la reorganizacion neuronal (Semple et al., 2016; Xiong et al., 2013).

Figura 4. Diagrama esquematizado del CCl neumético (Tomado y modificado de Xiong et al., 2013).

EL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL COMO MODELO DE REHABILITACION DESPUES
DE UNA TBI

El enriquecimiento ambiental (environmental enrichment, EE, por sus siglas en inglés),
constituye un modelo terapéutico reportado en mamiferos (principalmente roedores, pero
también en cerdos), aves y reptiles (Burghardt et al., 1996; Wen et al., 2021). Este, consiste en
una condicion de alojamiento que proporciona a los individuos un entorno propicio para la

estimulacion de tres tipos principales: sensorial (objetos de diversos colores, formas y tamafios,
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tuneles, chozas), social (habitaculos mas grandes y grupos de animales mas numerosos en
cohabitacion) y motora (ejercicio fisico; Fuller et al., 2018; Lajud et al., 2019; Radabaugh et al.,
2016). Se ha demostrado que dichos componentes aportan mayores beneficios si se combinan,
en lugar de presentar sélo uno o dos de ellos, por lo que es probable que la recuperacion
funcional se deba a una interacciéon compleja de los tres componentes (Folweiler et al., 2017;

Sozda et al., 2010).

El EE produce numerosos efectos relacionados con la plasticidad, como el incremento
en la neurogénesis hipocampal y en la expresion del factor de crecimiento nervioso y
sinaptofisina, ademas de mejoras conductuales significativas en roedores con lesiones,
modelos animales enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, lesion en la médula
espinal y lesién hipdxica cronica (Belchev, 2021; Bondi et al., 2014; Matter et al., 2011).
Asimismo, el EE promueve la recuperaciéon motora y mejoras en el aprendizaje espacial y la
retencién de la memoria después de una TBI experimental, independientemente del modelo de
TBI, el sexo, la edad y el periodo de exposicién al paradigma, ya sea retardado, abreviado,
temprano o continuo (Bondi, 2014; Bondi, 2015; Kline, 2007; Lajud et al., 2019; Monaco et al.,
2014; Sozda, 2010). Especificamente, en ratas se ha observado que en la prueba de laberinto
acuatico de Morris, la exposicion continua al EE promueve significativamente la retencion de la
memoria después de una TBI (Kline et al., 2012; Lyeth et al., 1990). Ademas, se ha demostrado
gue el EE tiene un efecto neuroprotector después de una TBI al disminuir el tamafio de la lesion
cortical y la pérdida de neuronas hipocampales en CA1 y CA3 (de Witt et al., 2011; Hoffman et

al., 2008; Kline et al., 2007; Matter et al., 2011; Sozda et al., 2010).
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LA MICROBIOTA INTESTINAL Y EL EJE INTESTINO-CEREBRO

Se define a la microbiota como el colectivo de especies de bacterias, arqueas, protistas, virus y
microorganismos eucariotas que conforman a la comunidad ecologica normal dentro o sobre un
organismo hospedero (Aya et al., 2021; Wang & Wang, 2016). En individuos humanos sanos,
el establecimiento de la microbiota comienza desde el nacimiento y termina a los 3 afios de

edad (Wilson et al., 2013).

La microbiota gastrointestinal es de las comunidades mas diversas y con interacciones
mas complejas de microorganismos que en otros sistemas en los mamiferos, asi como la de
mayor relevancia en su salud (Chen et al.,, 2013; Morais et al., 2020). Estd dominada por
bacterias y compuesta por al menos 1000 especies diferentes conocidas (con hasta 1011-10'2
células bacterianas). La microbiota intestinal tiene una interaccion mutualista con el hospedero,
donde a cambio de nutrientes y el medio para existir, desempefia funciones sustantivas. Entre
estas funciones se encuentran el mantenimiento de la homedstasis intestinal (el pH, motilidad,
permeabilidad, absorcién de nutrientes), la produccién de nutrientes (p. €j., vitaminas y acidos
grasos) y el procesamiento de metabolitos. Ademas, esta microbiota evita la colonizacion de
organismos patdégenos y juega un papel importante en la regulacién del sistema inmunitario e
incluso, del sistema nervioso central (Chen et al., 2013; Matenchuk et al., 2020; Matharu et al.,
2019; Nicholson et al., 2019; Rinninella et al, 2018). Los grupos bacterianos que colonizan el
intestino varian entre areas geograficas e incluso entre individuos, debido a la heterogeneidad
de condiciones que influyen en su establecimiento (Zhu et al., 2018). Sin embargo, existen
algunos grupos que se encuentran bien establecidos y la alteracion de su composicion propicia
la aparicion de trastornos mentales y emocionales. Dentro de estos grupos, conocidos en
conjunto como “probidticos”, se encuentran los géneros Bifidobacterium, Lactobacillus vy

Bacteroides (Codella et al., 2017; Matenchuk et al., 2020; Wilson et al., 2020).
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El eje microbiota-intestino-cerebro, es una compleja red de comunicacion bidireccional
entre la microbiota residente en el intestino del hospedero y su cerebro, y comprende tres vias
principales; la primera via es directa y esta mediada por el nervio vago (Cryan & Dinan, 2012).
Las vias indirectas actian a través de los sistemas neuroendocrino e inmunitario mediante la
secrecion o la regulacion de la sintesis de citocinas, hormonas, neurotransmisores,
neuromoduladores y otros metabolitos (Figura 5; Carabotti et al., 2015; Cryan & Dinan, 2012;
Wang & Wang, 2016). Adicionalmente, se sabe que algunos acidos grasos de cadena corta
producidos por la microbiota intestinal estan involucrados en el desarrollo, maduracion y

activacion de la microglia (Morais et al., 2020).

Diversos autores han propuesto que la microbiota intestinal también esta relacionada con
la estimulacion del aprendizaje y la consolidacion de la memoria (Bercik et al., 2012; Carabotti
et al., 2015; Foster & McVey, 2013). Asimismo, se ha demostrado que la alteracién de la
microbiota intestinal tiene relacion con la aparicién de neuropatologias como la enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple, trastorno del espectro autista y
desérdenes conductuales (Carbotti et al., 2015; Gémez-Eguilaz et al., 2019; Rice et al., 2019;

Zhu et al., 2018).
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Figura 5. Eje microbiota-intestino-cerebro. Se esquematizan las vias endocrinas (cortisol), inmunitarias
(citocinas) y neurales (nervio vago y sistema nervioso entérico) del eje. Corticotropina (ACTH); Hormona liberadora

de corticotropina (CRF); Acidos grasos de cadena corta (SCFAs; tomado y modificado de Cryan & Dinan, 2012).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Las TBI se han asociado con la aparicion de disfunciones gastrointestinales, como cambios en
la permeabilidad y la motilidad, asi como con alteraciones en la composicion de la microbiota
intestinal, lo que se conoce como disbiosis (Celorrio & Friess, 2022; Urban et al., 2020; Wang
etal., 2021; Zhu et al., 2018). Se ha observado una activacion microglial cronica y una reduccion
en la neurogénesis hipocampal de ratones lesionados que recibieron tratamiento con
antibioticos, lo que resalta la importancia de la microbiota en el funcionamiento del cerebro
(Celorrio & Friess, 2021). También, se ha demostrado que la microbiota intestinal influye en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y que una TBI produce cambios en la diversidad
bacteriana (Nicholson et al., 2019). Los principales filos que se han visto afectados en el ciego
intestinal después de una TBI son Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (de donde se
destaca la familia Porphyromonadaceae). Estos dos ultimos son los filos que suelen dominar la

comunidad en una microbiota intestinal sana (Jandhyala et al., 2015; Zhu et al., 2018).

Matharu y colaboradores (2019), reportaron que una TBI repetida causa un aumento en
la abundancia relativa de proteobacterias del yeyuno en ratas, acompafiado de una disminucion
en la abundancia relativa de Firmicutes. A nivel de género, se observaron cambios significativos
en la abundancia de Helicobacter, Lactobacillus, Campylobacter, y Streptococcus (Matharu et
al., 2019). De forma destacable, se ha visto que la exposicion al EE tiene un efecto positivo
sobre la composicion de la microbiota intestinal, disminuyendo las alteraciones que se
relacionan con la disbiosis, como la reduccion de neurogénesis hipocampal y de retencion de
memoria (Celorrio et al., 2021; Saladrigas-Garcia et al., 2021). Por ejemplo, en un modelo de
exposicién temprana al EE en cerdos, se observé que se reducen las conductas dafiinas, se

incrementa la inmunocompetencia, y también se acelera el establecimiento de una microbiota
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sana (Wen et al., 2021). Debido a esto, se propone que esta estrategia pudiera contribuir a

promover el establecimiento de un eje microbiota-intestino-cerebro saludable (Wen et al., 2021).

En un estudio previo de nuestro equipo de trabajo, se someti6 a ratas de 21 dias de edad
a una TBI moderada. La lesion provoco déficits en la adquisicion de aprendizaje y retencion de
la memoria espacial evaluados en el laberinto acuatico de Morris, mientras que la exposicion al
EE restauro tales procesos cognitivos (Zamudio, 2022). Sin embargo, debido a la naturaleza
coprofaga de las ratas y a que los grupos control y lesionados cohabitaron en la caja de
enriguecimiento ambiental durante el experimento, es posible que los efectos observados sean
debidos a una transferencia de microbiota fecal entre los individuos. Para determinar esto y la
efectividad del modelo de EE en la restauracion del equilibrio del eje microbiota-intestino-
cerebro, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto del EE sobre la diversidad de la
microbiota intestinal después de una TBI en ratas pediatricas y su correlacién con el desempefio
cognitivo. Adicionalmente, debido a que hasta el momento se desconoce el mecanismo
mediante el cual el EE promueve la restauracion de la eubiosis intestinal y la recuperacion de
funciones cognitivas, se estudiara su efecto sobre la activaciéon microglial hipocampal como

marcador de neuroinflamacion.
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JUSTIFICACION

Hasta la fecha, no existen terapias veterinarias efectivas ni accesibles para todos los candidatos
rescatados que han sufrido una TBI y que les posibilite sobrevivir al ser liberados en su habitat.
Aunque estudios previos sugieren que el EE puede ser una estrategia terapéutica prometedora
después de una TBI, aun no comprendemos completamente los mecanismos subyacentes de
su efecto neuroprotector. Se reconoce que los ambientes precarios para animales en cautiverio
y los ambientes antropizados para organismos silvestres pueden ser menos beneficiosos que
los ambientes naturales o aquellos que ofrecen mayor estimulacion. Por lo tanto, el EE podria
considerarse una estrategia terapéutica potencial tanto para restablecer la eubiosis intestinal

como para mitigar los efectos adversos posteriores a una TBI.

Este trabajo tiene el potencial de proporcionar informacion valiosa para diversas
disciplinas, incluyendo la practica veterinaria, los programas de cria en cautiverio para la
conservacion biolégica y la medicina humana. Esto se debe a que se utilizan modelos que
reproducen eventos comunmente observados en la clinica, lo que podria contribuir al desarrollo
de enfoques terapéuticos mas efectivos y comprension mas profunda de los mecanismos

involucrados en la recuperacion después de una lesion cerebral.

HIPOTESIS

La exposicion al enriquecimiento ambiental disminuye la disbiosis intestinal ocasionada por una
lesion cerebral traumatica pediatrica en ratas. Esto se asocia con una mejora en el desempeiio

cognitivo y una disminucion en la neuroinflamacion.
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OBJETIVOS
GENERAL

Evaluar el efecto del enriqguecimiento ambiental sobre el desempefio cognitivo y la

neuroinflamacién, y determinar su relacion con la diversidad de la microbiota intestinal

PARTICULARES

1. Evaluar el efecto del EE sobre el desempefio cognitivo en el laberinto acuatico de Morris
después de una TBI en animales juveniles.

2. Evaluar el efecto del EE sobre la morfologia de las células microgliales después de una TBI
en animales juveniles, a través de la cuantificacién del area de cobertura celular (CEA), el
tamafio del somay el radio CEA/soma de las células microgliales de la corteza, la region CA1
e hilus hipocampales ipsi y contralaterales a la lesion.

3. Determinar si el EE modifica la diversidad alfa y beta asi como la abundancia relativa de la
microbiota intestinal de animales que sufrieron una TBI.

MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se obtuvieron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley gestantes sincronizadas, provenientes
del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, las cuales se habituaron durante una
semana al vivario del Centro de Investigacién Biomédica de Michoacan (CIBIMI-IMSS) antes
del parto. Los animales se mantuvieron en condiciones de temperatura controlada, con un ciclo

de luz/oscuridad de 12 hrs. y comida y agua ad libitum.

El dia del nacimiento fue considerado como el dia postnatal (PND) 0. Al PND 1, las crias
fueron mezcladas y asignadas aleatoriamente a las madres y las camadas se ajustaron a 8-10
crias por madre. Al PND 21, los animales fueron destetados y las ratas macho se asignaron

aleatoriamente a dos condiciones quirdrgicas; la cirugia de impacto cortical controlado (como
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modelo de TBI) o cirugia SHAM, que consiste en las mismas condiciones quirargicas a
excepcion del impacto (como control; Figura 6). Después de la cirugia, los animales fueron
divididos y asignados aleatoriamente a las dos condiciones de alojamiento, estandar (STD) y
enriguecimiento ambiental (EE) durante su recuperacion (PND 21-42). Debido a que las ratas
son coprofagas y los dos grupos alojados en EE se encontraban en cohabitacion, se incluy6 un
quinto grupo de animales lesionados sin contacto con animales SHAM para descartar un posible
efecto de la cohabitacion sobre el desempefio cognitivo y la activacion microglial influenciado
por la transferencia de microbiota. Adicionalmente, se consideré un sexto grupo de animales
completamente intactos (NAIVE) para evaluar los posibles efectos de la anestesia y la
craneotomia en el desempefio cognitivo. De esta forma, nuestro disefio se consolidé por 6
grupos (Figura 6). Los animales sometidos a cirugia se dejaron recuperar por dos semanas en
las diferentes condiciones de alojamiento y se evalu6 el desempefio cognitivo en el MWM a

partir del PND 35 (Figura 7).

Sham+STD

NAIVE (n=4) (o3)

Ratas macho
Sprague-
Dawley TBI+EE (n=10)

TBI+EE Sin
cohabitacion (n=10)

TBI+STD
(n=12)

Figura 6. Grupos experimentales. Lesion cerebral traumatica (TBI); animales con las mismas condiciones que
los del grupo TBI, pero sin lesion (SHAM); en condiciones estandar de bioterio (STD); enriquecimiento ambiental

(EE) con o sin cohabitacion; animales intactos (NAIVE).
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Se monitored la masa corporal de los individuos durante todo el experimento. El cuidado
y mantenimiento de los animales se llevo a cabo siguiendo la norma oficial de uso y cuidado de
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Todos los procedimientos fueron aprobados por
el comité de ética de la Comision Nacional de Investigacion en Salud del Instituto Mexicano del

Seguro Social (R-2016-785-054).

PND 0 PND 21 PND 35 PND 39PND 40 PND 42
MWM -Histologia
-Analisis de
microbiota
Trans/Vis cecal

Condiciones de alojamiento (STD/EE)

Nacimiento Destete y cirugias Eutanasia:
(TBI/SHAM) -Extraccion de
contenido
cecal.
-Perfusion.
CCl: 2.5 mm, 4 m/s -Extraccion de

cerebro

-Evaluacion de
parametros
neurolégicos agudos

Figura 7. Esquema del disefio experimental. Lesién cerebral traumatica (TBI); Enriquecimiento ambiental (EE);
Laberinto acuatico de Morris (MWM); Dia post-natal (PND); Impacto cortical controlado (CCI); Condiciones

estandar de bioterio (STD); Ensayo de transferencia (Trans); Ensayo con plataforma visible (Vis).
IMPACTO CORTICAL CONTROLADO

Para el CCl, los animales fueron anestesiados con isoflurano en Oz (5% para la induccion 'y 2%
para el mantenimiento). Las ratas se aseguraron en un marco estereotaxico y se les realizo una
incision en la parte superior de la cabeza, retrayendo la piel para exponer el craneo.
Posteriormente se realiz6 una craneotomia a la altura del hemisferio derecho, entre bregma,
lambda y las comisuras sagital y coronal. La pieza de hueso cortada fue removida, dejando

espacio para la insercion de la punta de un impactador electromagnético (5 mm de diametro).
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Con el impactador, se realizé una lesion moderada sobre la corteza parietal, con un impacto de
2.5 mm de profundidad a una velocidad de 4 m/s, e inmediatamente se suturo la incision. Para
las ratas SHAM, se realizaron los mismos procedimientos a excepcion del impacto, como ha

sido descrito anteriormente (Diaz-Chavez et al., 2020; Lajud et al., 2021).

EVALUACION NEUROLOGICA AGUDA

Para controlar la severidad de la lesion y determinar si esta se indujo correctamente en los
animales, inmediatamente después de la cirugia se realiz6 la mediciobn de parametros
neuroldgicos agudos. Esta evaluacion consiste en registrar el tiempo que tardan los animales
en presentar reflejo en cada una de las patas anteriores (izquierda y derecha) después de un
pinchazo suave, y el tiempo que tardan en enderezarse justo después de ser retirada la

anestesia (Fujimoto et al., 2004).

ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

Inmediatamente después de que los animales se recuperaron de la anestesia, los asignados a
EE fueron colocados en una caja con dimensiones 75 cm x 75 cm x 155 cm que tiene dos pisos
y posee una plataforma intermedia, una rampa y un tinel en cada piso. La jaula cuenta, ademas,
con juguetes de distintas formas, tamafios y colores (pelotas, cadenas, llantas, figurillas, tubos;
Figura 8). Se suministr6 comida con base en la dieta estandar de bioterio (nutricubos Labdiet
5001) y agua ad libitum. Los juguetes fueron reordenados diariamente para mantener la
novedad y se cambiaron por juguetes limpios dos veces por semana. El material de cama de

los alojamientos STD y EE fue reemplazado cada dos dias.
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Figura 8. Imagenes de las condiciones de alojamiento. Se observa la combinacion de elementos tanto
sensoriales como de mayor interaccién social y espacio exploratorio (A y B) con relacion a las cajas de condiciones

STD (C).

LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Se evalud el desempefio cognitivo de las ratas asignadas a los cinco grupos experimentales del
PND 35 al 40 en el MWM. Ademas, para esta prueba se incluy6 otro grupo de animales intactos
(NAIVE, n = 4) para descartar un posible efecto de la craneotomia en los animales SHAM. El

MWM consistié en una tina de plastico (180 cm de diametro) dividida en cuatro cuadrantes con
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sefales visuales extra-laberinto y se coloc6 una plataforma sumergida como ha sido descrito
anteriormente (Morris, 1984). La prueba estd compuesta de dos fases: la fase de entrenamiento

(adquisicion) y la fase de transferencia (retencién).
La fase de entrenamiento se realizo durante 5 dias consecutivos (PND 35-39).

Cada sesion diaria de entrenamiento consistié en cuatro ensayos por rata; un ensayo por
cada uno de los cuadrantes, con un intervalo interensayo de 4 minutos. Cada ensayo tuvo un
maximo de 2 minutos y consistié en dejar a la rata en libre exploracién en el agua. Se evaluo el
tiempo que tardo la rata en llegar a la plataforma (latencia de escape). Si al finalizar los 2 minutos
de exploracién la rata no encontraba la plataforma, se la llevaba manualmente hasta ella. En
todos los casos, una vez que la rata estaba en la plataforma, se la dejaba alli durante 20

segundos para que se familiarizara con las sefiales visuales extra-laberinto (Morris, 1984).

Al PND 40 se realiz6 la fase de transferencia, que consistio en un solo ensayo de 30
segundos, pero con la plataforma removida. Posteriormente, se ejecutd una prueba con una
plataforma visible, con el fin de determinar la contribucion de factores no-espaciales en el
desempeiio cognitivo (de la Tremblaye et al., 2017; Lajud et al., 2019; Radabaugh et al., 2016).
Se cuantific6 el tiempo que los animales permanecieron explorando el cuadrante objetivo
durante la prueba de transferencia, la latencia de escape en la prueba visible y, como medida
de control adicional para descartar la influencia de déficits motores en la prueba, se evalué la
velocidad de nado (Matter et al., 2011).

MUESTREO DE MATERIA CECAL, EXTRACCION DE DNA Y ANALISIS DE MICROBIOTA
Al PND 42, las ratas recibieron una sobredosis de pentobarbital sodico (tres veces la dosis para
anestesia; 75 mg/Kg), se les extrajo el ciego y se almacené a -80°C la materia fecal (cecal)

contenida en él. Se extrajo el DNA bacteriano total de las muestras mediante el uso de un kit
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comercial (Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit — ZYMO RESEARCH) de acuerdo con
los protocolos previamente descritos (Ruiz-Gonzalez et al., 2022). Las muestras de DNA se
ajustaron a una concentracion de ~20 ng/pL con el uso de un NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Fisher; Waltham, USA) y el amplicon 16S fue secuenciado mediante la plataforma
llumina MiSeq (2X150 BP; Microbiome Insights Inc., BC, Canada). Brevemente, los genes de
rRNA 16S bacterianos fueron amplificados mediante PCR con primers con codigo de barras
dual dirigidos a la region V4 (515F 5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3' y 806R 5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’), de acuerdo con el protocolo de Kozich et al. (2013). Los
amplicones fueron secuenciados con lllumina MiSeq utilizando el kit de extremo pareado de 300
pb (v.3). Las secuencias fueron procesadas con la base QIIME2 para evaluar la calidad de las
lecturas (Bolyen et al., 2019). Se utilizé la extension DADA2 (Callahan et al., 2016) para resolver
las variantes de secuencias de amplicones (ASVs, por sus siglas en inglés), y eliminar las
lecturas artefactuales. Las secuencias representativas fueron asignadas taxonémicamente con
la extension “classify-consensus-vsearch” utilizando la base de datos SILVA (v.138). Se realiz6
una alineacion con el algoritmo MAFFT (Kato et al., 2009). Después de enmascarar las
conservaciones posicionales y el filtrado de brechas, se construy6 una filogenia con el algoritmo
FastTree (Price et al.,, 2010). Las tablas de abundancias y las filogenias obtenidas fueron
exportadas a un ambiente R para calcular la diversidad alfa y beta mediante la libreria phyloseq
(McMurdie & Holmes, 2013).

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Después de la eutanasia y la extraccion de contenido cecal (PND 42), los animales fueron
perfundidos intracardiacamente con solucion salina (0.9%) y una solucién fijadora de tejido
(paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos 0.1 M), con ayuda de una bomba peristaltica. A

continuacion, se obtuvieron los cerebros, los cuales fueron criopreservados en sacarosa (20%
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y 30%), para su posterior procesamiento en criostato (Leica). Se obtuvieron cortes coronales
de 40 um de grosor, los cuales fueron mantenidos en solucidon crioprotectora hasta el

procesamiento inmunohistoquimico.

Se realizaron tinciones inmunohistoquimicas contra el marcador de microglia IBA1, como
ha sido previamente descrito (Diaz-Chavez et al., 2020). Los cortes fueron lavados en buffer de
fosfatos (0.1 M) e incubados en metanol con perdoxido de hidrogeno (3%) y buffer de
fosfatos+Tritbn con peréxido de hidrégeno (3%) para inactivar peroxidasas endogenas.
Enseguida, fueron incubados durante 30 min con solucion de bloqueo (buffer de
fosfatos+Tritobn+suero de caballo al 5%). Posteriormente, se incubaron con anticuerpo primario
levantado en conejo (Anti-lbal 1:2000, Wako, Cat.: 019-19741, Lot.: SKL0615) preparado en
solucion de bloqueo. Las secciones se mantuvieron en incubaciéon por 48 h a 4 °C. Pasado este
tiempo, fueron lavadas con buffer de fosfatos+Triton e incubadas durante 2 h en el anticuerpo
secundario biotinilado anti-conejo (1:750, Vectastain, Vector Laboratories). Se lavé el anticuerpo
en buffer de fosfatos y a continuacion se amplifico la sefial mediante la incubacién en el
complejo avidina-biotina (1:100 en buffer de fosfatos. Elite ABC kit, Vector Laboratories) durante
90 mins. Enseguida, se realizaron lavados en buffer de fosfatos y se revelé con solucion Ni-
DAB (DAB staining kit, Vector Laboratories), durante 5 min segun las indicaciones del
proveedor. Los cortes tefiidos se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados y, una

vez secos, se sellaron con Cytoseal (Richard-Allan Scientific).

Las muestras se observaron en un microscopio optico (Axioscope, Karl Zeiss) y se
tomaron fotografias con una magnificacion 200x. Se fotografiaron las zonas CAl e hilus del
hipocampo, y la corteza ipsi y contralaterales de cuatro cortes por rata. De cada fotografia, se

eligieron aleatoriamente cinco células microgliales con buena visibilidad, a las cuales se les
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midio el area del soma y el area de cobertura celular (CEA) mediante el programa ZEISS ZEN
(Karl Zeiss Microscopy GmbH). A continuacion, se les realizé una caracterizacion morfologica
bajo los criterios previamente descritos por Salinas-Garcia et al. (2023). En ese estudio, se
establecio que un radio CEA/soma menor a 23 corresponde con un fenotipo activado con un
99.5% de confianza, por lo que se utilizd este parametro para calcular el porcentaje de células
activadas en cada una de las tres regiones por individuo.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se analiz6 la ganancia de masa y las latencias de escape en el MWM mediante un analisis de
varianza (ANOVA) de medidas repetidas, donde el tiempo actué como factor repetido y la lesién,
asi como las condiciones de alojamiento, se consideraron como variables independientes. Los
parametros neurolégicos agudos, la latencia de escape en la prueba visible, el tiempo de
exploracion en el cuadrante objetivo, la velocidad de nado en la prueba de transferencia y el
porcentaje de células microgliales activadas se analizaron mediante una ANOVA de dos vias
para cada variable utilizando la TBI y el alojamiento como factores independientes mediante el
programa estadistico GraphPad Prism 9. La significancia estadistica se establecié como p <
0.05. En los casos en que la ANOVA revel6 diferencias significativas se utilizé una prueba post-

hoc de Tukey.

Para el andlisis de microbiota, la riqueza total de los ASVs (diversidad alfa) fue calculada
utilizando los indices de Shannon y Simpson a partir de la abundancia relativa mediante
phyloseq en RStudio. Los indices de diversidad alfa fueron comparados de acuerdo con los
factores lesion, alojamiento y cohabitacion. Se realizé un analisis de comparaciones multiples
entre los cuatro grupos para datos no-paramétricos mediante la prueba de Wilcoxon. Para la
diversidad beta, se realizé un analisis de escalamiento multidimensional no-métrico (NMDS),

con las lecturas ASV para visualizar las diferencias entre los grupos usando la distancia de
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Bray-Curtis como métrica. Se realiz6 un analisis multivariado permutacional de la varianza
(PERMANOVA), con la funcion adonis2 para determinar los factores que influyen cambios en
la estructura de la comunidad microbiana entre los grupos. Se realizaron comparaciones
multiples entre todos los grupos de acuerdo con los factores lesion, alojamiento y cohabitacion.
La abundancia taxonémica fue normalizada a abundancia relativa (porcentaje) y se visualizé

mediante la libreria ggplot2 a nivel de phylum, clase, familia, y género.

Adicionalmente, se realizo un analisis de abundancia diferencial utilizando la herramienta
LEfSe para determinar los principales ASVs discriminantes entre los grupos. Ademas,
realizamos analisis de LEfSe pareados para determinar la contribucién de los factores lesion,

alojamiento y cohabitacion a la abundancia diferencial.

RESULTADOS
EVALUACION NEUROLOGICA AGUDA Y PARAMETROS DE CONTROL

Los datos de tiempo de respuesta en pata izquierda y de enderezamiento, no pasaron la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk, por lo que se presentan la mediana y el rango intercuartil (IQR)
como descriptores estadisticos mas apropiados para ellos (Tabla 1). ElI analisis de los
pardmetros neuroldgicos agudos comparando todos los animales SHAM contra todos los
animales TBI, mostraron que los animales TBI (Mediana: 254, 1C95% 205-328) tuvieron un
tiempo de enderezamiento significativamente mayor que los SHAM (mediana: 205, IC95% 170-
220, U de Mann Whitney p = 0.01). No se observaron diferencias en el tiempo de reaccion de
la pata derechay la izquierda. Al analizar todos los grupos por separado, no se encontrd efecto
de los tratamientos sobre el tiempo de respuesta de reaccién de las patas derecha e izquierda
ni en el enderezamiento (p > 0.05), lo que nos indica que todos los animales lesionados

considerados en el experimento recibieron la misma severidad de lesion (Tabla 1). Cinco
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animales fueron excluidos del estudio debido a que no cumplieron con los criterios de
eliminacién para controlar la severidad de lesion. Se le aplicé punto final humanitario a un animal

gue mostré una pérdida de masa corporal por debajo del 80% de su masa previa a la cirugia.

El analisis de la ganancia de masa durante el experimento mediante una ANOVA, mostré
un efecto significativo del tratamiento [F, 35) = 6.773, p = 0.001]. Las comparaciones multiples
indicaron que los animales SHAM alojados en EE tuvieron una menor ganancia de masa
corporal que los alojados en condiciones STD (Tabla 1). Para descartar que esta diferencia se
debiera a otras variables relacionadas con el estado de salud de los animales, se calcul¢ la tasa
de ganancia de masa corporal, que es el porcentaje en gramos ganados por dia mediante la
ecuacion (((a/b)l/T) — 1) * 100, donde “a” y “b” son la masa final e inicial, respectivamente, y
“T” son los dias transcurridos entre una y otra medicion. Los resultados de este analisis no

mostraron ningun efecto.

Tabla 1. Evaluacion neurolégica aguda y pardmetros de control.

Tiempo de respuesta Tiempo de respuesta Tiempo de respuesta

Grupo en pata derecha (s) en pata izquierda (s) en enderezamiento (s) Ganancia de masa (g)
SHAM+STD 110.3117.42 116; IQR=122 213.5; IQR=55 139.5¢4 .6
SHAM+EE 116.4+15.87 104.5; IQR=99 191; IQR=124 109.917*
TBI+STD 124.3+16.78 117.5; IQR=91 319.5; IQR=552 134.843 24
TBI+EE 106.67+8.46 109; IQR=44 253; IQR=188 122.7815
TBI+EE Sin

e 90.4+45.34 86.5; IQR=33 269.5;IQR=136 118.8+5.2
cohabitacion

STD: condiciones estandar, EE: ambiente enriquecido, TBI: lesion cerebral trauméatica. Promedio + EST

o0 mediana e IC95%. **p < 0.01 vs SHAM+STD,; ##p < 0.01 vs SHAM+EE (n = 9-10).
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DESEMPENO COGNITIVO EN EL MWM

Efecto del EE y la TBI sobre el aprendizaje y la memoria espacial
En las latencias de escape de la prueba de MWM, la ANOVA mostro un efecto significativo del

tratamiento [F@4, 44) = 7.929, p < 0.001] y del dia de entrenamiento [F(2.713, 119.4) = 75.95, p < 0.001].
No hubo interaccion significativa entre ambos factores. Los animales TBI+STD presentaron el
peor desempefio cognitivo en la fase de adquisicion del MWM, siendo diferentes de los animales
SHAM (p < 0.001). No hubo diferencias entre los grupos TBI+EE y los grupos SHAM y tampoco
entre ambos grupos SHAM (p > 0.05). Sin embargo, el grupo TBI+EE sin cohabitacion, si tuvo
un desempefio significativamente mejor que el grupo TBI+STD (p < 0.01), mientras que el grupo
en cohabitaciéon, no. Adicionalmente, el analisis de comparaciones multiples entre dias mostro
qgue durante los dias 4 y 5, el grupo TBI+EE sin cohabitacion con animales SHAM obtuvo un
mejor desempefio que el grupo TBI+STD (p < 0.01 y p < 0.001), mientras que el grupo TBI+EE
en cohabitacion, no fue diferente en ningan dia (p > 0.05). Ademas, se observé que el grupo
TBI+EE sin cohabitacion tuvo un mejor desempefio que el grupo en cohabitacién al dia 4 (p <

0.05; Figura 9).
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Figura 9. Desempefio cognitivo en el MWM. Las ratas fueron sometidas a una cirugia de impacto cortical
controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como testigos (SHAM). Los animales se
mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o enriquecimiento ambiental (EE) con y sin
cohabitacion con animales SHAM. A) Se evaluo la latencia de escape durante la fase de entrenamiento
del dia post-lesién 14 al 19. Al dia post lesion 20 se realiz6 un ensayo con una plataforma visible para
determinar la agudeza visual. B) EI mismo dia se realizé una prueba de transferencia sin plataforma en
la que se evalud el porcentaje de tiempo que los animales permanecieron explorando el cuadrante
objetivo. La linea punteada indica el valor correspondiente a una exploracion azarosa. Promedio + EST,
ANOVA, *p < 0.05, *p < 0.01 y ***p < 0.001 vs SHAM+STD; *p < 0.05 y *p < 0.01 vs Grupo SHAM+EE;

%5 < 0.01 y #&p < 0.001 vs TBI+STD; *p < 0.05 vs Grupo TBI+EE. (n = 9-10).

Efecto de la craneotomiay los procedimientos quirargicos sobre el aprendizajey la
memoria espacial

Para descartar un posible efecto de la craneotomia sobre el desempefio de los animales SHAM,
se compararon los dos grupos de animales SHAM y un grupo de animales intactos en la fase
de adquisicion del MWM mediante una ANOVA de medidas repetidas y se encontr6 un efecto
del dia de entrenamiento [F.s, 59.9) = 22.15, p < 0.001] pero no del tratamiento (p > 0.05; Figura
10A). En la prueba de transferencia, no se observd efecto principal de ningan factor en la

ANOVA [F(2, 23 = 3.00, p > 0.05; Figura 10B].
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Figura 10. Desempefio cognitivo en el MWM de ratas SHAM e intactas. Las ratas fueron sometidas a una
craneotomia al dia postnatal 21 (SHAM) o permanecieron intactas (NAIVE). A) Se evalu la latencia de
escape durante la fase de entrenamiento del dia post-lesion 14 al 19. Al dia post lesion 20 se realizé un
ensayo con una plataforma visible para determinar la agudeza visual. B) El mismo dia se realizé una
prueba de transferencia sin plataforma en la que se evalud el porcentaje de tiempo que los animales
permanecieron explorando el cuadrante objetivo. La linea punteada indica el valor correspondiente a

una exploracion azarosa. Promedio + EST (NAIVE: n = 4; SHAM: n = 10.)

EFECTO DEL EE SOBRE LA MORFOLOGIA DE LAS CELULAS MICROGLIALES
DESPUES DE UNA TBI EN ANIMALES JUVENILES

Corteza

El analisis estadistico del area de cobertura celular (CEA) de las células microgliales en la
corteza ipsilateral a la lesion, mostrd un efecto significativo del tratamiento [F@4, 35) = 11.55, p <
0.0001]. Las comparaciones multiples indicaron que los tres grupos de animales lesionados
tuvieron una CEA significativamente menor que los animales SHAM (Tabla 2). No se observaron

diferencias significativas en la corteza contralateral ni en el tamafo del soma (p > 0.05).
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Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de la microglia en la corteza.

Tamaio del soma () Area de cobertura celular [pmz]
Grupo
Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
SHAM+STD 64.22+2 97 67.40+4.34 2297.81+70.32 2288.48+105.29
SHAM+EE 67.58+4.63 66.85+5.34 2248.78+103.92 2274.27+67.3
TBI+STD 66.25+3.27 66.39+4.87 1484.38+134 .9** 4 2251.89+121
TBI+EE 60.94+1.91 63.28+2.84 1761.91+173.5% 2232.04+87.7
TBI+EE Sin 63.09+£3.76 61.58+2.77 1487 .65466.27***## 2311.63+112.99

cohabitacion

STD: condiciones estandar, EE: ambiente enriquecido, TBI: lesion cerebral trauméatica. Promedio + EST,

ANOVA, *p<0.05 y **p<0.001 vs SHAM+STD; *p<0.05 y “*p<0.001 vs SHAM+EE COH. (n=8).

Posteriormente, analizamos el radio CEA/soma y el porcentaje de células con morfologia
activada como parametros de neuroinflamacion (Figura 11). EI ANOVA indic6 un efecto
significativo de los tratamientos sobre el porcentaje de células microgliales activadas [F@4, 35) =
4.96, p = 0.0028] y del radio CEA/soma [F, 35) = 6.09, p = 0.0008] en la corteza ipsilateral. Las
pruebas post hoc mostraron una mayor activacion microglial en los grupos TBI+STD y TBI+EE
sin cohabitacién con respecto a los animales SHAM (Figura 11). No se observaron diferencias

en el porcentaje de células activadas ni el radio CEA/soma de la corteza contralateral.
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Figura 11. Andlisis de activacion microglial en la corteza. Las ratas fueron sometidas a una cirugia
de impacto cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como testigos (SHAM). Los
animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o enriquecimiento ambiental
(EE) con y sin cohabitacion con animales SHAM. A) Imagenes representativas de las inmunotinciones
de IBA 1 en la corteza. Los insertos muestran imagenes amplificadas de las células sefialadas por las
flechas. Al dia post lesion 21 se cuantifico el porcentaje de células microgliales que presentan fenotipo
activado (By D) y el radio CEA/soma (C y E) en la corteza ipsilateral y contralateral a la lesién. Promedio

+ EST, ANOVA, **p < 0.005 vs SHAM+STD; #p < 0.01 vs SHAM+EE; %p < 0.01 vs TBI+STD. (n = 8).

Region CA1 del hipocampo
El ANOVA para nuestros datos de CEA de las células microgliales en la region CA1 hipocampal

ipsilateral, indic6 un efecto significativo del tratamiento [F@, 355 = 15.03, p < 0.0001]. Las
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comparaciones multiples revelaron que los tres grupos TBI tuvieron una menor cobertura celular
en comparacion con ambos grupos SHAM (Tabla 3). No se observo efecto de los tratamientos

sobre la CEA en la region contralateral ni sobre el tamafio del soma en ninguno de los lados.

Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas de la region CA1 del hipocampo.

CA1
Tamaiio del soma (p) Area de cobertura celular (pmg)
Grupo

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
SHAM+STD 59.32+2 63 59.06+2.36 2466.76+133.6 2595.84+116.88

SHAM+EE 62.83+4.5 60.07+2.51 2701.99+102.68 27315215227
TBHSTD 52.14+2 66 53.94+2 1771.47£110.49% s 2538.59+165.67
TBI+EE 65.64+4.43 61.66+2.03 1943.86+176.7 3% 2589.37+184.56
TBIEE Sin 61.76+4.29 61.52+5.77 1532.46+84 52* 2567.42+113.34

cohabitacién

STD: condiciones estandar, EE: ambiente enriquecido, TBI: lesion cerebral traumatica. Promedio + EST,

ANOVA, *p<0.05 y **p<0.001 vs SHAM+STD; #p<0.05 y “#p<0.001 vs SHAM+EE COH. (n=8).

Los analisis mostraron un efecto del tratamiento sobre el porcentaje de células microgliales
activadas en la region CAL del hipocampo ipsilateral [Fa, 355 = 8.255, p < 0.0001]. La prueba
post hoc de Tukey indic6 un mayor porcentaje de activacion en los dos grupos TBI+EE con
respecto a los animales SHAM. Ademas, el grupo TBI+EE sin cohabitacion, también presento
mayor activacion de células microgliales que el grupo TBI+STD (p < 0.05). Se encontré un efecto
similar en el parametro radio CEA/soma [Fa, 35y = 7.659, p = 0.0002], en el que los animales
alojados en EE tuvieron un menor radio en comparacion con los STD. No se observaron

diferencias en la zona CA1 contralateral (p < 0.05; Figura 12).
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Figura 12: Andlisis de activacion microglial en la region CA1l del hipocampo. Las ratas fueron
sometidas a una cirugia de impacto cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como
testigos (SHAM). Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o
enriquecimiento ambiental (EE) con y sin cohabitacibon con animales SHAM. A) Imagenes
representativas de las inmunotinciones de IBA 1 en region CA1 del hipocampo. Los insertos muestran
imagenes amplificadas de las células sefialadas por las flechas. Al dia post lesion 21 se cuantifico el
porcentaje de células microgliales que presentan fenotipo activado (B y D) y el radio CEA/soma (Cy E)
en el hipocampo ipsilateral y contralateral a la lesion. Promedio £ EST, ANOVA, **p < 0.01y ***p < 0.001

vs SHAM+STD; “p < 0.05 y *p < 0.01 vs SHAM+EE; ¥p < 0.05 vs TBI+STD. (n=8).
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Region hilus del hipocampo

Se encontré un efecto del tratamiento en el CEA de las células microgliales de la region hilus
ipsilateral [F@a, 355 = 20.64, p < 0.0001], pero no en el tamafio del soma ni en las zonas
contralaterales (p > 0.05). El analisis de comparaciones multiples indicé que los grupos TBI

tuvieron una menor area de cobertura en comparacion con los dos grupos de animales SHAM

(Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas morfologicas de laregién del hilus hipocampal.

HILUS
Tamaiio del soma (p) Area de cobertura celular (pmg)
Grupo

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
SHAM+STD 62.28+4.06 62.09+4.38 1968.84+102.05 2076.85+124 .55

SHAM+EE 62.41+£5.12 64.1+2.98 1923.76+81.33 2056.16+£60.55
TBHSTD 66.47+3.18 63.5+4.37 1081.84+£79.89%  uuu 1949.43+128.15
TBIHEE 63.82+3.69 65.88+1.99 1321.97+£130.53% s 1862.57+156.85
TBIEE Sin 65.99+4.01 63.43+3.82 1089.87+79 3% 2059.04+149.47

cohabitacién

STD: condiciones estandar, EE: ambiente enriquecido, TBI: lesion cerebral traumatica. Promedio + EST,
ANOVA, *p<0.05 y ***p<0.001 vs SHAM+STD; *p<0.05 y *#p<0.001 vs SHAM+EE COH. (n=8).

En la regién hilus del hipocampo ipsilateral, se observé un efecto del tratamiento sobre
la activacion microglial [Fa, 35y = 14.15, p < 0.0001] y el radio CEA/soma [F@, 35 = 15.94, p <
0.0001], donde las comparaciones multiples mostraron un mayor porcentaje de activacién y un

menor radio en los tres grupos TBI con respecto a los animales SHAM (Figura 13).
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Figura 13: Andlisis de activacion microglial en la region del hilus hipocampal. Las ratas fueron
sometidas a una cirugia de impacto cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como
testigos (SHAM). Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o
enriquecimiento ambiental (EE) con y sin cohabitacibon con animales SHAM. A) Iméagenes
representativas de las inmunotinciones de IBA 1 el hilus del hipocampo. Los insertos muestran imagenes
amplificadas de las células sefialadas por las flechas. Al dia post lesion 21 se cuantifico el porcentaje de
células microgliales que presentan fenotipo activado (B y D) y el radio CEA/soma (C y E) en el
hipocampo ipsilateral y contralateral a la lesion. Promedio £ EST, ANOVA, **p < 0.01y ***p < 0.001 vs

SHAM+STD; *p < 0.01 y *#p < 0.001 vs SHAM+EE; (n=8).
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EFECTO DE LA TBI Y EL EE SOBRE LA DIVERSIDAD DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

Diversidad alfa y beta
Al realizar el alineamiento, se encontraron 839 especies en el grupo SHAM+STD; 1417 en el

grupo SHAM+EE, 918 en el grupo TBI+STD, 1254 en el grupo TBI+EE y 920 en el grupo TBI+EE
sin cohabitacion. Se calcularon los indices de Shannon y Simpson de diversidad alfa para
comparar la rigueza de especies entre los cinco grupos de animales (Figura 14). Las
comparaciones se realizaron mediante una prueba de Wilcoxon para medidas no-paramétricas
gue indicaron que los grupos TBI+STD y TBI+EE que no tuvieron contacto con animales SHAM
(medianas 2.96 y 3.15, respectivamente) tuvieron una riqueza significativamente menor que el
grupo SHAM+EE (Me = 3.64; p = 0.0087). El grupo TBI+EE en cohabitacion (Me = 3.59) no fue
diferente del grupo SHAM+STD (Me = 3.05) ni de ningun otro grupo. En el indice de Simpson,
las comparaciones multiples mediante la prueba de Wilcoxon indicaron que el grupo SHAM+EE
(Me = 0.93) tuvo una mayor riqueza que el grupo SHAM+STD (Me = 0.9; p = 0.041). De forma
similar al indice de Shannon, en el indice de Simpson también se encontré que los grupos
TBI+STD (Me = 0.87) y TBI+EE sin cohabitacion (Me = 0.89) tuvieron una menor riqueza que el
grupo SHAM+EE (p < 0.01). El grupo TBI+EE (Me = 0.94) no fue diferente de ningln otro grupo

(p > 0.05).
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Figura 14. Diversidad alfa de la microbiota intestinal. Las ratas fueron sometidas a una cirugia de
impacto cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como testigos (SHAM). Los
animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o enriquecimiento ambiental
(EE) con y sin cohabitacion con animales SHAM. La eutanasia se realizé al dia post lesién 21 y se
caracterizo la diversidad de la microbiota intestinal mediante secuenciacion del gen de rRNA 16S. A)

indice de Shannon y B) Simpson. Mediana; IQR, Wilcoxon rank sum test, *p < 0.05 vs SHAM+STD; #p

< 0.01 vs SHAM+EE (n = 6).

Se determind la distancia de Bray-Curtis como medida de diversidad beta, que indica la
variacion en la composicion de las poblaciones microbianas entre los grupos, y se realizo un
analisis de NMDS (Figura 15). La PERMANOVA revel6 un efecto significativo de la lesion [Fq,
28) = 2.67, p = 0.009] y de la cohabitacion [F@, 28) = 4.22, p = 0.001], pero no del alojamiento [Fqa,
28) = 2.67, p = 0.083]. Ademas, considerando que los factores lesion y alojamiento podrian

depender entre si, se realizd una prueba mediante un modelo de anidado de PERMANOVA y

51



se encontré un efecto de la lesion [F, 26) = 2.67, p = 0.0035] y de la interaccion entre la lesion
y el alojamiento [F2, 26) = 2.67, p = 0.0024]. Posteriormente, se realizaron Adonis pareados como
pruebas post-hoc y se encontré que el grupo SHAM+EE y el grupo TBI+EE tuvieron una
composicién microbiana diferente de los SHAM+STD (p < 0.05). El grupo TBI+STD fue diferente
de los SHAM (p < 0.05). TBI+EE sin cohabitacion también tuvo una composicion diferente a la
del grupo SHAM+EE (p < 0.01). Por ultimo, ambos grupos TBI+EE (con y sin cohabitacién)

tuvieron una composicion diferente en su comunidad microbiana (p < 0.05).
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Figura 15. Diversidad beta de la microbiota intestinal. Las ratas fueron sometidas a una cirugia de
impacto cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como testigos (SHAM). Los
animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o enriquecimiento ambiental
(EE) con y sin cohabitacion con animales SHAM. La eutanasia se realizé al dia post lesion 21 y se

caracteriz6 la diversidad de la microbiota intestinal mediante secuenciacion del gen de rRNA 16S.
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Gréfica NMDS de la distancia de Bray-Curtis como medida de diversidad beta evaluada en animales
sujetos a una TBI pediatrica o controles (SHAM) alojados en condiciones estandar de bioterio (STD) o
de enriquecimiento ambiental (EE), con (CO) y sin cohabitacion (NO CO) con animales SHAM. Mediana;

IQR, Wilcoxon rank sum test, *p < 0.05 vs SHAM+STD; *p < 0.01 vs SHAM+EE. (n = 6).

Abundancia relativa a nivel de phylum y género
El analisis de abundancia relativa a nivel de phylum (Figura 16A) revelé que el mas abundante

en todos los grupos fue Bacteroidota (entre 70% y 81%). Los grupos SHAM presentaron una
mayor representacion del phylum Firmicutes (21.9% y 22.9%,) que los animales lesionados

(TBI+STD: 9.84%; TBI+EE: 16.15%; TBI+EE Sin cohabitacién: 11.09%).

A nivel de género, se observé un importante incremento en la representacion del grupo
Prevotellaceae NK3B31 en los animales TBI en comparacion con los animales SHAM.
Asimismo, se observo una reduccion de la representacion de Bacteroides en los tres grupos
TBl y en el grupo SHAM que se alojé en cohabitacion con animales TBI + EE. También,
observamos un incremento de Prevotella, Lactobacillus y Alloprevotella en los grupos SHAM y

TBI que se alojaron en cohabitacion en EE (Figura 16B).
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Figura 16. Abundanciarelativa a nivel phylum y género. Las ratas fueron sometidas a una cirugia de
impacto cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como testigos (SHAM). Los
animales se mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o enriquecimiento ambiental
(EE) con y sin cohabitacion con animales SHAM. La eutanasia se realizé al dia post lesién 21 y se
caracterizo la diversidad de la microbiota intestinal mediante secuenciacion del gen de rRNA 16S. Se

muestra la abundancia en porcentaje a nivel de A) Phylum y B) Género (n = 6).

Andlisis de abundancia diferencial entre taxones
El andlisis discriminante lineal (LDA) del tamafio del efecto (LEfSe) a nivel de género

(puntuacién LDA > 2, p < 0,05) permitié identificar que existen 13 taxones que se expresaron
de forma diferencial entre los animales SHAM y los TBI+STD. Como podemos observar en la
grafica (Figura 17), de los géneros mas abundantes de los grupos TBI+STD y TBI+EE con
respecto a los otros grupos, corresponden a la familia Prevotellaceae. Por otro lado, el género

Lactobacillus se encontré enriquecido en el grupo SHAM+EE.
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Figura 17. Andlisis microbiano cecal basado en LEfSe a nivel género. Se muestra el puntaje LDA
gue indica los géneros mas representados en animales que fueron sometidas a una cirugia de impacto
cortical controlado (TBI) al dia postnatal 21 o permanecieron como testigos (SHAM). Los animales se
mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento (STD) o enriquecimiento ambiental (EE) con y sin
cohabitacion con animales SHAM. Los parametros predeterminados fueron puntuacién LDA > 2y p <

0,05 (n = 6).
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DISCUSION

En este estudio se evalud por primera vez el efecto del enriquecimiento ambiental sobre la
microbiota intestinal y su relacion con el desempefio cognitivo y la activacion microglial de ratas
sometidas a una lesion cerebral traumatica pediatrica. Los resultados mostraron que la TBI
causoO déficits en el desempefio cognoscitivo que se acompafiaron de un aumento en la
activacion microglial de la corteza y el hilus ipsilaterales a la lesion, asi como cambios en la
diversidad de la microbiota intestinal. Observamos que Unicamente el grupo TBI+EE sin
cohabitacion mostrd una recuperacion completa en la evaluacion de desempefio cognitivo. No
obstante, en contradiccion con nuestra hipoétesis, este efecto benéfico no mostré asociacion con

la activacion microglial ni con la diversidad de la microbiota.

La evaluacién neuroldgica aguda en roedores post-TBI es un analogo de la Escala de
Coma de Glasgow utilizada en humanos y se emplea como una medida de control para
determinar la homogeneidad de la lesion y la reproducibilidad del modelo (Fujimoto et al., 2014).
De acuerdo con lo esperado, observamos gue los animales lesionados mostraron un incremento
en el tiempo de enderezamiento con respecto a los SHAM y que no se observaron diferencias
significativas entre los grupos lesionados. Esto nos indica que todos los animales incluidos en
el analisis tuvieron una severidad de lesion similar y nos permite asumir que las diferencias

observadas en la conducta no son debidas a un sesgo experimental.

Los animales SHAM alojados en condiciones de EE mostraron una menor ganancia de
masa corporal. Estos datos se encuentran en congruencia con estudios previos que
demostraron que el EE disminuye la ganancia de peso en animales adolescentes debido a la
actividad fisica (Zaias et al., 2008). Sin embargo, este efecto no se observé en los animales TBI

alojados en condiciones de EE; esto puede deberse al incremento de la fatiga e intolerancia al

57



ejercicio después de una TBI que ha sido reportada en la literatura (Hamel & Smoliga, 2019;
Ouellet et al., 2015). Adicionalmente, para asegurarnos de que ningun tratamiento estuviera
interfiriendo con el crecimiento normal de los animales, se evaluo la tasa de crecimiento y no se
encontré ninguna diferencia significativa, o que indica que ni la lesidén ni la exposicion al EE

influyeron en el crecimiento de las ratas.

De acuerdo con lo previamente reportado (Monaco et al., 2014; Dill et al., 2023), los
animales TBI+STD mostraron latencias de escape significativamente mayores que los animales
SHAM durante la fase de adquisicién del aprendizaje del MWM, lo cual se interpreta como un
déficit cognoscitivo. En el presente trabajo, el grupo TBI+EE sin cohabitacion, mas no el grupo
TBI+EE que se mantuvo en condiciones de cohabitacion con animales SHAM, mostré latencias
de escape significativamente diferentes a los animales TBI+STD, mientras que los animales
TBI+EE sin cohabitacion no tuvieron un desempefio diferente de ningun grupo. Estos resultados
se encuentran en discrepancia con lo previamente reportado por Monaco et al. (2014) quienes
observaron que el paradigma tradicional de EE, en el que los animales lesionados son
mantenidos en condiciones de cohabitacion con SHAM promueve la recuperacion conductual
en un modelo de TBI al PND17. Es importante destacar que, si bien no observamos una
diferencia en el desempefio cognoscitivo de los animales TBI+STD con respecto a los TBI+EE
sin cohabitacion, este Ultimo grupo no mostré diferencias significativas con respecto al
desempefio cognoscitivo de los SHAM. Esta falta de efecto sugiere que si bien, el EE sin
cohabitacion no revierte completamente los efectos del TBI como el EE sin cohabitacion, si

ejerce un papel protector moderado.

El efecto de la cohabitacion durante el EE puede deberse a muchos factores.

Particularmente, proponemos que los animales SHAM ejercen algun tipo de dominancia social
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sobre los animales con TBI, lo que pudo haber limitado el aprovechamiento de los recursos del
EE en cohabitacion. En apoyo a esta idea, se ha reportado que los nifios que han experimentado
una TBI son mas propensos a sufrir rechazo social de sus congéneres y, en ratas, esto se ha
replicado principalmente en hembras en pruebas de conducta social como el juego de peleas
(Mychasiuk, et al., 2014). Por otra parte, un estudio reciente llevado a cabo por Dill et al. (2023)
reporté que el EE promueve la recuperacion conductual en animales que sufrieron una TBI al
PND21 de forma independiente al nivel de socializacion. Los autores compararon a animales
TBI que se mantuvieron en condiciones STD y EE sin cohabitacion con animales SHAM, pero
gue contaban con diversos niveles de interaccion social (dos animales por caja vs 6 animales
por caja) y observaron que los grupos ambos TBI mantenidos en condiciones STD mostraron
déficits cognoscitivos de forma independiente del nivel de socializacion. Adicionalmente

observaron que estos déficits no estan presentes en los animales EE (Dill et al., 2023).

El criterio alcanzado en la retencion de memoria durante la prueba de transferencia fue
el minimo incluso para los animales SHAM y no se observé ningun efecto del tratamiento. Cole
et al. (2011) han reportado que la craneotomia aumenta el perfil proinflamatorio en tejido cortical
y no les resultdé ser un control apropiado. Por ello, se realiz6 otro experimento utilizando
animales intactos (NAIVE) para corroborar que la craneotomia bajo nuestras condiciones no
provoca un déficit cognitivo en las ratas. El resultado de la fase de entrenamiento en el MWM
no mostré ningun efecto del tratamiento, por lo que podemos asegurar que la craneotomia no
afecta el desempefio bajo nuestras condiciones. En la prueba de transferencia, no se observo
ninguna diferencia. EI-Demerdash et al. (2023) reportaron que los animales TBI, a pesar del
claro déficit observado en la fase de entrenamiento, su preferencia por el cuadrante objetivo en
las pruebas de transferencia sigue siendo mayor que una exploracién azarosa. Ademas,

observaron que los animales SHAM no tuvieron déficits en las latencias de escape, pero su
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desemperio en las pruebas de transferencia fue similar al de los animales TBI, pero esto esta
mas relacionado con las estrategias de busqueda que poseen que con la memoria espacial (El-
Demerdash et al., 2023). Esto nos indica que todos los animales logran recordar donde estaba
la plataforma independientemente de cuanto tardaron en aprenderlo y que nuestra craneotomia

no produce déficits.

Se estudio a la poblacion de células microgliales en las zonas hipocampales CAL1 e hilus,
asi como en la corteza adyacente a la lesion como indicadores de neuroinflamacion. Debido a
gue el marcador IBAL tifie a todas las células microgliales y no necesariamente a aquellas en
estado activado, fue necesario realizar una evaluacion morfologica para clasificarlas en sus
distintos estadios como fue previamente descrito por Diz-Chaves et al. (2012). Se escogio6 la
region de CALl del hipocampo porque, ademas de participar en el circuito trisinaptico
caracteristico del aprendizaje espacial, ahi se ha reportado una reduccion de dafio ocasionado
por la TBI después de la exposicion al EE (Camacho-Ugarte et al., 2020; Kandel et al., 2014;
Kline et al.,, 2010). También se seleccioné al hilus por su cercania con el mayor nicho
neurogénico del giro dentado y de los plexos coroideos, lo que hace mas rapida su interaccion
con las células del sistema inmunoldgico periférico (Kandel et al, 2014; Toni & Schnider, 2021).
En un estudio previo de nuestro equipo de trabajo, se encontrd un efecto de la lesibn mediante
nuestro modelo de CCI sobre la activacion microglial en esta region. Ademas, en dicho estudio,
se determin6 que el pardmetro que predice con mayor precision el fenotipo microglial activado

es el radio CEA/soma (Salinas-Garcia et al., 2023).

En el presente trabajo, encontramos que el TBI caus6 un aumento en la activacion
microglial en la corteza y el hilus ipsilaterales a la lesion con respecto a los animales SHAM. No

obstante, este aumento no solo prevalece en los animales TBI+EE sin cohabitacion, sino que,
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ademas, el EE caus6 un aumento en la activaciéon microglial de CAL. Esto fue contrario a nuestra
hipotesis, ya que este ultimo grupo mostré el mejor desempefio cognoscitivo en el MWM. Es
importante destacar que el grupo TBI+EE sin cohabitacion no mostré una reduccion significativa
en la inflamacion con respecto a los animales TBI+STD, pero tampoco mostré un aumento
significativo respecto a los SHAM. Esto sugiere que de forma similar a lo observado en el
desempeiio cognoscitivo, el EE sin cohabitacion ejerce un efecto protector moderado. En
congruencia con esto, se ha reportado que el EE en condiciones de cohabitacion con animales
SHAM promueve la recuperacion parcial, mas no total, del desempefio cognoscitivo y reduce la

inmunoreactividad de Ibal+ en después de una TBI en animales adultos (Tapias et al., 2022).

Actualmente, se reconoce que la microglia activada puede tener diferentes roles, siendo
considerada neuroprotectora cuando desempefia funciones beneficiosas, como la eliminacion
de agentes patégenos y la promocion de la supervivencia celular, y neuroinflamatoria cuando
contribuye a exacerbar el dafio neuronal (Harry, 2016; Fujita & Yamashita, 2021). Por ejemplo,
se ha reportado que, inmediatamente después de la lesion, la TBI causa un aumento en la
neurogénesis hipocampal (Villasana et al., 2015). La microglia puede modular la integracion de
estas células nuevas y la reparacion tisular después de la TBI (Willis et al., 2020). Asimismo, se
propone que la microglia activada participa en el proceso de poda sinaptica modulando la
plasticidad y eliminando las conexiones aberrantes (Paolicelli et al., 2011). Este fenotipo celular
se caracteriza por la expresion de marcadores como CD68, y Arginasa 1 (Argl), los cuales
estan asociados con la fagocitosis de materiales extracelulares y la produccion de factores de
crecimiento que promueven la supervivencia neuronal (Kumar & Loane, 2012; Chiu et al., 2016;
Loane & Kumar, 2016; Simon et al., 2017). Por otro lado, la microglia activada asociada a la
neuroinflamacién produce citocinas proinflamatorias como IL-1, y presenta marcadores como

CD11b, CD86 y CD40 (Kumar & Loane, 2012; Loane & Kumar, 2016; Huang et al., 2021). Esta
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activacion puede resultar en un ciclo de inflamacion crénica y dafio neuronal que contribuye al
desarrollo y progresion del dafio asociado a la TBI. Dado que, en el presente trabajo, el grupo
que mostro el mejor desempefio cognoscitivo (TBI+EE sin cohabitacion) no mostré6 una
disminucioén en la neuroinflamacion (evaluada mediante la morfologia microglial) inducida por la
lesion, podemos proponer que la activacion microglial no es el principal mecanismo que subyace
los efectos benéficos de EE. No obstante, nuestro estudio tiene limitaciones debido a que el
analisis de morfologia microglial no permite distinguir entre los diferentes fenotipos microgliales
mencionados previamente. Por lo tanto, es pertinente suponer que el aumento en la activacion
microglial observado en el grupo con mejor desempefio cognoscitivo pudiera estar asociado a
un aumento en la microglia activada neuroprotectora y no a la neuroinflamatoria. Es necesario
realizar mas estudios de seguimiento encaminados a evaluar la expresion de citocinas
proinflamatorias y marcadores de fenotipo microglial como Argl o CD11b que nos permitan

diferenciar entre los diferentes fenotipos microgliales.

De acuerdo a lo previamente reportado (Nicholson et al., 2019; Davis IV et al., 2022), la
TBI provocé una disminucién en los indices de diversidad de la microbiota intestinal; este efecto
no se revirtié en los animales lesionados mantenidos en condiciones de EE sin cohabitacion,
pero si en los que cohabitaron con animales SHAM. Estos datos, sugieren que, si bien la
transferencia de microbiota fecal entre individuos SHAM y TBI dentro de la caja de EE provoco
una "homogenizacion” de la diversidad de su microbiota, este parametro no se asocia con el
desempefo cognoscitivo debido a lo observado en la prueba de MWM. Bajo este contexto, es
importante resaltar que, aunque no hubo efecto del EE sin cohabitacion sobre la diversidad de
la microbiota, no es posible descartar que existan diferencias en algunos de los taxones
especificos que son relevantes en la fisiopatologia de la lesion (por ejemplo, los de la familia

Prevotellaceae), y que pudieran tener un impacto en el desempeiio cognitivo observado. Es de
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notable importancia que ambos grupos SHAM presentan mayor abundancia de bacterias de la
familia Lachnospiraceae. Se ha reportado que estas bacterias estan involucradas en la
produccion de butirato (Louis et al., 2019; Saladrigas-Garcia et al, 2021). El butirato es un acido
graso de cadena corta asociado, segun diversos estudios, con una mejor integridad de la
barrera intestinal, asi como con un efecto neuroprotector y antiinflamatorio en modelos de TBI
y de lesién en médula espinal (Dalile et al., 2019; Lanza et al., 2019; Rice, et al., 2019; Jing, et
al., 2021; Davis et al., 2022). Ademas, también se ha reportado una reduccién de la abundancia
de Lachnospiraceae asociada con un incremento de Verrucomicrobiaceae después de la TBI,

lo que también podemos observar de este estudio (Celorrio et al., 2023).

CONCLUSION

Los resultados mostraron que la TBI causé déficits en el desempefio cognitivo
acompafados de un aumento en la activacion microglial de la corteza y el hilus ipsilaterales a
la lesion, asi como cambios en la diversidad de la microbiota intestinal. EI TBI+EE sin
cohabitacion causo una recuperacion completa en la evaluacion de desempefio cognitivo. No
obstante, en contradiccidn con nuestra hipétesis, este efecto benéfico no mostré asociacion con

la activacion microglial ni con la diversidad de la microbiota.

Si bien, nuestros resultados mostraron informacion valiosa respecto a los mecanismos
fisiopatoldgicos que subyacen los efectos de | TBI, aln es necesario llevar a cabo estudios mas
detallados que permitan determinar el fenotipo celular de las células microgliales y los cambios

en taxones especificos de la microbiota para confirmar estos datos.
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