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1. Resumen 

 

Una situación de estrés temprano incrementa el riesgo de anomalías en el desarrollo 

encefálico y está asociado con trastornos psicológicos. La separación maternal es un 

modelo animal establecido de estrés temprano que produce cambios en el desarrollo del 

Sistema Nervioso Central. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la 

separación maternal en ratas sobre el cerebelo, tanto a nivel conductual como 

fisiológico. Para ello, se emplearon 35 ratas, un grupo compuesto por machos (n=8) y 

hembras (n=7) fue sometido a separación maternal durante 21 días y el resto (9 machos 

y 8 hembras) constituyó el grupo control. La memoria de referencia espacial fue 

evaluada mediante el Laberinto acuático de Morris y, empleando la técnica histoquímica 

de la citocromo c-oxidasa y la inmunocitoquímica de la c-Fos, se determinó la actividad 

metabólica y la activación de genes de expresión temprana respectivamente. Los 

resultados mostraron que ambos grupos presentaron una adecuada memoria espacial. A 

pesar de no existir diferencias conductuales, el grupo experimental mostraba una menor 

actividad metabólica en el núcleo medial del cerebelo, así como un menor número de 

células positivas c-Fos en los tres núcleos profundos cerebelosos. Dichos resultados 

ponen de relieve la necesidad de un mayor estudio de los efectos del estrés temprano en 

el cerebelo.  

Palabras clave: cerebelo, c-Fos, citocromo c-oxidasa, estrés temprano, separación 

maternal.  

Índice de abreviaturas: COX: citocromo c-oxidasa; GC: glucocorticoides; INT: núcleo 

interpósito del cerebelo; LAT: núcleo lateral del cerebelo; MED: núcleo medial del 

cerebelo; MS21: grupo experimental separación maternal 21 días; MWM: laberinto 

acuático de Morris; ND: núcleo dentado del cerebelo; NF: núcleo fastigial del cerebelo; 

OMS: Organización Mundial de la Salud; SM: separación maternal; S.E.M.: error 

típico. 

  



5 
 

 

2. Abstract 

 

An early stress situation increases the risk of abnormal brain development and it is 

associated with psychological disorders. Maternal separation is an established animal 

model of early stress that produces changes in the development of the Central Nervous 

System. The objective of this study was to evaluate the effect of maternal separation on 

the cerebellum in rats, both behaviourally and physiologically. We used 35 rats of 

which one group, composed of males (n=8) and females (n=7), was subjected to 

maternal separation for 21 days and the other (9 males and 8 females) was taken as a 

control group. Spatial reference memory was assessed using Morris Water Maze and the 

metabolic activity and the expression of immediate early genes were determined, 

respectively, using the histochemical technique of cytochrome c-oxidase and the 

immunocytochemistry of c-Fos. Results showed that both groups perform successfully 

the spatial memory task. Although there were not behavioural differences, the 

experimental group showed lower metabolic activity in the medial nucleus of the 

cerebellum, as well as lower number of c-Fos positive cells in the three deep nucleus of 

the cerebellum. These results highlight the need for more studies on the effects of early 

stress on the cerebellum. 

 

Keywords: cerebellum, c-Fos, cytochrome c-oxidase, early stress, maternal separation. 
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3. Introducción 

 

En la actualidad la violencia se ha convertido en un problema social cuyo 

incremento es alarmante. Dicho problema afecta a muchos ámbitos, incluida la infancia. 

Sin embargo, no parece un asunto novedoso ya que existen restos infantiles encontrados 

de la época romano-cristiana que muestran traumas repetidos no accidentales pudiendo 

representar el primer caso documentado de maltrato infantil (1) 

La OMS definió el maltrato infantil como “todas las formas de malos tratos 

físicos y emocionales, abuso sexual, descuido, negligencia o explotación comercial o de 

otro tipo, que originen un daño real o potencial para la salud del niño, su 

supervivencia, desarrollo o dignidad en el contexto de una relación de responsabilidad, 

confianza o poder.” En el año 2016 en España, se notificaron 17.149 casos de maltrato 

infantil entre los cuales destaca la negligencia como la tipología de maltrato más 

frecuente (2) 

La negligencia se define como el abandono o descuido de las obligaciones en los 

cuidados de un infante que conllevan la desatención de sus necesidades básicas (3). El 

estrés temprano producido en dichas situaciones, hace que sea considerado un factor de 

riesgo para el desarrollo de ciertas anomalías en la estructura y función cerebral, además 

de estar asociado con trastornos psicológicos en la adultez (4). 

Como respuesta ante situaciones estresantes, se produce la activación del eje 

hipotalámico-hipofisario- adrenal cuya función continúa con la producción de 

glucocorticoides (GC) por parte de las glándulas adrenales (5). Los receptores de GC se 

encuentran distribuidos por todo el encéfalo (6), siendo prácticamente ubicuos.  

La separación maternal (SM) es un modelo establecido de estrés temprano (7) el 

cual ha permitido constatar que tras un período de estrés se producen cambios en el 
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hipocampo y en las regiones frontales, desarrollando déficits cognitivos a largo plazo 

(4). 

A pesar de la existencia de una abundante bibliografía sobre las consecuencias 

de la SM en el cerebro y en el Sistema Nervioso Central, apenas existen estudios 

dedicados a examinar la asociación entre la SM y el cerebelo. El cerebelo tiene una 

densidad muy alta de receptores de GC durante el desarrollo (8) por lo que sería 

especialmente interesante estudiar los efectos de los GC, producidos tras reiterados 

eventos de SM, en el cerebelo y en las funciones que este desempeña.  

Tradicionalmente, el cerebelo se ha relacionado con el control y la coordinación 

motora, pero la creciente evidencia experimental indica que el cerebelo está implicado 

en funciones cognitivas superiores y emocionales tales como procesos de aprendizaje 

(aprendizajes asociativos, sensorio-motor y condicionamiento emocional) y con 

procesos de orden superior como es la cognición espacial (9). Estas funciones son 

posibles gracias a la conexión cerebelo-tálamo-corteza a través de la cual el cerebelo 

proyecta hacía áreas parietales, temporales y prefrontales de la corteza motora primaria, 

al giro cingulado y a la región parahipocampal (10). Pacientes con lesiones en el vermis 

cerebelar y en el lóbulo posterior del cerebelo muestran alteraciones cognitivas y 

conductuales que afectan a las capacidades ejecutivas, a la fluidez verbal, al 

razonamiento abstracto y a la organización visoespacial (10). Además, investigaciones 

recientes, resaltan la importancia que podría tener el cerebelo en el desarrollo de ciertos 

trastornos psicológicos, señalando al cerebelo como un órgano cognitivo clave (8). 

La SM induce un aumento significativo de apoptosis neuronal en el cerebelo de 

crías de roedor macho (8). Además, hallazgos recientes muestran cómo el cerebelo está 

involucrado en los sistemas de navegación, en la exploración de un nuevo entorno y en 

la adquisición del conocimiento espacial en relación con la orientación personal. Dichos 
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hallazgos proceden de pruebas conductuales realizadas con roedores en el laberinto 

acuático de Morris (MWM) (11). Ratones cerebeloctomizados muestran alteración de la 

memoria espacial y ratas con destrucción de la vía olivo-cerebelosa presentan 

problemas viso-motores y deficiencias en el aprendizaje y la memoria espacial. Dichos 

datos muestran el papel relevante de la corteza cerebelosa y de sus aferencias en el 

desempeño de las tareas espaciales (12). 

Por consiguiente, debido a la importancia del cerebelo en las funciones 

cognitivas, el objetivo principal de este trabajo fue el estudio del efecto de la SM en 

ratas sobre el cerebelo y la evaluación del mismo a dos niveles: 

 Conductual, mediante el test de memoria de referencia usando el MWM. 

 Fisiológico, mediante el estudio de la actividad metabólica de la corteza y de 

los núcleos internos del cerebelo, empleando la histoquímica de la citocromo 

c-oxidasa (COX), y de la activación de genes de expresión temprana 

mediante la inmunocitoquímica de la c-Fos. 
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4. Materiales y método 

 

4.1 Sujetos. 

 

Fueron utilizadas 32 ratas adultas de la cepa Wistar de ambos sexos las cuales 

fueron alojadas en jaulas de plástico (Tecniplast-Letica, Madrid) cuyas dimensiones 

eran 34x20x21 cm y fueron mantenidas en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a una 

temperatura de 22 ± 2 ºC, 65-70% de humedad y tuvieron acceso ad libitum a comida y 

agua. 

Con el fin de estudiar el efecto de la SM en el cerebelo y examinar cómo afecta 

diferencialmente a ambos sexos, los animales fueron divididos en 4 grupos: dos grupos 

controles, uno compuesto por ratas macho (n=9) y otro compuesto por ratas hembras 

(n=8) y dos grupos experimentales los cuales fueron sometidos a SM durante 21 días, el 

primero constituido por  ratas macho (machos MS21) (n=8) y el segundo por ratas 

hembras (hembras MS21) (n=7).  

La manipulación animal y los procedimientos utilizados en este estudio fueron 

realizados de acuerdo con las directrices de la Directiva del Parlamento Europeo y el 

Consejo de la Unión Europea 2010/63/UE. La Legislación Nacional, de acuerdo con 

esta Directiva, se define en el Real Decreto Nº 53/2013 relativo al empleo de animales 

de investigación.  El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad de 

Oviedo. 
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4.2  Procedimiento.  

 

4.2.1 Procedimiento de SM. 

 

Las camadas fueron asignadas al azar a dos grupos, control y experimental. En el 

día postnatal 1 los animales de cada camada fueron contados. Si la camada superaba los 

10 animales eran ajustadas a 10 manteniendo el equilibrio entre machos y hembras. 

El procedimiento de SM llevado a cabo fue el descrito por Banqueri, M et al. (13) 

(Ver Anexo 1).  

4.2.2 Entrenamiento de memoria de referencia espacial en el MWM.  

 

La prueba conductual del MWM se llevó a cabo dos veces, en los días postnatales 

35 a 40 (adolescencia) y en los días 95-100 (adultez) con el fin de evaluar el aprendizaje 

a largo plazo. Dichas pruebas fueron realizadas entre las 10:00 am y las 14:00 pm 

siguiendo procedimientos idénticos (Ver Anexo 2) (Figura 1 y 2). 

 

Figura 1. Laberinto acuático de Morris (MWM). Tanque circular situado en el centro de una sala iluminada 

rodeado por pistas distales alocéntricas con el fin de guiar el animal hacía la plataforma. 
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Figura 2. Esquema de los cuadrantes imaginarios (A, B, C y D) del MWM usados para llevar a cabo el 

procedimiento. Imagen extraída del programa EthoVision Pro. 

 

4.3 Obtención de los tejidos. 

 

4.3.1. Sacrificio. 

 

El sacrificio de los animales fue realizado mediante el método de decapitación 90 

minutos después de la finalización del último ensayo en el MWM. En ese momento 

fueron extraídos los encéfalos, pesados en una balanza de laboratorio (Shimadzu, 

modelo AUW220D) y seccionados, separando cerebro y cerebelo.  

4.3.2. Conservación de órganos. 

 

Los cerebelos extraídos fueron congelados mediante la utilización de isopentano 

(Sigma-aldrich, Madrid, España) y a continuación fueron almacenados en congelador a 

-40ºC.  
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4.3.3. Procesamiento del tejido. 

 

Los cerebelos congelados fueron cortados usando un criostato (LEICA CM1900) a 

una temperatura aproximada de -15ºC y con un grosor de 30µm. De cada cerebelo 

fueron realizadas dos series de secciones, una para realizar la técnica histoquímica COX 

y la otra destinada a la inmunocitoquímica de la c-Fos.  

4.4 Procesamiento histológico.  

 

4.4.1. Tinción histoquímica COX.   

 

El procedimiento llevado a cabo para el tratamiento del tejido fue el descrito por 

Rubio, S. et al. (14) (Ver Anexo 3).  

4.4.2. Tinción inmunocitoquímica de la proteína c-Fos. 

 

El procedimiento llevado a cabo para el tratamiento del tejido fue el descrito por 

Méndez, M. et al. (15) (Ver Anexo 4). 

4.5 Procedimientos de cuantificación.  

 

4.5.1. Cuantificación de la actividad metabólica del cerebelo.  

 

La cuantificación de la actividad de la COX fue realizada mediante un análisis 

densitométrico analizando las imágenes de las regiones de interés de los cerebelos 

siguiendo el procedimiento descrito por Banqueri, M. et al. (16) (Ver Anexo 5).  Para 

ello fue utilizado un ordenador equipado con el software de análisis específico MCID 

Core 7.0 (MCID, Interfocus Imaging Ltd., Linton, Inglaterra).  

Las estructuras objeto de estudio, definidas según el atlas estereotáxico de Paxinos 

y Watson (17), fueron la corteza anterior del cerebelo, bregma -10.08mm (Figura 3A), 
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la corteza media y los núcleos internos del cerebelo,  bregma -11.40mm (Figura 3B) y la 

corteza posterior, bregma -12.84mm (Figura 3C).  

Figura 3. Regiones de cuantificación de la actividad citocromo c-oxidasa (COX) en el cerebelo: (A) 

Cortezas anteriores del cerebelo. (B) Cortezas y núcleos localizados en la parte media del cerebelo. Núcleo 

medial (MED); núcleo interpósito (INT) y núcleo lateral (LAT). (C): Cortezas posteriores del cerebelo. 

 

4.5.2. Cuantificación de la proteína c-Fos. 

 

El número total de núcleos positivos para la proteína c-Fos fueron cuantificados 

en 3 secciones con 60 µm de distancia entre ellas localizadas en el bregma -11.40mm 

(Figura 4) según el atlas estereotáxico de Paxinos y Watson (17). Las regiones 

cuantificadas en dicho bregma fueron: el núcleo medial (MED), el núcleo interpósito 

(INT) y el núcleo lateral (LAT). 
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Figura 4. Regiones de cuantificación de células positivas c-Fos. 

La cuantificación fue realizada mediante un muestreo sistemático de cada una de 

las regiones seleccionadas tal y como fue descrito por Méndez, M. et al. (15) (Ver 

Anexo 6). El contaje de los núcleos positivos de c-Fos fue realizado utilizando un 

microscopio (Leica DFC490) acoplado a un ordenador con el programa informático 

Leica application suite (Leica, Alemania). 

4.6 Análisis estadísticos. 

 

Los datos obtenidos en este trabajo fueron analizados mediante el software 

estadístico SigmaStat (Systat Software Inc. Versión 3.0., California). Las diferencias 

fueron consideradas estadísticamente significativas cuando p < 0,05. 

4.6.1. Memoria de Referencia espacial en el MWM. 

 

Respecto a las pruebas conductuales realizadas, en primer lugar, se analizaron las 

latencias de escape hacía la plataforma oculta usando un ANOVA intrasujeto de un 

factor para cada grupo y día. Cuando encontramos diferencias, el test de Tukey se 

empleó con el fin de realizar comparaciones múltiples. Empleamos la prueba no 

paramétrica para medidas repetidas de Friedman cuando no se cumplía la asunción de 

normalidad. El análisis de la permanencia en cada uno de los 4 cuadrantes (A, B, C, D) 

del MWM fue realizado mediante un ANOVA intrasujeto de un factor para cada grupo 

606 µm  606 µm  
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y día. Se empleó el test de Tukey como prueba a posteriori, mientras que la prueba de 

Friedman se utilizó en caso de incumplimiento de la normalidad. 

4.6.2. Actividad COX. 

 

La actividad metabólica de las regiones cerebelosas fue evaluada mediante un 

ANOVA de dos factores [Tratamiento (Control, MS21) x Sexo (M, H)], empleando el 

test de Tukey como prueba a posteriori para establecer comparaciones.  

4.6.3. Actividad c-Fos. 

 

El número de células positivas para la c-Fos fue expresado como el promedio de 

células positivas de c-Fos/μm2 para las 3 secciones consecutivas de cada región 

cerebelosa explorada. Con este valor realizamos un ANOVA de dos factores 

[Tratamiento (Control, MS21) x Sexo (M, H)], utilizando el método Holm-Sidak para 

efectuar las comparaciones múltiples.  
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5. Resultados 

 

5.1.   Memoria de referencia en el MWM. 

 

En cuanto a la evaluación de la memoria de referencia en la adolescencia, se 

muestran únicamente los resultados obtenidos el último día, el cuarto día, con el fin de 

observar si ha existido aprendizaje. El análisis de dichos resultados mostró como el 

grupo machos control presentaban diferencias estadísticamente significativas entre los 

cuadrantes (F (3,21)= 9.395, p< 0.001) siendo la permanencia en el cuadrante D superior 

al 30% del tiempo total del ensayo, superior a 7,5s. La permanencia en el resto de 

cuadrantes no superó dicho criterio. Mismos resultados se encontraron en el grupo 

hembras control (F (3,21)= 5.584, p= 0.006); en el grupo de machos MS21                       

(F (3,21)= 16.580, p< 0.001) y en el grupo hembras MS 21 (F (3,21)= 16.302, p< 0.001). 

En este último grupo también se encontraron diferencias significativas entre el 

cuadrante A con respecto al B y al C, existiendo una menor permanencia en el cuadrante 

A. Estos resultados muestran como todos los grupos aprendieron correctamente la tarea 

ya que todos ellos permanecieron un porcentaje mayor al 30% del tiempo total (7,5s) en 

el cuadrante D (objetivo) en comparación con el resto de cuadrantes (Figura 5).  
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Figura 5. Permanencia de los grupos controles y experimentales adolescentes en los diferentes cuadrantes 

(A, B, C, D) el último día del test. D es el cuadrante reforzado. La probabilidad aleatoria o de azar 

(permanencia inferior o igual al 30% de tiempo en cada cuadrante) está representada con una línea 

discontinua. *p< 0.05. Media ± S.E.M. 

 Respecto a la evaluación de la memoria de referencia en la adultez, el análisis de 

las latencias mostró que no existían diferencias significativas a lo largo de los días en el 

grupo machos control (χ2 
(3) = 0.000, p = 1.00) ni en el de las hembras (χ2 (3)= 4.146,     

p = 0.246), pero sin embargo si existían diferencias en el grupo machos MS21                        

(χ2 (3)= 14.169, p = 0.003)  y también en el de hembras MS21(F (3,30)= 8.262, p< 0.001). 

En el grupo compuesto por machos las diferencias de latencias se dieron en el primer 

día cuando se comparaba con el tercero y con el cuarto y en el caso de las hembras las 

diferencias se dieron entre el primer día con el resto de los días (Figura 6). 
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Figura 6. Latencias de escape a lo largo de los cuatro días de entrenamiento en los grupos controles y 

experimentales, *p < 0.05. Media ± S.E.M. 

 

Respecto al análisis de la permanencia en cuadrantes, el grupo machos control 

presentó diferencias estadísticamente significativas los cuatro días                               

(Uno: F (3,27)= 14.757, p< 0.001; Dos: F (3,27)= 17.024, p< 0.001; Tres: F (3,27)= 13.927, 

p< 0.001; Cuatro: F (3,27)= 12.078, p< 0.001), encontrando una permanencia mayor al 

30% del tiempo total (7,5s) en el cuadrante D (cuadrante objetivo) en comparación con 

el resto de los cuadrantes en los que la permanencia se mantuvo por debajo del criterio 

de probabilidad de azar (Figura 7A). En el caso del grupo hembras control se 

encontraron los mismos resultados, existiendo diferencias estadísticamente 

significativas los cuatro días (Uno: F (3,18)= 13.092, p< 0.001; Dos: F (3,18)= 18.877,      

p< 0.001; Tres: χ2 (3) = 13.870, p= 0.003; Cuatro: F (3,18)= 41.787, p< 0.001) 

permaneciendo todos los días un tiempo superior al establecido (7,5s) en el cuadrante D 

(Figura 7B).  
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En cuanto al grupo de machos MS21 se encontraron diferencias significativas 

todos los días (Uno: χ2 
(3) = 19.932, p< 0.001; Dos: F (3,35)= 13.180, p< 0.001;                                 

Tres: F (3,33)= 8.193, p< 0.001; Cuatro: F (3,33)= 28.600, p< 0.001), existiendo una 

permanencia superior al 30% del tiempo total únicamente en el cuadrante D. 

Examinando las diferencias entre cuadrantes,  se encontró una mayor permanencia en el 

cuadrante D con respecto únicamente al cuadrante A el primer día, mientras que en los 

siguientes días la permanencia en el cuadrante D fue mayor al resto de cuadrantes 

(Figura 7C). Finalmente, en el grupo hembras MS21 también se encontraron diferencias 

significativas todos los días (Uno: F (3,21) = 9.362, p< 0.001; Dos: F (3,21)= 13.072,              

p< 0.001; Tres: F (3,21)= 12.068, p< 0.001; Cuatro: χ2 (3) = 14.550, p= 0.002) 

encontrando, al igual que los machos, una permanencia superior al 30% únicamente en 

cuadrante D. Examinando las diferencias entre cuadrantes, el primer día existía una 

mayor permanencia en el cuadrante D en comparación con el resto de los cuadrantes, el 

segundo día había una mayor permanencia en D en comparación con el cuadrante A y B 

y en el tercero existía una mayor permanencia en D cuando se comparaba con A y C. El 

cuarto día únicamente existía mayor permanencia en D cuando se comparaba con B 

(Figura 7D).  
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Figura 7. Permanencia de los grupos controles y experimentales en los diferentes cuadrantes (A, B, C, D) 

en la adultez. D es el cuadrante reforzado. La probabilidad aleatoria o de azar (permanencia inferior o igual 

al 30% de tiempo en cada cuadrante) está representada con una línea discontinua. *p< 0.05. Media ± S.E.M. 

 

5.2.   Actividad COX. 

 

 La densitometría óptica analizada de las diferentes partes de interés del cerebelo 

no mostró diferencias entre los grupos en la corteza anterior (1cbA: F (1,23)=1.011, 

p=0.325; 2cbA: F (1,23)= 1.011, p=0.325; 3cbA: F (1,23)= 0.732, p=0.401;                         

4cbA:  F (1,19)= 0.587, p=0.453; 5cbA: F (1,10)= 1.23, p=0.733; PFIa: F (1,15)= 0.520, 

p=0.482). Tampoco existían diferencias en las cortezas de la parte media del cerebelo ni 

en los núcleos interpósito y lateral (1cbM: F (1,23)= 2.625, p=0.119;                         

5cbM: F (1,23)= 2.215, p=0.150; 6cbM: F (1,14)=0.974, p=0.340; PFIm: F (1,13)= 0.938, 

p=0.350; INT: F (1,23)= 3.728, p=0.066; LAT: F (1,23)= 3.170, p=0.088) pero si se 

encontraron diferencias en el núcleo medial (MED: F (1,23)= 5.117, p=0.033) donde la 
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actividad metabólica del grupo experimental era significativamente menor que la del 

grupo control.  Por último, no existían diferencias significativas en la corteza posterior 

del cerebelo (6cbP: F (1,3)= 0.0312, p=0.871; 7cbP: F (1,20)= 1.200, p=0.286;                    

8cbP: F (1,24)= 2.898, p=0.102; 9cbP: F (1,24)= 2.859, p=0.104; 10cbP: F (1,24)= 2.683, 

p=0.114; PM: F (1,21)= 3.948, p=0.060; CRUS2: F (1,20)= 3.131, p=0.092) (Figura 8).  

 

Figura 8. Unidades de actividad citocromo c oxidasa (Media ± S.E.M) en los grupos controles y MS21 en 

las regiones de interés del cerebelo. *p< 0.05. 

 A continuación, se tomaron las cortezas en conjunto y se analizó si existían 

diferencias entre las cortezas anteriores, medias y posteriores de ambos grupos, no 

encontrándose diferencias en ninguna de dichas subdivisiones cerebelosas (C. Anterior:         

F (1,23)= 0.651, p=0.428; C. Media: F (1,23)= 2.856, p=0.105; C. Posterior: F (1,24)= 2.505, 

p=0.127) (Figura 9).  
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Figura 9. Unidades de actividad citocromo c oxidasa (Media ± S.E.M) en los grupos controles y MS21 

tomando el conjunto de cortezas cerebelosas.  

 

5.3.       Actividad c-Fos.  

 

Los resultados del ANOVA mostraron diferencias significativas entre los grupos 

en el núcleo medial (MED: F (1,21) = 69.148, p< 0.001), en el núcleo interpósito                    

(INT: F (1,21) = 14.667, p< 0.001) y en el núcleo lateral (LAT: F (1,21) = 42.037,                  

p< 0.001), siendo el grupo experimental el que presentaba un menor número de células 

positivas c-Fos en todas las estructuras (Figura 10) (Figura 11).  
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Figura 10. Número de células c-Fos (células positivas c-Fos /μm2) presentes en las zonas medias del 

cerebelo del grupo control y experimental; *p < 0.05. Media ± SEM. 

 

 

 

Figura 11. Inmunocitoquímica de la proteína c-Fos. (A): sección cerebelosa del grupo control. (B) Sección 

cerebelosa del grupo experimental. 
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6. Discusión 

 

El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos del estrés temprano en un 

modelo animal de SM de 21 días, tanto a nivel conductual como fisiológico. 

Conductualmente, se analizó la memoria de referencia espacial. Fisiológicamente, se 

estudió el metabolismo oxidativo cerebral y la cuantificación de las células positivas 

para la proteína c-Fos, proteína que expresan los genes de activación temprana.   

La exposición a estrés temprano afecta a importantes procesos del desarrollo 

como la neurogénesis, la poda y la mielinización. Es por ello que se han identificado 

numerosas consecuencias neurobiológicas tras episodios de estrés temprano que 

incluyen la reducción del cuerpo calloso, el desarrollo atenuado del hipocampo y la 

amígdala y una actividad reducida del vermis cerebeloso (18). 

La SM es un modelo experimental que priva a las crías de sus madres (19). Dicha 

separación durante los períodos críticos del desarrollo puede causar la interrupción de la 

organización citoarquitectónica de varias regiones del encéfalo, incluido el cerebelo 

(20), induciendo alteraciones conductuales y cognitivas (21). 

Numerosos estudios sugieren que tras un protocolo de SM se produce un deterioro 

de la memoria espacial (22) si la SM se produce durante el periodo crítico de desarrollo 

del hipocampo, desde el día postnatal 14 al día postnatal 21 (23). En nuestro estudio 

todos los grupos adultos, tanto controles como experimentales, presentan preservada la 

memoria de referencia evaluada en el MWM ya que todos ellos cumplen el criterio de 

aprendizaje (permanencia en cuadrante D superior al 30% del tiempo total). Dichos 

resultados podrían indicar que no existe una afectación de la memoria espacial y la 

correcta ejecución de la tarea puede deberse al recuerdo a largo plazo de la posición de 

la plataforma tras realizar correctamente la prueba en la adolescencia. Así, recordaban 
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dónde se localiza la plataforma y por ello permanecían más tiempo en el cuadrante de 

salida. Además, las latencias de los grupos experimentales disminuyeron a lo largo de 

los días y fueron sutilmente menores que las de los grupos controles lo cual nos indica 

que su nado fue correcto y su coordinación tampoco estaba afectada. Dichos resultados 

coinciden con los obtenidos en otros estudios en los que muestran cómo la SM no tuvo 

efecto sobre el aprendizaje espacial y el recuerdo en el MWM (24).  

Numerosas investigaciones han sugerido que el cerebelo está involucrado en el 

aprendizaje espacial siendo el encargado de la adquisición de las estrategias de 

exploración (11). En nuestro estudio, las ratas adolescentes fueron capaces de adquirir el 

aprendizaje espacial de la localización de la plataforma reforzada, por lo que no 

mostraron alteración en las estrategias de exploración.  

Los estudios previos muestran los efectos de la SM sobre el metabolismo 

oxidativo únicamente del cerebro (25), sin atribuir al cerebelo el papel significativo que 

tiene en los procesos cognitivos. Este estudio, el cuál evalúa la actividad cerebelosa, 

permite constatar que, tras un periodo de SM, se producen cambios en el metabolismo 

oxidativo de áreas concretas. Así pues, el grupo experimental mostró una menor 

actividad metabólica oxidativa en el núcleo medial del cerebelo. Dicho núcleo también 

es conocido como núcleo fastigial (NF) y se localiza cerca de la línea media, sobre el 

techo del cuarto ventrículo (26). Este núcleo participa en el control motor ocular y del 

eje axial y proximal y regula actividades viscerales tales como la alimentación, la 

defecación y micción, la circulación y respiración, la inmunidad e, interesantemente, 

tiene un papel relevante en los estados afectivos y emocionales (26). Además, la 

creciente evidencia experimental indica que el NF inhibe los procesos apoptóticos 

producidos tras un accidente isquémico e inhibe reacciones inflamatorias participando 

en la neuroprotección endógena (26,27). También interviene en los comportamientos 
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depresivos asociados al accidente isquémico (28).  Lesiones en el NF y en el vermis 

cerebeloso producen una desregulación del estado de ánimo conocido clínicamente 

como “síndrome afectivo-cognitivo-cerebeloso” o “síndrome de Schmahmann” (29).  

Las neuronas del NF reciben proyecciones aferentes de múltiples estructuras 

cerebrales tales como el hipotálamo, la formación reticular, el núcleo vestibular, los 

núcleos pontinos, los núcleos de rafé, etc. e incluso de la médula espinal (28). Además, 

recibe aferencias inhibitorias del vermis cerebeloso (26), zona del cerebelo que conecta 

con la corteza motora (30) formando “el cerebelo límbico” (29). Respecto a las 

eferencias, sus axones se proyectan hacía la formación reticular, el tronco del encéfalo, 

corteza motora primaria y al hipotálamo (27). 

En nuestro estudio hemos encontrado que el grupo experimental presentaba una 

menor actividad metabólica oxidativa en el NF. Además, este grupo sometido a estrés 

temprano, tal y como mostraron Banqueri, M. et al. (13), presentaba ansiedad, la cual 

que puede ser debida a una menor actividad del NF producida por una disfunción de 

este núcleo tras un período de estrés temprano. Estos resultados concuerdan con los 

encontrados en otros estudios en los que observaron que la estimulación crónica del NF 

podría producir una disminución de la ansiedad y un mejor estado de ánimo (29), siendo 

útil también en pacientes con ciertos trastornos como la depresión. Además, parece 

existir cierta atrofia cerebelosa en trastornos del estado de ánimo (31). Creciente 

evidencia científica muestra la existencia de una fuerte asociación entre el estrés 

temprano y trastornos depresivos, de ansiedad y otros trastornos psicológicos en 

humanos (32). El desarrollo de dichos trastornos puede deberse a una disfunción en el 

NF del cerebelo que, tal y como se observó en nuestros animales, esté influyendo en el 

desarrollo de síntomas afectivos y emocionales.   
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La cuantificación de las células positivas c-Fos mostró diferencias entre los 

grupos en los tres núcleos profundos del cerebelo: el núcleo lateral, el núcleo interpósito 

y el núcleo medial siendo el grupo experimental el que presentaba un menor número de 

células positivas c-Fos.  

El núcleo lateral del cerebelo, también conocido como núcleo dentado (ND), está 

involucrado en funciones motoras y está fuertemente relacionado con el procesamiento 

de funciones cognitivas y emocionales. Lesiones en dicho núcleo producen déficits 

cognitivos en tareas de aprendizaje con roedores. Además su estimulación produce 

sensaciones subjetivas de miedo (29). 

El INT está relacionado con las funciones motoras, concretamente, con el control 

motor distal. Las lesiones en dicho núcleo producen una reducción del número de 

linfocitos que sugiere un posible papel del INT en la acción inmunológica (33).   

A pesar de encontrar un menor número de células positivas c-Fos en los núcleos 

cerebelosos de los animales MS21, esto no afectó a la ejecución del MWM y la 

actividad metabólica oxidativa del ND e INT no difirió con la del grupo control. Dichos 

genes de expresión temprana se activan ante demandas de aprendizaje y son 

considerados marcadores de áreas relacionadas con la conducta realizada (34). En 

nuestro estudio, la reducción de proteína c-fos en NF, INT y ND en el grupo separado 

en comparación con el control sugiere que, dichos núcleos podrían estar involucrados en 

otros aspectos conductuales, distintos a la memoria espacial, que no han sido evaluados 

en este estudio. Tal y como se expuso previamente, estudios anteriores de nuestro 

equipo mostraron la existencia de mayor ansiedad en el grupo MS21 (13), por lo que 

quizás es la conducta emocional una gran candidata a correlacionar con la disfunción de 

estos núcleos.  
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Este estudio muestra como la SM tiene efectos sobre el cerebelo, estructura 

involucrada no exclusivamente en aspectos motores. Estudios anteriores han indicado 

como la SM en el cerebelo de roedores produce alteraciones transitorias en la expresión 

del factor neurotrófico derivado del cerebro, en las moléculas asociadas a la mielina 

(20) y, además, aumenta la expresión de GC en el INT (35). 

La limitación más relevante de este estudio es que la prueba conductual utilizada 

no es la más adecuada para reflejar los posibles déficits cognitivos y emocionales 

derivados del deterioro cerebeloso. Por tanto, muestra la necesidad de realizar 

posteriores estudios empleando diferentes métodos conductuales con el fin de clarificar 

los posibles déficits cognitivos-emocionales y/o conductuales asociados a la función 

cerebelosa. 

Estos resultados indican la gran necesidad de estudiar los efectos del estrés 

temprano en el cerebelo, ese órgano tan desconocido como relevante.  
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8. Anexos 

 

Anexo 1. Procedimiento de SM utilizado.  

Las camadas experimentales fueron separadas de la madre 4 horas al día, de 

10:00 a 14:00, desde el día postnatal 1 al día postnatal 21 incluido. 

La camada completa fue trasladada a una jaula con serrín nuevo mezclado con 

serrín de su caja hogar y esta fue situada en una incubadora a 30º ±2 °C y con una 

humedad aproximada del 60%. Durante este paso la madre fue trasladada a una nueva 

jaula para impedir que observara el proceso. Al finalizar el tiempo de separación 

establecido, los animales de cada camada fueron colocados de nuevo en el nido y la 

madre fue devuelta a su caja hogar. En cuanto al grupo control, los animales 

permanecieron con su madre 24 horas al día.  

El procedimiento de SM finalizó el día postnatal 21 en el cual los animales 

fueron destetados y segregados por sexos. Estos fueron alojados en jaulas de plástico 

estabulados en grupos de 4-6 animales por jaula.  
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Anexo 2. Protocolo utilizado para evaluar la memoria de referencia mediante la 

utilización del laberinto acuático de Morris.  

El MWM es una prueba de aprendizaje espacial en la cual los animales son 

entrenados diariamente para encontrar una plataforma de escape en una piscina circular 

llena de agua (Hilber, P. (2017). Cham: Springer International Publishing, 137-46). 

Dicho test fue diseñado por Morris y es el paradigma más utilizado para evaluar la 

memoria espacial (Méndez, M. (2008). Behav Brain Res, 188 (1): 32-40).  

El test conductual fue llevado a cabo en un tanque cilíndrico de fibra de vidrio 

negro de 150 cm de diámetro y 75 cm de altura (Figura 1).  Dicha piscina fue rellenada 

con agua alcanzando 30 cm de profundidad y cuya temperatura era de 22 ± 2 ºC y fue 

colocada en una sala de 16 m2 iluminada (dos lámparas halógenas de 4.000 lx).  

Alrededor del tanque, a 30 cm, fueron colocados dos paneles negros muy juntos 

en los que fueron colocados diferentes pistas: un triángulo naranja, dos líneas azules y 

una cruz rayada amarilla y negra (Figura 1).  En el interior de la piscina fue introducida 

una plataforma negra cilíndrica de 10 cm de diámetro y 28 cm de altura, sumergida dos 

centímetros. El comportamiento del animal en el MWM fue registrado utilizando una 

cámara (Sony V88E) conectada a un ordenador equipado con el programa EthoVision 

Pro y situada encima del tanque.  

La piscina estaba dividida en cuatro cuadrantes imaginarios (cuadrantes A, B, C y 

D) (Figura 2). El protocolo utilizado fue el de memoria de referencia descrito por 

Banqueri, M. et al. (Banqueri, M. (2017). Physiol. Behav, 181: 80-85) con una duración 

de 5 días y fue realizado en la adolescencia y en la adultez: 

El primer día fue llevada a cabo la habituación que consistía en 4 ensayos en los 

cuales los animales fueron introducidos en la piscina orientados a la pared. En el centro 
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del tanque fue colocada una plataforma negra cilíndrica visible. Cada ensayo contaba 

con una duración máxima de 60 s (menos si el animal alcanzaba la plataforma) y si tras 

esos 60 s no encontraba la plataforma por sí mismo, era guiado por el experimentador. 

Tras alcanzar la plataforma el animal permanecía en la misma durante 15 s y tras este 

tiempo era colocado en un cubo negro durante 30s, a la espera del siguiente ensayo. La 

habituación finalizó tras realizar la salida desde los cuatro cuadrantes.  

Durante los siguientes 4 días los animales fueron sometidos a 6 ensayos cada día 

en los que la plataforma estaba oculta en el centro del cuadrante D (cuadrante objetivo). 

En los primeros 4 ensayos el animal fue liberado de cara a la pared en cada cuadrante de 

la piscina de manera pseudo-aleatoria y se le permitía nadar hasta llegar a la plataforma 

oculta o hasta que hubieran transcurrido 60 s. Si el animal no alcanzaba la plataforma 

oculta después de este tiempo, se le colocaba en la plataforma durante 15 s. En cada 

ensayo fue registrada la latencia de llegada a la plataforma (s) y fue calculada la media 

del día de entrenamiento para cada animal. Diariamente, al final de la sesión, la 

plataforma era recogida y el animal era introducido en el cuadrante opuesto, cuadrante 

C, también orientado hacia la pared. En este ensayo de transferencia del aprendizaje, 

cuya duración era de 25 s, fue registrado el tiempo de permanencia en cada uno de los 

cuadrantes. Una permanencia mayor al 30% del tiempo total del ensayo de transferencia 

(7,5s) en el cuadrante D respecto a los otros tres era considerada como criterio de 

aprendizaje ya que supera la probabilidad de permanencia por azar. Inmediatamente 

después de este ensayo de transferencia, fue realizado un ensayo de recuerdo. Los 

animales fueron introducidos de nuevo en la piscina, pero en este caso la plataforma 

estaba oculta en su posición habitual con el fin de que el animal percibiese que podía 

escapar.   
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Anexo 3. Protocolo realizado para la tinción histoquímica COX.  

La COX es un complejo proteico transmembrana localizado en la membrana 

mitocondrial interna (Wong-Riley, M. (1989). Trends Neurosci, 12 (3):94-101), enzima 

clave en el metabolismo aeróbico ya que activa el aceptor de electrones terminal de la 

cadena respiratoria mitocondrial, contribuyendo al mantenimiento de un gradiente de 

protones y por tanto a la síntesis de ATP (Brunori, M. (1987). Eur J Biochem, 169 (1): 

1-8). Dicho complejo fue utilizado como marcador de la actividad metabólica regional 

siguiendo el procedimiento que se detalla a continuación:  

En primer lugar, las muestras fueron fijadas mediante una solución de 

glutaraldehído al 25% diluido en 784 mL de tampón fosfato (pH 7,6) con sacarosa al 

10%, durante 5 minutos. A continuación, pasaron por tres lavados de tampón fosfato 

(0,1M, pH 7,6) con sacarosa al 10% permaneciendo 5 minutos en cada uno y por un 

lavado en tampón TRIS (0,05M y pH 7,6) durante 8 minutos. El tampón TRIS fue 

elaborado tres días antes utilizando 363 mL/L de agua purificada; 3,4 mL/L de ácido 

clorhídrico (HCl) (Prolabo, Francia); 5 mL/L de dimetil-sulfóxido (DMSO) (Sigma-

Aldrich, Madrid, España); 6g/L de Trizmabase (Sigma, EE. UU.); sacarosa al 10% 

(Sigma, Alemania) y 0, 276 g/L de cloruro de cobalto hexahidratado (Aldrich, 

Alemania).  

A continuación, las secciones fueron mantenidas en tampón fosfato 0,1M con 

pH 7,6 durante 5 minutos y se incubaron durante 1 hora en una solución de tinción a 

37ºC en oscuridad y con agitación continua. Dicha solución fue previamente preparada 

en oscuridad con 800 mL/L de tampón fosfato con pH 7,6; 0,06 g/L de citocromo c 

oxidasa (Sigma-Aldrich, Madrid, España); 0,016 g/L de catalasa (Sigma, España); 

40g/L de sacarosa (Sigma, Alemania); 2 mL/L de dimetil-sulfóxido (DMSO) (Sigma-

Aldrich, Madrid, España) y 0,4 g/L de diaminobencidina (Sigma-Aldrich, Madrid, 
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España). La reacción fue bloqueada introduciendo las secciones en fijador formol 

compuesto por 720 mL de tampón fosfato (0,1M, pH 7,6) con sacarosa al 10% y 80 mL 

de formaldehído al 37% (Prolabo, Francia) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Por último, los portaobjetos fueron deshidratados pasando por una cadena de alcoholes 

de creciente graduación (30%, 50%, 70%, 80%, 96% I, 96% II, 100% I y 100% II) 

permaneciendo 5 minutos en cada uno de ellos y fueron introducidos 10 minutos en 

xileno (Avanter, Polonia). Para finalizar fueron montados usando cubreobjetos y 

Entellan (Merck, Alemania).  

Para cuantificar la actividad enzimática y controlar la posible intensidad variable de 

las tinciones entre diferentes baños, se incluyeron en cada baño los homogenados 

previamente cortados. Dichos homogenados procedían de encéfalos estándar de rata 

Wistar con 10, 30,40 y 60 μm de grosor y fueron usados como control de la densidad 

óptica.   
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Anexo 4. Protocolo realizado para la tinción inmunocitoquímica de la proteína c-Fos. 

c-Fos es un gen de expresión temprana expresado en el núcleo de las neuronas en 

respuesta a la estimulación neuronal (Méndez, M. (2008). Behav Brain Res, 188 (1): 32-

40). El procedimiento realizado fue el siguiente: 

En primer lugar, las muestras fueron fijadas usando paraformaldehído tamponado al 

4% (0,1M pH 7,4) durante 30 minutos en continúa agitación y a continuación, pasaron 

por dos baños de 10 minutos cada uno de tampón fosfato (PBS) (0,01M pH 7,4). 

Posteriormente, fueron incubadas durante 30 minutos con peróxido de hidrógeno al 3% 

en PBS (0,01M, pH 7,4) con el fin de eliminar la actividad de la peroxidasa endógena y 

fueron lavadas dos veces con PBS (0,01M, pH 7,4) con una duración de 10 minutos 

cada uno. A continuación, las muestras fueron sumergidas durante 10 minutos en 

continúa agitación, en una solución de Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, EE.UU) al 1% con 

PBS (0,01M, pH 7,4) y seguidamente fueron lavadas durante 10 minutos utilizando PBS 

(0,01M, pH74). Después de bloquear durante 30 minutos con una solución de PBS 

(0,1M pH 7,4) que contenía albúmina de suero bovino al 3%, las muestras fueron 

incubadas a 4ºC en una solución de anticuerpo primario c-Fos ABE475 (1:7.500) (Santa 

Cruz Biotech., EEUU) diluido en una solución de PBS (0,01M, pH7,4), albúmina de 

suero bovino y Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, EE. UU) durante 24 horas en la cámara 

húmeda.  

Al día siguiente, las muestras fueron sumergidas en dos baños de 10 minutos cada 

uno de PBS (0,01M pH 7,4) en continua agitación y fueron incubadas en anticuerpo 

secundario c-Fos (1:480) (Pierce antigoat) disuelto en solución de incubación, durante 2 

horas en la cámara húmeda. Posteriormente, fueron realizados dos lavados de PBS 

(0,01M, pH7,4) durante 10 minutos cada uno y fueron tratadas con una con una 

solución de complejo avidina-biotina peroxidasa (Vectastain ABC kit elite 
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ultrasensitivo, Pierce EEUU) durante 1 hora en la cámara húmeda. Después de dos 

lavados en PBS (0,01M, pH7,4) las secciones fueron tratadas con un kit comercial de 

diaminobenzidina (DAB) incrementada con níquel (Pierce, EE. UU) durante 3 minutos 

en total oscuridad. A continuación, la reacción fue bloqueada mediante dos lavados de 

PBS (0,01M, pH 7,4) y las muestras fueron deshidratadas pasando por una cadena de 

alcoholes de creciente graduación (70%, 80%, 96% y 100%) permaneciendo 5 minutos 

en cada uno de ellos y fueron introducidas 10 minutos en xileno (Avanter, Polonia). 

Para finalizar fueron montadas usando cubreobjetos y Entellan (Merck, Alemania). 
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Anexo 5. Procedimiento realizado para la evaluación de la actividad de la COX.  

Con el objetivo de realizar la evaluación de la actividad de la COX en las 

diferentes regiones de interés del cerebelo, se utilizó el equipo mostrado a continuación 

compuesto por un iluminador de alta precisión, una cámara digital, dos monitores y un 

ordenador con el software específico para el análisis de las imágenes: 

 

 

En primer lugar, fueron realizadas diez mediciones de cada uno de los distintos 

grosores (10, 30,40 y 60 μm) de los controles de densidad óptica teñidos con COX para 

así poder establecer comparaciones y considerar posibles variaciones de la tinción.  

A continuación, en cada imagen de cerebelo fueron tomadas cuatro medidas en 

tres secciones diferentes consecutivas para la misma área de estudio y el mismo animal, 

obteniendo doce medidas por región. En total, fueron realizadas 8.400 mediciones. Tras 

esto, se realizó un promedio de las medidas tomadas para obtener una media por región 

para cada animal. Los valores de densidad óptica fueron convertidos en unidades de 

actividad de COX usando la ecuación de regresión basada en la densidad óptica de los 

estándares y su actividad enzimática determinada previamente mediante 
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espectrofotometría. Se obtuvo una curva de regresión entre la densidad óptica de cada 

sección de homogenado y la actividad COX de dicha sección, cuyos valores medios de 

actividad fueron 4,87 para el valor medio de densidad óptica de 0,367 en el grosor de 10 

µm; 14,62 para el valor medio de densidad óptica de 0,406 en 30 µm; 19,49 para el 

valor de 0,429 en 40 µm y 29,24 para el valor de 0,470 para 60 µm. Empleando dicha 

curva de regresión calculada, los valores de densidad óptica obtenidos en cada región 

cerebelosa fueron convertidos en unidades de actividad COX (micromol de citocromo 

c-oxidado/min/g tejido a 23ºC).  
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Anexo 6. Procedimiento realizado para la evaluación de los núcleos positivos de         

c-Fos.  

El número total de núcleos positivos para la proteína c-Fos fueron cuantificados 

utilizando el equipo que se muestra a continuación compuesto por un microscopio Leica 

y un ordenador con un software específico: 

 

La cuantificación fue realizada usando cuadros de marcaje sobrepuestos sobre 

cada región.  El área de contaje fue de 250x250 µm. Como criterio de cuantificación, 

los núcleos c-Fos fueron definidos como elementos circulares teñidos en negro con 

borde definido dentro de los núcleos celulares de neuronas. El contaje medio de las tres 

secciones fue calculado para cada región y sujeto y después cada valor fue dividido 

entre el área de contaje, en este caso 62.500 µm2. 

 


