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"Science never so/ves a problem without creating ten more". 
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ABREVIATURAS 

5HT: Serotonina 

5HT1A: Receptor de serotonina 

BDNF: Factor neurotrófico derivado del cerebro 

BNST: Núcleo del lecho de la estría terminal 

CRH: Hormona liberadora de corticotropina 

CRH1: Receptor de la hormona liberadora de corticotropina 

CRH2: Receptor de la hormona liberadora de corticotropina 

DPN: Día post natal 

DAD: Subdivisión dorsal del núcleo dorsal del rafe 

DAL: Subdivisión lateral del núcleo dorsal del rafe 

DRV: Subdivisión ventral del núcleo dorsal del rafe 

GR: receptores de glucocorticoides 

HD: Hipocampo dorsal 

HPA: Eje hipotálamo-pituitario- adrenal 

ISRS: Inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina 

LTP: Potenciación a largo plazo 

MR: receptores de mineralocorticoides 

NDR: Núcleo dorsal del rafe 

NGF: Factor de crecimiento nervioso 

SERT: Transportador de serotonina 
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ABSTRACT 

Vulnerability to emotional disorders like depression derives from interactions between early and late 

environments, includ ing stressfu 1 cond ¡tions. Early maternal separation produces lasting neurobiological 

effects that can change the response to chronic stress during adulthood. Chronic stress strongly affects 

the serotonergic system, and produces dendritic retraction modifying the morphology of the dorsal 

hippocampus. Contextual memory depends on this structure, but the antidepressant thianeptine reverses 

those morphological modifications induced by stress. Therefore, we evaluated whether, the interaction 

between early maternal separation and chronic stress affects 1) the distribution of active serotonergic 

neurons in the dorsal raphe nucleus (DAN) through immunohistochemistry, 2) the volume of the dorsal 

hippocampus and its areas using stereology and 3) the hippocampal-dependent memory using a 

contextual fear conditioning parad igm, in rats treated with tianeptine. 

Male Wistar rats were subjected to daily maternal separation for 4.5 h between postnatal days (PND) 1-

21. Between PND days 50-74, rats were exposed to chronic unpredictable stress and simultaneously 

treated with tianeptine (10 mg/kg), providing eight groups: unstressed/vehicle, unstressed/tianeptine, 

chronic stress/vehicle chronic stress/tianeptine, maternal separation -unstressed/vehicle, maternal 

separation-unstressed/tianeptine maternal separation-chronic stress/vehicle and maternal separation-

chronic stress/tianeptine. 

We found an interaction between the effects of maternal separation and unpredictable chronic stress on 

the number of 5HT active neurons of the DAN and contextual memory. The combination of these stressors 

produced an increase in the activation of 5HT celis compared to rats only subjected to chronic stress, 

reaching the same value as the controls. Similarly, when both stressors were applied, the memory of fear 

to the context was similar to controls, while each stress protocol separately reduced the recall of this 

memory. The antidepressant thianeptine produced a decrease in the volume of the dorsal hippocampus in 

the separated and stressed rats, compared to those only subjected to maternal separation. 

When the two stressors combine, both the activation levels of 5HT neurons in the DAN and the contextual 

memory are similar to controls. Consequently, our date support the idea of a match in phenotype exhibited 

when the early and the adult environment correspond. 
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RESUMEN 

La vulnerabilidad a los trastornos emocionales como la depresión puede surgir a parar de la interacción 

entre el ambiente temprano y adulto que incluyen componentes estresantes. La separación materna 

temprana produce efectos neurobiológicos duraderos que pueden cambiar la respuesta al estrés crónico 

durante la adultez. El estrés crónico afecta fuertemente el sistema serotoninárgico, y produce retracción 

dendrítica modificando la morfología del hipocampo dorsal. La memoria contextual depende de esta 

estructura, y el antidepresivo tianeptina revierte las modificaciones morfológicas inducidas por el estrés. 

Por lo tanto, evaluamos si la interacción entre la separación materna temprana y el estrés crónico afecta: 

1) la distribución de neuronas serotoninérgicas activas en el Núcleo Dorsal del Rafe (NDR) a través de 

inmunohistoquímica, 2) el volumen del hipocampo dorsal y de sus áreas empleando estereología y  3) la 

memoria dependiente del hipocampo mediante un paradigma de condicionamiento de miedo contextual, 

en ratas tratadas con tianeptina. 

Se emplearon ratas Wistar macho que fueron sometidas a separación materna diariamente durante 4,5 h 

entre los días postnatales (DPN) 1-21. Entre los DPN 50-74 se expuso a las ratas a un protocolo de 

estrés crónico e impredecible y simultáneamente se las trató con tianeptina (10 mg / kg), conformando 

ocho grupos: sin estrés / vehículo, sin estrés/tianeptina, estrés crónico/ vehículo, estrés crónico/ 

tianeptina, separación materna-sin estrés /vehículo, separación materna-sin estrés/tianeptina, separación 

materna- estrés crónico/vehículo y separación materna-estrés crónico/tianeptina. 

Encontramos una interacción entre los efectos de la separación materna y el estrés crónico impredecible 

en el número de neuronas serotoninérgicas activas en el NDR y en la memoria de miedo contextual. La 

combinación de estos estresores produjo un aumento de la activación de las células serotoninérgicas en 

comparación con las ratas sólo sometidas a estrés crónico, alcanzando el mismo valor que las controles. 

De manera semejante, cuando se aplicaron ambos estresores la memoria de miedo ante el contexto fue 

similar a la de los controles, mientras que cada protocolo de estrés por separado redujo la evocación de 

esta memoria. El antidepresivo tianeptina produjo una disminución del volumen del hipocampo dorsal en 

las ratas separadas y estresadas, en comparación con aquellas solamente sometidas a separación 

materna. 

Cuando los dos estresores se combinan, tanto los niveles de activación de las neuronas serotoninérgicas 

como la memoria contextual se asemejan a los controles. En consecuencia, nuestros datos soportan la 

idea de una correspondencia del fenotipo exhibido cuando el entorno temprano y el adulto coinciden. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 SEPARACIÓN MAERNA TEMPRANA 

En los modelos de roedores y primates, la exposición a eventos estresantes durante la edad temprana 

afecta la manera de enfrentar los eventos estresantes en la edad adulta (de Kloet et al.,, 2005), La mayor 

respuesta fisiológica ante las condiciones estresantes es la activación de dos sistemas neuroendocrinos: 

el sim pato -ad renomedu lar y el hipotálamo- pituitario-ad renal (HPA), los cuales forman redes de señalización 

interactivas que coordinan las respuestas metabólicas y conductuales ante el estrés (de Kloet et al., 

2005). En particular, la capacidad de respuesta del eje HPA puede deteriorarse interrumpiendo las 

interacciones madre-cría habituales, lo que puede inducir cambios persistentes en la neurobiología, la 

fisiología y el comportamiento emocional en los animales adultos. 

Todos los mamíferos recién nacidos son atendidos por sus madres y permanecen en estrecho contacto 

con ellos durante un período de tiempo. Este primer período de vida implica interacciones complejas 

relacionadas con el cuidado y el desarrollo emocional y cognitivo de las crías. En particular, los 

comportamientos maternos en ratas consisten principalmente en la construcción de nidos, la colocación 

de los crías en el nido, los lamidos y el aseo anogenital para estimular la micción y la defecación, y 

períodos de lactancia asociados con la postura arqueada que facilita la succión. Durante este período 

postnatal, el cerebro de la rata experimenta un desarrollo neurona¡ profundo que incluye sinaptogénesis, 

neurogénesis de las células granulares del hipocampo, así como también apoptosis neurona¡ y desarrollo 

dendrítico. Por lo tanto, los primeros días dan forma a respuestas conductuales, emocionales y 

fisiológicas en la edad adulta (Vetulani, 2013). Por lo que la separación materna resulta en una reacción de 

protesta y desesperación por parte de las crías, lo que precipita la activación repetida de mediadores del 

estrés: los glucocorticoides y las catecolaminas (Vetulani 2013). 

Basándose en el trabajo de Hariow y Zimmerrnann (1959) con primates y Weininger (1954), Levine (1957, 

1 967)(Levine, 1966); Levine y Lewis (1959) y Denenberg et al. (1962) con ratas, se desarrollaron modelos 

que implican manipulaciones post-natales tempranas para evaluar la influencia de las primeras 

experiencias sobre ciertos fenotipos conductuales y respuestas neuroendocrinas. La separación y la 

deprivación materna se han utilizado sistemáticamente como modelos de exposición a eventos de estrés 

durante la vida temprana (Gutman & Nemeroff, 2002; Levine, 2005; Schmidt, 2010). Para estudiar 

específicamente los efectos de la separación materna, se han desarrollado varios modelos. Los detalles 

específicos utilizados en estos paradigmas varían mucho entre distintos grupos de investigación: desde 

una dephvación única de 24 horas hasta episodios de privación materna repetidos pero más breves que 

duran 12, 8, 6 o 3 horas entre el día post natal (DPN) 1 o 2 y se extienden durante el DPN 14 al 21. 

Además, algunos grupos separan a los crías entre sí, mientras que otros mantienen a los crías juntas 

como camada durante el periodo de separación (Gutman & Nemeroff, 2002). 
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El eje HPA de las ratas presenta un perfil de maduración particular conocido como el período de hipo-

responsividad al estrés. El mismo se extiende desde el DPN 4 al 14 y consiste en un período de baja 

actividad del sistema adrenocortical y capacidad de respuesta refractaria a los factores de estrés que 

normalmente inducirían una fuerte respuesta en animales adultos (Faturi et al., 2010). Sin embargo, la 

respuesta reducida del eje HIPA observada durante este período no es absoluta, y puede ser superada 

por factores de estrés suficientemente potentes, incluyendo la deprivación materna (Gutman & Nemeroff, 

2002). Cuando el animal es separado de su madre en forma crónica en esta ventana temporal, puede 

conducir a la hiperactMdad del eje HIPA durante toda la vida (Nishi et al., 2014). 

Cuando se evalúa durante la adultez a roedores deprivados o separados, estos presentan una mayor 

respuesta al estrés (Gutman & Nemeroff, 2002; Suárez et al., 2002) que puede inducir alteraciones 

persistentes a nivel neurona¡ (Hulshof et al., 2011; Roque et al., 2015), neuroquímico (Della et al., 2013; 

Pinheiro et al., 2015) y  del comportamiento (Pinheiro et al., 2015; Trujillo et al., 2015; Vivinetto et al., 

2013). De especial interés para el desarrollo de este trabajo, la separación materna produce alteraciones 

en el sistema serotoninérgico, tanto de sus receptores (Bravo et al., 2014; Leventopoulos et al,, 2009; 

Vazquez et al., 2000; Vicentic et al., 2006), la actividad electrofisiológica de las neuronas serotoninérgicas 

en distintas regiones del cerebro (Gartside et al., 2003), como en su proteína transportadora (Lee et al., 

2007; Vicentic et al., 2006). También puede influir sobre la morfología de ciertas regiones cerebrales 

como la corteza prefrontal, el hipocampo y el núcleo accumbens, acortando la longitud dendrítica y la 

densidad de espinas (Eiland & McEwen, 2012; Monroy et al., 2010). La separación materna puede a su 

vez programar o condicionar el desempeño de animales adultos en tareas que involucran la memoria 

contextual (Diehl et al., 2014; Vivinetto et al., 2013). 
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1.2 MODELO ANIMAL DE DEPRESIÓN 

La depresión es una enfermedad compleja y heterogénea con una etiopatogenia que se basa en múltiples 

factores actuando a nivel psicológico, biológico, genético y social. Sus síntomas pueden incluir el estado 

de desánimo persistente, falta de interés o placer, fatiga, problemas en la concentración y la memoria, 

trastornos del sueño, cambios en el apetito y en el peso (Roy & Campbell, 2013). Los pacientes también 

pueden presentar otros síntomas a menudo contradictorios, que incluyen letargo,, aislamiento social y 

disfunción sexual, A pesar de los avances en el diagnóstico, el reconocimiento y la categorización de la 

depresión, las causas subyacentes de los síntomas son poco conocidas (Haase & Brown, 2015). 

Existe una gran variabilidad en la susceptibilidad de un individuo para desarrollar depresión, por lo que un 

intento de explicar su etiología ha sido el modelo de diátesis/estrés, que considera en forma separada la 

vulnerabilidad para desarrollar la enfermedad (la diátesis) y el precipitante (estrés) (Monroe & Simons, 

1991). La diátesis o predisposición a la depresión puede surgir de diversas maneras y en diferentes 

etapas del ciclo de vida, entre las que se incluyen múltiples genes de riesgo y experiencias ocurridas a la 

edad temprana (Andersen, 2015; Willner et al., 2013), tal como la separación materna. La premisa básica 

del modelo es que el estrés es el activador de la diátesis, transformando una predisposición en 

psicopatología. 

La exposición duradera a estresores incontrolables e impredecibles puede desencadenar el desarrollo de 

desórdenes depresivos, si bien hay muchos casos de depresión en ausencia de estrés así como también 

muchas personas que están sometidas de manera crónica a factores de estrés y nunca desarrollan 

depresión (Kendler et al., 1999; Kessler, 1997). Teniendo en cuenta estos hallazgos, el trabajo realizado 

por Katz y sus colegas en roedores a principios de los ochenta demostró que la exposición a una serie de 

estresores severos produjo una reducción de la actividad locomotora y del consumo de sustancias 

altamente gratificantes como la sacarosa (Katz et al., 1981). La reducción en el consumo de sacarosa 

está relacionada con alteraciones en los procesos de recompensa, que constituyen las bases 

fundamentales de la anhedonia, uno de los síntomas principales de la depresión (American Psychiatric 

Association and American Psychiatric Association Task Force on DSM-W, 2000). Con base en estos 

resultados, Willner y sus colegas desarrollaron un modelo de estrés crónico moderado, que consiste en 

exponer a los roedores a estresores en forma repetida e impredecible pero eliminando de la lista a 

aquellos estresores de naturaleza aversiva como el shock eléctrico (Willner, 2005). De esta manera, el 

modelo posee mayor sustento ético y etológico que el de Katz y sus colegas. El impacto hedónico del 

modelo fue la disminución de la preferencia e ingesta de sacarosa, mientras que su validez se apoya en la 

reversión de dicho impacto mediante antidepresivos. 

Durante las dos décadas transcurridas desde el inicio de la utilización del modelo de estrés crónico 

variable, se ha empleado para analizar aspectos conductuales que atienden a otras facetas de la 
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depresión además del procesamiento hedónico y de recompensa, Por ejemplo, la exposición de los 

roedores al estrés crónico moderado aumenta la inmovilidad en la prueba de natación forzada y la 

indefensión aprendida. Al mismo tiempo, disminuye la frecuencia de los comportamientos sexuales y 

agresivos en machos, reduce el autocuidado y el aseo (grooming) y aumenta la latencia del sueño REM 

(revisado en Willner, 2005). 

Además de recapitular algunas características conductuales observadas en la depresión, el modelo de 

estrés crónico variable e impredecible imita algunos aspectos neurobiológicos de esta patología, que 

también responden al tratamiento con antidepresivos. 

El estrés crónico desencadena respuestas fisiológicas y conductuales que tienen como objetivo 

restablecer la homeostasis (de Kloet et al., 2005). Los procesos que subyacen a la respuesta al estrés se 

han denominado colectivamente "alostasis". Si la respuesta al estrés es inadecuada o excesivamente 

prolongada, el costo de restablecer la homeostasis puede llegar a ser demasiado alto, condición que se 

denomina "carga alostática" (de Kloet et al., 2005; McEwen, 2003). 

En respuesta a factores estresantes, el hipotálamo segrega la hormona liberadora de corticotropina (CRH) 

y la hormona arginina vasopresina. Desde el núcleo paraventricular del hipotálamo, las neuronas que 

contienen CRH poseen proyecciones hacia los centros noradrenérgicos en el tronco encefálico y en la 

médula espinal. En el tronco encefálico, el locus coeruleus envía proyecciones directas a las neuronas 

preganglionares simpáticas en la médula espinal y a las neuronas preganglionares parasimpáticas. En 

general, el locus coeruleus aumenta la actividad simpática a través de la activación de receptores al en 

neuronas simpáticas preganglionares y reduce la actividad parasimpática a través de la activación de 

receptores a2 en neuronas preganglionares parasimpáticas. La activación del primero genera la liberación 

de noradrenalina desde las sinapsis ampliamente distribuidas en el cerebro y de adrenalina desde la 

médula suprarrenal. Dicha activación a su vez estimula la liberación de CRH por el hipotálamo, creando un 

ciclo de retroalimentación positivo. El sistema nervioso parasimpático utiliza acetilcolina como 

neurotransmisor. En condiciones normales, el sistema nervioso parasimpático es activado cuando la 

situación de estrés ya no está presente, dado que ambos sistemas autónomos se coordinan para 

mantener la homeostasis fisiológica. Sin embargo, en condiciones anormales en las que las situaciones 

de estrés persisten, el sistema nervioso simpático continúa siendo activado sin la neutralización del 

parasimpático. Como resultado, en situaciones crónicas, los niveles periféricos de catecolaminas 

aumentan y los niveles de acetilcolina pueden disminuir (/Von & Kim, 2016), dando como resultado una 

respuesta generalizada que permite optimizar la supervivencia frente a un desafío (aumento del ritmo 

cardíaco, aumento de la presión arterial, aumento de la producción de glucosa hepática, etc.). 

Durante la activación del eje HPA, se libera CRH del núcleo paraventricular del hipotálamo para estimular 

en la hipófisis la producción de la hormona adrenocorticotrófica (ACTH), que a su vez provoca la liberación 
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de glucocorticoides (cortisol en humanos o corticosterona en roedores) desde la corteza suprarrenal a la 

circulación sanguínea. 

En el sistema nervioso central, dos receptores distintos modulan la acción de los glucocorticoides: los 

receptores de mineralocorticoides (MR) y los receptores de glucocorticoides (GR) (Przuntek et al.). Los 

glucocorticoides, cortisol y corticosterona se unen a MR y GR con una diferencia de orden de magnitud 

en la afinidad de unión. Esto implica que la corticosterona y cortisol se unen en el cerebro al MR con una 

alta afinidad resultante incluso cuando los niveles de hormonas circulantes son muy bajos. Estos mismos 

esteroides se unen a GR solo en cantidades adecuadas cuando su concentración ha aumentado como 

consecuencia del estrés (Herman et al., 2016). 

El eje HPA normalmente es regulado mediante la retroalimentación negativa que ejercen los 

glucocorticoides sobre la hipófisis y el hipotálamo, pero la elevación crónica de las hormonas del estrés 

daña esta regulación, y puede conducir a su continua hiperactividad (Herman et al., 2005; Parlante & 

Miller, 2001). En forma paralela, en pacientes depresivos se han encontrado elevados niveles de cortisol 

en plasma y saliva, así como también incrementos en la secreción urinaria de cortisol libre (Roy & 

Campbell, 2013). Por lo tanto, la depresión y las condiciones de estrés crónico comparten sintomatología. 

En ambas situaciones se produce una desregulación del eje HPA asociada con hipercortisolismo y 

elevados niveles de ACTH ong et al., 2000). 

En la regulación del eje HPA están implicadas estructuras que pertenecen al sistema límbico. La amígdala, 

el hipocampo y la corteza prefrontal se consideran estructuras críticas que contribuyen a la desregulación 

de las funciones emocionales y cognitivas. Cada una de ellas ha sido ampliamente estudiada y vinculada 

a los aspectos sintomáticos de la depresión. Los déficits emocionales y cognitivos que experimentan los 

pacientes depresivos podrían estar relacionados no solo con los niveles de actividad alterados dentro de 

cada región, sino también con interrelaciones anormales entre estas estructuras con otras áreas del 

cerebro. 

La amígdala es un núcleo crucial para el procesamiento emocional de las amenazas, además de una 

serie de funciones relacionadas, incluidos fenómenos de excitación y atención, vigilancia, detección de 

novedades y de situaciones preponderantes. Está estrechamente interconectada con regiones cerebrales 

cognitivo-emocionales (Pessoa, 2008). El hipocampo da soporte a la formación de la memoria al 

proporcionar al cerebro un marco espacio-temporal dentro del cual los diversos componentes 

sensoriales, emocionales y cognitivos de una experiencia se unen. Este marco permite que la experiencia 

se almacene de tal manera que pueda recuperarse posteriormente como un recuerdo consciente 

(Knierim, 2015). Por último, la corteza prefrontal controla y supervisa las respuestas emocionales y 

vegetativas asociadas a emociones, y la activación de la reacción de alerta, a través de sus 

conexiones con la amígdala, el hipocampo y el núcleo accumbens (Maletic et al., 2007), 
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El hipocampo y la corteza prefrontal son inhibidores de la secreción del eje HPA, mientras que la amígdala 

está comprometida con la activación de la secreción de glucocorticoides (Herman et al,, 2005). 

Numerosas investigaciones en roedores han demostrado que, en las dos primeras estructuras, el estrés 

crónico y el exceso de glucocorticoides disminuyen la plasticidad sináptica, ocasionando atrofia de 

procesos dendríticos e incluso causando una pérdida de volumen (McEwen et al., 2012; Sapolsky, 2015; 

Tata & Anderson, 2010; Vyas et al., 2002). Esta disminución también ha sido reportada en pacientes 

depresivos (Sheline et al., 2003). En la amígdala se observa un cuadro diferente, en donde el estrés y los 

glucocorticoides aumentan la plasticidad sináptica y fomentan la expansión de los procesos dendríticos 

(Sapolsky, 2015). 

La diferencia entre el uso de un protocolo de estrés crónico e impredecible -que induce anhedonia- y la 

administración repetida del mismo estresor -que normalmente no conduce a dicho síntoma (Zhu et al., 

2014) es la habituación de la actividad del eje HPA. En el caso del estrés impredecible, la respuesta 

aguda del HPA ante cada estresor permanece intacta (Radley & Sawchenko, 2015). 

El sistema serotoninérgico también puede alterar la función del eje HPA a través de acciones directas a 

nivel hipotalámico, hipofisario y adrenal (Lowry, 2002). Una de las principales teorías neurobiológicas de la 

depresión se sustenta en el desbalance de monoaminas- particularmente noradrenalina y serotonina 

(5HT)- reportado en determinadas regiones del cerebro. De igual manera, tras protocolos de estrés 

crónico impredecibles, ciertos análisis espectrofotométricos y neuroquímicos informan decrementos de 

5HT en algunas regiones del cerebro, como el hipocampo, la corteza y la amígdala (Ahmad et al., 2010; 

Gupta et al,, 2014; Lin et al., 2016). La teoría monoaminérgica ha sido reafirmada a través de los años 

mediante las acciones de los antidepresivos que funcionan corrigiendo estos desequilibrios. 

Consecuentemente, los antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptación de 5HT (ISRS) atenúan la 

hiperactividad del eje HPA mediante la desensibilización de receptores serotoninérgicos en el hipotálamo 

(Arborelius et al., 1999). El modelo de estrés crónico e impredecible replica algunas perturbaciones que 

se observan en la depresión clínica (Hill et al., 2012) con respecto al sistema serotoninérgico. 

La revisión de los estudios que emplean el modelo de estrés crónico e impredecible sugiere que este 

paradigma ejerce efectos razonablemente confiables sobre las variables neurobiológicas que exhiben 

alteraciones coincidentes en poblaciones clínicas con trastorno depresivo mayor o en víctimas de suicidio 

(Hill et al., 2012). Este modelo es de gran utilidad en la medición de los parámetros que se relacionan con 

la fisiopatología de la depresión. 
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1.3 PARTICIPACIÓN DE NEURONAS SEROTONINÉRGCAS DEL NÚCLEO DORSAL DEL RAFE EN EL MODELO 

DE DEPRESIÓN 

Como se ha citado en párrafos anteriores, una de las principales teorías que intenta explicar la 

patogénesis de la depresión es la teoría monoaminérgica la cual establece que la depresión podría ser el 

resultado del decremento de la disponibilidad de neurotransmisores monoaminérgicos como la 5HT y la 

noradrenalina en el sistema nervioso central (Haase & Brown, 2015; Roy & Campbell, 2013). Dicha 

hipótesis se basa en el descubrimiento de que las drogas que incrementan la disponibilidad de estas 

monoaminas son antidepresivos efectivos, conduciendo al desarrollo y difusión del uso de una generación 

de nuevos y más efectivos ISRS y de noradrenalina. Sin embargo, pese al éxito en el entendimiento y 

tratamiento de la depresión desde un punto de vista centrado en las monoaminas, muchas preguntas 

permanecen sin contestar 	illner et al., 2013). Por ejemplo, los ISRS no son efectivos para todos los 

pacientes con depresión, por lo que el bloqueo del transporte de monoaminas constituiría únicamente una 

parte del mecanismo terapéutico de la depresión. Hallazgos emergentes con respecto al rol de citoquinas 

pro-inflamatorias, cambios estructurales en ciertas regiones del cerebro, transformaciones en la 

plasticidad sináptica (Czeh et al., 2001; Lee & Kim, 2010; McEwen et al., 2010) y  la neurogénesis vVillner 

et al., 2013), han desplazado a la teoría monoaminérgica del centro de la discusión. Sin embargo, es 

innegable que la neurotransmisión monoaminérgica -en particular la acción de 5HT- actúa como 

reguladora de los estados de ánimo, y que las condiciones que perturban la conectividad de las 

monoaminas en el cerebro derivan en consecuencias observables en el comportamiento (Haase & Brown, 

2015). 

La 5HT es un neurotransmisor monoaminérgico formado por hidroxilación y posterior descarboxilación del 

aminoácido dietético esencial L-triptofano (Altieri et al., 2013). Se almacena en vesículas para su liberación 

en la hendidura sináptica, que ocurre cuando la neurona es estimulada. En las terminales nerviosas 

serotoninérgicas, la neurotransmisión se inicia mediante la liberación de 5HT de la neurona presináptica 

seguida por la difusión de 5HT en la sinapsis, donde puede unirse a receptores pre y post sinápticos 

(Haase 2015). Al menos 14 receptores diferentes modulan sus efectos (Altieri et al., 2013), entre ellos, se 

ha prestado mucha atención al subtipo l  (5HT,,) (Altieri et al., 2013; Garcia-Garcia et al., 2014) dado 

que estudios en humanos y roedores sugieren que están implicados en una variedad de procesos 

fisiológicos y patológicos, tales como el aprendizaje, la memoria, la esquizofrenia, la enfermedad de 

Parkinson, y especialmente en la etiología y el tratamiento de trastornos del estado de ánimo y ansiedad. 

Los autorreceptores 5HT1A  ejercen una retroalimentación inhibitoria en respuesta a la liberación local de 

5HT (Altieri et al., 2013). La duración y el alcance de la neurotransmisión serotoninérgica se controla 

principalmente por la acción del transportador de serotonina (SEAT), quien facilita la remoción de 5HT en 

la sinapsis, resultando en la recaptura de serotonina por la terminal pre sináptica (Figura 1). 
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Participación de neuronas serotoninérgicas del núcleo dorsal del rafe en el modelo de depresión-IN HODUCCIÓN 

Existen numerosos estudios que evalúan la función del sistema serotoninérgico en el desarrollo de 

desórdenes de ansiedad y depresión. Estudios tanto en animales como humanos muestran cómo las 

respuestas endócrina, autonómica y de comportamiento frente al estrés son moduladas en parte por la 

neurotransmisión serotoninérgica (Hale et al., 2012; Lowry, 2002; Waselus et al,, 2011). Por un lado 

actúa regulando al eje HPA y por otro al simpato-adrenomedular, ambos convergentes a nivel de la 

corteza adrenal para regular la secreción de glucocorticoides. 

El núcleo dorsal del rafe (NDR), ubicado a nivel del mesencéfalo, es el origen central del sistema 

serotoninérgico, conteniendo aproximadamente el 50% de las neuronas serotoninérgicas del cerebro de la 

rata. Si bien estas células están restringidas a una parte relativamente pequeña del cerebro, sus 

proyecciones axonales inervan prácticamente toda la estructura, incluyendo a la corteza prefrontal, el 

hipocampo, la amígdala, el tálamo, el hipotálamo, los núcleos accumbens y estriado, el procencéfalo 

basa¡, el cerebelo y la médula espinal (Figura 2) (Haase & Brown, 2015; Morrisseffe & Stahl, 2014). Una 

amplia variedad de células dentro del sistema nervioso central expresan receptores serotoninérgicos, 

incluyendo neuronas, astrocitos y microglia (Haase & Brown, 2015). 

Triptofano 

Figura 1. La 5HT se sintetiza a partir de biptófano mediante la enzima tptofano hidrodlasa y se envasa en vesículas para su 

liberación en la hendidura sináptica. Tras su liberación puede: (1) unirse a sus receptores en otras neuronas, (2) unirse a los 

receptores de 5HT pre sinápticos en la neurona a partir de la cual fue liberada, lo que proporciona su retroalimentación, (3) 
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recapturarse en la neurona pre sináptica por el transportador de 5HT, donde se recicla para su posterior liberación o se 

descompone por acción de la enzima monoamino odasa y se excreta en la orina. 

Las neuronas serotoninérgicas están topográficamente organizadas: grupos anatómicamente distintos 

reciben aferencias sinápticas desde regiones específicas de estructuras cerebrales anteriores y troncales, 

y dan origen a eferentes anatómicamente distintos hacia estructuras anteriores y troncales (Hale et al. 

2012). Los patrones de las proyecciones aferentes y eferentes están altamente organizados, lo que 

sugiere que hay precisión tanto en el control de la actividad neurona¡ de las subpoblaciones de las 

neuronas serotoninérgicas como de sus eferencias a estructuras del cerebro anterior y hacia circuitos 

localizados en el tronco encefálico. Además, neuronas serotoninérgicas individuales dan lugar a 

proyecciones colaterales o ramificadas a regiones diana anatómicamente distribuidas, pero 

funcionalmente relacionadas. Esta característica anatómica plantea la posibilidad de que los cambios en la 

actividad neurona¡ de un pequeño número de estas neuronas pueden tener importantes implicaciones 

para determinadas respuestas fisiológicas o de comportamiento. Así, dependiendo cuál de las regiones 

esté activada dentro del sistema serotoninérgico, se inhibirá o facilitará la secreción de glucocorticoides 

(Abrams et al., 2005; Hale et al., 2012; Lowry, 2002). Adicionalmente, estas neuronas influyen directa e 

indirectamente en prácticamente todos los otros sistemas neurotransmisores: el de dopamina, el de 

noradrenalina, el de glutamato, el de acetilcolina, el de histamina y del ácido gamma-aminobutírico 

(GABA), y la automodulación del sistema 5H1 (Morrissette & Stahl, 2014). 

Figura 2. Vías ascendentes del NDA de la rata y sus principales targets. AM, amígdala; cF, núcleo caudado-putámen; CTX, 

corteza; DH, hipotálamo dorsal; GP, núcleo globus pallidus; HPC, hipocampo; ILT, núcleo intralarninar talámico; IP, núcleo 

interpeduncular; LH, hipotálamo latera]; LS, septum lateral; MT, núcleo talámico media¡; Nas, capa superficial del núcleo 

accumbens; NAc, capa profunda del núcleo accumbens; SN, substantia nigra; STN, núcleo subtalániico; OB, bulbo olfatorio; PH, 

hipotálamo posterior; VMH, hipotálamo ventromedial. 
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Dado que la 5HT es el neurotransmisor más abundante dentro del NDR, esta estructura está involucrada 

en el control de varias funciones fisiológicas incluyendo el control motor, el apetito, los ciclos de sueño-

vigilia, el comportamiento emocional y los estados emocionales, por lo que su relación con desórdenes 

como la depresión es estrecha (Michelsen et al,, 2008). La activación de las neuronas serotoninárgicas 

dentro de las distintas subregiones del NDR se altera ante comportamientos relacionados con el estrés y 

la ansiedad, resultando en un incremento en la expresión de Fos, la proteína producto del gen marcador 

de actividad celular temprana cFos (Bouwknecht et al., 2007). 

Ante la exposición a estrés, diferentes grupos de neuronas en el NDR son activadas de manera 

diferencial, sugiriendo que regiones mediales rostrocaudales y caudales de dicho núcleo podrían regular 

respuestas relacionadas con la ansiedad, mientras que las regiones laterales inhibirían respuestas de 

pánico (Hale & Lowry, 2011). 
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1.4 ALTERACIONES VOLUMÉTRICAS DEL HIPOCAMPO EN EL MODELO DE DEPRESIÓN 

Durante la adultez y como resultado de la exposición a situaciones de estrés crónico de diversos tipos, la 

arquitectura del cerebro se remodele: los procesos dendríticos se expanden o retraen (dependiendo de la 

región cerebral) (Tata & Anderson, 2010; Vyas et al., 2002), la forma de las espinas dendríticas se 

modifica (Conrad et al., 2012; Meras & Baram, 2012) y  se inhibe la neurogénesis en el giro dentado del 

hipocampo (Czeh et al., 2001; McEwen, 1999). Estas transformaciones pueden constituir señales de una 

adaptación exitosa, mientras que la persistencia de estos cambios una vez finalizado el estrés puede 

indicar fallas en la resiliencia del individuo (McEwen et al,, 2015). Las respuestas maladaptativas ante el 

estrés y la hipersecreción consecuente de glucocorticoides pueden inducir estados de hiper-

emocionalidad, disfunciones en el humor y alteraciones cognitivas en pacientes deprimidos. Esto 

usualmente es acompañado por cambios de volumen en varias regiones del cerebro incluyendo el 

hipocampo (Lucassen et al., 2014). 

El hipocampo es una de las estructuras más sensibles al estrés crónico, dado que expresa ambos tipos 

de receptores para glucocorticoides (GR y MR) en abundancia. Junto con la corteza prefrontal, el 

hipocampo ejerce un control inhibitorio de las neuronas que secretan CRH en el núcleo paraventricular del 

hipotálamo en respuesta al estrés (Herman et al., 2016). Ambas regiones envían proyecciones 

glutamatérgicas a neuronas GABAérgicas del núcleo paraventricular que proyectan a regiones como el 

núcleo del lecho de la estría terminal (Willner et al., 2013). Por el contrario, la amígdala ejerce un control 

excitatorio sobre el hipotálamo para estimular el eje HPA, el cual, a través de niveles incrementados de 

cortisol, actúa de manera positiva para estimular la amígdala (Duvarci & Pare, 2007). El mecanismo de 

regulación negativa ejercido por el hipocampo es crucial para limitar la actividad del eje HPA, ya que sin él, 

el circuito de retroalimentación positiva a través de la amígdala generaría que el sistema funcione fuera de 

control (Belzung & Billette de Villemeur, 2010; Herman et al., 2016). La exposición prolongada a 

glucocorticoides conduce inicialmente a una pérdida de receptores GR en las células granulares del 

hipocampo, con la consecuente desinhibición de eje HPA y el incremento de la estimulación 

corticosteroide (Herman et al., 2016; Willner et al., 2013). 

Como resultado de las modificaciones morfológicas causadas por el estrés crónico, el volumen del 

hipocampo tanto de pacientes deprimidos (Cobb et al., 2013; Sheline et al., 1996) como de animales 

crónicamente estresados (Liu et al., 2011) se reduce. Dicha disminución no es una acción específica del 

estrés crónico, dado que también se ha informado en varios otros trastornos cerebrales que incluyen 

esquizofrenia, demencia, enfermedades de Parkinson y Huntington, epilepsia y alcoholismo (Czeh & 

Lucassen, 2007). Estas reducciones constituyen uno de los hallazgos mejor replicados en la psiquiatría 

biológica, aunque aun no es claro cuáles son sus causas o posibles consecuencias (Lucassen et al., 

2014). Tradicionalmente, los desórdenes cerebrales afectivos o relacionados con el estrés se explican en 

su mayoría a través de desbalances monoaminégicos, abordados en la sección anterior. Sin embargo, 
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ciertos deterioros en la plasticidad estructural y alteraciones en el volumen de algunas regiones límbicas 

también podrían contribuir a su fisiopatología (McEwen et al., 2010). Se han propuesto diversos sustratos 

celulares como candidatos que explican dicha reducción: la retracción dendrítica, la pérdida neurona¡ o 

las alteraciones volumétricas en la glía, todos ellos sensibles a las acciones del estrés. Incluso las 

relaciones entre comportamientos relacionados al estrés y cambios en la plasticidad estructural podrían 

ser recíprocas. En conjunto, aun se desconoce si los sustratos arriba mencionados deberían clasificarse 

como patológicos o bien podrían representar adaptaciones dinámicas o plásticas ante el estrés, pudiendo 

hasta cierto punto ser reversibles (Lucassen et al., 2014). En efecto, un estudio realizado por Huang et al. 

(2013) empleando resonancia magnética funcional, encontró que el volumen del giro dentado del 

hipocampo fue menor en pacientes no medicados, que en pacientes tratados con antidepresivos (Huang 

et al., 2013). Resultados similares se hallaron en un análisis post mortem de pacientes diagnosticados 

con depresión (Boldrini et al., 2013). 

La disminución de volumen en el hipocampo puede estar estrechamente ligada a una reducción en el 

volumen de neuropilo, que contiene principalmente dendritas y axones, y a una pequeña proporción de 

procesos gliales (Tata & Anderson, 2010). La retracción dendrítica fue observada por primera vez en 

neuronas de CAl y CA3 tras la aplicación de un protocolo de estrés crónico (Donohue et al., 2006; 

Sousa et al., 2000). A nivel estructural, la exposición prolongada a altas dosis de corticosterona reduce la 

complejidad dendrítica de la zona apical en neuronas piramidales de CA3 (Woolley et al., 1990), y  la 

exposición prolongada a varios tipos de estresores produce transformaciones similares en varias 

especies. Dichos cambios en la morfología dendrítica del hipocampo generalmente necesitan varias 

semanas para desarrollarse. El estrés crónico conduce inclusive a una pérdida de sinapsis en las fibras 

musgosas, incrementa la densidad del área superficial post-sináptica y produce un reacomodamiento de 

mitocondrias y vesículas a nivel de los terminales pre-sinápticos. La exposición prolongada a diversos 

estresores y por ende a glucocorticoides puede afectar el número y la morfología de las espinas 

dendríticas tanto pre como post sinápticas, las cuales a su vez alteran la fortaleza de las sinapsis 

excitatorias en el hipocampo. La exploración de los mecanismos que subyacen a los procesos de 

remodelación de dendritas y sinapsis revela que ni el tamaño de la glándula adrenal ni el estrés fisiológico 

çerse determinan dicha reestructuración, sino que diversos factores son capaces de modulada (McEwen, 

2010) . Entre estos factores se encuentran los mecanismos celulares que involucran esteroides, la 

elevación de niveles de glutamato a nivel sináptico, la expresión de moléculas extracelulares de adhesión, 

las alteraciones en la acetilación de las subunidades de microtúbulos, los factores neurotróficos y la CRH. 

Sin embargo, esta reorganización del citoesqueleto, de la longitud de las dendritas y de la ramificación 

ocurre de manera reversible en otras situaciones distintas al estrés. A modo de ejemplo, en las especies 

de mamíferos que hibernan, la remodelación dendrítica es un proceso reversible y ocurre pocas horas 

después del comienzo de la hibernación en hámsters europeos y ardillas terrestres. Esto implica que los 
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cambios morfológicos posiblemente no constituyan daños sino una forma de plasticidad estructural 

(McEwen, 2010; McEwen et al., 2015). 

Otra posible causa de la reducción dendrítica podría ser la apoptosis neurona¡, aunque no es respaldada 

por la evidencia histológica o neuropatológica del hipocampo brindada por modelos de depresión o 

pacientes depresivos (Lucassen et al. 2014). 

En el cerebro adulto de algunas especies de mamíferos, nuevas neuronas se originan principalmente en el 

giro dentado del hipocampo y, en menor medida, en los bulbos olfatorios, aunque algunas evidencias 

sugieren que la neurogénesis también puede ocurrir en otras áreas (Willner et al., 2013). La hipótesis 

neurogénica de la depresión propone que las reducciones prolongadas en la neurogénesis, inducidas por 

el estrés crónico, por ejemplo, pueden afectar la estructura y el volumen del hipocampo en la depresión, y 

que el éxito de determinados antidepresivos consiste en revertir este efecto. Estos antidepresivos 

pertenecen a diferentes clases farmacológicas, incluyendo no solo a aquellos con efectos sobre las 

monoaminas, sino también a otros que actúan sobre ligandos glutamatérgicos, o compuestos que 

intervienen directamente en el eje HPA como el CRF o antagonistas del receptor de vasopresina, así 

como también el antidepresivo tianeptina. El aumento de la neurogénesis del hipocampo también se 

observa después de otros tratamientos que tienen efectos similares a los antidepresivos en roedores, 

como el ejercicio físico (Kronenberg et al., 2003; van Praag et al,, 1999), la chanza en ambientes 

enriquecidos, o terapias no farmacológicas como la electroconvulsión (Malberg et al., 2000) o la 

estimulación del nervio vago (Revesz et al., 2008). El estrés crónico afecta los niveles de vahos 

neurotransmisores implicados en la regulación de la neurogénesis: GABA, 5HT, noradrenalina, dopamina, 

cannabinoides, opiáceos y óxido nítrico. A la vez, el estrés reduce la expresión de varios factores de 

crecimiento, como el BDNF, el factor de crecimiento similar a la insulina-1, el factor de crecimiento 

nervioso (NGF), el factor de crecimiento epidérmico y vascular, y el factor de crecimiento endotelial, 

quienes pueden influir en la neurogénesis. 

Las células gliales, especialmente los astrocitos, son componentes clave del nicho neurogénico' que 

proporciona el microambiente local necesario para la generación de neuronas en áreas cerebrales 

especificas. Son compatibles con la maduración y la integración de las neuronas recién nacidas, tanto 

físicamente como mediante la liberación de un cóctel de factores de crecimiento y citoquinas. Los 

astrocitos responden al estrés crónico reorganizando su morfología celular y reduciendo la longitud, la 

complejidad y el volumen de sus procesos (Tynan et al., 2013). El estrés crónico puede reducirla tasa de 

proliferación de las células gliales (Banasr & Duman, 2007) así como también puede promover la 

remodelación estructural de la microglia y potenciar la liberación de citocinas proinflamatorias a partir de la 

microglia (Walker et al., 2013). Si bien los trabajos con muestras de hipocampo de pacientes post-

mortem con depresión mayor hasta el momento no han informado reducciones significativas en el número 

de células neuronales o gliales (Cobb et al., 2013), reportan una menor densidad de oligodendrocitos en 
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el cerebro (Edgar & Sibille, 2012) y  una reducción en la expresión de sus transcriptos génicos. Empleando 

modelos animales basados en paradigmas de estrés crónico también se hallaron cambios celulares y 

moleculares en ciertas estructuras límbicas que indican la participación de los oligodendrocitos (Czeh & 

Lucassen, 2007). 

El significado funcional de los cambios morfológicos depende de la región del hipocampo estudiada, 

dado que su conectividad extrínseca es diferente para las regiones ventral y dorsal (Moser et al,, 1993; 

Swanson & Cowan, 1977). Existe una disociación entre los efectos de las lesiones causadas a fibras 

dorsales y ventrales. Las lesiones dorsales afectan el rendimiento en una amplia gama de tareas 

relacionadas con la memoria espacial evaluadas en ratas. En particular, dos grupos (Kim & Fanselow, 

1992; Phillips & LeDoux, 1992) confirmaron que las lesiones del hipocampo dorsal (HD) realizadas 

después del condicionamiento de tipo tono-shock eléctrico interfieren con la exhibición de 

comportamientos de miedo ante el contexto pero no ante el tono. En otro estudio se observó una relación 

casi lineal entre el volumen de las lesiones del HD y el aprendizaje de ciertas tareas espaciales (Moser et 

al., 1993). De hecho, las ratas sometidas a un protocolo de estrés crónico variable durante un mes 

tardaron más tiempo en entrenarse para el laberinto de agua de Morris y fallaron en aprender la locación 

de una nueva plataforma durante la prueba (Moser et al., 1993). Sin embargo, y como se ha puntualizado 

en párrafos anteriores, los efectos del estrés crónico sobre la morfología y el aprendizaje dependiente del 

contexto desaparecieron en el transcurso de dos semanas después del cese del régimen de estrés diario 

(Sousa et al., 2000), lo que sugiere que podría cumplir una función adaptativa y no constituir un perjuicio. 

Por el contrario, mediante lesiones al hipocampo ventral se han encontrado reducciones en la conducta 

de ansiedad en una serie de pruebas incondicionadas incluyendo el laberinto en cruz elevado (Bannerman 

et al., 2003). 
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1.5 MEMORIA CONTKTUAL EN EL MODELO DE DEPRESIÓN 

A través de catecolaminas y glucocorticoides, el estrés ejerce múltiples efectos sobre la salud, la emoción 

y la cognición (de Kloet et al., 2005). Las consecuencias del estrés contribuyen al desarrollo de 

numerosas psicopatologías como la ansiedad, el trastorno de estrés postraumático, la depresión, la 

esquizofrenia, entre otras. Uno de los factores comunes presente en estos desórdenes es la alteración de 

procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria (Kim et al., 2015). 

La gran mayoría de los estudios reportan que la exposición a estrés o a niveles elevados de 

glucocorticoides afecta el desempeño de tareas que evalúan la memoria dependiente de hipocampo (Kim 

& Diamond, 2002; McEwen & Sapolsky, 1995). Esta estructura es especialmente sensible a los efectos 

de los glucocorticoides, dado que, como ha sido mencionado, expresa la mayor cantidad de receptores 

para glucocorticoides dentro del cerebro de roedores y primates (Conrad, 2006). En personas 

diagnosticadas con trastorno de estrés post traumático y depresión se observa una alteración en diversas 

pruebas que valoran la memoria verbal (Bremner et al., 2000). En pacientes con síndrome de Cushing se 

evidencian déficits en la memoria sugiriendo un papel directo de los corticosteroides en estos procesos. 

De manera similar, estudios en roedores han mostrado que la exposición a estrés crónico e impredecible 

y las inyecciones de dosis altas de corticoides producen déficits en tareas asociadas con la memoria 

espacial que involucran al hipocampo (Gouirand & Matuszewich, 2005; Moreira et al., 2016). También se 

han reportado profundos déficits en la memoria de ratones transgénicos que sobre expresan CRE 

(Heinrichs et al,, 1996). 

Las neuronas en el hipocampo responden vigorosamente a diversos tipos de estímulos, incluidas las 

señales no contextuales, pero son particularmente sensibles a la ubicación espacial (Maren et al., 2013). 

Cuando un animal se encuentra en un determinado contexto, se activan algunas neuronas en el 

hipocampo que responden específicamente a esa locación disparando potenciales de acción. A estas 

neuronas se las denominó 'células de lugar" (O'Keefe, 1976). Si el animal se mueve a un nuevo contexto, 

otras células de lugar se activan. Cada vez que el animal regresa al sitio inicial, las mismas neuronas de 

lugar son activadas. Por lo tanto, a medida que el animal se mueve, emerge un patrón de activación 

específico que puede emplearse para reconstruir la posición del animal. A modo de ejemplo, en un 

estudio, los autores crearon cuatro contextos distintos combinando estímulos olfatorios y visuales dentro 

del mismo recinto y luego examinaron las células de lugar en el hipocampo de las ratas mientras 

exploraban cada contexto. Ciertas neuronas individuales exhibieron un patrón heterogéneo de re-mapeo, 

algunas neuronas mantuvieron su perfil de activación en todos los contextos, y otras neuronas se 

activaron o silenciaron conjuntamente en ciertos contextos (Anderson & Jeffery, 2003). Lo anterior sugiere 

que en el hipocampo se establecen interpretaciones únicas del contexto que están representadas por 

una población de células codificando tanto las propiedades espaciales del ambiente como la integración 

de los estímulos espaciales y no-espaciales del ambiente (Maren et al., 2013). De manera similar a los 
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otros ejemplos citados, el estrés modifica la tasa de disparo de las células de lugar en el hipocampo (Km 

et al., 2007). 

La potenciación a largo plazo (PLP), resultante de una breve estimulación a alta frecuencia de las fibras 

aferentes, produce un aumento duradero en la transmisión de las señales entre dos neuronas y fue 

inicialmente demostrada en el hipocampo. En diferentes regiones del hipocampo - tanto en CAl en CA3 

como en el giro dentado- se han demostrado deficiencias en las PLP asociadas al estrés (Km et al., 

2015). 

La posible relación entre los cambios morfológicos producidos por el estrés crónico y la exposición a 

glucocorticoides en las distintas regiones del hipocampo y sus funciones ha sido estudiada por varios 

grupos (Conrad, 2006; Sandi, 2013; Tata & Anderson, 2010). Las reducciones en la longitud dendrítica 

podrían comprometer la transferencia de señales a través del HD y por lo tanto la capacidad de aprender 

y memorizar información. La reducción en la neurogénesis podría agravar el impacto, dado que las células 

granulares que nacen en el cerebro de un joven adulto contribuyen significativamente en funciones como 

la memoria contextual de miedo, la separación de patrones espaciales y el aprendizaje espacial (Krugers 

et al., 2010). 

Pese a que los efectos del estrés crónico en la memoria con frecuencia se suponen perjudiciales, en 

algunos casos pueden favorecerla o facilitada (Bowman et al,, 2003; Conrad et al., 1999). Esto indica que 

las implicancias del estrés sobre la memoria dependerán de varios factores relacionados a las 

características del estresor o los estresores empleados, el tiempo en que se aplica el protocolo de estrés, 

y aspectos específicos de la memoria estudiada (Sandi, 2013). 

Normalmente, cuando a un ratón o a una rata se los re expone a un entorno (un contexto) o a un tono (un 

estímulo condicionado) que ha sido previamente apareado a descargas eléctricas en sus miembros (un 

estímulo incondicionado), mostrará un patrón de comportamiento indicativo de miedo (Fanselow, 2000). 

Este aprendizaje asociativo pavloviano se denomina condicionamiento del miedo (Fear conditioning tasks). 

El condicionamiento del miedo se produce cuando el estímulo condicionado inicialmente inocuo (EC) se 

empareja de forma contingente con un estímulo incondicionado (El) que activa de manera refleja 

respuestas de miedo(Watson & Rayner, 2000). A través de la formación de asociaciones EC-El, el EC 

provocará varias respuestas condicionadas que comparten características similares a las respuestas de 

miedo innatas. En los estudios que emplean dichas tareas de asociación, se observa una correlación 

positiva entre las diversas intensidades de shock que se manipulan durante el entrenamiento y el nivel de 

freezing o congelamiento exhibido por los animales en la sesión de prueba (Sandi, 2013). La conducta de 

freezing se define como una supresión completa de la actividad locomotora espontánea y de todos los 

movimientos, excepto los necesarios para la respiración (Fanselow & Bolles, 1979). 
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En las ratas, el miedo condicionado a una señal contextual difusa, pero no a un tono discreto, se elimina 

cuando el HD se lesiona un día después del condicionamiento (Anagnostaras et al,, 2001; Kim & 

Fanselow, 1992; Maren & Fanselow, 1997). Del mismo modo, las lesiones del HD previas al test 

bloquean selectivamente la adquisición de la memoria de miedo ante un contexto, pero no al tono (Phillips 

& LeDoux, 1992). La noción de que el hipocampo está involucrado en el condicionamiento de memorias 

de miedo se ha estudiado en ratones transgénicos/ knockout con reducción de PLP en el hipocampo. 

Estos exhiben déficits en el condicionamiento de miedo ante el contexto pero no ante el tono 

(Bourtchuladze et al., 1994: Huerta et al., 2000). 

Además del hipocampo, se conoce que los efectos de los glucocorticoides y las catecolaminas sobre la 

memoria son mediados en parte por la amígdala (Schwabe et al., 2012), en particular por su parte 

basolateral. Infusiones de un agonista del receptor de glucocorticoides en la amígdala basolateral mejoran 

la consolidación de la memoria (Roozendaal & McGaugh, 1997) mientras que las lesiones en esta 

estructura o las inyecciones de un antagonista de la adrenalina bloquean los efectos de los 

glucocorticoides (Roozendaal & McGaugh, 1996). Si bien la amígdala está involucrada en el 

almacenamiento de memorias de condicionamiento de miedo (LeDoux, 1996), no es el sitio en el que se 

almacenan las memorias espaciales o "declarativas". Para estas formas de memoria, la amígdala actuaría 

como un modulador que cambia los procesos de memoria almacenadas en otras regiones del cerebro 

(Baddeley et al., 2000). Varios estudios muestran que puede tener un profundo efecto en el rendimiento 

de tareas dependientes del hipocampo. En una versión estresante del laberinto de agua (Monis water 

maze), la amígdala se activa; mientras que las ratas que no aprenden la versión estresante tampoco 

muestran esta activación (Akirav et al., 2001). En otro estudio, la estimulación de la amígdala facilita la PLP 

en el hipocampo (Akirav & Richter-Levin, 1999). Por lo tanto, el aprendizaje dependiente del hipocampo 

puede verse facilitado en gran medida por contribuciones de la amígdala (Conrad, 2006). 
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1.6 ANTIDEPRESIVO: TNEP11NA 

La reversibilidad de los cambios estructurales inducidos por el estrés en el hipocampo es especialmente 

alentadora para las condiciones psiquiátricas como la depresión. Si bien los individuos deprimidos 

muestran un volumen reducido del hipocampo (Sheline et al., 1996) y  alteraciones en la memoria 

declarativa dependiente de hipocampo (Vasic et al., 2008) estos resultados estructurales y funcionales no 

son permanentes: los individuos deprimidos con terapia antidepresiva muestran volúmenes de hipocampo 

similares a los controles no deprimidos (Sheline et al., 2003), y  aquellos en remisión muestran 

incrementos en dicho volumen (Frodl et al., 2008). La plasticidad del hipocampo en individuos deprimidos 

es consistente con la literatura en roedores que investiga las estructuras dendrfticas en el hipocampo y las 

habilidades relacionadas con la memoria espacial después del estrés crónico (Czeh & Lucassen, 2007). 

Estos estudios respaldan la interpretación de que el estrés crónico y la depresión pueden influir en el 

hipocampo de una manera lábil y altamente dinámica (Conrad, 2010). 

En este contexto, y ampliando la hipótesis neuroquímica de la depresión, teorías contemporáneas 

sugieren que los trastornos depresivos pueden asociarse no solo con un desequilibrio de 

neurotransmisores y neuromoduladores sino también con un deterioro de la neuroplasticidad y la 

resiliencia celular, y que los antidepresivos podrían actuar normalizando este deterioro (Fittenger & Duman, 

2008). 

El déficit serotoninérgico en la depresión como concepto y factor explicativo es particularmente desafiado 

por el fármaco tianeptina (Stablon), un antidepresivo con similitudes estructurales con los agentes 

antidepresivos tricíclicos pero con diferentes propiedades farmacológicas (McEwen et al., 2010). 

En los últimos años, el trabajo de Gassaway y colaboradores (2014) demuestra que el antidepresivo 

tianeptina es un agonista del receptor de opioides mu (Gassaway et al., 2014). Cuando se desarrolló por 

primera vez, se pensó que era un antidepresivo tricíclico basado en su estructura química (Figura 3). Sin 

embargo, estudios posteriores demostraron que la tianeptina no inhibe la recaptack5n de monoaminas. 

Además de su estructura inusual, el primer indicio de que posee un mecanismo de acción diferente al de 

otras clases de antidepresivos fue el hallazgo de que, tras la administración aguda o sostenida, la 

tianeptina disminuía los niveles extracelulares de 5HT (Mennini et al., 1987). En ese momento, se suponía 

que este hallazgo era la consecuencia de un aumento de la receptación de 5HT. Se ha demostrado que 

la tianeptina también reduce tanto el número de sitios transportadores de 5HT como sus niveles de ARNm 

en el NDR (Watanabe et al., 1993). Sin embargo, cualquier influencia facilitadora sobre la recaptación de 

5HT podría ejercerse indirectamente en lugar de directamente en los transportadores de 5HT, para los 

cuales su afinidad es baja (Malagie et al., 2000). Investigaciones más recientes han demostrado que la 

administración aguda o prolongada de tianeptina no provoca alteraciones marcadas (ni aumentos ni 

disminuciones) sobre los niveles extracelulares de 5HT en las estructuras corticolímbicas de ratas 
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conscientes (Malagie et al., 2000; Pineyro et al., 1995). Teniendo en cuenta estos hallazgos en los que el 

papel de 5HT en el mecanismo de eficacia antidepresiva de la tianeptina no ha sido comprobado, surge la 

hipótesis de que sus efectos podrían ser ejercidos a través de la modulación de las vías glutamatérgicas 

(McEwen, 2010; Svenningsson et al,, 2007). No obstante, el objetivo molecular directo de tianeptina 

permaneció esquivo hasta que Gassaway y colaboradores (2014) lo evaluaron probando un amplio panel 

de receptores cerebrales humanos, descubriendo que la tianeptina se une al receptor mu de opioides 

humano. Éste, es un receptor acoplado a proteína Gi / o, y  los ensayos funcionales revelaron que la 

tianeptina es un agonista para la activación de la proteína G y la inhibición de la acumulación de AMPc 

(Gassaway et al, 2014). También se une débilmente al receptor de opioides delta humano y agoniza este 

receptor, aunque a concentraciones mucho más altas que en el caso del receptor mu. La tianeptina no 

muestra actividad agonista ni antagonista en cuanto a los receptores de opioides kappa. 

La utilización de tianeptina mejora síntomas característicos de la depresión como la ansiedad y los 

trastornos cognitivos, y es efectiva en pacientes resistentes a la terapia con ISRS (Woo et al., 2013). 

Adicionalmente, el perfil de efectos secundarios que genera es mejor comparado con el uso de los ISRS y 

los antidepresivos tricíclicos (Gassaway et al., 2014; McEwen et al., 2010). 

En estudios preclínicos, la tianeptina tiene efectos beneficiosos en una serie de modelos de 

comportamiento relacionados con la depresión, la ansiedad y otros trastornos relacionados con el estrés 

(McEwen et al., 2010; Zoladz et al., 2013). Tianeptina ha mostrado modular la transmisión glutamatérgica 

y sus efectos sobre la neuro plasticidad se han estudiado extensamente en el hipocampo y amígdala 

(McEwen et al,, 2010). 
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Figura 3. Estructura química del antidepresivo tianeptina. 

Entre los antidepresivos, la tianeptina ha sido el más ampliamente estudiado debido al efecto protector 

constante contra la remodelación neurona¡ inducida por el estrés. Particularmente, en la capa granular del 

giro dentado y en la zona subgranular adyacente dentro del hipocampo, la tianeptina revierte la reducción 
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en la tasa de proliferación de estas células a causa del estrés crónico (Czeh et al., 2001). Por lo tanto, no 

solo la citogénesis, sino también la muerte celular, y por lo tanto todo el proceso de remodelación 

neurona¡ del giro dentado adulto, se afectan positivamente mediante el tratamiento con tianeptina 

(McEwen et al., 2010). Estos efectos no se restringen al hipocampo, ya que en la corteza temporal, el 

tratamiento con tianeptina muestra efectos antiapoptóticos tanto en animales estresados como controles 

(Lucassen et al., 2004). 

Adicionalmente, la tianeptina revierte la inhibición inducida por el estrés de la PLP en las sinapsis 

excitatorias en el hipocampo y la corteza prefrontal (McEwen et al., 2010). 

Los déficits cognitivos y de memoria reportados en pacientes con depresión pueden surgir a través de la 

disrupción del eje HPA mediada por la pérdida de volumen del hipocampo y las alteraciones dendríticas 

producidas en la amígdala. Según se ha citado, la magnitud de la reducción del hipocampo informada en 

ciertas condiciones experimentales puede en parte subyacer a algunos de los déficits cognitivos que 

acompañan a la depresión mayor, cualquier prevención o restauración de estos cambios morfológicos en 

el hipocampo podría acompañarse paralelamente de efectos procognitivos (McEwen et al,, 2010). En 

consecuencia, la tianeptina tiene efectos particularmente favorables sobre las funciones cognitivas. Por 

ejemplo, tianeptina revirtió el deterioro en el período de adquisición de la memoria espacial evaluada en el 

laberinto de ocho brazos causada por estrés crónico de inmovilización, y en forma paralela impidió la 

atrofia en las dendritas de las neuronas en la región CA3 del hipocampo (Luine et al., 1994). 

De acuerdo con las consideraciones anteriores, los efectos de la separación materna temprana y/o del 

modelo de depresión podrían alterar la disponibilidad de 5HT en el núcleo dorsal del rafe, así como 

producir variaciones en la morfología del hipocampo, alterando su volumen total o el de las áreas que lo 

componen. Estas repercusiones neurobiológicas a su vez se reflejarán conductualmente evaluando la 

memoria ante un contexto. No obstante, es de esperar que el uso del antidepresivo tianeptina revierta 

algunas de las alteraciones nerviosas y/o cognitivas favoreciendo la recuperación del estado de 

depresión. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

Las diferentes metodologías que se están aplicando en las investigaciones sobre estrés crónico y/o 

depresión, contribuirán a incrementar la información en esta área y resolver algunos de los interrogantes 

de los muchos que aún existen. La depresión es una patología recurrente y puede ser comorbida con 

otras enfermedades tales como: cardíacas, osteoporosis y obesidad abdominal. Su sintomatología se 

relaciona con alteraciones de la memoria y del aprendizaje, estados de ansiedad y de anhedonia entre 

otros. Las drogas antidepresivas comunes proveen un tratamiento efectivo de sus síntomas. La tianeptina 

es un antidepresivo tricíclico modificado que, a diferencia de otros, activa la recaptación de 5HT. 

En este proyecto nos planteamos la siguiente hipótesis: si los cambios en el ambiente pre y postnatal 

ejercen fuerte influencia en el desarrollo de un organismo, en particular, eventos de la vida ocurridos 

durante estos dos períodos tempranos pueden tener diferentes respuestas conductuales a largo plazo. 

Así como la manipulación postnatal puede revertir los efectos negativos del estrés prenatal, podría 

también repercutir sobre las consecuencias del estrés en la vida adulta. Si bien en el primer caso con 

efectos positivos, puede también provocar respuestas perjudiciales a largo plazo. Por ello nos 

proponemos estudiar, en un modelo animal, si la separación materna temprana provoca mayor 

vulnerabilidad al estrés en la adultez como inductor de depresión. Dada la complejidad de la etiología de 

esta enfermedad, se plantea su análisis a través de las alteraciones a nivel del sustrato neurobiológico y 

sus consecuencias conductuales. 

2. 2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

En este proyecto nos propusimos cumplimentar los siguientes objetivos específicos: 

A. Identificar con técnicas de inmunohistoquímica, el número de neuronas inmunorreactivas a Fos-

5HT en el núcleo dorsal del rafe. 

B. Determinar mediante el tratamiento con tianeptina si se revierte la posible disminución del número 

de neuronas inmunorreactivas a Fos -5HT en el núcleo dorsal del rafe, clásico síntoma de la 

depresión. 

O. Establecer mediante estereología, si se producen alteraciones en el volumen del 

hipocampo dorsal, considerando las áreas CAl, CA2/3 y giro dentado así como también cada 

uno de los estratos de las áreas mencionadas. 

D. Determinar si la administración de tianeptina corrige la posible disminución del volumen de 

hipocampo, sus áreas y estratos. 
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E. Correlacionar los posibles cambios morfológicos del hipocampo dorsal con el déficit de memoria 

co ntextua 1. 

E. Evaluar si el antidepresivo objeto de estudio mejora los posibles deterioros sobre el volumen del 

hipocampo dorsal y, en consecuencia, restablece los procesos de memoria contextual. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3,1 ANIMALES 

Todos los experimentos empleados en el presente proyecto respetan los principios y condiciones 

éticas, legales y jurídicas establecidas por las normas de Bioética Nacionales e Internacionales para 

el cuidado y uso de animales en investigación. Contaron además con la aprobación del CICUAL de la 

Facultad de Ciencias, Exactas, Físicas y Naturales Resol.571 -HCD-201 4. Acta 8/2015. 

Se utilizaron 110 ratas macho derivadas de la cepa Wistar (peso final: 270 -330 g), provenientes de 50 

camadas diferentes, Los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales constantes de 

temperatura (21 ± 1°C) y ciclo luz - oscuridad de 12 h (encendido de las luces a las 7:00 h). Los 

animales tuvieron acceso ad libitum a agua y comida. 

3.2 SEPARACIÓN MATERNA TEMPRANA 

Inicialmente, dos ratas hembras no emparentadas se colocaron en presencia de un macho no 

emparentado y sexualmente activo, permaneciendo en la misma caja hasta que fueron notorias las 

señales físicas de preñez, tales como la presencia de espermatozoides en el canal vaginal, Luego el 

macho fue removido y las hembras fueron ubicadas en una caja de polietileno (dimensiones 45x30x20 

cm) hasta el día de gestación número 15 en el cual fueron separadas en dos cajas diferentes, Las 

hembras preñadas fueron divididas entre dos grupos: con crías o separadas de sus crías. El día de 

nacimiento fue designado como el día post natal 1 (DPN). Ese mismo día, las camadas fueron reducidas, 

de un promedio de 14 crías en total, a 10 crías (4-5 hembras, 5-6 machos). 

El protocolo de separación materna se basó en un protocolo estandarizado (Ogawa et al., 1994). En las 

camadas sometidas a separación, las crías fueron separadas 4,5 hs por día durante 21 días (Figura 4). La 

separación consistió en remover a la madre de la caja de origen y ubicarla en una caja aparte, pero en la 

misma habitación que las crías, que permanecieron juntas en la misma caja. Transcurridas las 4,5 hs, la 

madre retornó a la caja de origen. 

Las separaciones se efectuaron entre las 9:00 hs y las 13:30 hs cada día, En los grupos criados con la 

madre, las crías permanecieron sin disturbios con sus respectivas madres hasta la edad de destete el 

DPN 22, excepto los días en que se realizó la limpieza del bioterio dos veces a la semana, 
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Figura 4. Línea de tiempo de los protocolos y tratamientos efectuados a los animales. 

3.3 CONDICIONES POST DESTE 	lb 

Desde el DPN 22 hasta el 49, las crías macho fueron agrupadas en cajas estándar en grupos de a 

cuatro. Durante esa etapa fueron manipulados por el mismo investigador para minimizar reacciones que 

pudieran surgir ante la aplicación de los distintos tratamientos. Al DPN 49, las ratas de las dos 

condiciones (separados de la madre o criados con ella) fueron aleatoriamente divididas en cuatro 

tratamientos: criadas con la madre y tratadas con vehículo o tianeptina, y separadas de la madre tratados 

con vehículo o tianeptina, sometidas a estrés crónico e impredecible, resultando en ocho grupos 

experimentales: 

[11 Criadas con la madre-vehículo (Animales criados en el laboratorio en condiciones estándar) 

[2] Criadas con la madre- tianeptina 

[3] Cadas con la madre-con estrés-vehículo 

[4] Criadas con la madre-con estrés-tianeptina 

[5] Separadas de la madre- vehículo 

[6] Separadas de la madre- tianeptina 

[7] Separadas de la madre-con estrés-vehículo 

[8] Separadas de la madre-con estrés-tianeptina 

A los fines de controlar el efecto camada, cada grupo experimental se conformó con ratas de diferentes 

camadas (una rata por camada por condición). Los animales fueron alojados en cajas de a cuatro hasta el 

fin del período experimental. 

De lo anterior se concluye que el diseño experimental utilizado fue factorial (2 X 2 X 2), teniendo como 

factores: separación materna (sin separación materna o con separación materna), estrés crónico (sin 

estrés crónico o con estrés crónico) y droga (vehículo o tianeptina). 
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3.4 MODELO DE DEPRESIÓN - PROTOCOLO DE ESTRÉS CRÓNICO E IMPREDECIBLE 

En el DPN 50, las ratas de los grupos crónicamente estresados fueron expuestas a un protocolo de 

estrés crónico, aleatorio e impredecible, en el cual el estresor varía en tipo, intensidad y duración. El 

mismo se aplicó durante 24 días (desde el DPN 50 hasta el DPN 74) (Figura 4; Tabla 1) y  consistió en los 

siguientes estresores aplicados de a uno por día: ruido durante 4 hs producido por una alarma (85 dB; 

2.5 Hz); anestesia etérea hasta pérdida de reflejos; dos inyecciones de solución isotónica (CINa 0.9%) 

con un intervalo de 4hs; privación de alimento por 24 hs e inmovilización por 1 h en cilindros metálicos de 

6 cm de diámetro. Para maximizar la impredictibilidad, los estresores fueron aplicados en un orden 

aleatorio y en horarios distintos durante la fase de luz, excepto el día 24 en el cual el estresor empleado 

fue el ruido. 

Aquellos grupos no estresados no fueron sometidos a estrés alguno y permanecieron en sus cajas hasta 

que se les realizó el test de miedo condicionado. 

Tabla 1. Estresores empleados en el protocolo de estrés crónico e impredecible. 

Día Estresor Hora 

1 Anestesia etérea 16:30 h 

2 Inyecciones de solución isotónica (2) 10:00 and 14:00 h 

3 lmmovilización 11:30-12:30 h 

4 Ruido 12:00-16:00h 

5 Privación de alimento 24 h 

6 Descanso - 
7 Anestesia etérea 12:00 h 

8 Ruido 13:00-17:00h 

9 Immovilización 8:30-9:30 h 

10 Anestesia etérea 16:30 h 

11 Ruido 1000-1400h 

12 Privación de alimento 24 h 

13 Descanso - 
14 Immovilización 11:30-12:30 h 

15 Ruido 13:00-17:00h 

16 Inyecciones de solución isotónica (2) 9:30 and 13:30 h 

17 Anestesia etérea 15:00 h 

18 Ruido 8:30-12:30h 

19 Privación de alimento 24 h 

20 Descanso - 
21 Anestesia etérea 12:00 h 

22 Inyecciones de solución isotónica (2) 10:00 and 14:00 h 
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23 	lmmobilización 
	 16:00-17:00 h 

24 	Ruido 
	 8:00-12:00 h 

3.6 ANTIDEPRESIVO 

La tianeptina (Servier), se inyectó diariamente a las 1 2hs, vía intrapetoneal, en una dosis de 10 mg/Kg 

de peso corporal. El vehículo, solución salina isotónica, se le administró de la misma manera a los 

grupos correspondientes. Este tratamiento se realizó simultáneamente con el protocolo de estrés, de 

manera que a todos los animales se les inyectó vehículo o tianeptina según el grupo al cual fue 

asignado, a partir del día 50 PN y hasta el día 74 PN. 

3.6 INMUNOHISTOQUIMICA 

3.6.1 Obtención de los cerebros 

El sacrificio de los animales y su perfusión para determinar la actividad neurona¡ (mediante Fos) y la 

inmunorreactividad a serotonina (5H1) se llevó a cabo a los 77 días de vida (Figura 4), posterior al test de 

memoria contextual empleado, entre las 9 y  las 13 h. Para ello las ratas se anestesiaron con hidrato de 

cloral al 6% (0,54g ¡Kg ip). Posteriormente se les canuló la aorta ascendente transcardialmente con 

una aguja conectada a una bomba de perfusión. Se dejaron pasar 60 ml de solución salina con el fin 

de reemplazar la sangre, para luego pasar 150 ml de solución fijadora (paraformaldehído al 4% en PB 

0,1 M con 0,2% de solución saturada de ácido pícrico en etanol). Seguidamente se procedió a la 

extracción de los cerebros los cuales fueron sumergirlos en solución fijadora durante 24 h y al día 

siguiente traspasados a una solución de sacarosa al 20% en PB 0,1 M a 4°C para su conservación hasta 

el momento del seccionado. 

3.6.2 Obtención de los cortes 

Se realizaron cortes coronales de 40j con un micrótomo de congelación, seleccionando y recogiendo 

con la guía de un atlas (Paxinos & Watson, 2007), los cortes que contuvieron la estructura de interés. 

Estos cortes fueron almacenados en solución conservadora (200m1 de glicerol, 240 ml de etilenglicol, 

400m1 PB 0,1 M) a -20°C en una placa multiwell hasta el momento de la técnica de 

inmunohistoquímica. 
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3.6.3 Inmunomarcación 

Una vez obtenidas las secciones de los cerebros de los animales se realizó el bloqueo de la 

peroxidasa endógena, sumergiendo los cortes flotantes (free floating) en una solución de metano¡ al 10% y 

H202  al 10%. El bloqueo de las uniones inespecíficas se efectuó con 10% de suero normal de caballo 

(NHS) en PB 0,1 M. Las secciones fueron incubadas a temperatura ambiente durante toda la noche con 

el anticuerpo Anti-c-Fos (Oncogen Science; 1:10000). Luego se incubaron durante 1 hora con el 

anticuerpo secundario (anti -rabbit de Jackson; 1:500). La reacción fue revelada empleando el 

Complejo Avidin-Biotin-Peroxidasa (Vector), utilizando 33'- diaminobenzidina (DAB, Sigma) 

intensificada como cromógeno. Esta reacción se intensificó además agregando cloruro de cobalto y 

sulfato de níquel al medio de revelado, lo cual dio al producto de reacción nuclear un color violeta oscuro, 

diferente del característico marrón de la peroxidasa. Luego las secciones se incubaron a 4°C y durante 

48 horas con el anticuerpo primario: anti-5HT (1:10000). Posteriormente se incubaron durante 1 h 

con el anticuerpo secundario (anti -rabbit de Jackson; 1:500). Finalmente la reacción se amplificó y 

tiñó gracias al empleo del Complejo Avidin-Biotin-Peroxidasa (Vector), utilizando DAB como cromógeno. 

La Figura 5 muestra una fotomicrografía esquemática del núcleo dorsal del rafe (NDR) que corresponde al 

nivel -8,04 mm desde el bregma. 

3.6.4 Montaje 

Las secciones con inmunomarcación Fos-5HT se montaron utilizando Gelatina de Albrecht (1,5% 

gelatina/Alcohol 80%), y fueron secadas a temperatura ambiente, desengrasadas con Xileno durante 

1,5 h y cubiertas con medio de montaje DPX (Fluka, Buchs, Suiza). 

3.6.5 Visualización 

La visualización microscópica del tejido permitió, en primera instancia, analizar el patrón espacial de la 

inmunomarca, que luego fue analizado empleando un sistema de videomicroscopía. Las 

imágenes fueron capturadas por medio de una cámara de vídeo de alta resolución (Olympus) 

acoplada a un microscopio de campo claro (Olympus BX41) utilizando una magnfticación de 400x (40x 

del objetivo x 1 Ox del ocular). Luego fueron enviadas a una computadora dotada de un programa 

digitalizador y cuantificador de imágenes (Image J, Image Processing and Analysis in Java). 

3.6.6 Cuantificación 

El área de interés fue delimitada siguiendo el atlas de Paxinos (2007). Se realizó el conteo de neuronas 

positivas tanto para c-Fos como para 5HT en el núcleo dorsal del rafe a tres niveles desde el bregma: - 

6,96 mm; -7,68 mm y  -8,04 mm (Figura 5). Adicionalmente, en el nivel -8,04mm, se contabilizó la 

cantidad de células inmunorreactivas a Fos-5H1 de cada subdivisión del núcleo: núcleo dorsal del rafe 
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dorsal (DAD), núcleo dorsal del rafe ventral (DRV) y núcleo dorsal del rafe lateral (DRL) (Figura 6). Mediante 

la utilización del programa Image J, se calculó el área en mm2  de cada una de las subregiones de este 

nivel, y se calculó el número de neuronas inmunorreactivas a Fos-5HT por mm2  de área. 

Figura 5. Fotomicrografia representativa de la inmunorreactMdad Fos-5HT del NDR a -8,04 mm desde el bregma. El área 

cuadrada indica la región que se muestra a una mayor magnificación debajo. La flecha blanca indica una célula 5HT marcada y 

las flechas verdes indican la doble marcación Fos-5HT. 

Figura 6. Subdivisiones del núcleo dorsal del rafe. (A) A -6.96 mm desde el bregma (B) A -7.68 mm desde el bregma y (C) A - 

8.04 mm desde el bregma. Aq, acueducto; DRD, núcleo dorsal del rafe dorsal; DRL, núcleo dorsal del rafe latera]; DRV, núcleo 

dorsal del rafe ventral. 
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3.7 DETERMINACIÓN DEL VOLUMEN DE HIPOCAMPO 

A fin de establecer silos tratamientos aplicados generaron variaciones en el volumen total del hipocampo 

dorsal (HD) y/o de alguna de sus áreas, se utilizó la técnica estereológica en base al principio de Cavalieri 

(Gundersen et al., 1988). La estereología es una herramienta matemática que permite calcular parámetros 

tridimensionales de una estructura irregular a partir de información obtenida en dos planos (Gundersen et 

al., 1988). 

3.7.1 Obtención de los cerebros 

Al igual que fue descripto para la determinación de la inmunomarcación, el sacrificio de los animales y su 

perfusión para determinar el volumen del hipocampo se llevó a cabo a los 77 días de vida (Figura 4), 24 

hs después del test de memoria contextual empleado, entre las 9 y las 13 h. Para ello las ratas se 

anestesiaron con hidrato de cloral al 6% (0,54g /Kg ip). Posteriormente se canuló la aorta ascendente 

transcardialmente con una aguja conectada a una bomba de perfusión, que permitió el pasaje de 60 

ml de solución salina con el fin de reemplazar la sangre, para luego infundir 150 ml de solución fijadora 

(paraformaldehído al 4% en PB 0,1 M con 0,2% de solución saturada de ácido pícrico en etanol). 

Seguidamente se procedió a la extracción de los cerebros los cuales fueron sumergirlos en solución 

fijadora durante 24 h y al día siguiente traspasados a una solución de sucrosa al 20% en PB 0,1 M a 4°C 

para su conservación hasta el momento del seccionado. 

3.7.2 Obtención y tinción de los cortes 

Se realizaron cortes coronales de 40p con un micrótomo de congelación, seleccionando y recogiendo 

con la guía de un atlas (Paxinos & Watson, 2007) los cortes que contuvieron el HD. El primer corte se 

estableció a la altura del Bregma = -1.72 mm (Paxinos & Watson, 2007). La aparición del primer indicio de 

hipocampo ventral (a la altura del Bregma = - 3,84 mm) se tomó como criterio para establecer el extremo 

caudal del HD (Slomianka & West, 2005). Los cortes se ordenaron secuencialmente en cinco series 

conforme lo establecido por Gunderesen & Jensen (1987). La selección de la serie de cortes a analizar 

se realizó al azar. Estos cortes fueron almacenados en solución conservadora (200m1 de glicerol, 240 ml 

de etilenglicol, 400m1 PB 0,1 M) a —20°C en una placa multiwell hasta el momento de la técnica de 

inmunohistoquímica. 

Los cortes se tiñeron mediante tinción de Nissl y se fotografiaron con un microscopio Olympus EX 41 (a 

100x). Las imágenes digitales se procesaron mediante el programa Image J (Image Processing and 

Analysis in Java). El volumen total del HD, de cada una de sus áreas y de los estratos en cada una de 

ellas se calculó siguiendo a Sousa et al. (1998). Sobre cada fotografía se colocó digitalmente una grilla de 
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puntos separados a una distancia constante de 150 pm y se contó el número de puntos que se 

encontraban en cada área (Figura 7). 

El cálculo del volumen se realizó contando el número de puntos ubicados dentro de un área y la distancia 

existente entre las secciones seleccionadas (Figura 7). 

3.7.3 Técnica de Cavalieri - Estereología 

Principio de Cavallieri. El volumen de cada región del HD se obtuvo como el producto entre: el valor 1 (que 

se obtiene multiplicando el número total de cortes por la distancia entre ellos) y el valor A que representa 

el área de cada región hipocampal. Este valor es el producto entre el cuadrado de la distancia entre los 

puntos de la grilla (d2) y la sumatoria de los puntos incluidos en cada área delimitada (SP)  (Figura 7). 

T 

++-++ ++ +++ +i+w++ ++ . - 	+ .++ 	+ 	++ 	+,j•++ 	
+ 	 + 

+___-- -4f.4 4- 	+ 
 + ++ 

+++'+j- 
++ +++ ++++++ 

Figura 7. Representación esquemática de la técnica de Cavalieri. 

T=Zcantidad de cortes. t 

Volumen = T. A 

A=P.d2  

Para cada animal se analizaron entre 9 y  11 fotografías, las cuales incluyeron al HD. Se consideró al área 

CA2 como integrante del área CA3 debido a que los límites entre ambas no se distinguen claramente en 

cortes teñidos con Nissl (Hosseini-Sharifabad & Nyengaard, 2007; Tata & Anderson, 2010). Para CAl y 

CA2/3, se midieron los volúmenes de las capas celulares piramidales. Las dendtas apicales de las 

células piramidales que proyectan hacia el estratum lucidum, radiatum y lacunosum moleculare fueron 

d 
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consideradas como estratos apicales, mientras que las dendritas que proyectan hacia el stratum oriens 

fueron considerados como estratos basales (Tata & Anderson, 2010) (Figura 8). Así, los volúmenes 

medidos fueron: del HD total; de las áreas CAl CA2/3 y giro dentado; de los estratos apicales, 

piramidales y basales de CAl y CA2/3; de los estratos granular, molecular y polimórfico del giro dentado 

(Figura 8). 

Figura 8. Citoarquftectura del hipocampo dorsal (HD). Microfotografía corona¡ que muestra sus áreas y estratos. Las áreas CA 

contienen estratos de células piramidales, con su región apical (que incluye las capas stratum lucidum, radiatum, and lacunosum-

moleculare), y su región basal (que incluye la capa stratum oriens). En el giro dentado (GD) se identifican los estratos granular, 

molecular, y polimórfica. 

A fin de poder reproducir los resultados obtenidos mediante esta técnica se calculó, para cada animal, el 

coeficiente de variación conforme lo establecido por Slomianka y West (2005). En todos los casos dicho 

coeficiente arrojó valores menores a 0.5 (Slomianka y West, 2005). 

3.7.4 Determinación del porcentaje de reducción del volumen de hipocampo dorsal (HD) 

El porcentaje de disminución del volumen de HD-calculado previamente mediante estereología- fue 

calculado a partir de la siguiente ecuación: 

% reducción = (volumen tras aplicación del estrés crónico e impredecible - volumen de los controles)/ volumen de 

los controles xl 00 

3.8 PARADIGMA DE CONDICIONAtv1IENTO DE MIEDO CONT(TUAL 

A las 24 h de aplicado el último estresor, al DPN 75, todos los animales fueron sometidos al 

condicionamiento para analizar las repercusiones de los tratamientos efectuados sobre la memoria 

contextual relacionada con el HD. 

El test se basa en el condicionamiento de un animal por medio de estímulos aversivos aplicados en un 

contexto nuevo. Cuando el animal retorna al mismo contexto, lo asocia con el estímulo aversivo, y 

39 





11  

y LV 

MATERIALES Y MÉTODOS 

produce como respuesta una conducta de "congelamiento" o freezing. Dicho comportamiento se 

caracteriza por la ausencia total de movimientos, exceptuando los respiratorios (Bustos et al,, 2009). El 

tiempo que el animal permanece en freezing es considerado como un índice del aprendizaje al contexto. 

El test se realizó entre las 9 y  las 12 hs en un ambiente diferente al de crianza. Para el mismo se utilizó 

como cámara una caja rectangular (25x25x50 cm) con paredes de acrílico transparente y piso de barras 

metálicas de acero a través de las cuales se administraron, a cada animal, descargas eléctricas. Dichas 

descargas proporcionan el estímulo aversivo que es asociado posteriormente por el animal ante la 

exposición al mismo contexto. 

El primer día constituye el entrenamiento (fase de adquisición de la memoria) que consta de tres etapas. 

Las mismas tienen lugar una a continuación de la otra. En la etapa de píe-condicionamiento (habituación) 

se dejó al animal en la cámara -durante 3 minutos- a fin de que pudiera explorar libremente y formarse una 

representación hipocampal del contexto (Rudy et al., 2002). A continuación, durante la etapa de 

condicionamiento se le aplicaron 4 shocks eléctricos (de 0,41 mA de intensidad y  2 segundos de 

duración), separados por intervalos de 64 segundos. Finalmente, durante la etapa de 

postcondicionamlento se dejó al animal en la cámara -durante 3 minutos- sin aplicarle shocks (Figura 9). 

A las 24 h, se evaluó la memoria a largo plazo durante la etapa de recuperación (evocación de la memoria 

contextual) colocando al animal durante 8 minutos en la caja bajo el mismo contexto que el día anterior, en 

ausencia del shock. 

Pre-condicionamiento 
Condicionamiento (habituación)  

Post-condicionamiento R.cup.rsclón (Evocación) 

DPN 75 DPN 76 

Figura 9. Esquema del paradigma de condicionamiento de miedo contextual empleado. 

El DPN 75 se contabilizó el porcentaje de freezing ante el contexto durante la habituación, el 

condicionamiento (descartando los primeros 10 segundos inmediatos al shock de respuesta 

incondicionada al estímulo eléctrico) y el postcondicionamiento. El DPN 76 se contabilizó el porcentaje de 

freezing durante la etapa de recuperación. Las mediciones de los tiempos de freezing se realizaron entre 

las 9 y las 12 h y fueron efectuadas por un operador que desconocía los tratamientos de cada rata. 
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3.9 TEST DE LABERINTO DE BARNES 

Para realizar este experimento se empleó un grupo de animales controles (Criados con la madre, sin 

estrés crónico) (n=7) y un grupo de animales sometidos a estrés crónico e impredecible en la adultez 

(n=8), los cuales fueron sometidos al test de Barnes Maze como método alternativo para evaluar la 

adquisición y la recuperación de la memoria contextual dependiente de hipocampo. Dicho test fue 

realizado a las 24 h de aplicado el último estresor, en el DPN 75, y  constó de dos etapas: la etapa de 

adquisición espacial que se llevó a cabo durante cuatro días, y la etapa de prueba (memoria de referencia 

espacial) que se realizó el quinto día. El test consistió en colocar a los animales en una plataforma circular 

(1 22 cm de diámetro) con 18 orificios equidistantes (9,5 cm de diámetro, espaciados con un ángulo de 

20 grados) situados a lo largo del perímetro y elevada 113 cm por encima del suelo (Figura 10). La 

plataforma fue posicionada en una habitación iluminada, por lo que los animales recibieron un 

reforzamiento al escapar de la plataforma abierta hacia una cámara oscura (caja de 12 cm de ancho, 12 

cm de largo y 29,5 cm de profundidad) localizada debajo de uno de los orificios denominado "orificio de 

escape" (caja de descenso). Desde el centro del laberinto todos los orificios se observan iguales, sólo uno 

de ellos contiene la cámara oscura y los demás constituyen 'cajas falsas" en donde el animal no puede 

ingresar. En la habitación se colocaron claves visuales distales a la plataforma que se mantuvieron durante 

todo el test (Figura 10) (Harrison et al., 2006). 

Figura 10. Esquema del Test de Barnes empleado. 
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Durante la etapa de adquisición espacial se permitió al animal explorar el laberinto, partiendo desde el 

centro en donde se lo ubicó debajo de un cilindro de acrílico (19 cm de diámetro, 37 cm de altura) 

durante 10 s. La primera sesión terminó cuando el animal ingresó a la caja de descenso, y cuando no 

logró hacerlo en los 3 primeros minutos, se lo dirigió hacia la misma e introdujo. Las ratas fueron 

sometidas a 4 pruebas por día con un intervalo entre-prueba de 15 minutos, evaluándose los siguientes 

parámetros: tiempo de latencia al orificio de escape y cantidad de errores cometidos (cuando el animal 

"se asoma" a orificios equivocados). Se consideró como aciertos cuando el animal ingresó 

completamente al orificio de escape. Una vez dentro del mismo, se les permitió a los animales 

permanecer en él durante 60 s. Entre cada prueba se limpió al laberinto y la caja de descenso a fin de 

remover heces, orina y cualquier clave olfativa con alcohol al 70%. A su vez, se rotó el laberinto 

respetando la posición inicial del orificio de escape para prevenir que los animales pudieran guiarse a 

través de claves olfativas para resolver la tarea. 

En el quinto día se efectuó la prueba de referencia espacial. En esta oportunidad, debajo del orificio de 

escape se situó una "caja falsa" que permitió a los animales explorar la plataforma durante 90 s. La prueba 

se realizó con el objetivo de determinar si el animal recuerda dónde estaba localizado el orificio de escape, 

por lo que se evaluaron los siguientes parámetros: tiempo de latencia al primer orificio, tiempo de latencia 

al orificio de escape, cantidad de intentos y la técnica o estrategia utilizada para encontrar el orificio de 

escape. La estrategia de escape se considera aleatoria cuando el animal recorre la plataforma sin un 

orden determinado, serial cuando la recorre en sentido horario o anti-horario, o bien espacial cuando 

detecta el orificio de escape en forma directa (Figura 10). 

3.10 MÉi000 ESTADÍS1100 

3.10.1 Cantidad de células inmunorreactivas a Fos-5HT en el NDR 

La cantidad de neuronas inmunorreactivas a Fos-5HT fue comparada estadísticamente por medio de 

análisis de la varianza (ANAVA) a tres vías (factores y niveles dentro del factor: separación materna: criadas 

con su madre y separadas de su madre; estrés crónico: sin estrés y con estrés; droga: vehículo y 

tianeptina), seguido de la prueba a posteriori de la menor diferencia significativa de Fisher (LSD de Fisher) 

para identificar grupos significativamente diferentes. 

Particularmente, al nivel -8,04 mm desde el bregma, la densidad superficial de neuronas Fos-5HT 

inmunomarcadas fue computada en cada subdivisión del NDR y analizada estadísticamente mediante un 

modelo de medidas repetidas, empleando como factores intra-sujetos a las subdivisiones (DRL, DRD y 

DRV) del NDR, y como factores entre-sujetos a la separación materna, el estrés crónico y la droga. La 
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prueba a posteriori utilizada fue de la menor diferencia significativa de Fisher (LSD de Fisher) para 

identificar grupos significativamente diferentes. 

Los datos fueron normatizados, es decir que se realizó una sustracción de cada uno de los valores en 

referencia al valor de los animales controles. Adicionalmente, se efectuó el análisis de correlación entre 

estos valores normatizados y los valores de porcentaje de freezing obtenidos a partir del test de 

condicionamiento de miedo. 

Los datos se presentaron como la media ± la desviación estándar. Las diferencias se consideraron 

significativas a p <0.05. 

El procesamiento de los datos se realizó mediante el programa estadístico lnfostat (2013). 

3.10.2 Volumen del HD, áreas y estratos 

Para corroborar si las variaciones del volumen del hipocampo se correlacionaron con el peso corporal de 

los animales, se realizó un análisis de covarianza a dos vías, empleando como factores la separación 

materna y el estrés crónico, y al peso corporal como covanable. Como la covanaza no fue significativa en 

ninguno de los grupos, los volúmenes analizados se compararon estadísticamente mediante el análisis de 

la vananza (ANAVA) a tres vías (factores y niveles dentro del factor: separación materna: criadas con su 

madre y separadas de su madre; estrés crónico: sin estrés y con estrés; droga: vehículo y tianeptina). 

En los casos en que la interacción triple que arrojó el ANAVA fue significativa, los datos fueron divididos 

por el factor separación materna, y se emplearon dos ANAVA separados a dos vías (factores: estrés 

crónico y droga). 

La prueba a posteriori utilizada fue de la menor diferencia significativa de Fisher (LSD de Fisher) para 

identificar grupos significativamente diferentes. 

Los datos se presentaron como la media ± la desviación estándar. Las diferencias se consideraron 

significativas a p <0.05. 

El procesamiento de los datos se realizó mediante el programa estadístico lnfostat (2013). 

3.10.3 Porcentaje de freezing en el paradigma de condicionamiento de miedo contextual 

Los tiempos de freezing registrados en cada etapa se transformaron en porcentajes de freezing 

teniendo en cuenta la duración de cada una de las etapas, y se analizaron mediante ANAVA a tres vías, 

seguido de la prueba a posteriori de LSD de Fisher. 
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3.10.4 Test de laberinto de Barnes 

Los parámetros testeados durante el test de Barnes Maze en la etapa de adquisición fueron procesados 

utilizando un modelo de medidas repetidas, empleando como factores intra-sujetos los días de 

aprendizaje (Día 1, Día 2, Día 3 y  Día 4), y  como factores entre-sujetos al estrés crónico (sin estrés y 

con estrés). Los parámetros testeados el día de la prueba fueron analizados mediante una prueba t de 

student. Las diferencias se consideraron significativas a p<0.05. 

El procesamiento de los datos se realizó mediante el programa estadístico Infostat (2013). 
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4. RESULTADOS 

4.1 CANTIDAD DE CÉLULAS SEROTONINÉRGICAS ACTIVAS EN EL NÚCLEO DORSAL DEL RAFE (NDR) 

Se realizó el conteo de neuronas positivas tanto para Fos como para 5HT en el NDR a tres niveles desde 

el bregma: -6,96 mm; -7,68 mm y  -8,04 mm. A su vez, en el nivel -8,04mm, se contabilizaron las células 

inmunorreactivas a Fos-5HT en cada subdivisión del núcleo: núcleo dorsal del rafe dorsal (DAD), núcleo 

dorsal del rafe ventral (DRV) y núcleo dorsal del rafe lateral (DAL) (Figura 11). 

Criados con la madre 

Separados de la madre 
Sin estrés crónico 	 Con estrés crónico 

Tianeptina 	 Vehículo 	1 	Tianeptina 

Figura 11. Fotornicrografías representativas de le inmunorreactMdad Fos-5HT del NDR a -8,04 mm desde el bregma de ratas 

sometidas a separación materna temprana, estrés crónico e impredecible y tratadas con tianeptina. Las áreas cuadradas indican 

regiones que se muestran a una mayor magnificación debajo y a la izquierda de cada fotografía. Las flechas blancas indican 

células 5HT marcadas y las flechas verdes indican la doble marcación Fos-5HT. 
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4. 1.1 Cantidad de células serotoninérgicas activas en el NDR a -6,96 mm desde el bregma. 

Se encontró una interacción entre los efectos producidos por los factores separación materna y droga (p 

= 0,03; F 1 28= 5,06). El análisis post hoc indicó que, en los animales cados con la madre-tianeptina (con 

estrés y sin estrés), el número de células inmunorreactivas a Fos-5HT fue significativamente menor 

comparado con el resto de los grupos (p <0,05) (Figura 12). 

Actividad de las células serotoninérgicas en el NDR 

A -6,96 mm desde el bregma 

Figura 12. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina (tia) sobre la ¡rwnunorreactMdad Fos-

5HT dentro del NDR a -6,96 mm desde el bregma. Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas se incluye en 

cada barra. Los datos de los animales no estresados y estresados se presentan colapsados dado que el test de ANAVA reveló 

una interacción signfficativa entre la separación materna y la droga, #p<0,05 versus los demás grupos, test post hoc de LSD. 
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4.1.2 Cantidad de células serotoninérgicas activas en el NDR a -7,68 mm desde el bregma. 

No se encontraron efectos principales ni interacciones a este nivel del NDR (Figura 13). 

Actividad de las células serotoninérgicas en el NDR 

A -7,68 mm desde el bregma 

20- 	 Uveh 

• tia 

.0, 

10II Ii liii  
Sin estrés Con estrés 

crónico 	crónico 

Criadas 
con madre 

Sin estrés Con estrés 
crónico 	crónico 

Separadas 
de la madre 

Figura 13. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina (tia) sobre la inmunorreactMdad Fos-

5HT dentro del NDR a Fos-5HT a -768 mm desde el bregma. Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas se 

incluye en cada barra.. El test de ANAVA no reveló ningún efecto principal ni interacciones significativas. 
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4.1.3 Cantidad de células serotoninérgicas activas en el NDR a -8,04 mm desde el bregma. 

Se encontró una interacción significativa entre los efectos producidos por los factores separación materna 

y estrés crónico (p = 002; F 28=  5,76). El análisis post hoc mostró que en los animales criados con la 

madre-con estrés la activación de las neuronas serotoninérgicas del NDR fue significativamente menor 

que en los animales separados de la madre-con estrés y en los controles (criados con la madre-sin 

estrés) (p <0,05) (Figura 14). 

Actividad de las células serotoninérgicas en el NDR 

A -8,04 mm desde el bregma 
20- 

u) 
ea a 

a 

Sin estrés Con estrés 
crónico 	crónico 

Criados 
con madre 

Sin estrés Con estrés 
crónico 	crónico 

Separadas 
de la madre 

Figura 14. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina (tia) sobre la inmunorreactividad Fos-

5HT dentro del NDR a -8,04 mm desde el bregma. Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas se incluye en 

cada barra. Los datos de los animales tratados con vehículo o tianeptina se presentan colapsados dado que el test de ANAVA 

reveló una interacción significativa entre la separación materna y el estrés crónico. Las diferentes letras indican diferencias 

significativas entre los grupos (a distinto de b) (p<.05), test post hoc de LSD. 

4.1.3.1 Densidad de células serotoninérgicas activas en las subdivisiones del NDR a -804 

mm desde el bregma. 

Se identificaron las células inmunorreactivas a Fos-5HT dentro de cada área y se dividió esta cantidad por 

el área en mm2  de cada subdivisión del NDR. 

Según el modelo de medidas repetidas empleado, se encontró una interacción significativa entre los 

efectos producidos por los factores separación materna y estrés crónico (p=0,007; F128=838). El análisis 
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post hoc mostró que en los animales separados de la madre-estresados en la adultez la densidad de 

neuronas Fos-5HT fue mayor que en los animales criados con la madre-con estrés (p <005) (Figura 15). 

Densidad de células serotoninérgicas activas 
según las subdivisiones del NDR 

- 6- 

0 
4..

o  
4- 

0) 
E 
z 

2- 

o 

Figura 15. Efecto de la separación materna y el estrés crónica sobre la Densidad superficial de células irrnunorreactivas a Fos-

5HT en las subdivisiones del NDR a -8,04 mm desde el bregma. El test de ANAVA reveló una interacción significativa entre la 

separación materna y el estrés crónico. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<.05), test post 

hoc de LSD. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre las subregiones (a distinto de b) (p<z.05), test post hoc 

de LSD. 

Adicionalmente se encontró un efecto significativo del factor subdivisión (p=0,001; E 128=9,71).  La 

densidad de células inmunorreactivas a Fos-5HT fue mayor en el DRL y en el DAD respecto a la 

subregión DRV (p <0,01) (Figura 16). La densidad de neuronas Fos-5HT en el DRL tendió a ser mayor 

que en el DRD (p= 007). 
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Células inmunorreactivas a Fos-5HT 

Figura 16. Las células inmunorreactivas a Fos-5HT se encontraron sobre todo en las subdivisiones del núcleo dorsal del rafe 

lateral (DRL) y dorsal (DRD) respecto de la subdivisión ventral (DRV, como lo reveló el test ANAVA. 

Empleando los datos normaUzados, los resultados fueron similares a los expuestos anteriormente, por lo 

que se decidió emplear los datos sin modificar para realizar las gráficas. Las correlaciones estudiadas 

entre el número de células inmunorreactivas a Fos-5HT y el porcentaje de freezing reportado en cada una 

de las etapas del test de miedo condicionado no fueron significativas. 

4.1.4 Discusión 

4.1.4.1 Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la administración de 

tianeptina sobre la activación de neuronas serotoninérgicas a -804 mm desde el bregma 

Al estudiar cómo la combinación de la separación materna y el estrés crónico e impredecible más el uso 

de tianeptina afectan el patrón de activación de las neuronas serotoninérgicas en el NDR, se encontró una 

interacción entre los dos primeros factores, particularmente a -8,04 mm desde el bregma. A este nivel, la 

suma de ambos eventos estresantes aumentó significativamente el número de neuronas Fos-5HT en el 

NDR en comparación con los animales que fueron sometidos únicamente al estrés crónico durante la 

adultez, equiparándose a los valores obtenidos en el grupo control (criados con la madre-sin estrés). Sin 

embargo, cuando un solo estresor estuvo presente -separación materna o estrés impredecible- el número 

de neuronas 5HT activas en el NDR tendió a decrecer respecto del valor obtenido en el grupo control. En 

vista a la interacción completa, encontramos una concordancia entre la inmunorreactividad a Fos-5HT en 

el NDR en aquellas ratas sometidas a los dos estresores y las ratas controles, así como también una 

concordancia en aquellos grupos sometidos a uno solo de los protocolos. Estas evidencias coinciden 
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con la teoría de coincidencia/desajuste o match/mismatch, que establece que las experiencias o 

vivencias de la vida temprana configuran estrategias de afrontamiento permitiendo a los individuos 

enfrentarse óptimamente a entornos similares más tarde en la vida. De acuerdo con esta hipótesis, un 

desajuste entre el entorno esperado y el real, predice un fenotipo desadaptativo y un mayor riesgo para 

que se desencadenen ciertas enfermedades (Gluckman et al., 2007; Nederhof et al., 2012) (Figura 17). 

Desde una perspectiva etológica y evolutiva, esta última hipótesis es plausible: los individuos que se 

encuentran en un ambiente estresante probablemente también se enfrentarán a un ambiente estresante 

en la edad adulta y necesitan adaptaciones para hacer frente a las situaciones adversas (Nederhof et al., 

2012; Schmidt, 2011). 

Desarrollo 

Ambientel 
beneficioso 

Ambiente 
adverso 

Adultez 

Ambiente 
beneficioso 

Ambiente 
adverso 

Figura 17. Representación esquernátca de la teoría del match-mismatch. Adaptado de Nederhof y Schmidt (2012). 

Corroborando estos hallazgos, la aplicación de un protocolo de estrés crónico y variable parece normalizar 

los efectos de un estrés prenatal de inmovilización sobre el sistema serotoninérgico en el NDR en ratas 

macho pero no en hembras(Van den Hove et al., 2014). Estas evidencias implican que algún fenómeno 

de adaptación podría ocurrir en los animales crónicamente estresados cuando un estrés temprano está 

presente. El resultado es similar y adaptativo entonces cuando el ambiente temprano se asemeja al de la 

adultez (ambos ambientes favorables en el caso de los controles o bien dos entornos adversos en el caso 

de los separados y estresados en la adultez). En cambio, pueden surgir situaciones patológicas cuando 

un mismatch o desajuste ocurre entre las condiciones experimentadas en un ambiente temprano y 

aquellas ocurridas más tarde: sólo separación materna temprana o sólo estrés crónico en la adultez (Bock 

et al., 2014; Schmidt, 2011). La programación temprana puede alterar por ejemplo los registros 

electrofisiológicos en el NDR (Oosterhof et al,, 2016) cuando las condiciones ambientales son análogas. 

Si bien los mecanismos que subyacen a los cambios en la programación producidos por la separación 

materna no son objeto del presente estudio, una de las hipótesis explicativas de los incrementos en la 

inmunon-eactividad de las neuronas Fos-5HT observadas en las ratas expuestas a ambos protocolos en 

comparación con aquellas solamente sometidas a estrés crónico impredecible, está asociada a la 
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regulación de la hormona liberadora de corticotropina (CRH). El NDR es un núcleo complejo, no 

solamente en términos de la organización de sus aferencias y eferencias, sino por la multiplicidad de 

sistemas de neurotransmisores y neuropéptidos que se distribuyen en esta región y la presencia de varios 

miembros de la familia de la CRH (Waselus et al., 2011). 

Los efectos del estrés sobre el sistema serotoninérgico son mediados por la CRH, la cual altera la tasa de 

disparo de estas neuronas y consecuentemente su liberación hacia sus regiones diana (Waselus et al., 

2011). A su vez, la CRH está regulada por dos tipos de receptores: CRH1  y GRH2, y ambos se expresan 

en el NDR. El receptor CRH generalmente predomina en todo el sistema nervioso central, mientras que el 

NDR es particular, dado que expresa niveles relativamente altos del receptor CRH2  (Meloni et al., 2008; 

Tanahashi et al., 2012). 

Resulta interesante que la vasta mayoría (85 —100%) de las neuronas que expresan el ARNm del receptor 

CRH2  son serotoninérgicas con excepción de la región caudal del NDR (aproximadamente -8,40 a -8,60 

mm desde el bregma) (Staub et al., 2005). La activación del receptor GRH1  parece inhibir a las neuronas 

serotoninérgicas en el NDR; la activación de CRH2, en cambio, incrementa tanto la tasa de disparo de las 

neuronas 5HT como la liberación de 5HT en regiones diana anteriores del cerebro (Donner et al., 2016; 

Korosi et al., 2006; Waselus et al., 2011). Por consiguiente, la CRH genere efectos opuestos en el NDR 

que dependen de su concentración y de la activación de los receptores GRH1  y GRH2  (Tanahashi et al., 

2012). La separación materna temprana podría originar una redistribución de estos receptores en las 

neuronas 5HT del NDR la cual prepararía al sistema serotoninérgico para ser activado por un estrés 

subsiguiente (Bravo et al,, 2014). 

El protocolo de estrés podría haber activado a los receptores CRH1 , y en consecuencia podría 

fundamentar el decremento en la activación de neuronas 5HT a este nivel (-8,04 mm desde el bregma). 

Dando soporte a esta explicación, la administración crónica de antagonistas de GRH1  revirtió los efectos 

de diez semanas de estrés crónico e impredecible -aumentando el peso corporal, disminuyendo el 

deterioro físico, y antagonizando la hipertermia, la liberación de noradrenalina a nivel de la corteza cerebral 

y las vocalizaciones - y mostró tanto efectos ansiolíticos como antidepresivos (Griebel et al., 2002). De 

manera similar, la pre perfusión con un antagonista de CRH J  dentro del NDR inhibió la reducción de la 

liberación de 5HT inducida por la CRH (Tanahashi et al., 2012). 

Los resultados observados en el grupo de ratas separadas de la madre-con estrés podrían 

alternativamente deberse a modificaciones en los niveles del receptor 5HT1A. La actividad de estos 

receptores somatodendríticos (localizados en las neuronas que liberan 5HT) normalmente disminuye la 

excitabilidad de las neuronas 5HT del NDR (Altieri et al., 2013). La administración de un antagonista de 

este receptor potencia el número de neuronas positivas a Fos-5HT en dicho núcleo (Goel et al., 2014). En 

línea con esta interpretación, en un estudio acerca de los efectos de la separación materna temprana 

sobre la sensibilidad del autorreceptor 5HT1A  empleando microdiálisis en vivo, se midieron los niveles 
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extracelulares de 5HT en la corteza frontal en respuesta a la administración de un agonista de 5HT1A.  Dado 

que la corteza frontal es inervada por neuronas 5HT que proyectan desde el NDR, la administración de 

este agonista disminuyó la liberación de 5HT en los animales controles, pero este efecto fue atenuado en 

los animales separados de la madre, por lo que en éstos últimos es consistente una desensibilización de 

estos autorreceptores (Gartside et al., 2003). En el citado estudio, las alteraciones en la sensibilidad de 

los receptores 5HT1A  fueron persistentes, pudiendo influir en la activación de la neurotransmisión de 5HT 

bajo condiciones específicas o producir cambios en la respuesta adaptativa al estrés crónico que se sufra 

posteriormente. 

Las acciones de 5HT en la sinapsis se culminan con su recaptación, por lo que otra causa en la 

desregulacián de este sistema podría surgir de alteraciones en el transportador de 5HT (SEAT) producidas 

por la separación materna, como ha sido reportado por Vicentic et al, (2006). Al mismo tiempo, las 

modificaciones en la función del SEAT pueden causar cambios adaptativos en los receptores 5HT1A. 

Existe una conexión funcional entre ellos dado que el SEAT regula los niveles de 5HT en la sinapsis y, por 

lo tanto, controla indirectamente la actividad de los autorreceptores 5HT1A  (Vicentic et al., 2006). 

Protocolos de separación materna de 180 min produjeron decrementos en los niveles de ARNm de 

SEAT en el NDR medidos en la adultez (Bravo et al., 2014; Lee et al., 2007). Adicionalmente, Gardner y 

colaboradores (2009) hallaron aumentos en la expresión de AANm de SERT en el NDR en ratas de diez 

semanas de edad sometidas tanto a separación materna temprana de 180 min como a un paradigma de 

derrote social durante la adultez, comparando los valores con los de ratas separadas durante 15 min y 

con el grupo control. 

Finalmente, se ha sugerido que el impacto de los eventos estresantes y el riesgo individual de desarrollar 

depresión dependen de la región promotora del gen que regula la expresión del SEAT. Dicha región 

presenta un polimorfismo denominado SEAT-LPR (linked polimorphic region) que consiste en una 

inserción / deleción de 44 pares de bases determinando dos variantes alélicas, un alelo corto y un alelo 

largo. Específicamente, se encontró que los individuos con el alelo corto del SERT-LPR son más 

sensibles a los efectos depresogénicos del estrés (Karg et al., 2011). Aunque algunos meta-análisis no 

pudieron confirmar esta interacción gen x ambiente, otros han demostrado que es especialmente 

significativa después de un historial de estrés en la vida temprana (Karg et al., 2011). En suma, es 

necesario continuar indagando acerca de los mecanismos neurofisiológicos vulnerados cuando ocurre 

una interacción entre estresores ambientales en distintas etapas de la vida, en relación a la activación 

serotoninérgica en el NDR. 

Nuestros resultados indican que el protocolo de estrés crónico disminuye el número de células 5HT 

activas en el NDR. De manera similar, la aplicación de un estrés crónico e impredecible de 6 semanas de 

duración indujo una reducción de un 35% en la actividad espontánea de disparo de neuronas 5HT 
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provenientes del NDR, y un descenso en el número de neuronas espontáneamente activas (Bambico et 

al., 2009). 

Tianeptina no produjo cambios en la expresión de Fos en las neuronas 5HT en el NDR a -8,04 mm desde 

el bregma. En contraste con nuestros resultados, Kim et al, (2002) empleando patch-clamp reportaron 

que la tianeptina inhibe las corrientes inducidas por los neurotransmisores inhibidores GABA y glicina, 

promoviendo un aumento de la excitabilidad de las neuronas serotoninérgicas en este núcleo. Sin 

embargo, la administración sostenida (20 mg/kg/day for 14 days) de tianeptina no modificó la actividad de 

disparo de las neuronas 5HT en el NDR (Pineyro et al., 1995). La administración crónica de tianeptina 

sobre el NDR redujo significativamente la expresión del ARNm del transportador de 5HT y los sitios de 

unión del transportador de 5HT en el NDR, pero no en el núcleo media¡ del rafe (Kuroda et al., 1994), 

resultado que podría explicar en parte la ausencia de efectos del antidepresivo sobre las neuronas 

serotoninérgicas estudiadas. 

4.1 .4.2 Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la administración de 

tianeptina sobre la activación de neuronas serotoninérgicas en las subdivisiones del NDR 

El NDR es la fuente principal de 5HT y sus eferencias proyectan hacia regiones límbicas involucradas en la 

depresión, pero ¿cuál es el significado funcional de su activación? Tratamos de contestar esta respuesta 

a través del estudio de sus subdivisiones. Las neuronas serotoninérgicas de las distintas subdivisiones del 

NDR regulan respuestas relacionadas con la ansiedad y se activan de manera diferencial mediante la 

exposición al estrés (Crawford et al., 2010; Hale et al., 2012; Waselus et al., 2011), por lo que es 

importante comprender los mecanismos a través de los cuales estas subdivisiones podrían estar 

individualmente reguladas. Independientemente del tratamiento a la cual cada rata fue sometida, a -8,04 

mm desde el bregma, la población de neuronas 5HT se activó en mayor medida en el DRL y en el DAD, y 

a su vez la densidad de neuronas Fos-5HT activas en el DRL tendió a ser mayor que en el DAD. 

Deakin, Graeff y colegas propusieron un modelo en el que establecieron un rol dual de 5HT en el control 

de la ansiedad y el pánico (Graeff et al., 1996) en el cual la 5HT liberada desde el NDR y que finaliza en el 

DRL ejerce una influencia inhibitoria sobre las respuestas asociadas al pánico (como el miedo 

incondicionado o innato), mientras que la 5HT liberada en la amígdala incrementa la aparición de 

comportamientos defensivos altamente integrados y ansiogénicos. Estos autores argumentan que un 

sistema que promueve comportamientos defensivos altamente integrados (en la amígdala), mientras que 

al mismo tiempo inhibe las reacciones primitivas de lucha / huida (en el DRL) implica un claro valor de 

supervivencia. Específicamente, la subdivisión DRLI VLPAG - referida en la bibliografía como alas laterales 

del NDR- pareciera formar parte de un sistema simpato-motor de control que regula las respuestas de 

lucha/huida u otros comportamientos emocionales que involucran cambios en el tono muscular, tal como 

la respuesta de freezing (Hale & Lowry, 2011). La activación de esta región podría estar relacionada con la 
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inhibición de respuestas de pánico fisiológicas, bajo condiciones asociadas a efectos antidepresivo-

símiles sobre el comportamiento (Hale et al. 2012). 

En efecto, la región DRL contiene una población de interneuronas que expresan el neurotransmisor GABA 

que podrían afectar la inhibición local de las neuronas 5HT. La subdivisión DRL recibe aferencias desde el 

tronco cerebral asociadas al control autonómico, incluyendo el núcleo lateral parabraquial, el núcleo del 

tracto solitario, así como proyecciones aferentes desde los nervios viscerosensitivos glosofaríngeo y vago. 

También recibe aferencias de regiones límbicas troncales que controlan la respuesta autonómica y los 

estados emocionales incluyendo el núcleo de la cama de la estría terrninalis (BNST), el núcleo central de 

la amígdala, los núcleos lateral y perifornical hipotalámicos, el área preóptica media y la corteza 

infralímbica. Sus proyecciones terminan en estructuras que controlan las respuestas de lucha/huída tales 

como la médula rostral ventrolateral, la sustancia gris periacueductal dorsolateral y el hipotálamo lateral 

(Hale et al., 2012). 

Las neuronas serotoninérgicas del DRL proyectan a su vez a las demás subdivisiones DRD y DRV, y 

lesiones selectivas del DRL incrementan la expresión del gen de tptofano hidroxilasa en el DRV, 

sugiriendo que las neuronas 5HT de esta subdivisión proveen un tono inhibitorio a las neuronas 5HT en el 

DRV (Hale et al., 2012; Hollis et al., 2006). Esto último podría explicar los resultados obtenidos con 

respecto a la baja activación de la subdivisión DRV reportada en este trabajo. Estudios empleando 

electrofisiología demuestran que las neuronas 5HT de la subdivisión DRL poseen propiedades de 

membrana distintivas que confieren a estas neuronas mayor excitabilidad que las neuronas 5HT que se 

encuentran en el DRV (Crawford et al., 2010). 

Por otra parte, las neuronas serotoninérgicas del DAD poseen proyecciones recíprocas hacia estructuras 

relacionadas con la ansiedad, tales como la corteza prefrontal media¡ y otras regiones límbicas que 

incluyen a la amígdala basolateral y central, al BNST, al núcleo accumbens, al área hipotalámica dorsal y a 

la región periacueductal dorsolateral (Hale et al., 2012). Uno de los estímulos ansiogénicos que 

incrementan la expresión de Fos en neuronas serotoninérgicas del DRD es el condicionamiento de miedo. 

Otros estímulos incrementan la expresión de Fos en esta región, entre los que se encuentran ciertas 

drogas ansiogénicas como la cafeína (Abrams et al., 2004) y  un miembro de la familia de neuropéptidos 

de la CRH con alta afinidad por el receptor CRH2 : la urocortina II (Hale & Lowry, 2011; Staub et al., 2005), 

La exposición a un protocolo de derrota social también incrementa los niveles de Fos en el DAD (Gardner 

et al., 2005). En nuestro trabajo, la activación del DAD fue similar entre aquellos animales sometidos a 

separación materna- estresados en la adultez y los controles, sugiriendo un fenómeno adaptativo. 

A -6,96 mm desde el bregma, la población de neuronas 5HT corresponde anatómicamente a la 

subdivisión DAD, la cual se extiende aproximadamente desde -6,84 hasta -8,30 mm desde el bregma 

(Paxinos & Watson, 2007). Analizando la inmunorreactividad a Fos-5HT, se encontró una interacción entre 

los efectos producidos por la separación materna y la droga empleada como antidepresivo. 
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En los grupos de ratas criadas con la madre, tianeptina disminuyó el número de neuronas positivas para 

Fos y 5HT, mientras que en las separadas de la madre su efecto fue similar al de las ratas tratadas con 

vehículo. Tal como se mencionó en los párrafos anteriores, el DRD es activado mediante estímulos de 

carácter ansiogénico. Empleando el test de ansiedad de campo abierto. Bouwknecht y colaboradores 

(2007) detectaron una mayor activación de las neuronas rostrales de la región DRD. La inhibición de 

neuronas 5HT a este nivel del NDR mediante microinyección de un agonista de 5HT1A  disminuye el 

comportamiento de ansiedad previamente incrementado por un protocolo de estrés inescapable (Maier & 

Watkins, 2005). De acuerdo a los resultados observados a este nivel del NDR, la tianeptina disminuye la 

activación de las neuronas 5HT en las ratas criadas con su madre (sometidas o no al estrés durante la 

etapa adulta), pudiendo por lo tanto promover un comportamiento ansiolítico en estos grupos. De manera 

similar, en otro estudio realizado en nuestro laboratorio utilizando el test plus maze elevado se observó que 

en los animales tratados con tianeptina se incrementó el porcentaje de ingreso a los brazos abiertos 

(Trujillo et al., 2016), comportamiento que denota una disminución de la conducta de ansiedad. 
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4.2 VOLUMEN DEL HIPOCAMPO DORSAL (HO), ÁREAS Y ESTRATOS 

Mediante la técnica de estereología según el método de Cavalieri, fueron determinados los siguientes 

volúmenes: 

Volumen del HD total: 
Volumen del área CAl 

Volumen del estrato basa¡ 
Volumen del estrato piramidal 
Volumen del estrato apical 

Volumen del área CA2/3 
Volumen del estrato basa¡ 
Volumen del estrato piramidal 
Volumen del estrato apical 

Volumen del giro dentado 
Volumen del estrato granular 
Volumen del estrato polimórfico 
Volumen del estrato molecular 

4.2.1 Volumen total del HD y de las áreas CAl, CA2/3 y GD 

Se encontró una interacción significativa entre los efectos producidos por los factores separación 

materna, estrés crónico y droga sobre el volumen del (HD) y las áreas CAl CA2/3 y giro dentado (HD: F1  

= 5,52, p = 0,02; CAl: F =4,03, p=0,05; CA2/CA3: F = 5,59, p=0,02; giro dentado: F1%= 4,63, 

p=0,04) (Figuras 18 y  19). 

Volumen del Hipocampo dorsal 
20- 	 Vehículo 

a 	
Tianeptina 
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Figura 18. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina sobre el volumen total del hipocampo 

dorsal (HD). Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas se incluye en cada barra. (A) CAl (B) CA213, (C) Giro 

dentado. El test de ANAVA reveló una interacción significativa entre la separación materna, el estrés crónico y la droga. Las 

diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<.05), test post hoc de LSD. 
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Figura 19. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina sobre el volumen de las áreas del 

hipocampo dorsal (HD). Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas se incluye en cada barra. (A) CAl (B) 

CA2/3, (C) Giro dentado. E test de ANAVA reveló una interacción significativa entre la separación materna, el estrés crónico y la 

droga. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<z.05), test post hoc de LSD. 

Dado que la interacción triple fue significativa, se realizaron dos ANAVAS a dos vías con los datos de los 

animales criados con la madre por un lado y separados de la madre por otro. 

En los grupos criados con la madre, el efecto principal del factor droga se evidenció en el volumen del 

área CA2/3 (F 	p=0,05) (Figura 19, B). El análisis a posteriori no indicó diferencias entre los 

grupos. En el resto de los volúmenes estudiados, no se encontraron efectos principales ni interacciones. 

En los grupos separados de la madre, en cambio, se encontró una interacción entre los efectos 

producidos por el estrés crónico y la droga en los volúmenes del HD, el área CAl y el giro dentado (HD: 

E1 19=4,66, p=0,04; CAl: F119=4,42, p=0,05; giro dentado: F119=4,87; p=0,04). El análisis a posteriori 

indicó que tanto el volumen del HD (Figura 18) como el del área CAl (Figura 19, A) de las ratas con 

estrés-tianeptina son significativamente menores que en los animales sin estrés a los que también se les 

administró el antidepresivo. El volumen del giro dentado es menor en las ratas con estrés-tianeptina 

comparado con el grupo con estrés-vehículo y con el grupo sin estrés-tianeptina (p <0,05) (Figura 19, C). 

4.2.2 Volumen de los estratos de las áreas CAl, CA2/3 y GD 

Se encontró una interacción entre los efectos producidos por la separación materna, el estrés crónico y la 

droga sobre los estratos apicales de las áreas CAl y CA2/3 (CAl: F1  = 5,38, p =0,03; CA2/CA3: F1 = 

6,54, p =0,01). Dado que la interacción triple fue significativa, se realizaron dos ANAVAS a dos vías con 

los datos de los animales criados con la madre por un lado y separados de la madre por otro. 

En los grupos criados con la madre, no se encontraron efectos principales ni interacciones (Figura 20). Sin 

embargo, el test estadístico utilizado reveló una tendencia para el factor principal estrés crónico en los 

volúmenes de los estratos apicales de CAl y CA2/3 (p = 0,08 y  0,07 respectivamente) (Tabla 2). 

En los grupos separados de la madre, se encontró una interacción entre los efectos producidos por el 

estrás crónico y la droga en los volúmenes de los estratos apicales tanto de CAl como de CA2/3 (CAl: 

F1 19 = 5,72, p=0,03; CA2/CA3: E1  =5,55, p=0,03). El análisis a posteriori reveló que estos volúmenes 

fueron menores en el grupo de ratas sometidas a estrés crónico que recibieron tianeptina comparadas 

con el grupo que no fue sometido a estrés crónico al que también se le administró el antidepresivo (p 

<0,05) (Figura 20, A y B). Con respecto al giro dentado, el test estadístico empleado reveló una tendencia 

de interacción entre los factores estrés crónico y droga en el estrato molecular (E1  = 3,44, p=0,07) 

(Figura 20, C). 
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Figura 20. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina sobre el volumen del estrato apical 

de CAl (A) y CA2/3 (B), y el estrato molecular del giro dentado (0). Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas 
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se incluye en cada barra. En los casos (A) y (B) el test de ANAVA reveló una interacción significativa entre la separación materna, 

el estrés crónico y la droga. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos (p<z.05), test post hoc de LSD. 

Tabla 2. Resultados del ANAVA a dos vías de los volúmenes del HD, sus áreas y estratos 

Estrés Crónico 

(df 1,1 9) 

Droga 

(df 1 1 9) 

Interacción 

(df 1 1 9) 

E 	p E p F p 

Hipocampo Dorsal 1,25 	0,28 1 ,4 0,25 1,48 0,24 

ÁreaCAl 1,77 	0,2 0,02 0,9 0,86 0,37 

Estrato apical 3,46 	0,08 0,09 0,76 1,36 0,26 

ÁreaCA2/3 1,09 	0,31 4,35 0,05 2,89 0,11 

Estrato apical 3,67 	0,07 1,79 0,2 1,91 0,18 

Giro dentado 0,56 	0,47 2,04 0,17 0,76 0,39 

Hipocampo Dorsal 2,79 	0,11 0,21 0,65 4,66 0,04 

Área CAl 4,96 	0,04 0,02 0,89 4,42 0,05 

Estrato apical 5,85 	0,03 0,13 0,72 5,72 0,03 

ÁreaCA2/3 1,78 	0,20 0,42 0,52 2,96 0,1 

Estrato apical 2,03 	0,17 0,01 0,91 5,55 0,03 

Giro Dentado 1,14 	0,30 0,51 0,48 4,87 0,04 

Estrato molecular 1,51 	0,21 0,21 0,65 3,44 0,07 

4.2.3 Discusión 

4.2.3.1 Efectos del estrés crónico y de la separación materna sobre el volumen del HD 

En las ratas criadas con la madre-con estrés, encontramos una reducción del 37% y  del 33% en el 

volumen ocupado por las dendntas apicales de las áreas CAl y CA2/3, respectivamente, en comparación 

con las controles. Dicha reducción no alcanzó a ser significativa, estimamos que por razones en la 

variabilidad del conjunto de datos, sin embargo sí se manifestó como una tendencia (p=0,08 y pr0,07 
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respectivamente, Tabla 2). No obstante, el porcentaje de reducción como consecuencia del estrés 

crónico es menor en aquellos animales sometidos a la experiencia temprana de separación, del 21% y 

20% en el volumen ocupado por las dendras apicales de las áreas CAl y CA2/3, respectivamente. Lo 

anterior implica que el paradigma perinatal de separación produce modificaciones duraderas que afectan 

al volumen del HD en la adultez. Nuevamente, la teoría del match/mismatch concuerda con nuestros 

resultados, sugiriendo que la historia temprana de los animales posee un rol adaptativo frente al estrés y 

puede promover la resiliencia frente a desafíos similares en etapas posteriores de la vida. De manera 

semejante, empleando las variaciones postnatales en los cuidados maternos (licking and grooming) para 

evaluar los alcances de la adversidad temprana, Champagne y sus colegas encontraron que, durante la 

adultez, la descendencia que recibió menores cuidados maternos mostró disminuciones en la 

arborización dendrítica y la densidad de espinas en el hipocampo junto con un marcado deterioro de la 

memoria (Champagne et al., 2008). Sin embargo, ambos efectos se revirtieron cuando estos animales 

fueron sometidos a experiencias estresantes durante la adultez (match). A su vez, resultados opuestos se 

reportaron en el caso de ratas con altos niveles de cuidados maternos sometidas a condiciones de estrés 

en la adultez (mismatch). En este trabajo, las condiciones de mismatch, es decir, cuando el ambiente 

temprano y el adulto no coinciden, serían las de los animales sometidos a separación materna o estrés 

crónico impredecible únicamente. En el caso del primero de estos grupos, las reducciones de los estratos 

apicales son del 28% y del 20% de las áreas CAl y CA2/3, respectivamente. 

Las disminuciones debidas al paradigma de estrés crónica que calculamos empleando el método de 

Cavalieri en CAl y CA2/3 fueron mayores que las reportadas por otros autores como resultado de 

protocolos de estrés por inmovilización de 21 días también valiéndose de este método estereológico y 

empleando un número de animales equivalente (n=4/5) (Donohue et al., 2006: Stewart et al,, 2005). Este 

fue un resultado esperado dado que hace más de veinte años se encontraron reducciones en la longitud 

y complejidad de dendritas apicales, no basales, de las neuronas piramidales del área CA3 después de la 

exposición crónica a niveles elevados de glucocorticoides (woolley et al., 1990), a procedimientos de 

estrés crónica mediante inmovilización (Magarinos & McEwen, 1995; Watanabe et al., 1992) o a 

protocolos de estrés tipo psicosocial (Magarinos et al., 1996). El estrés crónico variable e impredecible 

también produce una retracción dendrítica significativa en el hipocampo (Lee et al., 2009; Luo et al., 

2014; Schoenfeld et al., 2017). Es necesario aclarar, sin embargo, que la duración del protocolo es un 

factor determinante para que los cambios volumétricos alcancen la significación estadística. Por ejemplo, 

el período de estrés utilizado por el grupo de Luo et al. (2014) fue de 8 semanas, mientras que en este 

trabajo fue de 24 días. Si comparamos los resultados de Luo et al. (2014) a las 4 semanas (similar 

cantidad de días que las empleadas en esta investigación), la reducción del hipocampo -tanto dorsal 

como ventral- es significativa sólo en el hemisferio izquierdo, en tanto que en esta tesis se estudió 

únicamente el HD y no se distinguieron los hemisferios. La mayoría de los estudios que evalúan las 

variaciones volumétricas en el hipocampo reportan reducciones, consistentes con nuestros resultados. 
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Sin embargo, y continuando con este criterio, el volumen del hipocampo -ya sea el del hemisferio 

izquierdo o el del derecho- no fue afectado significativamente por 6 semanas de un procedimiento de 

estrés crónica variable Vi et al., 2011). Es importante destacar que los trabajas de Xi et al. (2011) y  de 

Luo et al. (2014) emplearon imágenes coronales de cerebros de ratas obtenidas mediante resonancia 

magnética, a diferencia de las técnicas empleadas en esta tesis. En un trabajo reciente, aplicando 

resonancia magnética pero a su vez empleando imágenes de alta resolución, 4 semanas de un protocolo 

de inmovilización impredecible disminuyeron significativamente el volumen de las subregiones CAl, CA2/3 

y del giro dentado de ambas porciones dorsal y ventral del hipocampo (Schoenfeld et al., 2017). Estos 

autores reportaron la misma pérdida de volumen en ambos hemisferios, lo que quizás refleja una menor 

lateralidad en el cerebro de estas ratas o, como alternativa, mayor capacidad de detección debido a una 

mejor resolución de la imagen (Schoenfeld et al., 2017). 

El estrés aplicado de forma crónica e impredecible puede disminuir también la neurogénesis en el giro 

dentado (Schoenfeld et al., 2017). En el adulto, la neurogénesis es necesaria para mantener la estructura 

normal del hipocampo pero es improbable que su disminución sea responsable de la pérdida de volumen 

que ocurre ante la exposición al estrés (Schoenfeld et al., 2017). Aunque la neurogénesis puede inducirse 

en respuesta a estímulos ambientales (Kempermann et al., 2002), las tasas de proliferación de estas 

nuevas neuronas en adultos y ancianos son muy bajas (Czeh & Lucassen, 2007). Cuando se estima la 

reducción provocada por el estrés en el número de neuronas nuevas y se compara con la población total 

de células del hipocampo, tales alteraciones difícilmente contribuyan significativamente a la reducción del 

volumen total de hipocampo. Esto último se ha detectado en animales y humanos, utilizando imágenes 

de resonancia magnética (Czeh & Lucassen, 2007). Con atención a estas observaciones, en este trabajo 

no se encontraron diferencias significativas en el volumen del estrato granular del giro dentado, región en 

la que se encuentran las nuevas neuronas, sino una tendencia en la interacción estrés crónica x droga en 

las ratas separadas de la madre solamente en el estrato molecular, compuesto principalmente por 

dendritas. Consideramos que es necesario hacer hincapié en el impacto del protocolo de estrés crónica 

sobre la neurogénesis en estudios posteriores, dado que podría estar afectada, no obstante las técnicas 

que aplicamos tal vez fueran insuficientes para detectar dichas variaciones. 

La sección transversal del hipocampo posee una estructura laminar definida donde se disponen hileras de 

células piramidales. Sus conexiones generalmente siguen este formato laminar y, como regla general, son 

unidireccionales y forman bucles cerrados bien caracterizados que se originan principalmente en la 

corteza entorrinal adyacente, la principal interfaz entre el hipocampo y la neocorteza, La vía perforante es 

la entrada principal al hipocampo y sus axones surgen principalmente en la corteza entorrinal. Algunos de 

estos axones se proyectan a las células granulares del giro dentado y a las células piramidales de la 

región CA3, mientras que otras se proyectan hacia las células piramidales de CAl y hacia el subículo 

(Witter et al., 2000). Una menor cantidad de ramificaciones dendn'ticas en el estrato molecular del giro 

dentado, podría afectar a las dendtas apicales de CA3. Una retracción dendrítica en CA3 a su vez podría 
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reflejarse en el estrato apical de CM a través de los colaterales de Schaffer (Figura 21). En esta 

investigación, el volumen del giro dentado del grupo de animales separados-estresados y tratados con 

tianeptina fue menor al de los animales separados-no estresados que también recibieron el antidepresivo. 

En consecuencia, el estrato molecular fue la región más afectada de esta área por la interacción estrés 

crónico x droga, lo cual es coherente debido a la conectividad intrínseca del hipocampo antes descripta 

(Figura 21). 

Hipocampo 

Figura 21. . Redes del hipocampo: el hipocampo forma una red principalmente unidireccional, con aportes de la Corteza 

Entorrinal (EC) que forma conexiones con las neuronas piramidales de CA3 y del giro dentado (DG) a través de la vía perforante 

(PP - dividida en lateral y media]). Las neuronas de CA3 también reciben información proveniente del giro dentado a tras de las 

fibras musgosas (MF). Éstas envían axones a las células piramidales de CAl a través de la vía colateral de Schaffer (SO), así 

como a las células de CAl en el hipocampo contralateral a través de la vía de la comisura asociativa (AC). Las neuronas de CAl 

también reciben entradas directas de la vía perforante y envían axones al subículo (Sb). Estas neuronas, a su vez, constituyen la 

salida principal del hipocampo a la corteza entorrina], formando un ciclo. 
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4.2.3.1 Efectos del antidepresivo tianeptina sobre el volumen del HD 

La administración de tianeptina produjo efectos sobre el volumen del HD que fueron diferentes en los 

animales separados de la madre respecto a los que sufrieron ambos paradigmas de estrés. 

Encontramos una interacción triple entre la separación materna, el estrés crónico y la administración de 

tianeptina sobre los volúmenes del HD, el área CAl, el área CA2/3, el giro dentado, la capa apical de CAl 

y la capa apical de CA2/3. La diferencia en todos estos volúmenes entre las ratas tratadas con tianeptina 

y tratadas con vehículo fue mayor en las separadas de la madre en comparación con las ratas criadas 

con la madre. En los animales separados de la madre-estresados, la tianeptina tendió a reducir el volumen 

del HD, el área CAl y el giro dentado respecto a su grupo control tratado con vehículo; mientras que en 

las ratas separadas de la madre-sin estrés, la tianeptina tendió a incrementar el volumen de las áreas 

citadas respecto a su grupo control tratado con vehículo. Resultados similares se obtuvieron en los 

estratos apicales de las áreas CAl y CA2/3. 

Las células piramidales que constituyen la vasta mayoría de neuronas de la capa piramidal del hipocampo 

poseen un árbol dendrítico basa¡ y uno apical 	ifter et al., 2000). Dado que las disminuciones 

observadas pertenecen a los estratos apicales de las áreas CAl y CA2/3, la tianeptina podría afectar los 

patrones de remodelación dendrítica en estas regiones de una manera diferencial dependiendo del tipo y 

la cantidad de estresores aplicados. Nuevamente, la experiencia temprana de separación interacciona 

con la respuesta al estrés en la adultez modificando el comportamiento del antidepresivo tianeptina sobre 

el volumen del HO. 

En el grupo separados de la madre-sin estrés, la tendencia de tianeptina a incrementar el volumen del HD 

es un resultado esperado, dado que en musarañas sometidas a estrés psicosocial, la tianeptina revirtió las 

disminuciones inducidas por el estrés en el volumen del hipocampo (Czeh et al., 2001). En ratas, 

tianeptina evitó la atrofia dendrítica en neuronas piramidales de CA3 causada por el estrés crónico de 

inmovilización mientras que dos antagonistas de la recaptación de 5HT, fluoxetina y fluvoxamina, no 

tuvieron efecto (Magarinos et al., 1999). Al menos dos posibles hipótesis podrían respaldar estos 

resultados. En primer lugar, este antidepresivo normaliza las alteraciones provocadas por el estrés sobre la 

función glutamatérgica (McEwen & Chattarji, 2004); segundo, revierte la disminución inducida por el estrés 

en la expresión de factores de crecimiento nervioso tales como el factor neurotrófico derivado del cerebro 

(BDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF) (Alfonso et al., 2006). 

Cuando el estrés es prolongado, involucra no solo a los glucocorticoides sino a aminoácidos excitatonos 

como el glutamato, que se incrementan en el hipocampo yen otras regiones (Lowy et al., 1993). El estrés 

crónico y los estados depresivos se acompañan de una actividad aumentada de los receptores 

ionotrópicos NMDA (N-metil-d-aspartato) para glutamato. De hecho, la administración de antagonistas de 

NMDA incrementa la neurogénesis en el giro dentado y previene la remodelación dendrítica del estrato 
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apical de neuronas piramidales en CA3 que surge como consecuencia del estrés (Magarinos et al., 1999; 

McEwen, 1999). A partir de estudios electrofisiológicos la tianeptina ha mostrado revertir las alteraciones 

inducidas por el estrés sobre el sistema glutamatérgico (McEwen & Chaifarji, 2004), modulando su 

transmisión. A modo de ejemplo, tres semanas de estrés por inmovilización inhiben el tiempo de 

desactivación de los receptores NMDA, permitiendo la continuidad de los potenciales de excitación post 

sinápticos. Tianeptina normaliza este efecto (Kole et al., 2002). 

En ratas separadas de la madre evaluadas durante la adultez, los niveles de varios receptores de 

glutamato son menores en relación a los controles (O'Connor et al., 2013; Pickering et al., 2006) por lo 

que ocurre una reducción en la retroalimentación negativa de glutamato. Esto potencialmente conduce a 

una liberación excesiva de este neurotransmisor, acompañada de una hiper-excitabilidad, y a su vez 

provoca la desramificación de las dendritas apicales en el hipocampo (McEwen y Chattarji, 2004). De 

hecho, la separación materna aumenta los niveles de glutamato en el hipocampo (Martisova et al., 2012), 

por lo que tianeptina podría actuar restableciendo estos niveles y aumentando la arborización dendrítica 

de las áreas del hipocampo estudiadas. Alternativamente, dado que la diferenciación y la supervivencia de 

las neuronas del hipocampo in vitro responden a la acción de factores que incluyen al BDNF (Cheng & 

Mattson, 1994) y  al NGF (Frielingsdorf et al., 2007), una segunda hipótesis se soporta en la normalización 

de los niveles de estos factores tróficos (entre otros) en las ratas separadas de su madre por parte del 

antidepresivo empleado. Sin embargo, Della et al. (2013) observaron una disminución significativa de la 

actividad de NGF en el hipocampo de ratas privadas de la madre después de la administración con 

tianeptina. 

La combinación de los dos tipos de estrés y la administración de tianeptina resultó en una disminución 

significativa del volumen del giro dentado, del área CAl y su respectivo estrato apical, así como el 

volumen del estrato apical de CA2/3 respecto al grupo de animales separados de la madre-sin estrés que 

también recibieron el antidepresivo. La reducción que encontramos en estas regiones difirió de los 

resultados que esperábamos en base a las propiedades del antidepresivo (Czeh et al., 2001; Chu et al., 

2010). Esto nos condujo a una interesante pregunta: ¿la disminución de volúmenes asociada a la 

administración de tianeptina específicamente en las capas apicales puede considerarse una respuesta de 

protección/adaptación ante la exposición a ambos estresores o es un indicador de una mayor 

vulnerabilidad al daño? De hecho, en este estudio, el volumen del HD de los animales separados de la 

madre-con estrés- tianeptina es similar al de aquellos criados con la madre-sin estrés-con tianeptina. Este 

resultado concuerda con la teoría del match/mismatch, dado que las condiciones entre el ambiente 

temprano y futuro coinciden tanto para el grupo de los animales controles (ambos ambientes 

beneficiosos) como para el grupo separados de la madre-con estrés (ambos ambientes perjudiciales). La 

noción de que los cambios promovidos por el estrés sobre la morfología del hipocampo pueden ser 

adaptativos en lugar de peudiciales, ha sido abordada por distintos autores (Cameron & Schoenfeld, 

2018; Conrad, 2006; Fuchs et al., 2006; McEwen et al., 2012). La remodelación dendrítica que ocurre en 
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las células piramidales de CA3 y sus aferencias como consecuencia del estrés crónico, es afectada por la 

elevación repetida de los glucocorticoides (Conrad, 2006). Simultáneamente, el estrés potencia la 

liberación de glutamato y el aumento de la expresión de su transportador en la región CA3. Puesto que la 

mayoría de las interneuronas dentro del hipocampo son inhibitorias (Feldblum et al., 1993) y  activan los 

receptores del ácido gamma-aminobutírico (GABA)A, la retracción dendrítica al menos en CA3 es inhibida 

por agonistas de estos receptores (benzodiacepinas). Además, las dendritas que se retraen típicamente 

en el estrato apical de CA3, reciben aferencias de las fibras musgosas del giro dentado, que son los 

axones de las células granulares propias de esta zona. Las células granulares son principalmente 

glutamatérgicas por lo que las fibras musgosas constituyen una conexión excitatoria importante dentro del 

hipocampo. Curiosamente, estas células poseen un doble fenotipo funcional glutamatérgico-GABAérgico, 

ya que contienen GABA conjuntamente con la enzima ácido glutámico descarboxilasa responsable de 

sintetizar GABA a partir del ácido glutámico (Gomez-Lira et al., 2002). Evidencias experimentales han 

revelado que estas células pueden volverse inhibidoras en respuesta a cambios en el medio ambiente, 

como por ejemplo la extrema hiperexcitabilidad debida a los ataques epilépticos (Gómez-Lira et al,, 2002). 

Por lo tanto, la neurotransmisión GABAérgica en las sinapsis de las fibras musgosas parece representar 

un mecanismo compensador en respuesta a las convulsiones (Fuchs et al., 2006). La exposición crónica 

a los glucocorticoides puede promover un fenotipo GABAérgico como parte de un mecanismo de 

retroalimentación compensatoria para amortiguar los efectos excitadores iniciales de los glucocorticoides 

en el hipocampo (McMillan et al., 2004), análogo a lo informado en condiciones de hiperexcitabilidad 

durante las convulsiones epilépticas. En suma, tianeptina podría reducir el volumen de los estratos 

apicales de CA3 a través de sus acciones sobre las vías glutamatérgicas (McEwen et al., 2010) 

favoreciendo los citados mecanismos compensatorios. Sin embargo, los mismos cambios estructurales 

potencialmente protectores durante un período de días a semanas también pueden ser maladaptativos si 

los entornos amenazantes o las tensiones percibidas continúan durante largos períodos de tiempo 

(Cameron & Schoenfeld, 2018). 
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4.3 PORCENTAJE DE FREING (INMOVILIDAD) EN EL TEST DE MIEDO CONDICIONADO 

El test de miedo condicionado se efectuó para determinar el porcentaje de freezing de los animales frente 

a un contexto determinado, medida que se relaciona con la conducta de aprendizaje y memoria. Durante 

cada etapa del test se cronometró el tiempo en que cada animal exhibió la conducta de freezing. Esos 

tiempos fueron convertidos a porcentajes teniendo en cuenta la duración de cada etapa del test. 

4.3.1 Porcentaje de freezing (inmovilidad) durante la etapa de pre-condicionarniento 

(habituación) 

Durante esta etapa ninguna de las ratas exhibió la conducta de freezing. Asimismo, todas las ratas 

mostraron un comportamiento exploratorio, lo que indica la ausencia de alteraciones en su capacidad de 

explorar el contexto debido a los tratamientos. 

4.3.2 Porcentaje de freezing (inmovilidad) durante la etapa de condicionamiento 

En esta etapa los animales recibieron la serie de shocks, y no se encontraron interacciones ni efectos 

principales de ninguno de los factores estudiados (separación materna x estrés crónico: F1102= 3.48 p 

=0,07; separación materna x droga : F,,()2= 0,09 p =0,77; estrés crónico x droga : F1102=0,02; p =090; 

separación materna x estrés crónico x droga : F11 =0,001; p =097). Por lo que todas las ratas mostraron 

un comportamiento de freezing similar ante el contexto (Figura 22, A). 

4.3.3 Porcentaje de freezing (inmovilidad) durante la etapa de postcondicionamiento 

Se encontró una interacción significativa entre los efectos generados por la separación materna y el estrés 

crónico (Fiic1=  6,37; p = 0,01), El análisis post hoc reveló que el grupo de ratas separadas de la madre-

con estrés mostraron mayor porcentaje de freezing comparadas con las ratas criadas con la madre-

estresadas y con el grupo control (criadas con la madre-sin estrés) (p <0,05) (Figura 22, B). 

4.3.4 Porcentaje de freezing (inmovilidad) durante la etapa de recuperación (evocación) 

Se encontró una interacción entre los efectos producidos por la separación materna y el estrés crónico 

(Fiic2= 5,11; p=003). El análisis post hoc reveló que el grupo de ratas criadas con la madre-con estrés y 

el grupo separadas de la madre-sin estrés mostraron menor porcentaje de freezing comparadas con las 

ratas controles (criadas con la madre-sin estrés) (p <005) (Figura 22, C). 

El efecto de tianeptina no se evidenció en ninguna de las etapas del test de miedo condicionado, por lo 

que no logró revertir las alteraciones producidas por el protocolo de separación materna o estrés crónico 
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respecto a la conducta de freezing. Los datos de los grupos tratados con vehículo y tianeptina se 

presentan colapsados (Figura 20), 
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Figura 22. Efectos de la separación materna, el estrés crónico e impredecible y la tianeptina sobre la respuesta de freezing en un 

test de miedo condicionado. Los valores representan la media ± SEM. El número de ratas se incluye en cada barra. (A) Etapa de 

condicionamiento, (B) Etapa de postcondicionamiento, (0) Etapa de recuperación. Los datos de los animales tratados con 

vehículo o tianeptina se presentan colapsados dado que el test de ANAVA reveló una interacción significativa entre la separación 

O 
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materna y el estrés crónico. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre los grupos ("aa distinto de "b") (p<0,05), 

test post hoc de LSD. 

4.3.1 Discusión 

Empleamos el test de miedo condicionado para estudiar la relación entre la respuesta de los animales en 

un test que evalúa la memoria espacial y los cambios observados a nivel morfológico en el HD dado que 

esta estructura resulta esencial para el aprendizaje espacial. El test fue dividido y estudiado en etapas, en 

las cuales se contabilizó el porcentaje de freezing ante el contexto y se lo asoció a la memoria o 

capacidad de los animales para recordar el entorno en donde se realizó la prueba. 

En la etapa de postcondicionamiento y en la de recuperación, las ratas criadas con la madre-con estrés 

exhibieron menores porcentajes de freezing ante el contexto, indicando una disminución de la memoria 

ante el contexto según el modelo adoptado. La vinculación entre la aplicación de protocolos de estrés 

crónico y el detrimento en el desempeño de tareas que requieren memoria contextual ha sido estudiada 

por diversos grupos experimentales durante décadas de investigación (consultar a Conrad 2010 y 

Moreira 2016 para una revisión). 

El hipocampo tiene dos funciones interrelacionadas: da soporte a la memoria espacial y contextual y 

regula la actividad del eje hipotálamo-pituitario-ad renal (HPA). Su estimulación generalmente inhibe al eje 

HPA y su destrucción parcial o de sus eferentes mejora la actividad de este eje. En este estudio, el estrés 

crónico impredecible tendió a disminuir el volumen de capas apicales de CAl y CA2/3, por lo que una 

hipótesis con respecto a la disminución de la conducta de freezing ante el contexto es que podría estar 

ligada a la alteración morfológica sufrida por el hipocampo. Con referencia a estos planteos, un paradigma 

de aislamiento social aplicado en forma crónica disminuyó tanto el volumen de CAl como la respuesta 

de freezing de ratas hembras en una prueba de condicionamiento de miedo contextual (Pereda-Perez et 

al., 2013). De la misma manera, el estrés crónico podría haber influido en la desregulación del eje HPA 

como consecuencia de sus acciones morfológicas sobre el hipocampo. En estas condiciones, los 

glucocorticoides pueden exacerbar los efectos del estrés sobre la memoria contextual (Conrad, 2006). 

Sin embargo, las modificaciones en la respuesta de freezing ante el contexto tras la aplicación de 

protocolos de estrés crónico son dispares y varían de estudio en estudio. Empleando estrés mediante 

inmovilización algunos autores reportaron aumentos del freezing ante el contexto (Conrad et al., 1999; 

Sandi et al., 2001), mientras otros observaron una disminución de este comportamiento (Vander Weele et 

al., 2013; Yun et al., 2010). 

Las consecuencias del estrés pueden diferir cuando el protocolo aplicado es de tipo impredecible. La 

adaptación exitosa al estrés crónico es un proceso dinámico que depende de ciertos atributos: severidad, 

modalidad y duración del paradigma utilizado (Herman, 2013). Entonces el afrontamiento exitoso de una 

determinada situación aversiva obedece en gran medida al nivel de control y a la predictibilidad de la 
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misma (Koolhaas et al., 2011). A modo de ejemplo, Das et al (2005) mostraron que ratas sometidas a un 

estrés crónico predecible (inmovilización) exhibieron un mejor aprendizaje en un test de evitación inhibitoria 

comparados con un grupo sometido a estrés crónico impredecible de la misma duración (Das et al., 

2005). Por su parte, Ricon et al. (2012) demostraron que la exposición a un protocolo de estrés 

impredecible en ratas adultas produce déficits en el aprendizaje y memoria en tareas de evitación que 

dependen del contexto (shuttle-box). En este último caso, los autores enfatizan la importancia de la 

imprevisibilidad de los estresores frente a la severidad de los mismos. A diferencia de los regímenes de 

estrés variables o impredecibles (Chao et al., 1993; Herman et al., 1995) el estrés de inmovilización - 

repetido en el tiempo- no regula negativamente la expresión de ARNm de los receptores de 

glucocorticoides GR y MR en el hipocampo (Girotti et al., 2006), lo que sugiere que los mecanismos de 

retroalimentación neural permanecen intactos. No obstante, aun cuando los estresores se aplican de una 

manera variable e impredecible, algunos resultados difieren a los de esta investigación. Ratas sometidas a 

este tipo de protocolos de estrés se sensibilizaron ante el test de miedo condicionado, aumentando los 

porcentajes de freezing ante el contexto (McGuire et al., 2010), o bien mostraron menores porcentajes de 

freezing durante el postcondicionamiento pero mayores respecto a los controles durante la etapa de 

recuperación (Kanatsou et al., 2015). En otro estudio, el protocolo de estrés crónico y variable utilizado no 

influyó en el test de evitación pasiva ni en el condicionamiento del miedo asociado con un estímulo sonoro 

(tono), sin embargo, en ratas con un perfil de anhedonia, aumentó la respuesta de freezing en el 

condicionamiento de miedo ante el contexto (Henningsen et al., 2009). Cabe mencionar que cuando el 

estrés es variable, la diversidad de estresores, el tiempo de aplicación de cada uno y la duración del 

protocolo son diferentes en cada uno de los trabajos citados, factores que justifican la disparidad de los 

resultados. A su vez, el momento en que se realiza el test de miedo condicionado en relación al último 

estresor también es determinante. De hecho, las transformaciones nerviosas que ocurren en el 

hipocampo y la amígdala como consecuencia de los paradigmas de estrés crónico son dinámicas y 

reversibles (Conrad et al., 1999; McEwen, 1999; Sousa et al., 2000), siendo estos procesos los posibles 

responsables de los efectos observados en la memoria. 

Por último, el hecho de que en el presente estudio los animales sometidos a estrés durante la adultez 

mostraran menores índices de freezing en relación con los controles no estresados nos condujo a 

preguntarnos si esa disminución podría estar aparejada a una habituación debida al hecho de que tanto el 

protocolo de estrés como el test de memoria incluyen eventos físicamente aversivos. Para responder esta 

pregunta se realizó otra prueba de memoria contextual carente de componentes nocivos que se discute 

en la siguiente sección (Test de Bames). 

Por el contrario, en las ratas sometidas a separación materna temprana, el estrés impredecible produjo 

una respuesta de freezing que se asemejó a la de los controles durante el post-condicionamiento. De 

acuerdo con lo anterior, el estrés crónico y variable en nuestro estudio originó diferentes resultados 

dependiendo de la interacción entre el ambiente temprano y el adulto. La interpretación de los efectos de 
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dicha interacción y su comparación con otros resultados conllevan cierta dificultad debido a las 

variaciones sustanciales que existen entre las cepas de los animales, la duración, frecuencia y edad de la 

aplicación de los protocolos de estrés, y la diversidad de test empleados para evaluar la memoria espacial 

en la bibliografía (Claessens et al., 2011). En última instancia, las consecuencias duraderas de la 

separación materna dependerán de la vulnerabilidad genética especifica y de la combinación con un 

entorno especifico en la edad adulta (Schmidt, 2011). 

Por un lado, el efecto de la aplicación tanto de la separación materna como del estrés crónico sobre el 

comportamiento de freezing ante el contexto se corresponde nuevamente con la teoría del 

match/mismatch, dado que en el postcondicionamiento los valores se asemejan a los del grupo control, 

es decir, cuando el ambiente temprano y el posterior coinciden, se observan resultados similares en la 

variable estudiada, Por consiguiente, una posible interpretación sugiere que la separación materna 

promueve una serie de mecanismos adaptativos que le permiten a los individuos lidiar con el estrés 

durante la adultez y producir respuestas similares a los animales que no atravesaron ninguna situación 

estresante en su historia de vida (Daskalakis et al., 2013; Nederhof, 2012). Previos estudios de nuestro 

laboratorio indicaron que ratas macho sometidas a una separación materna temprana poseen mayor 

capacidad de afrontar el estrés crónico en la edad adulta (Renard et al., 2007; Renard et al., 2010). En 

estos animales, se detectaron niveles más bajos de ACTH y corticosterona plasmática en comparación 

con los animales solamente sometidos a estrés crónico en la adultez (Renard et al., 2007). 

Ligado al resultado anterior, las ratas separadas de la madre (ambiente temprano hostil) no estresadas 

posteriormente (ambiente adulto favorable) exhibieron menores porcentajes de freezing durante la etapa 

de recuperación de la memoria en comparación con los controles (ambos ambientes favorables). Este 

desajuste o mismatch que también se presenta en las ratas estresadas sólo durante la vida adulta 

(ambiente temprano favorable, ambiente adulto hostil) coincide con el modelo previamente planteado. 

Por otro lado, es importante destacar la influencia de la activación de la amígdala en tareas como la del 

condicionamiento de miedo (Conrad et al., 2004). Experimentos realizados en nuestro laboratorio 

mostraron incrementos de la actividad de Fos en la amígdala mediante inmunohistoquímica en animales 

separados de la madre y crónicamente estresados en la adultez comparados con los criados con la 

madre -tanto estresados en la adultez como en los no estresados- (Trujillo et al., 2015). Además, el estrés 

crónico incrementa la arborización dendrítica en la amígdala (McEwen, 2017; Vyas et al., 2002). Dado que 

esta estructura posee un abundante suministro de receptores de glucocorticoides, y los glucocorticoides 

son importantes para regular el condicionamiento contextual (Conrad et al., 2004), las neuronas de la 

amígdala de ratas con separación materna crónicamente estresadas podrían ser más sensibles a los 

niveles elevados de estas hormonas. Con respecto al hipocampo, el grupo de animales sometidos a los 

dos estresores exhibió un decremento en la expresión de receptores de glucocorticoides (Trujillo et al., 

2015). Bajo estas circunstancias, el eje HPA podría estar desregulado, tal como sucede en el grupo de 
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animales sometidos sólo a estrés crónico. Durante situaciones emocionalmente demandantes como el 

condicionamiento de miedo, es plausible la hipótesis de que los grupos sometidos a estrés crónico 

durante la adultez (con y sin separación materna) secreten más glucocorticoides que los controles (Eiland 

& McEwen, 2012), por lo que el incremento en la arborización dendrítica de las neuronas de la amígdala 

en las ratas sometidas a separación materna y estrés crónico podría contribuir a facilitar el freezing ante al 

contexto. Este hecho podría enmascarar cualquier daño en la memoria contextual producido por 

alteraciones en el hipocampo que se observan típicamente en situaciones con baja estimulación 

emocional por parte del individuo. 

La separación materna oer se puede modificar el desempeño de tareas cognitivas como la memoria 

contextual, por lo que el resultado en este grupo de animales coincide con nuestras expectativas. Tareas 

como el condicionamiento de miedo evalúan la integridad funcional del hipocampo, porque requieren de 

la actividad del mismo. Nuestros resultados con respecto al volumen del HD no revelaron disminuciones 

en esta estructura en los grupos de animales separados de la madre, sugiriendo que el freezing ante el 

contexto es independiente del volumen de las capas apicales en donde hallamos diferencias. Del mismo 

modo, ratas separadas de su madre mostraron deficiencias en la adquisición de la memoria en el laberinto 

de agua de Morris (Huot et al., 2002), así como decrementos en la densidad de fibras musgosas en el 

estrato oriens del hipocampo durante la adultez, sin exhibir cambios en el volumen total del giro dentado. 

Nuevamente, una revisión de la bibliografía provee resultados antagónicos con respecto a los porcentajes 

de freezing ante el contexto evaluados en la adultez de roedores previamente expuestos a separación 

materna. En algunos casos el estrés de separación no genere diferencias en la conducta de freezing 

(Arnett et al., 2015; Xiong et al., 2015), o bien propicia un aumento de la misma (Diehl et al., 2014; 

Sampath et al., 2014; Toda et al., 2014), o bien suscita un decremento sólo en ratas hembra (Kosten et 

al., 2006; Sun et al., 2014) o un decremento en ambos sexos (Chocyk et al., 2014; Wang et al., 2011). 

Estas inconsistencias pueden deberse en parte a factores metodológicos como la duración del protocolo 

de separación y la manera en que es realizada: si la madre permanece en la misma habitación que las 

crías, permitiéndoles escuchar el sonido de sus vocalizaciones, o si las crías permanecen juntas o 

individualmente aisladas durante el período de separación. La cantidad de cuidados maternos propia de 

cada cepa (Moore et al., 1997) y las diferencias en el comportamiento materno propias de cada madre 

pueden además influenciar la respuesta de freezing ante el contexto. 

La inmovilidad tónica que implica la respuesta de freezing constituye una importante reacción defensiva y 

posee un amplio valor adaptativo. El comportamiento de congelación permite que las presas sean menos 

visibles, y la falta de movimiento puede ser también un potente inhibidor de la agresión en los 

depredadores, que a menudo abortan las respuestas de ataque y muerte. De hecho, una presa inmóvil es 

menos probable que sea atacada (Brandao et al., 2008). En la rata, las diferencias individuales en las 

respuestas endocrinas y de comportamiento frente al estrés se asocian a variaciones en la calidad de la 
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atención materna brindada en edades tempranas (Caldji et al,, 2000). De forma predecible, la capacidad 

de respuesta al estrés de la descendencia se asemeja a la de sus madres: aquellas madres que exhiben 

menor cantidad de comportamientos de lamido (licking / grooming) y no adoptan una postura arqueada 

para amamantar son más temerosas que las madres que exhiben en mayor medida estos 

comportamientos. Del mismo modo, sus descendientes son más temerosos y tímidos que los de las 

madres con altos niveles de cuidados maternos (Francis & Meaney, 1999). Resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio demuestran que la separación materna temprana reduce los niveles de cuidados 

maternos (eficiencia reducida en el test de recuperación y traslado de las crías) (Aguggia et al., 2013), 

hecho que podría impactar sobre la respuesta de miedo ante el estrés generado por los shocks durante el 

test memoria. Brandao et al. (2008) consideran que existe un isomorfismo entre la respuesta de freezing 

que se genera ante estímulos contextuales emparejados con descargas eléctricas y el trastorno de 

ansiedad generalizada. Sometiendo a ratas Wistar al mismo protocolo de separación materna, en nuestro 

laboratorio se registró menor número de entradas a los brazos abiertos en un laberinto en cruz elevado en 

animales adultos en el caso de las separadas de la madre (Trujillo et al., 2015), indicando como 

consecuencia el carácter ansiogénico de nuestro paradigma de estrés temprano. 

Atendiendo a las bases neurobiológicas que podrían explicar la relación entre los efectos nocivos a largo 

plazo de la exposición al estrés temprano sobre la memoria espacial, la separación materna puede 

disminuir los niveles de factores neurotróficos tanto en el hipocampo como en la amígdala (Aisa et al., 

2009; Della et al., 2013). En particular, debido a las propiedades altamente protectivas del BDNF para los 

distintos fenotipos neurotróficos, una reducción de su expresión en el hipocampo después de la 

exposición a la separación materna podría influenciar la vulnerabilidad a las deficiencias en la memoria 

más tarde, en la vida adulta bajo situaciones estresantes o desafiantes para el individuo (Alsa et al., 2009). 

Asimismo, como secuela de la separación materna, puede ocurrir una disminución en la longitud de las 

dendritas de neuronas en el hipocampo ventral (Monroy et al., 2010) involucradas en respuestas 

emocionales como el condicionamiento del miedo (Hunsaker& Kesner, 2008; Zhang et al., 2014). 

Por último, una reducción en el comportamiento de freezing durante el test de miedo condicionado se 

interpreta generalmente como un deterioro de la memoria contextual. Sin embargo, un menor porcentaje 

de freezing también podría ocurrir independientemente de los cambios en el aprendizaje (Chocyk et al., 

2014). Dado que en esta investigación no se evaluó la respuesta de freezing ante un contexto diferente al 

del condicionamiento (Rudy et al., 2002), la misma podría estar desvinculada de la memoria contextual. 

De acuerdo con este análisis, los bajos porcentajes de freezing obtenidos en las ratas criadas con la 

madre-estresadas en la adultez y en las ratas separadas de la madre-sin estrés durante la etapa de 

recuperación podrían atribuirse a un incremento en la hiperactividad (Anagnostaras et al., 2001). Por ende, 

la actividad locomotriz de estos grupos podría ser mayor, aunque no fue valorada en nuestros 

experimentos. La hiperactividad puede influenciar la respuesta de freezing, no obstante aún no se conoce 

si el déficit en el freezing que se produce debido a las lesiones en el hipocampo es causado por 
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incrementos en la actividad locomotriz, o si el incremento de la actividad locomotriz y el decremento en el 

freezing son sintomáticos de un síndrome común como el déficit en el aprendizaje contextual (Maren & 

Fanselow, 1997). 
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4.5 EFECTOS DEL ESTRÉS CRÓNICO EVALUADOS EN EL TEST DE BARNES 

4.5.1 Etapa de aprendizaje 

- Cantidad de errores 

No se encontraron diferencias significativas entre los animales controles y los crónicamente estresados en 

cuanto a la cantidad de errores en cada uno de los días de la etapa de aprendizaje (Figura 23, A). 

	

- 	Tiempo de latencia al orificio de escape 

La etapa de aprendizaje se realizó en cuatro días, y el test empleado reveló el efecto intra-sujetos días de 

aprendizaje. En los animales controles existe una diferencia significativa entre los tiempos registrados en el 

segundo día respecto al primero y en el cuarto día respecto al tercero. Por lo que estos animales 

aprendieron a encontrar el orificio de escape empleando tiempos significativamente menores entre el día 1 

y 2,  y  entre el día 3 y  4 (Figura 23, B). En los animales sometidos al protocolo de estrés el tiempo de 

latencia del segundo día es significativamente menor que el del primero, pero no hay diferencias 

significativas entre los días subsiguientes (Figura 23, B). Por otra parte, no se encontraron diferencias 

teniendo en cuenta el factor entre-sujetos estrés crónico respecto a los tiempos de latencia en ninguno de 

los cuatro días estudiados. 

	

A 	Cantidad de errores - Aprendizaje B 	Latencia de escape - Aprendizaje 

1O- 	 150- 

Figura 23. Efectos del estrés crónica durante la etapa de aprendizaje evaluados en el Test de Barnes. (A) Número de errores. El 

número de animales por grupo se indica en cada barra. (B) Tiempo de latencia al orificio de escape. Los símbolos representan 

diferencias significativas respecto al mismo grupo, el día anterior: (* ) diferencia significativa del grupo control con respecto al día 

anterior; (*) diferencia significativa del grupo crónicamente estresado con respecto al día anterior. (p<0,05). 

4.5.2 Etapa de prueba 

Durante la etapa de prueba, los animales sometidos al protocolo de estrés crónico evidenciaron mayor 

cantidad de errores que los controles (Figura 24, A). No se encontraron diferencias significativas en el 
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tiempo de latencia al orificio de escape entre los dos grupos estudiados (Figura 24, B). La estrategia 

mayormente empleada por ambos grupos fue la serial, siendo la estrategia espacial la utilizada en 

segundo lugar por ambos grupos. Se destaca que la estrategia espacial fue más utilizada, en proporción, 

por los animales controles respecto de los estresados, sin alcanzar una diferencia estadísticamente 

significativa (Figura 24, C). 

También se contabilizaron los intentos que cada grupo realizó a los distintos orificios de la plataforma. De 

las gráficas (Figura 25) puede observarse que los animales controles escogieron en mayor medida el 

orificio de escape (número O) durante la prueba, mientras que los animales sometidos al protocolo de 

estrés crónico escogen tanto el orificio de escape (número O) como el adyacente (número -1). 

A 	Cantidad de errores - Prueba 	B 	Latencia de escape - Prueba 

20 
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tio  
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Figura 24. Efectos del estrés crónico durante la etapa de prueba evaluados en el Test de Barnes. (A), Cantidad de errores. 8 

número de animales por grupo se indica en cada barra. Los animales estresados cometieron significativamente mayor cantidad 

de errores. (B), Tiempo de latencia al orificio de escape. (0), Estrategias utilizadas. 

c 
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Figura 25. Efectos del estrés crónico durante la etapa de prueba evaluados en el Test de Barnes: cantidad de intentos en cada 

uno de los oficios, siendo el O el orificio de escape. 

4.5.3 Discusión 

Maniobrar con seguridad a través del medio ambiente es fundamental para la supervivencia de casi todas 

las especies. La navegación es la capacidad de los organismos para aprender a encontrar un camino a 

través del entorno sin perderse, lo que requiere memoria para aprender y recordar locaciones y rutas. Esta 

propiedad está codificada en el cerebro por un sistema que utiliza señales externas y distales al 

organismo (navegación alocéntrica) y un sistema que emplea el auto-movimiento, ciertas señales internas 

y cercanas (navegación egocéntrica). En la navegación alocéntrica están comprometidos el hipocampo, la 

corteza entorrinal y otras estructuras circundantes, Esta forma de memoria se evalúa en animales de 

laboratorio de muchas maneras, pero de manera predominante se utiliza el laberinto de agua de Monis 

(Vorhees 2014). 

El objetivo de emplear el test de Barnes como método alternativo para evaluar la adquisición y 

recuperación de la memoria contextual surgió a partir de un interrogante planteado durante el desarrollo de 

la tesis por uno de los miembros evaluadores. Podría ocurrir que los animales sometidos solamente a 

estrés crónico respondieran al test de miedo condicionado con un menor porcentaje de freezing por estar 

habituados a estímulos negativos tales como los que experimentan durante el protocolo de estrés y luego 

durante el propio test mediante los shocks eléctricos. Para responder a esta pregunta, se utilizó un test 

carente de estímulos físicos nocivos que evaluara la memoria espacial de este grupo Se eligió el test de 

Barnes dado que se asemeja al laberinto de agua de Morris pero utiliza estímulos menos aversivos, en 
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donde la búsqueda del escape se induce en los animales a través de luces brillantes que motivan al 

animal a guarecerse (Vorhees 2014). 

Nuestros resultados indican que el estrés crónico variable e impredecible produce alteraciones en la 

memoria contextual durante la etapa de prueba del test de Barnes, que se manifiestan en la capacidad 

para encontrar el orificio de escape. Empleando este mismo test, Mclay y colaboradores (1998) 

suministraron corticosterona durante 81 días a ratas macho de dos meses de edad. Estos animales 

cometieron una mayor cantidad de errores durante el período de adquisición que los controles. Incluso 

cuando el período de administración de corticosterona es de 21 días, también generó mayores tiempos 

de latencia para alcanzar el orificio de escape y produjo mayor cantidad de errores durante el aprendizaje 

(Trofimiuk 2015; Darcet 2014). De manera similar, un paradigma de estrés mediante inmovilización 

durante 21 días (2 hs/día) produjo un mayor promedio de errores durante el período de adquisición en 

ratas machos Wistar (Wincewicz 2015) y una mayor latencia al orificio de escape (Trofimiuk 2008; 

Trofimiuk 2011) empleando el Barnes Maze. 

El impacto del estrés crónico en el desempeño de tareas cognitivas está ligado a factores biológicos 

(como el sexo) (ter Horst 2012) y cronobiológicos (como la edad) (Ricon et al., 2012). Pero otros 

aspectos, tales como el período del día (diurno/nocturno) (Aslani 2014) en el que se implementa el 

protocolo de estrés o la predictibilidad (Koolhas et al., 2011) también pueden modular la memoria y el 

aprendizaje, como se ha citado en párrafos anteriores. En este sentido, el trabajo de Wang et al. (2017) es 

comparable al nuestro puesto que aplicaron una serie de estresores de manera variable e impredecible 

durante 28 días a ratones macho adultos, Semejante a los efectos que reportamos, tanto la latencia al 

orificio de escape como la cantidad de errores se incrementaron en los ratones sometidos al estrés (Wang 

2017). 

En un meta-análisis realizado por Moreira y colaboradores (2016) se revisaron los resultados de 28 

estudios que emplearon protocolos de estrés crónico tanto de inmovilización como variables e 

impredecibles (21 o 28 días de duración) en roedores adultos. En estos trabajos se cuantificó la 

performance de los grupos de animales estresados en los siguientes métodos validados: laberinto de 

agua de Morris, reconocimiento de objetos novedosos, laberinto de brazos radial y laberinto en Y. Se 

excluyeron aquellos trabajos que emplearon el test de condicionamiento del miedo y los test de evitación 

pasiva. Pese a la heterogeneidad observada en cada estudio, la conclusión general del análisis fue que la 

utilización de los diversos protocolos de estrés crónico conduce a alteraciones en el funcionamiento 

cognitivo, particularmente en la consolidación de las memorias aprendidas. Dando mayor solidez a 

nuestros hallazgos, el hecho de que la memoria en tareas de navegación espacial no se estabilice y 

permita su adecuada consolidación se manifestó en los animales estresados como: un aumento de la 

latencia al escape durante la fase de adquisición y una disminución del tiempo transcuriido en el 
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cuadrante de escape en el laberinto de agua de Morris, una disminución en el tiempo transcurrido ante un 

objeto nuevo y una mayor cantidad de errores en el laberinto de brazos radial (Moreira 2016). 

En síntesis, la performance en el test de Barnes de los animales estresados durante la adultez fue inferior 

a los controles, y sus porcentajes de freezing ante el contexto registrados en el test de miedo 

condicionado también fueron menores. Por esta razón, se decidió continuar con la evaluación de la 

memoria espacial mediante el test de miedo condicionado en todos los grupos experimentales, ya que los 

resultados en ambos test fueron coincidentes. 

80 





1 )( UION OLNI HAL 

5. DISCUSIÓN GENERAL 

La respuesta del organismo ante el estrés promueve la supervivencia a través de ajustes en los procesos 

fisiológicos y de comportamiento. Los procesos que se activan e interactúan incluyen los sistemas 

autonómicos, endocrinos e inmunes y conductuales, que producen una respuesta de estrés integrada. Si 

bien inicialmente son adaptativos, la activación prolongada de las vías moleculares comprometidas por 

estos sistemas puede provocar cambios pronunciados en la fisiología y el comportamiento que tienen 

implicancias perjudiciales a largo plazo para la supervivencia y el bienestar. En esencia, el estrés 

prolongado o crónico cambia las reglas bajo las cuales el cuerpo regula la homeostasis, lo que requiere 

nuevas estrategias para una adaptación exitosa. Esta adaptación tiene un costo para el organismo, ya que 

los sistemas efectores del estrés se movilizan crónicamente para satisfacer las demandas homeostáticas 

cuando el estrés se prolonga. Por lo tanto, el estrés altera el medio fisiológico a largo plazo, y la respuesta 

del organismo a estos cambios se encuentra en cierto punto medio, pivoteando entre la resiliencia exitosa 

ante el estrés y su transición a la patología, como por ejemplo la depresión. 

Los recientes intentos para comprender los mecanismos que subyacen a la depresión se han centrado 

en estudiar las interrelaciones entre genética, las variaciones en la morfología o neuroactividad de 

estructuras límbicas y la influencia del ambiente, que afectan el riesgo de desarrollar el trastorno (Little et 

al., 2015). Con el afán de reproducir algunos de estos factores, empleamos un modelo animal de 

separación materna temprana, estrés crónico e impredecible en la adultez y la administración de un 

antidepresivo para poder estudiar sus efectos sobre aspectos neurobiológicos y conductuales 

relacionados con esta patología. 

Encontramos que el estrés crónico e impredecible produjo: una disminución de la cantidad de neuronas 

serotoninérgicas activas en el núcleo dorsal del rafe (NDR), una tendencia a disminuir el volumen del 

estrato apical de CAl y CA2/3 del hipocampo y una disminución de la memoria contextual. En los 

objetivos planteamos que las posibles disminuciones en la memoria podrían surgir como consecuencia de 

las disminuciones de los volúmenes de hipocampo analizadas. Sin embargo, de acuerdo con los 

resultados recabados en este trabajo, y dado que las alteraciones del circuito serotoninérgico también 

pueden incidir en la morfología dendrítica del hipocampo (Kraus et al., 2017; McKittrick et al., 2000; Wirth 

et al., 2017), las disminuciones en la memoa contextual producidas por el estrés en la adultez podrían 

guardar estrecha relación con el circuito serotoninérgico, en un modelo propuesto en la Figura 26, 

Además de su papel bien establecido como neurotransmisor, la serotonina (5H1) está involucrada en 

varios aspectos del desarrollo neurona¡, incluido el desarrollo de neutas, la regulación de la morfología 

somática, el crecimiento del cono de motilidad, la sinaptogénesis y el control de la forma y densidad de 

las espinas dendríticas. Los efectos morfogénicos de 5HT están regulados por el desarrollo, y la 

disponibilidad de este neurotransmisor durante etapas sensibles del desarrollo que puede modular la 
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formación y funciones de redes neuronales conductualmente relevantes en la edad adulta ('irth et al. 

2017). 

Disminución de las neuronas 
serotoninérgicas activas 

atectatia 

afectas ¡# 
> 	Disminución del volumen 

de hipocampo dorsal 

•fectaii. 

Disminución del treezlng 
ante el contexo 

Figura 26. Posibles relaciones entre las variables estudiadas 

Dentro del NDR existen neuronas que se proyectan hacia estructuras como la amígdala, la sustancia 

negra y el hipocampo (Gaspar & Lillesaar, 2012; McQuade & Sharp, 1997). En este último, una 

disminución en los niveles de 5HT reduce la longitud dendrítica y afecta la formación de espinas en las 

neuronas (Alves et al., 2002) Las funciones morfogénicas de la 5HT en el cerebro han sido estudiadas 

observando los efectos de distintos antidepresivos (tricíclicos, Inhibidores selectivos de la recaptación de 

5HT (ISRS), MAO-A) en la reversión de los cambios morfológicos inducidos por el estrés en neuronas 

granulares del hipocampo (Bessa et al., 2009; Jayatissa et al,, 2006; Morais et al., 2014). Adicionalmente, 

la 5H1 a través de sus receptores 5HT,, puede dar forma a los circuitos del hipocampo modulando el 

crecimiento dendrítico en CAl (Ferreira et al. 2010), atenuando la motilidad de los conos dendríticos de 

crecimiento y reduciendo el contenido de los filamentos de actina (Duhr et al., 2014; Rojas et al., 2014). 

Nuestros resultados indican una posible asociación entre los fenómenos observados en el grupo de ratas 

estresadas únicamente en la adultez en relación a la cantidad de neuronas serotoninérgicas activas y las 

disminuciones en los estratos apicales de CAl y CA2/3 del hipocampo. 

En lo que se refiere a la memoria, los animales estresados durante la adultez exhibieron menores 

porcentajes de freezing ante el contexto comparados con los controles tanto en el período de 

postcondicionamiento como en la recuperación. Al mismo tiempo, estas ratas presentaron una menor 

activación de las neuronas serotoninérgicas en la subdivisión DRL. Dentro de esta región, las neuronas 

serotoninérgicas poseen gran tamaño en comparación con las otras subpoblaciones, y su morfología es 

multipolar. El DRL recibe aferencias de estructuras involucradas en la regulación autonómica y el 

comportamiento emocional, incluyendo la corteza infralímbica, el núcleo central de la amígdala, el núcleo 

preóptico media¡, el núcleo del lecho de la estría terminal, y el núcleo lateral y perifornical hipotalámico. 

Además recibe proyecciones directas desde la retina. Contiene una gran población de neuronas aferentes 

que expresan el neurotransmisor inhibidor GABA, y éstas podrían ser las responsables de ejercer un 

control inhibitorio de otras neuronas serotoninérgicas dentro del NDR (Hale & Lowry, 2011). En el DRL, las 

neuronas serotoninérgicas podrían ser parte de un sistema de control simpatomotor que posee 

conexiones multisinápticas con neuronas presimpatomotoras en la médula espinal inervando las glándulas 
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adrenales y los músculos de los miembros posteriores (Kerman et al., 2006). En función de sus aferencias 

y eferencias, estas células están ubicadas idealmente para regular las respuestas de lucha o huída u otros 

comportamientos emocionales que involucran cambios en el tono muscular, tales como la respuesta de 

freezing (Crawford et al., 2010; Hale & Lowry, 2011). De hecho, la activación de las neuronas en la región 

DRL produce respuestas de tipo pasivas en el individuo que consisten en estados de quiescencia, 

hipotensión, bradicardia e hiporreactividad ante los estímulos ambientales (Bandier et al., 2000). Estudios 

mediante elecofisiología sugieren que las neuronas serotoninérgicas del DAL poseen mayor excitabilidad 

y tasas de disparo más altas in vitro comparándolas con las neuronas que se encuentran en la región DRV 

(Crawford et al., 2010). De lo anterior puede deducirse que una desregulación en su activación puede 

incrementar la vulnerabilidad para afrontar fenómenos estresantes de tipo inescapables. El hecho de que 

estos animales exhibieran menores porcentajes de freezing en el test de miedo condicionado sugiere que 

sus estrategias de afrontamiento ante el estrés podrían relacionarse con la falta de actividad de las 

neuronas 5HT en el DRL. 

Según nuestros resultados, en los animales estresados se evidenció un deterioro de la memoria paralelo a 

una tendencia a la disminución morfológica del estrato apical en las áreas CAl y CA2/3. Las ratas no solo 

son capaces de asociar señales discretas con un estímulo aversivo, sino que también pueden asociar 

una colección de señales contextuales con un shock. El condicionamiento de miedo es el proceso 

mediante el cual se adquiere esta asociación. Las implicancias del HD en este proceso se demuestran a 

partir de lesiones electrolíticas antes o después del entrenamiento que afectan al condicionamiento ante el 

contexto. Experimentos recientes que utilizan técnicas de optogenética revelan que durante el 

condicionamiento, subconjuntos de células granulares en el giro dentado codifican la memoria ante el 

contexto (Bauer, 2015; Kheirbek et al., 2013; Llu et al., 2012). Este recuerdo se puede recuperar o 

evocar cuando esas subpoblaciones especificas de neuronas se activan (Bauer, 2015). Si bien entonces 

el rol del HD en la memoria dependiente del contexto ha sido demostrado, la relación entre volumen de 

hipocampo y la memoria continúa bajo análisis, dado que un mayor volumen no necesariamente implica 

un mejor desempeño cognitivo, y además existen incompatibilidades en los datos recabados de 

diferentes estudios. Es decir, existen inconsistencias debido a las diferencias en las técnicas: histológicas, 

estadísticas y de medición. Incluso independientemente de las técnicas, los estudios han sido diseñados 

para responder diferentes preguntas y así tratar a los animales de manera diferente, creando variaciones 

biológicas imprevistas (Roth et al., 2010). Aun cuando existe consenso en establecer causalidad cuando 

se trata de las consecuencias de los protocolos de estrés crónico sobre la memoria (Conrad et al., 2017; 

Moreira et al., 2016), no puede confirmarse que las disminuciones en el volumen del hipocampo originen 

los déficits observados en el comportamiento (Roth et al., 2010). De hecho, en este trabajo la separación 

materna también produjo déficits en la recuperación de la memoria a largo plazo en nuestro trabajo, 

siendo que en este grupo los volúmenes del HD se asemejaron a los controles. No obstante, algunos 

autores hallan coherencia entre los cambios estructurales del hipocampo y los déficits cognitivos en 
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tareas que dependen de esta estructura (McLaughlin et al,, 2007; Molet et al., 2016; OhI et al., 2000); 

inclusive otros reportan correlaciones negativas entre estas dos variables en ratas (Clausen et al., 2005; 

Luo et al., 2014) o bien en humanos (Hagemeier et al., 2016). Algunos estudios clínicos predicen 

deterioros de la memoria de navegación como consecuencia de una reducción volumétrica del 

hipocampo (Guderian et al., 2015). En ratas hembras también se reportaron déficits en la memoria 

espacial acompañadas de una reducción del volumen del hipocampo, así como la pérdida de neuronas, 

astrocitos y células de microglia como consecuencia de la ingesta de etanol durante la adolescencia 

(Oliveira et al., 2015). Por último, Moser y colaboradores (1993) encontraron un valor umbral en la 

disminución del volumen del área CAl (producida a partir de lesiones por aspiración) por debajo del cual 

el aprendizaje espacial en el test de laberinto de agua de Morris se expresa de manera normal. Ese 

umbral fue el 20%, y  a partir del mismo se produjeron déficits duraderos en la latencia de escape (Moser 

et al., 1993). En comparación, las reducciones reportadas en este trabajo rondan el 35% en el caso de 

CAl, dando sostén tanto a los resultados obtenidos en el test de miedo condicionado como a los del test 

de laberinto de Barnes. 

El miedo condicionado involucra diferentes etapas de la memoria. Se denomina adquisición del miedo al 

aprendizaje inicial de la asociación entre el contexto y el shock. Esta memoria se consolida en recuerdos 

estables y duraderos dependientes de la síntesis de proteínas durante las 24 horas posteriores a la 

adquisición del miedo. Al día siguiente, cuando al animal se le presenta el contexto sin el shock, la 

memoria es recuperada, conduciendo a la expresión de la respuesta de miedo, es decir el freezing 

(Bauer, 2015). Las manipulaciones, como el protocolo de estrés en nuestro caso o la administración de 

una determinada droga, pueden alterar cualquiera de estas etapas dependiendo el tiempo en el que 

ocurren: previos al entrenamiento, o después del mismo. Las contribuciones de Kesner y sus 

colaboradores (Kesner et al., 2004; Lee & Kesner, 2004) testeando el rol específico de las áreas del 

hipocampo en la adquisición y recuperación de la memoria, utilizando el paradigma del condicionamiento 

de miedo ante el contexto, sugieren que tanto CA2/3, CAl y giro dentado están involucradas en la 

adquisición rápida de la memoria contextual en la fase inicial. La participación de CA2/3 parece ser 

importante en la etapa más temprana de adquisición, presumiblemente para desarrollar una 

representación instantánea del contexto. El papel de CA2/3, sin embargo, es mínimo en la etapa de 

recuperación de la memoria contextual después de un período de tiempo prolongado (es decir, 24 h), 

mientras que las otras subregiones participan en mayor medida (Lee & Kesner, 2004). Mediante el daño 

químico del giro dentado (Hernandez-Rabaza et al., 2008) así como también mediante la inhibición por 

optogenética (Bernier et al., 2017), pudo confirmarse que la integridad del giro dentado es fundamental 

para establecer una representación coherente del contexto en el que las experiencias emocionales, ya 

sean hedónicas o aversivas, están vinculadas. 

En el marco de las observaciones precedentes, nos parece interesante destacar que el protocolo de 

estrés impredecible afectó principalmente a los estratos apicales de las áreas CAl y CA2/3, conformados 
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en su mayoría por dendritas. Estos resultados coinciden con la mayoría de los estudios evidenciando que 

es más probable que el estrés crónico y los glucocorticoides influyan en la arborización dendrítica de las 

zonas apicales de las regiones CA que en las regiones dendríticas basales o piramidales donde se 

encuentran los somas (para una mejor revisión leer Conrad 2017). La información proveniente de las 

células granulares del giro dentado podría interrumpirse debido a la disminución de la plasticidad sináptica 

en CA2/3, dando como resultado un bloqueo de la adquisición inicial de un nuevo contexto espacial (Lee 

& Kesner, 2004), y  a su vez de la recuperación de la memoria ante el contexto como consecuencia de las 

remodelaciones sufridas en CAl. 

Por otra parte, la separación materna temprana también produjo una disminución de la recuperación de la 

memoria ante el contexto. Ciertas manipulaciones, como el enriquecimiento del ambiente o el 

entrenamiento intensivo pueden revertir los efectos estructurales del estrés sobre el hipocampo 

(Hutchinson et al., 2012; Yau et al., 2011) incrementando su complejidad dendrítica y simultáneamente 

afectando la conducta. En consecuencia, nosotros esperábamos que la influencia positiva que el 

antidepresivo tianeptina ejerció en las ratas separadas de la madre sobre el volumen de las dendritas 

apicales en las áreas CAl y CA2/3 pudiera traducirse en un buen desempeño en el test de miedo 

condicionado. Sin embargo, los grupos tratados con tianeptina y aquellos tratados con vehículo 

presentaron comportamientos similares en dicho test. El menor porcentaje de freezing durante el período 

de recuperación -memoria a largo plazo- de estos animales no guarda una relación evidente con los 

cambios morfológicos en el HD, así como tampoco con la cantidad de neuronas serotoninérgicas activas 

en el NDR. Podría inferirse que en este grupo de animales los mecanismos o procesos subyacentes son 

diferentes a los que acontecen en los animales que experimentan estrés sólo en la vida adulta. Las 

causas que inciden en la conducta observada se individualizaron en secciones anteriores, e incluyen 

factores de tipo emocionales o neurobiológicos. Entre los primeros se encuentra la calidad de la atención 

materna dado que puede modificarse en las madres que son separadas de sus crías (Aguggia et al., 

2013). Mientras que a nivel biológico la disminución de los niveles de factores neurotróficos como 

consecuencia del protocolo de separación (Aisa et al., 2009; Della et al., 2013) y la influencia de 

alteraciones en estructuras relacionadas a la emocionalidad del test como es el caso del hipocampo 

ventral o la amígdala (Monroy et al., 2010) pueden acompañar a la separación materna y contribuir a 

explicar sus efectos sobre la memoria. Sin embargo, aun cuando estos fenómenos pueden dar soporte al 

comportamiento, como respuesta global e integral, una de las principales consecuencias de la separación 

materna temprana es la desregulación del eje hipotálamo -pitu itario-ad renal (HPA), o su reprogramación. 

La presencia y los cuidados matemos mejoran la respuesta cardíaca, aumentan la secreción de la 

hormona de crecimiento y regulan el ritmo de sueño/vigilia, a la vez que suprimen la actividad del eje HPA. 

Los roedores neonatos son hipo responsivos al estrés durante las primeras dos semanas de vida (Levine, 

1994; Schmidt et al., 2003). Este periodo se caracteriza por niveles de corticosterona circulante bajos y 

estables, y una menor reacción ante estresores que generalmente dispararían profundas respuestas tanto 
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de ACTH como de corticosterona en un individuo adulto. La hipo responsividad del eje se ha atribuido a la 

presencia de la madre, dado que los niveles basales de ACTH y corticosterona aumentan lentamente si 

las crías se separan durante un único episodio de 24 h de sus madres, alcanzando niveles máximos 

después de 8 h (Levine, 1994), por lo que el período de hipo respuesta se interrumpe y la secreción 

adrenal de corticosterona comienza a responder ante estresores de mediana intensidad y ante ACTH 

exógena (Schmidt et al., 2002), En suma, los factores metabólicos y sensoriales proporcionados por la 

madre contribuyen a dar forma al fenotipo de la cría, determinando su susceptibilidad ante el estrés. En la 

literatura existen numerosos reportes acerca de alteraciones que ocurren en los niveles de ACTH o de la 

hormona liberadora de corticotropina (CRH), o la redistribución que sufren los receptores de 

glucocorticoides GR y MR en el hipocampo tras la separación materna, cuando los animales son adultos 

(Aisa et al,, 2009; Ladd et al., 2005). Adicionalmente, para el adecuado almacenamiento y expresión de la 

información contextual se necesita un ajuste fino en los niveles de estos receptores (Harris et al., 2013; 

Souza et al., 2014). Durante el estrés como sucede en el test de miedo condicionado, la corticosterona 

promueve, a través de los receptores MR, la defensa contra el estresor, mientras que los efectos 

mediados por GR facilitan el afrontamiento ante el estresor y el almacenamiento de los eventos 

estresantes en la memoria (Oitzl et al., 2010). Concretamente, el bloqueo de los receptores MR antes de 

la recuperación puede reducir de manera significativa la expresión de la memoria contextual en el test de 

miedo condicionado (Zhou et al., 2011). La deprivación materna de 24 hs en el día post natal (DPN) 3 

produce consecuencias a largo plazo disminuyendo la expresión de receptores tanto GR como MR en el 

hipocampo (Sutanto et al., 1996), y la separación materna repetida conjuntamente con otros 

procedimientos que perturban el sistema serotoninérgico generan una disminución en la expresión del 

mRNA del receptor MR en la amígdala (Sachs et al., 2015). El balance MR/GR puede modificarse 

entonces mediante eventos que programan la vida temprana como el estrés prenatal y las interacciones 

madre-cría. Otro mecanismo a través del cual la separación materna puede vulnerar al eje HPA es la 

activación de procesos epigenéticos específicos relacionados con los promotores de GR en el 

hipocampo (Oitzl et al., 2010; Weaver, 2007). 

Por todo lo anterior, es posible que la alteración del eje HPA constituya un pilar fundamental para 

interpretar nuestros resultados con respecto a la memoria contextual en estos animales. En una revisión 

realizada por Tractenberg et al. (2016) acerca de los efectos conductuales de la separación materna 

temprana en roedores (teniendo en cuenta trabajos que emplearon en sus diseños distintas cepas de 

ratones), en la cual se analizaron aspectos relacionados con la ansiedad, la depresión y la memoria, el 

hallazgo con mayor consistencia a través de todos los estudios abordados es el de la asociación entre la 

separación materna y los déficits de rendimiento en la memoria (Tractenberg et al., 2016). Por lo tanto, 

nuestros resultados enfatizan la importancia de la experiencia de la vida temprana en la modulación del 

comportamiento a largo plazo, específicamente con respecto a la memoria contextual de miedo. 

86 





DISCUSIÓN GENERAL 

La presente tesis tuvo como objetivo averiguar si el estrés de separación materna era suficiente como 

para incrementar la vulnerabilidad para desarrollar depresión ante un estrés crónico e impredecible durante 

la adultez. Para ello, nos basamos en el marco teórico de la teoría de diátesis-estrés, herramienta 

conceptual que permite comprender cómo ciertos factores predisponentes aumentan la susceptibilidad y, 

finalmente, crean condiciones suficientes para el desarrollo de este trastorno. Estudiamos variables tanto 

neurobiológicas como conductuales, asociadas a la depresión en nuestros grupos experimentales para 

analizar la interacción que se produce ente el ambiente temprano y el adulto bajo estas situaciones 

adversas y crónicas. Sin embargo, cuando se trata de los efectos provocados por estos estímulos o 

factores predisponentes sobre la salud, existen dos visiones contrapuestas: la teoría acumulativa del 

estrés o doble golpe (Cotella et al,, 2014) y  la teoría del ajuste-desajuste (match/mismatch). En el caso 

de los animales sometidos a un histohal de estrés consecutivo, es decir separados de la madre en la 

edad temprana y luego estresados en la adultez en forma impredecible, algunas de las variables de 

estudio alcanzaron valores similares a los animales controles, a favor de la segunda hipótesis. Este fue el 

caso de la cantidad de neuronas serotoninérgicas activas en el NDR a -8,04 mm desde el bregma y los 

niveles de freezing durante la etapa de post-condicionamiento en el test de memoria utilizado. Si bien la 

memoria contextual fue evaluada en función de las posibles modificaciones en el volumen del HD, como 

ya hemos discutido, el circuito serotoninérgico también es capaz de modular la conducta de miedo ante el 

contexto. Las estructuras involucradas en el aprendizaje y la expresión de conductas de miedo, incluidas 

la amígdala, el hipocampo y la corteza prefrontal, contienen concentraciones densas de receptores para 

5HT (Bauer 2015). Particularmente, el hipocampo recibe inervación serotoninérgica desde el NDR (Gaspar 

& Lillesaar, 2012; McQuade & Sharp, 1997), donde genera tanto la despolarización de neuronas 

inhibitorias como la reducción de la excitabilidad de las neuronas piramidales (Burghardt & Bauer, 2013). 

La 5HT modula los circuitos y las neuronas que intervienen en el aprendizaje del miedo ante el contexto 

de una manera compleja (Bauer, 2015), debido a que cualquiera de los distintos subtipos de receptores 

proveniente de las siete familias (5HT 1-7)  puede estar presente tanto en células glutamatérgicas como 

GABAérgicas, y más de un subtipo de receptor de 5HT puede estar presente en una única neurona. Por 

otra parte, la 5HT puede generar efectos diferenciales en el comportamiento dependiendo de la región del 

cerebro a la cual se dirige (Bauer, 2015). Respecto a la relación entre los niveles de 5H1 y el 

condicionamiento del miedo, los datos muestran que tanto los aumentos como disminuciones en los 

niveles de 5H1 mediante modificaciones genéticas se asocian con un mayor porcentaje de freezing ante 

el contexto (Homberg, 2012). Posiblemente, esto indica que existe una relación en forma de U entre los 

niveles de 5HT y el condicionamiento (Figura 27), de manera tal que niveles demasiado bajos o 

demasiado altos de 5HT facilitan este proceso, mientras que el rango normal de niveles de 5HT es menos 

efectivo (Homberg, 2012). Según nuestros resultados, en los animales sometidos a ambos protocolos de 

estrés, los niveles de neuronas serotoninérgicas activas se asemejan a los valores controles, y durante la 
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etapa de postcondicionamlento los porcentajes de freezing ante el contexto también están aparejados, 

indicando una posible asociación entre estas variables, 

1 

Niveles de SHT 

Figura 27. Relación entre los niveles de 5HT y el miedo condicionado. La bibliografía sugiere que tanto niveles considerablemente 

altos como considerablemente bajos incrementan el aprendizaje asociativo y fortalecen la vinculación entre el estímulo 

condicionado y el shock. 

Los mecanismos a través de los cuales la 5HT interviene en la expresión de la memoria de miedo pueden 

involucrar en primer término al sistema CRH en el NDR, que a su vez proyecta hacia regiones cerebrales 

relacionadas con el procesamiento del miedo (Homberg, 2012). De hecho, Ohmura y colaboradores 

(2010) encontraron que una inyección de un antagonista del receptor CRH2  pero no del antagonista del 

receptor CRH1  dentro del NDR suprime significativamente la expresión del freezing ante el contexto 

empleando el test de miedo condicionado (Ohmura et al., 2010). En segundo término, se encuentran los 

distintos subtipos de receptores de 5HT que participan en sus acciones excitatorias e inhibitorias 

(Burghardt & Bauer, 2013). Por ejemplo, la inyección sistémica de un agonista del receptor 5HT - 

presente en gran medida en el hipocampo, la corteza prefrontal media¡ y en el núcleo lateral de la 

amígdala- inmediatamente después del condicionamiento, facilita el freezing ante el contexto en ratones, 

sugiriendo una importante influencia en la consolidación de las memorias de miedo (Zhang et al., 2013). A 

diferencia de los receptores 5HT, el receptor 5HT1A  se expresa como un autorreceptor en el NDR y 

como heterorreceptor en las regiones del cerebro anterior, cada uno de los cuales media diferentes 

aspectos de la señalización de 5HT. Como autorreceptor, el receptor SHT,A  limita la liberación de 5HT en 

las terminales nerviosas y reduce el tono serotoninérgico general. La infusión de un agonista de SHTIA  en 

el núcleo del rafe reduce los niveles de freezing ante el contexto (Borelli et al,, 2005; Silva et al,, 2004). 

Como heterorreceptor, la infusión de un agonista de 5HT1A  en el hipocampo o en la amígdala basolateral 

también disminuye la expresión de freezing ante el contexto (Song et al., 2006; Stiedl et al., 2000). Por 

último, el sistema serotoninérgico puede estar influenciado por variaciones genéticas. La variación del gen 

serotoninérgico más estudiada es el 5-HTTLPR, un polimorfismo en la región promotora del gen del 

transportador de 5HT (SEAT). La variante s-alélica se asocia con una transcripción disminuida del gen en 

comparación con el alelo largo (1), así como una función reducida de SEAT. Presumiblemente, esto 

conduce a un aumento de los niveles de 5HT extracelular. De acuerdo con lo descripto, se ha reportado 
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que los portadores del alelo s exhiben mayores porcentajes de freezing ante el contexto (Garpenstrand et 

al., 2001). 

En base a nuestros resultados, consideramos que la separación materna temprana puede haber 

modificado alguno de los citados mecanismos, constituyendo verdaderos medios de programación que 

modificarían la conducta registrada durante el test de condicionamlento en los animales que luego fueron 

sometidos al estrés crónico e impredecible. Para ejemplificar estos supuestos, la separación materna 

produce: una redistribución de receptores CRH1  y CRH2  en el NDR (Bravo et al., 201 1); variaciones en la 

sensibilidad del autorreceptor 5HTA  (Gartside et al., 2003) y en su expresión (Bravo et al., 2014) en el 

NDR; y aumentos en la expresión del transportador de 5HT en la amígdala (Vicentic et al., 2006). Todas 

estas mediciones se llevaron a cabo en animales adultos. 

En los animales sometidos tanto a separación materna como al protocolo de estrés en la adultez, los 

efectos sobre el volumen del HD y sus áreas fueron dependientes del antidepresvo tianeptina. Los 

resultados de la utilización de este antidepresivo fueron diferentes dependiendo del estresor, dado que en 

las ratas separadas tendió a incrementar el volumen de los estratos apicales de CAl, CA2/3 y el estrato 

molecular del giro dentado, mientras que en las ratas separadas y estresadas en la adultez su efecto fue 

el contrario. Estimamos que este comportamiento disímil de tianeptina se debe a sus características 

farmacológicas y a su mecanismo de acción, dado que los últimos hallazgos revelan que es un agonista 

de los receptores de opioides de tipo mu y en menor medida delta (Gassaway et al., 2014). Las tres 

clases bien definidas de receptores opioides (delta, kappa y mu) se han estudiado en relación a la 

fisiopatología de la depresión y a su tratamiento (Lutz & Kieffer, 2013; Richards et al., 2016). Los ratones 

que carecen del receptor opioide delta a lo largo de la vida demuestran niveles aumentados de conductas 

relacionadas con la ansiedad y la depresión (Filliol et al., 2000) y los agonistas a este receptor tienen 

propiedades antidepresivas en modelos preclínicos (Naidu et al., 2007; Torregrossa et al,, 2006). 

Varios descubrimientos previos pueden clarificar las acciones de tianeptina reflejadas en este trabajo. 

Desde lo general a lo particular, en primer lugar el sistema de opioides contribuye a la mediación, 

modulación y regulación de las respuestas de estrés tanto endócrinas (sobre el eje HPA), autonómicas y 

de comportamiento (Drolet et al., 2001). En efecto, la expresión de los receptores de opioides en el 

hipocampo es modificada por un protocolo de estrés crónico por inmovilización (Randesi et al., 2018). En 

segundo lugar, la activación de receptores de opioides en el hipocampo genera cambios morfológicos 

relacionados con la conectividad y plasticidad sináptica en esta estructura. Particularmente, los receptores 

mu-opioides se expresan en gran medida en el hipocampo, y su activación disminuye la actividad de las 

interneuronas inhibidoras, desinhibiendo así a las neuronas glutamatérgicas en el área CAl (Svoboda et 

al., 1999) en forma consistente con los reportes de los efectos potenciadores de la tianeptina sobre la 

excitabilidad y la plasticidad sináptica en CAl (McEwen et al., 2010). Cabe agregar también que los 

opioides endógenos son capaces de incrementar la expresión del ARNm para el factor neurotrófico 

89 





DISCUSIÓN GENERAL 

derivado del cerebro (BDNF) a través de los receptores mu y delta (Zhang et al.. 2006). En tercer lugar, el 

sistema de péptidos opioides endógeno no está completamente desarrollado en el momento del 

nacimiento, por lo que es susceptible de alterarse a corto y/o largo plazo mediante manipulaciones del 

entorno postnatal. De hecho, el sistema de opioides es sensible a los efectos de la separación materna, 

que se manifiestan en áreas relacionadas con el estrés y el sistema de la recompensa (Gustafsson et al., 

2008) alterando la densidad de sus receptores delta en amígdala (PIoj & Nylander, 2003), o la expresión 

de genes implicados en las vías de señalización de los opioides endógenos (Sachs et al., 2018). 

Adicionalmente, la activación de los receptores de opioides podría mediar los circuitos neurales de las 

conductas de apego. Éstas implican la exhibición de comportamientos afiliativos, el establecimiento del 

vínculo entre la madre y la cría, y la manifestación de la angustia emocional durante los períodos de 

separación (Moles et al., 2004). La conducta de apego es el contacto íntimo con la madre que permite el 

desarrollo normal de los comportamientos sociales y emocionales (Lutz & Kieffer, 2013). En este orden de 

ideas, ratones knock-out para el receptor de opioides mu emitieron menos vocalizaciones ultrasónicas 

que los controles cuando fueron separados de sus madres y no mostraron preferencias ante las señales 

maternas (Moles et al., 2004), acentuando el rol de estos receptores -a los que se une tianeptina- en el 

establecimiento del vínculo madre-cría, y en la atenuación de la respuesta al estrés inducida por la 

separación materna. Una posible explicación con respecto a los efectos de tianeptina en los animales 

separados, podría deberse a la unión de este antidepresivo con su ligando (receptor mu), aumentando el 

volumen de los estratos apicales en el HD. Esto último debido a los efectos de la activación de los 

receptores mu sobre el BDNF, afectando al volumen de los animales sometidos a los dos protocolos de 

estrés. Soportando esta hipótesis, García-Gutierrez y colaboradores observaron reducciones en los 

niveles de BDNF en el hipocampo de ratones separados de la madre, pero incrementos de los receptores 

de mu-opiáceos en esta estructura (Garcia-Gutierrez et al., 2016). 

Una de las mayores limitaciones de este trabajo fue que las variables analizadas no fueron testeadas en 

ratas hembra, dado que se conoce que existen diferencias de género con respecto al desarrollo de 

psicopatologías como la depresión, con un mayor riesgo en el caso de las hembras (Gater et al., 1998; 

Weissman et al., 1993). Además en algunos casos la cantidad de animales empleada durante el 

desarrollo experimental condujo a resultados con altos niveles de error, y por consiguiente algunos 

efectos no alcanzaron significación estadística. Este trabajo instala nuevos interrogantes para estudios 

posteriores, concretamente a nivel volumétrico. Por ejemplo: cuál es la longitud de las reducciones de las 

dendritas apicales y cuántas son las ramas que se encogen de las neuronas piramidales en las áreas 

hipocampales estudiadas, cuántas sinapsis disminuyen o bien si estas remodelaciones dendríticas 

afectan la densidad de espinas y/o el proceso de neurogénesis ante los tratamientos efectuados. 

En los últimos años, las investigaciones han logrado un progreso significativo en la comprensión de cómo 

las exposiciones ambientales interactúan con los genotipos y fenotipos para moldear de manera 

diferencial el desarrollo de los organismos. Los individuos con diferentes características varían no solo en 
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cuánto se ven afectados negativamente (en términos de salud mental definidos convencionalmente) por 

factores ambientales estresantes y adversos, sino también en la medida en que reciben una influencia 

positiva del medio ambiente. Notablemente, ciertas características de los individuos que los hacen 

vulnerables a la adversidad también pueden volverlos propensos a beneficiarse del contexto, Las 

diferencias individuales en la susceptibilidad neurobiológica ante el ambiente son adaptavas en el sentido 

evolutivo y se han conservado mediante presiones selectivas fluctuantes que generan diferentes aptitudes 

para desempeñarse en diferentes contextos ambientales (Ellis et al., 2011). Desde este punto de vista, 

mientras que el resultado neto de los cambios funcionales provocados por el estrés crónico a través de 

una variedad de sistemas neuroconductuales en el cerebro podría ser desadaptativo, es necesario 

considerar el contexto del individuo (Herman, 2013). La mayoría de las respuestas al estrés crónico son 

adaptativas, es decir, beneficiosas para la supervivencia del animal. Por ejemplo, los cambios observados 

en la inmovilidad de los roedores en la prueba de natación forzada -comúnmente vinculados a fenotipos 

depresivos- pueden interpretarse como un medio de conservación de los recursos durante etapas críticas 

o desafiantes (Herman, 2013). Cuando un animal se encuentra en entornos estresantes, no 

necesariamente se perturba su desarrollo en forma directa, sino que se regula produciendo estrategias 

que se adaptan a las condiciones estresantes. Es necesario, sin embargo, considerar que la adaptación 

óptima (en el sentido evolutivo) a ciertos entornos amenazantes no sucede sin sus costos, dado que 

algunas de estas estrategias pueden ser perjudiciales en términos del bienestar a largo plazo del individuo 

(Ellis et al., 2011; Herman, 2013). 

Michael Meaney y sus colegas realizaron un extenso trabajo experimental mostrando que bajos niveles de 

cuidados maternos (Licking and grooming) altera la respuesta al estrés de las crías y su morfología 

cerebral. Pese a que estos efectos parecen desventajosos (aumento de los niveles de corticosterona, 

menor cantidad de ramificaciones y longitud dendrítica y menor densidad de espinas dendríticas en 

neuronas del hipocampo) producen beneficios incrementando el desempeño en los procesos de 

memoria y aprendizaje bajo condiciones estresantes en la adultez (Champagne et al., 2008). Más aún, los 

cambios fisiológicos y morfológicos median el impacto del comportamiento materno sobre las estrategias 

defensivas y reproductivas de su descendencia: defensa ante las amenazas, exploración en un campo 

abierto, desarrollo puberal, comportamiento sexual y crianza (Cameron et al., 2008; Cameron et al., 

2005). Desde una perspectiva evolucionista, los mecanismos que ocurren durante el desarrollo 

empleando las experiencias tempranas para guiar o moldear ciertos procesos neurobiológicos posteriores 

deberían evolucionar en ambientes en los cuales el futuro está relacionado de manera coherente con el 

pasado (Pigliucci, 2005). Boyce y Ellis formularon la hipótesis de que (a) la exposición a entornos 

tempranos extremadamente estresantes aumenta la sensibilidad biológica ante el entorno, lo que eleva la 

tendencia de los individuos a detectar y responder ante los peligros y amenazas ambientales; (b) la 

exposición a ambientes tempranos especialmente favorables también regula la sensibilidad biológica al 

ambiente, pero de una manera beneficiosa: aumentando la susceptibilidad para detectar los recursos 
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provechosos del mismo; y (c) por contraste, la exposición a ambientes tempranos que no son extremos 

en ninguna dirección regula negativamente la sensibilidad biológica ante el ambiente, amortiguando los 

efectos de los factores estresantes crónicas en los individuas ante condiciones futuras que no son ni 

altamente amenazantes ni completamente seguras. Esta sensibilidad biológica que da lugar a resultados 

opuestos, puede ocurrir debido a diferencias sistemáticas en la función o estructura en múltiples niveles 

de complejidad, jerárquicamente organizadas: genéticos, epigenéticos, neurales, neuroendocnos y de 

comportamiento, algunos de los cuales fueron analizados en esta tesis. 

Retomando la hipótesis del ajuste-desajuste y las ideas previamente expuestas, aquellos individuos que 

se desarrollaron en entornas similares durante la edad temprana y adulta, exhibieron valores semejantes 

en algunas de las variables estudiadas en este trabajo. Contrariamente, los grupos sometidas solamente a 

un entorno hostil en alguna de estas etapas de la vida exhibieron resultados en aspectos conductuales o 

neurales disminuidos con respecto a los controles. La experiencia temprana de separación pudo haber 

actuado programando a los animales en alguno de los niveles mencionados, si bien el volumen de HD o 

la actividad de neuronas serotoninérgicas activas no son significativamente afectados cuando únicamente 

se presenta el estrés de separación. Otros mecanismos no estudiados aquí podrían haberse alterado, 

dando origen a una memoria contextual deficiente. De hecho, en presencia de un estrés crónico e 

impredecible en la adultez, los animales separados muestran comportamientos y niveles de activación de 

neuronas serotoninérgicas similares a los controles (también programados por la experiencia favorable de 

la presencia de las madres durante el desarrollo). Los efectos de la exposición al estrés emocional 

dependen, en gran medida, de las condiciones ambientales futuras en la vida del individuo y viceversa. 

Este trabajo contribuye a la literatura científica en lo referido a la programación adaptativa del sustrato 

neurobiológico como consecuencia del estrés temprano y su impacto sobre las respuestas conductuales 

en la vida adulta. 
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"8 mundo nos rompe a todos, y después muchos se vuefven más fuertes en los lugares rotos." 

Ernest Hemingway. Adiós a las armas (1929) 

6. CONCLUSIONES ANALES 

La depresión es una enfermedad mental severa definida por un conjunto específico de síntomas entre los 

cuales el bajo estado de ánimo y la anhedonia constituyen las dos dimensiones principales de la 

enfermedad. Los estudios sugieren que es el resultado de un desequilibrio entre los sistemas cerebrales 

involucrados en el procesamiento y la regulación de la información afectiva y emocional. Con el objeto de 

lograr una mayor comprensión de su etiología y tratamiento, es necesario profundizar el conocimiento de 

los mecanismos implicados en su fisiopatología, y en la acción de los antidepresivos clínicamente 

efectivos. 

El estrés crónico es un factor precipitante frecuente en la depresión que recluta vías neurobiológicas 

similares. Debido a su impacto en la regulación emocional durante la edad temprana, la separación 

materna repercute en la respuesta al estrés que se experimenta más adelante en la vida. El análisis de las 

consecuencias del estrés temprano proporciona una ventana para interpretar los fenómenos de 

adaptación, así como la base de la resiliencia o bien la vulnerabilidad para el desarrollo de trastornos 

como la depresión. 

Utilizando un modelo animal, este trabajo muestra que el estrés crónico e impredecible: (a) afecta 

negativamente a la activación serotoninérgica, (b) tiende a disminuir el volumen del hipocampo dorsal y (c) 

deteriora el desempeño en tareas relacionadas con la memoria contextual. Por otra parte, la separación 

materna afecta la memoria contextual a largo plazo; mientras que la separación materna combinada con el 

estrés crónico: (a) reproduce los valores de los controles en cuanto a la activación del sistema 

serotoninérgico (b) produce una menor reducción del volumen del hipocampo dorsal que el estrés crónico 

y c) reproduce los valores de los controles en relación a la memoria contextual. Por último, el antidepresivo 

tianeptina genera efectos diferenciales sobre el volumen del hipocampo dorsal: reduciéndolo cuando se 

aplica una combinación de separación materna y estrés impredecible, en comparación con la aplicación 

de un único estrés de separación. Como limitación, estos resultados analizados son aplicables 

únicamente a ratas machos y podrían ser diferentes en hembras. 

La alteración del ambiente perinatal mediante un estrés emocional como el de la separación materna 

temprana, produce repercusiones que acompañarán el desarrollo del individuo e interaccionarán con su 

respuesta al estrés crónico en la adultez implicando adaptaciones que contribuyen al bienestar futuro. 

Esta investigación denota cómo el estrés crónico durante la adultez, cuando es impredecible, puede 

generar consecuencias tanto neurobiológicas como conductuales semejantes a las que se observan en la 

depresión. 
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Por último, el reconocimiento emergente de la capacidad del cerebro para transformar su arquitectura y su 

función a través de estas adaptaciones, en donde los agentes farmacéuticos o las intervenciones del 

entorno posibilitan cierta plasticidad biológica, otorga esperanza para redirigir las trayectonas individuales 

negativas en una dirección más positiva, hacia una mejor salud mental. 
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