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RESUMEN RESUMEN

Las situaciones estresantes cronicas, a menudo acompafiadas de una desregulacion del eje
hipotalamo-hipofiso-adrenal (HHA) e hipercortisolemia, pueden desencadenar episodios
depresivos y/o desordenes de ansiedad. La anhedonia o pérdida de interés es un sintoma central de
la depresion y es controlada a nivel central por el sistema de recompensa mesocorticolimbico.
Ademas, los eventos de la vida temprana pueden producir alteraciones persistentes en circuitos
neuronales especificos que controlan la respuesta de estrés y la conducta emocional,
confiriéndoles a los individuos vulnerabilidad o resiliencia al estrés en la vida adulta.

En este trabajo, se analizo si la separacion materna temprana y el estrés crénico variable en el
adulto y/o su interaccion, afectan la inmunoreactividad de las neuronas que expresan receptores de
glucocorticoides (GR) y de mineralocorticoides (MR), y el balance MR/GR en el hipocampo
dorsal, nacleo paraventricular (NPV) del hipotalamo y nucleos medial y central de la amigdala,
estructuras cerebrales participantes de la regulacion de la respuesta de estrés. Ademas, se analiz6
si estos tratamientos modifican la actividad neuronal, medida a través de la inmunoreactividad a
Fos, en las estructuras antes mencionadas y también en nlcleo accumbens (NAc), corteza
prefrontal medial (CPFm) y area tegmental ventral (ATV), estructuras pertenecientes al circuito
de recompensa mesocorticolimbico. Por otro lado, para indagar si estas alteraciones a nivel central
se manifiestan con cambios enddcrinos y conductuales, se determinaron los niveles plasmaticos
de corticosterona y se evaluaron indices de ansiedad y conducta heddnica. Finalmente, nos
propusimos analizar si el tratamiento cronico con el antidepresivo triciclico tianeptina previene o
revierte los posibles cambios neuroenddcrinos y conductuales provocados por los tratamientos de
estrés cronico y separacion materna.

Todos los grupos sometidos a separacion, estrés o a la interaccion de ambos tratamientos
presentaron una sobre-activacion del eje HHA, lo cual fue atenuado por el tratamiento con
tianeptina. Mientras que, el balance MR/GR fue aumentado por la separacion materna en el NPV
y disminuido en el giro dentado hipocampal de animales no estresados y tratados con tianeptina.
Ademas en los animales estresados, la corticosterona aumentd, y esto fue atenuado tanto por el
tratamiento previo de separacion materna como el tratamiento simultaneo con el antidepresivo.
Por otro lado, en los animales estresados, ya sea criados o separados de la madre, disminuy6 la
actividad neuronal de la CPFm, mientras que esta no fue afectada por la droga utilizada. En
cambio en el ATV solo se observo efecto de la droga, la cual disminuy6 la actividad neuronal en
esta estructura. Tanto la separacion como el estrés tuvieron un efecto ansiogénico, el cual fue
atenuado por el tratamiento con tianeptina. Por Gltimo la actividad neuronal del NAc y los indices
de anhedonia no fueron afectados significativamente con ninguno de los tratamientos.

En conclusion, nuestros resultados muestran que los eventos de la vida temprana producen
alteraciones en la regulacion de la respuesta de estres en el adulto y que el tratamiento con
tianeptina produce cambios a nivel central y conductual tendientes a atenuar la desregulacion del
eje HHA y las modificaciones conductuales, alterados en la depresion.






SUMMARY SUMMARY

Chronic stress, often associated with hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis dysregulation
and hypercortisolism, may trigger episodes of depression and / or anxiety disorders. Anhedonia or
loss of interest is a core symptom of depression and it is modulated in the brain by the
mesocorticolimbic reward system. In addition, early life events can produce persistent alterations
in specific neural circuits that control stress response and emotional behavior, resulting in
vulnerability or resilience to stress in later life.

The aim of this study was to analyze whether early maternal separation and variable chronic
stress in adults and / or their interaction, would alter immunoreactivity of neurons that express
glucocorticoid (GR) and mineralocorticoid (MR) receptors, and MR/GR balance in dorsal
hippocampus, paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus and medial and central nucleus
of the amygdala, key structures involved in stress response regulation. In addition, we analyzed
whether these treatments modify the neuronal activity evaluated by the immunoreactivity to Fos,
in the structures named above and also in nucleus accumbens (NAc), medial prefrontal cortex
(mPFC) and ventral tegmental area (VTA), structures of the mesocorticolimbic reward circuits.
Furthermore, to investigate whether these central alterations are linked to endocrine and
behavioral changes, we determined the plasmatic corticosterone levels and evaluated anxiety
indexes and hedonic behavior. Finally, we analyzed whether chronic treatment with the tricyclic
antidepressant tianeptine prevents or reverses the possible neuroendocrine and behavioral changes
caused by chronic stress and maternal separation.

All groups subjected to maternal separation, stress or their interaction, showed over-activation
of the HPA axis, which was attenuated by tianeptine treatment. While MR/GR imbalance was
increased by maternal separation in PVN and was decreased in dentate gyrus of hippocampus of
unstressed and tianeptine-treated animals. Also in stressed animals, corticosterone increased, and
this was attenuated by both pretreatment of maternal separation and simultaneous treatment with
the antidepressant. Moreover, on stressed animals, independently from the early treatment,
neuronal activity of mPFC decreased, whereas this was not affected by the drug. In contrast,
tianeptine administration decreased neuronal activity in the VTA. On the other hand, maternal
separation and chronic stress had an anxiogenic-like effect, which was attenuated by tieaneptine
treatment. Lastly, neuronal activity of NAc and anhedonia indexes were not significantly affected
by any treatments.

In summary, our results support the view that early life events induce changes on the
regulation of the stress response in adults and that treatment with tianeptine produces alterations at
the central and behavioral levels leading to attenuate HPA dysregulation and behavioral changes,
altered in depression.
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1.1. DEPRESION

La depresion es uno de los desérdenes que produce mayor sufrimiento emocional y fisico a
las personas que la padecen. Constituye un gran problema de salud puablica, siendo la
principal causa de discapacidad ya que es una de las enfermedades que origina una marcada
disminucion de funciones fisicas, sociales y laborales (American Psychiatric Association 2013;
WHO 2001). De acuerdo al informe del afio 2001 de la organizacion mundial de la salud
(WHO 2001), la prevalencia de esta enfermedad era de 1,9 % para hombres y del 3,2% para
mujeres; ademas se estimo que el 5,8% de los hombres y el 95 % de las mujeres
experimentaran un episodio de depresion en un periodo de 12 meses. En la Gltima década, la
prevalencia global de esta afeccién se ha incrementado (Al-Qadhi y col. 2014).

La depresion mayor es un desorden caracterizado por episodios discretos, en donde el
individuo presenta un prolongado estado de animo deprimido y/o anhedonia (pérdida de
interés o placer en todas o casi todas las actividades), junto con otros sintomas psicoldgicos,
fisioldgicos y conductuales que incluyen desordenes alimenticios, alteraciones del suefio,
alteraciones psicomotrices, fatiga, sentimientos excesivos de auto-reproche y culpa, deterioro
cognitivo, indecision, pensamientos recurrentes de muerte, ideacion frecuente de suicidio e
intento de suicidio. Para ser considerado como un desorden de depresion mayor, se deben
presentar al menos 5 de estos sintomas y uno de ellos debe ser anhedonia o0 &nimo deprimido.
Ademas, los sintomas deben estar presentes la mayor parte del tiempo, casi todos los dias,
durante por lo menos 2 semanas Yy causarle al individuo una angustia significativa, afectando
seriamente su capacidad funcional (producir deterioro social, ocupacional, etc.). Este
desorden es generalmente recurrente y crénico, involucrando ciertos periodos de remision

(American Psychiatric Association 2013; Baker y col. 2006; McArthur y Borsini 2006).

Mas alla de la variabilidad de sintomas que pueden relacionarse a la depresion, la pérdida
de interés o placer esta casi siempre presente, al menos en algin grado. Esto implica que los
individuos se sienten menos interesados en pasatiempos o dejan de disfrutar actividades que
anteriormente consideraban placenteras (American Psychiatric Association 2013; Baker y col.
2006). En el otro extremo se encuentran los disturbios psicomotores que son mucho menos

comunes que los demas sintomas (American Psychiatric Association 2013).

A pesar de la cantidad de estudios clinicos y preclinicos realizados sobre depresion, aun se

desconocen los procesos neurobiologicos exactos que llevan a esta afeccion, asi como los
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mecanismos que subyacen a los efectos terapéuticos de las drogas antidepresivas (Duman y
col. 1999; Fuchs y col. 2004; Lucassen y col. 2004; Manji y col. 2001).

Las hipotesis clasicas sobre la patofisiologia de la depresion, sefialan al sistema de
neurotransmision monoaminérgico como el principal afectado. Numerosas investigaciones
clinicas desde hace mas de 50 afios han demostrado, en pacientes depresivos, varias
anormalidades de los sistemas serotoninérgico (5-HTérgico) y noradrenérgico (NAérgico),
como también de otros neurotransmisores (NTS) y neuropéptidos a través de una variedad de
estudios bioguimicos y neuroendocrinos, por ejemplo el analisis del liquido cefalorraquideo,
de la respuesta neuroendocrina a farmacos y de la union a neuroreceptores (Fuchs y col. 2004;
Lucassen y col. 2004; Manji y col. 2001). De acuerdo a esto, la patogénesis de la depresion se
relacionaria con un desbalance entre los sistemas 5-HTérgico, NAérgico y dopaminérgico
(DAérgico) (Oglodek y col. 2014). Otro dato que implica a las monoaminas en la depresion,
es que este sistema esta extensamente distribuido a través de los circuitos neuronales
limbicos, estriatales y corticales, lo que podria constituir la base de las manifestaciones
fisiolégicas y conductuales presentes en los desordenes afectivos (Manji y col. 2001).
Ademas, se ha observado que las drogas antidepresivas ejercen sus efectos biogquimicos
principales regulando las concentraciones intrasindpticas aberrantes de serotonina (5-HT) y
noradrenalina (NA) (Fuchs y col. 2004; Lucassen y col. 2004; Manji y col. 2001). Por otro
lado, el tratamiento con antihipertensivos, los cuales producen deplecion de monoaminas,

pueden precipitar episodios depresivos en individuos susceptibles (Manji y col. 2001).

Otro anomalia ampiamente estudiada por su implicancia en la patofisiologia de la
depresion es la hiperactividad del eje hipotdlamo-hipéfiso-adrenal (HHA), la cual parece estar
asociada con melancolia, rasgos psicoticos y riesgo de suicidio (American Psychiatric Association
2013; Taylor y col. 2005). Las alteraciones de este sistema pueden incluir tanto el aumento en
los niveles de CRH como el deterioro de los mecanismos de retroalimentacion negativa de los

glucocorticoides (GC) (Taylor y col. 2005).

Sin embargo, aunque la mayoria de los antidepresivos ejercen sus efectos iniciales
rapidamente, incrementando los niveles intrasindpticos de 5-HT y/o NA, sus efectos
terapéuticos requieren la administracion cronica, durante dias o semanas. Esto sugiere que, la
cascada de efectos corriente abajo (downstream) es en ultima instancia, la responsable de sus
acciones antidepresivas clinicas. Esas observaciones indican que, aunque la disfuncién de los

sistemas de neurotransmision monoaminérgicos seria un importante mediador de algunos

CRH = hormona liberadora de corticotrofina
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aspectos patofisioldgicos de la depresidn, probablemente los mecanismos que subyacen la
accion terapeutica de los antidepresivos, al igual que la etiologia de la depresion, son mucho
méas complejo que un simple cambio en los niveles sinapticos de monoaminas (Duman y col.
1999; Maniji y col. 2001).

Teniendo en cuenta esto, se han desarrollado otras hipotesis, las cuales proponen que la
depresion estaria asociada con la disfuncion de los mecanismos normales que involucran la
plasticidad neuronal. Asi, el deterioro de la plasticidad estructural y celular del sistema
nervioso podria resultar en la incapacidad de producir respuestas adaptativas apropiadas a
estrés u otros estimulos aversivos (Duman y col. 1999; Fuchs y col. 2004; Lucassen y col.
2004; Manji y col. 2001). Numerosas investigaciones han estudiado las vias de sefializacion
intracelular involucradas en eventos de neuroplasticidad, que regulan tanto procesos
cognitivos y psicoldgicos como también funciones vegetativas tales como apetito y vigilia
(Manji y Lenox 2000). En este sentido, se conoce la contribucion de la 5-HT a la
neurogénesis y sobrevida celular, ya que estimula la produccién de BDNF, el cual participa
activamente en esos eventos (Alenina y Klempin 2014; Oglodek y col. 2014). Por otro lado, la
accion de los antidepresivos y del litio sobre la plasticidad neuronal es conocida hace mucho
tiempo (Manji y Lenox 2000). Entonces, de acuerdo con estas hipotesis, los antidepresivos
afectarian las vias de sefializacion intracelular que regulan la neuroplasticidad y la sobrevida
celular, para normalizar las alteraciones presentes en la depresion (Duman y col. 1999; Fuchs
y col. 2004; Lucassen y col. 2004; Manji y col. 2001).

Imagenes de resonancia magnética (MRI) y estudios histopatolégicos post-morten de
pacientes depresivos han mostrado reduccion del volumen de la corteza prefrontal (CPF),
hipocampo y amigdala. Ademas, en tales pacientes, se han encontrado cambios funcionales en
el flujo sanguineo cerebral y en el metabolismo de la glucosa en hipocampo y amigdala (X.
Cao y col. 2012; Fuchs y col. 2004; Maniji y col. 2001; McEwen y Chattarji 2004; Sheline y
col. 2003; Wise y col. 2014). Se ha observado que las neuronas hipocampales, en particular,
muestran una gran plasticidad y en el individuo adulto el principal lugar donde ocurre
neurogénesis es en el giro dentado (GD) hipocampal (Czéh y col. 2001; Fuchs y col. 2004).
Numerosos estudios preclinicos involucran a la neurogénesis y al volumen hipocampal en la
etiologia de la depresion, ademas se ha evaluado que el estrés induce una reorganizacion
morfoldgica en el hipocampo a través del remodelado reversible de dendritas apicales de las

neuronas piramidales en CA3 (Czéh y col. 2001; Fuchs y col. 2004; Magarifios y col. 1999).

5-HT = serotonina || BDNF = factor neurotréfico derivado del cerebro
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Por el contrario, los antidepresivos y la terapia electrocomvulsiva han demostrado
incrementar la neurogénesis y el volumen hipocampal, revirtiendo en cierta medida, el efecto
del estrés prolongado (Czéh y col. 2001; Chen y col. 2009, 2010; Kaae y col. 2012).

Recientemente, estudios de imagenes por resonancia magnética funcional (fMRI) y por
tomografia de emision de positrones (PET) en adultos con depresion, han aportado evidencias
sobre anormalidades funcionales en sistemas neuronales relacionados con el procesamiento y
regulacion de las emociones, la interpretacion de estimulos negativos y la busqueda de
recompensas (American Psychiatric Association 2013; Hamilton y col. 2013). Dentro de las
estructuras que se han observado alteradas en estos pacientes, se incluye la corteza prefrontal
medial (CPFm) y dorsolateral (CPFdl), la corteza cingulada anterior (CCA) y posterior

(CCP), la corteza parahipocampal, la amigdala y la insula anterior (Hamilton y col. 2013).
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1.2. ANSIEDAD

La depresion se encuentra frecuentemente comorbida con desoérdenes de ansiedad,
probablemente debido a que estas alteraciones comparten factores de riesgo tanto de
personalidad como genéticos y ambientales, si bien también pueden producirse

independientemente (American Psychiatric Association 2013).

La ansiedad es la respuesta de anticipacion a una amenaza futura. Se encuentra asociada
con tension muscular y alerta en preparacion para enfrentar a posibles dafios y también con
precaucion y conductas de evitacion. En los trastornos de ansiedad, ademas de una ansiedad
aumentada, se pueden presentar otros sintomas, como preocupacion excesiva, agitacion,
nerviosismo, fatiga, dificultad para concentrarse, irritabilidad, tension muscular y alteraciones

del suefio (American Psychiatric Association 2013).

El sistema 5-HTérgico ha sido implicado en la patofisiologia de la ansiedad. Los agonistas
del receptor 5-HT;a son usados habitualmente como ansioliticos en ratones, ademas la
ansiedad se ha asociado con una downregulation de los receptores 5-HT14 en el hipocampo y
en el I6bulo temporal. Este receptor, de efecto inhibitorio, se encuentra como receptor
postsinaptico en neuronas del procencéfalo y también como autoreceptor presinaptico en las
neuronas 5-HTérgicas del nucleo del rafe (Taylor y col. 2005). Asi, se ha demostrado que la
administracion de un agonista 5-HT;4 dentro del ndcleo medial del rafe tiene efectos
ansioliticos, mientras que, su administracion dentro del hipocampo dorsal produce efectos

ansiogénicos (File y col. 1996).

También se ha sugerido que el sistema 5-HTérgico y el eje HHA interactdan entre si para
mediar la respuesta de ansiedad. Con respecto a esto, se ha observado que en ratas, el
pretratamiento con un agonista 5-HT;a previno el aumento de ansiedad provocado por la
administracion i.c.v. de CRH. Mientras que la utilizacion tanto de un antagonista del receptor
de CRH, como de un agonista 5-HTya inhibieron el aumento de 5-HT en el hipocampo
ventral, producido por CRH i.c.v. Estos resultados indican que los efectos ansiogénicos del
CRH se deberian a la facilitacion de la liberaciéon de 5-HT, al menos, en el hipocampo ventral
(Kagamiishi y col. 2003).

5-HTérgico/as = serotoninérgico/as || 5-HT = receptor 1A de serotonina || HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal
i.c.v. = intracerebroventricular || CRH = hormona liberadora de corticotrofina || 5-HT = serotonina
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1.3. ESTRES

Existen numerosas evidencias clinicas de que a menudo el comienzo de episodios
depresivos se encuentra relacionado con eventos estresantes (Kendler y col. 1999; Kendler y
col. 2000; Kessler 1997). Ademas tanto en la depresion como en el estrés cronico (EC) se ha
observado una desregulacion del eje HHA, asociada a hipercortisolemia y elevados niveles de
ACTH (Wong y col. 2000; Young y col. 2004).

Una respuesta de estrés es generada ante una amenaza, real o percibida, a la integridad
fisioldgica y psicoldgica de un organismo, con el objetivo de restaurar la homeostasis a través
de adaptaciones fisioldgicas y conductuales (McEwen 2000). En una situacion de estreés, el
estimulo estresante es percibido y valorado, luego esa informacion se procesa y por ultimo, se
genera la respuesta de estrés. Estos 3 componentes interactlan entre si y se auto-regulan por
retroalimentacion (Levine 2005). El proceso activo por el cual los organismos vivos se
adaptan a potenciales amenazas y a cambios ambientales (estresores) para mantener la
homeostasis y promover la supervivencia se conoce como alostasis (McEwen y Gianaros
2011). Los sistemas simpético-médula adrenal (SMA) e HHA son esenciales para la respuesta
de estrés. Estos sistemas actlan conjuntamente y ejercen entre si un mutuo control, siendo las
acciones producidas por la activacion del eje HHA mas lentas y mas persistentes (De Kloet y
col. 1998).

Bajo condiciones estresantes las neuronas parvocelulares del nucleo paraventricular
hipotaldmico (NPV) secretan CRH y AVP, estas hormonas estimulan a la hipofisis anterior
para que secrete ACTH, la que a su vez estimula la liberacién de GC (corticosterona en la rata
y principalmente cortisol en el humano) desde la corteza adrenal (fig. 1). Los GC producen
varios efectos metabdlicos y fisioldgicos con el fin de movilizar la energia necesaria para una
respuesta de estrés adaptativa e inmediata. Ademas, participan en la modulacién de la
respuesta inmune, los procesos cognitivos y las emociones (especialmente miedo y ansiedad),
permitiéndole al individuo afrontar y adaptarse a la situacion y preparandolo para el futuro
(Girotti y col. 2006; Heuser y Lammers 2003; Taylor y col. 2005). Los GC son secretados en
pulsos, aproximadamente cada 1 hora, con una mayor amplitud alrededor del pico circadiano
(al despertar). Ademas de esas variaciones en los ritmos ultradianos y circadianos, las
concentraciones de corticosterona (CORT) pueden aumentar hasta 100 veces luego de la
exposicion a estrés (de Kloet 2013).

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || ACTH = hormona adrenocorticotrofa || CRH = hormona liberadora de corticotrofina
AVP = arginina vasopresina || GC = glucocorticoides
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Fig. 1. Esquema simplificado del eje hipotalamo-hipofiso-adrenal y su regulacion. La liberacién de GC
es iniciada por la secrecion de CRH en el NPV del hipotalamo. Los GC ejercen una retroalimentacion
negativa, actuando sobre la hipdfisis, el NPV y el hipocampo. Mientras que, la amigdala tiene una
influencia excitatoria sobre el eje HHA al inhibir a nicleos GABAérgicos ubicados en la region peri-
NPV (nlcleo bed de la estria terminal, area predptica, etc.) que proyectan hacia este ndcleo. Ademas
el ndcleo central de la amigdala secreta CRH en respuesta al estrés. Abreviaciones: NPV: nlcleo
paraventricular; AVP: arginina vasopresina; CRH: hormona liberadora de corticotrofina; ACTH:
hormona adrenocorticotrofa; GC: glucocorticoides; GLU: glutamato; GABA: acido gama-
aminobutirico.
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Los estresores fisicos activan directamente el sistema nervioso simpético y el eje HHA. En
cambio los estresores psicoldgicos necesitan ser procesados en estructuras limbicas y su
intensidad depende de la predictibilidad (involucrada en el comienzo de la respuesta) y de la
posibilidad de controlarlos (determinante en la progresion y duracién de la reaccién). Ademas
la magnitud y duracion de la respuesta de estrés depende de las interacciones sociales, el
género, la personalidad y la valoracion del estresor, para lo cual es fundamental la experiencia
previa (de Kloet 2013).

El eje HHA se encuentra bajo una estrecha regulacion (fig. 1), ejercida por
retroalimentacion de la CORT sobre las areas del cerebro que inicialmente desencadenan su
liberacion, incluyendo amigdala, hipocampo, NPV, septum y CPF (de Kloet 2013; Taylor y
col. 2005). Esta retroalimentacion puede ser positiva 0 negativa. La CORT ejerce una
retroalimentacion positiva al incrementar la expresién de CRH en la amigdala, principalmente
en los nacleos medial (MeA) y central (CeA) (Herman y col. 2005). También actuando en
neuronas dopaminoceptivas del circuito nicleo accumbens (NAc)-area tegmental ventral
(ATV), el cual activa las neuronas DAérgicas del ATV, involucradas en el procesamiento de
estrés psicoldgico (Barik y col. 2013). Por supuesto, existe ademas una retroalimentacion
negativa de la CORT, ejercida al actuar sobre el eje HHA y sobre el hipocampo (de Kloet
2013).

Los efectos de los GC en el cerebro estan mediados por 2 tipos de receptores: el receptor
de mineralocorticoides (MR) y el receptor de glucocorticoides (GR), los cuales actan en el
nacleo celular como factores de trascripcién genética (de Kloet 2013). Los GR y MR estan
ampliamente distribuidos en el cerebro, y son particularmente abundantes en el NPV,
hipdfisis anterior, hipocampo, septum y amigdala (Taylor y col. 2005). Debido a que los GR
tienen 10 veces menor afinidad para la CORT que los MR (Reul y de Kloet 1985), son
ocupados sélo con altos niveles de la hormona, alcanzados luego de una situacion de estrés o
en los picos circadianos y ultradianos. En otras palabras, la ocupacion de los MR por GC es
tonica, mientras que la de los GR es transitoria (de Kloet 2013; Reul y de Kloet 1985). Estos
mismos receptores, poseen también acciones rapidas no gendmicas a nivel de la membrana
celular, aunque con una menor afinidad por la CORT que los receptores citoplasmaticos

(Karst y col. 2005; Karst y col. 2010). Los MR de membrana favorecen la neurotransmision

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || CORT = corticosterona || NPV = nlcleo paraventricular || CPF = corteza prefrontal
CRH = hormona liberadora de corticotrofina || DAérgicas = dopaminérgicas || GC = glucocorticoides
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excitadora, mientras que, los GR tienen mayormente una influencia inhibitoria (de Kloet
2013).

La CORT coordina una enorme diversidad de acciones y es capaz de modular tanto el
comienzo como la terminacion de la respuesta de estrés. Actuando en concentraciones bajas, y
por lo tanto con acciones mediadas preferentemente por MR, la CORT normaliza el
metabolismo energético, la neurogénesis y la plasticidad neuronal. En cambio, bajo
condiciones estresantes esta hormona, actuando por la via rapida, a traves de los MR de
membrana, modula la valoracion del estresor, la seleccion de la respuesta conductual mas
apropiada y el umbral o sensibilidad del sistema de estrés. Siendo por lo tanto importante para
el comienzo de las reacciones de estrés. Subsecuentemente, via acciones inhibitorias mediadas
por GR, la CORT previene gque esas reacciones iniciales no sean excesivas, produciendo la
supresion de su propia secrecion para retornar nuevamente a las condiciones basales. Asi, las
acciones mediadas por GR estdn relacionadas al control de la situacion de estrés y a la
recuperacion del efecto que produjo el estresor. Al mismo tiempo, la activacion de los GR,
promueve el almacenamiento de la experiencia en la memoria y por lo tanto la preparacion
para el futuro. Por Gltimo, principalmente via GR, la CORT también provee la energia para

esos procesos adaptativos (de Kloet 2013).

Dado que los GR y MR actuan de manera complementaria, la activacion de ambos tipos de
receptores necesita operar en balance para controlar la plasticidad, resiliencia y adaptacion al
estrés. La hipdtesis del balance MR/GR predice que, luego de un desbalance en las vias de
sefializacion de estos receptores, a causa de estrés, de exposicion aberrante a CORT o de
variaciones genéticas del receptor, la respuesta a estresores sera menos coordinada. Esto
puede llevar a la desregulacion del eje HHA y a una inadecuada adaptacion conductual,
promoviendo la vulnerabilidad a la neurodegeneracién y a desérdenes mentales relacionados
al estrés (de Kloet y col. 2005).

Cuando ocurre una desregulacion del eje HHA, se producen niveles aberrantes de GC; esto
ocurre comunmente durante el EC (Suarez y Perassi 1994; Suarez y col. 1996; Suérez y
Perassi 1997; Suarez y col. 1999). La exposicion prolongada a elevados niveles de hormonas
del estrés es dafiina para el organismo y representa un factor de riesgo para muchas
enfermedades fisicas y mentales (Barden y col. 1995; Gold y Chrousos 2002; Taylor y col.

2005). Un individuo expuesto a EC desarrolla numerosas alteraciones, algunas de las cuales

GR = receptor de glucocorticoides || CORT = corticosterona || MR = receptor de mineralocorticodes
HHA = hipotalamo-hipdfiso-adrenal || GC = glucocorticoides || EC = estrés cronico
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son: incremento del peso de las adrenales (Suarez y col. 1996); disminucion del timo; atrofia
de las capas piramidales del hipocampo y de areas de la corteza prefrontal; incremento del
numero y tamafio de la arborizacion dendritica y de los botones sinapticos en la amigdala
(McEwen 2007; Vyas y col. 2002); disminucion de la neurogénesis, diferenciacion y
sobrevida celular en circuitos hipocampales (Czéh y col. 2001; W. Liu y col. 2011); deterioro
de la memoria espacial dependiente de hipocampo (Zalosnik y col. 2014) y por el contrario,
fortalecimiento de la memoria de eventos adversos (probablemente por la sensibilizacion de la
amigdala) (Conrad y col. 1996; Luine y col. 1994; Sandi y col. 2001).

Los cambios estructurales y funcionales inducidos por EC son probablemente adaptativos,
pero al mismo tiempo pueden aumentar la vulnerabilidad a estresores subsecuentes (de Kloet
2013). Esto se debe a que los mismos mediadores (NTs, neuropéptidos, hormonas y
citoguinas) que llevan a la alostasis y permiten la adaptacion exitosa, también median la carga

y la sobrecarga alostatica que lleva a patofisiologias (McEwen y Gianaros 2011).

Como consecuencia de la sobreactividad y desregulacion de la adaptacion alostética,
debido a que esta se prolonga o no termina inmediatamente, se produce la carga alostatica.
Dicho de otra manera, la adaptacion alostatica tiene un precio y el costo de esa adaptacion es
la carga alostética, la cual produce el deterioro del cuerpo y del cerebro (McEwen y Gianaros
2011). Durante la cronicidad de situaciones estresantes el costo es alto, y por lo tanto se
incrementa la carga alostatica pudiendo llegar a una sobrecarga, en donde esté sobrepasada la
capacidad del individuo para afrontar y a adaptarse a la situacion y por lo tanto se incrementa
el riesgo de sufrir enfermedades (McEwen y Wingfield 2003). Para que esto no ocurra es
fundamental el eficiente comienzo y finalizacion de la respuesta de estrés, ya que esto reduce
la exposicidn total del organismo a los mediadores de la alostasis (incluida la CORT). Las
situaciones que pueden contribuir a la carga alostatica incluyen: exposicion repetida a
multiples estresores, falta de habituacién o adaptacion, respuesta prolongada debido a una
retroalimentacion negativa deficiente lo cual impide el adecuado cese de la respuesta de
estrés; y respuesta inadecuada que lleva a una hiperactividad compensatoria de otros

mediadores (McEwen y Gianaros 2011).

EC = estrés cronico || NTs = neurotransmisores || CORT = corticosterona
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1.4. MODELO ANIMAL DE DEPRESION

Los eventos estresantes de la vida se reconocen como factores de riesgo ambientales para
la precipitacion de episodios de depresion mayor. En particular, las experiencias adversas en
la infancia constituyen un potente elemento desencadenante de este desorden (American
Psychiatric Association 2013; Kendler y col. 1999; Kessler 1997; Mello y col. 2003).

Teniendo en cuenta esto, se desarroll6 como modelo animal de depresion, a principios de
la década del “80, el modelo de estrés cronico impredecible. En el mismo se aplicaban en
forma variable distintos estresores severos (por ejemplo shock eléctrico, inmersién en agua a
4°C o privacion por 48 h de agua y comida) (Katz y col. 1981). Posteriormente, este modelo
fue modificado por razones éticas y también a los fines de generar una simulacion mas realista
del estres de la vida diaria; asi, se disminuyd la intensidad de los estresores utilizados para dar
origen al modelo de estrés cronico moderado o variado (ECV) (Suéarez y col. 1996; Willner
1997, 2005). En este modelo los animales son expuestos subsecuentemente, durante un
periodo de semanas o incluso meses, a diferentes estresores moderados, aplicados en distintos
horarios. Esta variabilidad tiene el propdsito de lograr la impredecibilidad del estimulo y
evitar la adaptacion que usualmente produce la exposicion repetida a un mismo estresor
(Abelaira y col. 2013; Griffiths y col. 1992; Suarez y col. 1996). Adicionalmente, Willner y
col. observaron que luego de la exposicion a ECV, las ratas disminuyen su consumo y
preferencia por una solucién apetecible (generalmente sacarosa o sacarina), y propusieron que
esta deficiencia refleja un estado anhedonico, el cual es un sintoma central de la depresion
(Willner 1997, 2005).

Estudios independientes, utilizando diferentes especies (ratas o ratones) y diferentes
medidas de estado heddnico han demostrado que ninguno de los estresores individuales es
necesario o suficiente, mientras que la variabilidad y la repeticion de experiencias es
indispensable para la efectividad del procedimiento (Griffiths y col. 1992; Muscat y Willner
1992). En otras palabras lo que resulta estresante en el modelo de ECV es la exposicién
repetida a experiencias variables antes que la experiencia en si misma. Esto sustenta la idea
que la caracteristica estresante de las manipulaciones experimentales no depende de su
impacto fisico. Ademas, el ECV produce una sensibilizacion a los estresores, mientras que la
repeticion de un mismo estresor, incluso severo, produce habituacién o adaptacion a ese
estresor (Cabib y Puglisi-Allegra 1996). En este sentido, muchos investigadores han

propuesto que las alteraciones conductuales y fisiologicas relacionadas al estrés dependen mas
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de parametros como novedad, pérdida de control, incerteza o impredecibilidad que de la
intensidad del estimulo nocivo (Cabib 1997; Huether 1996; J.M. Weiss y col. 1981).

Sin embargo, el modelo de ECV plantea algunos problemas de replicacion entre
laboratorios, principalmente, debido a la incapacidad de muchos estudios de producir una
disminucion del consumo de sacarosa (Willner 1997). Esto ha sido atribuido tanto a
diferencias individuales en la sensibilidad a recompensas hedonicas de cada rata como a
diferencias entre cepas o a diferencias sexuales (Duncko y col. 2003; Konkle y col. 2003;
Nielsen y col. 2000). Ademas, la duracion de la aplicacion del estrés y las diferencias en el
régimen de estresores utilizados también podrian explicar algunas de las discrepancias entre
los diferentes estudios (Dalla y col. 2011). En opinién de Reid y col., el modelo de ECV, al
menos como lo proponen Willner y col. es invalido e inconsistente (Reid y col. 1997). Estos
investigadores no observaron diferencias en la preferencia por la sacarosa de los animales
luego de la aplicacion del ECV. En cambio si encontraron una disminucion en el consumo de
la solucién de sacarosa, pero atribuyen esta disminucion del consumo a la pérdida de peso de
los animales sometidos a ECV y no a una alteracion del estado hedoénico (Forbes y col. 1996;
Matthews y col. 1995). Ademas, el test de anhedonia tal como lo aplican Willner y col. es
precedido por un periodo de restriccion de comida. Forbes y col. demostraron que esa
privacion de alimento por si mismo, en ausencia de otros estresores, induce cambios en el
consumo de sacarosa, similares a los publicados por Willner y col. como evidencia de

anhedonia (Forbes y col. 1996).

Sin embargo, ademas de la disminucion de consumo y/o preferencia por una solucién de
sacarosa débilmente apetitosa (1-2%) (Papp y col. 1996), la induccién de anhedonia luego de
la exposicion a ECV ha sido validada por el aumento del umbral requerido para la auto-
estimulacion intracranial en el ATV (Moreau y col. 1994), el deterioro de la habilidad de
asociar recompensas con un ambiente determinado (condicionamiento de lugar) usando
diversos reforzadores positivos (Papp y col. 1992; Willner 1997) o cambios en la liberacion
de DA (Di Chiara y col. 1999). Adicionalmente, este modelo reproduce otros sintomas de la
depresion, incluido el aumento de la inmovilidad en los test de natacion forzada (forced swim
test) y de aprendizaje de indefensidn (learned helplessness), disminucion del acicalamiento
(grooming) (Willner 2005), la disminucién de la conducta social, agresiva y sexual (D'Aquila
y col. 1994), pérdida de peso (S. J. Kim y col. 2006), disturbios del suefio (Moreau y col.

ECV = estrés cronico variable | ATV = area tegmental ventral || DA = dopamina
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1995), aumento de la actividad del eje HHA con hipersecrecion de CORT (Suéarez y col.
1996; Suérez y col. 1999) e inmunosupresién (Ayensu y col. 1995). Ademas, se han
encontrado efectos neurobioldgicos del ECV que se asemejan a los observados en depresion,
por ejemplo una disminucion de 5-HT;a en corteza prefrontal e hipocampo, disminucion del
GR hipocampal, aumento de CRH en NPV y disminucion de la neurogénesis en el giro
dentado (ver (M. N. Hill y col. 2012) para una revision completa). La efectividad del modelo
para producir otros sintomas mas alla de la anhedonia como también la generacion de
anormalidades neurobioldgicas y neurohormonales frecuentemente observadas en la

depresion clinica agrega validez aparente al modelo (De Vry y Schreiber 1997).

Una ventaja que acredita este modelo es que permite evaluar drogas antidepresivas. Estas,
generalmente, no suelen tener efecto sobre individuos en situaciones basales y su eficacia
requiere del tratamiento crénico durante semanas, por lo que la cronicidad de este modelo
supone una ventaja (Willner 1997). Debido a esto, se han evaluado una gran cantidad de
antidepresivos en animales expuestos a ECV. En ese sentido, el modelo ha demostrado ser
sensible a una variedad de drogas antidepresivas como también a terapia electroconvulsiva,
siendo el tiempo necesario para esos efectos similar a la de su accion clinica. Ademas, esos
mismos agentes no tuvieron repercusion en los animales control. Por el contrario, una
variedad de drogas no antidepresivas demostraron ser inactivas en este modelo (Vollmayr y
Henn 2003; Willner 1997).

Asi, a pesar de alguna controversia sobre la confiabilidad y replicacion, el modelo de estrés
crénico variable es ampliamente aceptado como un modelo valido de depresion en roedores y
de gran utilidad tanto para estudiar la efectividad de antidepresivos e identificar nuevos
agentes para el tratamiento de la depresion como para evaluar muchos de los efectos
neurobioldgicos concomitantes a la exposicion a estrés cronico y que son similares a las

alteraciones observadas en la depresion (M. N. Hill y col. 2012).

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || CORT = corticosterona || ECV = estrés cronico variable
5-HT . = receptor 1A de serotonina || GR = receptor de glucocorticoides || CRH = hormona liberadora de corticotrofina
NPV = nucleo paraventricular

18



INTRODUCCION CIRCUITO DE MOTIVACION

1.5. CIRCUITO DE MOTIVACION

Las conductas motivacionales adaptativas incluyen tanto la busqueda de objetos o metas
confortables (recompensas) como la evitacion de estimulos aversivos, ya sean fisicos o
psicoldgicos. La conducta de motivacion supone dos procesos, por un lado que un estimulo
adquiera la suficiente importancia para activar al organismo y, por otro lado, que esa
activacion provoque una respuesta conductual especifica (Kalivas y Volkow 2005). Teniendo
en cuenta esto, una recompensa (RE) puede definirse como un objeto o meta buscado y por el
que, para adquirirlo, trabajamos dedicandole tiempo, energia o esfuerzo. Las REs hedodnicas
(comida apetitosa, apareamiento, interaccion social, etc.) inician procesos de aprendizaje que
llevan a la consolidacion del gusto por esa RE. Asi, un estimulo puede considerarse una RE si
produce acciones de refuerzo positivo. Es decir que, si luego que un animal consigue un
objeto, es mas probable que repita en el futuro aquellas conductas que lo llevaron a
conseguirlo. De esta forma, los refuerzos positivos aumentan la frecuencia con que se
producen las conductas que llevan a la RE. Determinados estados motivacionales tales como
hambre, deseo sexual o abstinencia a drogas incrementan la importancia motivacional de la

RE o bien de algun indicio de ella (Arias-Carrion y col. 2014).

Los individuos no pueden buscar todas las REs posibles en un determinado momento.
Debido a esto, se ha propuesto la existencia de un unico sistema neuronal que procese todas
las REs y de esta forma, permita evaluarlas y elegirlas a través de una comparacién directa
(Shizgal 1997). Existen numerosas evidencias de que el sistema DAérgico
mesocorticolimbico es el principal involucrado en cotejar y generar la respuesta hacia los
distintos tipos de REs (Alcaro y col. 2007; Berridge y Robinson 1998; Ikemoto y Panksepp
1999; Phillips y col. 2008). Asi, la dopamina (DA) llevaria la sefial hedonica indicando el
valor de RE de un determinado objeto o meta y produciendo en el individuo estados de

expectacion para futuras RE (Arias-Carrion y col. 2014).

En el cerebro casi todas las neuronas DAérgicas se encuentran en el ATV, ubicada en la
parte ventral del mesencéfalo. Desde alli surgen 2 sistemas DAérgicos, el mesolimbico y el
mesocortical. Estos sistemas estan involucrados en las conductas relacionadas a la emocion,
incluyendo las motivacionales y de RE. En el sistema DAérgico mesolimbico las
proyecciones del ATV se dirigen principalmente al NAc y al bulbo olfatorio, pero ademas
inervan el septum, la amigdala y el hipocampo. En cambio, en el sistema DAEérgico

DAGérgico/s/as = dopaminérgico/s/as || ATV = area tegmental ventral || NAc = ndcleo accumbens
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mesocortical, las fibras del ATV alcanzan las cortezas prefrontal, cingulada y perirrinal.

Debido al solapamiento de estos 2 sistemas suele referirse como sistema mesocorticolimbico
(Arias-Carrion y col. 2014) (fig. 2).

DAérgica
GLUérgica
GABAérgica

Fig. 2. Circuito de recompensa mesocorticolimbico. Esquema altamente simplificado de los circuitos
neuronales involucrados en las conductas de blUsqueda de recompensa. Ver texto para mas
detalles. Abreviaciones: CPFm: corteza prefrontal medial; NAc: ndcleo accumbens; Amig. Ext.:
amigdala extendida (incluyendo los nucleos central y medial de la amigdala y el ndcleo bed de la
estria terminal); BLA: nlcleo basolateral de la amigdala; ATV: area tegmental ventral; DAérgica: via
dopaminérgica; GLUérgica: via glutamatérgica; GABAérgica: via gabaérgica.

Eventos motivacionalmente relevantes activan las neuronas DAérgicas del ATV. La DA
liberada, inicia respuestas conductuales adaptativas y facilita cambios celulares para que se
establezca el aprendizaje asociado con la RE o con estimulos ambientales predictivos de esa
RE (Kalivas y Volkow 2005).

El NAc esta asociado con conductas motivadas por la RE. Este nucleo, ubicado en la parte
ventral del estriado, posee proyecciones GABA/Neuropeptidérgicas y se subdivide en 2
regiones: shell y core. Se ha demostrado que diferentes subgrupos de neuronas en el NAc

responden diferencialmente a distintos eventos motivacionales. Ademas, la cualidad e

ATV = area tegmental ventral || DAérgicas = dopaminérgicas || DA = dopamina || RE = recompensa
NAc = nlcleo accumbens || GABA = &cido gama-aminobutirico
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intensidad de la respuesta conductual estd fuertemente influenciada por las aferencias
glutamatérgicas (GLUérgicas) y DAérgicas del NAc, cuya activacion produce cambios
morfoldgicos en las espinas dendriticas de este nlcleo (Kalivas y Volkow 2005).

El NAc shell forma parte de la amigdala extendida, la cual se relaciona con estresores
ambientales e interoceptivos, y estd densamente interconectado con el hipotadlamo y el ATV.
Es importante en el procesamiento de las propiedades motivacionales primarias, tanto de las
RE como de los estimulos aversivos. Ademas, contribuye a establecer el aprendizaje
asociativo entre eventos motivacionales y su contexto ambiental. Esta subregion es
especialmente importante en la regulacion de las conductas alimentarias (Kalivas y Volkow
2005; Kelley 1999). Se ha observado que la liberacion de DA en esta regién, pero no en el
core, es elevada rapidamente por estimulos gustativos apetecibles y reducida por estimulos
gustativos desagradables (Wheeler y col. 2011).

En cambio, el NAc core tiene muchas proyecciones hacia el pallidum ventral, el cual
constituye un area importante para la expresion de conductas motivacionales. Ademas, recibe
aferencias glutamatérgicas, provenientes de la CCA y de la corteza orbitofrontal, que median
la expresion de conductas aprendidas en respuesta a estimulos predictivos de una RE. Estas
proyecciones CPF-NAc (core) proveen tanto la importancia motivacional de un evento u
objeto, como la calidad e intensidad de la respuesta. Esta via puede ser activada de dos
maneras: por un lado, eventos estresantes pueden activar la amigdala extendida, la cual a su
vez proyecta sobre el ATV, que a su turno activa la CPF. En cambio, indicios predictivos de
una RE pueden activar el ATV, el cual posee eferencias hacia la amigdala basolateral (BLA)
cuyas neuronas GLUérgicas activaran a la CPF (Kalivas y Volkow 2005).

Por otro lado, las proyecciones de la CeA hacia el tronco encefélico, el hipotdlamo y ATV,
participan en el establecimiento de asociaciones autonomas y endocrinas entre el evento
motivacionalmente relevante y otros estimulos neutros, predictivos de dicho evento. Mientras
que, proyecciones GLUérgicas desde la BLA hacia la CPF y el NAc son necesarias para
aprendizajes asociativos que involucren respuestas conductuales complejas (Kalivas y
Volkow 2005).

El modelo alostatico del sistema motivacional del cerebro propone que la RE actua, por un
lado, sobre el mismo sistema en que produce su accion reforzadora primaria e incondicionada,
generando un efecto opuesto, neutralizador de la reaccion. Pero, por otro lado, también actla

sobre otros sistemas neurobioldgicos diferentes al activado originalmente. Por ejemplo, en la

DAérgicas = dopaminérgicas || NAc = nicleo accumbens || ATV = area tegmental ventral || RE = recompensa
DA = dopamina || CCA = corteza cingulada anterior || CPF = corteza prefrontal | CeA = nucleo central de la amigdala
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adiccion a drogas, la disminucion de la funcién DAérgica en el NAc y en la amigdala
extendida podria participar en la habituacién, es decir en la disminucion de la eficacia
reforzadora de la droga (recompensa); mientras que, el reclutamiento del sistema CRH-CRH;
en la CeA, el nicleo bed de la estria terminal (BNST) y el ATV, durante la abstinencia, podria
participar en la aparicion del estado emocional negativo que conduce hacia la busqueda de la
RE. Ademas, estos dos sistemas (DAérgico y CRH) interaccionarian entre ellos (Arias-
Carrion y col. 2014).

Las neuronas DAérgicas mesencefalicas localizadas en el ATV se han observado
relacionadas con muchos desordenes, incluidos esquizofrenia, adiccion a droga y desordenes
emocionales relacionados al estrés, tales como la depresion (J. L. Cao y col. 2010; Chaudhury
y col. 2013; Friedman y col. 2014; Krishnan y col. 2007; Marinelli y White 2000; Valenti y
col. 2011). Teniendo en cuenta que el sintoma principal de la depresion es la anhedonia o la
falta de motivacion por la RE y que estas neuronas del ATV se proyectan hacia regiones
limbicas, incluidos el NAc, la CPFm y la amigdala, el circuito mesocoticolimbico podria ser
un componente importante en la etiologia de esta enfermedad y en la regulacion de las
emociones (Baker y col. 2006; Walsh y Han 2014).

DAGérgico/s/a/as = dopaminérgico/s/a/as || NAc = ntcleo accumbens || CRH = hormona liberadora de corticotrofina
CRH; = receptor 1 de CRH || CeA = ndcleo central de la amigdala || ATV = area tegmental ventral || RE = recompensa
CPFm = corteza prefrontal medial
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1.6. SEPARACION MATERNA TEMPRANA

Las experiencias de la vida temprana pueden influenciar la salud fisica, la susceptibilidad a
drogas, las funciones cognitivas y la vulnerabilidad a desérdenes mentales asociados al estrés,
tales como la depresion y el estreés post-traumatico (Claessens y col. 2011; Daskalakis y col.
2013; Heuser y Lammers 2003). En este sentido, adultos que, durante la nifiez, han sido
victimas de abuso sexual o fisico, negligencia, indisciplina o conflictos familiares, tienen un
riesgo considerablemente mayor para sufrir obesidad, diabetes, enfermedades cardiacas y
mentales (Chapman y col. 2004; Edwards y col. 2003; Felitti y col. 1998; Heuser y Lammers
2003).

Se ha demostrado que los eventos ambientales pueden producir modificaciones
epigenéticas, especialmente durante periodos sensibles del desarrollo, aunque también, con
menor alcance, en adultos. Tales modificaciones alteran la expresion génica y la funcién
neuronal (Daskalakis y col. 2013). Por ejemplo, se ha evidenciado que cambios epigenéticos
ocurridos en la primera semana de vida afectan permanentemente la expresion hipocampal de
GR (Weaver y col. 2004). También se ha sugerido que podrian ocurrir alteraciones
epigenéticas en la amigdala, dado que, el estrés temprano afecta el aprendizaje de miedo,
dependiente de esta estructura (Daskalakis y col. 2013). Ademas, recientemente, se ha
observado que esos marcadores epigenéticos pueden modificarse en el adulto por experiencias
estresantes (Lee y col. 2010; Witzmann y col. 2012).

En ratas, la etapa neonatal comprendida entre los dias 3 a 14 después del nacimiento
constituye el periodo de hipo-respuesta al estrés (SHRP). Esta es una etapa critica para la
maduracion del eje HHA, en la cual se encuentra atenuada la elevacion de GC en respuesta a
estresores moderados (que en adultos desencadenarian una respuesta pronunciada) (Levine
2001). En humanos existe una etapa hipo-sensible al estrés, analoga al de la rata, aungque
menos definida en su duracién. Sin embargo, puede ubicarse esta etapa, aproximadamente

entre las edades de 1 a 6 afios de vida (Gunnar y Donzella 2002).

Se ha sugerido que el cuidado materno y la alimentacion regulan la sensibilidad del eje
HHA de los neonatos durante el SHRP (Claessens y col. 2011). Debido a esto, la ausencia
materna, durante esta etapa, produce que el neonato emerja del SHRP y muestre elevados
niveles de GC, tanto basales como inducidos por estrés (Daskalakis y col. 2013). Estos altos

niveles de GC pueden influenciar adversamente los procesos de crecimiento y maduracion

GR = receptor de glucocorticoides || HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal || GC = glucocorticoides
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normal (Heuser y Lammers 2003). De esta manera, la desinhibicion del eje HHA producida
por la separacion materna temprana (SMT), puede afectar el desarrollo cerebral, produciendo
cambios persistentes a largo plazo en los sistemas que regulan la respuesta de estrés. En el
adulto, estos cambios incluyen, en condiciones basales o inducidas por estrés, la
sensibilizacion de los sistemas HHA y SMA, con incremento de la sensibilidad adrenal a
ACTH y de la concentracion plasmética de NA (Anisman y col. 1998; Ladd y col. 2005;
Suéarez y col. 2001; Suérez y col. 2002).

Ademas de la hipersensibilidad al estrés, la SMT ha demostrado producir otros efectos en
el adulto, como ser, aumento de la reactividad emocional, déficits cognitivos, alteracion de la
conducta social y susceptibilidad a drogas de abuso (Daskalakis y col. 2013). Con respecto a
esto ultimo, se ha observado que la SMT por 3 h diarias, durante las 2 primeras semanas de
vida, aumenta el consumo de etanol en ratas (Huot y col. 2001) y en ratones (Cruz y col.
2008), evaluado tanto en test de eleccion libre como en una prueba de autoadministracion
operante. Ademas el tratamiento de SMT redujo la preferencia por sacarosa a favor de la
solucion con alcohol, sugiriendo un estado anhedonico, y también aumentd la ansiedad y la
respuesta del eje HHA a un estimulo estresante (airpuff startle). Adicionalmente, todos estos
efectos de la SMT fueron revertidos por el tratamiento con el antidepresivo paroxetina, un
inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (SSRIs) (Huot y col. 2001). Teniendo en
cuenta que desordenes psiquidtricos como la depresién podrian relacionarse con la
dependencia a drogas a través de la alteracion de los mismos sistemas de neurotransmisores
(entre ellos los sistemas serotoninérgico, dopaminérgico y noradrenérgcio) (Markou y col.
1998), Huot y col. han propuesto que la SMT puede sensibilizar las vias amigdala-locus
coeruleus-corteza prefrontal, las cuales a su vez modulan la actividad del nucleo del rafe y del
sistema dopaminérgico mesolimbico. De esta forma, el estado de alarma y ansiedad resultante
se asemejaria a un estado de abstinencia, incrementando la preferencia de esos animales por el

alcohol y quizas por psicoestimulantes (Huot y col. 2001).

Existen diferentes procedimientos de SMT, los cuales varian en cuanto a la frecuencia y/o
duracion de la separacion, la edad en la que se produce, el sexo de los animales o la manera en
gue se lleva a cabo dicha separacién. Probablemente a estas diferencias procedimentales se
deban la obtencion de algunos resultados inconsistentes y contradictorios (Levine 2005). Sin

embargo, a pesar de la existencia de alguna controversia, la mayoria de los trabajos coinciden

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || SMA = simpético-médula adrenal || ACTH = hormona adrenocorticotrofa
NA = noradrenalina
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en que la separacion materna prolongada (de 3 a 8 h de separacién) lleva, en el individuo
adulto, a una hiper-reactividad del eje HHA al estrés (Aisa y col. 2008; Ladd y col. 2004;
Lippmann y col. 2007; D. Liu y col. 2000; Milde y col. 2004).

Se ha demostrado que la separacién materna, produce en los animales adultos en
condiciones basales o luego de la exposicion a estrés, un aumento de CRH en la eminencia
media (Plotsky y Meaney 1993) y un aumento de AVP en el NPV (Veenema y col. 2007).
Ademas se ha observado un aumento de la ACTH plasmaética y de los niveles de NA en el
NPV (D. Liu y col. 2000) y también mayores niveles de corticosterona plasmatica en
condiciones basales (Marais y col. 2008). Por otra parte, O"Malley y cols. encontraron un
aumento de CRH; en el hipotalamo de ratas con SMT en condiciones basales, mientras que en
la corteza prefrontal y en el hipocampo se observo un aumento de los niveles de este receptor
pero luego de la exposicion a una prueba de campo abierto; en cambio en la amigdala
aumentaron los niveles de CRH, (O'Malley y col. 2011). Adicionalmente, animales separados
de la madre presentaron mayor actividad neuronal en NPV, CeA y BNST comparado con
animales no separados (Sanders y Anticevic 2007). A nivel conductual, estos animales
presentaron mayor ansiedad, evaluada en las pruebas de laberinto en cruz elevada (elevated
plus maze), campo abierto (open field), exploracion de un objeto novedoso (novel object
exploration) (Veenema y col. 2007) y de retirada defensiva (defensive withdrawal) (Huot y
col. 2002). Marais y cols. demostraron que los animales separados de la madre y luego
sometidos a estrés cronico en edad adulta permanecen mas tiempo inmoviles en el test de
natacion forzada, indicando una mayor conducta de depresion (Marais y col. 2008). Ademas
estos animales mostraron una respuesta aumentada en la prueba de sobresalto a un estimulo
acustico (acoustic startle response test) (Kalinichev y col. 2002) y un deterioro de la memoria

espacial medido en un laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze) (Huot y col. 2002).

Por el contrario, la utilizacion de un modelo de manipulacion temprana (early-handled,
EH), en el cual se realizan periodos cortos de separacion (generalmente entre 3 a 15 min),
sugiere que los animales adultos expuestos previamente a EH tienen un fenotipo opuesto a
aquellos expuestos a SMT (Levine 2005). De esta manera, se ha demostrado que la aplicacion
de este procedimiento de separacion breve reduce, en el adulto, la conducta de ansiedad, la

actividad del eje HHA vy la respuesta al estrés, respecto de los animales SM (Levine 2005;

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || CRH = hormona liberadora de corticotrofina || AVP = arginina vasopresina

NPV = nicleo paraventricular || ACTH = hormona adrenocorticotrofa || NA = noradrenalina || CRH; = receptor 1 de CRH
SMT = separacidn materna temprana || CRH, = receptor 2 de CRH || CeA = ndcleo central de la amigdala

BNST = nucleo bed de la estria terminal || SM = separados de la madre
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Plotsky y col. 2005). En este sentido, se ha observado que animales expuestos a EH presentan
una menor expresion de CRH en el hipotdlamo y menores niveles plasméaticos de ACTH y
corticosterona en condiciones de estrés (D. Liu y col. 2000; Plotsky y col. 2005). Ademas los
animales EH presentan en el adulto una mayor retroalimentacion negativa del eje HHA,
comparado con animales no separados (Viau y col. 1993), lo cual puede relacionarse con el
aumento de la expresion de GR en hipocampo y corteza prefrontal, observado en otros
trabajos (Meaney y col. 1985; O'Donnell y col. 1994).

Otra fuente de variabilidad en los estudios sobre desarrollo consiste en la eleccion del
grupo control. Por el momento no se ha logrado un consenso respecto de cudl es el grupo de
comparacion adecuado. De hecho, muchos investigadores consideran que en los estudios
sobre desarrollo no existe un verdadero grupo control, ya que en esta etapa de desarrollo
postnatal temprano es casi imposible lograr una manipulacion ambiental (o la falta de esa
manipulacion) que no provoque alguin efecto en el cerebro en desarrollo (Levine 2005). Asi,
cuando se estudian los efectos de la separacion materna, algunos investigadores utilizan como
grupo de comparacion animales con EH (Ladd y col. 2005), otros animales sin ningun
disturbio (cominmente denominado NH, por non-handled) (Marais y col. 2008) o animales
solo manipulados brevemente 1 o 2 veces por semanas para la limpieza rutinarias de las cajas
de crianza (comunmente denominado AFR, por animal facility rearing) (Aisa y col. 2008;
Veenema y col. 2007). Ademas, es comun la utilizacion de 2 o 3 grupos de los anteriormente
mencionados (Huot y col. 2002; Kalinichev y col. 2002; D. Liu y col. 2000; Plotsky y col.
2005).

Ademas de las manipulaciones postnatales, también se han estudiado variaciones naturales
en el cuidado materno. Se ha observado que de acuerdo a la frecuencia con la que se producen
algunas formas de conductas maternas en roedores, en especial el lamido y aseo
(licking/grooming, LG) de las crias, las madres pueden dividirse en 2 categorias, con alta o
baja frecuencia de LG. Las madres en estas 2 categorias, no difieren en la cantidad de tiempo
en contacto con las crias (Meaney 2001). Cuando las crias de madres con alto LG son adultas,
muestran respecto de las crias de madres con bajo LG, una respuesta a estrés aguda
disminuida en cuanto a la liberaciéon de ACTH, corticosterona y CRH, y también un aumento
en el GR hipocampal, facilitando asi la retroalimentacion negativa del eje HHA (D. Liu y col.
1997; Meaney 2001). Adicionalmente, estos animales presentan una disminucion del receptor

EH = manipulacién temprana (early-handled) || CRH = hormona liberadora de corticotrofina
ACTH = hormona adrenocorticotrofa || HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || GR = receptor de glucocorticoides
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de CRH en el locus coeruleus y se ha observado que las crias de madres con alto LG muestran
en edad adulta un aumento de la exploracion de un campo abierto y menores latencias para

comer en un ambiente novedoso (Caldji y col. 1998).

De lo expuesto anteriormente se desprende que, a pesar de los distintos modelos usados, en
términos generales se ha demostrado que las experiencias tempranas afectan en la cria un gran
namero de variables conductuales y neurobiol6gicas que persisten luego en el adulto. La
hipdtesis mas tradicional sobre las influencias de la vida temprana es la del estrés
acumulativo. De acuerdo con esta propuesta, la sucesion de estresores a lo largo de la vida
llevan a un aumento progresivo de la carga alostatica y cuando se excede un cierto umbral,
aumenta el riesgo de los individuos a desarrollar enfermedades (McEwen y Wingfield 2003).
En esta hipotesis, los efectos del estrés son acumulativos y las experiencias adversas en la
vida temprana predisponen al individuo a ser mas vulnerable a desafios adversos en la vida
adulta (Cotella y col. 2014; Walker y col. 2009).

Sin embargo, existen numerosas evidencias de que la exposicién a estresores moderados
predecibles en la vida temprana puede ser beneficiosa y llevar a un mejor afrontamiento de
situaciones estresantes en la vida adulta (Claessens y col. 2011; Diaz Lujan y col. 2008; Ladd
y col. 2005; Macri y Wurbel 2006; Molina y col. 2006; Suarez y col. 2004). Ratificando esto,
crias sometidas a manipulacion temprana obtuvieron mejor desempefio en algunas pruebas
cognitivas, menores niveles de ansiedad y menor respuesta enddcrina a un estresor moderado,

que las ratas no manipuladas (Kosten y col. 2012; Meerlo y col. 1999).

El efecto de la SMT es dependiente de la prueba que se utilice para evaluarlo y ademas
esta influenciado por muchos factores, entre los mas importantes se encuentran la duracion de
la separacion (corta vs. prolongada), la frecuencia (aguda vs. crénica), la edad a la que ocurre
la separacion y la forma de separar las crias (aisladas vs. mantenidas con la camada / ambiente

nuevo vs. mantenidas en el nido) (Daskalakis y col. 2013; Kosten y col. 2012).

Teniendo en cuenta esto se formul6 la hipdtesis de la plasticidad predictiva adaptativa
(match / mismatch). Esta plantea que, los organismos en desarrollo responden a circunstancias
ambientales (por ejemplo el cuidado materno), cambiando ciertos aspectos de su homeostasis
(como ser la regulacion del eje HHA), a fin de producir un fenotipo que este altamente
adaptado a su ambiente actual y futuro (Claessens y col. 2011). Es decir que los individuos

desarrollan sus fenotipos basados en la informacion que asumen a partir de su ambiente

CRH = hormona liberadora de corticotrofina || LG = lamido y aseo (licking/grooming)
SMT = separacion materna temprana || HHA = hipotalamo-hip6fiso-adrenal
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temprano y por lo tanto, el fenotipo estara adaptado al ambiente esperado para la vida futura
(match) (Nederhof y Schmidt 2012). Cuando ocurre un desajuste (mismatch) entre el
ambiente temprano y tardio, se produce un aumento del riesgo de desarrollar enfermedades en
el adulto (Claessens y col. 2011). Por lo tanto, el resultado de las experiencias tempranas
sobre parametros relacionados al estrés es dependiente del contexto de la vida adulta (Bagot y
col. 2009; Champagne y col. 2008).

Este modelo considera que las experiencias adversas tempranas desencadenan procesos
adaptativos, que pueden traducirse en un individuo mejor adaptado a ambientes adversos en la
vida tardia (Nederhof y Schmidt 2012). Sin embargo, para que la exposicion a desafios
determine un afrontamiento activo (“inoculacion de estrés”), el ambiente debe ser
moderadamente estresante, ya que la exposicion temprana a estrés severo aumenta la
incidencia de desérdenes emocionales y de ansiedad en el adulto. Por el contrario, una
exposicion temprana a estrés moderado resulta en una subsecuente resiliencia antes que en

aumento de la vulnerabilidad (Daskalakis y col. 2013).

Por ultimo, existe variabilidad genética
entre los individuos, que debe considerarse
contextualmente. Es decir, la vulnerabilidad & e e
en un ambiente puede en realidad constituir
un beneficio adaptativo en otro ambiente
(Belsky y Beaver 2011). De acuerdo con
Belsky y Pluess, existirian genes o alelos -
especificos que predispondrian a un
individuo a ser mas susceptible a influencias

ambientales. Estos individuos con alta

sensibilidad a la programacién tendrian Ambiente Ambiente

favorable adverso

mayor habilidad para adaptar su fenotipo en Fig. 3. Diferencias en la capacidad

respuesta a caracteristicas ambientales y asf adaptativa de individuos  con diferente
susceptibilidad genética a las influencias
incrementar su aptitud bajo condiciones ambientales

similares en el futuro. Es de destacar que, estos genes que determinan la susceptibilidad de un
individuo a aspectos negativos del ambiente, también determinan la susceptibilidad a aspectos
positivos del ambiente (Belsky y Pluess 2009) (fig. 3). Segun esta hipotesis, individuos con
una alta sensibilidad a la programacion deberian sufrir ante un desajuste (mismatch) entre el

ambiente temprano y adulto pero a la vez, beneficiarse a partir de una coincidencia (match),
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incluso si ambos ambientes son adversos. Es decir que responderian de acuerdo a lo predicho
por la teoria del “match / mismatch ”. Mientras que, en individuos con menos sensibilidad y
adaptabilidad al contexto ambiental, ambientes temprano y adulto adversos podria resultar en
un continuo desgaste y consecuentemente en el desarrollo de enfermedades. Entonces, estos
individuos responderian de acuerdo con la teoria del estrés acumulativo (Nederhof y Schmidt
2012).

Ademas, la expresion de genes y proteinas particulares, que determinan la respuesta
bioldgica, es afectada por la herencia genética, pero también por la influencia ambiental, la
cual puede modular la expresion génica, por mecanismos epigenéticos (Weaver y col. 2004).
Esto determinara distintos grados de sensibilidad al estrés y de vulnerabilidad a enfermedades
relacionadas con el estrés (Claessens y col. 2011). Entonces, para incluir el factor genético, se

desarrollo el concepto de tres golpes de vulnerabilidad y resiliencia (fig. 4).

Predisposicidn genética Ambiente temprano
(1 golpe) | @*eolel

Fenotipo Ambiente tardio
programado % (3% golpe)

Adaptacion fenotipica
(vulnerabilidad o resiliencia)

Fig. 4. Hipotesis de los 3 golpes. Los factores genéticos interactian con el ambiente temprano
programando fenotipos con diferente susceptibilidad al estrés de la vida adulta. La interaccion entre
el fenotipo programado y el ambiente de la vida adulta resultard en la vulnerabilidad o resiliencia de
los individuos a enfermedades. Modificado de Daskalakis y col. 2013.

Este concepto postula que la interaccion de factores genéticos (1er golpe) con el ambiente
temprano (2do golpe), produce durante el desarrollo cerebral, alteraciones en la regulacion
endocrina y modificaciones epigenéticas que programan los patrones de expresion génica, los

cuales llevan al desarrollo de un fenotipo. Determinado fenotipo programado, cuando es
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expuesto al ambiente de la vida adulta (3er golpe) puede verse comprometido en cuanto a sus
funciones mentales y por lo tanto aumentar el riesgo de sintomas psiquiétricos
(vulnerabilidad). Pero, seria de esperar que, si el mismo individuo es expuesto a otro tipo de

ambiente, sea resistente a disfunciones mentales (resiliencia) (Daskalakis y col. 2013).

30



INTRODUCCION ANTIDEPRESIVO: TIANEPTINA

1.7. ANTIDEPRESIVO: TIANEPTINA

La tianeptina (Stablon de Laboratorios Servier) es un antidepresivo que, aunque posee una
estructura similar a los triciclicos (TCAs) (fig. 5), difiere de éstos en sus propiedades
farmacologicas y neuroquimicas (McEwen y col. 2010). En la
clinica ha demostrado una eficacia, en el tratamiento de la -2
depresion, al menos equivalente a la de los SSRIs (Kasper y Olie O i O
2002; Lepine y col. 2001; Novotny y Faltus 2002), aunque es "
mejor tolerada y posee menos efectos secundarios que los TCAS
(Ridout y Hindmarch 2001) y los SSRIs (Atmaca y col. 2003; coor

Fig. 5. Estructura
Lepine y col. 2001). Adicionalmente, este antidepresivo alivia los ~ guimica de tianeptina:

Sal sodica de acido heptanoico

. . z . [3-cloro-6-metil-5,5-deoxi-6,11-
sintomas de ansiedad que a menudo estan asociados €ON 1a  Geridro-(c.f-dibenzo-(1.2-

tiazepina)-11-(yl) amino]-7

depresion (Lepine y col. 2001; Novotny y Faltus 2002).

Sin embargo, el mecanismo de accion que subyace sus efectos

terapéuticos no esta claro. A diferencia de otros TCAs, tianeptina no inhibe la recaptura de 5-
HT ni de NA en el sistema nervioso central (McEwen y col. 2010). De hecho, disminuye los
niveles extracelulares de 5-HT, por lo que se ha sugerido que activa su recaptura (Datla y
Curzon 1993; Fattaccini y col. 1990; Whitton y col. 1991), aunque indirectamente, ya que
tiene baja afinidad por el transportador de 5-HT (McEwen y col. 2010). Otros investigadores,
sin embargo, han puesto en duda esto, ya que no encontraron alteraciones producidas por
tianeptina en el sistema 5-HTérgico (Malagié y col. 2000).

Por otro lado, se ha propuesto que el mecanismo de accion de tianeptina involucra la
normalizacion del tono GLUérgico en la amigdala y el hipocampo. Esto se basa en que en la
BLA de ratas, el estrés aumenta la liberacién de glutamato (GLU), mientras que tianeptina
normaliza las concentraciones de ese NT (Reznikov y col. 2007). Ademaés, en CA3 de
hipocampo, tianeptina previno el aumento selectivo de la corriente mediada por el receptor
NMDA. Esto indicaria, que este antidepresivo afecta la trasmision GLUEérgica,
probablemente, a través de la modificacion del estado de fosforilacion de los receptores

inotropicos de GLU (Kole y col. 2002). También se ha demostrado que tianeptina produce

SSRIs = inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina || 5-HT = serotonina || NA = noradrenalina
5-HTérgico = serotoninérgico || GLUérgico/a = glutamatérgico/a || BLA = amigdala basolateral || NT = neurotransmisor
NMDA = N-metil-D-aspartato
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cambios en la fosforilacion de CREB y de la subunidad 1 del receptor AMPA (GIuR1), tanto
en hipocampo como en corteza frontal (Svenningsson y col. 2007).

Sin embargo, en otros estudios, tianeptina no tuvo efectos sobre la corriente idnica
inducida por GLU. En cambio, inhibié las corrientes inducidas por 5-TH, GABA vy glicina.
Dado que tianeptina parece afectar principalmente al autoreceptor inhibidor 5-HT;a, y que
GABA es un potente inhibidor de las neuronas del rafe dorsal, la accion final de tianeptina
seria el aumento de la excitabilidad de las neuronas 5-HTérgicas del rafe dorsal, lo que a su
vez podria traducirse en el aumento de la recaptura de 5-HT, observado por investigadores en

trabajos previos (Y. J. Kimy col. 2002).

A pesar de la controversia sobre su mecanismo de accion, tianeptina ha demostrado tener
eficacia en modelos animales (Kelly y Leonard 1994; McEwen y col. 2010). En estudios
realizados con Tupaia belangeri, tianeptina previno la disminucion, inducida por estres
psicosocial, de los niveles de metabolitos cerebrales, volumen hipocampal y proliferacion
celular en el GD del hipocampo (Czéh y col. 2001) y también tuvo un efecto anti-apoptético
en el GD y en la corteza temporal, probablemente actuando sobre células gliales (Lucassen y
col. 2004). Ademas, en ratas, el estrés y los GC disminuyeron la arborizacion dendritica en

CA3, mientras que tianeptina revirtio esos cambios (Watanabe y col. 1992).

También se ha encontrado que tianeptina incrementa, en hipocampo y amigdala, la
expresion de factores neuroplasticos, tales como BDNF, NGF y CREB, los cuales se
encuentran disminuidos en modelos animales de estrés (Alfonso y col. 2006; Reagan y col.
2007). Por lo tanto, es probable que este antidepresivo dispare una cascada de adaptaciones
celulares que, a través de la estimulacion de la neuroplasticidad central, finalmente lleven a su

eficacia antidepresiva (McEwen y col. 2010).

Ademas, tianeptina revierte el bloqued de la potenciacion a largo plazo (LTP) inducidos
por estrés, en hipocampo y en las sinapsis hipocampo—-CPF. En cambio, este antidepresivo no
afecta la activacion, inducida por estrés, de LTP en la BLA. Esto significa que, tianeptina
puede revertir los efectos adversos del estrés sobre el procesamiento hipocampal, sin afectar
negativamente la funcién sinaptica amigdalina (Rocher y col. 2004; Shakesby y col. 2002;
Vouimba 'y col. 2006).

CREB = proteina de unién a elementos de respuesta a AMPc || GLU = glutamato || 5-HT = serotonina

AMPA = 4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico || GABA = &cido gama-aminobutirico

5-HT ;A = receptor 1A de serotonina || 5-HTérgicas = serotoninérgicas || GD = giro dentado || GC = glucocorticoides
BDNF = factor neurotréfico derivado del cerebro || NGF = factor de crecimiento nervioso || CPF = corteza prefrontal
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Por otro lado, el tratamiento, tanto crénico como agudo, con tianeptina atenla, aunque no
revierte, el aumento de CORT, ACTH y expresion Fos en el NPV, inducido por la inyeccion
i.p. de lipopolisacaridos o estrés por inmovilizacion (Castanon y col. 2003; Delbende y col.
1991). Adicionalmente, en animales adultos que fueron previamente separados de la madre
como neonatos, el tratamiento crénico con tianeptina, aminora el aumento de adrenalina (A) y
NA plasmaética, inducido por ECV (Trujillo y col. 2009). En otro trabajo se encontré que esta
droga amortigua el aumento, producido por ECV, de los niveles de ARNm de CRH en
dBNST y también disminuye, tanto en las ratas estresadas como en las basales, el ARNm de
CRH en vBNST vy en el CeA (S. J. Kim y col. 2006). Estos resultados demuestran que
tianeptina atenda la respuesta del eje HHA al estres.

También, se ha encontrado un efecto ansiolitico de tianeptina, evaluado en plus maze
(Trujillo y col. 2009; Venzala y col. 2012; Zoladz y col. 2013), en el test de interaccién social
(social interaction), en el test de supresion de la alimentacion por un ambiente nuevo (novelty
suppression of feeding) (Venzala y col. 2012) y en el test de miedo condicionado (fear
conditioning) (Burghardt y col. 2004; Zoladz y col. 2013). Ademas, en modelos animales de
depresion, tianeptina ha mostrado efectos favorables sobre la funcién cognitiva y la memoria.
Asi, el estrés de inmovilizacion y el estrés debido a un predador, produjeron el deterioro de
memoria espacial (dependiente de hipocampo) evaluada tanto en el laberinto en Y, como en el
Morris Water Maze. Mientras que, tianeptina pudo revertir los déficits de memoria,
mejorando el desempefio de los animales en esas pruebas conductuales (Campbell y col.
2008; Conrad y col. 1996).

CORT = corticosterona || ACTH = hormona adrenocorticotrofa || NPV = ndcleo paraventricular || i.p. = intraperitoneal
NA = noradrenalina || ECV = estrés cronico variable || ARNm = 4cido desoxirribonucleico mensajero

CRH = hormona liberadora de corticotrofina || dBNST = region dorsal del nicleo bed de la estria terminal

VBNST = region ventral del ntcleo bed de la estria terminal || CeA = nicleo central de la amigdala

HHA = hipotalamo-hip6fiso-adrenal
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2.1. OBJETIVO GENERAL

En esta tesis nos proponemos estudiar, en un modelo animal de depresion, si la separacion
materna temprana provoca mayor vulnerabilidad a la depresion en la etapa adulta. Dada la
complejidad de la etiologia de la depresion, se plantea su analisis a traves de las alteraciones a
nivel del sustrato neurobiol6gico y sus consecuencias conductuales. Para ello, se analiza si la
separacion materna afecta la inmunoreactividad de las neuronas que expresan receptores de
glucocorticoides (GR) y de mineralocorticoides (MR), y el balance MR/GR en hipocampo,
nucleo paraventricular y amigdala, evaluando su relacién con los indices de ansiedad, en
animales adultos sometidos a estrés cronico variable. Se analiza también la inmunoreactividad
a Fos para conocer si se modifico la actividad neuronal en los nicleos antes mencionados y
también en nucleo accumbens, corteza prefrontal y area tegmental ventral (circuito de
recompensa), y si esto se correlaciona con el comportamiento hedonico. Finalmente, nos
proponemos evaluar si el tratamiento cronico con el antidepresivo tianeptina previene o
revierte los posibles cambios neurobioldgicos y conductuales provocados por los tratamientos
de estrés y separacion materna.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A- Evaluar si, en ratas adultas, el modelo de depresion (estrés crénico variable) produce

cambios en:

A;) el numero de neuronas inmunoreactivas a GR, a MR y/o en el balance MR/GR en el
hipocampo dorsal, el niacleo paraventricular hipotalamico (NPV) y los nlcleos
central (CeA) y medial (MeA) amigdalinos.

A,) la actividad neuronal (c-Fos) de las estructuras arriba mencionadas y también de las
siguientes estructuras del circuito de recompensa mesocorticolimbico: area
tegmental ventral (ATV), nucleo accumbens (NAc) y corteza prefrontal medial
(CPFm).

Ags) la conducta de ansiedad y el comportamiento heddnico.

B- Determinar si el tratamiento con tianeptina revierte los posibles cambios, producidos por

el modelo de depresidn, en las variables analizadas a nivel central y conductual.
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o

Estudiar si, en ratas adultas, la separacion materna temprana modifica:

C1) el numero de neuronas inmnoreactivas a GR, a MR y/o el balance MR/GR en el

hipocampo dorsal, el NPV y los nucleos CeA y MeA.

C,) la actividad neuronal (c-Fos) en las estructuras anteriores y también en ATV, NAc y
CPFm.

C3) la conducta de ansiedad y el comportamiento hedonico.

Verificar si, en las estructuras centrales y en las conductas analizadas, tianeptina revierte

los posibles cambios producidos por la separacion materna temprana.

Valorar si la separacion materna temprana produce susceptibilidad o resiliencia a las

alteraciones, inducidas por el modelo de depresion en los animales adultos, sobre:

E1) el nimero de neuronas inmunoreactivas a GR, a MR y/o el balance MR/GR en el

hipocampo dorsal, el NPV y los nicleos CeA y MeA.

E,) la actividad neuronal (c-Fos) de las estructuras arriba mencionadas y también en
ATV, NAc y CPFm.

E3) la conducta de ansiedad y el comportamiento heddnico.

Determinar si el tratamiento con tianeptina revierte los posibles cambios, producidos por
la interaccion entre la separacién materna temprana y el modelo de depresién, en las

variables analizadas a nivel central y conductual.

Como un indicador de estrés, se determinaron los niveles de corticosterona plasmética en

todos los grupos experimentales.

GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes || NPV = n(cleo paraventricular
CeA = nucleo central de la amigdala || MeA = nlcleo medial de la amigdala || ATV = area tegmental ventral
NAc = ndcleo accumbens || CPFm = corteza prefrontal medial
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3.1. ANIMALES

Se utilizaron 120 ratas macho derivadas de la cepa Wistar (peso final: 250 — 300g),
provenientes de 30 camadas diferentes. Los animales fueron mantenidos en condiciones
ambientales constantes de temperatura (21° = 1°) y ciclo luz - oscuridad de 12 h (encendido
de las luces a las 7:00 h), con agua y comida ad-libitum excepto cuando el tratamiento o las

pruebas conductuales no lo permitieron.

Inicialmente, dos o tres hembras fueron colocadas en presencia de un macho no
emparentado y sexualmente activo. Estos grupos se mantuvieron por 15-18 dias y luego cada
hembra fue alojada individualmente en una caja de polietileno de 45x30x20 cm. De cada uno
de estos grupos, al menos una hembra fue asignada aleatoriamente para cada una de las
condiciones de crianzas: criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM). Las
hembras prefiadas fueron revisadas 2 veces al dia (a la mafiana y a la tarde) para determinar el
dia del nacimiento, el cual fue designado como dia postnatal (DPN) 0. El dia siguiente (DPN
1) las camadas fueron reducidas hasta un nimero de 8 crias (4 machos y 4 hembras cuando

fue posible), sacrificAndose los animales que superaron ese nimero.

Se utilizaron 16 camadas CM (n=64) y 14 SM (n=56). En ambos grupos, el destete de los
animales se realizé el DPN 22. Luego del destete solo las ratas machos de cada camada fueron
utilizadas, permaneciendo juntas hasta el DPN 50 y siendo manipuladas diariamente por el
mismo investigador con el objeto de evitar el estrés al aplicarle los tratamientos. A los 50 dias
de edad las ratas macho de cada camada (CM o SM) fueron subdivididas al azar en 4 grupos:
(sin estrés-vehiculo; sin estrés-tianeptina; con estrés-vehiculo; con estrés-tianeptina)
quedando conformados asi los 8 grupos experimentales que se describen en la tabla 1. De esta
forma cada grupo experimental estuvo conformado por individuos provenientes de diferentes
camadas (no hermanos). Cada uno de los grupos CM estuvo formado por un total de 16
individuos y cada uno de los grupos SM, por 14. A partir del DPN 50 los animales fueron
alojados en grupos de a 4, dentro de cajas de polietileno de 60x40x20 cm, y permanecieron
asi hasta el final del experimento.

38



MATERIALES ¥ METODOS MATERIALES Y METODOS

Tabla 1: Grupos experimentales

e Criadas con la madre (CM) e Separadas de la madre (SM)

(A) Sin ECV (C) Sin ECV

1- CM+V: Ratas criadas con la madre, sin 5- SM+V: Ratas separadas de la madre, sin
estrés y tratadas con vehiculo (grupo estrésy tratadas con vehiculo.
control)

2- CM+T: Ratas criadas con la madre, sin 6- SM+T: Ratas separadas de la madre, sin
estrés y tratadas con tianeptina estrés y tratadas con tianeptina.

(B) ECV (D) ECV

3- CM+E+V: Ratas criadas con la madre, 7- SM+E+V: Ratas separadas de la madre,
sometidas a estrés cronico variable y sometidas a estrés cronico variable y
tratadas con vehiculo tratadas con vehiculo.

4- CM+E+T: Ratas criadas con la madre, 8- SM+E+T: Ratas separadas de la madre,
sometidas a estrés cronico variable y sometidas a estrés crénico variable y
tratadas con tianeptina tratadas con tianeptina.

Abreviaciones: ECV: estrés cronico variable

En resumen, se aplicé un disefio factorial (2 x 2 x 2), con los siguientes factores:
“Separacion Materna” (SM o CM), “Estrés Crénico Variable” (con estrés o sin estrés) y
“Droga” (tianeptina 0 vehiculo). De cada grupo experimental, un subconjunto de animales fue
asignado para determinacion de corticosterona (n=48) y otro subconjunto para
inmunohistoquimica (n=40). En este Ultimo subconjunto se determind la expresion de Fos,
GR y MR en los nlcleos CeA y MeA, en el NPV del hipotalamo (regién parvocelular) y en
las regiones CAl, CA2, CA3 y GD del hipocampo dorsal. Ademas se evalud la
inmunoreactividad a Fos en el ATV, NAc y en las areas cingulada 1 (Cgl), prelimbica (PrL) e
infralimbica (IL) de la CPFm. Ademas, todos los animales (n=120) fueron evaluados en los
test conductuales para obtener los indices de ansiedad, por medio del laberinto en cruz
elevada (elevated plus maze), y el estado heddnico, por medio del test de consumo y
preferencia por la sacarosa (fig. 6). Dado que algunos animales no produjeron resultados (por

ejemplo por goteo de la botella en el test de consumo de sacarosa, o por la presencia de ruido

SM = separados de la madre || CM = criados con madre || GR = receptor de glucocorticoides

MR = receptor de mineralocorticodes || CeA = nucleo central de la amigdala || MeA = nicleo medial de la amigdala
NPV = nicleo paraventricular || GD = giro dentado || ATV = area tegmental ventral || NAc = nlcleo accumbens
CPFm = corteza prefrontal medial

39



MATERIALES ¥ METODOS MATERIALES Y METODOS

o disturbio durante el plus maze, etc.) el nimero final de animales por grupo, para cada

medicidn, se indica en el gréfico correspondiente.

Procedimientos experimentales o

Perfusion
DPN 75

DPN:
DPN: 1-21 42-48 DPN: 50-73 ¢
| Separacién Materna I E:‘i::t'r' 4 ECV + Tianeptina -H
Nac. Destete S0 A2 S1 A4 PM
DPN O DPN 22 Al DPN 56 A3 DPN 68 A5
DPN 49 DPN 62 DPN 74

Fig. 6. Procedimientos experimentales. Abreviaciones: Nac.: Nacimiento; DPN: dia postnatal;
Entrenamiento: entrenamiento previo al test de anhedonia; ECV: estrés crénico variable; S0-2:
extracciones de sangre basal, 1 y 2, respectivamente; Al-5: sesiones 1-5, respectivamente, del test
de anhedonia; PM: plus maze. Ver texto para més detalles.

3.2. SEPARACION MATERNA

Las crias de las camadas SM fueron diariamente separadas de su madre durante 4,5 h,
desde el DPN 1 al DPN 21 (Ogawa y col. 1994). La separacion consistié en sacar la madre de
su caja y colocarla sola en otra caja, en la misma sala. Todas las crias de la camada
permanecieron juntas, en la misma caja de crianza hasta el final del periodo de separacion.
Después de 4,5 h la madre fue regresada a su caja junto con sus crias. La separacion se realizo
entre las 8:30 y las 13:00 h. Las crias de las camadas CM permanecieron en la caja de crianza

junto a su madre y sélo fueron perturbadas para la limpieza rutinaria.

3.3. MODELO DE DEPRESION

En los grupos en que correspondia (grupos con estrés), los animales fueron sometidos a un
estrés cronico variable, aleatorio e impredecible, en el cual el estresor varia en tipo, intensidad
y duracion. Este protocolo se extendid por 24 dias (desde el DPN 50 hasta el DPN 73), con
los siguientes estresores: ruido durante 4 h producido por una alarma de 85 dB (repetido 6

veces durante el protocolo); anestesia etérea hasta pérdida de reflejos (repetido 5 veces);

SM = separados de la madre || DPN = dia postnatal || CM = criados con madre
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inmovilizacion por 1 h en cilindros metalicos de 6 cm de diametro (4 veces); dos inyecciones
de solucion salina isotdnica espaciadas en 4 h (3 veces) y privacion de alimento por 24 h (3
veces). Ademas hubo dias sin estrés o descansos (3 veces) (Suarez y col. 1996). Los tipos de
estresores, el dia y hora en el cual fueron aplicados se eligieron aleatoriamente, excepto para
el dia 24. En este caso el ruido fue usado como el ultimo estresor previo a las pruebas

conductuales.

3.4. ANTIDEPRESIVO

La tianeptina, de Laboratorios Servier (nombre comercial Stablon), fue inyectada
diariamente por via i.p., en una dosis de 10 mg/Kg de peso corporal, ya utilizada por otros
investigadores (Castanon y col. 2003; Datla y Curzon 1993; Reznikov y col. 2007; Venzala y
col. 2012), para lo cual fue disuelta en solucion salina al 0,9%, en un volumen de 0,5 ml por
inyeccion. El vehiculo (solucidn salina isot6nica), se administré a los grupos correspondientes
por la misma via (i.p.) y en igual volumen (0,5 ml) que la droga. Este tratamiento comenzd en

el DPN 50 y se continué durante 24 dias, simultaneamente con el protocolo de estrés.

3.5. DETERMINACION DE CORTICOSTERONA

3.5.1. Extraccién de sangre: A cada animal se le tomaron 3 muestras de sangre. Un dia antes

de comenzar el protocolo de estrés y/o el tratamiento con la droga o vehiculo (DPN 49), se
tomo6 una muestra (basal). Luego de 12 dias de comenzado los tratamientos (DPN 62) se
realizd otra extraccion (tiempo 1) y por dltimo, se les saco sangre a los animales antes del
sacrificio, el DPN 75 (tiempo 2). La extraccion de sangre se realizé entre las 8 y las 10 h. El
procedimiento consistié en colocar los animales de a uno, sobre una bolsa de goma con agua
tibia, para producir un efecto vasodilatador, siendo el animal sostenido gentil pero firmemente
por un investigador, a la vez que otro realizaba la extraccion de sangre por puncion de la vena
lateral caudal, utilizando una aguja de 25 G x 5/8. La sangre fue colocada en tubos de
microcentrifuga (eppendorfs) previamente heparinizados, que luego fueron centrifugados a

3000 r.p.m. durante 30 min. El sobrenadante fue recuperado con una jeringa Hamilton de

i.p. = intraperitoneal || DPN = dia postnatal
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50ul. El plasma asi obtenido fue conservado a -20°C hasta la valoracion de la hormona

corticosterona. En cada extraccion se obtuvieron entre 100 y 300 pl de sangre.

Por una dificultad metodoldgica, los niveles de corticosterona plasmatica en los grupos
criados con la madre, tratados con vehiculos con y sin estrés, fueron determinados en un

laboratorio diferente al resto de los grupos.

3.5.2. Grupos CM+V vy CM+E+V: La estimacién de la concentracién de corticosterona

plasmatica se llevo a cabo en la Universidad Nacional de Rio Cuarto por la técnica de
radioinmunoensayo (RIA), utilizando los siguientes reactivos especificos: Tampén fosfato
0,01M; pH 8,2; conteniendo 0,9% NaCl y 0,1% de gelatina; corticosterona tritiada con una
actividad especifica de 70-80 Ci/mmol; anticuerpo contra corticosterona obtenida en conejo
(Bioclin, UK); y corticosterona sintética (Sigma-Aldrich) como patron. El dia del andlisis se
confecciond una curva patron utilizando una solucion tampon de RIA y Corticosterona en
distintas diluciones. Se utilizaron ademas, tubos cero (tampdn, hormona marcada Yy
anticuerpo) y tubo de uniones no especificas (NSB) (tamp6n y hormona marcada). A
continuacion se tomaron alicuotas de anticuerpo y se disolvieron en el tampén de RIA en la
proporcion determinada por la valoracion del anticuerpo, colocando 100 ul en cada tubo de
RIA (excepto los de uniones no especificas). Luego se utilizd una solucion de trabajo
disolviendo la hormona marcada en un tampdn de RIA que contiene siempre 8000cpm/100ul
de tampdn. Después de 24 horas se prepar6é una suspension de carbon activado (1%) que se
agreg0 a cada tubo y posteriormente fueron centrifugados a 4000 rpm durante 15 minutos a
4°C. Una vez concluida la centrifugacién se decantd el sobrenadante en los viales de
centelleo, se agreg6 liquido de centelleo y se determiné la radiactividad en un contador beta.

Se determino el porcentaje de union segun la siguiente ecuacion:

% de union= cpm de la muestra o estandar-cpm del tubo NSB
cpm tubo cero- cpm del tubo NSB

Para cada una de las muestras se calculo el porcentaje de union y se extrapol6 en la curva

patrdn a fin de obtener el valor correspondiente a la concentracion de corticosterona.

3.5.3. En_los demds grupos: la estimacion de la concentracion de corticosterona plasmatica

se llevo a cabo en el Departamento de Bioquimica Humana de la Facultad de Medicina
(Universidad de Buenos Aires). La extraccién de la muestra se realizd con diclorometano

(DCM) (5 ul de muestra + 45 pl de tampdn fosfato). Se hicieron 2 extracciones con 300 pl de

CM = criados con madre || V = tratados con vehiculo || E = con estrés cronico || NaCl = cloruro de sodio
cpm: cuentas por minuto

42



MATERIALES ¥ METODOS MATERIALES Y METODOS

DCM cada vez. Una vez evaporado el solvente por calor, se re-suspendieron los esteroides en
100 pl de tampon fosfato (PB) y toda la muestra se utilizé para un tubo de RIA. Para cada
muestra se hicieron 2 extracciones en paralelo. El punto mas bajo de la curva con el que se

obtuvo desplazamiento fue en 31 pg de corticosterona.

3.6. INDICES DE ANHEDONIA

Este test constd de 5 sesiones. La primera sesion se realizo el DPN 49. Luego se efectuo
una sesion cada 6 dias (en los DPN 56, 62, 68, 74) siendo la Gltima el mismo dia del test
conductual de ansiedad. En cada sesion se colocd una rata por caja con dos tubos de vidrio
graduado durante 3 h (de 14 a 17 h), uno con agua Yy otro con una solucion de sacarosa al 1%.
Ambos tubos contuvieron mas cantidad de liquido de lo que pueden beber los animales. Se
tomaron 2 medidas del estado heddnico: 1- Consumo especifico de sacarosa (cantidad de
solucién de sacarosa consumida por gramo de peso corporal) y 2- Preferencia por la sacarosa
(sacarosa consumida x 100 / total de liquido consumido). Con el fin de aplicar correctamente
esta prueba se entrend a los animales, durante la semana previa a la primera sesion, a beber 3
h por dia (Zimmerberg y Brett 1992; Zurita y col. 1996), ofreciéndole para esto 2 botellas, una
con agua Yy otra con una solucién de sacarosa al 1%, idéntica a la utilizada en el momento de
realizar el test conductual. La posicion de las botellas se alterd diariamente. Este régimen de

consumo de liquido se mantuvo hasta el final del experimento.

3.7. INDICES DE ANSIEDAD

24 horas después del ultimo estresor (DPN 74) se obtuvieron los indices de ansiedad a
través del test laberinto en cruz elevada (elevated plus maze test). La misma se realiz6 entre
las 10 y las 12 h; los animales fueron transportados a la sala experimental 2 h antes para
permitir la adaptacion al nuevo ambiente. El aparato utilizado para esta prueba conductual
(fig. 7) consiste en una plataforma con forma de cruz, elevada 50 cm del piso. Dos de los
brazos (50 x 10 cm), enfrentados entre si tienen, a ambos lados, paredes de 40 cm de altura
(brazos cerrados), mientras que los otros 2 brazos no tienen paredes (brazos abiertos). Este
test de ansiedad esta basado en el compromiso entre la tipica conducta exploratoria de los

roedores y el temor natural que sienten a los espacios abiertos y elevados, prefiriendo

DCM = diclorometano || RIA = radioinmunoensayo || DPN = dia postnatal
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permanecer en los brazos cerrados (Pellow y col. 1985). Al inicio de la prueba, cada rata fue
colocada en el area central (10 x 10 cm) del aparato, mirando hacia un brazo cerrado y se le
permitio explorar libremente el laberinto durante 5 minutos. La conducta de los animales fue
filmada para luego obtener los siguientes parametros: nimero de entradas a los brazos
abiertos; nimero de entradas a los brazos cerrados; y tiempo de permanencia en los brazos
abiertos. A partir de ellos se calcularon 2 indices de ansiedad: 1- porcentaje de entradas en
brazos abiertos (EBA) y 2- tiempo de permanencia

en los brazos abiertos (PBA). Un aumento de estos é} - . - |

valores indica un menor nivel o indice de ansiedad.

40 cm

Por otro lado, el niumero total de entradas fue

utilizado como un indice de locomocién (Dawson y

50 cm

Tricklebank 1995). Se considerdé como una entrada 7

cuando ambas patas delanteras de la rata estuvieron
dentro del brazo. Entre cada medicion con el
animal, el aparato fue limpiado con etanol al 20%

.. Fig. 7. Aparato de laberinto en cruz elevada
para eliminar los rastros de olor.

3.8. INMUNOHISTOQUIMICA

3.8.1. Obtencidn de los cerebros: La perfusion y fijacion de los animales se llevo a cabo el

dia siguiente al de la prueba de ansiedad, el DPN 75, entre las 9 y las 12 h. Para ello, las ratas
fueron anestesiadas con hidrato de cloral al 6% (9 ml/Kg de peso corporal) y se canul6 la
aorta ascendente transcardialmente, con una aguja conectada a una bomba de perfusion. Se
dejo pasar 60 ml de solucion salina para reemplazar la sangre y luego se pasaron 150 ml de
solucion fijadora (paraformaldehido al 4% en PB 0,1 M con 0,2% de solucién saturada de
acido picrico en etanol). Posteriormente se procedié a la extraccion de los cerebros, los cuales
fueron sumergidos en la solucién de fijacién durante 24 h y luego traspasados a una solucion
de sacarosa al 20% en PB 0,1 M para su conservacién a 4°C, hasta el momento del

seccionado.

3.8.2. Obtencion de los cortes: Con la guia de un atlas (Paxinos y Watson 2007) y utilizando

un microtomo de congelacion, se realizaron cortes coronales de 40pm que contuvieran las

estructuras de interés, dividiéndolos en 3 grupos (Fos, GR y MR).

DPN = dia postnatal || PB = tampon fosfato || GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes
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3.8.3. Inmunomarcacion: Se realizo6 el bloqueo de la peroxidasa endogena, sumergiendo los

cortes flotantes (free floating) en una solucion de metanol al 10% y H,0, al 10%. Luego, los
cortes fueron lavados 3 veces durante 5 min en PB 0,01 M y se bloguearon las uniones

inespecificas con 10% de suero normal de caballo (NHS) en PB 0,1 M.

Los cortes de los 3 grupos antes mencionados se incubaron durante 48 h a 4°C en una
solucién de PB 0,1 M conteniendo 2% de NHS, 0,3% de Tritén X-100 y uno de los siguientes
anticuerpos primarios de acuerdo al grupo (Fos, GR o MR) correspondiente: anticuerpo
policonal de conejo anti-Fos (rabbit anti-Fos; Ab-5, Oncogene Science) (dilucion 1:10000),
anticuerpo policlonal de conejo anti-GR (rabbit anti-GR; E-20, sc-1003, Santa Cruz
Biotechnology) (dilucion 1:250) o anticuerpo monoclonal de ratén anti-MR (mouse anti-MR;
1-18 1D5) (dilucién 1:500), este ultimo donado por el Dr. Gomez-Sanchez (Facultad de
Endocrinologia, Centro Médico de la Universidad de Mississippi) (Gomez-Sanchez y col.
2006).

Luego, los cortes fueron enjuagados 3 veces durante 5 min en PB 0,01 M e incubados
durante 1,5 h a temperatura ambiente y en agitacién, en una solucion de PB 0,1 M con 2% de
NHS, 0,15% de Triton X-100 y el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente:
anticuerpo de cabra anti-conejo (goat anti-rabbit; Jackson) (dilucién 1:1000), para GR y para
Fos; o anticuerpo de cabra anti-raton (goat anti-mouse) (dilucion 1:300), para MR. Los cortes
fueron lavados 3 veces en PB 0,01 M. Finalmente la reaccion se amplificd y revel6 utilizando
el complejo Avidin-Biotin-Peroxidasa (ABC Elite kit, Laboratorios Vector) y empleando

3,3 -diaminobenzidina (DAB, Sigma) (0,05% p/v) como cromdégeno.

3.8.4. Montaje: Las secciones con inmunomarcacion Fos, GR o MR fueron montadas
utilizando gelatina de Albrecht (gelatina 1,5% en alcohol 40%), secadas a temperatura
ambiente por 24 h, desengrasadas sumergiéndolas en Xileno por 1,5 h y cubiertas con el
medio de montaje DPX (Fluka, Buchs, Suiza).

3.8.5. Visualizacion: Posteriormente, el tejido fue analizado empleando un microscopio de
campo claro (BX 41 Olympus) acoplado a una cdmara de fotos digital de alta resolucion
(Olympus Corporation, Tokio, Japén), utilizando una magnificacion de 100x (10x del
objetivo x 10x del ocular). Las imagenes obtenidas fueron enviadas a una computadora dotada

de un programa digitalizador de imagenes (QCapture 2.90.1 / QCamDriver DLL v. 2.0.5).

H,0O, = peroxido de hidrégeno || PB = tampdn fosfato || GR = receptor de glucocorticoides
MR = receptor de mineralocorticodes
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3.8.6. Cuantificacion: Por Gltimo, las areas de interés fueron delimitadas siguiendo el atlas de

Paxinos y Watson (2007). De esta forma se cuantificaron las neuronas positivas para Fos, GR
y MR en el NPV del hipotdlamo (bregma: -1,08 a -1,56 mm), el hipocampo dorsal (CA1,
CA2, CA3 y GD) (bregma: -2,76 a -3,60 mm) y los nucleos CeA y MeA (bregma: -2,16 a -
2,76 mm). Ademas, se contaron las neuronas Fos positivas en CPFm (Cgl, PrL e IL) (bregma:
3,72 a 2,52 mm), NAc (bregma: 2,52 a 1,80 mm) y ATV (bregma -5,16 a -5,40 mm). La
cuantificacion de células se llevdé a cabo por un método semiautomatico, utilizando el
programa Fiji (http://fiji.sc/Fiji). Se analizaron entre 4-7 secciones por rata, dependiendo del

tamafio de la estructura estudiada.

3.9. METODO ESTADISTICO

3.9.1. Corticosterona plasmatica: Los valores de corticosterona determinados por

laboratorios diferentes fueron incomparables, razon por la cual el anélisis estadistico se hizo
por separado. Para los grupos CM-V y CM-E-V, se utiliz6 un anélisis de la varianza
(ANAVA) de medidas repetidas a 2 vias, con 1 factor independiente (Estrés) y un factor de
medidas repetidas (Tiempo) con 3 niveles: basal, tiempo 1, tiempo 2. A continuacion se
realizé el test a posteriori de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD Fisher) con un
nivel de significacion de 0,05 (o = 0,05). Mientras que para los grupos separados de la madre
se utilizd un ANAVA de medidas repetidas a 3 vias, con los factores independientes Estrés y
Droga, y el factor de medidas repetidas Tiempo con 3 niveles. Para el analisis estadistico se

utilizo6 el programa Statistica 7.0 (Stat Soft Inc., http://www.statsoft.com).

3.9.2. Indices de anhedonia: se realiz6 un ANAVA de medidas repetidas a 4 vias. En este

disefio se consideraron 3 factores independientes (Separacion, Estrés y Droga) y un factor de
medidas repetidas (Tiempo) con 5 niveles: sesidn 1, sesion 2, sesion 3, sesion 4 y sesion 5. A
continuacion se realizo el test a posteriori LSD Fisher con a = 0,05. El analisis estadistico se

realiz6 con el programa Statistica 7.0.

3.9.3. Indices de ansiedad: Se aplicé la prueba de ANAVA a tres vias (Separacion, Estrés y

Droga), seguido del test a posteriori LSD Fisher con a = 0,05. En el caso del indice

Porcentaje de tiempo de permanencia en brazos abiertos, la variable fue transformada a

GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes || NPV = n(cleo paraventricular

GD = giro dentado || CeA = nucleo central de la amigdala || MeA = nlcleo medial de la amigdala

CPFm = corteza prefrontal medial || Cg = cingulada || PrL = prelimbica || IL = infralimbica || NAc = nicleo accumbens
ATV = éarea tegmental ventral || CM = criados con madre || V = tratados con vehiculo || E = con estrés crénico
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“rango” por no presentar una distribucion normal. El andlisis estadistico se llevo a cabo
utilizando el programa InfoStat, v. 2014 (FCA — U.N.C., http://www.infostat.com.ar).

3.9.4. Neuronas inmunoreactivas a GR, MR vy Fos: Los resultados fueron evaluados

estadisticamente utilizando un modelo lineal de efectos mixtos con 3 factores fijos
(Separacion, Estrés y Droga) y un factor aleatorio (Individuo), seguido del test a posteriori
LSD Fisher con a = 0,05. El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando el programa

InfoStat, v. 2014.

FCA = Facultad de Ciencias Agropecuarias || U.N.C. = Universidad Nacional de Cérdoba
GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes || LSD = minima diferencia significativa
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4.1. CORTICOSTERONA PLASMATICA

Se determind la concentracion de corticosterona plasmatica, en los grupos criados con
madre, con y sin estrés, tratados con vehiculo (fig. 8 -A-). Por otro lado se analizaron los
grupos criados con madre, con y sin estrés, tratados con tianeptina y los separados de la
madre, con Yy sin estrés, tratados con vehiculo o con tianeptina (fig. 8 -B-). Se midieron los
niveles de la hormona antes, durante y al final del protocolo de estrés (“basal”, “tiempo 1”7y

“tiempo 27, respectivamente).

En el caso de los grupos criados con la madre, tratados con vehiculo, con o sin estrés (fig.
8 -A-), se encontro una interaccion significativa Tiempo*Estres [F15=6,09; p=0,0096]. El
test a posteriori mostr6 que en el grupo no estresado, los niveles de corticosterona no cambian
significativamente a lo largo del tiempo. Mientras que, en el grupo con estrés, los niveles de
esta hormona aumentaron en los tiempos 1y 2, respecto del tiempo basal y también respecto
del grupo sin estrés. Ademas hubo un efecto significativo del factor principal Estrés
[F(118=37,11; p=0,0002]. Siendo el efecto del protocolo de estrés usado, un aumento de la
corticosterona plasmaética en estos animales (CM con vehiculo).

Fig. 8: Niveles de corticosterona plasmatica
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Fig. 8. Medias de los niveles de corticosterona plasmatica. Panel A: Ratas criadas con la madre (CM), tratadas
con vehiculo (V), sin estrés (verde claro) (n=5) y con estrés (E) (verde oscuro) (n=6). Panel B: Ratas criadas con
la madre (CM), tratadas con tianeptina (T), sin estrés (linea continua rosa) (n=4) y con estrés (linea continua
roja) (n=4), ratas separadas de la madre (SM), sin estrés, tratados con vehiculo (linea punteada, verde clara)
(n=4) o tianeptina (linea punteada rosa) (n=5) y ratas separadas de la madre, con estrés, tratadas con vehiculo
(linea punteada verde oscura) (n=5) o tianeptina (linea punteada roja) (n=3). (a) Indica diferencias significativas
(p<0,05) vs. grupo sin estrés, en igual tiempo. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. el tiempo basal del
mismo grupo experimental.
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Al analizar el resto de los grupos (fig. 8 -B-), no se encontraron diferencias significativas
con ninguno de los tratamientos y tampoco en los diferentes tiempos considerados.

La determinacion de corticosterona en los grupos CM+V y CM+E+V fue realizada por un
laboratorio diferente que en los demas grupos, por lo que no se pudieron comparar con ellos
directamente. Debido a esto, para poder evaluar el efecto de la separacion materna sobre los
niveles de corticosterona plasmatica, se considerd Unicamente el tiempo basal (DPN 49), es
decir antes de comenzar los tratamientos de estrés y/o droga (DPN 50-73) pero después de
realizado el tratamiento de separacion materna (DPN 1-21). Se realiz6 un ANAVA a 1 via
considerando solo el factor Separacion, excluyendo del analisis los grupos CM+V y
CM+E+V. Al realizar este analisis no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos separados y los criados con la madre [F1,23=0,56; p=0,4607]. Los niveles basales de
corticosterona plasmatica fueron 6,66 + 0,27 pg/dl (media £ E.E.) para los animales criados
con la madre (considerando conjuntamente los grupos CM+T y CM+E+T) y 7,39 + 0,65 pg/dl
para los animales separados de la madre (considerando conjuntamente los 4 grupos SM).
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4.2. CONDUCTA

4.2.1. indices de ansiedad

Se realizo el test conductual Plus Maze a fin de determinar los indices de ansiedad
de los animales (fig. 9). Los indices de ansiedad calculados fueron: 1- Porcentaje de
permanencia en brazos abiertos (PBA) y 2- Porcentaje de entradas en brazos abiertos (EBA).

Ademas, se consideraron las entradas totales (ET) como un indice de locomocion.

Fig. 9: Test de ansiedad - Plus Maze -
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Fig. 9. Indices de Ansiedad. Porcentajes de permanencia (%PBA, Panel A) y entradas (%EBA, Panel B) en
brazos abiertos y nimero total de entradas en brazos abiertos y cerrados (Panel C) en ratas criadas con la madre
(CM) y separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras
rojas). Los resultados se expresan como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras representan la cantidad
de animales del grupo. Para los %PBA y %EBA se encontré un efecto significativo del factor Estrés. (%) Indica
diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos sin estrés. Ademas para el %PBA se encontrd una interaccion
significativa Separacion*Droga. (a) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo con vehiculo respectivo.
Para el %EBA se encontraron también efectos significativos del factor Separacion y del factor Droga. (*) Indica
diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos sefialados con la linea punteada. (A) Indica diferencias
significativas (p<0,05) vs. los grupos con vehiculo.
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En cuanto al porcentaje de PBA se encontrd6 una interaccion Separacion*Droga
significativa [F(1,05=4,29; p=0,0410]. Como puede verse en la figura 9 (A), en los grupos
separados de la madre, el tratamiento con tianeptina aumento el porcentaje de PBA, indicando
un menor nivel de ansiedad respecto de los animales tratados con vehiculo. Ademas, hubo un
efecto significativo del factor Estrés (F(,95=6,85; p=0,0103), observandose que los grupos

estresados permanecieron menos tiempo en los brazos abiertos respecto de los no estresados.

En el indice de porcentaje de EBA, se observd un efecto significativo de los 3 factores
principales: Separacion [Fq95=3,94; p=0,0500], Estrés [F(,95=5,48; p=0,0213] y Droga
[F(195=4,25; p=0,0420], no habiendose encontrado en este caso interacciones entre los
factores en estudio. Con el test a posteriori LSD Fisher, se determind que las ratas separadas
de la madre entraron menos a los brazos abiertos que las criadas con la madre, demostrando
asi mayor conducta de ansiedad; de igual manera los animales estresados presentaron un
menor porcentaje de EBA que los no estresados. En cambio, tianeptina mostré un efecto
ansiolitico al aumentar el porcentaje de EBA respecto de los animales tratados con vehiculo
(fig. 9 -B-).

Por dltimo, en las entradas totales (fig. 9 -C-), no hubo diferencias entre ninguno de los

grupos.

4.2.2. Indices de anhedonia

A partir del test de anhedonia realizado se calcularon los indices de preferencia por la
sacarosa y consumo especifico de sacarosa (fig. 10). Las medidas de consumo Yy preferencia
por la sacarosa fueron evaluadas el dia antes de comenzar el tratamiento de estrés (sesion 1) y
luego cada 6 dias durante el protocolo de estrés (sesiones 2-5), siendo la Gltima sesién

realizada el dia siguiente al ultimo estresor aplicado.
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Fig. 10: Indices de anhedonia

o5 Sin estrés + Vehiculo
Sin estrés + Tianeptina
© 93 -
3 o1 === Con estrés + Vehiculo
E ==fl==Con estrés + Tianeptina
© 89
v
1]
FRp Y
(1]
‘S 83 T
o 81
'E 79 +
@ 1
=
N \Y
75
Sesién 1 Sesién 2 Sesion 3 Sesion 4 Sesiéon 5
B o1 Grupos criados con la madre CM+V
! CM4+T
0,12 i CM+E+V
32" T e CM+E+T
-
2 o011
o O
O o
& =o,10 T ¥
v £
o=
E 30,09
S o
2w
[=} (%]
S Zoo08 —
0,07
! Sesion 1 Sesion 2 Sesién 3 Sesion 4 Sesion 5
C o3 Grupos separados de la madre SM+V
! SMH+T
3 3 i SMA4E+Y
0,12
S e el SMHE+T
= o
S ©
i L
v E
o =
E 3
S o
g w
S &
U @

Sesion 1 Sesion 2 Sesién 3 Sesion 4 Sesion 5

Fig. 10. Preferencia por la sacarosa en ratas sin estrés y con estrés, tratados con vehiculo o tianeptina (Panel
A). Consumo especifico de sacarosa en ratas criadas con la madre (CM) (Panel B) o separadas de la madre
(SM) (Panel C), sin estrés y con estrés (E), tratados con vehiculo (V) o tianeptina (T). Los resultados se
expresan como medias + EE. Para la preferencia por la sacarosa se encontré una interaccion significativa
Tiempo*Estrés*Droga. (a) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. sesion 1 del mismo grupo experimental.
(b) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. sesion 2 del mismo grupo experimental. (c) Indica diferencias
significativas (p<0,05) vs. sesién 3 del mismo grupo experimental.
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En cuanto al indice de preferencia por la sacarosa, se encontrd una interaccion significativa
entre Tiempo*Estrés*Droga [F344=2,59; p=0,0367]. El test a posteriori no encontro
diferencias significativas entre los distintos tratamientos pero si entre diferentes sesiones,
dentro de cada tratamiento. A los fines de simplificar la representacion de estos datos y dado
que el factor Separacion no tuvo efectos significativos, en la figura 10 (A) se grafican los
animales CM y SM conjuntamente. En dicha figura se observa que los animales no
estresados, tratados con vehiculo aumentan su preferencia por la sacarosa en la sesion 4
respecto de la 2, pero luego en la Gltima sesion el indice de preferencia no se distingue de
ninguno de los otros valores. Mientras que, los grupos no estresados y tratados con tianeptina
tienen mayor preferencia por la solucion dulce en las tltimas 3 sesiones del test con respecto a
las dos primeras. Por otra parte, los animales estresados tratados con vehiculo presentan una
mayor preferencia por la sacarosa en la tercera sesion, respecto de las 2 primeras, para luego
disminuir esta preferencia levemente en la cuarta sesion, en la cual dicho indice s6lo es mayor
que el de la sesidn 1; finalmente en la sesion 5 los animales disminuyen significativamente su
preferencia por la sacarosa respecto de la sesion 3. A su vez, los grupos estresados y tratados
con tianeptina mostraron una mayor preferencia por la sacarosa en las sesiones 3 y 4 respectos
de la sesion 2. Ademaés, en estos animales la preferencia por la solucion dulce sigue

aumentando y en la Gltima sesion, este indice es mayor que en las 3 primeras sesiones.

Por ultimo, también se encontrd un efecto significativo del factor de medidas repetidas
Tiempo [F,344=10,13; p<0,0001], sobre el indice de preferencia por la sacarosa. En este caso
el test a posteriori mostr6 que la preferencia de los animales por la solucién dulce, en general,

aumenta en las Ultimas 3 sesiones, respecto a las 2 primeras.

El indice de consumo especifico de sacarosa no fue afectado por ninguno de los factores en
estudio (fig. 10 -B- y -C-).
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4.3. NUCLEO PARAVENTRICULAR

4.3.1. Determinacién de neuronas inmunoreactivas a GR

Se determin6 el nUmero de  Fig. 11: Inmunoreactividad a GR en nicleo paraventricular
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Fig. 11. Densidad de células inmunoreactivas a GR en
el nucleo paraventricular hipotaldmico en ratas criadas
con la madre (CM)y separadas de la madre (SM), con
y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o
tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan
como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras
representan la cantidad de animales del grupo.

4.3.2. Determinacidon de neuronas inmunoreactivas a MR

Se determiné el nimero de neuronas ir-MR en el nucleo paraventricular del hipotalamo
(fig. 12). Se encontré una interaccion entre los factores Separacion*Droga [F24=12,10;
p=0,0019]. Con el test a posteriori LSD Fisher puede verse que, los animales SM tratados con
tianeptina mostraron mayores niveles de células MR-positivas comparado con sus respectivos
controles CM. Mientras que, este antidepresivo produjo una disminucién de neuronas MR-

positivas en los grupos CM, comparados con sus vehiculo respectivo.
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Fig. 12: Inmunoreactividad a MR en nucleo paraventricular
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Fig. 12. ARRIBA (panel A): Densidad de células inmunoreactivas a MR en el nilcleo paraventricular
hipotalamico en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados con
vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como medias + EE. Los
nimeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del grupo. Se encontré una interaccion
significativa Separacion*Droga. (a) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo con vehiculo respectivo.
(c) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo CM respectivo ABAJO (panel B): Fotografias
representativas de las neuronas ir-MR en el nicleo paraventricular del hipotdlamo, en los grupos criados con la
madre, con estrés, tratados con vehiculo (CM-E-V); criados con la madre, con estrés, tratados con tianeptina
(CM-E-T); separados de la madre, con estrés, tratados con vehiculo (SM-E-V); separados de la madre, con

estrés, tratados con tianeptina (SM-E-T).
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4.3.3. Balance MR/GR

Se calculé la relacion entre : . :
Fig. 13: Balance MR/GR en nucleo paraventricular
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o
o

hipotdlamo (fig. 13). Se observo

un efecto significativo del factor

Separacion [F(1,24=10,03;
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p=0,0042], siendo el efecto general
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el balance MR/GR. 0 -
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Fig 13. Balance entre células inmunoreactivas a MR y a
GR en el nucleo paraventricular hipotaldmico en ratas
criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM),
con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o
tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como
medias * EE. Los numeros dentro de las barras
representan la cantidad de animales del grupo. Se
encontré un efecto significativo del factor Separacion. (*)
Indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos
sefialados con la linea punteada.

4.3.4. Determinacidon de neuronas inmunoreactivas a Fos

Se determind el niamero de neuronas ir-Fos en el nucleo paraventricular del hipotalamo
(fig. 14). Se observo un efecto significativo del factor Separacion [F1,26=7,15; p=0,0128],
observandose que los grupos SM tienen mayor actividad Fos que los CM. También se
encontro un efecto significativo del factor Estrés [F(i 26=4,48; p=0,0440], presentando los

animales estresados, mayor ir-Fos que los no estresados.
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Fig. 14: Inmunoreactividad a Fos en nacleo paraventricular
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Fig 14. ARRIBA (panel A): Densidad de células inmunoreactivas a Fos en el nlcleo paraventricular
hipotalamico en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados
con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como medias + EE.
Los numeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del grupo. Se encontraron efectos
significativos del factor Separacion y del factor Estrés. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) entre
los grupos sefialados con la linea punteada. (x) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos sin
estrés. ABAJO (panel B): Fotografias representativas de las neuronas ir-Fos en el ndcleo paraventricular
del hipotdlamo, en los grupos criados con la madre, tratados con vehiculo (CM-V); criados con la madre,
con estrés, tratados con vehiculo (CM-E-V); criados con la madre, con estrés, tratados con tianeptina
(CM-E-T), separados de la madre, tratados con vehiculo (SM-V); y separados de la madre, con estrés,
tratados con vehiculo (SM-E-V).
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4.4. HIPOCAMPO DORSAL

4.4.1. Determinacion de neuronas inmunoreactivas a GR

Se determind el nimero de neuronas inmunoreactivas a GR en las capas CAl, CA2, CA3y
GD del hipocampo dorsal (fig. 15 y fig. 16).

Fig. 15: Inmunoreactividad a GR en hipocampo dorsal
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Fig. 15. Densidad de células inmunoreactivas a GR en las capas CAl (panel A), CA2 (panel B), CA3 (panel C) y
Giro Dentado (GD, panel D) del hipocampo dorsal en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre
(SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados se
expresan como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del grupo.
En todas las capas se encontré una interaccion significativa Separacion*Estrés. (*) Indica diferencias
significativas (p<0,05) entre los grupos sefialados con la linea punteada. En CA3 se encontrd una interaccion
significativa Separacién*Droga. (a) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo con vehiculo respectivo. (c)
Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo CM respectivo. En las capas CA1l, CA2 y GD se encontrd un
efecto significativo del factor Droga. (A) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos con vehiculo.

En la capa CA1 (fig. 15 -A- y fig. 16 -A-), se encontrd una interaccion significativa entre
Separacion*Estrés [F .7 =7,82; p=0,0094]. El test a posteriori LSD Fisher mostro que, en
las ratas criadas con la madre, el estrés produjo un aumento de las células GR-positivas. En
cambio en las ratas separadas de la madre este efecto del estrés no se observd. Ademas, hubo

59



RESULTADOS HIPOCAMPO DORSAL

un efecto significativo del factor Droga [F( 27 =15,74; p=0,0005], en donde el tratamiento

con tianeptina aumento las células inmunoreactivas a GR (ir-GR).

Fig. 16. Fotografias representativas de las neuronas ir-GR en las areas CA1l (panel A),
CA2 (panel B), giro dentado (panel C) y CA3 (panel D) del hipocampo dorsal en los grupos
criados con la madre, tratados con vehiculo (CM-V); criados con la madre, con estrés,
tratados con vehiculo (CM-E-V); separados de la madre, tratados con vehiculo (SM-V);
separados de la madre, tratados con tianeptina (SM-T); separados de la madre, con
estrés, tratados con vehiculo (SM-E-V); y separados de la madre, con estrés , tratados
con tianeptina (SM-E-T).
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En la region CA2 (fig. 15 -B- y fig. 16 -B-), fue significativa la interaccion
Separacion*Estrés [Fq 7= 17,87; p=0,0002]. En este caso, al igual que ocurre en el area
CAL, el estrés produjo un aumento de las células ir-GR en las ratas criadas con la madre. Pero
ademas, en CA2, la separacion produjo una disminucion de las células GR-positivas en los
grupos estresados, mientras que, por el contrario, en los grupos no estresados, la separacion
aumentd esas células comparado con su control. Adicionalmente, se observd un efectos
significativo del factor Estrés [F(27=5,09; p=0,0323], mostrando los grupos estresados
mayores niveles de neuronas GR-positivas respecto de los no estresados. El factor Droga
también mostré un efecto significativo [F 7= 10,62 p= 0,0030]; el test a posteriori demostro
que el antidepresivo tiene como efecto general al aumentar las células ir-GR en esta region

hipocampal.

En la capa CA3 (fig. 15 -C- y fig. 16 -D-) fue significativa la interaccion
Separacion*Estrés [Fq 27y =9,20; p=0,0053]. En este caso, se encontré que los animales
sometidos a los tratamientos de estrés o de separacion presentaron un aumento de ir-GR
respecto de animales criados con la madre, sin estrés. También se encontré una interaccion
significativa Separacion*Droga [F(,27=4,31; p=0,0476]. El test a posteriori indicd que los
animales SM, tratados con tianeptina presentaron mayores niveles de células GR-positivas
respecto de todos los otros grupos. Finalmente, se encontrd un efecto significativo del factor
Droga [Fu2n =19,80; p=0,0001], observandose que el tratamiento con el antidepresivo

aumento las neuronas GR-positivas.

Por Gltimo en el giro dentado (fig. 15 -D- y fig. 16 -C-), al igual que en las otras 3 capas, se
encontrod una interaccion significativa Separacion*Estrés [F 27y =4,81; p=0,0371]. En esta
area, el estrés produjo un aumento de la inmunoreactividad a GR en los grupos criados con la
madre. También se observo un efecto significativo del factor Droga [F(127)=9,78; p=0,0042].
Al igual gue en las otras capas del hipocampo dorsal, tianeptina aumenté la ir-GR respeto de

los grupos tratados con vehiculo

4.4.2 Determinacion de neuronas inmunoreactivas a MR

Se determiné el nimero de neuronas inmunoreactivas a MR en las areas CA1, CA2, CA3y

GD del hipocampo dorsal (fig. 17 y fig. 18).

En el area CAL no hubo efectos significativos de ninguno de los factores o interacciones
analizadas (fig. 17 -A-).
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En el area CA2 (fig. 17 -B- y fig. 18 -A-) se encontr6 una interaccion significativa entre
Separacion*Estrés [Fa4 =4,65; p=0,0413]. Se observé un aumento de células
inmunoreactivas a MR (ir-MR) en los animales criados con la madre y estresados comparados

tanto con los CM, sin estrés como con los SM, con estrés.

Fig. 17: Inmunoreactividad a MR en hipocampo dorsal
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Fig. 17. Densidad de células inmunoreactivas a MR en las capas CAl (panel A), CA2 (panel B), CA3 (panel
C) y Giro Dentado (GD, panel D) del hipocampo dorsal en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la
madre (SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados
se expresan como medias = EE. Los nimeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del
grupo. En CA2 se encontro una interaccion significativa Separacion*Estrés. (*) Indica diferencias significativas
(p<0,05) entre los grupos sefialados con la linea punteada. En CA3 se encontré un efecto significativo del
factor Droga. (A) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos con vehiculo. En GD se encontré una
interaccion triple significativa Separacién*Estrés*Droga. (a) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo
con vehiculo respectivo. (b) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo sin estrés respectivo. (c) Indica
diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo CM respectivo.

En CA3 (fig. 17 -C- y fig. 18 -B-) se observo un efecto significativo del factor Droga
[F(124) =5,42; p=0,0286]. El test a posteriori mostré que tianeptina aumento la ir-MR respecto
de los animales tratados con vehiculo.
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Por ultimo en el giro dentado (fig. 17 -D- y fig. 18 -C-) fue significativa la interaccion triple:
Separacion*Estrés*Droga [F1.4 =14,31; p=0,0009]. En este caso se observa que en ratas
CM tratadas con vehiculo, el estrés produjo un aumento de células MR-positivas. Por el
contrario en los animales CM pero tratados con tianeptina, el estrés disminuye esas células.
Ademas considerando los grupos estresados y con vehiculo, los animales que fueron
separados de la madre presentaron menores niveles de ir-MR que el grupo CM respectivo.
Por otro lado, el tratamiento con el antidepresivo produjo un aumento de células MR-
positivas, respecto del grupo vehiculo correspondiente, tanto en los animales CM sin estrés
como en los SM con estrés. Finalmente, se encontré un efecto significativo del factor Droga
[F.24) =8,96; p=0,0063], en donde el efecto general de la administracion de tianeptina fue el

aumento de la ir-MR.

Fig. 18. Fotografias representativas de las neuronas ir-MR en las areas CA2 (panel A), CA3 (panel B)
y giro dentado (panel C) del hipocampo dorsal en los grupos criados con la madre, tratados con
vehiculo (CM-V); criados con la madre, tratados con tianeptina (CM-T), criados con la madre, con
estrés, tratados con vehiculo (CM-E-V); separados de la madre, con estrés, tratados con vehiculo
(SM-E-V); y separados de la madre, con estrés, tratados con tianeptina (SM-E-T).

4.4.3. Balance MR/GR

Se calculo la relacion entre neuronas ir-MR e ir-GR en las areas CAl, CA2, CA3y GD del
hipocampo dorsal (fig. 19).

En las areas CA1 (fig. 19 -A-) y CA2 (fig. 19 -B-) no se encontraron efectos significativos
de ninguno de los factores analizados.
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En el area CAS3 (fig. 19 -C-) se encontré una interaccion significativa Separacion*Droga
[Fa24= 4,30; p=0,0491], observandose que en los animales tratados con tianeptina, la
separacion materna produjo una disminucién del balance MR/GR.

En el giro dentado (fig. 19 -D-) fue significativa la interaccién triple entre
Separacion*Estrés*Droga [F24=5,72; p=0,0250]. El test a posteriori LSD Fisher indic6 que
la separacion materna disminuyd el balance MR/GR en los animales no estresados y
tratados con tianeptina.

Fig. 19: Balance MR/GR en hipocampo dorsal
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Fig 19. Balance entre células inmunoreactivas a MR y a GR en las capas CA1 (panel A), CA2 (panel B) , CA3
(panel C) y Giro Dentado (GD, panel D) del hipocampo dorsal en ratas criadas con la madre (CM) y
separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras
rojas). Los resultados se expresan como medias + EE. Los ndmeros dentro de las barras representan la
cantidad de animales del grupo. En CA3 se encontr6 una interaccién significativa Separacién*Droga. (c)
Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo CM respectivo. En GD se encontré una interaccion triple
significativa Separacion*Estrés*Droga. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos sefialados
con la linea punteada.
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4.4.4, Determinacion de neuronas inmunoreactivas a Fos

Se determind el nimero de neuronas inmunoreactivas a Fos en las areas CA1, CA2, CA3
y GD del hipocampo dorsal (fig. 20 y fig. 21).

En el &rea CALl (fig. 20 -A- y fig. 21 -A-) hubo un efecto significativo del factor Separacion
[F125=5,18; p=0,0316], observandose que los grupos SM tienen mayor actividad Fos que
los CM. Ademas se encontré un efecto significativo del factor Estrés [F; ,5=4,36; p=0,0472],

presentando los animales estresados menor ir-Fos que los no estresados.

Fig. 20: Inmunoreactividad a Fos en hipocampo dorsal
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Fig. 20. Densidad de células inmunoreactivas a Fos en las capas CA1l (panel A), CA2 (panel B), CA3 (panel C)
y Giro Dentado (GD, panel D) del hipocampo dorsal en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la
madre (SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados
se expresan como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del
grupo. En CA1l se encontré un efecto significativo del factor Separacion. (*) Indica diferencias significativas
(p<0,05) entre los grupos sefialados con la linea punteada. En CA1 y en CA2 se encontré un efecto
significativo del factor Estrés. (x) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos sin estrés. En CA3 se
encontré una interaccion significativa Separacion*Estrés. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) entre los
grupos sefialados con la linea punteada.
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En el area CA2 (fig. 20 -B- y fig. 21 -B-) también se observé un efecto significativo del
factor Estrés [Fu.5=4,53; p=0,0434]. Al igual que en CA1, los grupos estresados
disminuyeron su actividad neuronal en esta area.

En el area CA3 (fig. 20 -C- y fig. 21 -C-) se encontr6 una interaccion entre
Separacion*Estres [F( 25=6,04; p=0,0213], observandose que, en los animales sometidos a
los diferentes protocolos la ir-Fos fue mayor que la del grupo control (CM, no estresados).

Por dltimo en el giro dentado (fig. 20 -D-) no se encontraron diferencias significativas en

ninguno de los factores estudiados.

Fig. 21. Fotografias representativas de las neuronas ir-Fos en
las areas CA1 (panel A), CA2 (panel B) y CA3 (panel C) del
hipocampo dorsal en los grupos criados con la madre, tratados
con vehiculo (CM-V); separados de la madre, tratados con
vehiculo (SM-V); separados de la madre, tratados con
tianeptina (SM-T); y separados de la madre, con estrés,
tratados con vehiculo (SM-E-V).
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4.5. AMIGDALA

4.5.1 Determinacion de neuronas inmunoreactivas a GR

Se determind el numero de neuronas ir-GR en los nicleos MeA y CeA de la amigdala (fig.
22).

Fig. 22: Inmunoreactividad a GR en amigdala

= Vehiculo
H Tianeptina

Amigdala medial

Amigdala central

>

w
w

N w
(%] o
' '

(Cel/0,1 mm2)
N
o

=
w
(Cel/0,1 mm2)

Densidad de Células Inmunoreactivas a GR
Densidad de Células Inmunoreactivas a GR

Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés

Fig. 22. ARRIBA (paneles A y B): Densidad de células inmunoreactivas a GR en los nucleos medial (panel A) y
central (panel B) de la amigdala en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM), con y sin
estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como
medias + EE. Los ndmeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del grupo. En la amigdala
medial se encontr6 una interaccion triple significativa Separacion*Estrés*Droga. (a) Indica diferencias
significativas (p<0,05) vs. grupo con vehiculo respectivo. (b) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo
sin estrés respectivo. (c) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. grupo CM respectivo. ABAJO (panel C):
Fotografias representativas de las neuronas ir-GR en el nicleo medial de la amigdala, en los grupos criados con
la madre, tratados con vehiculo (CM-V); criados con la madre, tratados con tianeptina (CM-T); criados con la
madre, con estrés, tratados con vehiculo (CM-E-V); criados con la madre, con estrés, tratados con tianeptina
(CM-E-T), separados de la madre, tratados con vehiculo (SM-V); separados de la madre, tratados con tianeptina
(SM-T); separados de la madre, con estrés, tratados con vehiculo (SM-E-V); y separados de la madre, con
estrés, tratados con tianeptina (SM-E-T).
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En el nucleo MeA (fig. 22 -A- y -C.) se encontrd un interaccién significativa entre
Separacion*Estrés*Droga [F124)=5,94; p=0,0226]. En la figura 22 (A) se observa que, en las
ratas con vehiculo, tanto el estrés (en los grupos CM) como la separacion (en los grupos no
estresados) produjeron un aumento de las células ir-GR; este mismo efecto del estrés se
observa en los animales SM con tianeptina. En cambio el grupo SM, con estrés y vehiculo
presenté menor cantidad de células GR-positivas comparado tanto con el grupo no estresado
respectivo como con el grupo CM correspondiente. Por ultimo, el antidepresivo produjo un
aumento de ir-GR tanto en las ratas CM sin estrés como en las SM con estrés, respecto del
grupo tratado con vehiculo correspondiente. Mientras que, por el contrario, en los animales
SM no estresados el efecto del tratamiento con la droga fue la de disminuir las neuronas GR-

positivas.

En el nacleo CeA (fig. 22 -B-), no se encontraron diferencias significativas con ninguno de

los factores estudiados.

4.5.2. Determinacion de neuronas inmunoreactivas a MR

Se determino el nimero de neuronas ir-MR en los nucleos MeA y CeA de la amigdala (fig.
23). En estos nucleos, no se encontraron diferencias en la cantidad de neuronas ir-MR, bajo
ninguno de los tratamientos aplicados.

Fig. 23: Inmunoreactividad a MR en amigdala
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Fig. 23. Densidad de células inmunoreactivas a MR en los ndcleos medial (panel A) y central (panel B) de la
amigdala en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados con
vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como medias + EE. Los
nameros dentro de las barras representan la cantidad de animales del grupo.
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4.5.3. Balance MR/GR

En los nucleos MeA y CeA de la amigdala, se calcul6 la relacion entre neuronas ir-MR e
ir-GR (fig. 24). No se encontraron diferencias significativas en el balance MR/GR en ninguno

de los nucleos amigdalinos estudiados.

Fig. 24: Balance MR/GR en amigdala
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Fig. 24. Balance entre células inmunoreactivas a MR y a GR en los nucleos medial (panel A) y central (panel
B) de la amigdala en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM), con y sin estrés,
tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como medias +
EE. Los nimeros dentro de las barras representan la cantidad de animales del grupo.

4.5.4. Determinacidon de neuronas inmunoreactivas a Fos

Se determind el numero de neuronas ir-Fos en los nucleos MeA y CeA de la amigdala
(fig. 25). En la MeA hubo un efecto significativo del factor Separacion [F 26=5,20;
p=0,0310]. Como puede verse en la figura 25 (-A- y -C-), los animales separados de la
madre mostraron mayor reactividad a Fos que los criados con la madre.

Por otra parte, en la CeA (fig. 25 -B-) no se encontraron diferencias significativas con
ninguno de los tratamientos.
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Fig. 25: Inmunoreactividad a Fos en amigdala

" Vehiculo
W Tianeptina

Amigdala central

EEI [/ mm2)
g 2

N
S

o
o

Densidad de Células Inmunoreactivas a Fos

o

Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés Sin Estrés Con Estrés

Fig. 25. ARRIBA (paneles A y B): Densidad de células inmunoreactivas a Fos en los nacleos medial
(panel A) y central (panel B) de la amigdala en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la
madre (SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los
resultados se expresan como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras representan la cantidad de
animales del grupo. En la amigdala medial se encontré un efecto significativo del factor Separacion. (*)
Indica diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos sefialados con la linea punteada. ABAJO
(panel C): Fotografias representativas de las neuronas ir-Fos en el niicleo medial de la amigdala, en los
grupos criados con la madre, tratados con vehiculo (CM-V); criados con la madre, con estrés, tratados
con vehiculo (CM-E-V); criados con la madre, con estrés, tratados con tianeptina (CM-E-T); separados
de la madre, tratados con vehiculo (SM-V); y separados de la madre, con estrés, tratados con vehiculo
(SM-E-V).
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4.6. CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL

4.6.1. Determinacién de neuronas inmunoreactivas a Fos

Se determino el nimero de neuronas ir-Fos en las areas Cgl, PrL e IL de la CPFm (fig.
26). En la cortezas Cgl y PrL se encontr6 un efecto significativo del factor Estrés
[F(126=6,08; p=0,0206 y F(126=9,13; p=0,0056, respectivamente]. En ambas areas (fig. 26 -
A-y -B-), los animales estresados mostraron menor densidad de neuronas ir-Fos respecto de

los grupos no estresados.

En la corteza IL no hubo diferencias significativas en la reactividad a Fos con ninguno de

los tratamientos realizados.
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Fig. 26: Inmunoreactividad a Fos en corteza prefrontal
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Fig. 26. IZQUIERDA (paneles A-C): Densidad de células inmunoreactivas a Fos en las areas cingulada 1
(panel A), prelimbica (panel B) e infralimbica (panel C) de la corteza prefrontal medial en ratas criadas con la
madre (CM) y separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o
tianeptina (barras rojas). Los resultados se expresan como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras
representan la cantidad de animales del grupo. En las cortezas cingulada 1 y prelimbica se encontré un efecto
significativo del factor Estrés. (x) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos sin estrés.
DERECHA (paneles D y E): Fotografias representativas de las neuronas ir-Fos en las areas cingulada 1 (panel
D) y prelimbica (panel E) de la corteza prefrontal medial en los grupos criados con la madre, tratados con
vehiculo (CM-V); criados con la madre, con estrés, tratados con vehiculo (CM-E-V); separados de la madre,
tratados con vehiculo (SM-V); y separados de la madre, con estrés, tratados con vehiculo (SM-E-V).
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4.7. NUCLEO ACCUMBENS

4.7.1. Determinacién de neuronas inmunoreactivas a Fos

Se determind el ndmero de

neuronas ir-Fos en el NAc (fig. 27). Fig. 27: Inmunoreactividad a Fos en ntcleo accumbens
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Fig. 27. Densidad de células inmunoreactivas a Fos en el
ndcleo acumbens en ratas criadas con la madre (CM) y
separadas de la madre (SM), con y sin estrés, tratados
con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas).
Los resultados se expresan como medias + EE. Los
nameros dentro de las barras representan la cantidad de
animales del grupo.
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4.8. AREA TEGMENTAL VENTRAL

4.8.1. Determinacion de neuronas inmunoreactivas a Fos

Se determind el nimero de neuronas ir-Fos en el ATV (fig. 28). Se encontr6é un efecto
significativo del tratamiento Droga [F26=4,88; p=0,0363]. El test a posteriori LSD Fisher

mostrd que tianeptina disminuyd la actividad neuronal en el ATV.

Fig. 28: Inmunoreactividad a Fos en area tegmental ventral
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Fig. 28. IZQUIERDA (panel A): Densidad de células inmunoreactivas a Fos en el area
tegmental ventral en ratas criadas con la madre (CM) y separadas de la madre (SM),
con y sin estrés, tratados con vehiculo (barras verdes) o tianeptina (barras rojas). Los
resultados se expresan como medias + EE. Los nimeros dentro de las barras
representan la cantidad de animales del grupo. Se encontré un efecto significativo del
factor Droga. (A) Indica diferencias significativas (p<0,05) vs. los grupos con vehiculo.
DERECHA (panel B): Fotografias representativas de las neuronas ir-Fos en el area
tegmental ventral, en los grupos criados con la madre, tratados con vehiculo (CM-V); y
criados con la madre, tratados con tianeptina (CM-T).
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5.1. CORTICOSTERONA

Como era esperable, la aplicacion del protocolo de estrés cronico, aumentd los niveles de
CORT plasmatica, en los animales CM tratados con vehiculo, respecto del grupo no estresado
(fig. 8 -A-). Probablemente este aumento se relacione con el incremento producido por el
ECV en la actividad neuronal del NPV (fig. 14), dado que esta hormona es el producto final
del eje HHA. Este efecto también fue observado por otros investigadores, luego de la

aplicacion de un estrés agudo de inmovilizacion (May Morilak 2004).

Ademas, en el grupo CM con estrés, los niveles de CORT plasmatica aumentaron en los
tiempos 1 (12 dias de estrés) y 2 (24 dias de estrés), respecto del tiempo basal (antes de
comenzar el estrés) (fig. 8 -A-). Por lo tanto, el estrés aumento los niveles de CORT tanto al
compararlo con el grupo no estresado como al compararlo con los niveles basales del mismo
grupo. Estos resultados confirman datos previos de nuestro laboratorio, en donde el ECV
aumentd los niveles de CORT plasmaética, en ratas Wistar machos (Suérez y col. 1996) y
hembras (Suérez y col. 1999). En concordancia con estos resultados, otros investigadores
reportaron que en ratas Sprague Dawley, tanto el estrés crénico variable aplicado durante 15
dias (Lopez y col. 1998), como el estrés agudo por exposicion a una plataforma elevada e

inestable (Caudal y col. 2014), indujeron un aumento de corticosterona plasmatica.

En cambio, a pesar de la mayor ir-Fos en el NPV, no se encontraron niveles aumentados de
CORT plasmatica en los animales separados. La comparacion directa entre todos los grupos
SM con los grupos CM+V y CM+E+V no fue posible debido a dificultades metodologicas
qgue nos impidieron analizarlas estadisticamente (ver materiales y métodos), sin embargo,
teniendo en cuenta que la extraccion de sangre en el tiempo basal fue realizada antes de
comenzar el ECV y la administracién de tianeptina o vehiculo, nos fue posible realizar una
ANAVA a 1 via considerando sélo el factor Separacion (excluyendo del analisis los grupos
CM+V y CM+E+V, cuya determinacion de corticosterona fue realizada por un laboratorio
diferente). Al realizar este andlisis no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos separados (considerando conjuntamente los 4 grupos SM) y los criados con la madre
(considerando conjuntamente los grupos CM+T y CM+E+T). De igual modo, ratas Long
Evans separadas de la madre entre los dias postnatales 2 a 14, por 180 min diarios, no

modificaron sus niveles basales de ACTH y CORT, sin embargo, al ser expuestas a un estrés

CORT = corticosterona || CM = criados con madre || ECV = estrés cronico variable || NPV = ndcleo paraventricular
HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || ir- = inmunoreactividad a || V = tratados con vehiculo || E = con estrés cronico
ANAVA = andlisis de la varianza || SM = separados de la madre || T = tratados con tianeptina

ACTH = hormona adrenocorticotrofa

76



DISCUSION CORTICOSTERONA

agudo de soplo de aire (air puff startle), la elevacion de estas hormonas fue mayor al aumento
ocurrido tanto en el grupo control como en las ratas separadas por 15 min diarios (handled)
(Ladd y col. 2005; Lippmann y col. 2007). De esta manera, aunque en condiciones basales no
haya un aumento de CORT, el eje HHA en los animales separados de la madre, parece estar

sensibilizado a estresores agudos enfrentados en la adultez.

Debido a la determinacion de los niveles de CORT realizada en dos laboratorios diferentes,
ya comentado anteriormente, sélo fue posible analizar los efectos de tianeptina en los grupos
separados de la madre. En este caso, el antidepresivo no tuvo efecto sobre los niveles de
CORT plasmatica (fig. 8 -B-). Sin embargo, es posible que la exposicién a un estrés agudo
produzca, en los animales tratados con el antidepresivo (los cuales mostraron incremento de la
ir-GR en hipocampo), una respuesta menos intensa o0 una terminacion mas rapida de la
respuesta. Futuros estudios podrian analizar esta posibilidad, exponiendo a los animales a un
estrés agudo antes de tomar las muestras de sangre, para asi evaluar la reactividad del eje
HHA al estrés agudo en los animales separados de la madre, tratados o no tratados con

tianeptina.

Por ultimo, al analizar los grupos SM, no se observé efecto del estrés en los valores de
esta hormona. En nuestro estudio, en los animales CM, el estrés produjo un notable aumento
de CORT plasmética (fig. 8 -A-), mientras que en los animales SM, el tratamiento de ECV no
aumento los niveles plasmaticos de esta hormona. Como puede observarse en la fig. 8 (B), en
los grupo separados y estresados, no hay diferencias en los valores de CORT en los tiempos 1
y 2, respecto al tiempo basal (antes de comenzar el ECV) o respecto de los grupos sin estrés,
en igual tiempo. Asi, aunque el andlisis estadistico no pudo realizarse sobre todo el disefio y
por lo tanto se debe ser precavido con las conclusiones, nuestros resultados sugeririan que los
animales enfrentados en la adultez, a condiciones estresantes tienen una menor reactividad del

eje HHA, si fueron separados de la madre como neonatos.

CORT = corticosterona || HHA = hipotalamo-hipdfiso-adrenal || ir- = inmunoreactividad a
GR = receptor de glucocorticoides || SM = separados de la madre || CM = criados con madre || ECV = estrés cronico variable
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5.2. CONDUCTA

5.2.1. indices de ansiedad

En nuestro trabajo, el estrés tuvo un efecto ansiogénico al disminuir los porcentajes de
PBA y de EBA (fig. 9 -A- y -B-) respecto de los grupos no estresados. En trabajos previos de
nuestro laboratorio, ya se habia observado o bien un aumento de la ansiedad en ratas
expuestas a ECV (Cotella 2009), o bien una tendencia, la cual no alcanzé significancia
estadistica, probablemente porque en este caso los datos obtenidos presentaban una
variabilidad elevada, por lo que podria ser posible que existieran diferencias entre grupos que
no fueron detectadas (Trujillo y col. 2009). Se ha observado que, basdndose en el %EBA y
%PBA evaluado en plus maze, las ratas macho Wistar pueden ser divididas en 2 subgrupos
segun sus niveles de ansiedad, altos o bajos, lo que explicaria la alta variabilidad encontrada
en estos indices (Ho y col. 2002). En cambio, el mayor nimero de animales considerados en
el presente trabajo permitié encontrar diferencias entre ambos grupos. Otros investigadores
también observaron un aumento de la ansiedad en ratas Wistar, como consecuencia del estrés
agudo (Han y col. 2014). Por ultimo, no hubo diferencias en las entradas totales (fig. 9 -C-),

indicando que el estrés cronico no altera la locomocion o actividad motora de los animales.

Por otro lado, los animales separados de la madre entraron menos en los brazos abiertos del
plus maze en comparacion al grupo criado con la madre (Fig. 9 -B-), indicando un mayor
indice de ansiedad. Similares resultados fueron obtenidos por Troakes y cols. en donde la
separacién materna disminuy6 el porcentaje de EBA (Troakes y Ingram 2009). Mientras que
Aisa y cols. también observaron un aumento de ansiedad en animales SM, encontrandose una
disminucion en el porcentaje de PBA de ratas separadas tempranamente de la madre (Aisa y
col. 2007). Un aumento de ansiedad similar, evaluado en plus maze, fue encontrado luego de
la exposicion de ratones a separacion materna por 6 h diarias durante las primeras 2 semanas
de vida seguida de la aplicacion de estrés cronico variable durante 4 semanas (Doron y col.
2014).

Ademas, las diferencias en la exploracion del laberinto, encontrada en el grupo de ratas
SM, no puede explicarse por alteraciones locomotrices ya que el nimero total de entradas,
usado como indice de locomocion, no fue afectado por este tratamiento (fig. 9 -C-). En
cambio, la mayor actividad neuronal en la MeA pueden contribuir a explicar el aumento de

ansiedad observado en el grupo SM respecto del CM. Con respecto a esto, mientras que la

PBA = permanencia en brazos abiertos || EBA = entradas en brazos abiertos || ECV = estrés crénico variable
SM = separados de la madre || MeA = nlcleo medial de la amigdala
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funcion de la amigdala ha sido asociada a la conducta de ansiedad (Binelli y col. 2014; Lehner
y col. 2009), el efecto ansiolitico de tianeptina ha sido relacionado con el bloqueo por parte de
esta droga de la hipertrofia dendritica inducida por el estrés cronico por inmovilizacion, en la
BLA (Pillai y col. 2012). De igual modo, Lehner y cols. encontraron que animales con alta
ansiedad presentaron, en la BLA, un aumento de la inmunomarcacion a Fos, a GR y también

de la co-localizacion Fos/GR, respecto de los individuos menos ansiosos (Lehner y col. 2009).

En cambio, el antidepresivo tianeptina tuvo un efecto ansiolitico, ya que produjo un
aumento del porcentaje de EBA respecto de los grupos tratados con vehiculo (fig. 9 -B-), y
también aumento el porcentaje de tiempo de PBA en los animales separados de la madre (fig.
9 -A-). Este efecto ansiolitico de este antidepresivo, es consistente con otros trabajos en donde
tianeptina mostré un efecto ansiolitico en animales expuestos a estrés prenatal (Szymanska y
col. 2009) y estrés cronico por inmovilizacién (Pillai y col. 2012). Ademaés, Venzala y cols.
observaron que ratones sometidos a un estrés cronico por social defeat presentaron mayor
ansiedad evaluada en plus maze, mientras que la administracion durante 30 dias de tianeptina
revirtio este efecto inducido por estrés (Venzala y col. 2012). Similarmente, un efecto
ansiolitico de tianeptina (administrada durante 31 dias) fue encontrado en ratas sometidas a
estrés psicosocial (Zoladz y col. 2013). Corroborando estos resultados, estudios clinicos han
mostrado que tianeptina es efectiva en la reduccion de la ansiedad en pacientes con depresion
(Lepine y col. 2001; Novotny y Faltus 2002).

5.2.2. Indices de anhedonia

En cuanto al test de anhedonia aplicado, en el indice de consumo especifico de sacarosa
(CS; ml de solucion de sacarosa consumida, dividido el peso del animal) no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos con ninguno de los tratamientos, ni tampoco efecto

significativo del factor Tiempo (fig. 10 -B-y -C-).

Al analizar el indice de preferencia por a sacarosa (PS; ml de solucion de sacarosa
consumida, dividido ml total de liquido consumido), se encontr6 una interaccion significativa
entre Tiempo*Estrés*Droga, en cambio la separacién materna no afecto a este indice (fig. 10
-A-). En los grupos con estrés y tratados con vehiculo se encontré un aumento de preferencia
en las sesiones 3 y 4 respecto de la medida basal (sesion 1, antes de comenzar el ECV) pero

en la dltima sesion esta preferencia cae, mostrando una preferencia menor que en la sesion 3

SM = separados de la madre || CM = criados con madre || BLA = amigdala basolateral || GR = receptor de glucocorticoides
ECV = estrés cronico variable
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(fig. 10 -A-). Se ha sugerido que el consumo de alimentos apetecibles en ratas tendria un
efecto protector ya que, en animales expuestos a estrés, el consumo de alimentos apetecibles
resulta en una inhibicion de la respuesta de estrés, con disminucién de los niveles de ACTH y
de CORT (Pecoraro y col. 2004). Resultados similares fueron observados por Willner y Col.
en donde, el ECV provocd un aumento inicial de consumo de sacarosa, seguido de una
disminucion hasta caer a valores menores que los del grupo control (Willner y col. 1991). Sin
embargo, en nuestro trabajo las diferencias se observaron respecto a los valores basales (en la
sesion 1) dentro del mismo grupo estresado, pero no respecto de los otros grupos. En cambio,
los animales estresados y tratados con tianeptina, en la Ultima sesion presentan los valores
mas altos de preferencia por la solucion dulce, siendo significativamente mayores que en las

tres primeras sesiones.

Contrario a nuestras expectativas, no se encontraron diferencias significativas entre
ninguno de los grupos, ni en cuanto a la PS ni en el CS (fig. 10). Sin embargo, la validacion
del test de preferencia y consumo por la sacarosa como medida de anhedonia es motivo de
controversia, obteniéndose resultados muy variados en los distintos laboratorios (J. M. Weiss
1997; Willner 1997). Esta falta de reproductibilidad puede deberse en primer lugar a
diferencias metodolégicas incluyendo, entre otras, el tipos de estresores usados, duracion de
protocolo de estrés, sexo de los animales, horario en que se realiza el test, especies y/o cepas

utilizadas y utilizacion de diferentes concentraciones de sacarosa.

Una diferencia destacable entre nuestro protocolo y la de muchos laboratorios que realizan
este test, es que en nuestro estudio, los animales fueron mantenidos en grupos, mientras que
comunmente se los mantiene aislados individualmente para mayor facilidad de aplicacion del
test. Dado que el aislamiento social es un potente estresor que ha demostrado alterar la
conducta de los animales en numerosas pruebas conductuales (Venzala y col. 2012), esto
podria ser un factor de confusion. De hecho se ha observado que animales mantenidos
individualmente, disminuyen su consumo de sacarosa cuando son posteriormente expuestos a
ECV (D'Aquila y col. 1994) o estrés crdnico por social defeat (Venzala y col. 2012), mientras
gue los mantenidos en grupos sociales no modifican la cantidad de sacarosa consumida como

respuesta al estrés en estos mismos trabajos.

Ademaés, el protocolo menos intenso usado en comparacion con otros en donde los

estresores son presentados 2 veces al dia durante 3 semanas (Baker y col. 2006; Grippo Yy col.

ACTH = hormona adrenocorticotrofa || CORT = corticosterona || ECV = estrés cronico variable
PS = preferencia por la sacarosa || ECV = estrés crénico variable
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2006) o incluso durante 8-12 semanas (Tye y col. 2013) podria ser una razon para la falta de
efecto de nuestro protocolo de ECV sobre las medidas de PS y CS. Sin embargo, dada la
controversia generada sobre la validez de este test, no es posible asegurar que un protocolo
mas severo de ECV pueda tener un impacto significativo sobre la PS y CS o si, en cambio, la
anhedonia fue inducida en nuestro modelo pero no detectada debido a que el test en si mismo
no es suficientemente sensible. Notablemente, en ratas macho Sprague Dawley, el ECV
aplicado durante 4 semanas no disminuyd la preferencia por la sacarosa, sin embargo produjo
un aumento de la inmovilidad en el forced swim test, una prueba altamente validada como
medida de desesperanza, demostrando asi que, el ECV puede inducir en los animales
conductas depresivas aunque no se observe disminucion en la PS (Chang y Grace 2014).

Por ultimo, no hubo efecto de la separacién materna (fig. 10). Resultados semejantes, en
donde no se alterd la preferencia por una solucion de sacarosa al 1%, fueron obtenidos en
ratas Wistar, tanto machos como hembras, cuya madre fue retirada 3 h diarias durante las 2
primeras semanas de vida, permaneciendo toda la camada junta en la caja de crianza (R. A.
Hill y col. 2014). En cambio, en un protocolo en donde las crias fueron colocadas todas juntas
en un ambiente nobel, pero similar en todo lo demas, se encontré una disminucién del
consumo de sacarosa (Aisa y col. 2007). Estos resultados opuestos reafirman, como ya fue
discutido anteriormente, la falta de reproductibilidad de este test de anhedonia, obteniéndose
datos muy variados de acuerdo a diferencias metodoldgicas en la realizacion del test en si

mismo o en el tratamiento aplicado a los animales.

ECV = estrés cronico variable || PS = preferencia por la sacarosa || CS = consumo especifico de sacarosa
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5.3. NUCLEO PARAVENTRICULAR

El tratramiento de separacion materna, al igual que el de ECV, aumento la ir-Fos en el
NPV del hipotadlamo (fig. 14) indicando una mayor actividad del eje HHA. Cabe destacar que
estos dos tratamientos afectan independientemente la actividad neuronal de este nucleo, ya
que no se observo interaccion entre ellos. La mayor actividad neuronal del NPV también fue
observada por otros investigadores, luego de la aplicacion de un estrés agudo de
inmovilizacion (Ma y Morilak 2004). Ademas, la separacion individual de crias BHR
(Borderline Hypertensive rats) durante 3 h diarias las dos primeras semanas de vida, produjo
un aumento de la ir-Fos en NPV, CeA y BNST (Sanders y Anticevic 2007).

La mayor actividad del NPV podria significar una elevacion en la secrecion de CRH y
AVP en condiciones basales. Confirmando esto, Aisa y cols. demostraron que la separacion
materna produce un aumento de CRH en el NPV, evaluado por hibridacion in situ (Aisa y col.
2007). Mientras que, Ladd y cols., observaron un aumento del ARNm de CRH en el NPV
tanto en animales adultos sometidos a estrés crénico por 14 dias, como en los separados de la
madre (180 min diarios durante las 2 primeras semanas de vida). Ademas, en el grupo
separado de la madre, la exposicion a un estrés agudo de air puff startle provoco un aumento
de los niveles plasmaticos de CORT y ACTH, sin embargo este aumento no se produjo en las

ratas separadas y sometidas posteriormente a ECV (Ladd y col. 2005).

Seria esperable que la mayor actividad neuronal del NPV se traduzca en un aumento de la
CORT plasmatica, sin embargo esto no ocurrié en los animales separados (fig. 8 -B-). Es
posible que estas ratas tengan una menor sensibilidad hipofisaria al CRH o menor sensibilidad
adrenal al ACTH. Dado que en el presente trabajo no medimos ACTH, no podemaos distinguir
entre estas dos posibilidades. Anteriormente, Renard y cols. encontraron que en ratas macho
sometidas a ECV, aquellas que fueron previamente expuestas a separacion materna tuvieron
menores niveles de CORT plasmatica, sin embargo la ACTH fue similar en ambos grupos,
por lo que una menor sensibilidad adrenal a la ACTH seria factible. En cambio en ratas
hembras separadas de la madre, se encontr6 menor cantidad de ACTH en las que fueron
expuestas a estrés, mientras que la CORT no tuvo variaciones significativas, indicando una

mayor sensibilidad adrenal en las hembras sujetas a ambos tratamientos (Renard y col. 2007).

ECV = estrés cronico variable || NPV = nicleo paraventricular || HHA = hipotalamo-hipdéfiso-adrenal

ir- = inmunoreactividad a || CeA = ndcleo central de la amigdala || BNST = nicleo bed de la estria terminal

CRH = hormona liberadora de corticotrofina || AVP = arginina vasopresina || ARNm = acido desoxirribonucleico mensajero
CORT = corticosterona || ACTH = hormona adrenocorticotrofa
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Otra explicacion posible para los resultados actuales, es que la mayor actividad neuronal
del NPV no este restringido solo a las células secretoras de CRH, y por lo tanto no implique
una mayor secrecion de esta hormona. En relacion a esto, en nuestro laboratorio se ha
evaluado la actividad neuronal de la porcion parvocelular medial del NPV hipotalamico
(PaMP), cuyas neuronas liberan en respuesta al estrés, CRH y AVP en la eminencia media.
Los resultados obtenidos en ese trabajo previo, indicaron que la actividad neuronal del PaMP
no es alterada ni por estrés, ni por separacion, ni por la combinacion de ambos tratamientos
(Renard y col. 2010). Teniendo en cuenta estos resultados podemos hipotetizar que la mayor
actividad en el NPV de los grupos SM, obtenida en nuestro estudio, podria deberse a un
aumento de actividad de neuronas no secretoras de CRH, o bien a que estén activadas las
células neurosecretoras pero no liberen en su terminal axénica las hormonas en cuestion, CRH
y AVP. Sin embargo, futuros estudios seran necesarios para determinar la razén de la
sobreexpresion Fos en el NPV, sin aumento concomitante de CORT plasmatica en los grupos
separados de la madre.

En nuestro trabajo no se encontraron, en el NPV, efectos significativos del estrés sobre el
nimero de neuronas inmunoreactivas a GR 0 MR (figs. 11 y 12). No es posible descartar por
medio de este analisis la posibilidad de que a pesar de no haber cambios en el nimero de
neuronas que expresan estos receptores, pudiera estar alterada la cantidad total de receptores.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman resultados previos de nuestro
laboratorio, en donde el ECV no alter6 el nimero de neuronas ir-GR en la porcién
parvocelular medial del ndcleo paraventricular hipotaldmico en ratas criadas con la madre,
tanto machos como hembras (Renard y col. 2010). Contrariamente, en otro trabajo se
encontré que en ratas Sprague Dawley, machos y hembras, el nimero de neuronas que co-
expresaron Fos-GR aument6 por efecto de un estrés agudo (30 min de inmovilizacion por
estaqueamiento) pero no hubo diferencias respecto del control cuando ese estrés se aplic en
forma croénica por 14 dias consecutivos (Zavala y col. 2011). Por lo tanto, es posible que los
GR de este nucleo no sean afectados por el estrés cronico pero si por el agudo. En este ultimo
caso, el aumento de estos receptores en el NPV favoreceria la regulacion del eje HHA por

retroalimentacion negativa.

NPV = nicleo paraventricular || CRH = hormona liberadora de corticotrofina || AVP = arginina vasopresina
SM = separados de la madre || CORT = corticosterona || GR = receptor de glucocorticoides

MR = receptor de mineralocorticodes || ECV = estrés crdnico variable || ir- = inmunoreactividad a

HHA = hipotalamo-hip6fiso-adrenal
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La separacion materna aumentdé el balance de receptores MR/GR en el nucleo
paraventricular (fig. 13). Esto sugeriria una predisposicion a la depresion teniendo en cuenta
que, en el NPV obtenido por autopsias en pacientes depresivos, se encontraron mayores
niveles de ARNm de MR, mientras que el GR no fue alterado, indicando que este desorden

estaria relacionado con un desbalance MR/GR en el NPV hipotalamico (Wang y col. 2008).

Por otro lado, en las ratas criadas con la madre, el tratamiento con el antidepresivo
tianeptina disminuy6 las neuronas ir-MR en el NPV, respecto de los animales con vehiculo
(fig. 12), mientras que en los separados de la madre, no hay diferencias entre los tratados con
droga o vehiculo; por lo que, esta droga actuaria diferencialmente dependiendo de las
experiencias tempranas del individuo. Adicionalmente, entre los grupos tratados con
tianeptina, las ratas separadas de la madre mostraron mayores niveles de ir-MR que las

criadas con la madre.

MR = receptor de mineralocorticodes || GR = receptor de glucocorticoides || NPV = ndcleo paraventricular
ARNmM = 4cido desoxirribonucleico mensajero || ir- = inmunoreactividad a
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5.4. HIPOCAMPO

Al analizar la inmunoreactividad a GR, se encontro, en todas las capas del hipocampo
dorsal, una interaccién entre los tratamientos de separacion materna y estrés (fig. 15). Dicha
interaccion también se encontro para la ir-MR en CA2 (fig. 17 -B-). Asi, en los animales
criados con la madre, el estrés produjo un aumento de células inmunoreactivas a GR (en todas
las capas) y a MR (en CA2), mientras que, en los separados de la madre, no se modificaron
significativamente los niveles de estos receptores luego de la exposicion a estrés cronico.
Ademas, en los animales CM con vehiculo, el estrés aumento los niveles de ir-MR en el giro
dentado (fig. 17 -D-). Similarmente, Mizoguchi y col. encontraron en ratas Wistar, que el
estrés por inmersion (2 h por dia, a 21°C) durante 4 semanas, aumentd en hipocampo, los
niveles de GR nuclear y de ARNm de GR, mientras que disminuyd los niveles de GR
citosélico (Mizoguchi y col. 2003), indicando una mayor translocacion del receptor hacia el
nacleo. En tanto que, en ratas macho Sprague-Dawley también se observé un aumento de MR
y de GR nucleares luego de 60 min de exposicion a un estrés agudo (Caudal 2014). En
cambio, en otros estudios, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
expresion de GR en hipocampo tanto en ratas Wistar sometidas a estrés por aislamiento social
(durante 6 semanas) (Elakovic y col. 2011) como en ratas Sprague-Dawley sometidas a ECV
por 28 dias (LApez 1998). En estos trabajos si se observd una disminucion, inducida por
estrés, de la union de dexametasona a MR y de los niveles de ARNm de MR, disminuyendo,
por lo tanto, el balance MR/GR (Elakovic y col. 2011; Lopez y col. 1998). Cabe destacar que

en estos estudios no se distinguid entre fracciones nucleares y citoplasméticas.

Por otro lado, en ratas Wistar macho, un estrés agudo produjo una notable disminucion de
ir-MR e ir-GR, como también de la expresion de MR y GR medida por western blotting. La
disminucion de MR fue mas marcada por lo que también disminuyé el balance MR/GR (Zhe
y col. 2008). Las diferencias con nuestros resultados, podrian deberse principalmente a la
utilizacion de un modelo de estrés diferente. En cambio, en el hipocampo de primates
expuestos a estrés social (6 sesiones de aislamiento de 3 semanas de duracion cada una), no
se produjeron cambios en los niveles de expresion de MR, mientras que hubo una

disminucion de la expresion de GR aunque sélo en CA1 (Patel y col. 2008).

Teniendo en cuenta los diferentes resultados expuestos anteriormente, en relacion al efecto

del estrés sobre los GR y MR, es posible pensar que el tipo de estrés y de animal utilizado

GR = receptor de glucocorticoides || ir- = inmunoreactividad a || MR = receptor de mineralocorticodes
CM = criados con madre || ARNm = &cido desoxirribonucleico mensajero || ECV = estrés crdnico variable
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influyen sobre la expresion de esos receptores. Ademas, también es importante la experiencia

previa del individuo, como lo demuestran nuestros resultados.

Es interesante que otros autores reportan una expresion de GR minima en la capa CA3
hipocampal (de Kloet y col. 2005; Ferrini y col. 1999; Han y col. 2005; Mizoguchi y col.
2003), mientras que, tanto en el presente trabajo (fig. 15 -C-) como en otros previos de
nuestro laboratorio (Cotella y col. 2014; Renard y col. 2010; Vivinetto y col. 2013), se han
encontrado neuronas inmunoreactivas a GR en esta region, aunque en menor densidad que en
las otras capas del hipocampo, e incluso, su expresion fue sensible a los efectos de los factores
en estudio. Otros investigadores también encontraron, en CA3, inmunoreactividad a GR
(Lehner y col. 2009) o ARNm de GR (Lopez y col. 1998). Mientras que, Sarabdjitsingh y cols
obtuvieron que el 44 + 4 % de las células de esta region expresan GR, aunque ellos
consideran ese porcentaje como ‘“muy bajos niveles de GR detectados en CA3”
(Sarabdjitsingh y col. 2009). Es destacable que en nuestro trabajo la densidad de neuronas ir-
GR en CA3 fue considerablemente menor que en las otras capas. Para ilustrar esto, en el
grupo control, se obtuvieron en CA3 11,21 + 0,64 células ir-GR por cada 0,1 mm? de tejido,
mientras que en las otras capas los valores fueron: 22,82 + 0,9 células en CAL; 17,40 + 1,04
en CA2;y 23,18 £ 0,93 en GD.

El aumento de las neuronas GR- y MR- positivas en el hipocampo, producido como
consecuencia de eventos estresantes, podrian indicar un mecanismo adaptativo de estos
animales dado que, el incremento de estos receptores permitiria una disminucion de la
respuesta neuroendocrina al estrés. Sin embargo, esto no se corrobora con los niveles
plasméaticos de CORT obtenidos, en donde los animales estresados presentaron mayores
niveles de esta hormona (fig. 8 -A-). Es posible que el incremento, inducido por estrés, de ir-
GR e ir-MR encontradas en este trabajo pueda deberse a una mayor translocacion del receptor
hacia el nucleo, luego de la union con la corticosterona, la cual se encuentra aumentada.
Ademas, las ratas sometidas a ECV mostraron menor actividad neuronal en CAl y CA2 (fig.
20 -A-y -B-), respecto de las no estresadas, lo que contribuiria a una activacién del eje HHA.

Sin embargo, en CA3 el estrés aumenta la ir-Fos pero sélo en los animales CM (fig. 20 -C-).

De manera interesante, van Haarst y col. han sugerido que los GR hipocampales tendrian
una accion desinhibitoria del eje HHA. Esto se basa en el hallazgo de que la inyeccion del
antagonista de GR, RU38486 en el ventriculo lateral de ratas Wistar macho aumento los

GR = receptor de glucocorticoides || ARNm = 4cido desoxirribonucleico mensajero || ir- = inmunoreactividad a
GD = giro dentado || MR = receptor de mineralocorticodes || CORT = corticosterona || ECV = estrés crdnico variable
HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal || CM = criados con madre
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niveles de ACTH y CORT plasmatica, mientras que la inyeccién del mismo antagonista en el
hipocampo si bien no modifico los niveles de CORT, disminuyo los niveles de ACTH
sugiriendo la posibilidad de que los GR extrahipocampales sean los que ejerzan la regulacion
del eje HHA por retroalimentacidon negativa, mientras que los receptores GR hipocampales
podrian tener una accion desinhibitoria. En este mismo trabajo se observo que la inyeccion del
antagonista de MR RU28318 aumentd los niveles de ACTH y corticosterona tanto cuando fue
inyectado intraventricular como intrahipocampalmente, indicando que los receptores MR
hipocampales si participarian en la inhibicion del eje HHA junto con los GR

extrahipocampales (van Haarst y col. 1997).

Por otro lado, la separacion materna incremento, en los animales no estresados, la densidad
de neuronas inmunoreactivas a GR en las areas CA2 y CA3 del hipocampo dorsal (fig. 15 -B-
y -C-). Por lo tanto, la separacién materna, favoreceria la retroalimentacion negativa del eje
HHA, cuando el nivel de estrés durante la vida adulta es bajo. Mientras que, por el contrario,
en los animales estresados, la separacion disminuyo, en CA2, la ir-GR y la ir-MR (figs. 15 -B-
y 17 -B-) y también disminuyo las células MR-positivas en el GD, en los animales estresados
y tratados con vehiculo (fig. 17 -D-). En este caso, en los animales separados y estresados en
la adultez, se dificultaria la modulacion del eje HHA, al tener menos receptores GR y MR
hipocampales. Esto coincide parcialmente con resultados previos de nuestro laboratorio, en
donde la separacion materna, disminuyo las neuronas MR-positivas en CA2, en animales
sometidos a ECV; pero no tuvo efecto sobre la ir-MR de los animales no estresados (Cotella 'y
col. 2014). Sin embargo, en ese trabajo y en otros previos (Ladd y col. 2005; Renard y col.
2010), la separacion no tuvo efecto sobre la ir-GR hipocampal. Las diferencias podrian
deberse a la utilizacion de tianeptina en nuestro trabajo, la cual demostré afectar la ir-GR en el

hipocampo.

Ademas, la separacion materna temprana produjo un aumento general de la ir-Fos en CA1,
y también un aumento de la misma en CA3 pero sélo en los animales no estresados (figs. 20 -
A-y -C-). La mayor actividad neuronal hallada en el hipocampo de las ratas separadas de la
madre tendria una influencia inhibitoria sobre el eje HHA. Posiblemente este sea un efecto
compensatorio, oponiéndose a la mayor actividad del NPV presente en estos animales (fig.
14). Viltart y Cols. observaron que en ratas machos Sprague-Dawley el estrés prenatal

provoco un aumento de la ir-Fos en el hipocampo pero también en el locus coeruleus, ndcleo

ACTH = hormona adrenocorticotrofa || CORT = corticosterona || GR = receptor de glucocorticoides
HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || MR = receptor de mineralocorticodes || ir- = inmunoreactividad a
GD = giro dentado || ECV = estrés cronico variable || NPV = nucleo paraventricular
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noradrenérgico excitador del eje HHA (Viltart y col. 2006). De acuerdo a esto, es posible que
en los animales SM, el aumento de actividad de otras estructuras excitadoras del eje HHA,
como por ejemplo el locus coeruleus, podrian, conjuntamente con la activacion de la amigdala
(observada en nuestro trabajo en los animales SM; fig. 25 -A-), contribuir a producir la sobre-

activacion encontrada en el NPV de estos animales.

Analizando los efectos del antidepresivo utilizado, se observa que tianeptina aumento en
general, las células ir-GR en las regiones CAl, CA2 y GD del hipocampo dorsal (fig. 15 -A-,
-B- y -D-, mientras que en CA3 también aumentd dicha inmunoreactividad pero sélo en los
animales separados de la madre (fig. 15 -C-). Ademas, esta droga también afectd los
receptores MR. A este respecto se encontrd que los animales tratados con el antidepresivo
tienen, en general, mayor inmunoreactividad en CA3, que los tratados con vehiculo (fig. 17 -
C-); mientras que en el GD (fig. 17 -D-) la droga aumenta las neuronas ir-MR en los grupos
CM sin estrés y SM con estrés. Al ejercer el hipocampo una retroalimentacion negativa del
eje HHA, el aumento de células GR- y MR-positivas contribuiria a disminuir la respuesta de
estrés, al facilitar la retroalimentacion negativa que ejercen los glucocorticoides sobre
hipocampo; por lo tanto el efecto de tianeptina tenderia a una disminucion de la actividad de
este eje HHA. Por el contrario, en ratas Sprague Dawley adultas, el estrés prenatal aumento
los niveles de GR hipocampal, lo cual se relaciond con altos niveles de ansiedad en estos
individuos. Este aumento de GR hipocampal fue normalizado por el tratamiento durante 3
semanas con tianeptina (Szymanska y col. 2009). Por lo tanto el efecto de este antidepresivo
no parece ser un aumento o disminucion de GR hipocampal per se, sino que su efecto
depende del contexto en que se aplique el tratamiento. Esto también es avalado por el hecho
que, en nuestro trabajo, tianeptina aument6 la ir-MR en el GD del hipocampo en algunos
grupos (en CM sin estrés y en SM con estrés), pero no tuvo efecto en los otros grupos (en CM
con estrés y en SM sin estrés). Por lo que, en este caso, la droga actuaria diferencialmente

dependiendo de las experiencias del individuo.

La regulacion de los niveles de GR en el hipocampo por los antidepresivos parece ser un
proceso complejo, encontrandose efectos opuestos luego del tratamiento con diferentes
antidepresivos. Esto puede ilustrarse con un estudio en donde se evalu6 la accion de diferentes
antidepresivos sobre la expresion de ARNm de GR, medida por hibridacién in situ. En el
mismo se encontro que buspirona (agonista parcial 5-HT) y fluoxetina (inhibidor selectivo

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || SM = separados de la madre || NPV = nicleo paraventricular
ir- = inmunoreactividad a || GR = receptor de glucocorticoides || GD = giro dentado || MR = receptor de mineralocorticodes
CM = criados con madre || ARNm = &cido desoxirribonucleico mensajero || 5-HT 4 = receptor 1A de serotonina
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de la recaptura de 5-HT) disminuyeron la expresién de GR, mientras que 8-OH-DPAT
(agonista completo 5-HT;a) y moclobemida (inhibidor reversible de la MAO-A) lo
aumentaron (Bjartmar y col. 2000). Es destacable que buspirona y 8-OH-DPAT, los cuales
comparten el mecanismo de accién primario (ya que ambos son agonistas parcial o completo,
respectivamente, del receptor de serotonina 5-HTia), tengan efectos opuestos sobre la
expresion de GR en el hipocampo, sugiriendo que dicho efecto no se relaciona directamente

con el mecanismo de accion primario (agudo) de estas drogas.

Muchos antidepresivos han demostrado regular los receptores de gluco- vy
mineralocorticoides en distintas regiones cerebrales. Asi, en el hipocampo, el tratamiento con
los antidepresivos triciclicos imipramina y amitriptilina, como también la terapia de
electroshock, aumentaron ambos receptores, GR y MR; adicionalmente los niveles de GR
hipocampales fueron aumentados por otro triciclico, desipramina y también por fluoxetina (un
inhibidor selectivo de la recaptura de 5-HT), ketamisina (antagonista competitivo del receptor
5-HT,) y litio (Brady y col. 1991; Lai y col. 2003; Peiffer y col. 1991; Przegalinski y
Budziszewska 1993; Przegalinski y col. 1993; Yau y col. 1995). Ademas, tanto en el
hipotdlamo como en la amigdala, los tratamientos con imipramina y con litio aumentaron los
niveles de GR, mientras que desipramina aumento estos receptores en el hipotalamo (Peiffer y
col. 1991). Teniendo en cuenta estos datos, es posible que la activacion de la
retroalimentacion negativa del eje HHA, a través del aumento de los GR y MR hipocampales

e hipotaldmicos sea un mecanismo comun a muchas clases de antidepresivos.

Ademas, otros mecanismos de accion podrian ser responsables de los efectos de tianeptina.
Por ejemplo, en cultivos de células no neuronales, como fibroblastos, el tratamiento durante 5
dias con tianeptina, inhibi6 el efecto sobre la transcripcién genética mediada por GR, de altas
concentraciones de CORT (Budziszewska y col. 2000). Por otro lado, tianeptina, al igual que
otros antidepresivos, revirtio la disminucion de BDNF en amigdala e hipocampo, inducida
tanto por estrés de inestabilidad social (Nowacka y col. 2014) como por separacion materna
(Della y col. 2013), aumentando en consecuencia los niveles de ese factor. EI| BDNF es
importante para la formacion de sinapsis, la plasticidad neuronal y la regulacion de la
transmision glutamatérgica. Por lo tanto, el aumento de este factor, producido por tianeptina,

puede ser responsable, en parte, de sus efectos positivos sobre la plasticidad sinaptica

5-HT = serotonina || GR = receptor de glucocorticoides || 8-OH-DPAT = 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralin
5-HT A = receptor 1A de serotonina || MAO-A = monoamino oxidasa A || MR = receptor de mineralocorticodes
5-HT, = receptor 2 de serotonina || HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || CORT = corticosterona

BDNF = factor neurotréfico derivado del cerebro
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(Vouimba y col. 2006), la sobrevida celular (Lucassen y col. 2004) y la neurogénesis, como
también del bloqueo de la atrofia dendritica en el hipocampo observadas luego del tratamiento
con tianeptina (Czéh y col. 2001; Fuchs y col. 2002; W. Liu y col. 2011; Magarifios y col.
1999). Ademas, tianeptina ha demostrado propiedades inmunomoduladoras al bloquear la

activacion del eje HHA inducida por lipopolisacaridos (Castanon y col. 2003).

En nuestro modelo, el aumento, producido por tianeptina, de neuronas MR-positivas en
CA3 y en el GD (en los animales CM sin estrés y SM con estrés), podria asociarse con la
efectividad de esta droga, observada por otros investigadores, en la reduccion de la apoptosis,
inducida por estrés (Lucassen y col. 2004). Se ha propuesto que la accion beneficiosa de bajas
dosis de GC sobre la sobrevida celular, seria mediada, en parte por los MR, mientras que las
altas concentraciones requeridas para la activacion de los GR, ejercerian efectos deletéreos
(Le Menuet y Lombes 2014). Ademaés, los MR también favorecerian los procesos de
neurogénesis y diferenciacion celular. Sin embargo, debido a que la mayoria de las células
progenitoras de las neuronas no expresan GR ni MR, probablemente los GC influencien

indirectamente la habilidad de estas células de proliferar (Cameron y col. 1993).

En sintesis, en el hipocampo, tanto en lo que respecta a GR, MR o Fos, (figs. 15, 17 y 20),
se encontrd una interaccién entre los factores Separacién*Estrés en, al menos, alguna de sus
areas, observandose que, cuando existe esta interaccion, el estrés aumenta las células GR- y
MR-positivas y la actividad neuronal sélo en los animales CM, pero no en los SM. Es decir,
que la separacion materna provoca en estos individuos, cambios duraderos en la reactividad al
estrés en el hipocampo. Asi, nuestros resultados confirman que eventos estresantes en la vida
temprana producen cambios en los neurocircuitos que controlan la respuesta de estres,
especialmente en hipocampo y amigdala. Estos cambios son persistentes en el adulto,
encontrandose en éste, alterada la sensibilidad del eje HHA al estrés (Daskalakis y col. 2013;
Weaver y col. 2004). En los animales criados con la madre, el aumento de GR y MR
hipocampales producido como consecuencia de eventos estresantes podria ayudar a disminuir
la respuesta de estrés iniciada, dado que ésta es una estructura inhibitoria, que facilita la
retroalimentacion negativa del eje HHA (de Kloet 2013). En cambio, entre los animales a los
que se les aplicé el protocolo de ECV, los separados de la madre mostraron, en CA2, menores

niveles de ir-GR e ir-MR respecto de los criados con la madre, sugiriendo que la separacion

HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || MR = receptor de mineralocorticodes || GD = giro dentado || CM = criados con madre
SM = separados de la madre || GC = glucocorticoides || GR = receptor de glucocorticoides || ECV = estrés crdnico variable
ir- = inmunoreactividad a
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materna podria dificultar la retroalimentacion negativa del eje HHA ante un ambiente
estresante en la vida adulta.

HHA = hipotalamo-hip6fiso-adrenal
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5.5. AMIGDALA

En la amigdala medial se encontré que los niveles de ir-GR dependen de la interaccion
entre separacion materna, estrés cronico en el adulto y tratamiento con el antidepresivo. En la
figura 22 (A) se observa que, en los animales tratados con vehiculo, la aplicacion del
protocolo de estrés produce un aumento de las células ir-GR en los animales CM, pero una
disminucion de la misma en los SM. Teniendo en cuenta que la amigdala ejerce una
regulacion excitatoria sobre el eje HHA, nuestros resultados indicarian una sobreactividad de
dicho eje cuando los animales criados con la madre son sometidos a estrés en la edad adulta.
En cambio, Han y col. no observaron cambios ni en GR ni en MR, 7 y 14 dias después de
someter a ratas Wistar a estrés agudo, pero si hubo una disminucion de ambos receptores, un
dia después del estrés (Han y col. 2014). Sin embargo, en dicho trabajo no se distinguieron las
subdivisiones dentro de la amigdala, siendo que, como es sabido, la amigdala no es una
estructura homogénea e incluso pertenece a diferentes sistemas funcionales (Swanson y
Petrovich 1998). En tanto que, en nuestro modelo, la disminucién producida por el ECV,
observada en los animales SM con vehiculo, podria atenuar la activacion de la MeA por la
CORT.

Sin embargo, a pesar del aumento de neuronas GR-positivas, la actividad neuronal de la
amigdala medial no se vio incrementada debido al estrés (fig. 25 -A-). En cambio, en otros
trabajos el estrés agudo por inmobilizacion en ratas Sprague-Dawley y Wistar-Kyoto (Ma y
Morilak 2004) y el estrés social en ratas Long-Evans (Nikulina y col. 2004) aumentaron la
expresion Fos en el nacleo medial de la amigdala. Es probable que las diferencias se deban a

la utilizacion de otros tipos de estrés.

Por otro lado, tampoco encontramos cambios en el balance MR/GR en este ndcleo
amigdalino (fig. 24 -A-). Se ha propuesto que, mientras el balance MR/GR controla algunos
aspectos de la respuesta de estrés, otros son regulados por la cantidad absoluta de GR o0 MR
(Harris y col. 2013). En nuestro modelo, el balance de estos receptores no fue alterado por el
ECV en ninguno de las 3 estructuras analizadas (NPV, hipocampo y amigdala) (figs. 13, 19y
24), sin embargo en hipocampo y MeA si hubo cambios en la cantidad de células

inmunoreactivas a esos receptores (figs. 15, 17 y 22 -A-).

ir- = inmunoreactividad a || GR = receptor de glucocorticoides || CM = criados con madre || SM = separados de la madre
HHA = hipotalamo-hipofiso-adrenal || MR = receptor de mineralocorticodes || ECV = estrés crénico variable
MeA = nlcleo medial de la amigdala || CORT = corticosterona || NPV = ndcleo paraventricular
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En el CeA, el estrés no produjo cambios en los niveles de ir-GR, ir-MR ni ir-Fos (figs. 22 -
B-, 23 -B- y 25 -B-). Se ha sugerido que en la respuesta del eje HHA al estrés emocional
(aquél que no supone un desafio inmediato para la sobrevivencia del organismo) tiene una
participacion primordial el MeA, mientras que el CeA seria menos afectado por este tipo de
estrés (Dayas y col. 1999). En cambio, el CeA seria mas importante ante un estrés que
produzca alteraciones fisioldgicas, como, por ejemplo cambios cardiovasculares (Li y
Dampney 1994) o procesos inmunoldgicos (Ericsson y col. 1994). Probablemente esta sea la
razon por la cual este ndcleo no haya tenido una participacion directa en el protocolo de estrés

utilizado en nuestro proyecto, el cual esta conformado por estresores moderados.

Ademaés, como puede verse en la figura 22 (A), en las ratas no estresadas y tratadas con
vehiculo el tratamiento de separacién materna generé un aumento de las células ir-GR en la
amigdala medial, respecto del grupo control. Teniendo en cuenta que la accion de los
glucocorticoides sobre la amigdala ejerce una retroalimentacion positiva del eje HHA, con
una consecuente activacion del mismo (de Kloet 2013), nuestros resultados indicarian que, los
animales separados de la madre en edad temprana, muestran una sobre-activacion del eje

HHA en condiciones basales.

En cambio, en los animales estresados y tratados con vehiculo, la separacién materna
disminuyé las células GR-positivas (fig. 22 -A-). Es decir que, en los grupos tratados con
vehiculo, tanto el estrés (en CM) como la separacidn (en no estresados), aumentaron la ir-GR,
facilitando la retroalimentacion positiva ejercida por los GC al actuar sobre esta estructura (de
Kloet 2013). Pero con la combinacion de ambos tratamientos los niveles de GR disminuyeron,
emulando a los controles. Esto demuestra que el fenotipo final del individuo depende de la

interaccion de las experiencias de la vida temprana y del ambiente de la vida adulta.

Por otro lado, la separacion materna temprana produjo un aumento de la ir-Fos en la MeA
(fig. 25 -A-). La mayor actividad neuronal en la amigdala de las ratas separadas de la madre
indica una mayor actividad en el adulto del eje HHA tanto en condiciones basales como en un
ambiente estresante y puede explicar en parte la mayor actividad neuronal del NPV
encontrada en estos animales. En cambio en el CeA la separacién materna no tuvo efecto
sobre la ir-Fos (fig. 25 -B-). Esto se condice con otro estudio en donde la separacion por 3 h
durante 10 dias consecutivos, no produjo aumento de la actividad en el CeA de ratas Sprague
Dawley (Felice y col. 2014).

CeA = nucleo central de la amigdala || ir- = inmunoreactividad a || GR = receptor de glucocorticoides
MR = receptor de mineralocorticodes || HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal || MeA = nlcleo medial de la amigdala
CM = criados con madre || GC = glucocorticoides || NPV = nlcleo paraventricular
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Ademas, en la CeA no se encontraron efectos de la separacion materna sobre la densidad
de células inmunoreactivas a GR ni a MR (figs. 22 -B- y 23 -B-). Asi, este nucleo no fue
alterado por ninguno de los tratamientos evaluados (separacion materna, ECV ni
antidepresivo). Adicionalmente, un tratamiento cronico de separacion breve (15 min por dia)
tampoco alter6 en CeA ni en la amigdala basolateral, la ir-GR ni a la subunidad NR1 del
receptor NMDA. Sin embargo este tratamiento aumento la ir-GR en las subregiones IL y PrL
de la CPFm y disminuy0 la ir-NR1 en la corteza IL. Ademas estos cambios se correlacionaron
con déficits en la extincion del miedo condicionado en ratas Long Evans (Wilber y col. 2009).
De acuerdo a estos datos previos y a nuestros propios resultados, el CeA no parece ser
afectado por la separacién materna ni por la separacion breve, al menos en las variables

analizadas en cada caso.

En los animales separados de la madre, no estresados el tratamiento con el antidepresivo
tianeptina, disminuye la densidad de neuronas ir-GR en la amigdala medial, respecto de los
tratados con vehiculo (fig. 22 -A-). De esta manera, tianeptina tiende a disminuir la activacion
ejercida por la CORT sobre la amigdala, la cual a su vez es activadora del eje HHA. Aunque,
los niveles de CORT plasmatica no se diferencian en ambos grupos (fig. 8 -B-), es posible que
la exposicion a un estrés agudo produzca, en los animales tratados con el antidepresivo, una
respuesta menos intensa 0 una terminacion mas rapida de la respuesta. Futuros estudios
podrian analizar esta posibilidad, exponiendo a los animales a un estrés agudo. Por el
contrario, en este ndcleo, tianeptina provocd, tanto en el grupo SM con estrés como en el CM
sin estrés, un aumento de las neuronas ir-GR. Estos efectos opuestos de tianeptina demuestran
que la accion de este antidepresivo en la regulacion de los GR en la amigdala, es dependiente

del estado del animal.

CeA = nucleo central de la amigdala || GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes

ECV = estrés cronico variable || ir- = inmunoreactividad a || NR1 = subunidad NR1 del receptor NMDA

NMDA = N-metil-D-aspartato || IL = infralimbica || PrL = prelimbica || CPFm = corteza prefrontal medial

CORT = corticosterona || HHA = hipotalamo-hip6fiso-adrenal || SM = separados de la madre || CM = criados con madre
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5.6. CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL

En las cortezas cingulada y prelimbica (fig. 26 -A- y -B-), el estrés cronico disminuyo la
densidad de neuronas ir-Fos, respecto de los grupos no estresados. La corteza prefrontal
participa en el control de la magnitud y duracion apropiada de las respuestas emocionales.
Ademés, se ha sugerido que podria desempefiar alguna funcion en la formacion de
asociaciones entre estimulos (Rosenkranz y col. 2003). Entonces, una menor actividad de la
CPFm, como la observada en este trabajo en los animales estresados, podria estar relacionada
con anormalidades en la regulacion de la conducta emotiva. Se ha demostrado que la
activacion de la CPFm suprime la plasticidad neuronal y la respuesta a un estimulo
condicionado en la amigdala lateral. Por lo tanto, la hipo-actividad de la CPFm podria resultar
no solo en una inadecuada atenuacion de la respuesta a estimulos afectivos, sino también en la
formacion de asociaciones anormales entre estimulos, debido a la falta de regulacion de la
plasticidad amigdalina (Rosenkranz y col. 2003). En otro estudio realizado con ratones, la
estimulacion optogenética de la CPFm y subsecuente aumento de c-Fos, ocasiond la reversion
de conductas depresivas, inducidas por estrés social, evaluadas en los test de interaccion
social y preferencia por la sacarosa. En cambio la estimulacion optogenética de la CPFm no
alter6 la locomocién, ansiedad ni memoria social (Covington y col. 2010). Estos datos
reafirman la importancia de la CPFm en la regulacion de las conductas emocionales y en los

trastornos relacionados con la desregulacion de esas conductas, tales como la depresion.

Contrario a esta disminucion inducida por ECV, Lkhagvasuren y cols. (Lkhagvasuren y
col. 2014) encontraron que el estrés agudo por derrota social (social defeat stress) aumenta la
expresion Fos en varias areas del sistema de recompensa mesolimbicas, incluidas el NAc, la
CPFm y ATV. En este caso, al utilizarse un estrés agudo, el aumento de actividad de estas
estructuras ayudaria a controlar la respuesta de estrés iniciada para que la misma tenga la

intensidad apropiada.

Ademas, la CPFm participa en la regulaciéon del eje HHA bajo condiciones de estrés y
también cumple una funcién en la regulacion de la conducta emocional y de busqueda de
recompensa. Se ha observado que lesiones en las cortezas cingulada y prelimbica activaron la
secrecion de ACTH y CORT y aumentaron los niveles de ARNm de c-Fos luego de la

exposicion a inmovilizacion pero no a vapores de éter. Mientras que, implantes de CORT en

ir- = inmunoreactividad a || CPFm = corteza prefrontal medial || ECV = estrés cronico variable || NAc = nlcleo accumbens
ATV = area tegmental ventral || HHA = hipotalamo-hipdfiso-adrenal || ACTH = hormona adrenocorticotrofa
CORT = corticosterona || ARNm = 4cido desoxirribonucleico mensajero
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la CPFm, disminuyeron los niveles plasmaticos de esas hormonas, indicando una
retroalimentacion negativa, ejercida por accién de la CORT en la CPFm, la cual es

dependiente del tipo de estresor (Diorio y col. 1993; Figueiredo y col. 2003).

En nuestro trabajo no hubo efecto del estrés sobre la corteza IL (fig. 26 -C-). En otro
trabajo se observo que el enriquecimiento ambiental indujo resiliencia al estrés social en
ratones y esto estuvo relacionado con niveles elevados, en la corteza IL, de AFosB
(perteneciente a la familia de proteinas Fos, pero mas persistente en el tiempo); mientras que,
lesiones en la corteza IL impidieron la adquisicion de esa resiliencia al estrés (Lehmann y
Herkenham 2011). Por lo tanto, una hipofuncién de esta subregion de la CPFm podria
relacionarse con vulnerabilidad, al menos al estrés de tipo social. Aunque nosotros no
hayamos encontrado diferencias en la expresion c-Fos de la corteza IL, ésta podria ser
importante en la regulacion de otras modalidades de estrés, o bien los cambios en la actividad
neuronal en el momento analizado (48 h después del Gltimo estresor) podrian ser mas notorios

en la expresion de AFosB que en la de c-Fos.

Ademas, la corteza IL ha sido relacionada con los procesos de extincién del aprendizaje,
incluido la extincién del miedo o de la basqueda de drogas (Millan y col. 2011). En este
sentido, un aumento de la expresion c-Fos en la corteza IL y el reclutamiento de proyecciones
desde la corteza IL hacia el hipotdlamo dorso medial fue asociado con la expresion de la
extincion de la busqueda de alcohol (Marchant y col. 2010). También se ha sugerido que la
corteza IL inhibe a la corteza PL y a la BLA, estructuras que promueven el establecimiento de
la busqueda de drogas, promoviendo de esta manera la extincion de esa conducta (Millan y
col. 2011).

La separacién materna no alterd la expresion de c-Fos en ninguna de las subregiones de la
corteza prefrontal medial (fig. 26). De igual modo, la separacion por 3 h durante 10 dias
consecutivos, no produjo efectos en la actividad neuronal de la CPFm de ratas Sprague
Dawley adultas, sin embargo ante un estrés nociceptivo viceral de tipo agudo, la ir-Fos en esta
estructura aumentd respecto de los animales criados con madre, expuestos al mismo estrés
agudo (Felice y col. 2014), demostrando que aunque esta estructura no se vea afectada en su
actividad neuronal basal, su reactividad al estrés puede estar aumentada. Ademas, otros
mecanismos activadores de la respuesta de estrés podrian estar afectados, por ejemplo, se

observo en la CPF de ratas Sprague Dawley adultas, sometidas a estrés prenatal, una

CPFm = corteza prefrontal medial || CORT = corticosterona || IL = infralimbica || PrL = prelimbica
BLA = amigdala basolateral || ir- = inmunoreactividad a || CPF = corteza prefrontal
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disminucion de los niveles de FKBP51, una proteina que reduce la afinidad de GR por la
CORT vy su translocacion al nucleo, por lo que habria un aumento de la union de la hormona a
su receptor (Szymanska y col. 2009).

En ratas, la CPFm se desarrolla mas tardiamente que la amigdala y que el hipocampo,
encontrandose durante las tres primeras semanas postnatales, aln en una etapa temprana de la
ontogenia. Se ha propuesto que las estructuras con un mayor grado de desarrollo son las mas
afectadas por el estrés temprano (Kosten y col. 2012). Esto podria explicar por que, la
separacion materna, durante estas 3 primeras semanas de vida, no produjo deterioro en la
CPFm, estructura poco desarrollada hasta ese momento. Por el contrario, la separacion
materna temprana se ha visto relacionada con mejores desempefios en pruebas de aprendizaje

inhibitorio, las cuales son dependientes de esta estructura (Kosten y col. 2012).

Ademas, se ha observado que la manipulacion temprana (separacion breve) atenta el
aumento, inducido por ECV, de marcadores de estrés oxidativo en la CPF; sin embargo, el
procedimiento utilizado fue muy diferente, ya que consistio en la estimulacion tactil de las
crias durante 10 min por dia, durante 3 semanas (Boufleur y col. 2013). En cambio, Braun y
cols. (Braun y col. 2000), en experimentos realizados con el degl o raton de las pircas
(Octodon degus), obtuvieron que la separacién materna por 1 h, 3 veces al dia, durante las 3
primeras semanas postnatales, seguida de aislamiento social cronico, provocé en las cortezas
PrL, Cg y precentral medial (PrCm), una disminucién de las fibras inmunoreactivas a tirosina
hidroxilasa; mientras que en la corteza IL aumento el nimero de fibras ir-5-HT. Ademas de
utilizarse un protocolo de separacion y estrés diferente, en este caso la especie utilizada
presenta un desarrollo anterior de la CPF, con todas las capas presentes al momento del
nacimiento y una maduracién completa ya en el DPN 14 (Braun y col. 2000). Por lo tanto el

estrés temprano afectaria mas intensamente a la CPFm del degu que a la de la rata.

Por otro lado, se ha asociado la disminucién de la expresion de GR en la corteza frontal,
inducida por la separacion materna, con un aumento en la sensibilidad hipofisaria al estrés;
por el contrario, ratas separadas y estresadas en la adultez mostraron un aumento de la
expresion GR en corteza frontal, asociada con una disminucion de la sensibilidad de la
hipdfisis (Ladd y col. 2005).

FKBP51 = proteina 51 de union a tracolimus (FK506) || GR = receptor de glucocorticoides || CORT = corticosterona
CPFm = corteza prefrontal medial || ECV = estrés crdnico variable || CPF = corteza prefrontal || PrL = prelimbica
Cg = cingulada || IL = infralimbica || ir- = inmunoreactividad a || 5-HT = serotonina
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5.7. NUCLEO ACCUMBENS

Contrario a lo que esperabamos, ninguno de los tratamientos (separacion materna, ECV y
antidepresivo) aplicados a los animales produjo alteraciones significativas de la actividad
neuronal en el NAc (fig. 27). Grippo y cols. encontraron que animales expuestos a ECV por 4
semanas, mostraron una menor activacion del NAc en respuesta a una solucion de sacarosa
(Grippo y col. 2004). Considerando esto, aunque la actividad neuronal en este nlcleo no fue
modificada significativamente por el estrés en nuestro estudio, su reactividad luego de la
exposicion a un estimulo placentero podria estar afectada. En futuros estudios podria incluirse
la repuesta del NAc a un estimulo placentero para clarificar esto. Ademas, en otro trabajo se
encontrd que el estrés agudo por inmovilizacion produjo un aumento del nimero de neuronas
c-Fos positivas en el NAc shell pero no en el NAc core (Park y col. 2014). Aunque la
respuesta a un estrés agudo puede ser muy diferente a la del estrés crénico, es sabido que
existen diferencias funcionales entre las distintas subregiones del NAc (Kalivas y Volkow
2005), por lo que es posible que en nuestros animales esté afectada una de las dos subregiones

y en el analisis del nicleo completo, esos cambios queden enmascarados.

El NAc esta relacionado con conductas emocionales y su alteraciéon puede implicar déficits
en la regulacion de las respuestas emocionales generadas por el animal. Ademas, son
activadas por estimulos emocionalmente relevantes y la menor activacién de estos grupos
neuronales indicaria una disminucion en la capacidad de experimentar sensaciones
placenteras. La relacion entre alteraciones en el NAc y depresidn han sido bien establecidas.
Trabajando con ratones, Vialou y col. demostraron que la induccion de AFosB en el NAc
promueve la resiliencia al estrés cronico por social defeat y contribuye a la respuesta
antidepresiva, mientras que, el aislamiento social cronico disminuy6 los niveles de AFosB en
esa estructura. Ademas, estos investigadores reportaron bajos niveles de AFosB en el NAc de
personas con depresion, corroborando lo encontrado en el modelo animal (Vialou y col.
2010). Ademas, se observd en pacientes depresivos altamente resistentes a terapia
farmacoldgica y electroconvulsiva, que la estimulacion profunda del NAc (a través de
electrodos implantados) tuvo efectos antidepresivos (incluidos efectos hedonicos) vy

ansioliticos (Bewernick y col. 2010; Schlaepfer y col. 2008).

Por otro lado, se ha observado que tianeptina aumenta los niveles de DA en el NAc de
ratas (Invernizzi y col. 1992). Teniendo en cuenta que, el bloqueo en el NAc, de la

ECV = estrés cronico variable || NAc = nlcleo accumbens || DA = dopamina
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transmision DAeérgica por un antagonista D2, impide los efectos antidepresivos de
desipramina, evaluados en el forced swimming test (Cervo y Samanin 1987), podria
especularse con que el aumento de la actividad DAérgica del NAc mediaria algunos de los
efectos antidepresivos de tianeptina. Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, esta

droga no afecta la actividad neuronal del nicleo accumbens (fig. 27).

Jahng y col. (2010) observaron que ratas Sprague Dawley adolecentes (41 dias de edad)
separadas tempranamente de la madre, presentaban, en condiciones basales, un aumento no
significativo de la ir-Fos en el NAc. Sin embargo, al dividir el NAc en las subregiones shell y
core, hubo un aumento significativo de la actividad neuronal en el NAc core (Jahng y col.
2010). En nuestro trabajo no se encontré efecto de la separacion sobre la actividad del NAc,

aunque alguna de las subregiones podria estar afectada.

DAEérgica = dopaminérgica || D2 = receptor de dopamina D2 || NAc = nucleo accumbens || ir- = inmunoreactividad a
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5.8. AREA TEGMENTAL VENTRAL

La actividad neuronal en el ATV, no se vio afectada en los animales estresados (fig. 28).
Esto se corresponde con resultados obtenidos en un modelo de estrés por miedo condicionado
(conditioned-fear stress) en ratas (Ishida y col. 2002) y de estrés inescapable en ratones
(Berton y col. 2007), en donde el estrés no indujo, en el ATV, cambios en los niveles de c-Fos
o AFosB, respectivamente. Sin embargo en ambos trabajos se encontré un aumento de
actividad neuronal en el locus coeruleus y en el ndcleo dorsal del rafe, indicando una mayor
participacion de estas estructuras, las cuales poseen importantes conexiones con la amigdala,

al menos en la regulacion del aprendizaje de indefension (helplessness).

Por el contrario, en ratas Sprague Dawley la exposicién a ECV provocé una disminucion
en la proporcion de neuronas DAérgicas del ATV que dispararon espontaneamente
(population activity), sin verse afectado ni la intensidad media de disparo (mean firing rates)
ni la actividad de disparo en réafaga (bursting activity) (Chang y Grace 2014). La menor
actividad de las neuronas de este nucleo estd en discordancia con la falta de efecto del ECV
observada en nuestro estudio. Ademas de haber utilizado en nuestro proyecto otra cepa de
ratas, las diferencias obtenidas podrian deberse a variaciones en el protocolo de estrés
aplicado, ya que en el trabajo mencionado anteriormente, ademas de estresores fisicos se
incorporaron estresores de tipo psicoldgico (olor de un predador) y social (intruso),
diferenciandose asi de nuestro protocolo de ECV. Se ha demostrado que el tipo de estresor
puede afectar diferencialmente la plasticidad del sistema nervioso. En este sentido, mientras el
frio disminuyd la actividad espontanea de las neuronas DAérgicas del ATV de ratas, el estrés
por inmovilizacién la aumentd, e incluso la exposicion previa a frio inhibié el aumento,
inducido por inmovilizacion, de la actividad de estas neuronas (Valenti y col. 2012). Por lo
tanto, la combinacion de estresores seleccionados en cada protocolo de ECV puede afectar la

respuesta obtenida.

Ademas, en el ATV, no hubo diferencias en el nimero de neuronas Fos-positivas entre los
animales separados de la madre y los criados con la madre (fig. 28). De igual modo, en ratas
Wistar adultas separadas por 6 h entre los DPN 1 a 14, no se encontraron cambios en los
niveles de 5-HT ni del acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), un metabolito de la 5-HT, en
el ATV. Tampoco se encontraron diferencias en el recambio de DA en esta estructura
cerebral, evaluado en funcion de la formacion de sus metabolitos (el acido 3,4-di-hidroxi-

ATV = area tegmental ventral || ECV = estrés cronico variable || DAérgicas = dopaminérgicas || DPN = dia postnatal
5-HT = serotonina || DA = dopamina
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fenilacético -DOPAC- y el acido homovanilico -HVA-) en relacién a los niveles del
neurotransmisor (DOPAC+HVA / DA). Esto indica que no habria cambios en la actividad
neuronal del ATV, ya que la cantidad de metabolito formado refleja la cantidad de
neurotransmisor liberado y por lo tanto, cambios en los niveles de metabolitos formados
pueden usarse como medida de actividad neuronal (Oreland y col. 2011). Ademas, en otro
trabajo, la separacion materna por 3 h diarias en las primeras semanas de vida, no produjo
cambios en el volumen del ATV ni tampoco en la densidad de células ir-TH (tiroxina
hidroxilasa) en esta estructura en machos, aunque hubo un aumento de ir-TH en hembras
separadas de la madre (Chocyk y col. 2011; Madruga y col. 2006). Estos datos considerados
conjuntamente indican que, la separacion materna temprana no produce efectos en la
actividad basal del ATV en ratas macho adultas. Aungue no puede descartarse que exista una
alteracion, en esta area, de la sensibilidad al estrés o a estimulos motivacionales, ya sean

confortables (recompensas) 0 aversivos.

Por Gltimo, el antidepresivo tianeptina disminuyé la actividad neuronal del ATV. El
circuito mesolimbico ocupa una posicion central en el control de las conductas
motivacionales, sin embargo, la contribucion funcional de las proyecciones especificas desde
el ATV hacia NAc, CPFm y amigdala no han sido suficientemente esclarecidas (Walsh y Han
2014). Algunos autores han relacionado un aumento, contexto especifico, de la actividad de
las proyecciones DAérgicas ATV-NAc con susceptibilidad al estrés, mientras que la
inhibicion de estas neuronas se asocio con resiliencia. Por el contrario, la inhibicion de las
proyecciones ATV-CPFm indujo susceptibilidad al estrés (Chaudhury y col. 2013). Opuesto a
estos resultados, otros investigadores, han reportado que las proyecciones ATV-CPFm son
activadas preferentemente por estimulo aversivos y, por lo tanto, se esperaria que una sobre-
activacion de estas neuronas se relacione con sintomas de depresion tales como anhedonia. En
cambio, las proyecciones hacia el NAc shell sefializarian primariamente los estimulos de
recompensa y quizas también la importancia de ese estimulo (Lammel y col. 2012). Teniendo
en cuenta esto, la disminucion de la actividad neuronal producida por tianeptina en el ATV,
podria afectar circuitos especificos, como las proyecciones ATV-CPF, para producir alguno

de sus efectos antidepresivos. Sin embargo, otros estudios son necesarios para confirmar esto.

DA =dopamina || ATV = area tegmental ventral || ir- = inmunoreactividad a || NAc = nicleo accumbens
CPFm = corteza prefrontal medial || DAérgicas = dopaminérgicas

101



DISCUSION CONSIDERACIONES FINALES

5.9. CONSIDERACIONES FINALES

El estrés crénico variable mostr6 sobre las variables medidas, algunos efectos generales,
afectando a todos los grupos. En primer lugar, el ECV provoco una disminucion de la
actividad neuronal en el hipocampo. Dado que ésta es una estructura inhibidora del eje HHA,
la disminucion de su actividad neuronal puede contribuir a la sobre-activacion del NPV
observada en animales estresados, respecto de los no estresados. En segundo lugar, el estrés
cronico produjo una disminucion de la actividad neuronal en la CPFm, lo cual podria
asociarse también, con el aumento de actividad de este ndcleo, ya que la CPFm tiene un
efecto inhibidor sobre el NPV. Ademas, la CPFm provee la importancia motivacional de un
estimulo y participa en la generacién de una respuesta adecuada; por lo tanto, la disminucién
de su actividad puede afectar la evaluacién apropiada de los estimulos y la consecuente
respuesta heddnica. Por ultimo, ademéas del aumento de actividad del eje HHA, el estrés

también aumento la conducta de ansiedad.

Como esperdbamos, ademas de los efectos generales, el estrés tuvo también algunos
efectos dependientes de las experiencias tempranas de los animales. De esta manera, en los
animales criados con la madre, pero no en los separados, el estrés aumentd los receptores GR
y MR en el hipocampo dorsal. Ademas, el protocolo de ECV aplicado sobre animales CM,
tratados con vehiculo produjo un aumento de células GR-positivas en la MeA (facilitando asi
su activacion por accion de la corticosterona), y también un aumento de la corticosterona
plasmatica. Mientras que, en los animales SM, con vehiculo, el estrés disminuyo las células
GR-positivas en la MeA y no modifico los niveles de la hormona. Esto sugiere que los
neonatos, al ser separados de su madre de forma crénica, sufren cambios en los circuitos que
controlan la respuesta neuroendécrina al estrés, que son persistentes en el adulto y le
confieren, frente a una ambiente adulto con alto nivel de estrés, menores niveles de GR en la
amigdala y una atenuacion del aumento de corticosterona inducido por estrés, respecto de

aquellos animales que fueron criados con la madre.

Por su parte, el tratamiento de separacién materna también tuvo efectos generales y efectos
dependientes de la interaccion con el estrés y el antidepresivo. Entre los efectos generales se
observo un aumento de la ansiedad y de la actividad Fos en hipocampo, MeA y NPV. La

mayor actividad de la MeA probablemente contribuya al aumento de la actividad del NPV y

ECV = estrés cronico variable || HHA = hipotalamo-hipdéfiso-adrenal || NPV = nlcleo paraventricular
CPFm = corteza prefrontal medial || GR = receptor de glucocorticoides GR = receptor de glucocorticoides
MR = receptor de mineralocorticodes || CM = criados con madre || MeA = nicleo medial de la amigdala
SM = separados de la madre
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al aumento de ansiedad encontrado en los animales SM. En cambio el aumento de actividad
Fos del hipocampo podria ser compensatorio a esa sobre-activacion del NPV. Por Gltimo la
separacion materna aumento el balance MR/GR en el NPV, lo cual se ha visto relacionado

con la depresion.

Por otro lado, algunos de los efectos de la separacion materna observados en este trabajo
dependieron de la aplicacion o no del protocolo de estrés crénico, cuando adultos. En este
caso se observo que, en los animales sin ECV, la separacién aumenté la ir-GR en el
hipocampo, mientras que en los animales sometidos a ECV, la ir-GR y la ir-MR fueron
disminuidas por la separacion. Ademas, la separacion aumentd la ir-GR de la MeA en los
animales no estresados, tratados con vehiculo y por el contrario, la disminuyé en los
estresados. Por lo tanto, los efectos de la separacion materna sobre la expresion de estos
receptores en hipocampo y amigdala, parece depender del contexto actual en que se desarrolla

el animal.

En cambio, ni la separacién materna, ni el estrés cronico, ni la aplicacion de ambos
protocolos juntos, afectaron la actividad de la CeA, del NAc o del ATV ni tampoco alteraron

el consumo ni la preferencia por una solucion de sacarosa.

En cuanto al antidepresivo, se observo que el mismo aumento las células inmunoreactivas
a GR y a MR en el hipocampo, lo que facilitaria la retroalimentacion negativa del eje HHA, y
ademas disminuyd la ansiedad de los animales. En cambio, en la amigdala, tianeptina afectd
diferencialmente la ir-GR, dependiendo del contexto de la vida temprana y adulta. Asi, el
tratamiento con este antidepresivo aument6 las neuronas GR-positivas tanto en animales CM,
sin estrés como en los SM con estrés. Pero produjo una disminucion de estas neuronas cuando

fue administrada en animales SM, sin estrés.

En nuestro modelo, la separacion y el estrés, de manera independiente, afectaron la
actividad neuronal del hipocampo (el estrés disminuyo la ir-Fos y la SM la aumentd), MeA (la
SM aument¢ la ir-Fos), NPV (tanto la SM como el ECV aumentaron la ir-Fos) y la CPFm (el
ECV disminuyé la ir-Fos), y ademas ambos tratamientos aumentaron la ansiedad. Por el
contrario, el efecto sobre los receptores GR y MR fue principalmente dependiente de la

interaccién entre ambos protocolos. En resumen, como era de esperarse los tratamientos de

SM = separados de la madre || NPV = nlcleo paraventricular || MR = receptor de mineralocorticodes
GR = receptor de glucocorticoides || ECV = estrés crdnico variable || ir- = inmunoreactividad a

MeA = nicleo medial de la amigdala || CeA = nucleo central de la amigdala || NAc = ndcleo accumbens
ATV = area tegmental ventral || HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal || CM = criados con madre
CPFm = corteza prefrontal medial
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separacién materna y de estrés fueron ansiogénicos y se asociaron a la activacion del eje HHA
(@ excepcion del aumento de actividad hipocampal encontradas en ratas SM, lo cual
probablemente sea compensatorio a la mayor actividad del NPV y de la MeA). En cambio, la
separacion materna demostré producir cambios persistentes en los niveles de neuronas que
expresan GR y MR, en estructuras cerebrales que participan en la regulacion de la respuesta
de estrés. Ademas, el estrés aumento los niveles de corticosterona plasmatica en los animales
criados con la madre, tratados con vehiculo. Pero ese aumento no se observd luego de que
animales SM fueran sometidos a ECV, a pesar de que tanto el ECV como la separacion
produjeron una sobreactivacion del NPV. De lo anterior se desprende que, en los animales
separados tempranamente de la madre, se producen cambios neuroenddcinos adaptativos
persistentes a largo plazo, los cuales les confieren una respuesta diferente al estrés en la vida
adulta. En nuestro modelo, esto se tradujo en una atenuacién, en los animales SM, de la
reactividad neuroenddcrina al estrés cronico en el adulto, al bloquearse el aumento inducido
por estrés, de los niveles de corticosterona plasmatica, incluso a pesar de tener aumentada la
actividad del NPV.

Por el contrario, el antidepresivo tianeptina aumento la ir-GR y la ir-MR en el hipocampo,
facilitando la retroalimentacion negativa del eje HHA y ademas tuvo un efecto ansiolitico, al
aumentar los porcentajes de entradas y permanencia en brazos abiertos del plus maze. En
cambio, en la amigdala, el tratamiento con tianeptina produjo resultados diferentes de acuerdo
a las experiencias del animal en la vida temprana y también en el adulto. De esta forma, en los
animales con bajo nivel de estrés, tanto en su vida temprana como adulta (CM, sin ECV) y
también en los animales con alto nivel de estrés en ambas etapas de su vida (SM, con ECV)
tianeptina aumento las neuronas ir-GR, respecto de los tratados con vehiculo. Por el contrario,
cuando la droga se administrd en animales con alto nivel de estrés en la vida temprana pero
bajo nivel en el adulto (SM, sin ECV), produjo una disminucién de las células GR-positivas,
comparadas con el grupo con vehiculo respectivo. Es de destacar que en los animales no
estresados y tratados con vehiculo la separacion materna produjo una regulacion hacia arriba
(up-regulation) de las neuronas que expresan GR en la MeA, por lo que el antidepresivo
bloquea ese aumento. De igual modo, en los grupos con ECV y vehiculo, la separacién
disminuy6 la ir-GR, mientras la administracion de tianeptina inhibe esa disminucion. En

sintesis, esta droga demostro ser ansiolitica y producir efectos generales sobre el hipocampo,

SM = separados de la madre || NPV = nlcleo paraventricular || MeA = ndcleo medial de la amigdala
GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes || ECV = estrés crénico variable
ir- = inmunoreactividad a || HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal || CM = criados con madre
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tendientes a mejorar la regulacion del eje HHA. Mientras que en la amigdala, esta droga

tiende a normalizar los niveles de células inmunoreactivas a GR.

Por ultimo, tianeptina disminuyo la actividad neuronal del ATV. Dado que se ha asociado
la susceptibilidad al estrés con un aumento de los disparos de las neuronas del ATV, la
disminucion de la actividad de este nicleo producida por tianeptina en nuestro trabajo podria
conferirles a los animales resiliencia al estrés. Sin embargo, es de destacar que en nuestro

modelo, ni el estrés ni la separacion afectaron la actividad Fos de este nucleo.

HHA = hipotalamo-hipéfiso-adrenal || GR = receptor de glucocorticoides || ATV = area tegmental ventral
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Se estudid, en ratas macho adultas, los efectos de la separacion materna temprana, el estrés
cronico variable y el antidepresivo tianeptina, sobre los niveles de células inmunoreactivas a
GR, MR y Fos en el hipocampo dorsal, nucleo paraventricular del hipotdlamo y amigdala
central y medial. También se determind la inmunorectividad a Fos en la corteza prefrontal
medial, el nicleo accumbens y el area tegmental ventral. Ademés se evalud la conducta de

ansiedad, el estado heddnico y la corticosterona plasmatica.

El estrés cronico variable produjo:

e Disminucién de ir-Fos en hipocampo dorsal

e Aumento de ir-Fos en nucleo paraventricular

e Disminucidn de ir-Fos en corteza prefrontal medial (cingulada y prelimbica)

e Aumento de ansiedad

e Aumento de ir-GR e ir-MR en hipocampo dorsal (en animales criados con la
madre)

e Aumento de ir-GR en amigdala medial (en animales criados con la madre, tratados
con vehiculo)

e Aumento de corticosterona plasmatica (en animales criados con la madre, tratados

con vehiculo)
La separacion materna temprana provoco:

e Aumento de ir-Fos en hipocampo dorsal

e Aumento del balance MR/GR y de ir-Fos en nlcleo paraventricular

e Aumento de ir-Fos en nucleo medial de la amigdala

e Aumento de ansiedad

e Aumento de ir-GR en hipocampo dorsal (en animales sin estrés crénico variable)

e Aumento de ir-GR en amigdala medial (en animales sin estrés cronico, tratados con

vehiculo)
La separacion materna en los animales estresados como adultos genero:

e Disminucién de ir-GR e ir-MR en hipocampo dorsal
e Disminucién de ir-GR en amigdala medial (en animales tratados con vehiculo)

¢ Inhibicion del aumento de corticosterona inducida por estrés

GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes || ir- = inmunoreactividad a
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La tianeptina produjo:

e Aumento de ir-GR e ir-MR en hipocampo dorsal

e Disminucién de ir-Fos en area tegmental ventral

e Disminucion de la ansiedad

e Normalizacion contexto-dependiente de los niveles de ir-GR en la amigdala

e Disminucion de ir-MR en nucleo paraventricular (en animales criados con la
madre)

En conclusion, nuestros resultados muestran que los eventos de la vida temprana producen
alteraciones en la regulacion de la respuesta de estrés en el adulto, observandose en éstos,
luego de la exposicion a estrés crénico, una repuesta diferencial a nivel de los receptores de
gluco- y mineralocorticoides y también en cuanto a los niveles de corticosterona plasmatica.
Sin embargo las interacciones producidas son complejas, ya que por un lado, la separacién
materna podria conferir vulnerabilidad al estrés en el adulto, al disminuir el nimero de
neuronas que expresan GR y MR en hipocampo. Pero, por otro lado, afectaria positivamente
la regulacion del eje hipotadlamo-hipofiso-adrenal, al inhibir la respuesta de corticosterona

ante situaciones de estrés cronico.

Ademas de estos datos se desprende que el tratamiento con el antidepresivo triciclico
tianeptina produce efectos a nivel central, los cuales podrian atenuar la desregulacion del eje
hipotalamo-hipofiso-adrenal, con frecuencia alterado en estados de depresion, mientras que a

nivel conductual posee un efecto ansiolitico.

GR = receptor de glucocorticoides || MR = receptor de mineralocorticodes || ir- = inmunoreactividad a
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